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Avaliacao da producdo de etanol 2G, xilitol e biomassa celular em meios

sintéticos e hidrolisados lignocelulosicos pela Meyerozyma guilliermii. A
biomassa lignocelulésica é a segunda maior fonte de carbono disponivel no planeta.
Entretanto a viabilidade das biorrefinarias depende da superagao 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 produgéo de
etanol 2G e xilitol pela levedura Meyerozyma guilliermondii (CCT7783) a partir de
residuos da producao de lapis e palha de cana-de-agucar. A levedura M. guilliermondii
foi adaptada em xilose e os resultados demonstraram que a velocidade especifica de
crescimento foi 75% maior para linhagens adaptadas de forma espontanea. Na segunda
fase do estudo, as linhagens adaptadas, foram aplicadas em um estudo do efeito das
condicdes de fermentacgao e os resultados demonstraram que altas condi¢cdes de hipoxia
e altas rotacdes levam a reducéo na producao de biomassa e aumento na producao de
xilitol. A producao de etanol foi maior com o aumento da concentragao de pentoses e de
in6culo. Na fermentacédo dos hidrolisados aproximadamente 50% dos agucares foram
convertidos em etanol 2G e 7% em xilitol para ambos os hidrolisados estudados,
havendo um efeito de inibicdo no tempo de fermentagao para os hidrolisados de residuos
de lapis. A levedura M. guilliermondii apresenta potencial para aplicagdo em processos
de biorrefinaria e condi¢gdes otimizadas podem levar a uma biossintese 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 INTRODUCAO

A busca por alternativas renovaveis de producdo de combustiveis e
bioprodutos de maior valor agregado tem se intensificado nas Ultimas décadas,
devido a problemas ambientais, econdmicos e sociais associados a cadeia de
producdo de produtos de origem fosseis, gerando demandas por novas pesquisas
associadas aos avangos cientificos e tecnologicos necessarios para viabilizar a
substitui¢do dos inimeros compostos que derivam da cadeia do petrdleo. I

Os processos em que se aplicam matérias-primas sustentaveis para a
producao de biocompostos que podem ser aplicados em inimeros segmentos em
substituicdo aqueles de origem fosseis sdo denominados como biorrefinarias.
Destacando-se os processos de producao de etanol de segunda geracao (2G), como
um dos principais combustiveis dentre aqueles que podem ser gerados em processos
de biorrefinarias.'

O etanol de segunda geracao (2G) ¢ um dos produtos mais importantes
que podem ser produzidos a partir de residuos lignoceluldsicos, por via fermentativa.
Sua denominagao se deve ao fato de que os aguicares aplicados como substrato sao
oriundos da fragao fibrosa da biomassa, enquanto a rota convencional, que produz o
etanol denominado como 1G, utiliza os aguicares que estdao solubilizados nas matrizes
sacarineas como cana-de-agUcar e beterraba agucareira. !

A produgdo de etanol 2G a partir de biomassa lignocelulosica ganhou
destaque nos Ultimos anos devido ao aumento do consumo de etanol, especialmente
em paises como o Brasil onde a aplicagdo como combustivel tem ampliado a
demanda nas ultimas décadas. A producao atual de etanol no Brasil ¢ de cerca de 29
bilhodes de litros e a demanda crescente do combustivel estima que serdo necessarios

até 46 bilhdes de litros para suprir o mercado interno em 2030.2%-2!



Um dos maiores desafios atuais em se aumentar a producao de etanol,
para suprir a crescente demanda, estd no fato de que ndo € possivel alcancar este
aumento sem comprometer terras férteis destinadas a produgdo de alimentos. E neste
contexto o aproveitamento total da biomassa e ndo somente das fracdes sacarineas
pode gerar um aumento de produtividade com estimativa de até 50%.%>*

O processo de producao do etanol 2G depende de etapas onerosas como
a separacao de fragdes ligninas e a sacarificagdo das fibras, que aumenta os custos
de processo. Desta forma, um dos limitadores atuais deste processo estd no uso
economicamente sustentavel da biomassa lignocelul6sica, que € apontada como uma
das fontes mais promissoras para substituir as de origem fossil.

A biomassa lignoceluldsica se destaca pela sua composicao simples,
sendo 70% composta de celulose e hemicelulose que sao estruturas poliméricas
fibrosas que podem ser convertidas em glicose e outros aguicares de cinco carbonos
denominados como pentoses. Tais aglicares t€ém uma ampla aplicagdo como
substratos para rotas de biossintese em processos de biorrefinarias.?

Outro aspecto que torna a biomassa lignocelulosica uma matriz
importante no cenario mundial atual ¢ a sua ampla disponibilidade. Trata-se de um
componente de parece celular de organismos vegetais amplamente distribuidos,
sendo desta forma a segunda maior fonte de carbono existente no planeta®. Além
disso, a utilizacdo de biomassas residuais oriundas dos processos industriais e
urbanos reduz as emissoes de didxido de carbono, visto que o principal destino destes
residuos ainda € a queima ou o langamento em aterros. °

Inameros desafios cientificos e tecnoldgicos necessitam ser superados
para que processos de biorrefinaria, aplicando biomassas lignoceluldsicas de
diferentes origens, se tornem econdmica e ambientalmente viaveis. Do ponto de vista
da conversdo da matriz lignoceluldsica nos agucares fermentesciveis, os desafios sdo

o desenvolvimento de processos de pré-hidrélise e hidrélise de baixo custo e baixo



impacto ambiental e da busca por microrganismos que possam resistir aos inibidores
gerados nos processos de mais baixo custo.>

Dessa forma um dos gargalos cientificos atuais ¢ a fermentagao eficiente
de todas as fragdes de agucares liberados durante o processo de hidrdlise, por
exemplo, micro-organismos convencionais comumente aplicados em escala
industrial como Saccharomyces cerevisiae nao sao capazes de converter os agucares
liberados na hidrélise da fragao hemicelulosica gerando uma perca na composi¢ao
total dos acucares acima de 40% a depender do tipo de biomassa.

