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Avaliação da produção de etanol 2G, xilitol e biomassa celular em meios

sintéticos e hidrolisados lignocelulósicos pela Meyerozyma guilliermii. A

biomassa lignocelulósica é a segunda maior fonte de carbono disponível no planeta.

Entretanto a viabilidade das biorrefinarias depende da superação de desafios como a

busca por microrganismos capazes de converter pentoses em etanol 2G e produtos de

alto valor agregado. Desta forma o presente trabalho objetivou avaliar a produção de

etanol 2G e xilitol pela levedura Meyerozyma guilliermondii (CCT7783) a partir de

resíduos da produção de lápis e palha de cana-de-açúcar. A levedura M. guilliermondii

foi adaptada em xilose e os resultados demonstraram que a velocidade específica de

crescimento foi 75% maior para linhagens adaptadas de forma espontânea. Na segunda

fase do estudo, as linhagens adaptadas, foram aplicadas em um estudo do efeito das

condições de fermentação e os resultados demonstraram que altas condições de hipoxia

e altas rotações levam a redução na produção de biomassa e aumento na produção de

xilitol. A produção de etanol foi maior com o aumento da concentração de pentoses e de

inóculo. Na fermentação dos hidrolisados aproximadamente 50% dos açúcares foram

convertidos em etanol 2G e 7% em xilitol para ambos os hidrolisados estudados,

havendo um efeito de inibição no tempo de fermentação para os hidrolisados de resíduos

de lápis. A levedura M. guilliermondii apresenta potencial para aplicação em processos

de biorrefinaria e condições otimizadas podem levar a uma biossíntese direcionada e

com maiores rendimentos.
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Evaluation of the production of second generation ethanol, xylitol and cellular biomass in synthetic

media and hydrolyzed lignocellulosic by yeast Meyerozyma guilliermondii. Lignocellulosic

biomass is the second largest source of carbon available on the planet. However, the

viability of biorefineries depends on overcoming challenges such as the search for

microorganisms capable of converting pentoses into 2G ethanol and high added

value products. Thus, the present work aimed to evaluate the production of 2G

ethanol and xylitol by the yeast Meyerozyma guilliermondii (CCT7783) from

residues from the production of pencils and sugarcane straw. The yeast M.

guilliermondii was adapted on xylose and the exact results that the specific growth

rate was 75% higher for spontaneously adapted strains. In the second phase of the

study, the adapted strains were applied in a study of the effect of fermentation

conditions and the required results that high hypoxic conditions and high rotations

lead to a reduction in biomass production and an increase in xylitol production.

Ethanol production was higher with increasing concentration of pentoses and

inoculum. In the fermentation of the hydrolysates approximately 50% of the sugars

were converted into 2G ethanol and 7% into xylitol for both considered hydrolysates,

having a controlled effect on the fermentation time for the hydrolysates from pencil

residues. The yeast M. guilliermondii has potential for application in biorefinery

processes and optimized conditions can lead to a targeted biosynthesis with higher

yields.
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1 INTRODUÇÃO

A busca por alternativas renováveis de produção de combustíveis e

bioprodutos de maior valor agregado tem se intensificado nas últimas décadas,

devido a problemas ambientais, econômicos e sociais associados a cadeia de

produção de produtos de origem fósseis, gerando demandas por novas pesquisas

associadas aos avanços científicos e tecnológicos necessários para viabilizar a

substituição dos inúmeros compostos que derivam da cadeia do petróleo. 1-2

Os processos em que se aplicam matérias-primas sustentáveis para a

produção de biocompostos que podem ser aplicados em inúmeros segmentos em

substituição àqueles de origem fósseis são denominados como biorrefinarias.

Destacando-se os processos de produção de etanol de segunda geração (2G), como

um dos principais combustíveis dentre aqueles que podem ser gerados em processos

de biorrefinarias.1-2

O etanol de segunda geração (2G) é um dos produtos mais importantes

que podem ser produzidos a partir de resíduos lignocelulósicos, por via fermentativa.

Sua denominação se deve ao fato de que os açúcares aplicados como substrato são

oriundos da fração fibrosa da biomassa, enquanto a rota convencional, que produz o

etanol denominado como 1G, utiliza os açúcares que estão solubilizados nas matrizes

sacaríneas como cana-de-açúcar e beterraba açucareira.18-19

A produção de etanol 2G a partir de biomassa lignocelulósica ganhou

destaque nos últimos anos devido ao aumento do consumo de etanol, especialmente

em países como o Brasil onde a aplicação como combustível tem ampliado a

demanda nas últimas décadas. A produção atual de etanol no Brasil é de cerca de 29

bilhões de litros e a demanda crescente do combústivel estima que serão necessários

até 46 bilhões de litros para suprir o mercado interno em 2030.20-21
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Um dos maiores desafios atuais em se aumentar a produção de etanol,

para suprir a crescente demanda, está no fato de que não é possível alcançar este

aumento sem comprometer terras férteis destinadas a produção de alimentos. E neste

contexto o aproveitamento total da biomassa e não somente das frações sacaríneas

pode gerar um aumento de produtividade com estimativa de até 50%.22-24

O processo de produção do etanol 2G depende de etapas onerosas como

a separação de frações ligninas e a sacarificação das fibras, que aumenta os custos

de processo. Desta forma, um dos limitadores atuais deste processo está no uso

economicamente sustentável da biomassa lignocelulósica, que é apontada como uma

das fontes mais promissoras para substituir as de origem fóssil.

A biomassa lignocelulósica se destaca pela sua composição simples,

sendo 70% composta de celulose e hemicelulose que são estruturas poliméricas

fibrosas que podem ser convertidas em glicose e outros açúcares de cinco carbonos

denominados como pentoses. Tais açúcares têm uma ampla aplicação como

substratos para rotas de biossíntese em processos de biorrefinarias.3

Outro aspecto que torna a biomassa lignocelulósica uma matriz

importante no cenário mundial atual é a sua ampla disponibilidade. Trata-se de um

componente de parece celular de organismos vegetais amplamente distribuídos,

sendo desta forma a segunda maior fonte de carbono existente no planeta4. Além

disso, a utilização de biomassas residuais oriundas dos processos industriais e

urbanos reduz as emissões de dióxido de carbono, visto que o principal destino destes

resíduos ainda é a queima ou o lançamento em aterros. 5

Inúmeros desafios científicos e tecnológicos necessitam ser superados

para que processos de biorrefinaria, aplicando biomassas lignocelulósicas de

diferentes origens, se tornem econômica e ambientalmente viáveis. Do ponto de vista

da conversão da matriz lignocelulósica nos açúcares fermentescíveis, os desafios são

o desenvolvimento de processos de pré-hidrólise e hidrólise de baixo custo e baixo
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impacto ambiental e da busca por microrganismos que possam resistir aos inibidores

gerados nos processos de mais baixo custo.5-6

Dessa forma um dos gargalos científicos atuais é a fermentação eficiente

de todas as frações de açúcares liberados durante o processo de hidrólise, por

exemplo, micro-organismos convencionais comumente aplicados em escala

industrial como Saccharomyces cerevisiae não são capazes de converter os açúcares

liberados na hidrólise da fração hemicelulósica gerando uma perca na composição

total dos açúcares acima de 40% a depender do tipo de biomassa.

Além disso, organismos geneticamente modificados têm sido aplicados

na fermentação de hidrolisados lignocelulósicos, com baixo rendimento e robustez

limitada para condições das plantas industriais, além da desvantagem de limitarem a

aplicação dos coprodutos e mesmo da biomassa celular em mercados de maior valor

agregado como a produção de alimentos e fármacos, prática que é comum emmuitas

biofabricas para aumentar a sustentabilidade do processo. 4,9,22,25-28

Leveduras não convencionais, isoladas de diferentes ecossistemas têm

se destacado nas últimas décadas, por sua capacidade de fermentar pentoses e

hexoses. Tais microrganismos têm sido estudados como alternativa ao uso de

Saccharomyces cerevisiae em rotas de fermentação de hidrolisados de biomassa

lignocelulósica em diferentes configurações. Além disso estas leveduras têm a

vantagem de metabolizar diversas fontes de carbono e, a depender das condições

ambientais e fisico-químicas dos meios de cultivos, podem produzir diferentes

bioprodutos e bicombustíevis.9-11

Outro limitador notoriamente importante apontado na literatura é a

viabilidade econômica dos processos de biorrefinaria para produzir combustíveis e

bioprodutos e, nexte contexto, a coprodução de bioprodutos de valor agregado,

associados a condições ótimas de conversão tem sido reportada como uma

abordagem de sucesso que permite aumentar a sustentabilidade econômica sobretudo
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devido aos altos custos das etapas de hidrólise da biomassa e purificação dos bio-

produtos.12-17

Dentre os bioprodutos que podem ser produzidos por rota fermentativa,

a partir da biomassa lignocelulósica, destaca-se a cofermentação de xilose em xilitol,

que é um poliálcool com características sensoriais compatíveis com a sacarose, de

baixo índice glicêmico e efeito antimicrobiano em bactérias da saliva sendo

considerado como anticariôgenico. O xilitol é apontado como um dos coprodutos de

maior valor agregado em rotas de biorrefinarias. O mercado global de xilitol é

estimado em cerca de 900 milhões de dólares/ano com crescente estimativa em até

1,2 bilhões de dólares/ano até 2026. 30-31

A produção biotecnológica de xilitol, por rota fermentativa, apresenta

inúmeras vantagens em relação a rota química convencional, sobretudo devido a

redução de custos de produção e aumento da viabilidade ambiental. O xilitol pode

ser produzido por leveduras fermentadoras de xilose e trata-se um produto

intermediário da via de metabolização de xilose podendo ser, a depender das

condições do meio, acumulado e posteriormente excretado como bioproduto.

Todavia este é um processo que depende da busca por microrganismos e condições

ideias de bioconversão.31-32

A busca por microrganismos que são naturalmente capazes de co-

fermentar pentoses e hexoses é um dos desafios científicos apontados como uma

solução para aumentar a sustentabilidade de biorrefinarias. Isto porque organismos

naturalmente fermentadores, isolados de ecossistemas industriais, conferem uma

resistência adquirida dos processos de evolução natural e podem resistir e apresentar

melhor performance que os microrganismos modificados geneticamente. 29-30

As leveduras não convencionais, destacam-se como microrganismos

naturalmente capazes de fermentar pentoses e hexoses com alta taxa de eficiência.

São referidas na literatura pela sua ampla capacidade de fermentar diversas fontes de
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carbono e produzir diversos bioprodutos e biomassa celular sendo ideias para a uma

rota de biossíntese otimizada com coprodução de etanol, biomassa e xilitol

possibilitando o aumento da sustentabilidade econômica dos processos de

biorrefinarias.29-30

A levedura Meyerozyma guilliermondii CCT7783 foi isolada e

selecionada devido a sua capacidade de metabolizar açúcares de cinco carbonos

como aqueles liberados da hidrólise de biomassas lignocelulósicas. Trata-se de uma

levedura não convencional que naturalmente é capaz de metabolizar pentoses e

hexoses. Os efeitos de possíveis condições agressivas de processo como a presença

de ácido acético e furfural também foram investigados e a levedura demonstrou

resistência e capacidade de metabolização dos açúcares em condições de

concentrações elevadas destes inibidores.33-34

A aplicação de novos microrganismos em processos industriais requer

um aumento da maturidade sobre os conhecimentos necessários para se escalonar

tais plataformas. Tal conhecimento demanda entender os possíveis bioprodutos e as

condições de biossíntese que afetam o metabolismo e a bioconversão, como aeração,

concentração de substrato e concentração de inóculo. Além disso, é necessário se

investigar ainda se há um padrão de comportamento da levedura em substratos

próximos aqueles- aplicados em escala industrial.

Desta forma o presente trabalho visa avaliar o potencial de aplicação da

levedura M. guilliermondii CCT7783, em rotas de bioconversão de biorrefinarias

através da produção de conhecimento sobre a metabolização de pentoses, a

necessidade de adaptação evolutiva e a capacidade de fermentar todos os açúcares

existentes nos hidrolisados lignocelulósicos e bioconverter em compostos de

interesse industrial como xilitol e etanol 2G.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a produção de xilitol e etanol pela levedura Meyerozyma

guilliermondii em meios sintéticos e hidrolisados lignocelulósicos.

2.2 Objetivos específicos

 Avaliar o efeito do crescimento adaptativo da levedura M. guilliermondii

CCT7783, emmeio contendo xilose como única fonte de substrato, na cinética

de crescimento, biossíntese de xilitol, biomassa celular e etanol.

 Avaliar o efeito do tempo de fluxo de nitrogênio (0 ou 1 h), da concentração

inicial de xilose (20 ou 40 g/L), da concentração inicial de inóculo (0,2 ou 1,2

g/L) e da rotação (60 ou 160 rpm) na metabolização de xilose, produção de

xilitol, etanol e biomassa celular por M. guilliermondii em meio sintético

contendo xilose como fonte de substrato.

 Avaliar a capacidade de bioconversão dos açúcares liberados na hidrólise de

palha de cana-de-açúcar e resíduos da fabricação de lápis em xilitol e etanol

2G por M. guilliermondii.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Sustentabilidade ambiental e econômica da produção de etanol

2G.

O etanol tem sido um produto de extrema relevância para a econômica

brasileira desde os períodos coloniais. Grandes marcos no desenvolvimento da

produção de etanol do país tiveram seus pilares apoiados por políticas de incentivos

do governo como o Programa Nacional do Álcool, o aumento da proporção de etanol

anidro na gasolina e mais recentemente o programa RenovaBio, que estimula a

produção de biocombustíveis com o objetivo de reduzir gases de efeito estufa.240,241

Os principais produtos do processamento da cana-de-açúcar no Brasil são

açúcar, etanol e energia elétrica. Entretanto, em 2017, foi criado um novo produto

denominado Crédito de descarbonização (CBio), a partir do programa RenovaBio,

com intuito de ativar os créditos de carbono tornando os negociáveis na bolsa de

valores.242-245

Um dos principais impactos do CBio é tornar viável tecnologias que reduzem

a emissão de gases de efeito estufa como o etanol 2G, visto que os desafios

tecnológicos e as inúmeras etapas de processamento fazem com que a viabilização

da produção de etanol 2G ainda seja um desafio a ser superado pelo setor.246

A produção viável de etanol 2G depende da superação científica e tecnológica

de desafios como redução dos custos e aumento da produtividade dos processos

físico-químicos e biológicos envolvidos em todas as etapas. Tais desafios dependem

do escalonamento de pesquisas disruptivas que, em países em desenvolvimento

como Brasil, enfrentam um cenário de extrema latência e recalcitrância. Desta forma

a produção de bioprodutos e a créditos de carbono, associados a otimização de

processos são citadas como estratégias de viabilização financeira na literatura.247-249
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Embora a produção de etanol 2G esteja em escala comercial no Brasil e alguns

países no mundo, este processo enfrenta dificuldades para se tornar viável devido aos

elevados custos de produção, com custo de produção estimado sendo 2.37 vezes

maior que o custo do etanol 1G. Todavia sua produção tem ganhado destaque, com

aumento do número de plantas e da capacidade de produção no Brasil recentemente.

Isto porque o etanol 2G porque o etanol lignocelulósico é apontado como um dos

combustíveis de menor pegada de carbono do mundo, ou seja, com menor emissão

de gases de efeito estufa ao longo do ciclo de produção.240-249

A emissão de gases de efeito estufa como o CO2 no processo de produção de

etanol de segunda geração chega a ser 30% menor comparada ao processo de

primeira geração e 80% menor que os combustíveis fósseis. Sendo os produtores

beneficiados pelo mercado de crédito de carbono, pois a cada 540 litros de etanol 2G

produzidos o produtor pode receber 1 crédito de carbono (CBio), sendo esta

quantidade aumentada para 670 litros, aproximadamente, em etanol 1G. 240,242

Os CBios devem ser comprados pelas indústrias que emitem gases de efeito

estufa para completar suas metas de redução de emissão e são negociados em bolsa

de valores. Desta forma o RenovaBio garante uma rentabilidade extra para a

produção de etanol 2G, que supera outros biocombustíveis, e tais políticas de

incentivo buscam atender as metas do Brasil no acordo de Paris, no qual o país

precisa aumentar a participação dos biocombustíveis na matriz energética em 18%

até 2030.240-249

3.2 Obtenção de hidrolisados lignocelulósicos

Para a aplicação da biomassa lignocelulósica como matéria-prima nos

processos de biorrefinarias, uma importante etapa é a produção dos hidrolisados

lignocelulósicos, pois durante a fermentação, muitos microrganismos são
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severamente inibidos pela toxicidade dos compostos gerados no processo de pré-

tratamento para remoção da lignocelulose. Sendo que a escolha do conjunto de

operações e conhecimento dos principais tratamento disponíveis atualmente se faz

necessário para elaboração de uma rota de biorrefinaria economicamente viável e

capaz de fornecer condições fermentativas ideais para os microrganismos

empregados.89,121

3.2.1 Pré-tratamento

A hidrólise da celulose sem a realização da etapa de pré-tratamento

apresenta rendimentos baixos (inferior a 20%) principalmente devido à estrutura

altamente cristalina e recalcitrante da celulose, a qual dificulta o acesso do substrato

aos sítios ativos. Assim, a etapa de pré-tratamento é um primeiro passo na

bioconversão dos materiais lignocelulósicos em biocombustíveis para a redução da

recalcitrância da biomassa alterando as características estruturais da parede celular

de modo que principalmente a fração celulósica fique mais acessível e suscetível a

ação das enzimas na etapa de hidrolise enzimática.37,122

A etapa de pré-tratamento do material lignocelulósico têm as seguintes

finalidades: (i) remover ou reduzir lignina e hemicelulose, (ii) diminuir a

cristalinidade da celulose, (iii) aumentar a porosidade e as áreas superficiais do

material para que o coquetel enzimático empregado possa acessar e hidrolisar a

celulose aumentando assim o rendimento desta em glicose.123,125

A Figura 3.1 mostra o efeito criado pela etapa de pré-tratamento, a qual

altera a estrutura do material lignocelulósico e seus possíveis compostos tóxicos

formados como ácido acético e ácido fórmico, furanos (furfural e hidroximetil

furfural) e compostos fenólicos ácidos durante o processo.121,125
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Figura 3.1 - Descrição dos efeitos criados pela etapa de pré-tratamento do material
lignocelulósico.121

Atualmente, há uma grande quantidade de processos de pré-tratamento

disponíveis, podendo ser físicos (trituração, moagem, microondas e extrusão),

químicos (alcalino, ácido, oxidativo, organosolve e líquido iônico), biológicos

(emprego de fungos ou bactérias), pré-tratamento físico-químico (explosão à vapor,

hidrotérmico, explosão de fibra de amônia (AFEX) ou de fracionamento por

solvente. A Tabela 3.1 resume as vantagens e desvantagens de cada pré-tratamento

submetido ao material lignocelulósico. Nos quais destaca-se o pré-tratamento de

oxidação alcalina devido a alta remoção de lignina e baixa geração de inibidores.121
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3.2.2 Hidrólise de resíduos lignocelulósicos

Na produção do etanol da segunda geração (2G), existem propriedades

inibidoras responsáveis pela característica complexa matriz lignocelulósica que

pode ser quebrada através de pré-tratamentos em conjunto com uma etapa de

hidrólise para potencializar a etapa fermentativa, através da liberação de açúcares

fermentescíveis, obtendo o etanol de segunda geração propriamente dito.124

Neste sentido, a hidrólise tem como objetivo converter a celulose em

glicose, após a quebra das ligações glicosídicas, conforme a equação 1.

[(C6H10O5)n + H2O → n C6H12O6)] Equação 1

Existem duas rotas que são utilizadas para a hidrólise, sendo a primeira

o uso de hidrólise ácida e a segunda a hidrólise enzimática do material pré-tratado.

A escolha deve ser baseada em várias considerações como: (i) o produto bruto que

será usado, (ii) o organismo usado para a fermentação dos açúcares liberados e, (iii)

além da economia.125

A hidrólise ácida é um dos métodos de pré-tratamento mais conhecido

reportado na literatura, e pode ser feito utilizando ácido diluído ou concentrado. Ela

se inicia com a protonação do oxigênio glicosídico com posterior quebra da ligação

C1-O, conforme mostra a Figura 3.2. Em seguida o carbocátion gerado na etapa b é

estabilizado pela deslocalização do par de elétrons existente no oxigênio do anel

glicosídico, adjacente ao C1. A etapa de despolimerização (ocorre no interior da

cadeia celulose, gerando novos terminais) ou de produção de glicose (quando ocorre

hidrólise diretamente nos terminais da cadeia de celulose), encerra com o ataque

nucleofílico da água sobre C1, Figura 3.2, com regeneração do ácido. A etapa de

despolimerização é então encerrada (se ocorrer no interior da célula de celulose,
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gerando novos terminais) ou há produção de glicose (quando a hidrólise ocorre nos

terminais da cadeia de celulose).36,121,125

Figura 3.2 - Mecanismo de hidrólise do material celulósico catalisado por ácido, (a)
protonação do oxigênio glicosídico, (b) quebra da ligação C1-O (formando um
carbocátion), (c) estabilização do carbocátion, (d) ataque nucleofólico da água sobre
C1, (e) regeneração do ácido (Adaptado de Ogeda e Petri)125

Embora a hidrólise ácida seja relativamente eficiente, ela apresenta

algumas desvantagens, como a formação de subprodutos que podem afetar o

rendimento e inibem a fermentação, sendo importante a separação e recuperação do

ácido.

Por sua vez, a hidrólise enzimática, se caracteriza pela hidrólise do

material lignocelulósico à glicose através do processo catalisado por enzimas
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altamente especificas chamadas genericamente de celulases. As características do

complexo enzimático assim como a do substrato escolhido determinam as condições

de temperatura, pH, tempo de sacarificação, concentração de enzima e relação

sólido-líquido em que o processo deve ser empregado. As características do processo

devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada caso aplicado.126

A hidrólise enzimática apresenta várias vantagens quando comparada à via ácida.

As vantagens estendem-se desde o consumo de menor energia, uma vez que opera

sob condições brandas de temperatura, pH e pressão, menores custos de

equipamento (pelo fato da reação ser realizada em condições mais amenas) além de

ser altamente específica e não formar produtos de degradação, como o furfural e o

hidroximetilfurfural. Esses compostos causam efeitos indesejáveis durante a etapa

de fermentação.127

A Figura 3.3 mostra a ação do complexo enzimático sobre a celulose

com a geração da glicose. Apesar das vantagens da hidrólise enzimática, diferentes

fatores podem contribuir para elevado custo da sua aplicação a acessibilidade das

enzimas ao substrato, a ligação não produtiva e efeitos de inibição das enzimas

exigindo o uso de altas concentrações de enzimas.

Figura 3.3 - Descrição da ação enzimática sobre a celulose com a geração de glicose
(OGEDA e Petri).125
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3.3 Metabolização de pentoses

Os açúcares de cinco carbonos, também conhecidos como pentoses

podem ser metabolizados por leveduras, fungos e bactérias, sendo algumas leveduras

amplamente citadas devido a alta taxa de assimilação de pentoses e alta

produtividade quando comparada a bactérias e fungos. Todavia a metabolização por

bactérias tem vantagens do ponto de vista metabolico, pois demanda uma etapa a

menos, reduzindo a dependência de processos redoz de regeneração de cofatores.35

A Figura 3.4 mostra um exemplo de uma das vias envolvidas na

metabolização da xilose por leveduras e fungos (pentose). A redução e oxidação são

duas etapas envolvidas no metabolismo da xilose. A fase inicial ocorre quando a D-

xilose é transportada através da membrana celular e subsequentemente é reduzida a

xilitol, via xilose redutase que é uma enzima dependente de NAD(P)H (XR). O

xilitol é na sequência oxidado em xilulose pela enzima xilitol desidrogenase via

NAD+ antes de passar pela etapa de fosforilação em xilulose-5-fosfato via xilulose

quinase.

Nas vias metabólicas bacterianas a xilose é levada a xilulose pela ação

da enzima xilose isomerase (XI) (Figura 3.4), e as demais etapas são iguais a via

oxidativa de leveduras e fungos.36

Os metabólitos frutose-6-fosfato e gliceraldeído-3-fosfato, gerados na

via das pentoses-fosfato, são também componentes da via glicolítica. Em leveduras

produtoras de etanol, estão acoplados com a oxidação do NADH, após a

descarboxilação do piruvato, gerando aldeído acético que, ao oxidar o NADH,

resulta em etanol.37

O metabolismo anaeróbio de pentoses, além da formação de etanol e

CO2, leva também à formação de outros compostos, tais como glicerol, ácidos

orgânicos (succínico, acético, pirúvico e outros), álcoois superiores, acetaldeído,
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acetoína, butilenoglicol. Além disso, ocorre, ao mesmo tempo, o crescimento das

leveduras. Calcula-se que 5% do açúcar metabolizado pelo microrganismo seja

desviado para formação de metabólitos secundários da fermentação, resultando num

rendimento de 95% em etanol (Chandel et al)37. Contudo, em condições industriais,

nas quais fatores químicos (pH, oxigenação, nutrientes minerais e orgânicos e

inibidores), físicos (temperatura e pressão osmótica) e microbiológicos (espécie,

linhagem e concentração do microrganismo e contaminação bacteriana) afetam a

levedura, são obtidos rendimentos de 90% .