Além disso, organismos geneticamente modificados tém sido aplicados
na fermentagdo de hidrolisados lignoceluldsicos, com baixo rendimento e robustez
limitada para condigdes das plantas industriais, além da desvantagem de limitarem a
aplicagdo dos coprodutos e mesmo da biomassa celular em mercados de maior valor
agregado como a producao de alimentos e farmacos, pratica que € comum em muitas
biofabricas para aumentar a sustentabilidade do processo. 422228

Leveduras nao convencionais, 1soladas de diferentes ecossistemas tém
se destacado nas ultimas décadas, por sua capacidade de fermentar pentoses e
hexoses. Tais microrganismos tém sido estudados como alternativa ao uso de
Saccharomyces cerevisiae em rotas de fermentacdo de hidrolisados de biomassa
lignocelulosica em diferentes configuracdes. Além disso estas leveduras tém a
vantagem de metabolizar diversas fontes de carbono e, a depender das condicdes
ambientais e fisico-quimicas dos meios de cultivos, podem produzir diferentes
bioprodutos e bicombustievis.’!!

Outro limitador notoriamente importante apontado na literatura ¢ a
viabilidade econdmica dos processos de biorrefinaria para produzir combustiveis e
bioprodutos e, nexte contexto, a coproducdo de bioprodutos de valor agregado,
associados a condicdoes Otimas de conversdo tem sido reportada como uma

abordagem de sucesso que permite aumentar a sustentabilidade econdmica sobretudo
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devido aos altos custos das etapas de hidrolise da biomassa e purificagdo dos bio-
produtos.!'?7

Dentre os bioprodutos que podem ser produzidos por rota fermentativa,
a partir da biomassa lignoceluldsica, destaca-se a cofermentagao de xilose em xilitol,
que ¢ um polidlcool com caracteristicas sensoriais compativeis com a sacarose, de
baixo indice glicémico e efeito antimicrobiano em bactérias da saliva sendo
considerado como anticaridgenico. O xilitol € apontado como um dos coprodutos de
maior valor agregado em rotas de biorrefinarias. O mercado global de xilitol ¢
estimado em cerca de 900 milhdes de dolares/ano com crescente estimativa em até
1,2 bilhdes de dodlares/ano até 2026. 303!

A producdo biotecnologica de xilitol, por rota fermentativa, apresenta
inimeras vantagens em relagdo a rota quimica convencional, sobretudo devido a
reducao de custos de produgdo e aumento da viabilidade ambiental. O xilitol pode
ser produzido por leveduras fermentadoras de xilose e trata-se um produto
intermediario da via de metabolizagdo de xilose podendo ser, a depender das
condi¢cdes do meio, acumulado e posteriormente excretado como bioproduto.
Todavia este ¢ um processo que depende da busca por microrganismos e condigdes
ideias de bioconversdo.’!-3?

A busca por microrganismos que sdo naturalmente capazes de co-
fermentar pentoses ¢ hexoses ¢ um dos desafios cientificos apontados como uma
solugdo para aumentar a sustentabilidade de biorrefinarias. Isto porque organismos
naturalmente fermentadores, isolados de ecossistemas industriais, conferem uma
resisténcia adquirida dos processos de evolugao natural e podem resistir € apresentar
melhor performance que os microrganismos modificados geneticamente. 2°-3
As leveduras ndo convencionais, destacam-se como microrganismos

naturalmente capazes de fermentar pentoses € hexoses com alta taxa de eficiéncia.

Sao referidas na literatura pela sua ampla capacidade de fermentar diversas fontes de



carbono e produzir diversos bioprodutos e biomassa celular sendo ideias para a uma
rota de biossintese otimizada com coproducdo de etanol, biomassa e xilitol
possibilitando o aumento da sustentabilidade econdémica dos processos de
biorrefinarias.?”-3°

A levedura Meyerozyma guilliermondii CCT7783 foi isolada e
selecionada devido a sua capacidade de metabolizar agucares de cinco carbonos
como aqueles liberados da hidrolise de biomassas lignocelulosicas. Trata-se de uma
levedura ndo convencional que naturalmente ¢ capaz de metabolizar pentoses e
hexoses. Os efeitos de possiveis condigdes agressivas de processo como a presenca
de acido acético e furfural também foram investigados e a levedura demonstrou
resisténcia e capacidade de metabolizacdo dos agucares em condigcdes de
concentragdes elevadas destes inibidores. -3

A aplicagdo de novos microrganismos em processos industriais requer
um aumento da maturidade sobre os conhecimentos necessarios para se escalonar
tais plataformas. Tal conhecimento demanda entender os possiveis bioprodutos e as
condic¢des de biossintese que afetam o metabolismo e a bioconversao, como aeragao,
concentracao de substrato ¢ concentracdo de inodculo. Além disso, € necessario se
investigar ainda se ha um padrao de comportamento da levedura em substratos
proximos aqueles- aplicados em escala industrial.