Figura 3.4 - Vias metabólicas envolvidas na metabolização de pentoses por
microrganismos.36,98
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3.3.1 Leveduras não convencionais fermentadoras de pentoses.

Linhagens de saccharomyces cerevisiae são amplamente utilizadas em

processos industriais para a produção de etanol, biomassa celular e seus derivativos

como extrato de levedura. Sobretudo na produção de etanol de primeira geração,

pois apresentam alta produtividade, tolerância ao etanol e as condições requeridas

nos processos industriais. 39-40

Além disso, S. cerevisiae é capaz de crescer em pH relativamente baixo

evitando contaminação por outras bactérias. São eficientes na fermentação de

hexoses (glicose, manose e galactose), porém quando biomassas lignocelulósicas

são utilizadas como matéria-prima, a fração de açúcares obtidos da hemicelulose,

composta por pentoses, não pode ser fermentada por cepas nativas de S. cerevisiae,

uma vez que não expressam as enzimas da via das pentoses.39-40

A modificação genética por meio de engenharia metabólica, por

exemplo, tem sido utilizada para produzir linhagen de S. cerevisiae capazes de

fermentar etanol a partir de xilose. Entretanto, seu uso limita a viabilidade industrial

pois, os organismos geneticamente modificados são mais suscetíveis a

contaminação, não resistem as condições de reciclo das fermentações industriais e

tem restrições de aplicação em segmentos de valor agregado. Todavia, o uso de

organismos naturalmente capazes de fermentar pentoses e que apresentam os

requisitos desejáveis para o emprego em fermentações industriais ainda é um grande

desafio a ser superado. 41,184

Linhagens de leveduras, como Pichia stipitis (NRRL-Y-7124), e

Kluyveromyces marxianus têm sido relatadas como boas produtoras de etanol a

partir de diferentes tipos de açúcares. Outro aspecto importante reportado por alguns

autores é que para viabilizar a produção de etanol 2G, é necessário selecionar

linhagens de leveduras que sejam termotolerantes, tolerantes ao etanol, resistentes
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aos inibidores liberados durante o pré-tratamento do material lignocelulósico e

capazes de utilizar um amplo espectro de substratos, produzindo grandes

quantidades de etanol na temperatura ótima para a realização da sacarificação.42-44

Espécies naturalmente fermentadoras de pentoses têm sido reportadas

na literatura e são denominadas como leveduras não convencionais. Dentre estas

espécies a literatura destaca algumas como as mais empregadas na fermentação de

pentoses, como por exemplo, Schefersomyces stipitis (também conhecida como

Pichia stipitis), Zymomonas mobilis, Candida shehatae, Kluyveromyces marxianus,

Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces polimorpha

e Schizosaccharomyces pombe, E. Urograndis.38,45-46

Dentre alguns exemplos que se destacam na literatura podemos citar a

a levedura Scheffersomyces stipitis (também conhecida como Pichia stipitis).

Naturalmente capaz de fermentar xilose baseada na via de oxirredução, o que

significa que não produz etanol em condições anaeróbicas. É amplamente estudada

para utilização em processos de produção de etanol de segunda geração. No entanto,

dependendo do nível da aeração, ou massa celular, o etanol pode ou não ser

produzido. Por exemplo, o etanol é produzido quando a taxa de transferência de

oxigênio é baixa (100–550 mmol O2/L*h). No contexto do etanol 2G, S. stipitis é

uma levedura interessante porque é capaz de fermentar glicose, xilose, manose,

galactose e celobiose, que são açúcares já presente na lignocelulose sacarifada.46-49

Encontra-se ainda na literatura Candida shehatae, como leveduras não

convencionais fermentadoras de xilose através da oxirredução, termotolerantes,

representando uma alternativa à S. cerevisiae. Alguns exemplos interessantes

descritos na literatura demonstraram a capacidade da C. shehatae ATY839 na

produção do etanol a partir de xilose e glicose como fontes de carbono em

temperaturas de até 37°C usando apenas um açúcar ou ambos durante cultivo em

condições microaeróbicas.50
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Os trabalhos anteriores mostraram que os microrganismos descritos

acima não possuem todas estas características, apresentando, cada um deles,

vantagens e desvantagens para aplicações em fermentações industriais. Neste

contexto, o uso de leveduras não convencionais selecionadas de fermentações

industriais, associado a técnicas de melhoramento, como a evolução adaptativa, pode

resultar em linhagens que atendem aos requisitos industriais com elevada eficiência

de conversão dos diversos açúcares liberados na sacarificação da biomassa

lignocelulósica e possibilidades de conversão em etanol 2G e bioprodutos de valor

agregado.

3.3.2 Levedura não convencionalMeyerozyma guilliermondii CCT7783.

Meyerozyma guilliermondii, é uma levedura não convencional, da

espécie ascomicetosa pertencente à Saccharomycotina CTG, é o teleomorfo de

Candida guilliermondii e considerado como Pichia guilliermondii até 2010, quando

outro nome de espécie foi atribuído por Kurtzman e Suzuki52. M. guilliermondii é

uma levedura amplamente difundida no ambiente, tem apresentado características

de interesse para a biotecnologia, como produção de etanol, enzimas industriais e

xilitol. Além disso linhagens deM. guilliermondii têm sido estudadas com potencias

aplicações para biodegradação de micotoxinas e controles biológicos 51-53,55

Dentre as leveduras não convencionais M. guilliermondii têm se

destacado pela sua ampla capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono e

de crescer em condições adversas, o que confere a esta espécie proriedades

bioquímicas únicas, muitas ainda desconhecidas. Yan et al.56 destacaram, por

exemplo, a capacidade de metabolizar materiais hidrofílicos e hidrofóbicos, além da
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sua ampla faixa de aplicação na produção de enzimas e metabólicos de interesse

industrial.

Recentemente uma linhagem da leveduraM. Guilliermondii foi isolada

do processo de produção de etanol da Usina São João da cidade de Araras e foi

selecionada devido a sua capacidade de conversão de diversos tipos de açúcares,

incluindo as pentoses e hexoses encontradas nos hidrolisados lignocelulósicos. Tal

microrganismo está depositado na Fundação André Toselo sob o código CCT-7783

e resultados obtidos nos estudos de isolamente apontaram a necessidade de se

investigar demais características deste microrganismo visando sua aplicação em

processos de biorrefinaria.33

Além disso, a leveduraM. Guilliermondii CCT-7783 foi recentemente

estuada pela sua capacidade de resistir aos principais inibidores que podem ser

encontrados em hidrolisados em escala industrial como Furfural, ácido acético e

HMF. Este microrganismo demonstrou capacidade de assimilar parte de inibidores

como o ácido acético e crescer mesmo em concentrações elevadas de HMF e

furfural, sendo esta uma característica de resistência desejada para microrganismos

que podem ser aplicados como plataforma de bioconversão industrial.34

Todavia os estudos citados até aqui apresentaram baixa capacidade de

produção de etanol. Além disso, não se tem registro da produção de outros

metabólitos como o xilitol. Sabe-se que vias de fermentação de pentoses são mais

dependentes de controle de variáveis como a aeração e a concentração de substrato

do que as vias de metabolização de hexoses. Isto devido ao fato de que tais vias

sofrem efeito de transportadores de baixa eficiência e limitações por equilíbrio

redox. Desta forma estudos que demonstrem a capacidade de metabolização de

pentoses e hexoses e a capacidade de produção de bioprodutos e bioconbustíveis em

novas linhagens não convencionais como M. Guilliermondii CCT-7783 são de
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extrema relevância para amplicar o conhecimento sobre estas novas linhagens e

aumentar a possibilidade de aplicação em processos de biorrefinarias.57

3.4 Produtos da fermentação da xilose

3.4.1 Etanol de segunda geração.

O etanol de segunda geração, também referido como E2G, difere do

etanol produzido tradicionalmente (1G), por ser produzido a partir da biomassa

lignocelulósica, enquanto o etanol 1G pode ser produzido a partir de fontes

sacaríneas e amiláceas como por exemplo, cana-de-açúcar, beterraba açúcares e

frações amiláceas de milho (Figura 3.5). Sua produção viável a partir de diversos

materiais lignocelulósicos tem recebido atenção, devido ao etanol 2G ser

considerado um composto importante no atual cenário onde se busca a redução do

uso de fontes fósseis devido a problemas ambientais e sócio-econômicos. Bem como

pela possibilidade do uso de resíduos de diversas origens contribuindo para a

redução da emissão de gás carbônico e econômia circular.66-68,71
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Figura 3.5 - Exemplo da produção integrada de etanol de segunda e primeira geração
aplicando o bagaço excedente.66

A produção de etanol de segunda geração demanda etapas operacionais

adicionais e onerosas ao se comparar com a produção de etanol de primeira geração

(Figura 3.5). E por este motivo diversos estudos de desenvolvimento tecnológico

apontam que a produção pode se tornar economicamente viável ao se operar o

processo de forma sincronizada aproveitando todos os resíduos gerados nas etapas e

utlizando a mesma estrutura industrial utilizada no processo de produção do etanol

de primeira geração.66

Além disso, o Brasil é apontado como um dos países com maior

potencial para a produção de etanol 2G, devido ao fato de ter um amplo campo de

pesquisas aplicadas na produção de etanol 1G, sendo o segundo maior país produtor

de etanol no mundo e com a rota de produção mais viável. Todavia no que tange as

tecnologias e produção de conhecimento para alavancar a produção de etanol 2G o
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Brasil encontra-se em desvantagens a outros países, visto que apenas cerca de 5%

das patentes depositadas até 2020 correspondem a pesquisas brasileiras.72-74

Dentre os gargalos científicos e tecnológicos para viabilizar a produção

do etanol 2G destacam-se a necessidade da busca por microrganismos capazes de

fermentar de forma eficiente todos os açúcares que são liberados das frações

celulósicas e hemicelulósicas nos processos de hidrólise (Figura 3.5). Diferentes

mono-açúcares podem ser liberados do hidrolisado, como glicose, xilose e

arabinose, que podem ser convertidos em etanol e outros bioprodutos por

microrganismos.66

Na produção de etanol de primeira geração a levedura Saccharomyces

cerevisiae é uma das mais utilizadas, no entanto, S. cerevisiae não pode assimilar a

xilose naturalmente, resultando em perda de parte de açúcares dos hidrolisados

lignocelulósicos, reduzindo a viabilidade econômica da produção industrial de

etanol 2G.70,76

Na literatura, alguns autores reportam o uso de microrganismos

geneticamente modificados para a produção de etanol usando como fonte de carbono

a xilose. No trabalho de Sun et al.71 os autores produziram uma linhagem industrial

da levedura Saccharomyces cerevisiae A31Z para produção de bioetanol 2G usando

engenharia metabólica pela incorporação de grupos de genes envolvido no

metabolismo da xilose combinado com a evolução adaptativa para evoluir suas

propriedades anti-inibitórias. Esta linhagem superou seus ancestrais na utilização de

xilose e subsequente produção de etanol e demostrou maior tolerância contra

inibidores de hidrolisados lignocelulósicos, e também baixou a produção de

subproduto glicerol.

Outro trabalho interessante foi realizado por Kim et al.77 que

modificaram cepas específicas de Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e

Zymomonas mobilis para utilização simultânea de glicose e xilose via mutagênese
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ou introdução de uma xilose via metabólica. Outros micróbios, como Lactobacil lus

brevis, Lactobacillus buchneri e Candida shehatae possuem um mecanismo de

repressão catabólica de carbono (CCR) relaxado, mostrando consumo simultâneo de

glicose e xilose. Explorando Fenótipos CCR-negativos, vários processos integrados

foram desenvolvidos que incorporam tanto a enzima de fermentação do material

lignocelulósico e açúcar misto, permitindo assim umamaior produtividade e eficácia

da fermentação.

Parachin e Almeida78 empregaram cepas da bactéria E. coli obtidas

através de engenharia genética são capazes de utilizar hexoses e pentoses e

apresentam taxas de crescimento rápido, porém o uso em escala industrial ainda é

limitado em função do baixo desempenho em meios ausentes de antibióticos.

Todavia a produção de etanol 2G aplicando linhagens geneticamente

modificadas tem limitações devido ao fato de que tais microrganismos não

apresentam a robustez necessária para resistir aos inúmeros ciclos, condições de

estresse e inibidores. Além disso, a biomassa celular é um dos bio-produtos que

auxilia na sustentabilidade econômica da planta industrial e a aplicação de

organismos geneticamente modificados limita a aplicação da biomassa e seus

derivados em mercados de maior valor agregado devido a legislações e restricoes

em diversos países. 75-76

Desta forma estudos que contribuam para a produção de conhecimento

sobre novas linhagens não convencionais, naturalmente fermentadoras de pentoses,

capazes de produzir etanol a partir de diversos hidrolisados lignocelulósicos se

tornam essenciais para aumento da sustentabilidade da produção de etanol 2G no

atual cenário.
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3.4.2 Xilitol

O xilitol é um composto do metabolismo intermediário de

microrganismos e plantas e por isso é amplamente encontrado em frutas e também

pode ser acumulado e excretado por microrganismos fermentadores de pentoses,

como a xilose e a arabinose. Trata-se de um poliálcool de cinco carbonos, produzido,

majoritariamente pela hidrogenação catalítica da xilose (Figura 3.6). O xilitol pode

ser encontrado na forma líquida e cristalina, sendo a cristalização a forma mais

comum de purificação e comercialização do xilitol.79,84

Figura 3.6 - Exemplo de rota química de obtenção de xilitol.79

O xilitol é um composto atóxico, possuí alta solubilidade e produz

sensação adocicada e frescor ao paladar, por isso tem uma ampla aplicação na

produção de balas e gomas de mascar. É considerado como um adoçante natural, por

apresentar doçura compatível com a sacarose (Figura 3.7). Além disso o xilitol é

apresenta inúmeros benefícios para a saúde como por exemplo, a inibição de
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bactérias da saliva que provocam cáries e baixo índice glicêmico, sendo

recomendado o seu consumo, bem como o uso em substituição a sacarose e glicose,

em formulações farmacêuticas e alimentícias. O xilitol pode ainda ser encontrado

como parte da composição de enxaguantes bucais, cremes dentais, hidratantes,

colírios, excipientes de vários fármacos e na composição de produtos diabéticos.79-

80

Figura 3.7 - Gráfico comparativo da aplicação de xilitol como adoçante natural.79

Trata-se de um derivado da xilose de alto valor agregado, sua produção

no ano de 2022 foi de 266,5 mil toneladas com um mercado de cerca de 1bilhão de

dólares/ano. A estimativa para o mercado global de xilitol é de cerca de 1,37 bilhões

de dólares até 2025 com preços variando entre 4 a 5 dólares por kilograma. No Brasil

o consume de xilitol vem crescendo nos ultimos anos, sobretudo devido ao crescente

interesse dos consumidores pela redução do consumo de açúcares como a sacarose

e glicose associado aos benefícios à saúde atribuídos ao consumo do xilitol.79-82

Além dos diversos usos na indústria alimentícia, farmacêutica e

cosmética o xilitol tem ainda uma ampla aplicação como molécula precursora da
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rota de formação de inúmeros derivados de alto valor agregado como resinas e

tecidos sintéticos para a indústria têxtil e cosmética. Diversos tipos de aditivos que

podem ser aplicados na indústria alimentícia e farmacêutica como sequestrantes,

preservativos, acidulantes e até componentes de mistura de biocombustíveis (Figura

3.8).79,84

Figura 3.8 - Exemplo de produtos que podem ser produzidos a partir de xilitol como
plataforma.79

A rota de produção atual de xilitol é considerada de alto custo, pois

demanda de etapas de purificação intensas e lentas dos hidrolisados antes da etapa

de cristalização, opera em altas pressões e altas temperaturas e exige o uso de

catalisadores a base de níquel. Por isso a produção biotecnológica de xilitol tem sido
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amplamente estudada e citada, em diversas literaturas, como uma alternativa para

redução de custos agregando valor ambiental e econômico ao processo. 81-84,93-94

A produção biotecnológica de xilitol tem como princípio de conversão

a aplicação de microrganismos fermentadores que podem converter açúcares como

a xilose em xilitol, em condições de baixas temperaturas e pressões, por isso trata-

se de uma rota economicamente mais viável e commaior sustentabilidade ambiental.
81,86,93

A síntese de xilitol acontece no meio intracelular, (Figura 3.9), sendo

uma etapa intermediária da via de conversão de xilose em xilulose-cinco-fosfato

(xlu-5P). Nesta via a xilose é transportada para o meio intra-celular e reduzida a

xilitol por uma reação catalisada pela enzima xilitol desidrogenase, que é dependente

do equilíbrio NADP+/NAPDH. Após esta etapa o xilitol pode ser acumulado ou

oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, que depende do equilíbrio

NAD+/NADH, sendo o controle da regeneração de NAD+/NADH uma etapa crítica

que afeta o rendimento em xilitol de diferentes formas em diferentes

microrganismos.81,86,93

Figura 3.9 - Rota metabólica de conversão de xilose em leveduras.81
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Inúmeros microrganismos têm sido estudados devido ao seu potencial

de aplicação em rotas de produção de xilitol. Dentre os microrganismos capazes de

fermentar xilose em xilitol as leveduras destacam-se como um dos poucos grupos

que apresentam eficiência na conversão com oportunidades de aplicação em

processos industriais. As leveduras não convencionais como as do gênero

Meyerozyma, Pichia e Candida têm sido apontadas como plataformas promissoras.
87,90-93

Carneiro et al.92 escanearam 960 linhagens isoladas do solo, madeira e

insetos e, dentre estes organismos, seis apresentaram alto potencial para a conversão

de xilose em xilitol e foram selecionadas e identificadas molecularmente como

Meyerozyma spp. Além disso, os autores relataram o maior rendimento já reportado

na história para conversão em xilitol, por uma das linhagens Meyerozyma spp.87,90-93

Desta forma o estudo da aplicação de novas linhagens de leveduras não

convencionais, comoM. guilliermondii CCT 7783, citada no item 3.2.2 é de extrema

relevância, visto que novas linhagens podem apresentar alternativas viáveis,

sobretudo se foram capazes de metabolizar hexoses e pentoses e converter, em

condições viáveis de processo, em diferentes bioprodutos capazes de aumentar a

sustentabilidade da produção industrial, que é apontada na literatura como uma

premissa para a viabilidade econômica dos processos de biorrefinaria baseados em

biomassa lignicelulósica.82,85,89

3.5 Crescimento adaptativo

O crescimento adaptativo, também conhecido como evolução

adaptativa é uma técnica de melhoria desempenho de linhagens de microrganimos

de interesse. Tal técnica se baseia na capacidade de mutação do microrganismo em
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condições tendo como mecanismo de pressão seletiva, como a escassez de nutrientes

preferenciais, toxicidade do meio estresse osmótico e inúmeros outros fatores de

inibição. Sendo as mutações benéficas, geradas como reposta as condições seletivas,

capazes de conferir sobrevivência da espécie ao longo das gerações, se tornando

mutações permanentes, por isso esta técnica demanda o crescimento de linhagens ao

longo de várias gerações nas condições de pressões seletivas desejadas.60

Inúmeras características de linhagens de leveduras têm sido melhoradas

a partir da aplicação de técnicas de evolução adaptativa. Sendo estas desde a

produção de aromas de compostos voláteis de interesse na indústria alimentícia até

o aumento da eficiência da conversão em xilose, tolerância a inibição por etanol e

redução de fase inicial de crescimento em xilose.63-64

Dentro dos estudos de engenharia evolutiva as técnicas de crescimento

adaptativo em um meio seletivo, xilose como única fonte de carbono, tem sido

aplicado para se promover a evolução dirigida, selecionando através das gerações as

células que tem maior potencial de crescer nas condições seletivas definidas.58-59

As técnicas de evolução adaptativa diferem quanto expotâneas ou

induzidas, sendo a primeira baseada em submeter as células as condições de pressões

seletivas durante longos ciclos de crescimento para que as mutações expontâneas

gerem células com as características melhorads desejadas. O processe natural difere

das mutações induzidas por não se aplicar agentes como físicos e químicos indutores

de mutações no DNA, como a radiação UV, que é uma das técnicas citadas na

literatura pela capacidade de acelerar e gerar células mais aprimoradas, sendo

referida como a melhor ferramenta de mutação induzida.60,64-65

Quando um microorganismo foi recentemente isolado ou modificado

geneticamente para a metabolização de uma nova fonte de substrato, as vias

principais e processos paralelos podem apresentar baixa eficiência devido a baixa

afinidade destes processos pelo substrato em questão e neste contexo a apliacação
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de técnicas de evolução adaptativa é uma etapa importante, por permite direcionar

as vias metabólicas de microrganismos e aumentar a eficiência de processos de

transporte e regeneração.

3.6 Cinética de crescimento de leveduras

A cinética de crescimento de um microrganismo em meios em

diferentes fontes de substrato é uma etapa importante para o estudo de novos

microrganismos recém isolados e ou modificados. Pois a partir do estudo dos

parâmetros cinéticos é possível se comparar a performance dos microrganismos em

diferentes substratos e condições, bem como calcular as condições máximas e os

limites os quais os microrganismos passam a sofrer inibição, bem como a afinidade.

Tais parâmetros são de extrema relevância ao se alterar substratos e suas

concentrações, pois permitem se prever o comportamento do microrganismo e

estabeler valores ótimos para produção de biomassa celular e bioprodutos.

Um modelo matemático é um conjunto de relações entre as variáveis

em um sistema em estudo e geralmente pode predizer as variáveis de saída e o estado

do sistema a partir das variáveis de entrada. Entre os numerosos modelos

desenvolvidos, a maioria dos modelos são baseados em conhecimentos bioquímicos,

os quais consistem em conjunto de equações que descrevem o fenômeno que ocorre

durante a fermentação. As principais vantagens destes tipos de modelos é que

modelam os fenômenos biológicos. Os parâmetros dos modelos com a mesma

significância biológica podem ser obtidos, mas suas estruturas podem ser fortemente

não lineares, complexos e com dificuldades para verificar e validar.95

Em geral, os modelos cinéticos de fermentação podem ser subdivididos

emmodelos de crescimento, modelos de substratos e modelos dos produtos. Existem
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três diferentes equações derivadas para descrever o comportamento cinético da

concentração de células de leveduras, açúcares (glicose ou sacarose,

respectivamente), etanol e/ou xilitol.95

Entre os diversos modelos que descrevem a cinética dos

microrganismos, o modelo proposto por Monod em 1949 tem sido bastante

empregado para explicar a relação entre a concentração do substrato (S) limitante no

meio, com a velocidade específica µx de reprodução do microrganismo, onde µx

representa a velocidade específica de crescimento celular, a máxima velocidade

específica de crescimento ou reprodução, S a concentração de substrato inicial, e Ks

a constante de saturação.96

A Figura 3.10 representa graficamente a equação de Monod. O

significado de Ks pode ser deduzido fazendo-se S=Ks, na equação 1, o que resulta

imediatamente que a referida constante representa a concentração do substrato na

qual a velocidade específica de crescimento é a metade do seu valor máximo. No

início do cultivo, onde S é alto, o microrganismo apresenta uma velocidade

específica próxima à máxima, podendo a mesma situar-se nesta região durante uma

boa parte do processo, mesmo que o metabolismo celular provoque uma diminuição

apreciável no valor de S.95,97

µx=
µ.


Equação 2
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Figura 3.10 - Descrição gráfica do modelo de Monod (Monod apud Paixão).97

3.7 Parâmetros de processo que influenciam na conversão de

pentoses em xilitol, etanol e biomassa celular por leveduras.

O consumo de substratos, como a xilose e a produção de bioprodutos e

biomassa celular pelas leveduras dependem qualitativa e quantitativamente das

espécies utilizadas, da concentração do substrato, bem como da disponibilidade de

oxigênio e outros parâmetros, como a presença de ácidos, por exemplo. O

conhecimento sobre os fatores envolvidos na difusão dos fluxos de carbono e na

formação de subprodutos ainda é bastante descritivo e limitado. Dessa forma, torna-

se importante avaliar todos os fatores que possam afetar a eficiência de leveduras

não convencionais, naturalmente conversoras de pentoses, e neste contexto um

abordagem aplicando planejamento de experimentos em fatorial pode produzir

conhecimentos de extrema relevância para uma o embasamento de pesquisas que

visem maximizar as condições biossíntese aplicando estas leveduras.100

No item 3.2 e vimos que a metabolização de pentoses a etanol passa por

uma sequência de etapas tendo o xilitol como produtos intermediário. Na Figura 3.1
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vimos que as vias de obtenção de xilitol são moderadas pelo equilíbrio redox entre

NAD+/NADH, que por sua vez é regenerado pelo metabolismo respiratório.