Desta forma o presente trabalho visa avaliar o potencial de aplicagdo da
levedura M. guilliermondii CCT7783, em rotas de bioconversdo de biorrefinarias
através da producdo de conhecimento sobre a metabolizacdo de pentoses, a
necessidade de adaptagdo evolutiva e a capacidade de fermentar todos os actcares

existentes nos hidrolisados lignocelulosicos e bioconverter em compostos de

interesse industrial como xilitol e etanol 2G.






2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de xilitol e etanol pela levedura Meyerozyma

guilliermondii em meios sintéticos e hidrolisados lignocelulosicos.

2.2 Objetivos especificos

v’ Avaliar o efeito do crescimento adaptativo da levedura M. guilliermondii
CCT7783, em meio contendo xilose como tnica fonte de substrato, na cinética

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

v’ Avaliar o efeito do tempo de fluxo de nitrogénio (0 ou 1 h), da concentragio
inicial de xilose (20 ou 40 g/L), da concentragao inicial de indculo (0,2 ou 1,2
g/L) e da rotacao (60 ou 160 rpm) na metabolizacao de xilose, producdo de
xilitol, etanol e biomassa celular por M. guilliermondii em meio sintético

contendo xilose como fonte de substrato.

v Avaliar a capacidade de bioconversdo dos agucares liberados na hidrolise de
palha de cana-de-actcar e residuos da fabricagdo de lapis em xilitol e etanol

2G por M. guilliermondii.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sustentabilidade ambiental e econdomica da producio de etanol

2G.

O etanol tem sido um produto de extrema relevancia para a econdmica
brasileira desde os periodos coloniais. Grandes marcos no desenvolvimento da
producao de etanol do pais tiveram seus pilares apoiados por politicas de incentivos
do governo como o Programa Nacional do Alcool, o aumento da proporcéo de etanol
anidro na gasolina e mais recentemente o programa RenovaBio, que estimula a
producdo de biocombustiveis com o objetivo de reduzir gases de efeito estufa.?*0->4!

Os principais produtos do processamento da cana-de-agicar no Brasil sdo
acucar, etanol e energia elétrica. Entretanto, em 2017, foi criado um novo produto
denominado Crédito de descarbonizagdo (CBio), a partir do programa RenovaBio,
com intuito de ativar os créditos de carbono tornando os negociaveis na bolsa de
valores. 2424

Um dos principais impactos do CBio ¢ tornar viavel tecnologias que reduzem
a emissdo de gases de efeito estufa como o etanol 2G, visto que os desafios
tecnoldgicos e as inumeras etapas de processamento fazem com que a viabilizagdo
da producdo de etanol 2G ainda seja um desafio a ser superado pelo setor.?*¢

A produgdo vidvel de etanol 2G depende da superacao cientifica e tecnoldgica
de desafios como redugdo dos custos e aumento da produtividade dos processos
fisico-quimicos e biolodgicos envolvidos em todas as etapas. Tais desafios dependem
do escalonamento de pesquisas disruptivas que, em paises em desenvolvimento
como Brasil, enfrentam um cenario de extrema laténcia e recalcitrancia. Desta forma
a producdo de bioprodutos e a créditos de carbono, associados a otimizagdo de

processos sdo citadas como estratégias de viabilizagdo financeira na literatura.>*’->4
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Embora a producao de etanol 2G esteja em escala comercial no Brasil e alguns
paises no mundo, este processo enfrenta dificuldades para se tornar vidvel devido aos
elevados custos de producdo, com custo de producao estimado sendo 2.37 vezes
maior que o custo do etanol 1G. Todavia sua produgdo tem ganhado destaque, com
aumento do niimero de plantas e da capacidade de producao no Brasil recentemente.
Isto porque o etanol 2G porque o etanol lignocelulésico ¢ apontado como um dos
combustiveis de menor pegada de carbono do mundo, ou seja, com menor emissao
de gases de efeito estufa ao longo do ciclo de produg¢io.?4->#

A emissao de gases de efeito estufa como o CO2 no processo de producao de
etanol de segunda geracdo chega a ser 30% menor comparada ao processo de
primeira geracdo e 80% menor que os combustiveis fosseis. 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 industrias que emitem gases de efeito
estufa para completar suas metas de reducdo de emissao e sao negociados em bolsa
de valores. Desta forma o RenovaBio garante uma rentabilidade extra para a
produgdo de etanol 2G, que supera outros biocombustiveis, e tais politicas de
incentivo buscam atender as metas do Brasil no acordo de Paris, no qual o pais
precisa aumentar a participagdo dos biocombustiveis na matriz energética em 18%

até 203024024

3.2 Obtenciao de hidrolisados lignocelulosicos

Para a aplicagdo da biomassa lignoceluldsica como matéria-prima nos
processos de biorrefinarias, uma importante etapa ¢ a produ¢do dos hidrolisados

lignocelulosicos, pois durante a fermentagdo, muitos microrganismos sao
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severamente inibidos pela toxicidade dos compostos gerados no processo de pré-
tratamento para remoc¢ao da lignocelulose. Sendo que a escolha do conjunto de
operacgdes e conhecimento dos principais tratamento disponiveis atualmente se faz
necessario para elaboracao de uma rota de biorrefinaria economicamente viavel e
capaz de fornecer condigdes fermentativas ideais para o0s microrganismos

empregados.®*!2!

3.2.1 Pré-tratamento

A hidrolise da celulose sem a realizacdo da etapa de pré-tratamento
apresenta rendimentos baixos (inferior a 20%) principalmente devido a estrutura
altamente cristalina e recalcitrante da celulose, a qual dificulta o acesso do substrato
aos sitios ativos. Assim, a etapa de pré-tratamento ¢ um primeiro passo na
bioconversao dos materiais lignoceluldsicos em biocombustiveis para a redugdo da
recalcitrancia da biomassa alterando as caracteristicas estruturais da parede celular
de modo que principalmente a fragdo celuldsica fique mais acessivel e suscetivel a
a¢do das enzimas na etapa de hidrolise enzimatica.’”-!>2

A etapa de pré-tratamento do material lignocelulosico tém as seguintes
finalidades: (1) remover ou reduzir lignina e hemicelulose, (ii) diminuir a
cristalinidade da celulose, (iii) aumentar a porosidade e as areas superficiais do
material para que o coquetel enzimatico empregado possa acessar ¢ hidrolisar a
celulose aumentando assim o rendimento desta em glicose.'?*1?

A Figura 3.1 mostra o efeito criado pela etapa de pré-tratamento, a qual
altera a estrutura do material lignoceluldsico e seus possiveis compostos toxicos
formados como &cido acético e acido féormico, furanos (furfural e hidroximetil

furfural) e compostos fendlicos acidos durante o processo.'!+1%
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Figura 3.1 - Descrigdo dos efeitos criados pela etapa de pré-tratamento do material
lignoceluldsico. !

j o -
11 1) 0 N
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. o ‘,

ood {_} Pré-tratamento
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Material Lignocelulésico Estrutura alterada

Acido formico ' yanilina  Acido levulinico Acido acético

Compostos toxicos

Regido cristalina Regido amorfa Hemicelulose Lignina

Atualmente, ha uma grande quantidade de processos de pré-tratamento
disponiveis, podendo ser fisicos (trituracdo, moagem, microondas e extrusdo),
quimicos (alcalino, 4cido, oxidativo, organosolve e liquido i6nico), biologicos
(emprego de fungos ou bactérias), pré-tratamento fisico-quimico (explosdo a vapor,
hidrotérmico, explosdo de fibra de amonia (AFEX) ou de fracionamento por
solvente. A Tabela 3.1 resume as vantagens e desvantagens de cada pré-tratamento
submetido ao material lignoceluldsico. Nos quais destaca-se o pré-tratamento de

oxidagdo alcalina devido a alta remog3o de lignina e baixa gera¢do de inibidores.!?!
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3.2.2 Hidrdlise de residuos lignoceluldsicos

Na producao do etanol da segunda geracao (2G), existem propriedades
inibidoras responsaveis pela caracteristica complexa matriz lignocelulésica que
pode ser quebrada através de pré-tratamentos em conjunto com uma etapa de
hidrélise para potencializar a etapa fermentativa, através da liberacao de aglcares
fermentesciveis, obtendo o etanol de segunda geragdo propriamente dito.'?*

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

glicose, apos a quebra das ligagdes glicosidicas, conforme a equacao 1.

[(C6H1005)l’1 +H,O —n C6H1206)] Equagéo 1

Existem duas rotas que sao utilizadas para a hidrolise, sendo a primeira
o uso de hidrdlise 4cida e a segunda a hidrélise enzimatica do material pré-tratado.
A escolha deve ser baseada em varias consideragdes como: (i) o produto bruto que
serd usado, (ii) o organismo usado para a fermentacao dos acucares liberados e, (iii)
além da economia.'?

A hidrdlise acida ¢ um dos métodos de pré-tratamento mais conhecido
reportado na literatura, e pode ser feito utilizando acido diluido ou concentrado. Ela
se inicia com a protonagdo do oxigénio glicosidico com posterior quebra da ligagcao
C,-0, conforme mostra a Figura 3.2. Em seguida o carbocation gerado na etapa b ¢
estabilizado pela deslocalizagdao do par de elétrons existente no oxigénio do anel
glicosidico, adjacente ao C;. A etapa de despolimerizacdo (ocorre no interior da
cadeia celulose, gerando novos terminais) ou de produgao de glicose (quando ocorre
hidrélise diretamente nos terminais da cadeia de celulose), encerra com o ataque
nucleofilico da dgua sobre C; Figura 3.2, com regeneracdo do acido. A etapa de

despolimerizagdo ¢ entdo encerrada (se ocorrer no interior da célula de celulose,
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gerando novos terminais) ou hd producao de glicose (quando a hidrdlise ocorre nos

terminais da cadeia de celulose).?®121:12°

Figura 3.2 - Mecanismo de hidrolise do material celuldsico catalisado por &cido, (a)
protonagdao do oxigénio glicosidico, (b) quebra da ligacdo C;-O (formando um
carbocation), (¢) estabilizagdo do carbocéation, (d) ataque nucleofélico da d4gua sobre
Ci, (e) regenerac¢io do 4cido (Adaptado de Ogeda e Petri)!'?®
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Embora a hidrélise acida seja relativamente eficiente, ela apresenta
algumas desvantagens, como a formac¢dao de subprodutos que podem afetar o
rendimento e inibem a fermentagao, sendo importante a separacao e recuperacao do
acido.