Desta forma infere-se que fatores que afetam a dissolução de oxigênio

no meio de cultivo, como a rotação e a aplicação de condições de hipoxia, como o

fluxo de nitrogênio no meio de cultivo podem afetar a biossíntese de etanol, xilitol

e o crescimento celular. O entendimento sobre como estes parâmetros afetam estas

vias de conversão é de imperial importância para a aplicação de leveduras que

naturalmente metabolizam pentoses.101

3.7.1 Influência da concentração de oxigênio na bioconversão de

pentoses por leveduras

É reportado na literatura que em leveduras produtoras do xilitol, a

atividade da enzima xilose redutase (XR) é preferencialmente NADPH dependente

e a xilitol desidrogenase, especificamente NAD+ dependente. A regeneração do

cofator NADPH ocorre no ciclo das pentoses fosfato, enquanto a regeneração de

NAD+, a partir de NADH, ocorre na cadeia respiratória, tendo oxigênio como

aceptor final de elétrons. Assim, sob condições limitadas de oxigênio, não há a

completa re-oxidação de NADH a NAD+, promovendo um desequilíbrio redox. A

baixa concentração de NAD+ diminui a oxidação do xilitol a xilulose, induzindo a

excreção do xilitol ao meio de cultura.100-101

Dessa forma, sob condições limitadas de oxigênio, a xilose não é

completamente metabolizada nas leveduras, levando à produção de xilitol e/ou

etanol dependendo dos cofatores das enzimas envolvidas nas reações de

metabolização da xilose, assim como a regeneração de tais cofatores de acordo com

as condições de oxigênio empregadas no cultivo. No entanto, as leveduras que



38

fermentam xilose requerem oxigênio para o seu crescimento, sendo um dos grandes

desafios a viabilidade comercial de fermentação de xilose o alcance do crescimento

celular, assim como a produção do etanol sob condições anaeróbicas.104

Em condições aeróbicas, grande parte da xilose metabolizada é

convertida a xilitol, o principal coproduto formado nos cultivos de xilose sob

condições limitadas de oxigênio, o qual compromete a produção do etanol. As causas

da ineficiência incorporação das moléculas derivadas da metabolização da xilose na

rota bioquímica central que resulta na formação de etanol. Dentre as várias causas,

a principal está relacionada com o desequilíbrio redox entre os cofatores das enzimas

xilose redutase e xilitol desidrogenase, o qual ocorre sob condições limitadas de

oxigênio necessárias para que o substrato seja convertido em etanol e não

biomassa.101,104

Estudos empregando a levedura Brettanomyces/Dekkera foram

utilizados para metabolizar diversas fontes de carbono, incluindo pentoses em

condições limitadas de oxigénio e pH baixo. Nessas condições D. bruxellensis

produziu etanol com alto rendimento comparativamente ao obtido por S. cerevisiae.

Portanto, usando estratégicas otimizadas de fermentação, assim como o controlo

metabólico e o desenvolvimento de linhagens modificadas podem melhorar a

capacidade da levedura Dekkera/Brettanomyces para o uso em novas espécies.105

Milessi et al.106 avaliaram o efeito do oxigénio e a concentração inicial

do inóculo na produção xilose redutase pela Candida guilliermondii do hidrolisado

hemicelulose bagaço de cana-de-açúcar. No estudo os autores concluíram que a

concentração inicial do inóculo é um fator importante na produção de xilose

redutase, que juntamente com a combinação do oxigénio dissolvido em uma

porcentagem apropriada interferiram significativamente no processo de produção.

Signori et al.107 avaliaram o efeito de oxigenação e temperatura na

fermentação da glicose-xilose empregando a levedura Kluyveromyces marxianus
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CBS712. No estudo, foi observado que tanto o suprimento de oxigênio quanto a

temperatura mostraram ser parâmetros-chave afetando a capacidade de fermentação

de açúcares utilizando a levedura K. marxianus CBS712. Em particular, uma

correlação direta foi observada entre a diminuição da eficiência para consumir xilose

com a redução da atividade específica das duas principais enzimas (KmXR e

KmXDH) envolvidas em seu catabolismo. Esses dados sugerem que, além do

comprometimento da sendo a via oxirredutora determinada pelo desequilíbrio do

cofator, pós-transcricional e/ou pós-traducional.

Hor et al.108 empregaram o bagaço de cana-de-açúcar e sua vinhaça para

a produção do xilitol através da fermentação de Candida guilliermondii. O estudo

demonstrou que em condições limitadas de oxigênio promove a produção do xilitol

enquanto a aeração em excesso resulta em um baixo rendimento de xilitol.

3.7.2 Influência da concentração de substrato na bioconversão de

pentoses por leveduras

O substrato é um material que contém nutrientes para o crescimento de

microrganismos durante o processo de fermentação. As concentrações de substrato

são importantes para tornar o processo mais econômico, mas uma concentração

muito alta de substrato pode levar à inibição da formação do produto final.109

A concentração de substrato é um dos parâmetros cruciais que afetam o

consumo de substratos, como (D-xilose), o crescimento das leveduras e o processo

de fermentação. A concentração inicial de xilose pode afetar a produção de xilitol.

Tomando este modelo, no caso de microrganismos que podem crescer em condições

de alta pressão osmótica ou na presença de concentrações elevadas de glicose, uma
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alta concentração inicial de xilose pode presumivelmente levar a uma maior

quantidade de xilitol. Como a concentração inicial de xilose aumenta, o nível de

oxigênio aumenta e assim evitando a inibição do crescimento microbiano. No

entanto, os autores explicam que a influência da concentração do substrato na

conversão em etanol e xilitol não é trivial, isto é, os resultados podem variar de uma

espécie para outra.110

Diversos trabalhos sobre a produção de etanol e xilitol são reportados

na literatura, onde os autores avaliaram a influência da concentração do substrato no

crescimento celular, na produção de xilitol e etanol. Krahulec et al.111 avaliaram a

fermentação da mistura do substrato glicose-xilose por levedura modificada S.

cerevisiae. Neste estudo, os autores avaliaram também o papel da especificidade da

coenzima da xilose redutase e os efeitos da glicose na utilização da xilose. Eles

reportaram ainda que a linhagem S. cerevisiae, geneticamente modificada, foi capaz

de converter xilose apenas quando as concentrações no meio de cultivo eram

menores que 4 g/L, sendo este um exemplo de limitação que inviabiliza sua

aplicação em processos industriais.

Mardawati et al.112 avaliaram o efeito da concentração da glicose como

substrato na produção microbiana do xilitol utilizando Debaryomyces hansenii

ITBCC R85 a partir do hidrolisado de cachos vazios de óleo de palma. Os autores

concluíram que a adição da glicose como co-substrato afetou a performance da

fermentação da D. hansenii na produção do xilitol, onde foi encontrado 2,5 g/L da

concentração da glicose ou proporção da concentração da glicose para xilose de 25%

deu maior rendimento de xilitol.

Leveduras convencionais como Saccharomyces cerevisiae são têm seu

metabolismo afetado para concentração dos açúcares de forma que em altas

concentrações de substrato o fluxo de carbono é desviado para as vias de

fermentação resultando na produção de etanol e gás carbônico, sendo estas
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classificadas como Crabtree positivas. Todavia leveduras não convencionais têm

sido reportadas na literatura, em sua grande maioria como Crabtree negativas

indicando que a combinação que a concentração de substrato não é o principal

parâmetro que direciona o fluxo de carbono. Bravo et al.113 reportou que

concentrações iniciais de xilose acima de 25 g/L são necessárias para produção de

xilitol. Em outro estudo Zhang e Geng114 reportaram que um aumento na produção

de etanol a partir de xilose em concentrações variando de 100 a 250 g/L.113-115

3.7.3 Influência da agitação na conversão de xilitol e etanol

Outro fator importante que influencia as condições de operação durante

a fermentação em escala de bancada e industrial é a agitação da mistura. Agitação é

importante para a mistura uniforme dos componentes do meio dentro do

fermentador, pois promove a dispersão de células e nutrientes. Bem como para

promover uma transferência de massa eficaz. O efeito de agitação na produção de

etanol é importante para o progresso bem-sucedido para a fermentação.116

A literatura descreve diversos trabalhos avaliando o efeito da agitação

na conversão do etanol e xilitol. Rodmui et al.117 empregaram a co-cultura de

Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis para a produção do etanol em

batelada em meio sintético contendo 20 g/L de glicose e xilose como fonte de

carbono. Após a incubação a 30 °C por 18 h na proporção de glicose e xilose 1:0,

8:1, 6:1, 4:1, 2:1, 1:1 e 0:1, o rendimento de etanol (YP/S) foram 0,35, 0,35, 0,34,

0,32, 0,32, 0,27 e 0,05 g.g-1, respectivamente. Neste estudo os autores avaliaram a

taxa de agitação de 0-200 rpm na fermentação em lote, os resultados sugeriram que
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a taxa de agitação de 50 rpm foi adequada para a produção de etanol pela co-cultura

dos açúcares misturados.117

Silva et al.116 avaliaram os efeitos da agitação e aeração na produção de

xilitol utilizando a levedura Starmerella meliponinorum FRP.09, previamente

isolada e selecionada devido à sua capacidade de produzir etanol e xilitol a partir da

xilose. As fermentações foram conduzidas em frascos de 125 mL com 15 mL de

meio de cultura e agitadas a 150 rpm e 200 rpm sem aeração forçada e comparadas

com a fermentação em sistema estático. Para avaliação da aeração forçada, foi

utilizado biorreator com vazão de ar de 0,1 vvm e agitação de 100 rpm, 0,25 vvm/150

rpm e 0,5 vvm/200 rpm.Maior agitação e fluxo de ar aumentaram significativamente

o consumo de xilose. A levedura S. meliponinorum FRP.09 obteve o melhor

rendimento de xilitol de 0,6 g de xilitol por g de xilose consumido, quando a

fermentação foi conduzida com um fluxo de ar/velocidade de rotação de 0,5 vvm /

200 rpm no biorreator e 150 rpm nos frascos de fermentação.

Prabhu et al.118 estudaram o aprimoramento na produção do xilitol

usando pré-hidrolisado rico em xilose não desintoxicado do bagaço da cana-de-

açúcar recém-isolados da Pichia fermentans. Neste estudo os autores avaliaram a

velocidade de rotação da agitação entre 100 a 300 rpm com um intervalo de 50 rpm

para a produção do xilitol, e foi observado um aumento de rendimento de produção

do xilitol (36.6 g/L and 0.61 g.g-1) até 250 rpm. No entanto, foi observado que com

o aumento da velocidade de agitação até 300 rpm, resultou em maior produção de

biomassa, mas reduziu a acumulação do xilitol. Portanto, a literatura sugere que a

velocidade da agitação enriquece o crescimento dos microrganismos, enquanto

velocidade de agitação moderada mostrou ser benéfica para acumulação do xilitol.
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3.7.4 Influência da concentração inicial de células na fermentação

alcoólica e de xilitol

A concentração de células viáveis é uma das principais características a

serem monitoradas durante o desenvolvimento do bioprocesso e da otimização das

condições de biossíntese. Em princípio, a quantificação celular pode ser obtida por

enumeração direta e/ou por medição indireta por meio de um indicador mensurável,

que é quantitativamente correlacionado com a concentração celular. Baixos níveis

de oxigênio (1,5-5 mmol/L·h) são necessários para a conversão de xilose em etanol,

a fim de manter a viabilidade celular e o equilíbrio NADH. 119

Além disso, um alto nível de oxigênio leva à reassimilação do etanol e

produção de biomassa e, portanto, baixos rendimentos. Sob condições anaeróbicas,

o crescimento celular e a produção de etanol são severamente restringidos. É

relatado, por exemplo, que o crescimento celular de P. stipitis é inibido em baixas

concentrações de etanol (aproximadamente 34,0 g/L) e a maior tolerância do etanol

para o crescimento celular é de 64,0 g/L.119

Estudos efetuados por Agbogbo et al.119 demonstraram os efeitos da

concentração inicial das células de Pichia stipitis na taxa de fermentação,

concentração do etanol e seu rendimento. Em concentrações baixas de células

iniciais, o crescimento celular foi maior em comparação com fermentações com altas

concentrações. A taxa de consumo de xilose, a produção de etanol e o rendimento

de etanol foi alto quando a concentração inicial de células foi alta porque as células

usaram o substrato para a produção de etanol em vez de para crescimento celular.

No entanto, a seletividade do etanol foi baixa em altas concentrações de células

iniciais.
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Outro estudo realizado por Saputra et al.120 avaliou a eficiência de

produção do xilitol a partir de Meyerozyma caribbica Y67 variando a concentração

das células iniciais e o volume na fermentação. Este estudo demonstrou que a

concentração de células iniciais afetou a produção do xilitol, e sugere que seja

utilizada um volume médio de 40% por 48 h de fermentação para a obtenção de

rendimento máximo.

Além disso, dentre os inúmeros desafios discorridos, a busca por

microrganismos e condições fermentativas que viabilizem a produção de etanol de

segunda geração e co-produção de xilitol a partir de biomassas lignocelulósicas se

destaca como um ponto chave. Pesquisas que produzam conhecimento sobre a

capacidade fermentativa e sobre os fatores que influenciam a bioconversão por

leveduras não convencionais são de imperial importância para o contexto atual dos

processos de biorrefinarias no Brasil e no mundo.100,109,116,118,34

A levedura M. guilliermondii CCT7783, detalhada no item 3.2.2, tem

sido reportada na literatura como capaz de converter pentoses e hexoses com alta

resistência aos compostos inibidores que podem ser encontrados nos hidrolisados

industriais, entretanto, com baixo rendimento em produtos de interesse de

biorrefinaria. Desta forma, estudos mais aprofundados sobre as condições que

afetam a bioconversão de pentoses por esta levedura são necessários para o

entendimento das condições ótimas que permitam sua aplicação como plataforma de

conversçao em processos de biorrefinaria.33-34
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Avaliação dos efeitos do crescimento adaptativo sobre a cinética

de crescimento e bioconversão de pentoses por Meyerozyma

guilliermondii (CCT7783)

4.1.1 Preparo dos inóculos para os experimentos de crescimento

adaptativo.

A levedura Meyerozyma guilliermondii foi isolada, do processo

industrial da Usina São João de Araras, e identificada conforme os procedimentos

descritos em Martini et al.33 e está depositada sob número CCT7783 na coleção de

culturas da Fundação André Toselo, Campinas, SP. As culturas deM. guilliermondii

foram denominadas como 311 e são mantidas em slants de YEPD (10 g/L extrato de

levedura, 20 g/L peptona, 20 g/L glicose, 10 g/L ágar, em água destilada), sob

condições de refrigeração, nas instalações do Laboratório deMicrobiologia Agrícola

e Molecular (LAMAM), CCA-UFSCar – Campus de Arara. Para aplicação neste

estudo tais culturas foram reativadas em placas de petri contendo YEPD, incubadas

a 30 ºC e utilizadas como fonte de inóculo nas etapas seguintes.33

Após a reativação, as células de M. guilliermondii (311) foram

transferidas para placas de petri contendo meio de cultivo mínimo composto por 20

g/L de D-xilose, 10 g/L de ágar-ágar e 0,67% de YNB (Sigma®, Y1250, (Erro!

Fonte de referência não encontrada.). A fração contendo xilose e ágar foi

previamente esterilizada em autoclave a 120ºC e 1atm por 20 min, sendo então

suplementados de solução estoque de YNB, que foi previamente esterilizada por

filtração utilizando membrana estéril de 0,2 microns. Todos os procedimentos foram

realizados em ambiente estéril dentro de capela de fluxo laminar.
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Tabela 4.1 - Composição química do meio de cultivo YNB, Sigma®, Y1250

Componente Concentração

Sulfato de amônio 5 g/L
Biotina 2 g/L

LD-metionina 20 µg/L
LD-triptofano 20 µg/L

Pantotenato de cálcio 400 µg/L
Ácido fólico 2 µg/L
Inositol 2 µg/L

Ácido nicotínico 400 µg/L
Ácido p-aminobenzóico 200 µg/L

Piroxidina HCl 400 µg/L
Riboflavina 200 µg/L
Tiamina HCl 400 µg/L
Ácido bórico 500 µg/L
Sulfato de cobre 40 µg/L
Iodeto de potássio 100 µg/L
Cloreto férrico 200 µg/L

Sulfato de mangânes 400 µg/L
Molibdato de sódio 200 µg/L
Sulfato de zinco 400 µg/L

Fosfato de potássio monobásico 1 g/L
Sulfato de magnésio 0.5 g/L
Cloreto de sódio 0.1 g/L
Cloreto de cálcio 0.1 g/L

Após inoculação as placas foram incubadas a 30ºC por 72 h e, em

seguida uma fração das placas foram expostas à luz UV, por diferentes tempos,

conforme definido na Tabela 4.2. A etapa de exposição a luz UV, foi realizada

baseada na metodologia descrita por Moreno et al.126, com modificações. Sendo que

como fonte de luz UV utilizou-se um trans-iluminador ultravioleta, fabricante

Spectroline, modelo: TVC-3123. O procedimento foi realizado com materiais
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estéreis, dentro de capela de fluxo laminar nas instalações do Laboratório de

Bioquímica Funcional e Estrutural da Universidade Federal de São Carlos.

Tabela 4.2 – Definição dos tempos de exposição à luz UV das culturas de M.
guilliermondii

Placa Tempo de exposição a luz uv
1 30s
2 30s
3 30s
4 60s
5 60s
6 60s
7 120s
8 120s
9 120s

10-12 Sem exposição

4.1.2 Experimentos de crescimento adaptativo

Os inóculos, preparados no item 4.1.1, foram utilizados como culturas

iniciadoras nos experimentos de crescimento adaptativo. Nesta etapa inoculou-se

duas alçadas das placas 1 a 9, que foram expostas a luz UV, conforme descrito na

Tabela 4.2, em um mesmo frasco erlenmeyer de 500 ml, contendo 100 ml de meio

de cultivo líquido, YNB (Sigma®, Y1250, (Tabela 4.1) + 20 g/L de xilose,

previamente preparado e esterilizado por filtração, tais cultivos foram denominados

como 311_UV. As placas que não foram expostas a luz UV, 10 a 12, Tabela 4.2,

foram utilizadas para compor o inóculo denominado de 311_EN, que foi inoculado

e propagado sob as mesmas condições e procedimentos das placas que foram

exposição a luz UV.
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Os frascos de YNB inoculados com culturas expostasa luz UV e

culturas controle, foram preparados em triplicatas, incubados a 30ºC, 160 rpm em

incubadora shaker, marca SOLAB, modelo SL-223, e propagados durante 180 dias,

em ciclos de 96 h. Ao final de cada ciclo uma alíquota de 0,5 ml de cada frasco era

transferida para um novo frasco iniciando-se assim um novo ciclo de crescimento.

Alíquotas de 10 mL eram retiradas ao final de cada 96 h de incubação para se

monitorar a viabilidade celular, a morfologia e a contaminação por microscopia

óptica. Todos os procedimentos descritos neste parágrafo foram realizados nos

laboratórios de microbiologia e de análises instrumentais do SENAI de Sertãozinho.

4.1.3 Experimentos de cinética de crescimento

4.1.3.1 Preparo dos inóculos

Para os experimentos de cinética de crescimento utilizou como inóculo

a levedura M. guilliermondii, que foi isolada e mantida conforme descrito no item

4.1.1 e para fins de comparação do efeito do crescimento adaptativo em meio

mínimo, tal levedura será referida na apresentação e discussão dos resultados por

311_P, como sendo M. guilliermondii controle, ou seja não passou por crescimento

adaptativo e 311_UV e 311_EN, para se referir a levedura M. guilliermondii

resultante do crescimento adaptativo espontâneo e induzido por luz UV,

respectivamente, conforme descrito na Tabela 4.3. As três diferentes culturas

(311_P, 311_UV e 311_EN) foram inoculadas em YEPX (20 g/L xilose, 20 g/L de

peptona e 10g/L de extrato de levedura) na concentração de 0,3 g/L e incubadas a

30ºC, sob agitação de 160 rpm até obtenção da biomassa necessária para os

experimentos cinéticos. Ao final dos ciclos de propagação as células foram
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centrífugas e lavadas por duas vezes em água estéril, para se remover todos os

resíduos de fontes de carbono, sendo então resuspendidas para compor o inóculo a

ser aplicado nos experimentos cinéticos.

Tabela 4.3 – Descrição dos inóculos aplicados nos experimentos cinéticos e
fermentativos deM. guilliermondii

Fonte do
Inóculo

Tratamento e preparo Denominação

Meyerozyma
guilliermondii
CCT7783

Exposição a luz UV e
crescimento em YNB por
60 ciclos de 96 h

311_UV

Meyerozyma
guilliermondii
CCT7783

Crescimento em YNB por
60 ciclos de 96 h

311_EN

Meyerozyma
guilliermondii
CCT7783 Crescimento em YEPD

311_P

4.1.3.2 Montagem dos experimentos

Para avaliação da cinética de crescimento e efeito de inibição pelo

substrato, frascos erlenmeyers de 500 mL foram esterilizados em autoclave, a 120ºC

e 1atm por 20 min, sendo que a cada frasco adicionou-se 150 mL de meio de cultivo,

que consistiu em solução analiticamente preparada de xilose nas concentrações de

5, 15, 25, 35, 45 e 55 g/L, suplementadas com 0,67% de YNB (Sigma®, Y1250,

Tabela 4.1). Para todas as concentrações os frascos foram preparados em triplicatas

compondo 8 frascos para cada linhagem de M. guilliermondii avaliada (311_P,

311_UV e 311_EN).
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Todas as etapas experimentais ocorreram dentro de capela de fluxo

laminar e todos os materiais e utensílios também foram previamente esterilizados

em autoclave a 120ºC e 1atm por 20 min.

Os experimentos iniciaram-se pelos frascos de menor concentração (5

g/L), que, após correção do pH do meio de crescimento para 5,5, foram inoculados

com células deM. guilliermondii (311_P, 311_UV e 311_EN) até a densidade óptica

de 0,25 a 600nm e mantidos em incubadora a 160 rpm e 30ºC. O pH do meio de

cultivo foi ajustado com a adição de solução de NaOH (12 mol/L) em gotas com

agitação, em condições assépticas.

Para monitoramento do crescimento celular foram retiradas amostras de

5 mL a cada 12 h por um período de 96 h. Ao término do ciclo de crescimento

repetiu-se o mesmo procedimento para todas as concentrações descritas no parágrafo

anterior, sendo 6 ciclos experimentais, um para cada concentração de xilose, com

três inóculos diferentes (311_P, 311_UV e 311_EN), em triplicata, totalizando 54

cultivos.

4.1.3.3 Preparo dos experimentos fermentativos

Para se analisar o efeito do crescimento adaptativo na capacidade de

bioconversão da levedura M. guilliermondii, foram preparados em frascos

erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio de cultivo YPX composto de

xilose (20g/L), peptona (20g/L) e extrato de levedura (10g/L). Em seguida os frascos

foram esterilizados em autoclave a 120ºC e 1atm por 20 min. O pH do meio de

cultivo foi então corrigido para 5,5 pela adição de gotas de NaOH (12 mol/L), em
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condições assépticas. Após o ajuste de pH os frascos foram inoculados com os

inóculos preparados conforme descrito no item 4.1.3.1.

A concentração inicial de células foi ajustada a partir da densidade

óptica, medida em 600 nm, para 0,25. Nesta etapa também se avaliou o efeito do

aumento do substrato e, para esta finalidade, uma sequência adicional de

experimentos foi realizada seguindo o mesmo procedimento descrito acima, porém

dobrando-se a quantidade de substrato disponível no meio de cultivo YEPX para

40g/l de xilose mantendo-se a concentração dos demais nutrientes.

Após inoculação os frascos foram amostrados e incubados em

incubadora shaker, marca SOLAB, modelo SL-223 a 160 rpm e 30ºC por 96 h com

amostragem de 5 mL a cada 12 h para se analisar as concentrações de etanol, xilitol,

ácido lático, glicerol, ácido acético, ácido succínico, xilose, arabinose biomassa

celular.

4.1.4 Metodologia analítica

Amedição de pH foi realizada utilizando-se pHmetro digital, fabricante

Metrohm, modelo 827.

A análise da concentração de biomassa celular foi realizada a partir da

leitura de absorbância em espectrofotômetro, marca Analytik Jena, modelo

SPECORD® 200 PLUS. Os valores de leitura de absorção a 600 nm foram

convertidos em biomassa celular seca utilizando-se curva padrão de biomassa celular

deM. guilliermondii seca, conforme equação:

[Biomassa de M. guilliermondii seca(g/L) = (Absorbância+0,1378) /1,1625] x diluição Equação 3
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As amostras, retiradas a cada 12 h, foram centrifugadas a 6000 rpm por

5 min em centrífuga Eppendorf, sendo os sobrenadantes separados e armazenados a

-20oC para as análises de pH, concentração de substratos e produtos por

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).

As amostras foram filtradas em membranas de 0,45 µm e injetadas em

HPLC Shimadzu, modelo LC- 10AD. A separação dos analitos ocorreu em coluna

Bio-rad Aminex® HPX-87H 300.0 mm x 7.8 mm e as amostras foram eluidas por

fase móvel de ácido sulfúrico em água na concentração de 0,005 mol/L, em

temperaturas de 30oC para separação dos açúcares e xilitol e 50oC para separação de

etanol, glicerol e ácidos orgânicos. Os analitos foram detectados por índice de

refração em detector modelo RID-20A, fabricante Shimadzu. Para todos os analitos

foram preparadas curvas de calibração utilizando soluções padrão HPLC, de

concentrações conhecidas sendo os valores de área dos cromatogramas utilizados

para cálculo das regressões lineares obtendo assim as curvas de calibração. Para

todos os analitos as curvas foram preparadas em triplicatas para cálculo do erro

experimental entre os coeficientes de regressão linear e entre os diferentes níveis das

curvas de calibração. As análises por HPLC foram realizadas no laboratório do

Grupo de Energias Renováveis, Nanotecnologia e Catálises (GreenCat) nas

instalações na Universidade Federal de São Carlos (UFSCAR).