Por sua vez, a hidrélise enzimatica, se caracteriza pela hidrolise do

material lignocelulosico a glicose através do processo catalisado por enzimas
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altamente especificas chamadas genericamente de celulases. As caracteristicas do
complexo enzimatico assim como a do substrato escolhido determinam as condigdes
de temperatura, pH, tempo de sacarificagdo, concentracdo de enzima e relagdo
solido-liquido em que o processo deve ser empregado. As caracteristicas do processo
devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada caso aplicado. !¢
A hidrélise enzimatica apresenta varias vantagens quando comparada a via 4cida.
As vantagens estendem-se desde o consumo de menor energia, uma vez que opera
sob condi¢des brandas de temperatura, pH e pressdo, menores custos de
equipamento (pelo fato da reacao ser realizada em condi¢des mais amenas) além de
ser altamente especifica e ndo formar produtos de degradagdo, como o furfural e o
hidroximetilfurfural. Esses compostos causam efeitos indesejaveis durante a etapa
de fermentagio.'?’

A Figura 3.3 mostra a agdo do complexo enzimatico sobre a celulose
com a geracao da glicose. Apesar das vantagens da hidrélise enzimatica, diferentes
fatores podem contribuir para elevado custo da sua aplicacdo a acessibilidade das

enzimas ao substrato, a ligacdo nao produtiva e efeitos de inibi¢do das enzimas

exigindo o uso de altas concentragdes de enzimas.

Figura 3.3 - Descri¢cdo da agdo enzimatica sobre a celulose com a geracao de glicose
(OGEDA e Petri).!?
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3.3 Metabolizacao de pentoses

Os agucares 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 assimilacido de pentoses e alta
produtividade quando comparada a bactérias e fungos. Todavia a metabolizagdo por
bactérias tem vantagens do ponto de vista metabolico, pois demanda uma etapa a
menos, reduzindo a dependéncia de processos redoz de regeneracio de cofatores.®

A Figura 3.4 mostra um exemplo de uma das vias envolvidas na
metabolizac¢do da xilose por leveduras e fungos (pentose). A reducao e oxidagao sao
duas etapas envolvidas no metabolismo da xilose. A fase inicial ocorre quando a D-
xilose € transportada através da membrana celular e subsequentemente € reduzida a
xilitol, via xilose redutase que ¢ uma enzima dependente de NAD(P)H (XR). O
xilitol ¢ na sequéncia oxidado em xilulose pela enzima xilitol desidrogenase via
NAD" antes de passar pela etapa de fosforilagcdo em xilulose-5-fosfato via xilulose
quinase.

Nas vias metabolicas bacterianas a xilose € levada a xilulose pela acao
da enzima xilose isomerase (XI) (Figura 3.4), e as demais etapas sdo iguais a via
oxidativa de leveduras e fungos.*

Os metabolitos frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, gerados na
via das pentoses-fosfato, sio também componentes da via glicolitica. Em leveduras
produtoras de etanol, estdo acoplados com a oxidacdo do NADH, apos a
descarboxilacdo do piruvato, gerando aldeido acético que, ao oxidar o NADH,
resulta em etanol.’’

O metabolismo anaerobio de pentoses, além da formacao de etanol e
CO,, leva também a formacdao de outros compostos, tais como glicerol, acidos

organicos (succinico, acético, pirivico e outros), alcoois superiores, acetaldeido,
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acetoina, butilenoglicol. Além disso, ocorre, a0 mesmo tempo, o crescimento das
leveduras. Calcula-se que 5% do agucar metabolizado pelo microrganismo seja
desviado para formacao de metabdlitos secundarios da fermentagdo, resultando num
rendimento de 95% em etanol (Chandel et al)*’. Contudo, em condi¢des industriais,
nas quais fatores quimicos (pH, oxigenagdo, nutrientes minerais € organicos €
inibidores), fisicos (temperatura e pressdo osmotica) € microbiologicos (espécie,
linhagem e concentragdo do microrganismo e contaminagdo bacteriana) afetam a

levedura, sao obtidos rendimentos de 90% .

Figura 3.4 - Vias metabolicas envolvidas na metabolizagdo de pentoses por

microrganismos.*®%
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3.3.1 Leveduras nao convencionais fermentadoras de pentoses.

Linhagens de saccharomyces cerevisiae sao amplamente utilizadas em
processos industriais para a producao de etanol, biomassa celular e seus derivativos
como extrato de levedura. Sobretudo na producgdo de etanol de primeira geragao,
pois apresentam alta produtividade, tolerancia ao etanol e as condi¢oes requeridas
nos processos industriais. 340

Além disso, S. cerevisiae ¢ capaz de crescer em pH relativamente baixo
evitando contaminagdo por outras bactérias. Sdo eficientes na fermentacdo de
hexoses (glicose, manose e galactose), porém quando biomassas lignoceluldsicas
sdo utilizadas como matéria-prima, a fracao de aglicares obtidos da hemicelulose,
composta por pentoses, ndo pode ser fermentada por cepas nativas de S. cerevisiae,
uma vez que nio expressam as enzimas da via das pentoses.**

A modificagdo genética por meio de engenharia metabolica, 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 sdo mais suscetiveis a
contaminagao, nao resistem as condi¢des de reciclo das fermentagdes industriais e
tem restri¢des de aplicacdo em segmentos de valor agregado. Todavia, o uso de
organismos naturalmente capazes de fermentar pentoses € que apresentam os
requisitos desejaveis para o emprego em fermentacgdes industriais ainda ¢ um grande
desafio a ser superado. 4184

Linhagens de leveduras, como Pichia stipitis (NRRL-Y-7124), e
Kluyveromyces marxianus t€m sido relatadas como boas produtoras de etanol a
partir de diferentes tipos de acticares. Outro aspecto importante reportado por alguns

autores € que para viabilizar a produgdo de etanol 2G, ¢ necessario selecionar

linhagens de leveduras que sejam termotolerantes, tolerantes ao etanol, resistentes
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aos inibidores liberados durante o pré-tratamento do material lignoceluldsico e
capazes de utilizar um amplo espectro de substratos, produzindo grandes
quantidades de etanol na temperatura dtima para a realiza¢do da sacarificagio.*>**

Espécies naturalmente fermentadoras de pentoses tém sido reportadas
na literatura e sdo denominadas como leveduras ndo convencionais. Dentre estas
espécies a literatura destaca algumas como as mais empregadas na fermentagao 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.>3* -4

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 oxirredugdo, o que
significa que ndo produz etanol em condi¢des anaerdbicas. E amplamente estudada
para utilizagdo em processos de producao de etanol de segunda geragdo. No entanto,
dependendo do nivel da aera¢do, ou massa celular, o etanol pode ou ndo ser
produzido. Por exemplo, o etanol ¢ produzido quando a taxa de transferéncia de
oxigénio ¢ baixa (100—-550 mmol O,/L*h). No contexto do etanol 2G, S. stipitis ¢
uma levedura interessante porque ¢ capaz de fermentar glicose, xilose, manose,
galactose e celobiose, que sdo agucares ja presente na lignocelulose sacarifada. 6+

Encontra-se ainda na literatura Candida shehatae, como leveduras nao
convencionais fermentadoras de xilose através da oxirreducao, termotolerantes,
representando uma alternativa a S. cerevisiae. Alguns exemplos interessantes
descritos na literatura demonstraram a capacidade da C. shehatae ATY839 na
producdao do etanol a partir de xilose e glicose como fontes de carbono em

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

condi¢des microaerdbicas.>
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Os trabalhos anteriores mostraram que os microrganismos descritos
acima ndo possuem todas estas caracteristicas, apresentando, cada um deles,
vantagens e desvantagens para aplicagdes em fermentagdes industriais. Neste
contexto, o uso de leveduras nao convencionais selecionadas de fermentacdes
industriais, associado a técnicas de melhoramento, como a evolugao adaptativa, pode
resultar em linhagens que atendem aos requisitos industriais com elevada eficiéncia
de conversao dos diversos acgucares liberados na sacarificacdo da biomassa
lignocelulodsica e possibilidades de conversdo em etanol 2G e bioprodutos de valor

agregado.

3.3.2 Levedura nido convencional Meyerozyma guilliermondii CCT7783.

Meyerozyma guilliermondii, ¢ uma levedura ndo convencional, da
espécie ascomicetosa pertencente a Saccharomycotina CTG, ¢ o teleomorfo de
Candida guilliermondii e considerado como Pichia guilliermondii até 2010, quando
outro nome de espécie foi atribuido por Kurtzman e Suzuki®’. M. guilliermondii é
uma levedura amplamente difundida no ambiente, tem apresentado caracteristicas
de interesse para a biotecnologia, como produgdo de etanol, enzimas industriais e
xilitol. Além disso linhagens de M. guilliermondii tém sido estudadas com potencias
aplicacdes para biodegradacdo de micotoxinas e controles biologicos 133

Dentre as leveduras nao convencionais M. guilliermondii tém se
destacado pela sua ampla capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono e
de crescer em condigdes adversas, o que confere a esta espécie proriedades

bioquimicas tnicas, muitas ainda desconhecidas. Yan et al.>® destacaram, por

exemplo, a capacidade de metabolizar materiais hidrofilicos e hidrofobicos, além da
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sua ampla faixa de aplicacdo na produg¢do de enzimas e metabdlicos de interesse
industrial.

Recentemente uma linhagem da levedura M. Guilliermondii foi isolada
do processo de producdo de etanol da Usina Sao Jodo da cidade de Araras e foi
selecionada devido a sua capacidade de conversdao de diversos tipos de agucares,
incluindo as pentoses e hexoses encontradas nos hidrolisados lignocelulosicos. Tal
microrganismo estd depositado na Fundag@o André Toselo sob o cdédigo CCT-7783
e resultados obtidos nos estudos de isolamente apontaram a necessidade de se
investigar demais caracteristicas deste microrganismo visando sua aplicagdo em
processos de biorrefinaria.*?