4.1.5 Determinação dos parâmetros cinéticos

Para avaliar o efeito do crescimento adaptativo na cinética de

crescimento de M. guilliermondii, em meio mínimo, YBN, contendo xilose como

única fonte de carbono, calculou-se a velocidade máxima específica de crescimento

(µmax, h-1) e através da regressão linear do logaritmo neperiano dos valores de
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biomassa celular em função do tempo, na fase de crescimento exponencial, sendo o

valor do coeficiente angular correspondente a velocidade específica de crescimento

(µ, h-1), conforme modelo citado por Perna et al.34 que foi proposto por Pirt:34,76

ln[X]=µ.t + b Equação 4

onde:

ln[X]= logaritmo neperiano da concentração de biomassa da levedura;

µ = velocidade específica de crescimento (h-1);

t = tempo (h);

b = coeficiente linear

O modelo cinético de Monod foi aplicado por se tratar de um modelo

experimental no qual a concentração de substrato limitante se relaciona com a

velocidade específica somente, portanto não havendo efeitos secundários de

inibição, como se espera para leveduras crescendo em meio mínimo sintético com

concentrações crescentes da única fonte de carbono disponível, sendo está a única

variável capaz de afetar o crescimento celular. Desta forma, os resultados das

velocidades específicas, em cada concentração de substrato, foram utilizados para

se calcular o efeito de inibição pelo substrato e a velocidade específica máxima de

crescimento. Para esta finalidade, calculou-se a constante de Monod, Ks (g/L)

utilizando se os valores das velocidades específicas de crescimento (µ h-1) calculadas

em concentrações crescentes de xilose (5, 15, 25, 35, 45 e 55 g/L) e aplicando-se a

equação de Monod linearizada:34,76

1/µ = 1/µm.S / (1/Ks + 1/S) Equação 5
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Onde:

S = concentração de xilose;

µ = velocidade específica de crescimento;

µm = velocidade específica máxima de crescimento;

Ks = constante de saturação pelo substrato.

Todavia valores de inibição foram verificados nas concentrações mais elevadas e

com objetivo de se avaliar o efeito dos altos valores iniciais de xilose na velocidade

máxima de crescimento das linhagens adaptadas e controle, a equação de Monod

modificada foi aplicada para se calcular a constante de inibição:236

µx = µm * (S / (Ks + S) * Ki/(Ki + S)) Equação 6

Onde:

Ks = Constante de saturação definida na equação de Monod;

µx = velocidade específica de crescimento;

µm = velocidade específica máxima de crescimento;

Ki = constante de inibição pelo substrato.

4.1.6 Análise estatística

Os resultados dos parâmetros cinéticos, da conversão em bioprodutos e

consumo de substratos foram submetidos à análise de variância e os valores que

apresentaram diferença significativa ao nível de 5% de significância foram também
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submetidos ao teste de Tukey para comparação entre as médias. Foi utilizado

linguagem Phyton com aplicação de biblioteca pandas para importação dos dados e

statismodels para os cálculos.

4.2 Avaliação dos efeitos dos parâmetros hipoxia, concentração

inicial de inóculo, concentração inicial de xilose e rotação na

eficiência de bioconversão porM. guilliermondii

4.2.1 Preparo dos inóculos e meios de cultivo

Nesta fase do estudo aplicou-se como inóculo a levedura M.

guilliermondii denominada como 311_EN que foi adaptada por crescimento

espontâneo após 45 ciclos de 96 h crescimento em meio mínimo, contendo xilose

como única fonte de carbono, conforme descrito no item 4.1.3.1, tal levedura foi

selecionada para ser aplicada neste experimento por ser o inóculo mais eficiente para

crescer e converter xilose, dentre aqueles avaliados nos experimentos descritos na

etapa 4.1. Para obtenção da biomassa celular necessária, a levedura 311_EN foi

propagada em YEPX (xilose 20 g/L, peptona 20 g/L e extrato de levedura 10 g/L),

e as células foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 min e lavadas em água estéril, por

duas vezes, e por fim ressuspendidas para serem inoculadas nas concentrações

determinadas pelo planejamento experimental.

Como meios de cultivo foram preparadas soluções de xilose nas

concentrações de 20 e 40 g/L com adição de 20 g/L de peptona 10 g/L de extrato de

levedura. Os frascos contendo 150 ml dos meios de cultivo foram autoclavados a

120ºC e 1atm por 20 min.
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4.2.2 Planejamento experimental

Para avaliar os efeitos da concentração de xilose, do fluxo de nitrogênio

no meio de cultivo, da concentração inicial de inóculo e da rotação na capacidade de

conversão de xilose pela levedura M. guilliermondii (311_EN) realizou-se um

planejamento experimental em fatorial completo 24. Cada um dos parâmetros

estudados aqui foi considerado como uma variável independente com dois níveis de

variação (-1 e +1), conforme descrito na Tabela 4.4. Também foram realizados

experimentos em triplicata, no ponto central (0,0,0), para se calcular o erro

experimental.

Desta forma foram realizados ao todo 19 experimentos, sendo que de 1

a 16 são os experimentos correspondentes aos níveis alto e baixo das variáveis aqui

estudadas e de 17 a 19 correspondem as triplicatas realizadas nos valores centrais do

planejamento. As variáveis dependentes, também denominadas como variáveis de

resposta foram o consumo de xilose (g/l) e a produção e o rendimento em etanol,

xilitol e biomassa celular.132
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4.2.3 Montagem experimental

Os experimentos foram executados em frascos de 500 mL, contendo

150 mL domeio de cultivo, que foi preparado conforme descrito no item 4.2.1, sendo

a concentração de xilose nos meios de cultivo de 20, 40 ou 30 g/L. Tais frascos foram

inoculados com 0,2, 0,7 ou 1,2 g/L de M. guilliermondii 311_EN e incubados a 60,

110 ou 160 rpm, conforme descrito na Tabela 4.4.

Para se avaliar o efeito de baixa aeração no meio de cultivo, ou seja,

condições de hipoxia, os frascos, conforme definidos pelo planejamento

experimental foram submetidos ao fluxo de nitrogênio analítico 5.0 (99,999%) ,

esterilizado por filtração, submetendo-se o fluxo através de membrana de 0,2

mícron, com vazões de 1litro por minuto e pressão de 1 atmosfera (Figura 4.1).

Todas as condições foram testadas, em triplicatas, para vedação e contaminação

antes do início dos procedimentos experimentais.

Figura 4.1 – Montagem do aparato experimental para geração de condições de
hipoxia

1 2

1 - Montagem e filtração do fluxo de N2
2 - Pressão e vazão do fluxo de N2
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Os frascos, com e sem etapa de fluxo de nitrogênio, conforme

estabelecido pelo planejamento experimental (Tabela 4.4), foram incubados a 30ºC

por 96 h em rotações distintas de 60, 110 e 160 rpm, também de acordo com o

planejamento experimental. Amostras foram coletadas no início e ao término dos

experimentos e foram analisadas para determinação das concentrações de biomassa

celular, consumo de xilose, produção de etanol e xilitol.

4.2.4 Análises das variáveis de resposta

O consumo de xilose, a produção de etanol e xilitol foram analisados

por HPLC, conforme metodologia descrita no item 4.1.4. A produção de biomassa

celular foi analisada por espectrometria na região do visível (600 nm) com conversão

dos valores de absorbância através de curva de calibração também detalhado no item

4.1.4.

4.2.5 Cálculo dos efeitos das variáveis

O cálculo do efeito de cada variável independente, bem como de suas

interações foi realizado para se identificar quais variáveis tem maior influência na

conversão de pentoses por M. guilliermondii 311_EN. Cada variável isolada exerce

um efeito de primeira ordem nas respostas analisadas. Para as quatro variáveis

investigadas neste estudo os efeitos de primeira ordem foram calculados a partir da

diferença entre as médias das respostas para os níveis altos e baixos de cada variável,

por exemplo para a produção de etanol os efeitos de primeira ordem foram
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calculados, conforme equação 6, a partir da média da soma dos valores de etanol dos

experimentos de valor alto menos a média da soma dos valores de etanol dos

experimentos de valor baixo. Desta forma para a variável 1 (concentração de xilose),

seguindo a organização do planejamento experimental temos:

Efeito 1, etanol ={(Ʃ [etanol] exp. 2,4,6,8,10,12,14,16)/ 8} - {(Ʃ [etanol] exp. (1,3,5,7,9,11,13,15)/8} Equação 7

O mesmo cálculo foi aplicado para calcular o efeito das demais

variáveis. Sendo então calculados quatro efeitos, de primeira ordem, na produção de

etanol, no consumo de pentoses, na produção de xilitol e biomassa celular.

Os efeitos sinergísticos e antagônicos da combinação de duas ou mais

variáveis também foram calculados a partir da média das diferenças da soma dos

resultados obtidos nos experimentos em que as variáveis estão em mesmo nível e

em níveis diferentes, por exemplo para o efeito gerado na produção de etanol pela

interação entre as variáveis 1 e 2, concentração de xilose e hipoxia, respectivamente,

temos:

Efeito 12, etanol = {(Ʃ [etanol] exp. 1,5,9,13,4,8,12,16 ) – (Ʃ [etanol] exp. 3,7,11,15,2,6,10,14)/8} Equação 8

Omesmo cálculo foi aplicado para interações de terceira e quarta ordem

para todas as variáveis de resposta aqui estudadas, sendo um total de 15 efeitos sobre

a produção de etanol, 15 efeitos sobre o consumo de xilose, 15 efeitos sobre a

produção de xilitol e 15 efeitos sobre a produção de biomassa celular de M.

guilliermondii 311_EN.
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4.2.6 Análise estatística

A análise estatística do planejamento em fatorial foi realizada utilizando

o software Minitab. Para as quatro respostas estudadas nesta etapa (consumo de

pentoses, produção e rendimento de biomassa celular, etanol e xilitol) gráficos de

paretos foram construídos, considerando os valores reais dos efeitos distribuídos

dentro de uma curva gaussiana de área unitária, sendo os intervalos de confiança

calculados a partir do teste t a 95% de confiança, considerando a amostragem, em

triplicata, no ponto central na primeira análise de dados e após eliminar as variáveis

de baixo impacto na resposta considerou-se ainda as réplicas geradas ao se rearranjar

o planejamento experimental.

4.3 Fermentação dos hidrolisados lignocelulósicos por M.

guilliermondii 311_EN

4.3.1 Preparo do inóculo

Para avaliação da fermentação de hidrolisados lignocelulósicos

utilizou-se como inóculo a levedura M. guilliermondii 311_EN, resultante do

crescimento adaptativo descrito no item 4.1, devido a sua melhor performance na

conversão de pentoses nos produtos de interesse. Para obtenção da biomassa celular

necessária para os experimentos de fermentação dos hidrolisados, a levedura

311_EN foi propagada em YEPX, 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10g/L de

extrato de levedura em incubadora shaker a 160 rpm e 30ºC por 72 h. As células
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foram centrifugadas a 6000 rpm, por 5 min, o sobrenadante foi separado e as células

foram ressuspendidas em água estéril, sendo este procedimento repetido por 2 vezes

para garantir a remoção dos açúcares e fontes de carbono aderidos nas paredes

celulares das leveduras.

4.3.2 Preparo das biomassas lignocelulósicas

As biomassas lignocelulósicas aplicadas nesta fase do trabalho foram

obtidas do processamento industrial de cana-de-açúcar e da produção de lápis

colorido. A Palha de cana-de-açúcar foi doada pela Usina São Francisco e é oriunda

das regiões aos redores da cidade de Sertãozinho, onde a usina cultiva cana-de-

açúcar sem adição de agrotóxicos (orgânica) para produção de etanol, açúcar e outros

derivados para o setor cosmético e alimentício. Os resíduos de madeira foram doados

pela empresa Faber Castell, da cidade de São Carlos, e são oriundos das etapas finais

de acabamento dos lápis coloridos.

As fibras de palha foram trituradas em moinhos de facas tipo Willey

modelo MA340, fabricante Marconi, para redução do tamanho das partículas, sendo

separadas em peneira vibratória marca Bronzinox, e selecionadas frações abaixo de

105 micrometros, para garantir maior superfície de contato e uniformidade do

tamanho das partículas. As fibras de resíduos de lápis também foram classificadas

em peneiras, mas por se tratar de partículas menores que a palha não foi necessário

executar etapa de moagem. Em seguida todas as fibras foram secas em estufa a 110

ºC até massa constante, distribuídas em béqueres para início da etapa de pré-

tratamento alcalino (Figura 4.2).
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Figura 4.2 – Preparo das biomassas secas e trituradas para a etapa de pré-hidrólise
alcalina

4.3.3 Preparo dos hidrólisados

O preparo dos hidrolisados se deu através de uma sequência de etapas

conforme ilustrado na Figura 4.3. As fibras, após serem trituradas e secas, foram

submetidas a pré-hidrólise alcalina conforme procedimento descrito em Mendes et

al.128 com modificações. Aos béqueres de 2 L, contendo 50g de biomassas, foram

adicionadas soluções de sulfito-alcalina composta por mistura de NaOH e Sulfito de

sódio nas proporções 5g de NaOH, 10g de sulfito de sódio por 100g de biomassa.

As biomassas foram impregnadas com estas soluções numa relação 1:10 (p/v) por

30 min, sendo os béqueres então submetidos a vácuo (-200 mmHg), por mais 30 min

em dessecador para aumentar a impregnação da solução as partes internas da fibra

(Figura 4.3). Após esta etapa as fibras impregnadas foram submetidas a aquecimento

sob pressão em autoclave a 120ºC por 60 min.128,130-131
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Figura 4.3 – Etapas do pré-tratamento alcalino das biomassas lignocelulósicas

1 2 3

1 – Adição de solução alcalina às fibras
2 – Tempo de mistura em dessecador a vácuo
2 – Separação da fibra do licor alcalino

Após a etapa de pré-tratamento alcalino as fibras foram então filtradas

e lavadas com água destilada até pH da água de enxague igual 7. As fibras foram

novamente secas em estufa a 110ºC até massa constante para serem então

submetidas a etapa de hidrólise enzimática (Figura 4.4).

Figura 4.4 – Preparo dos hidrolisados lignocelulósicos
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As frações sólidas dos pré-tratamentos alcalinos foram submetidas a

hidrólise enzimática por enzimas celulolíticas presentes no coquetel enzimático

Cellic Htec 3®, doado pela empresa Novozymes. A solução enzimática foi

adicionada na concentração de 4% em massa, sendo o pH do meio ajustado para 5,0

pela adição de tampão de ácido acético e acetato de sódio. O tempo de reação foi de

48 h, sob agitação de 150 rpm a 45ºC, sendo estas as condições ótimas recomendadas

pelo fabricante e observadas na literatura. 202

Após a etapa de hidrólise enzimática a fração líquida dos hidrolisados

foi filtrada a vácuo e submetida a concentração em banho maria até redução de cerca

de 50% do volume, o banho foi ajustado para 100 ºC, (Figura 4.4), sendo retiradas

amostras ao final do procedimento para determinação dos teores de açúcares e

inibidores.

Aos hidrolisados concentrados foram adicionados sais minerais e

nutrientes para compor o meio de cultivo nas proporções: 5 g/L de fosfato

hidrogenado de potássio; 1 g/L de cloreto de potássio; 1,5 g/L de cloreto de amônio;

1 g/L de sulfato de magnésio heptahidratado; 6 g/L de extrato de levedura. 100 mL

da solução composta por hidrolisados adicionados de nutrientes foram distribuídos

em erlenmeyers de 500 mL, os quais foram autoclavados a 120ºC e 1atm por 20

min.34

4.3.4 Metodologia analítica

As concentrações de glicose, xilose, arabinose, etanol, ácidos láticos,

succínicos e acéticos, xilitol, glicerol, furfural e HMF foram analisados por HPLC,

conforme metodologia descrita no item 4.1.4.
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4.3.5 Análise estatística

Os resultados da conversão em bioprodutos e consumo de substratos

foram submetidos à análise de variância e os valores que apresentaram diferença

significativa ao nível de 5% de significância foram também submetidos ao teste de

Tukey para comparação entre as médias. Foi utilizado linguagem Phyton com

aplicação de biblioteca pandas para importação dos dados e statismodels para os

cálculos.

4.3.6 Determinação dos parâmetros fermentativos

Para se determinar a eficiência da bioconversão por M. guilliermondii

311_EN, os fatores de conversão dos açúcares em bioprodutos foram aplicados

conforme descrito abaixo:

p/s=



=



Equação 9

Onde Pi e Pf são as concentrações finais e iniciais dos produtos e Si e

Sf são as concentrações iniciais e finais dos substratos, podendo ser um açúcar

individual ou a soma dos açúcares totais a depender do cálculo em aplicação.

A eficiência de conversão também foi calculada e expressa em% e para

os cálculos de conversão em etanol utilizou-se o fator de conversão teórica de 0,511

e para xilitol 0,917, conforme calculado por Barbosa et al.133
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES

5.1 Modo de apresentação e de discussão dos resultados

A etapa de análise e discussão dos resultados foi organizada de forma a

apresentar uma sequência lógica de cada fase deste estudo, iniciando pelos

experimentos que avaliaram o efeito do crescimento adaptativo na cinética de

crescimento e na capacidade de conversão em bioprodutos e biomassa celular por

M. guilliermoni. Na sequência serão apresentados e discutidos os resultados dos

estudos que avaliaram os efeitos da variação da concentração inicial de substrato,

aeração, concentração inicial de inóculo, na produção de biomassa celular, no

consumo de pentoses, na produção e etanol e xilitol por M. guilliermondii. Por fim

serão apresentados e discutidos os resultados dos experimentos de bioconversão dos

açúcares presentes nos hidrolisados lignocelulósicos de palha de cana-de-açúcar e

resíduos de fabricação de lápis em etanol 2G e xilitol.

5.2 Efeito do crescimento adaptativo na cinética de crescimento e na

capacidade de bioconversão de M. guilliermondii

Em experimentos prévios33,34 a linhagem de levedura não convencional M.

guilliermondii CCT7783 demonstrou capacidade de metabolizar pentoses e glicose

em diversas condições, em meios sintéticos, contendo fontes complexas de

nutrientes como o extrato de levedura.

Além disso, sabe-se que linhagens de leveduras não convencionais são citadas

na literatura pela sua ampla capacidade de assimilar inúmeras fontes de carbono134-
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135. Desta forma, antes do início dos experimentos de crescimento adaptativo se fez

necessário avaliar a capacidade de metabolização de xilose como única fonte de

carbono no meio de cultivo, bem como o efeito da adição de extrato de levedura,

visto que para se obter um efeito evolutivo na eficiência de conversão de xilose é

necessário que os ciclos de crescimento sejam seletivos garantindo que a xilose seja

a única fonte de carbono a ser consumida.

5.2.1 Avaliação da capacidade de crescimento em xilose e em extrato

de levedura.

O experimento exploratório para se entender os efeitos da adição de

extrato de levedura no crescimento deM. guilliermondii foi conduzido em triplicata,

em três diferentes composições de meio de cultivo: (I) 30 g/L de xilose, (II) 20 g/L

de xilose + 10g/L de extrato de levedura e (III) 30 g/L de extrato de levedura. As

curvas de crescimento obtidas estão apresentadas na Figura 5.1. Verifica-se que a

levedura foi capaz de assimilar e crescer em todos as condições avaliadas,

comprovando a sua capacidade de metabolizar xilose como substrato.

Observa-se pelo perfil das curvas de crescimento que a levedura foi

capaz de assimilar e crescer, na mesma proporção, quando o meio de cultivo

continha 30 g/L extrato de levedura como único substrato (III) e 20 g/L de xilose +

10 g/L de extrato de levedura (II) demonstrando uma baixa seletividade da levedura

pela xilose como substrato, pois em ausência de xilose e em concentração

equivalente de extrato de levedura não se observou inibição na curva de crescimento

(Figura 5.1). 137
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O extrato de levedura é um nutriente complexo que pode conter diversas

fontes orgânicas de nitrogênio e resíduos de carboidratos. Diversas linhagens de

leveduras não convencionais como M guilliermondii têm sido destacadas na

literatura devido a sua capacidade de assimilar diversas fontes de carbono. Os

resultados obtidos nesta fase comprovam esta característica para esta levedura e

corroboram com aqueles obtidos por Perna et al., nos quais se observou também a

assimilação de ácidos orgânicos. 33,31,134-135

Figura 5.1 - Curvas de crescimento deM. guilliermondii emmeio sintético contendo
I: xilose (30 g/L), II: extrato de levedura (30 g/L), III: Xilose (20g/L) + extrato de
levedura (10g/L), pH de 5,5 incubadas a 30oC, 160 rpm por 96 h.

Além disso, observa-se ainda na Figura 5.1, que nas primeiras 12 h, para

todas as curvas de crescimento, a produção de biomassa foi lenta com curvas

apresentando perfil de inclinação baixo, denotando a necessidade de adaptação às

fontes de carbono e condições do meio de cultivo. Ginovart e Marta136 comentam



70

que a fase de adaptação é uma importante etapa de um processo de bioconversão e

pode ser afetada pelas condições físicas e químicas do meio de cultivo, como por

exemplo concentração de nutrientes e substratos. Os autores comentam ainda sobre

a importância de estudos que permitam controlar e acelerar longas fases de

adaptação, pois a concentração e o envelhecimento do inóculo são fatores que afetam

diretamente o desempenho da bioconversão.136-

Outro aspecto de destaque foi o perfil de crescimento da levedura tendo

apenas xilose como fonte de carbono, no qual se observa que a fase de adaptação foi

de 84 h, enquanto para o experimentos com adição de extrato de levedura a fase

exponencial iniciou-se após 12 horas de cultivo. Tais observações podem ser

atribuídas a escassez de nutrientes, como fontes de nitrogênio, que corresponde a

cerca de 10% da massa seca das leveduras e em baixas concentrações tem papel de

nutriente limitante no crescimento celular.127

As velocidades médias de crescimento foram calculadas nos diferentes

substratos e submetidas a análise de variância que demonstrou haver diferença

significativa ao nível de 5% (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Resultados da análise de variância das velocidades médias de
crescimentos deM. guilliermondii em meio sintético contendo I: xilose (30 g/L), II:
extrato de levedura (30 g/L), III: Xilose (20g/l) + extrato de levedura (10g/l), pH de
5,5 a 30oC, 160 rpm incubadas por 96 h.

Fontes de variação
Soma dos
quadrados

Graus de
liberdade

Quadrado
médio

F PR(>F)

Entre grupos 1,17.10-04 2 5,85.10-05 36.11 4,51.10-04

Dentro dos grupos 1.10-05 6 1,67.10-06

Total 1.27E-04 8
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O teste de Tukey foi aplicado e os resultados podem ser observados na

Figura 5.2. Observa-se que houve diferença significativa para o meio de cultivo

contendo apenas xilose como fonte de substrato, sendo este o menor valor de

velocidade observado. Os fatores que afetam o crescimento das leveduras são

complexos, podendo variar de acordo com a espécie estudada. Todavia, sabe-se que

o nitrogênio tem papel limitante e desta forma meios de cultivo com escassez de

nitrogênio leva a baixos valores de velocidade de crescimento, efeito este observado

para o crescimento havendo apenas xilose no meio de cultivo.

Figura 5.2 - Resultado do teste de Tukey das velocidades médias de crescimentos de
M. guilliermondii em meio sintético contendo I: xilose (30 g/L), II: extrato de
levedura (30 g/L), III: Xilose (20g/l) + extrato de levedura (10g/l), pH de 5,5 a 30oC,
160 rpm incubadas por 96 h.

Estudos avaliando o consumo de extrato de levedura como fonte única

de carbono e nitrogênio são escassos na literatura. Todavia sabe-se que o percentual

de carbono tanto em xilose quanto em extrato de levedura é de aproximadamente

0,030 0,029

0,022

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

0,030

0,035

V
el
oc
id
ad
e
m
éd
ia
d
e
cr
es
ci
m
en
to

(µ
x)

III-Xilose + extrato de levedura II-Ext. de levedura I-Xilose

ab b

c

b

c



72

40% e, como a concentração total do substratos foi a mesma em todos os

experimentos (30 g/L), os resultados obtidos nesta fase do trabalho são de

importância primordial pois permitem inferir que para direcionar a metabolização

de xilose aumentando o fluxo metabólico que favorece condições de adaptação, se

faz necessário garantir a ausência de nutrientes orgânicos complexos como o extrato

de levedura, pois estes podem ser consumidos em mesma velocidade que a xilose

pela levedura aqui estudada (Figura 5.2).205,221

Os resultados discutidos até aqui confirmam a necessidade de adaptação

da levedura em cultivos contendo xilose como fonte de carbono, porém com uma

nutrição adequada a sua composição centesimal, como os meios com formulação

minimamente definida e fontes inorgânicas de nitrogênio levando a levedura a

consumir obrigatoriamente xilose como fator de pressão seletiva ao longo de

sucessivos crescimentos na busca por melhorarias n metabolização de xilose.