Além disso, a levedura M. 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, acido acético e
HMF. Este microrganismo demonstrou capacidade de assimilar parte de inibidores
como o acido acético e crescer mesmo em concentracdes elevadas de HMF e
furfural, sendo esta uma caracteristica de resisténcia desejada para microrganismos
que podem ser aplicados como plataforma de bioconversio industrial.**

Todavia os estudos citados até aqui apresentaram baixa capacidade de
producdao de etanol. Além disso, ndo se tem registro da producdo de outros
metabolitos como o xilitol. Sabe-se que vias de fermentacao de pentoses sdo mais
dependentes de controle de varidveis como a aeragdo e a concentracao de substrato
do que as vias de metabolizacao de hexoses. Isto devido ao fato de que tais vias
sofrem efeito de transportadores de baixa eficiéncia e limitagdes por equilibrio
redox. Desta forma estudos que demonstrem a capacidade de metabolizacao de
pentoses e hexoses e a capacidade de produgado de bioprodutos e bioconbustiveis em

novas linhagens ndo convencionais como M. Guilliermondii CCT-7783 sao de
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extrema relevancia para amplicar o conhecimento sobre estas novas linhagens e

aumentar a possibilidade de aplica¢do em processos de biorrefinarias.>’

3.4 Produtos da fermentac¢ao da xilose

3.4.1 Etanol de segunda geracao.

O etanol de segunda geracdo, também referido como E2G, difere do
etanol produzido tradicionalmente (1G), por ser produzido a partir da biomassa
lignocelulosica, enquanto o etanol 1G pode ser produzido a partir de fontes
sacarineas ¢ amildceas como por exemplo, cana-de-acUcar, beterraba aclcares e
fracoes amilaceas de milho (Figura 3.5). Sua produgdo viavel a partir de diversos
materiais lignocelulosicos tem recebido atengdo, devido ao etanol 2G ser
considerado um composto importante no atual cenario onde se busca a reducao do
uso de fontes fosseis devido a problemas ambientais e sdcio-econdomicos. Bem como
pela possibilidade do uso de residuos de diversas origens contribuindo para a

reducdo da emissdo de gas carbonico e econdmia circular,%6-%3.7!



Figura 3.5 - Exemplo da produgao integrada de etanol de segunda e primeira geracao

aplicando o bagaco excedente.
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A produgao de etanol de segunda geracdo demanda etapas operacionais
adicionais e onerosas ao se comparar com a produ¢ao de etanol de primeira geragao
(Figura 3.5). E por este motivo diversos estudos de desenvolvimento tecnoldgico
apontam que a producdo pode se tornar economicamente vidvel ao se operar o
processo de forma sincronizada aproveitando todos os residuos gerados nas etapas e
utlizando a mesma estrutura industrial utilizada no processo de producao do etanol
de primeira geragdo.¢

Além disso, o Brasil ¢ apontado como um dos paises com maior
potencial para a producdo de etanol 2G, devido ao fato de ter um amplo campo de
pesquisas aplicadas na produgao de etanol 1G, sendo o segundo maior pais produtor
de etanol no mundo e com a rota de produgdo mais viavel. Todavia no que tange as

tecnologias e producdo de conhecimento para alavancar a producao de etanol 2G o
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Brasil encontra-se em desvantagens a outros paises, visto que apenas cerca de 5%
das patentes depositadas até 2020 correspondem a pesquisas brasileiras.”>"*

Dentre os gargalos cientificos e tecnologicos para viabilizar a produgao
do etanol 2G destacam-se a necessidade da busca por microrganismos capazes de
fermentar de forma eficiente todos os agucares que sdo liberados das fracdes
celulosicas e hemiceluldsicas nos processos de hidrélise (Figura 3.5). Diferentes
mono-agucares podem ser liberados do hidrolisado, como glicose, xilose e
arabinose, que podem ser convertidos em etanol e outros bioprodutos por
microrganismos.®

Na produgdo de etanol de primeira geragao a levedura Saccharomyces
cerevisiae ¢ uma das mais utilizadas, no entanto, S. cerevisiae nao pode assimilar a
xilose naturalmente, resultando em perda de parte de agucares dos hidrolisados
lignoceluldsicos, reduzindo a viabilidade econémica da producdo industrial de
etanol 2G.707

Na literatura, alguns autores reportam o uso de microrganismos
geneticamente modificados para a producao de etanol usando como fonte de carbono
a xilose. No trabalho de Sun et al.”! os autores produziram uma linhagem industrial
da levedura Saccharomyces cerevisiae A31Z para produgao de bioetanol 2G usando
engenharia metabdlica pela incorporagao de grupos de genes envolvido no
metabolismo da xilose combinado com a evolucao adaptativa para evoluir suas
propriedades anti-inibitorias. Esta linhagem superou seus ancestrais na utilizagao de
xilose e subsequente producdo de etanol e demostrou maior tolerancia contra
inibidores de hidrolisados lignocelulosicos, € também baixou a producdo de
subproduto glicerol.

Outro trabalho interessante foi realizado por Kim et al.”’

que
modificaram cepas especificas de Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ¢

Zymomonas mobilis para utilizacdo simultanea de glicose e xilose via mutagénese
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ou introduc¢ao de uma xilose via metabdlica. Outros microbios, como Lactobacil lus
brevis, Lactobacillus buchneri e Candida shehatae possuem um mecanismo de
repressao catabolica de carbono (CCR) relaxado, mostrando consumo simultaneo de
glicose e xilose. Explorando Fenotipos CCR-negativos, varios processos integrados
foram desenvolvidos que incorporam tanto a enzima de fermenta¢do do material
lignocelul6sico e agticar misto, permitindo assim uma maior produtividade e eficacia
da fermentacdo.