5.2.2 Avaliação dos parâmetros cinéticos das leveduras obtidas por

crescimento adaptativo em xilose.

Nesta etapa do trabalho serão apresentados e discutidos os resultados

dos efeitos do crescimento adaptativo sobre a cinética de crescimento das linhagens

da levedura M. guilliermondii, que foram obtidas após 45 ciclos de crescimento,

durante 180 dias, em meio contendo xilose como única fonte de carbono. As

linhagens foram denominadas como sendo 311_P, controle, 311_EN, adaptação sem

exposição a luz uv e 311_UV, linhagens que foram expostas a luz UV e na sequência

submetidas aos ciclos de crescimento.

A exposição à luz UV gera mutações randômicas.204 e estudos

comparando os benefícios de se aplicar a luz UV em relação a evolução adaptativa
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natural não foram encontrados na literatura, por isso os resultados obtidos no

presente trabalho trazem um importante conhecimento sobre a evolução natural

espontânea e seus impactos na linhagem M. guilliermondii aqui estudada.

5.2.2.1 Crescimento em meio mínimo contendo concentrações

crescentes de xilose como substrato.

As curvas que relacionam as velocidades específicas de crescimento,

em concentrações crescentes de substrato, podem ser observadas na Figura 5.3.

O crescimento adaptativo aumentou a velocidade específica de crescimento para
todas as concentrações de substrato testadas (Figura 5.3).

. Sharma et. al138 reportaram um aumento de 3 vezes na velocidade

específica de crescimento de linhagens de Kluyveromyces marxianus submetidas ao

crescimento adaptativo, tendo xilose como única fonte de carbono após 60 ciclos de

crescimento. No presente trabalho houve um aumento na velocidade específica de

crescimento de 1,88 vezes para a linhagem 311_EN em relação a linhagem original,

311_P, após 45 ciclos de crescimento, sendo estes resultados promissores

considerando que o número de ciclos pode ser aumentando levando a resultados

muito próximos aqueles encontrados na literatura.
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Figura 5.3 - Velocidades específicas de crescimento deM. guillierondii (311_P),M.
guilliermondii após crescimento adaptativo (311_EN) e M. guilliermondii após
exposição a luz UV + crescimento adaptativo (311_UV), em meio mínimo (YNB)
contendo xilose como única fonte de carbono nas concentrações iniciais de 5, 15,
25, 35, 45 e 55g/L, pH de 5,5 a 30oC, 160 rpm incubadas por 96 h.

Para a análise do efeito da evolução adaptativa nos parâmetros específicos da
cinética das linhagens de M. guilliermondii, o modelo de Monod foi aplicado aos
dados apresentados na Figura 5.3.

Os intervalos utilizados foram aqueles nos quais não houve inibição de

substrato, ou seja, a relação empírica entre o aumento da concentração do substrato

e velocidade específica de crescimento foi linear. Sendo estes entre 5 e 35 g/L de

xilose para as linhagens 311_P e 311_UV e de 5 a 45 g/L de xilose para a linhagem

311_EN.

As velocidades máximas de crescimento foram calculadas e submetidas

a análise estatística, cujos valores estão apresentados na Tabela 5.2, na qual observa
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se que o crescimento adaptativo aumentou significativamente a velocidade máxima

de crescimento (µmáximo, h-1) em todas as concentrações de xilose testadas. Além

disso, as leveduras que foram adaptadas sem exposição a luz UV (311_EN)

apresentaram o melhor desempenho, sendo sua velocidade máxima 78% maior que

as linhagens originais e 27% maior e que as linhagens que foram expostas a luz UV.

Tabela 5.2 - Teste de Tukey dos resultados das velocidades específica máxima de
crescimento dos cultivos de M. guilliermondii original (311_P), e adaptadas
(311_EN e 311_UV), em meio mínimo (YNB) contendo xilose como única fonte de
carbono nas concentrações iniciais de 5, 15, 25, 35, 45 e 55g/L, pH de 5,5 a 30oC,
160 rpm incubadas por 96 h.

Velocidade específica máxima de crescimento *µmáximo(h-1)

311_EN 0,137 a

311_UV 0,108 b

311_P 0,077 c

*Letras diferentes indicam diferença significativa a 5%.

O uso de crescimento adaptativo para seleção de linhagens mais

eficientes na conversão de xilose tem sido reportado na literatura como uma

importante ferramenta, sobretudo para espécies recém isoladas e ou modificadas

geneticamente. Promdonkoy et al.140 obtiveram linhagens de Saccharomyces

cerevisiae recombinantes com velocidade específica de crescimento em xilose

aproximadamente 50% maiores que a linhagens originais aplicando ciclos

sucessivos de crescimento em meio mínimo contendo 2% de xilose. Condições

semelhantes foram aplicadas no presente estudo e o aumento observado na

velocidade de crescimento foi de 78% para as linhagens 311_EN e 40% para as

linhagens 311_UV corroborando assim com os resultados obtidos pelos autores.
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Kuyper et al.141 reportaram um aumento de 30% na velocidade

específica de crescimento, de 0,09 h-1 para 0,12h-1, para linhagens recombinantes de

Saccharomyces cerevisiae, submetidas ao crescimento adaptativo natural, em meio

contendo xilose como substrato. Os resultados obtidos neste experimento

apresentaram valores superiores aos reportados pelos autores sendo que um aumento

de 40% foi observado para as linhagens 311_UV e de 78% para as linhagens

311_EN. Denotando o potencial de aplicação das linhagens deM. guilliermondii em

rotas de bioconversão de xilose.

Oliveira et al.229 escanearam nove linhagens de leveduras não

convencionais classificando-as devido ao seu potencial para crescimento em

hidrolisados hemicelulósicos diluídos. Os autores reportam valores de crescimento

em xilose entre 0.10 e 0.21h-1 como as velocidades máximas de crescimento, sendo

que os valores obtidos para as linhagens de M. guilliermondii adaptadas, 311_UV e

311_EN, encontram-se dentro do respectivo intervalo, 0,108 e 0,137 h-1,

respectivamente.

Além disso, outro aspecto que corrobora o presente trabalho com aquele

realizado por Oliveira e colaboradores229 é o intervalo no qual a velocidade foi

máxima e crescente (15 a 43 g/L de açúcares) para a maioria das linhagens, sendo

reportado um efeito de inibição acima de 43 g/L pelos autores, no presente trabalho

o mesmo efeito foi observado a partir de 45 g/L para a linhagem 311_EN e a partir

de 35 g/L pelas demais linhagens estudadas.

Para se entender quais as concentrações mínimas e máximas de xilose

que limitam a velocidade específica máxima de crescimento, a constante de Monod

(ks) e a constante de inibição foram calculadas (ki) e estatisticamente analisadas. Os

resultados dos valores de ks e ki, podem ser observados na Tabela 5.3. O aumento

significativo no valor de ks para, as linhagens 311_UV, demonstra que a exposição

a luz UV gerou linhagens com menor afinidade por xilose como substrato. Baixos
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valores de ks são importantes pois auxiliam a manter uma cinética favorável e

constante, especialmente em cultivos por batelada onde a concentração dos

substratos varia com tempo. Além disso a capacidade de metabolizar o substrato

mesmo em baixas concentrações reduz perdas e aumenta a sustentabilidade dos

bioprocessos.144

Tabela 5.3 - Resultados da constante Monod (ks) e de inibição (ki)dos cultivos deM.
guilliermondii original (311_P), e adaptadas (311_EN e 311_UV), em meio mínimo
(YNB) contendo xilose como única fonte de carbono nas concentrações iniciais de
5, 15, 25, 35, 45 e 55 g/L, pH de 5,5 a 30oC, 160 rpm incubadas por 96 h.

Linhagens de

M. guilliermondii
ks (g/L) ki (g/L)

311_UV 5,79a 48,89b

311_EN 4,36b 54,65a

311_P 4,14b 44,38c

*Letras diferentes indicam diferença significativa a 5%.

O crescimento adaptativo espontâneo não afetou significativamente a

afinidade da levedura pela xilose como substrato mantendo a concentração mínima

de 4,36 g/L de xilose como ks para a linhagem 311_EN, sendo que este valor não

difere significativamente do valor calculado para a linhagem original, 311_P, cujo

ks foi de 4,14 g/L de xilose (Tabela 5.3). Tais resultados apresentam uma informação

importante sobre as linhagens testadas, pois, sobretudo em condições de fermentação

de hidrolisados em biorrefinarias, nos quais diversas fontes de carbono estão

disponíveis e a grande maioria opera em regime de batelada, sendo necessário que

os microrganismos aplicados apresentem alta afinidade pelo substrato aplicado em

altas e baixas concentrações.139,206.221
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Além disso, as linhagens provenientes do crescimento adaptativo

natural (311_EN) apresentaram menor efeito de inibição pelo aumento da

concentração do substrato, com velocidades crescentes até 45 g/L de xilose, valores

estes que corroboraram com os valores de ki (54,65 g/L), sendo este valor superior

ao comportamento observado para as demais linhagens, demonstrando que o

crescimento adaptativo espontâneo promoveu melhorias em M. guilliermondii

comparado ao crescimento adaptativo induzido por luz UV (311_UV) para as

condições e linhagens aqui estudadas141

Os resultados obtidos nesta etapa denotam ainda a importância da

adaptação à xilose como substrato por leveduras não convencionais naturalmente

fermentadoras de pentoses, visto que os valores de velocidade específica de

crescimento, em meio mínimo, aumentaram de 0,077 para 0,137 h-1, com

consequente aumento no intervalo de consumo de substrato, sendo uma

característica desejada para leveduras industriais visando uma maior produtividade

no processo de biorrefinarias.143

5.3 Efeito do crescimento adaptativo no consumo de xilose, produção

de biomassa celular e xilitol em meio semi-sintético YEPX.

A limitação de nutrientes é uma condição importante para se entender

e comprovar o desempenho de novos microrganismos em relação a uma fonte

específica de substrato, Rollero et al.207 comentam que leveduras têm necessidades

nutricionais complexas e limitações nas condições nutricionais, afetam o

desempenho na conversão em bioprodutos. Desta forma, nesta etapa do estudo,

procurou-se avaliar o crescimento das linhagens provenientes do crescimento

adaptativo em duas concentrações de xilose como substrato, 40 e 20 g/L em meio de
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cultivo contendo os nutrientes extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L). Tal

meio de cultivo foi denominado neste trabalho como YEPX.

5.3.1 Avaliação do consumo de pentoses e produção de biomassa em

meio de cultivo rico (YEPX) contendo 20 ou 40 g/L de xilose.

As curvas de consumo de pentoses e produção de biomassa pelas

linhagens de M. guilliermondii, original e adaptadas, em meio YEPX contendo

40g/L de pentoses, estão apresentadas na Figura 5.4. Houve consumo de pentoses e

produção de biomassa celular para as três linhagens testadas. Sendo o consumo de

pentoses e a produção de biomassa observados no período de 0 a 60 h pelas linhagens

adaptadas (311_EN e 311_UV) e de 0 a 84 h pela linhagem original.

Figura 5.4 - Consumo de pentoses e crescimento celular de M. guilliermondii
original (311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) ou com
exposição a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 40 g/L de xilose, 20 g/L
de peptona e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por
96 h.
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Além disso, observa-se que as linhagens adaptadas apresentaram

maiores valores de produção de biomassa, comprovando que o crescimento

adaptativo gerou linhagens com melhor eficiência na conversão de pentose em

biomassa celular em ambas as condições testadas neste experimento com destaque

para as linhagens adaptadas naturalmente (311_EN) pelos maiores valores de

consumo total de pentoses e maiores valores de biomassa.

Laplace et al.208 realizaram um experimento com exposição a luz UV

como mecanismos de adaptação e seleção de linhagens de Pichia stipitis, os autores

reportaram que a exposição a luz UV aumentou a capacidade de consumo de

pentoses, entretanto, não foi observado nenhum benefício na capacidade de

conversão em biomassa e bioprodutos, resultados estes que corroboram com aqueles

obtidos neste experimento.

A variação de concentração do substrato tem uma relação direta com o

metabolismo das leveduras e por esta razão os experimentos realizados nesta fase do

trabalho foram repetidos em 20 g/L de pentoses e as curvas, com os resultados da

produção de biomassa e consumo de pentoses durante 96 h, para as linhagens de M.

guilliermondii original (311_P) e adaptadas (311_EN e 311_UV), estão

demonstrados na Tabela 5.5. O consumo de pentoses e a produção de biomassa

celular foram observados para todas as linhagens testadas com curvas bem definidas

até 60 h, embora a produção de biomassa celular, neste período também tenha sido

maior para as linhagens evoluídas naturalmente, as curvas a 20 g/L de pentoses

(Figura 5.5) demonstram um comportamento bastante distinto daquelas observadas

a 40 g/L (Figura 5.4).

Nos experimentos a 40 g/L as linhagens apresentaram perfil de

variações distintas de consumo de substrato e produção de biomassa celular, com

destaque para as curvas de produção de biomassa e consumo de pentoses das
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linhagens evoluídas naturalmente (311_EN) que apresentaram, novamente, maiores

valores em biomassa celular e menores valores de pentose ao final do ciclo de

crescimento.

Figura 5.5 - Consumo de pentoses e crescimento celular de M. guilliermondii
original (311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) ou com
exposição a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 20 g/L de pentoses, 20
g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas
por 96 h.

Cadière et al.209 explicam que o crescimento de leveduras em substratos

de lenta metabolização gera linhagens evoluídas com maior capacidade de

metabolização deste substrato pela amplificação do fluxo de carbono na direção da

via das pentose-fosfato, os autores verificaram um aumento de 17% no fluxo de

metabolização de carbono em experimentos de evolução adaptativa.

Dentre os resultados que se espera ao se submeter linhagens de

microrganismos a sucessivos ciclos de crescimentos em um substrato novo, de
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metabolismo lento, a redução da fase lag é um dos indicadores demelhoria evolutiva.

O efeito na redução da fase lag, sobretudo para as linhagens evoluídas naturalmente

(311_EN), foi notório tanto nos experimentos em 20 g/L de pentoses quanto

naqueles em 40 g/L de pentoses, as linhagens evoluídas naturalmente apresentaram

ausência de fase lag, iniciando seu crescimento exponencial a partir das primeiras

horas experimentais.

Slininger et al.63 Realizam experimentos com cepas nativas

fermentadoras de pentoses de Scheffersomyces stipitis, os autores submeteram a

linhagens a indução de mutação por Luz UV e pressões de aumento da concentração

de inibidores e etanol afim de desenvolver linhagens robustas com capacidade de

fermentar sob condições industriais, eles reportaram uma redução drástica na fase

lag e outros benefícios como aumento do consumo de xilose e conversão em etanol.

A biomassa celular produzida pelas linhagens adaptadas (311_EN e

311_UV) e original (311_P) foram calculadas, e os resultados podem ser observados

na Figura 5.6. Observa-se um aumento de cerca de 9% na produção de biomassa

para as linhagens evoluídas naturalmente (311_EN) em relação a linhagem original

(311_P), o mesmo aumento não foi observado para as linhagens expostas a luz UV,

mesmo havendo um aumento no consumo de pentoses (Figura 5.4 e 5.5), tais

resultados corroboram com aqueles observados na literatura no qual linhagens de

Pichia stipitis tiveram a capacidade de consumo de xilose aumentada após exposição

a luz UV, porém não houve benefícios na produção de biomassa celular. 210
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Figura 5.6 - Produção de biomassa celular de M. guilliermondii original (311_P) e
submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) ou com exposição a luz UV
(311_UV), em meio sintético contendo 20 e 40 g/L de pentoses, 20 g/L de peptona
e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96 h.

A análise estatística comprovou haver variação significativa ao nível de

5% no consumo de pentoses apenas nos experimentos realizados em 40 g/L de

pentoses como substratos (Tabela 5.44).

Tabela 5.4 - Análise de variância do consumo de pentoses por M. guilliermondii
original (311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) ou com
exposição a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 40 g/L de pentoses, 20
g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas
por 96 h.

Fontes de variação
Soma dos
quadrados

Graus de
liberdade

Quadrado
médio

F PR(>F)

Entre grupos 37,8 2,0 18,9 18,6 *0,0027
Dentro dos grupos 6,1 6,0 1,0

Total 43,9 8,0
*significativo a 5%
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O teste de Tukey foi aplicado e comprou que as linhagens adaptadas

naturalmente foram as únicas com valores significativamente maiores, ou seja, com

uma melhoria comprovada e significativa no consumo de pentoses ( Figura 5.7).

Figura 5.7 - Teste de Tukey dos resultados do consumo de pentoses por M.
guilliermondii original (311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural
(311_EN) ou com exposição a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 40
g/L de pentoses, 20 g/L de peptona e 10 g/l de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm,
pH 5,5 incubadas por 96 h.

As velocidades médias de crescimento também foram calculadas e os

resultados foram submetidos a análise estatística que demonstrou diferença

significativa ao nível de 5% de significância para todos os valores de velocidade

média. (Tabela 5.5). Destacam-se dos resultados as velocidades médias das

linhagens de M. guilliermondii obtidas a partir do crescimento adaptativo

expontâneo (311_EN), cujos valores foram superiores aos obtidos pra as demais

linhagens de M. guilliermondii nas duas concentrações de substrato testadas neste
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experimento, tais resultados comprovam e corroboram com os maiores valores de

produção de biomassa (Figura 5.5) e consumo de pentoses ( Figura 5.7).

Além disso, é importante ressaltar que tanto nas condições em meio

mínimo quanto em meio complexo o padrão de comportamento das linhagens se

mantém estável, sendo os resultados mais expressivos obtidos para as linhagens

adaptadas de forma espontânea. Matsushika et al.139 reportaram que o crescimento

adaptativo aumenta a capacidade de utilização de xilose por leveduras, pois é capaz

de promover a otimização as reações enzimáticas das vias metabólicas promovendo

um maior fluxo de conversão de xilose.211

Os efeitos do aumento da concentração do substrato na velocidade média de

crescimento também foram notórios, pois para a linhagem original (311_P) a

velocidade reduziu cerca de 5%, variando de 0,1952h-1 em 20 g/L de xilose, para

0,1852h-1 em 40 g/L de xilos (Tabela 5.5), tais resultados corroboram com aqueles

observados nos experimentos de cinética emmeio mínimo nos quais se observou um

efeito de inibição na velocidade específica máxima de crescimento, de 311_P, nas

concentrações de xilose acima de 35 g/L de xilose (Figura 5.3)

Ambas as linhagens provenientes do crescimento adaptativo tiveram

um aumento na velocidade média de crescimento com o aumento da concentração

de xilose no meio de cultivo, sendo este aumento cerca de 38% para as linhagens

adaptadas naturalmente (311_EN) e 18% para as linhagens que foram expostas a luz

UV (311_UV), respectivamente (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5 - Resultados do teste de Tukey das velocidades médias de crescimento
(µx, h-1) dos experimentos realizados com a levedura M. guilliermondii original
(311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) e com exposição
a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de
peptona e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96
h.

Pentoses 20 g/l Média µx(h-1)

311_EN 0,3391 a

311_UV 0,3143 b

311_P 0,1952 c

Pentoses 40 g/l Média de µx(h-1)

311_EN 0,4673 a

311_UV 0,3704 b

311_P 0,1852 c

*Letras diferentes indicam diferença significativa a 5%.

Os resultados obtidos até aqui comprovam uma característica

importante das linhagens M. guilliermondii obtidas a partir do crescimento

adaptativo, pois uma cinética de crescimento favorável, com alta afinidade pelo

substrato, baixos efeitos de inibição e consumo eficiente de pentoses, são essenciais

para o uso de hidrolisados lignocelulósicos nos processos de biorrefinaria. Além

disso a capacidade de produção de biomassa celular a partir de açucares como a

xilose tem grande valor para a sustentabilidade destes processos, pois tais resíduos

podem substituir o requerimento de carbono e outros nutrientes para a produção de

proteína microbiológica.212

As linhagens adaptadas apresentaram maiores valores de produção de

biomassa celular, menor fase de adaptação (lag) e menor ciclo de crescimento.

Ambas as linhagens provenientes do crescimento adaptativo em xilose (311_EN e

311_UV) apresentaram ausência de necessidade de adaptação ao substrato, ou seja,
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fase exponencial de crescimento a partir do instante inicial, já a levedura não

adaptada apresentou início da etapa exponencial após 12 h de cultivo. Resultados

que corroboram com aqueles observados na literatura, pois Zhao et al41 aplicaram

técnicas de evolução adaptativa e reportaram resultados na redução da fase lag com

aprimoramento de outras características como a eficiência da conversão de açúcares

presentes nos hidrolisados lignocelulósicos em etanol.

5.3.1.1 Efeito do crescimento adaptativo na conversão em xilitol

Leveduras das espécies C. guilliermondii e C. tropicalis têm sido

reportadas na literatura como microrganismos promissores para a produção

biotecnológica de xilitol. Que é de grande interesse para os processos de

biorrefinarias, pois trata-se de produto de alto valor agregado com alto custo de

produção por rota química. Desta forma nesta etapa do presente trabalho o objetivo

foi avaliar M. guilliermondii como microrganismo capaz de produzir xilitol a partir

de pentoses, bem como avaliar o efeito do crescimento adaptativo na produção de

xilitol.

Os parâmetros de conversão em xilitol pela levedura M. guilliermondii

original (311_P) e adaptadas (311_EN e 311_UV) podem ser observados na Tabela

5.6. Observa-se que M. guilliermondii foi capaz de produzir xilitol a partir do

consumo de xilose em todas as condições testadas, sendo este um resultado

interessante por se tratar de uma nova linhagem, não convencional, para a qual a

produção de xilitol, a partir de pentoses, é reportada pela primeira vez e sabe-se ainda

que um pequeno número de microrganismos é capaz de converter xilose em xilitol

naturalmente.215,222
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Tabela 5.6 - Parâmetros de conversão de xilose em xilitol dos experimentos
realizados com a levedura M. guilliermondii original (311_P) e submetidas ao
crescimento adaptativo natural (311_EN) e com exposição a luz UV (311_UV), em
meio sintético contendo 40 e 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato
de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96 h.

Linhagem [xilose (g/l)] Yp/sa ƞb

311_EN 40 0.31 +/- 0,009 34% +/-1,04
311_EN 20 0.34 +/- 0,014 37% +/-1,53
311_UV 40 0,29 +/- 0,007 32% +/-0,84
311_UV 20 0.12 +/- 0,007 13% +/-0,84
311_P 40 0,23 +/- 0,009 25% +/-1,07
311_P 20 0,13 +/- 0,017 13% +/-0,51

aYP/S (g.g-1) g xilitol / g xilose consumida

beficiência de conversão considerando o máximo teórico de 0,917g.g-1 (Barbosa- et al., 1988)

Além disso, é importante destacar ainda os aumentos obtidos na

conversão em xilitol para as linhagens deM. guilliermondii adaptadas a xilose como

substrato. Ambos os experimentos de crescimento adaptativo, com ou sem indução

por luz UV, 311_UV e 311_EN geraram linhagens mais eficientes para a produção

de xilitol a partir de xilose.

Bianchini et al.230 reportaram um aumento de 13% no rendimento em

xilitol ao submeter linhagens de Candida guilliermondii a evolução adaptativa. Nas

condições estudadas neste trabalho os melhores resultados em conversão a xilitol

foram obtidos para as linhagens adaptadas em xilose, sem exposição a luz UV

(311_EN) e em meio de cultivo YEPX com concentração de 20 g/L de pentoses,

nestas condições o rendimento em xilitol foi de 37% e a conversão foi de 0,34 g/g

e, nas mesmas condições, a linhagem original (311_P) apresentou uma conversão de

0,13 g/g e rendimento de 13% (Tabela 5.7), correspondendo a um aumento de

rendimento de cerca de 261%.
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Queiroz et al.231comentam que a aplicação de evolução adaptativa é

uma ferramenta importante para se atingir níveis economicamente viáveis de

conversão de xilitol em processos de biorrefinaria.

A análise de variância comprovou haver diferença estatística ao nível

de 5% na concentração de xilitol produzido pelas linhagens de M. guilliermondii e

o teste de Tukey foi realizado para se determinar a diferença significativa entre as

médias. Os resultados da análise estatística estão apresentados na Tabela 5.7, onde

observa-se que em altas concentrações de pentoses no meio de cultivo (40 g/L) todas

as linhagens demonstraram diferença significativa, mas para os experimentos em 20

g/L apenas as linhagens evoluídas sem exposição a luz UV (311_EN) aumentaram

significativamente a produção de xilitol.

Tabela 5.7 - Resultados do teste de Tukey das médias dos valores de xilitol
produzidos nos experimentos realizados com a levedura M. guilliermondii original
(311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311_EN) e com exposição
a luz UV (311_UV), em meio sintético contendo 40 e 20 g/L de xilose, 20 g/L de
peptona e 10 g/L de extrato de levedura a 30oC, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96
h.

Pentoses 40 g/l Xilitol (g/L)

311_EN 12,2 a

311_UV 10,3 b

311_P 6,4 c

Pentoses 20 g/l Xilitol (g/L)

311_EN 6,6 a

311_P 2,5 bc

311_UV 2,3 c

*Letras diferentes indicam diferença significativa a 5%.
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Estudos que comparam a eficácia da aplicação de luz UV em relação a

evolução adaptativa natural não foram encontrados na literatura, porém o aumento

da produção significativa de xilitol tanto em 20 g/L quanto em 40 g/L pelas linhagens

adaptadas sem aplicação de luz UV tem uma importância notória para a produção de

biológica de xilitol em processos de biorrefinaria, pois a conversão viável de xilose

em xilitol depende da busca por linhagens capazes de manter rendimentos altos em

concentrações elevadas de xilose em hidrolisados concentrados e na presença de

inibidores, cuja resistência pelas linhagens de M. guilliermondii aplicadas neste

estudo também já foram comprovadas em estudos anteriores.34, 216,220

Os resultados obtidos nesta etapa do experimento demonstraram que o

crescimento adaptativo de leveduras não convencionais em fontes de carbono não

preferenciais, como pentoses, tem alto impacto para produzir leveduras melhoradas

capazes de viabilizar a produção de processos de biorrefinaria. Nesta fase do estudo

M. guilliermondii foi capaz de metabolizar as pentoses em todas as condições

testadas e as linhagens evoluídas naturalmente demonstraram maior desempenho

para biossíntese de xilitol e biomassa celular, sendo estes dois produtos de alto valor

agregado que podem aumentar a sustentabilidade econômica do processo.

Além disso, o conhecimento produzido nesta etapa do trabalho também

permitiu entender que a concentração do substrato afeta o metabolismo de M.

guilliermondii levando a variações na performance da biossíntese. Desta forma,

estudos mais pormenorizados para se entender quais são as melhores condições que

direcionam o metabolismo para os produtos de interesse se fazem necessários.

Sobretudo antes de se submeter as linhagens a fermentação de hidrolisados

lignocelulósicos, visto que os meios sintéticos fornecem um maior controle sobre o

impacto dos nutrientes e possíveis inibidores.
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5.4 Avaliação do efeito das condições fermentativas sobre a

biossíntese de etanol, xilitol e biomassa celular por M.

guilliermondii adaptada (311_EN)

A dinâmica de crescimento e produção de bioprodutos por

microrganismos depende de inúmeros fatores associados as condições do meio de

cultivo como a concentração de substrato, a concentração de inóculo e fatores

associados a transferência de oxigênio como condições de hipoxia e rotação. A

levedura não convencional Meyerozyma guilliermondii CCT7783, isolada e

previamente reportada como capaz de fermentar naturalmente pentoses, foi evoluída

por crescimento adaptativo em xilose como única fonte de carbono na primeira etapa

experimental do presente trabalho que gerou uma linhagem melhorada capaz de

metabolizar xilose com maior eficiência que a linhagem original. Entretanto, por se

tratar de uma linhagem recém isolada, pouco se sabe sobre como os fatores

associados ao desempenho fermentativo afetam seu metabolismo.34

Desta forma, na segunda etapa do presente trabalho avaliou-se a

influência dos parâmetros concentração de xilose, concentração de biomassa celular,

fluxo de N2 no meio de cultivo e rotação, no consumo de xilose, produção de

biomassa celular, produção de xilitol e produção de etanol pela levedura M.

guilliermondii adaptada (311_EN).

Os experimentos realizados nesta fase foram delineados a partir de um

planejamento experimental fatorial completo 24 no qual as quatro variáveis em

estudo foram testadas em níveis alto e baixo, conforme descrito no item 4.2, e a partir

dos resultados obtidos calculou-se o efeito das variáveis e suas interações, conforme

equação descrita no item 4.2.5. Tal delineamento foi escolhido por possibilitar

incluir um número alto de variáveis e entender seus efeitos nas respostas desejadas.
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Sendo que os resultados do escaneamento dos efeitos destas variáveis serão

apresentados e discutidos a seguir.

5.4.1 Efeito da concentração inicial de xilose, concentração inicial de

inóculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotação no consumo de

xilose pela leveduraM. guilliermondii adaptada 311_EN

A concentração inicial e final de xilose foi analisada por HPLC,

conforme descrito no item 4.1.4 e o consumo, pela levedura M guilliermondii

311_EN, foi calculado a partir da diferença entre os valores finais e iniciais. Os

resultados de consumo obtidos nos experimentos propostos no planejamento

experimental podem ser observados na Tabela 5.8, na qual é possível se verificar

que houve uma variação ampla no consumo de xilose em reposta aos diferentes

níveis das variáveis.

Os efeitos individuais e combinados das variáveis foram calculados,

gerando um total de 15 efeitos, conforme metodologia descrita no item 4.2.5. Os

resultados normalizados, dos efeitos foram submetidos a análise estatística e teste t,

com intervalo de confiança de 95% utilizando o software Minitab, e os resultados

podem ser observados no gráfico de pareto na Figura 5.8. Observa-se que três das

quatro variáveis estudadas tem efeito individual mais significativo e que quatro

efeitos combinados também estão acima limite de significância ao nível de 95% de

confiança.
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Tabela 5.8 - Xilose consumida pela levedura M. guilliermondii adaptada (311_EN)
durante os experimentos fermentativos, em meio sintético contendo 40 ou 20 g/L de
xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo
de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h em 30oC em rotações de 60 ou 160
rpm.

Variáveis A B C D Resposta

Exp
Xilose
(g/L)

Hipoxia
Inóculo
(g/L)

Rotação
rpm

Consumo de Xilose
(g/L)

1 -1 -1 -1 -1 20,11

2 1 -1 -1 -1 35,74

3 -1 1 -1 -1 12,10

4 1 1 -1 -1 20,50

5 -1 -1 1 -1 20,79

6 1 -1 1 -1 28,04

7 -1 1 1 -1 8,89

8 1 1 1 -1 17,33

9 -1 -1 -1 1 20,34

10 1 -1 -1 1 40,91

11 -1 1 -1 1 14,43

12 1 1 -1 1 29,22

13 -1 -1 1 1 20,35

14 1 -1 1 1 40,32

15 -1 1 1 1 20,21

16 1 1 1 1 38,93

Além disso, ao se escanear efeitos das variáveis e seus limites em

planejamento fatorial simples objetiva-se entender as variáveis commaior influência

na resposta e seus limites na busca de condições ótimas de bioconversão. Desta

forma as variáveis A (concentração inicial de xilose), B (Fluxo de N2 no meio de

cultivo) e D (Rotação), são as variáveis demaior impacto e seus níveis ótimos devem

ser objeto de estudo para condições ideais de conversão aplicando a linhagem de
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levedura M. guilliermondii, aqui estudada, em meios contendo xilose como

substrato.

Figura 5.8 - Gráfico de pareto dos efeito padronizados no consumo de xilose nos
cultivos deM. guilliermondii adaptada (311_EN) em meio sintético contendo 40 ou
20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, em pH 5,5, com
ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160
rpm.

Verifica- se que concentração de xilose, o fluxo de N2 no meio de

cultivo e a rotação exercem maior efeito no consumo de xilose. A análise estatística

permitiu ainda organizar os valores dos efeitos normalizados das variáveis em um

gráfico de probabilidades sendo os valores distribuídos ao longo de um eixo Z,

considerando a distribuição dentro dos limites de uma curva gaussiana de área

definida. Os intervalos de confiança foram calculados pela aplicação do teste t, com

95% de confiança, considerando o desvio da amostragem, em triplicata, no ponto

central do planejamento (Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Gráfico de distribuição normal dos efeitos, padronizados, no consumo
de xilose por M. guilliermondii adaptada (311_EN) em meio sintético contendo 40
ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, em pH 5,5,
com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou
160 rpm.

Os resultados estatísticos verificados no gráfico distribuição normal

(Figura 5.9) corroboram com aqueles demonstrados no gráfico de pareto (Figura

5.8). Observa-se no gráfico de distribuição que muitos efeitos estão dentro da região

do limite de confiança, ou seja, região de hipótese nula, portanto são efeitos

estatisticamente nulos. Outra grande parcela dos efeitos encontra-se muito próxima

do intervalo de confiança sendo, este conjunto de efeitos de baixo impacto no

consumo de xilose pela leveduraM. guilliemondii.

Além disso a distribuição dos valores reais na Figura 5.9 permitiu

entender que a variável B, fluxo de N2 no meio de cultivo tem efeito negativo sobre

o consumo de xilose, sendo está uma informação muito importante sobre o

metabolismo desta levedura. O consumo de xilose tem sido reportado na literatura
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como uma dependência das enzimas das de metabolização de xilose, sendo estas

limitadas pela aeração e pela concentração de xilose. Sendo que em altas

concentrações as leveduras sofrem inibição pelo aumento da pressão osmótica no

meio extracelular, e este efeito pode ser intensificado, em condições de baixa

capacidade de transporte de xilose. Rosa et al.149 reportou um aumento nas atividades

das enzimas envolvidas nas vias de conversão de xilose (xilose-redutase e xilitol-

desidrogenase) em até 30g/L, de concentração inicial de xilose.149

Devido ao destaque das variáveis concentração de xilose (A), fluxo de

N2 no meio de cultivo (B) e rotação (D), por seus valores estarem mais distantes do

limite mínimo do intervalo de confiança, um gráfico de efeitos principais foi plotado

e os resultados podem ser observados na Figura 5.10.

Figura 5.10 - Gráfico de efeitos principais das médias ajustadas do consumo de
xilose pela levedura M. guilliermondii adaptada (311_EN) em meio sintético
contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura,
em pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC
em 60 ou 160 rpm.
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Observa-se, na Figura 5.10, que o consumo de xilose é favorecido

quando se aumenta a concentração inicial do substrato no meio de cultivo e com a

aeração, sendo este último associado a taxa de transferência de massa e de oxigênio

e tal comportamento corrobora com a necessidade de manter a variável fluxo de N2

em nível baixo, visto que tal variável também influência na aeração do meio de

cultivo.

Veras et al.151 reportaram uma redução no consumo de xilose em baixas

condições de aeração para quatro diferentes espécies de leveduras não

convencionais, os autores associaram a redução a fatores como equilíbrio redox entre

NAD/NADH, atividade das enzimas das vias iniciais de conversão e transporte de

xilose. Além disso verifica-se ainda na literatura que o comparativo entre as espécies

se torna difícil devido a fatores intrínsecos e pela necessidade de adaptação de novas

linhagens.

As médias dos efeitos principais, demonstrados na Figura 5.10,

comprovam que para se aumentar consumo de xilose necessita de altas

concentrações iniciais do substrato (30 a 40 g/L) e alta aeração, ou seja baixos

valores de fluxo de nitrogênio. De acordo com Du Preez 146 a aeração do meio de

cultivo é o parâmetro mais importante na conversão de xilose por leveduras, visto

que a taxa de aeração está associada ao direcionamento do fluxo de carbono para o

crescimento celular ou conversão em bioprodutos e tais vias apresentam diferentes

cinéticas de conversão. A determinação do efeito das variáveis que devem ser

controladas durante a bioconversão de xilose em processos de biorrefinaria é a

primeira etapa na produção de conhecimento que permiti otimizar as condições de

biossíntese afim de se tornar o processo economicamente viável.103,146

Os processos metabólicos associados ao crescimento celular, transporte

de xilose e funções mitocondriais são dependentes e limitados pela concentração de

oxigênio. Em leveduras fermentadoras de pentoses a redução da disponibilidade de
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oxigênio no meio, gera um efeito em cadeia resultando na incapacidade da cadeia

transportadora de elétrons em reoxidar todo NADH2 produzido, com o acúmulo no

meio intracelular as taxas de conversão de NAD-xilitol desidrogenase são reduzidas

acumulando xilitol e reduzindo as vias de produção de etanol e biomassa celular.147-

148

Leveduras não convencionais, como M. guilliermondii, têm sido

amplamente estudadas devido a sua capacidade natural de transporte de xilose, sendo

esta característica também afetada por parâmetros como a aeração domeio de cultivo

e concentração de xilose, pois a afinidade dos transportadores e energia celular

requerida para o transporte tem sido reportadas como processos dependentes de

oxigênio.148-149

A linhagem de levedura aplicada como inóculo nesta etapa de trabalho,

M. guilliermondii 311_EN, foi adaptada em xilose como única fonte de carbono,

avaliada e selecionada pela sua capacidade superior em metabolização de xiloses

comparada a linhagem originalmente selecionada do processo industrial, conforme

descrito no item 4.2. no qual se comprovou que a esta linhagem não sofre efeito de

inibição pela xilose como substrato em até 35g/L e tais resultados corroboraram para

o desempenho crescente com o aumento da concentração de xilose observados aqui,

em condições de aeração.150

Desta forma os resultados do escaneamento por análise fatorial dos

efeitos das variáveis aqui estudadas no consumo de xilose pela levedura adaptada

M. guilliermondii (311_EN) permitiu identificar que para se aumentar o consumo

de xilose nas biossínteses aplicando esta linhagem necessita-se aumentar as

concentrações iniciais de xilose e a rotação do meio de cultivo mantendo parâmetros

associados a aeração do meio, como o fluxo de N2, em valores baixos.
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5.4.2 Efeito da concentração inicial de xilose, concentração inicial de

inóculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotação na produção de

biomassa celular pela levedura M. guilliermondii adaptada

311_EN

Após se identificar as condições que favorecem um maior fluxo de

xilose para as vias metabólicas da levedura M. guilliermondii adaptada 311_EN,

seguiu-se com a análise do efeito dos mesmos parâmetros na produção de biomassa

celular e os resultado podem ser observados na Tabela 5.9, onde nota-se que algumas

condições inibiram completamente a produção de biomassa celular com valores de

rendimento (Yx/s) próximos de zero e em outras condições os valores foram muito

próximos de 0,85 g biomassa/g de xilose, ou seja quase 85% de aumento na produção

de biomassa.

A influência de cada variável individual e de seus efeitos combinados foram

calculados e podem ser observados na Figura 5.11, onde é possível verificar que as

variáveis B (fluxo de N2 no meio de cultivo), D (rotação) e A (Concentração incial

de xilose) são as variáveis com efeitos mais significativos. A concentração inicial de

inóculo e a combinação das demais variáveis apresentaram efeitos de baixo impacto

na resposta rendimento em biomassa celular, dentro dos limites aqui estudados
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Tabela 5.9 - Biomassa celular produzida pela levedura M. guilliermondii adaptada
(311_EN) durante os experimentos fermentativos, em meio sintético contendo 40 ou
20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5, com ou
sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

Variáveis A B C D Respostas

Exp Xilose
(g/L)

Hipoxia
Inóculo
(g/L)

Rotação
rpm

Biomassa
celular
(g/l)

YX/S
(g.g-1)

1 -1 -1 -1 -1 14,69 0,664

2 1 -1 -1 -1 4,94 0,138

3 -1 1 -1 -1 0,28 0,023

4 1 1 -1 -1 1,01 0,049

5 -1 -1 1 -1 14,71 0,675

6 1 -1 1 -1 4,98 0,178

7 -1 1 1 -1 0,01 0,001

8 1 1 1 -1 0,21 0,012

9 -1 -1 -1 1 17,89 0,801

10 1 -1 -1 1 19,96 0,488

11 -1 1 -1 1 0,82 0,057

12 1 1 -1 1 5,61 0,192

13 -1 -1 1 1 18,71 0,838

14 1 -1 1 1 22,60 0,561

15 -1 1 1 1 11,98 0,539

16 1 1 1 1 5,16 0,133

aYX/S (g.g-1) g biomassa celular / g xilose consumida

.

Sabe-se que a concentração de substrato pode inibir o crescimento

celular a partir de limites, que variam de acordo com cada tipo de microrganismo e

condições fermentativas. Por se tratar de uma levedura recentemente isolada e

estudada procurou-se limitar os valores nesta fase do trabalho àqueles previamente
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avaliados no estudo cinético, para se obter uma resposta direta do efeito da

concentração em condições não inibitórias.

A varável C (concentração inicial de inóculo) foi eliminada e análise

fatorial foi aplicada somente as três variáveis de maior impacto gerando o modelo

de resposta ajustado abaixo:

ƞ% Biomassa = 36,426 - 14,571 A - 17,852 B + 14,695D + 5,595 AB - 2,223AD + 1,802 BD - 7,644 ABD - 14,71 Pt Ct Equação 10

Sendo:

A: Xilose (g/L)
B: Fluxo de N2 (h)
C: Rotação (rpm)
PtCt: Ponto central

O modelo calculado pelo software Minitab foi submetido a análise de

variância e os resultados podem ser observados na Tabela 5.10, onde verifica-se que

tal modelo apresenta R2 significativo, com valores de teste F altos e valor de p

menores que os limites do intervalo de confiança de 95%. Sendo o R2 calculado de

99,12% comR2 do modelo previsto de 98,04%, demonstrando que este modelo pode

ser aplicado para predizer as condições mais favoráveis de produção de biomassa

celular pela leveduraM. guilliermondii (311_EN) tendo xilose como substrato.
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Figura 5.11 - Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis, na produção de biomassa
celular pela leveduraM. guilliermondii adaptada (311_EN) durante os experimentos
fermentativos, emmeio sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona
e 10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo,
incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

O efeito combinado das variáveis fluxo de N2 no meio de cultivo e

concentração inicial de xilose no rendimento em biomassa celular podem ser

observados na Erro! Fonte de referência não encontrada., onde é possível

verificar que o fluxo de nitrogênio no meio de cultivo teve efeito negativo na

produção de biomassa, e que valores altos rendimentos podem ser atingidos pelo

aumento da aeração da concentração inicial de substrato simultaneamente. Tais

resultados corroboram com aqueles observados na Tabela 5.9, onde conversões

próximas de zero foram observadas para todas as condições nas quais a rotação

estava em nível baixo e o fluxo de nitrogênio era alto, experimentos 3 e 4 e 7 e 8.
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Tabela 5.10 - Análise de variância do modelo de regressão do rendimento em
biomassa celular produzida pela levedura M. guilliermondii adaptada (311_EN)
durante os experimentos fermentativos, em meio sintético contendo 40 ou 20 g/L de
xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo
de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 8 14064,5 1758,06 253,93 0,000

Linear 3 11950,9 3983,64 575,39 0,000

Xilose (g/L) 1 3396,8 3396,84 490,64 0,000

Fluxo de N2 (h) 1 5099,1 5099,10 736,51 0,000

Rotação (rpm) 1 3455,0 3454,99 499,04 0,000

Interações de 2 fatores 3 631,9 210,65 30,43 0,000

Xilose (g/L)*Fluxo de N2 (h) 1 500,9 500,88 72,35 0,000

Xilose (g/L)*Rotação (rpm) 1 79,1 79,10 11,43 0,007

Fluxo de N2 (h)*Rotação (rpm) 1 52,0 51,96 7,51 0,021

Interações de 3 fatores 1 934,8 934,78 135,02 0,000

Xilose (g/L)*Fluxo de N2 (h)*Rotação (rpm) 1 934,8 934,78 135,02 0,000

Curvatura 1 546,8 546,80 78,98 0,000

Erro 10 69,2 6,92

Total 18 14133,7
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Figura 5.12 - Gráfico de superfície de resposta do rendimento em biomassa celular
versus concentração inicial de xilose (g/L) e Fluxo de N2 pela levedura M.
guilliermondii adaptada (311_EN) durante os experimentos fermentativos, emmeio
sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de
levedura, em pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96
h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

Silva et al.100,151, avaliaram os efeitos da oxigenação na conversão em

biomassa por levedura não convencional Pichia stipitis, em delineamento fatorial 23.

Os autores reportaram que existe um valor limitante no qual a oxigenação do meio

de cultivo desvia a conversão do processo para biossíntese de biomassa, sendo que

a partir desta concentração, a produção de biomassa cresce linearmente com a taxa

de transferência de oxigênio. Observando-se o gráfico de superfície de contorno

(Figura 5.13) percebe-se que existe uma região de máxima produção de biomassa

em rotações elevadas (140 a 160 rpm) e zero fluxo de N2 no meio de cultivo,

corroborando com os resultados discutidos pelos autores, pois máximas rotações

levam a maior transferência de oxigênio.
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Figura 5.13 - Gráfico de superfície de contorno considerando os efeitos das variáveis
rotação e fluxo de N2, no rendimento em biomassa celular pela levedura M.
guilliermondii adaptada (311_EN) durante os experimentos fermentativos, em meio
sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de
levedura, em pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96
h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

Em leveduras não convencionais como Debaryomices hansenii e

Candida guilliermondii, a combinação da aeração com outros fatores como a

concentração de células e substrato pode levar a diferentes taxas de produção de

bioprodutos. Todavia, o crescimento celular e consequentemente a produção de

biomassa celular tem uma dependência direta e forte da disponibilidade de oxigênio

no meio de cultivo, sendo os limites de oxigênio determinantes para a produção de

biomassa celular. 151-153

A dependência da aeração do meio observada neste experimento traz

um importante aspecto sobre o metabolismo de leveduras não convencionais como

M. guilliermondii, pois mesmo em valores altos de concentrações de substrato, o
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crescimento celular foi limitado pelo fluxo de nitrogênio no meio de cultivo, sendo

este um comportamento não observado em leveduras convencionais como

Saccharomyces cerevisiae, cuja concentração de substrato desvia o fluxo de carbono

para as vias de fermentação, sendo este o parâmetro determinante quando se atinge

altas concentrações de substrato. 151-153

Outro resultado de destaque, nesta parte do estudo, foi o rendimento em

biomassa (YX/S) obtido para algumas condições do planejamento. Os valores

máximos de eficiência de conversão observados na Tabela 5.9 foram de 0,83 g de

biomassa/g de xilose consumida, sendo estes superiores a muitos valores reportados

na literatura, denotando que a levedura M. guilliermondii tem potencial para a

produção de proteína microbianas, como uma opção de coproduto em processos de

biorrefinaria. 232-235

Leveduras não convencionais, como Candida utilitis, Candida

langeronii, Candida intermedia e Spathaspora passalidarum, têm sido reportadas

como candidatas para a produção de proteínas microbianas (unicelulares) a partir

dos açúcares liberados na hidrólise da biomassa lignocelulósica, com rendimentos

variando entre 0,12 a 0,45 g.g-1. Os experimentos realizados nesta etapa do presente

trabalho permitiram observar variações de rendimentos entre 0,001 a 0,83 g.g-1

denotando a importância de se escanear variáveis e seus efeitos, salientando ainda o

potencial de aplicação da levedura M. guilliermondii (311_EN) para a produção de

proteína biológica, pois das 16 condições observadas no planejamento da (Tabela

5.10), 11 apresentam valores iguais ou superiores aos reportados na literatura.232-235
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5.4.3 Efeito da concentração inicial de xilose, concentração incial de

inóculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotação na produção de

xilitol pela leveduraM. guilliermondii adaptada 311_EN

Na etapa anterior observou-se quais as condições que influenciam e que

podem ser aplicadas para se otimizar a produção de biomassa celular (g/L), sendo

este um produto de alto interesse pela produção de proteína biológica. Outro produto

de alto interesse e valor agregado é o xilitol e a produção viável de xilitol tem sido

reportada na literatura como uma relação da aeração do meio de cultivo associada a

parâmetros como concentração de substrato.

Desta forma, a relação entre a concentração de xilose, fluxo de

nitrogênio no meio de cultivo, concentração de inóculo e rotação na produção de

xilitol pela levedura M. guilliermondii selecionada por crescimento adaptativo,

311_EN serão apresentados nesta fase do presente estudo

Os resultados da concentração, conversão e rendimentos em xilitol

podem ser observados na Tabela 5.11, na qual observa-se que, assim como a

produção de biomassa celular e o consumo de xilose, a bioconversão em xilitol

apresenta uma grande variação em decorrência da combinação dos níveis das quatro

variáveis.
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Tabela 5.11 - Valores de xilitol produzidos (g/L), conversão e rendimento em xilitol
dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em meio sintético contendo
40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5,
com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou
160 rpm.

Variáveis A B C D

Exp
Xilose
(g/L)

Hipoxia
Inóculo
(g/L)

Rotação
rpm

Xilitol (g/l) ƞb (%)

1 -1 -1 -1 -1 1,59 7,82
2 1 -1 -1 -1 4,48 13,68
3 -1 1 -1 -1 0,73 6,57
4 1 1 -1 -1 1,68 8,96
5 -1 -1 1 -1 3,83 19,15
6 1 -1 1 -1 5,37 20,86
7 -1 1 1 -1 1,14 14,00
8 1 1 1 -1 0,74 4,63
9 -1 -1 -1 1 0,21 1,03
10 1 -1 -1 1 0,75 2,00
11 -1 1 -1 1 2,82 21,28
12 1 1 -1 1 8,37 31,25
13 -1 -1 1 1 0,31 1,49
14 1 -1 1 1 5,22 14,11
15 -1 1 1 1 6,17 30,30
16 1 1 1 1 11,75 32,90

aYP/S rendimento em g xilitol / g xilose consumida

A grande variabilidade na produção de xilitol em função dos parâmetros

de eficiência e conversão demonstrados na Tabela 5.11, denotam haver influência

de algumas variáveis e suas combinações de forma mais significativa do que outras.

Tal comportamento foi comprovado ao se analisar o efeito individual de cada

variável e suas respectivas interações no gráfico de pareto (Figura 5.14). Verifica-se

que a interação das variáveis relacionadas a aeração do meio, fluxo de N2 (B) e

rotação (D), foram os únicos parâmetros significativos ao nível de 5% de

significância.
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Figura 5.14 - Gráfico de pareto dos efeitos padronizados das variáveis no rendimento
em xilitol (g/L) dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em meio
sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de
levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30oC em 60 ou 160 rpm.

O gráfico de interação demonstra que o rendimento médio da produção de xilitol

pela levedura M. guilliermondii adaptada (311_EN) depende do controle das duas

variáveis de forma simultânea sendo que quando o fluxo de N2 e a rotação são

mantidos em nível alto atinge-se o maior rendimento em produção de xilitol (Figura

5.15).
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Figura 5.15 - Gráfico de interação das variáveis fluxo de N2 e rotação no rendimento
em xilitol (g/g) dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em meio
sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de
levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30oC em 60 ou 160 rpm.

A relação entre a produção de xilitol e os parâmetros relacionados à

aeração do meio de cultivo têm sido amplamente estudados na literatura, sendo a

produção de xilitol, por leveduras não convencionais, reportada como uma relação

microaerófila, ou seja, ocorre em maior rendimento em baixas concentrações de

oxigênio dissolvido no meio fermentativo, pois em altas taxas de aeração a redução

de D-xilose a D-xilulose é favorecida, sem acúmulo de xilitol, porém em baixas

condições de aeração o equilíbrio redox NADH/NAD+ limita esta etapa da conversão

acumulando xilitol.146,147,153-156,159

A concentração inicial de substrato é um parâmetro de alto impacto na

produção de xilitol para leveduras não convencionais, conforme reportado na

literatura. Dominguez et al.159 reportaram um aumento linear na produção de xilitol

com a concentração inicial de xilose no meio de cultivo. Todavia, dentro dos limites
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avaliados neste planejamento, a concentração inicial de xilose não afetou o

rendimento em xilitol. Sendo o rendimento em xilitol dependente apenas da aeração

e rotação do meio de cultivo.

Além disso, as condições avaliadas no presente estudo variaram até

40g/L de xilose. Oh e Kim157 reportaram que valores máximos de produção de xilitol

em 150 g/L de concentração inicial de xilose nos cultivos de Candida tropicalis,

sendo a biossíntese de xilitol inibida para valores superiores a este, denotando desta

forma que os limites e valores ótimos dos parâmetros de conversão associados ao

metabolismo de xilose é intrínseco de cada espécie.152,155

Silveira et al.143 estudaram os parâmetros que afetam a biossíntese de

xilitol a partir de xilose em meio sintético em diversas linhagens de M.

guilliermondii isoladas da região intestinal de besouros Passalidae, em seus

resultados os autores reportaram uma forte influência da aeração com valores ótimos

de rendimento previstos ao se ajustar a rotação para 113 rpm em 90 g/L de xilose

no meio de cultivo, indicando que os rendimentos aqui obtidos podem ser

melhorados e devem ser estudados em concentrações mais elevadas de xilose,

combinados a níveis ideias de agitação do meio de cultivo.162

5.4.4 Efeito da concentração inicial de xilose, concentração inicial de

inóculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotação na produção de

etanol pela leveduraM. guilliermondii adaptada 311_EN

Os resultados da produção, conversão e eficiência da biossíntese de

etanol a partir de xilose pela levedura M. guilliermondii adaptada podem ser

observados na Tabela 5.12, onde se observa que tal qual a produção de biomassa

celular e xilitol, a biossíntese de etanol sofreu uma forte influência das variáveis
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relacionadas no planejamento experimental, com valores de rendimentos variando

entre 0 a 24,94%. Em estudos prévios, com a mesma linhagem, condições de baixa

concentração de substrato e alta rotação, resultaram em valores de etanol muito

baixos. Rendimentos próximos de 25% foram reportados pela primeira vez para esta

linhagem, sendo este um resultado importante na busca da superação de desafios que

podem levar a uma produção viável de etanol 2G, aplicando linhagens naturalmente

fermentadoras de pentoses.33-34

Tabela 5.12 - valores de etanol produzidos (g/L), conversão e rendimento em etanol
dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em meio sintético contendo
40 ou 20g/l de xilose, 20 g/l de peptona e 10 g/l de extrato de levedura, pH 5,5, com
ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160
rpm.

Variáveis A B C D Resposta

Exp.
[]

Xilose
Fluxo
de N2

[] Inóculo Rotação
Etanol
(g/l)

Yp/sa

(g.g-1)
ƞb (%)

1 -1 -1 -1 -1 0,07 0,003 0,63
2 1 -1 -1 -1 0,38 0,011 2,09
3 -1 1 -1 -1 0,25 0,021 4,08
4 1 1 -1 -1 0,41 0,020 3,92
5 -1 -1 1 -1 0,16 0,007 1,40
6 1 -1 1 -1 0,35 0,012 2,43
7 -1 1 1 -1 0,07 0,008 1,62
8 1 1 1 -1 2,21 0,127 24,94
9 -1 -1 -1 1 0,40 0,018 3,50
10 1 -1 -1 1 0,68 0,017 3,26
11 -1 1 -1 1 0,43 0,030 5,83
12 1 1 -1 1 0,63 0,022 4,24
13 -1 -1 1 1 0,09 0,004 0,80
14 1 -1 1 1 0,66 0,016 3,22
15 -1 1 1 1 0,18 0,008 1,59
16 1 1 1 1 2,12 0,054 10,65

aYP/S (g.g-1) g etanol / g xilose consumida
beficiência de conversão considerando o máximo teórico de 0.511g.g-1
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A influência dos parâmetros concentração de xilose (A), fluxo de

nitrogênio no meio de cultivo (B), concentração de inóculo (C) e rotação (D) na

bioconversão de xilose em etanol foi avaliada e os resultados foram estatisticamente

padronizados no gráfico de pareto na Figura 5.16. Observa que a produção de etanol

pela leveduraM. guilliermondii foi fortemente influenciada pelo fluxo de N2 nomeio

de cultivo (B), pela interação entre a concentração de substrato e concentração inicial

de inóculo (AC) e pela concentração de substrato (A), sendo o efeito da rotação (D),

estatisticamente nulo.

Figura 5.16 - Gráfico de pareto dos efeitos padronizados das variáveis na produção
de etanol (g/L) dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em meio
sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de
levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30oC em 60 ou 160 rpm.

A relação entre a concentração inicial de substrato e inóculo pode ser observada no

gráfico de interações da Figura 5.17 no qual se observa que a única interação que

aumenta o rendimento em etanol ocorre quando a concentração do substrato e de
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inóculo estão em nível alto. Tal resultado é de extrema relevância e corrobora com

todos os demais resultados observados neste e em trabalhos anteriores nos quais os

valores destas variáveis apresentaram abaixo das condições observadas neste

experimento.31,33

Figura 5.17 - Gráfico de interação das variáveis concentração inicial de xilose
inóculo no rendimento em etanol (g/g) dos cultivos de M. guilliermondii adaptada
(311_EN), em meio sintético contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e
10 g/L de extrato de levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo,
incubados por 96 h a 30oC em 60 ou 160 rpm.

Além disso, o rendimento em etanol foi a única variável no qual a

concentração inicial de inóculo teve um efeito significativo. Todavia valores altos

de rendimento dependem da combinação em nível alto tanto da concentração inóculo

quanto da concentração inicial de xilose.

Bonan et al.101 estudaram os efeitos da concentração de xilose e

densidade de inóculo na eficiência de conversão de xilose em etanol, os autores

reportaram que, sob condições otimizadas de baixa aeração, 90 g/L de xilose e altas
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densidades celulares promoveram taxas ótimas de conversão de xilose em etanol nos

cultivos de levedura não convencional Spathaspora passalidarum. Agbogbo et al.119

reportaram máxima produção de etanol de 41 g/L em cultivos com altas densidades

celulares, 6,5 g/L de inóculo, utilizando levedura não convencional fermentadora de

pentoses Pichia stipitis, os autores reportaram ainda que embora os cultivos de alta

densidade levam a conversões mais rápidas e economicamente mais viáveis, os

rendimentos globais em etanol não foram afetados pela densidade celular 101,119,164,165

O efeito da disponibilidade de oxigênio no meio de cultivo, é um dos

parâmetros mais estudados na literatura, devido a sua importância para os processos

metabólicos das leveduras, que por serem organismos aeróbios facultativos, podem

sobreviver e produzir diferentes produtos em função da concentração de oxigênio

disponível. No presente experimento, condições de hipoxia foram geradas pelo

fluxo de nitrogênio no meio de cultivo e seu efeito principal sobre a produção de

etanol pela levedura M. guilliemrondii adaptada podem ser observados na Figura

5.18, onde percebe-se que para se aumentar o rendimento em etanol esta variável

também precisa ser mantida em nível baixo.
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Figura 5.18 - Gráfico de efeitos principais da variável fluxo de N2 no rendimento em
etanol (g/g) dos cultivos deM. guilliermondii adaptada (311_EN), emmeio sintético
contendo 40 ou 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura,
pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30oC em
60 ou 160 rpm.

A fermentação é um processo anaeróbio, que para leveduras convencionais

como Saccharomyces cerevisiaie, em condições de altas concentrações de substratos

as altas taxas de conversão permitem que o processo aconteça, mesmo em condições

aeróbias, efeito este conhecido como Crabtree positivo. Todavia leveduras não

convencionais, que fermentam xilose em taxas lentas de conversão, são referidas na

literatura como Crabtree negativas, dependentes de uma condição reduzida de

aeração, mesmo em altas taxas de substrato, efeito este que foi observado nos

resultados obtidos neste experimento, pois mesmo a concentração de substrato sendo

o parâmetro chave para se atingir melhores rendimentos na conversão em etanol.

A análise das condições do processo fermentativo nas conversões em

biomassa celular, xilitol e etanol demonstraram que o fluxo de nitrogênio no meio

de cultivo afetou negativamente o crescimento celular e, sendo a biomassa o produto

com conversões mais elevadas, também afetou a metabolização de xilose
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negativamente. Todavia a produção de etanol e xilitol responderam positivamente

ao aumento do fluxo de N2 associado as demais variáveis de maior impacto, como a

concentração inicial de inóculo e a concentração de xilose.115

A complexidade do efeito de variáveis como a aeração nas diferentes

rotas metabólicas também foi confirmada nos resultados obtidos neste estudo,

condições de hipoxia são desejáveis para se acumular xilitol, e reduzir o fluxo para

a conversão de biomassa, todavia o consumo de xilose é altamente reprimido em

condições de altos fluxos de nitrogênio, corroborando desta forma com as

observações gerais sobre o metabolismo de pentoses em leveduras reportados na

literatura, nos quais mínimas condições de aeração são essenciais para produzir

energia para o transporte de xilose e equilíbrio entre NAD+ e NADH.152-155

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho direcionam o

entendimento e conhecimento sobre o metabolismo de xilose pela levedura M

guilliermondii adaptada (311_EN). Visto que, a biossíntese de etanol com

rendimentos próximos de 25%, bem como altas taxas de produção de biomassa

celular, a partir de xilose com concomitante produção de xilitol, estão sendo

reportados pela primeira vez, denotando o potencial deste microrganismo para

aplicação em processos de coprodução em biorrefinarias.

5.5 Avaliação da fermentação de hidrolisados de biomassas

lignocelulósicas porM. guilliermondii adaptada 311_EN

A levedura não convencional M. guilliermondii selecionada e

caracterizada pela sua capacidade de fermentar pentoses. Foi adaptada em

sucessivos ciclos de crescimento em meio contendo xilose como única fonte de
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carbono e a avaliação do crescimento celular comprovou que, após crescimento

adaptativo espontâneo, as linhagens se tornaram mais eficientes.33,34

Além disso o estudo dos parâmetros que afetam o metabolismo e o

desempenho da fermentação comprovou que a linhagem adaptada é capaz de

consumir xilose para produzir biomassa celular, xilitol e etanol. Porém até o presente

momento não se tem dados do estudo do comportamento desta levedura em

hidrolisados lignocelulósicos de resíduos de palha de cana-de-açúcar e madeira,

sendo estes fundamentais para aplicação em processos de biorrefinarias. Desta forma

a terceira etapa experimental do presente trabalho apresenta e discute os resultados

da fermentação de hidrolisados lignocelulósicos pela levedura M. guilliermondii

adaptada 311_EN.

A levedura M. guilliermondii (311_EN) utilizada como inóculo nos

experimentos desta etapa foi selecionada após crescimento adaptativo, e propagada

até obtenção de biomassa celular suficiente para a fermentação dos hidrolisados,

conforme descrito no item 4.3.1. Os hidrolisados, preparados conforme descrito no

item 4.3.2, foram obtidos a partir da pré-hidrólise alcalina, seguido da hidrólise

enzimática de biomassas de palha de cana-de-açúcar e resíduos do acabamento da

fabricação de lápis coloridos, composto por cavacos finos de madeira, pigmentos e

grafite.

A concentração dos açúcares contidos nos hidrolisados (xilose, glicose

e arabinose), bem como dos inibidores, Hidroximetilfurfural (HMF), furfural e ácido

acético estão descritos na Tabela 5.13. Onde se observa que as concentrações de

açúcares obtidos foram próximas nos dois hidrolisados e em proporções que

corroboram com aquelas observadas na literatura, com destaque para palha de cana-

de-açúcar que apresentou concentrações, mais elevadas para os três açúcares.168,170

Um outro resultado importante foi que o único inibidor presente em

concentrações expressivas foi o ácido acético, que pode ser metabolizado como fonte
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de carbono pela levedura aplicada neste estudo até 10 g/L, portanto mesmo para os

hidrolisados de resíduos de lápis coloridos, cujos valores foram mais elevados,

espera-se que a levedura M. guilliermondii possa fermentar sem sofrer efeito de

inibição, desta forma os hidrolisados foram aplicados diretamente, sem passar por

processo de detoxificação.34

Tabela 5.13 - Caracterização dos açúcares e dos inibidores presentes nos
hidrolisados de palha de cana-de-açúcar e resíduos da fabricação de lápis coloridos,
obtidos a partir de hidrólise enzimática e concentrados.

Hidrolisados

Açúcares Inibidores

Xilose
(g/l)

Glicose
(g/l)

Arabinose
(g/l)

Furfural
(mg/l)

HMF
(mg/l)

Ácido
acético
(g/l)

Palha de cana-de-açúcar 44,0 50,8 20,0 <0,100 <0,100 3,65

Resíduo de fabricação de lápis 32,7 38,9 16,8 <0,100 <0,100 6,52

Salienta-se ainda, que o pré-tratamento alcalino seguido de uma

hidrólise com coquetel enzimático, composto por celulases e xilanases, foi uma

etapa importante para se obter concentrações viáveis para processos fermentativos e

baixas taxas de produção de inibidores. A hidrólise pré-alcalina foi aplicada por ser

um pré-tratamento capaz de ampliar a área de contato para a etapa enzimática com

baixa remoção de xilose e alta remoção de lignina. 2, 130-131,172-173
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5.5.1 Fermentação de hidrolisado obtido a partir da palha da cana-

de-açúcar

Os hidrolisados de palha de cana-de-açúcar foram fermentados a 30ºC

e amostras foram retiradas a cada 12 h e analisadas por HPLC para determinação do

consumo de substratos e produção de etanol, xilitol, glicerol, ácidos acéticos, lático

e succínico, HMF e Furfural. Ácido succínico, HMF e furfural foram detectados

abaixo dos limites de quantificação e os resultados da variação das concentrações

dos substratos e formação de bioprodutos podem ser observados na Figura 5.19 na

qual verifica-se que a levedura M. guilliermondii foi capaz de consumir todos os

açúcares presentes no hidrolisado de palha de cana-de-açúcar, sendo está uma

característica importante a se destacar visto que a co-fermentação é um dos

requisitos para se atingir eficiência nos processos de biorrefinarias.225

Destaca-se na Figura 5.19 que no período de 12 h a glicose foi o açúcar

mais consumido de forma significativa (44,56 g/L) seguido pelo consumo de xilose

que foi de apenas 4 g/L. O consumo concomitante de hexoses e pentoses é um de

importância imperial para a viabilização de processos de biorrefinaria e a preferência

pela metabolização de hexoses é um desafio a ser superado.
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Figura 5.19 - Curvas de consumo de substratos e produção de bioprodutos dos
cultivos deM. guilliermondii adaptada (311_EN), em hidrolisados de palha de cana-
de-açúcar suplementado com nutrientes, inoculados 1g/L M. guilliermondii
(311_EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30oC em 110 rpm.

Além disso, podemos observar na Figura 5.20, que o consumo

concomitante de pentoses e hexoses porM. guilliermondii não sofreu influência pela

de concentração de glicose presente no hidrolisado, pois a velocidade de consumo

de xilose e arabinose foi maior nas primeiras 36 h, período no qual toda a glicose no

meio também foi metabolizada, sendo está uma característica que diferença o

microrganismo em questão das demais leveduras não convencionais reportadas na

literatura. Visto que o consumo concomitante possibilita menores tempos de

retenção, reduzindo custos e riscos.
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Figura 5.20 - Velocidade de consumo de substratos dos cultivos deM. guilliermondii
adaptada (311_EN), em hidrolisados de palha de cana-de-açúcar suplementado com
nutrientes, inoculados 1g/L M. guilliermondii (311_EN), pH 5,5, incubados por 96
h a 30oC em 110 rpm.

Outro aspecto de destaque no gráfico demonstrado na Figura 5.20 foi a

diferença na velocidade de consumo dos açúcares, pois mesmo o consumo sendo

concomitante, a glicose foi consumida numa taxa de 3,78 vezes maior que a xilose

e 25,9 vezes maior que a arabinose. A preferência metabólica pela glicose por

leveduras fermentadoras de pentoses tem sido explicada na literatura como uma

consequência da evolução genética que permitiu que leveduras se tornassem

altamente eficazes emmetabolizar hexoses como fonte de carbono, nestas condições

os transportadores de hexoses são altamente ativados e sua ativação inibe os

transportadores de pentoses, que são ativados de forma expressiva somente em

baixas concentrações de glicose.169,171,176,179

Observa-se ainda nas curvas de consumo de substratos (Figura 5.19) e

no gráfico de velocidades (Figura 5.20) que a xilose foi o segundo açúcar mais

consumido, porém seu consumo foi lento e em menor fração que a glicose, com um

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Glicose

Xilose

Arabinose

Açúcares totais

Velocidade de consumo dos açúcares (g/L.h-1)

0-36h de fermentação 36-60h de fermentação 0-96h de fermentação
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residual de cerca de 6 g/L ao final das 96 h de processo, resultando num consumo

de 86%. Entretanto, apenas 31% da arabinose foi consumida. Por se tratar de um

açúcar presente em baixas concentrações, na maioria dos hidrolisados

lignocelulósicos, o metabolismo e a fermentação de arabinose não são processos

bastante reportados na literatura.178

Fonseca et al. 177 estudaram a fermentação concomitante de glicose,

xilose e arabinose e os autores reportaram o consumo de xilose e arabinose após a

depleção de glicose no meio de cultivo por linhagens de Pichia guilliermondii e

Candida arabinofermentans. Os autores reportaram ainda que em condições de

aeração os três açúcares foram consumidos, porém não se observou a formação de

bioprodutos. Nas condições experimentais observadas aqui a glicose foi a açúcar

preferencialmente consumido, porém todos os substratos foram consumidos de

forma concomitante (Figura 5.20) e, além disso, etanol e xilitol foram produzidos,

mesmo em condições não otimizadas de aeração, sendo estes resultados que denotam

o potencial de aplicação deste microrganismo para a produção de biocompostos a

partir de biomassas lignocelulósicas.178

Ao se avaliar as curvas de produção de metabólitos na Figura 5.19

observa-se que o etanol foi produzido a partir de 12 h e atingiu um valor máximo em

36 h de fermentação. A concentração de xilitol foi observada a partir de 72 h de

fermentação. Atrasos na biossíntese de etanol e xilitol têm sido reportados na

literatura em cultivos de batelada, sob condições de aeração, nos quais o etanol

começa a ser produzido após a redução da concentração de oxigênio no meio de

cultivo devido ao acúmulo de biomassa celular.

O comportamento das curvas de produção de etanol e xilitol

corroboram ainda com os resultados obtidos nas fermentações em meio sintéticos

nas etapas anteriores deste estudo, cujos resultados demonstraram que sob as

mesmas condições de incubação aplicadas aqui, a produção de biomassa celular é
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favorecida, item 5.3 e 5.4, e que a produção de etanol começa a ser observada em

condições de baixa aeração, sendo este efeito mais fortemente expressivo para a

produção de xilitol, que pode ser observada aqui somente a partir de 72 h de

cultivo.177

Além disso, nos períodos em que houve o máximo consumo de glicose

não se observou a produção dos metabolitos aqui estudados, sendo o etanol

detectado a partir de 12 h, corroborando com a hipótese de que os açúcares

consumidos nas primeiras 12 h foram utilizados para respiração celular, ocorrendo

então uma redução da disponibilidade de oxigênio do meio de cultivo após o

aumento densidade celular, levando então a biossíntese parcial de etanol que

apresentou concentração crescente até 36 h de fermentação, com a redução da

concentração dos substratos, após 36 h a produção de etanol estagnou-se.

Os resultados obtidos até aqui corroboram com aqueles observados na

literatura e nos experimentos do item 5.4, nos quais em condições de baixa aeração

e alta concentração de inóculo a levedura M. guillermondii necessitou ainda de uma

concentração mínima de xilose de 35 g/L para se observar uma produção de etanol

a partir de 1,5 g/L. Desta forma baixas condições de aeração, altas concentrações de

xilose têm sido reportadas como condições essenciais para a produção de etanol por

leveduras não convencionais de diferentes espécies.9,181

Os rendimentos globais da fermentação dos hidrolisados

lignocelulósicos de M. guilliermondii adaptada estão demonstrados na Figura 5.21

e, como podemos observar, o etanol e o xilitol foram os bioprodutos de maior

produção. Destacando-se os rendimentos em etanol de 50,92%, valores estes

bastante interessantes para processos de biorrefinaria e, embora os parâmetros

aplicados, bem como a adaptação da linhagem, foram essenciais para direcionar a

biossíntese para a produção de etanol, as condições fermentativas aplicadas neste



125

estudo foram exploratórias e podem ser otimizadas para se atingir rendimentos ainda

maiores próximos aqueles desejados no processo industrial.

Betancur e Pereira229 avaliaram a produção de etanol 2G a partir de

hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar e em condições próximas as aplicadas

neste experimento eles obtiveram uma produção de etanol 2G de 20g/L em 40 h de

fermentação em cultivos de Pichia stiptis, citada como um dos melhores

microrganismos capazes de naturalmente produzir etanol em hidrolisados. No

presente trabalho foram produzidos 24,28 g/L em 36 h de fermentação (Figura 5.19)

o que demonstra o potencial desta linhagem para a produção de etanol 2G. Os autores

reportaram ainda, rendimentos em g de etanol por g de xilose consumida variando

entre 0,18 e 0,41 g.g-1, no presente trabalho o rendimento foi de 0,3 g etanol/ g de

açúcares totais consumidos, corroborando e salientando o potencial de aplicação

desta linhagem como uma solução para a busca de microrganismos que possam ser

aplicados em processos de biorrefinaria.

Os rendimentos em xilitol foram pouco expressivos denotando a

necessidade de otimização das condições de biossíntese, pois conforme observado e

discutido nos itens 4.3 e 4.4 e corroborado pela literatura, a conversão em xilitol e

etanol são vias dependentes de controle de aeração e concentração de substrato para

se atingir valores economicamente viáveis, além disso nesta fase do trabalho

procurou-se manter condições que direcionassem a bio-conconversão para valores

mais altos de etanol.185
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Figura 5.21– Rendimentos em bioprodutos dos cultivos de M. guilliermondii
adaptada (311_EN), em hidrolisados de palha de cana-de-açúcar suplementado com
nutrientes, inoculados com 1g/LM. guilliermondii (311_EN), em pH 5,5, incubados
por 96 h a 30ºC em 110 rpm

Cunha-Pereira et al.198, alcançaram altos rendimentos aplicando uma

linhagem de C guillhiemondii em condições otimizadas de processo de fermentação

de hidrolisados de resíduos de soja. Sidana et al.76, conseguiu rendimentos próximos

de 90% na conversão dos açúcares presentes em hidrolisados concentrados em

condições previamente otimizadas aplicando linhagem deM. guilliermondii também

recém isolada e selecionada.183

Além disso, observa-se que nos períodos de 12 a 36 h quase 70% dos

açúcares consumidos foram convertidos em etanol (Figura 5.19), sendo está uma

informação relevante, pois nesta etapa do processo as condições no meio de cultivo

direcionaram o metabolismo da levedura para a produção de etanol que, conforme

reportado no item 5.4 do presente estudo, está associada as concentrações de

substrato, biomassa celular e aeração, sendo este um conhecimento que permitirá
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avançar na superação de desafios aplicando regimes de operação em reatores que

permitam manter constantes as condições de alta produtividade em escala

industrial.3-5, 12-14, 219,225

Embora as condições nesta etapa do estudo tenham sido ajustadas para

favorecer a produção de etanol, o xilitol também foi coproduzido pela levedura M.

guilliermondii, sendo o segundo produto com maior rendimento. Estudos

comparativos aplicando linhagens deM. guilliermondii utilizando palha de cana-de-

açúcar para a produção de xilitol são escassos na literatura, sendo este um

conhecimento bastante importante sobre a capacidade da presente linhagem em

crescer e produzir etanol e xilitol em diferentes matrizes. Hernández-Pérez et al.225

reportaram que em condições otimizadas de nutrição e aeração, linhagens de

Candida guilliermondii podem chegar a um rendimento de 60% em xilitol

fermentando hidrolisados de palha-de-cana de açúcar.

Conforme já discorrido no início do presente capítulo, as condições que

permitiram a produção de xilitol foram atingidas nos períodos finais do experimento.

O rendimento global em xilitol foi de cerca de 7%, porém no intervalo o qual o

bioproduto foi produzido cerca de 30% dos açúcares remanescentes foram utilizados

para biossíntese de xilitol (Figura 5.19). Carneiro et al.92 destacou a produção de

xilitol a partir de hidrolisados lignocelulósicos por M. guilliermondii, sob altas

densidades celulares e condições limitadas de oxigênio, chegando a valores de

conversão próximos de 25 a 60%.9,217

Leveduras das espécies Candida guilliermondii e Meyerozyma

guilliemondii têm sido reportadas pela sua capacidade de conversão de xilose em

xilitol. Entretanto a viabilidade do processo, assim como para o etanol, demanda de

otimização das condições, visto que tais microrganismos tem etapas metabólicas e

requerimentos de energias mais complexos que as leveduras convencionais, porém

o conhecimento das condições que podem levar a processos otimizados é de alta
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relevância, visto que tais microrganismos são capazes de produzir inúmeros

compostos de alto valor agregado sendo então de grande interesse para aplicação em

biorrefinarias.183,218,224

A otimização das condições de fermentação não foram objetos de

estudo no presente trabalho. Todavia o mapeamento das variáveis de maior impacto

no metabolismo (5.4) permitiu direcionar as condições nesta fase do experimento

levando aos maiores valores de produção de etanol observados até aqui para a

levedura M. guilliermondii CCT7783, considerando os resultados obtidos neste

estudo e os reportados na literatura.33,34

A capacidade de metabolizar todos os açúcares presentes nos

hidrolisados de palha e o aumento no rendimento em etanol, devido ao ajuste das

condições experimentais, são uma evidência importante de que a levedura M.

guilliermondii pode ser aplicada para uma rota de conversão em biorrefinarias que,

quando otimizada, poderá levar a viabilidade de produção de etanol 2G e coprodutos

como o xilitol e biomassa celular (proteína microbiológica) que, embora não tenha

sido um parâmetro analisado nesta etapa experimental, sua produção em grandes

quantidades já foi demonstrada e discutida no presente estudo (5.3 e 5.4).

Nos resultados apresentados nos itens 6.3 e 6.4 do presente estudo a biomassa

celular foi um dos bioprodutos mais produzidos pela levedura M. guilliermondii

adaptada (311_EN) e, embora a biomassa celular não pode ser avaliada nesta fase

do trabalho, estimou-se sua produção com base no balanço de massa entre produtos

e substratos consumidos, e os resultados da estimativa do rendimento em biomassa

celular podem ser observados na Figura 5.22.
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Figura 5.22 – Exemplo do balanço de massa da fermentação dos hidrolisados
lignocelulósicos de palha de cana-de-açúcar pela levedura M. guilliermondii
adaptada (311_EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30ºC em 110 rpm.

Como se pode observar na Figura 5.22, a biomassa celular foi o produto com

segundo maior rendimento, depois do etanol, sendo este um resultado que demonstra

a importância de se direcionar as condições da fermentação, pois a biomassa têm

sido o produto majoritário em todos os experimentos realizados com as linhagens

desta levedura até o momento.

Além disso, a produção de biomassa celular microbiológica a partir de

resíduos lignocelulósicos é uma etapa importante para aumentar a sustentabilidade

econômica e ambiental de uma biorrefinaria. Matheus et al236. comentam que a

coprodução de biomassa celular de levedura nos processos de biorrefinarias tem alto

impacto na sustentabilidade ambiental, pois tal biomassa pode ser aplicada para

alimentação de animais substituindo a necessidade de pastagens liberando terras para

aumento da produção de cana-de-açúcar.

Jiaqiang e colaboradores237 avaliaram a capacidade de produção de biomassa

seca a partir de xilose e hidrolisados lignocelulósicos com linhagens de leveduras

não convencionais Candida intermedia, citada na literatura como promissora para a
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produção de proteína microbiológica, os autores reportaram rendimentos da ordem

de 0,40 g de biomassa seca por g de açúcar consumido. Tais resultados corroboram

com aqueles obtidos no presente estudo, sendo que a linhagem estudada aqui foi

capaz de co-fermentar etanol, xilitol e consumir ácido acético como fonte de

carbono.

Meyer et al.239 otimizou a composição de hidrolisados lignocelulósicos para a

produção de proteína microbiológica utilizando linhagens recém isoladas de

levedura não convencionalCandida blankii. Os autores reportaram que nas melhores

condições de o rendimento em biomassa celular seca foi de 0,53 g/g. As condições

aplicadas nesta etapa do trabalho foram direcionadas para a biossíntese de etanol 2G,

todavia valores de rendimentos em biomassa celular de 0,34g/g foram estimados.

Entretanto resultados com rendimentos de 0,83 g/g foram reportados na etapa no

item 6.4.2 do presente estudo, em condições que direcionaram o metabolismo para

a produção de biomassa, demonstrando o potencial desta linhagem para

bioprocessos que visam a produção de proteína microbiológica.

5.5.2 Fermentação do hidrolisado obtido a partir dos resíduos da

fabricação de lápis colorido (RFL)

A fim de se analisar a capacidade da levedura M. guillermondii

adaptada (311_EN) em metabolizar e fermentar outras fontes de biomassa

lignocelulósica, resíduos da fabricação de lápis coloridos foram submetidos aos

mesmos pré-tratamento e tratamento que a palha-de cana-de-açúcar e utilizados

como fontes de açúcares nos cultivos de M. guilliermondii adptada 311_EN. Os
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resultados da variação das concentrações dos substratos e formação de bioprodutos

pode ser observado na

. Verifica-se que a levedura M. guilliermondii foi capaz de metabolizar

quase que totalmente os açúcares presentes nestes hidrolisados, com exceção da

arabinose que também foi consumida, porém de forma lenta e com residual ao final

dos períodos de 96 h.

A metabolização preferencial de hexoses por leveduras fermentadoras

de pentoses, sendo estas não convencionais ou geneticamente modificadas, tem sido

objeto de estudo e, conforme também discutido e observado nos hidrolisados de

palha de cana-de-açúcar, se deve ao fato da eficiência no mecanismo de transporte

de hexoses, que ocorre de forma preferencial inibindo o transporte de

xilose.171,175,176,179

Nos hidrolisados de palha 79% dos açúcares foram metabolizados

(Figura 5.19) já nos hidrolisados de resíduos de lápis o consumo total foi de cerca

de 89% (Figura 5.23). com destaque para o consumo de xilose nos hidrolisados de

resíduos de fabricação de lápis (RFL), nos quais a xilose foi completamente

consumida ao final das 96 h. Em ambos os experimentos a arabinose foi consumida

lentamente corroborando com os resultados verificados na literatura os quais

explicam que as vias de metabolização de arabinose requerem mais etapas

dependentes de controle de aeração e equilíbrio redox, por isso são mais lentas que

as vias de metabolização de xilose. 177-179
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Figura 5.23 - Curvas de consumo de substratos e produção de bioprodutos dos
cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em hidrolisados de resíduos da
fabricaçao de lápis (RFL) suplementado com nutrientes, inoculados 1 g/L M.
guilliermondii (311_EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30oC em 110 rpm.

A velocidades de consumo dos três substratos (glicose, xilose e

arabinose) em g/L.h-1 foram calculadas e os resultados podem ser observados na

Figura 5.24, onde verifica-se que as velocidades de consumos também foram

maiores nas primeiras 36 h de fermentação, assim como nas fermentações dos

hidrolisados de palha de cana-de-açúcar. Todavia, uma diferença notória pode ser

observada na taxa de consumo de xilose, que foi maior do que aquela observada nas

fermentações de palha de cana-de-açúcar.

Além disso, a velocidade de consumo dos açúcares totais foi de 0,79 +/-

0,035 para os experimentos com hidrolisados de palha de cana-de-açúcar (Figura

5.20) e 0,80 +/- 0,030 para o consumo total de açúcares nos experimentos de

fermentação dos hidrolisados de resíduos de lápis. Desta forma, embora a glicose
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também tenha sido o açúcar consumido mais rapidamente em ambos hidrolisados, a

levedura manteve o fluxo de metabolização de carbono constante aumentando a taxa

de consumo de xilose nas primeiras 36 h de fermentação (Figura 5.24), devido a

menor concentração de açúcares totais comparando aos hidrolisados de palha de

cana de açúcar (Tabela 5.13).

Figura 5.24 - Velocidade de consumo de substratos dos cultivos deM. guilliermondii
adaptada (311_EN), em hidrolisados de resíduos da fabricação de lápis e palha de
cana-de-açúcar, suplementado com nutrientes, pH 5,5, a 30ºC em 110 rpm, durante
96 h de fermentação.

Os resultados desta etapa corroboram com os demais resultados já

discutidos no presente trabalho e demonstram uma característica peculiar da

levedura em questão visto que a literatura reporta um mecanismo de inibição do

consumo de xilose que somente se torna expressivo após a redução da concentração

de glicose no meio de cultivo, abaixo de 4 g/L para algumas linhagens, e no presente

trabalho observamos que a levedura aumentou o consumo de xilose para manter uma

taxa constante de consumo de açúcares. 169,171,176,179

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Glicose

Xilose

Arabinose

Açúcares totais

Velocidade de consumo dos açúcares (g/L.h-1)

0-36h de fermentação 36-60h de fermentação 0-96h de fermentação
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Além da análise de consumo dos substratos a eficiência de conversão

em bioprodutos também foi avaliada e os resultados podem ser observados na Figura

5.25, na qual se observa que, assim como nos hidrolisados de palha, o etanol foi o

bioproduto de maior rendimento de conversão 48+/-7%, seguido pelo xilitol 7,5+/-

2,11%.

Figura 5.25 - Rendimentos em bioprodutos dos cultivos de M. guilliermondii
adaptada (311_EN), em hidrolisados de resíduos da fabricação de lápis e palha de
cana-de-açúcar, suplementado com nutrientes, pH 5,5, a 30oC em 110 rpm, durante
96 h de fermentação.

A produção de etanol e xilitol a partir de resíduos de fabricação de lápis

coloridos em rotas fermentativas não foi reportada na literatura até o presente

momento. Todavia rendimentos de conversão variando entre 10 a 80% são

reportadas na literatura para diferentes espécies de leveduras não convencionais

cultivadas em hidrolisados de madeira e papel, estando os valores aqui obtidos
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dentro do intervalo dos resultados observados em fermentações de hidrolisados de

madeira.188,192-195,198

Shupe e Liu186 reportaram uma rota de produção de etanol a partir de

hidrolisados de madeira aplicando 4 cepas das espécies Candida shehatae e Pichia

stipitis produzindo em frascos uma concentração máxima de etanol de 13,51 g/L, os

autores reportaram ainda que a principal fonte de carbono na etapa de produção de

etanol foi a xilose (36,7 g/L), sendo estas observações próximas ao comportamento

da levedura M. guilliermondii obtidos aqui, porém foram produzidos valores de

etanol superiores, 19,27 g/L de etanol em 60 h de fermentação. Outro aspecto

importante destacado pelos autores foi que ao se concentrar a xilose e controlar as

condições da síntese em fermentador de bancada foi possível aumentar a produção

de etanol para 35,4 g/L em 76 h de fermentação.186,193

A capacidade de conversão de xilose em hidrolisados de resíduos

oriundos de madeira e seus subprocessos é uma característica peculiar e interessante

visto que a produção de conhecimento reportada por estes experimentos pode

suportar rotas de produção mais eficientes do que aquelas que fermentam apenas as

frações celulósicas destas biomassas.187-193

As condições de fermentação aplicadas nesta etapa do trabalho visaram

explorar a capacidade de conversão da levedura adaptada M. guilliermondii para

produção de etanol 2G, todavia o xilitol também foi coproduzido, porém em menor

escala e ao final do processo de fermentação, conforme observado para as

fermentações com hidrolisados de palha de cana-de-açúcar, e da mesma forma aqui

os valores de xilitol foram pouco expressivos, sobretudo devido as condições de alta

rotação e não hipoxia que conforme abordado no item 5.4 são essenciais para a

produção de xilitol para a levedura M. guilliermondii aqui estudada.

Valores altos de produção de xilitol aplicando linhagens não

convencionais comoM. guilliermondii,Candida tropicalis eCandida guilliermondii
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em hidrolisados de madeira e resíduos de papel têm sido reportados na literatura,

para processos com condições de concentração e aeração otimizadas. Valores de

xilitol entre 9,59 e 25,51 g/L são comumente reportados. No presente projeto obteve-

se uma produção de 2,6 g/L (Figura 5.23) que resultou uma eficiência de conversão

em torno de 7% (Figura 5.25) sendo estes valores baixos para aplicação em

processos de biorrefinaria, todavia deve-se se considerar aqui que tais resultados não

foram produzidos em condições otimizadas.85,194-198

A biomassa celular produzida também foi estimada com base no balanço de

massa da fermentação e os resultados podem ser observados na Figura 5.26. Onde

verifica-se que a biomassa celular também foi o segundo produto de maior

rendimento sendo a sua conversão superior a produção de xilitol, glicerol e ácido

lático.

Figura 5.26 - Exemplo do balanço de massa da fermentação dos hidrolisados
lignocelulósicos de resíduos da fabricação de lápis pela levedura M. guilliermondii
adaptada (311_EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30ºC em 110 rpm.
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Destaca-se também para o uso de hidrolisados de resíduos de processamento

de derivados de madeira, como os resíduos de fabricação de lápis aqui aplicados, a

importância da produção de biomassa celular como fonte de proteína microbiológica

e outros derivados de células de leveduras de alto valor agregado, e neste contexto

com uma atribuição de valor ainda maior, visto que se trata de um resíduo de

subprocessamento de difícil aplicação e processos convencionais.

Zhang e Zhao240 estudaram a produção de proteína e seus aspectos nutricionais

aplicando linhagens de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae na fermentação

de hidrolisados lignocelulósicos de eucalipto. Os autores reportaram um rendimento

em biomassa máximo de 0.42g/g após 21 horas de cultivo. Resultados estes que

corroboram com aqueles obtidos no presente estudo. A biomassa não foi medida

diretamente neste estudo, entretanto o perfil de consumo de substratos e produção

de bioprodutos observados (Figuras 5.19 e 5.23) permitem inferir que, biomassa em

ambos os hidrolisados, foi produzida nas primeiras horas de fermentação.

A análise estatística comprovou haver diferença, ao nível de 5% de

significância, entre os resultados de consumo de substratos e produção de produtos

nos dois diferentes hidrolisados estudados aqui e os resultados foram submetidos ao

teste de médias e estão demonstrados na

, na qual verifica-se que a palha demonstrou ser um meio de cultivo

mais promissor que os resíduos da fabricação de lápis tanto para o a metabolização

dos açúcares totais contidos no hidrolisados quanto para a produção de etanol e

xilitol.

Salienta-se que tanto a palha como os resíduos de fabricação de lápis

foram utilizados na sua forma bruta, conforme gerados pelos processos industriais e

que os resíduos de fabricação de lápis além de cavacos de madeira continham

pigmentos de diferentes naturezas em sua composição denotando uma característica

de resistência importante da leveduraM. guilliermondii para aplicação em processos
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de biorrefinaria utilizando diversos tipos de resíduos lignocelulósicos de diversas

fontes industriais.

Além disso, a aplicação de resíduos de fabricação de lápis tem uma

notória importância, visto que se trata de um material com bastante impureza, de

baixo valor agregado, sendo aplicado apenas como matéria prima para queima e

produção energia térmica em processos que contribuem para o aumento da emissão

de CO2 e não agregam valor ao material.

Tabela 5.14 - Resultados do teste de Tukey dos parâmetros de fermentação dos
cultivos de M. guilliermondii adaptada (311_EN), em hidrolisados de resíduos da
fabricação de lápis e palha de cana-de-açúcar, suplementado com nutrientes, pH 5,5,
a 30oC em 110 rpm, durante 96 h de fermentação.

Hidrolisados Consumo de
açúcares (g/l)

Etanol
(g/l) Xilitol

(g/l)
Yetanol/S Yxilitol/S

Palha de cana-
de-açúcar a95,03 +/- 7,74

a24,28 +/-
1,12

a5,96 +/-
0,84

a0,26 +/-
0,02

a0,16 +/-
0,01

Resíduo de
fabricação de
lápis b77,43 +/- 1,26

b19,27 +/-
0,30

b2,66 +/-
0,12

a0,25 +/-
0,01

b0,081 +/-
0,005

*Letras diferentes indicam diferença significativa a 5%.

Os resultados discutidos nesta etapa do estudo destacam uma

importante característica da linhagem de levedura aqui estudada, que foi a

consistência no padrão de consumo de substratos e produção de bioprodutos nos

hidrolisados lignocelulósicos aplicados neste estudo. Diferentes hidrolisados,

sobretudo de resíduos de subprocessamento como os resíduos de lápis podem

apresentar características desafiadoras para a bioconversão pelo metabolismo das

leveduras como diferentes níveis de pressão osmótica e compostos inibidores.



139

Os valores máximos de etanol e xilitol produzidos por M.

guilliermondii, que foram apresentados na Figura 5.20 e 5.23, foram utilizados para

se determinar o rendimento fermentativo (YP/S) e a taxa de produtividade

volumétrica (QP), considerando o intervalo nos quais os bioprodutos atingiram seus

valores máximos ao longo do período experimental. Tais resultados foram

comparados a estudos semelhantes reportados na literatura, conforme demonstrado

na Tabela 5.15.

Os valores dos parâmetros fermentativos obtidos durante as

fermentações dos hidrolisados lignocelulósicos por M. guilliermondii foram

semelhantes àqueles reportados na literatura, com destaque para o rendimento em

etanol, nas fermentações com hidrolisados de palha de cana-de-açúcar cujos

resultados estão entre os mais altos da tabela, sendo que dentre os 17 demais estudos

comparativos destacados da literatura apenas 2 apresentam rendimento em etanol

superior.

Os valores de rendimento em etanol obtidos a partir dos hidrolisados de

palha de cana-de-açúcar (0,352 g.g-1) se assemelham àqueles obtidos no trabalho de

Sreenath e Jeffries195 cujo rendimento em etanol foi de 0,350 g.g-1, todavia tal

rendimento foi calculado para um experimento que produziu 3,47 g/L de etanol após

48 h de fermentação resultando em uma taxa de produtividade volumétrica de 0,072

g/L.h-1. Desta forma, destaca a performance da linhagem de M. guilliermondii

CCT7783, melhorada no presente estudo, que foi capaz de produzir 24,28 g/L de

etanol em 36 h de fermentação (Figura 5.19) resultando em uma produtividade

volumétrica de 0,674 g/L.h-1 de etanol.

Além disso, dentre os 17 trabalhos comparativos organizados na Tabela

5.15, apenas aquele reportado por Bonan et al.227 apresentou resultados de

rendimento e produtividade superiores aos obtidos no presente estudo. Todavia os

autores realizaram os estudos em condições de altas concentrações de xilose em e e
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baixa concentração de glicose. Tal condições não foi aplicada no presente estudo,

pois visou-se o aproveitamento de toda a fração de açúcares liberados na etapa da

hidrólise, sendo está uma condição economicamente mais viável para o

desenvolvimento de novas rotas fermentativas que podem ser otimizadas e

escalonadas para processos de biorrefinaria.

Os valores de rendimento (0,135 g.g-1) e produtividade (0,379 g/L.h-1)

obtidos para as fermentações de hidrolisados de resíduos da fabricação de lápis

também foram comparados na Tabela 5.15 na qual observa-se que a levedura M.

guilliermondii CCT7783 apresentou rendimentos em etanol intermediários àqueles

destacados na tabela, sendo estes superiores a outros trabalhos que aplicaram

também aplicaram linhagens deM. guilliermondii226, porém inferiores aos resultados

obtidos no presente trabalho para as fermentações com hidrolisados de palha de

cana-de-açúcar (0,352 g.g-1 e 0,674 g/L.h-1), por exemplo, denotando o efeito de

inibição gerado por este hidrolisado em relação a palha e salientando a importância

da adaptação as condições de estresse nos diferentes hidrolisados lignocelulósicos.

Os parâmetros fermentativos para a coprodução de xilitol também

foram calculados e comparados a literatura na Tabela 5.15 e os valores obtidos no

presente trabalho assemelham-se a maioria dos resultados dos demais trabalhos com

exceção daqueles observados em Medeiros et al.129, Shupe e Liu186 e Bonan et al.227

que apresentaram os maiores rendimentos em xilitol, porém tais trabalhos foram

otimizados e direcionados para a produção de xilitol e o presente trabalho visou

condições que direcionassem o metabolismo da levedura para a produção de etanol

2G, sendo o xilitol um produto secundário. Além disso tais trabalhos obtiveram

rendimentos extremamente baixos em etanol, sendo o xilitol o produto primário da

biossíntese.129,186

Outro aspecto que ser agregado a discussão é que a produção de etanol

e xilitol é fortemente influenciada pela quantidade de oxigênio disponível no meio
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de cultivo, e por se tratar de experimentos em condições de frascos, a aeração não

foi objeto de otimização nesta etapa do estudo, todavia conforme citado na literatura

valores ótimos podem ser atingidos com concentrações mínimas de oxigênio

necessárias para os processos de transporte viável de xilose e manutenção do

equilíbrio redox (microaeração). Sendo o acúmulo de xilitol e a bioprodução de

etanol dependente do controle da aeração. Ou seja, resultados ainda mais

promissores podem ser obtidos ao se aplicar a linhagem de M. guilliermondii,

melhorada no presente trabalho em biorreatores com sistemas de controle de

oxigênio dissolvido, e condições otimizadas para os demais parâmetros reportados

no presente trabalho.
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6 Conclusões

O crescimento adaptativo natural promoveu melhorias evolutivas nas

linhagens da levedura M. guilliermondii aumentando a velocidade máxima de

crescimento em 78% e a produção de xilitol em 90% gerando linhagens mais

eficientes na metabolização de xilose e bioconversão em biomassa e bioprodutos. O

estudo dos parâmetros que afetam o crescimento e a biossíntese produziu

conhecimentos essenciais para se aplicar M. guilliermondii em processos de

biorrefinarias de forma economicamente viável. A biossíntese de xilitol é

dependente da redução da aeração. Altas concentrações de substrato e biomassa

celular são necessárias para a produção de etanol. O metabolismo aeróbio que

converte xilose em biomassa celular é mais rápido e pode ser reduzido em condições

de hipoxia. A leveduraM. guilliermondii adaptada foi capaz de metabolizar de 82%

a 88% dos açúcares totais nos hidrolisados de palha de cana-de-açúcar e resíduos da

fabricação de lápis. Em ambos os hidrolisados os bioprodutos foram etanol 2G e

xilitol, sendo o etanol 2G o produto majoritário com rendimento de 48% e 50,92%

no hidrolisados de palha de cana-de-açúcar e resíduos da fabricação de lápis,

respectivamente. Altas concentrações de substrato são necessárias para a biossíntese

eficiente de etanol. A levedura M. guilliermondii demonstrou comportamento

fermentativo reprodutível em meio sintético e nos dois diferentes hidrolisados

testados, sendo as variabilidades estudadas consistentes com as condições e

parâmetros experimentais.
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8 ANEXOS

8.1 Curvas de calibrações utilizadas para determinar a concentração

dos substratos e produtos dos experimentos em meios sintéticos e

hidrolisados.
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8.2 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 5g/L de xilose, em meio mínimo

YNB.
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8.3 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 15g/L de xilose, em meio

mínimo YNB.
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8.4 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 25g/L de xilose, em meio

mínimo YNB.
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8.5 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 35g/L de xilose, em meio

mínimo YNB.
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8.6 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 45g/L de xilose, em meio

mínimo YNB.



194

8.7 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade

específica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 55g/L de xilose, em meio

mínimo YNB.
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8.8 Aplicação do modelo de Monod linearizado para obtenção dos

parâmetros de cinéticos de Monod, velocidade específica máxima

de crescimento (µmáximo) e constante deMonod (ks) dos cultivos

da linhagem original M. guilliermondii 311_P, em meio mínimo

YNB, com concentrações de xilose de 5 a 35 g/L.

R² = 0.9556
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8.9 Aplicação do modelo de Monod linearizado para obtenção dos

parâmetros de cinéticos de Monod, velocidade específica máxima

de crescimento (µmáximo) e constante deMonod (ks) dos cultivos

da linhagem adaptada sem exposição a luz UV M. guilliermondii

311_EN, em meio mínimo YNB, com concentrações de xilose de

5 a 45 g/L.

R² = 0.8762
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8.10Aplicação do modelo de Monod linearizado para obtenção dos

parâmetros de cinéticos de Monod, velocidade específica máxima

de crescimento (µmáximo) e constante deMonod (ks) dos cultivos

da linhagem adaptada com exposição a luz UV M. guilliermondii

311_UV, em meio mínimo YNB, com concentrações de xilose de

5 a 35 g/L.

R² = 0.9911
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