Parachin ¢ Almeida’ empregaram cepas da bactéria E. coli obtidas
através de engenharia genética sdo capazes de utilizar hexoses e pentoses e
apresentam taxas de crescimento rapido, porém o uso em escala industrial ainda ¢
limitado em fung¢do do baixo desempenho em meios ausentes de antibioticos.

Todavia a produgao de etanol 2G aplicando linhagens geneticamente
modificadas tem limitagdes devido ao fato de que tais microrganismos nao
apresentam a robustez necessaria para resistir aos inimeros ciclos, condi¢des de
estresse e inibidores. Além disso, a biomassa celular ¢ um dos bio-produtos que
auxilia na sustentabilidade economica da planta industrial e a aplicacdo de
organismos geneticamente modificados limita a aplicagdo da biomassa e seus
derivados em mercados de maior valor agregado devido a legislagdes e restricoes
em diversos paises. 7>

Desta forma estudos que contribuam para a producao de conhecimento
sobre novas linhagens ndo convencionais, naturalmente fermentadoras de pentoses,
capazes de produzir etanol a partir de diversos hidrolisados lignocelulosicos se
tornam essenciais para aumento da sustentabilidade da produgdo de etanol 2G no

atual cenario.
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3.4.2 Xilitol

O xilitol ¢ um composto do metabolismo intermedidrio de
microrganismos ¢ plantas e por isso ¢ 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 polidlcool de cinco carbonos, produzido,
majoritariamente pela hidrogenacao catalitica da xilose (Figura 3.6). O xilitol pode
ser encontrado na forma liquida e cristalina, sendo a cristalizacdo a forma mais

comum de purifica¢do e comercializagdo do xilitol.”-34

Figura 3.6 - Exemplo de rota quimica de obtengéo de xilitol.”
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O xilitol ¢ um composto atoxico, possui alta solubilidade e produz
sensacdo adocicada e frescor ao paladar, por isso tem uma ampla aplicagdo na
produgdo de balas e gomas de mascar. E considerado como um adogante natural, por
apresentar dogura compativel com a sacarose (Figura 3.7). Além disso o xilitol ¢

apresenta inimeros beneficios para a saude como por exemplo, a inibicdo de
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bactérias da saliva que provocam caries e baixo indice glicémico, sendo
recomendado o seu consumo, bem como o uso em substituicao a sacarose e glicose,
em formulagdes farmacéuticas e alimenticias. O xilitol pode ainda ser encontrado
como parte da composi¢do de enxaguantes bucais, cremes dentais, hidratantes,
colirios, excipientes de varios farmacos e na composi¢do de produtos diabéticos.”-

80

Figura 3.7 - Grafico comparativo da aplicagio de xilitol como adogante natural.”
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Trata-se de um derivado da xilose de alto valor agregado, sua produgao
no ano de 2022 foi de 266,5 mil toneladas com um mercado de cerca de 1bilhao de
dolares/ano. A estimativa para o mercado global de xilitol ¢ de cerca de 1,37 bilhdes
de dolares até 2025 com precos variando entre 4 a 5 dolares por kilograma. No Brasil
o consume de xilitol vem crescendo nos ultimos anos, sobretudo devido ao crescente
interesse dos consumidores pela redugdao do consumo de aglicares como a sacarose
e glicose associado aos beneficios a satide atribuidos ao consumo do xilitol.”-%2

Além dos diversos usos na industria alimenticia, farmacéutica e

cosmética o xilitol tem ainda uma ampla aplicagdo como molécula precursora da
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rota de formacao de inimeros derivados de alto valor agregado como resinas e
tecidos sintéticos para a industria téxtil e cosmética. Diversos tipos de aditivos que
podem ser aplicados na industria alimenticia e farmacéutica como sequestrantes,

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

3.8).798

Figura 3.8 - Exemplo de produtos que podem ser produzidos a partir de xilitol como
plataforma.”
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A rota de producao atual de xilitol ¢ considerada de alto custo, pois
demanda de etapas de purificag@o intensas e lentas dos hidrolisados antes da etapa
de cristalizagdo, opera em altas pressdes e altas temperaturas e exige o uso de

catalisadores a base de niquel. Por isso a producao biotecnoldgica de xilitol tem sido
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amplamente estudada e citada, em diversas literaturas, como uma alternativa para
reducdo de custos agregando valor ambiental e econdmico ao processo. 81-8493-94

A produgdo biotecnologica de xilitol tem como principio de conversao
a aplicacdo de microrganismos fermentadores que podem converter aglicares como
a xilose em xilitol, em condi¢des de baixas temperaturas e pressoes, por isso trata-
se de uma rota economicamente mais viavel e com maior sustentabilidade ambiental.
81,86,93

A sintese de xilitol acontece no meio intracelular, (Figura 3.9), sendo
uma etapa intermediaria da via de conversao de xilose em xilulose-cinco-fosfato
(xlu-5P). Nesta via a xilose ¢ transportada para o meio intra-celular e reduzida a
xilitol por uma reagdo catalisada pela enzima xilitol desidrogenase, que ¢ dependente
do equilibrio NADP+/NAPDH. Apos esta etapa o xilitol pode ser acumulado ou
oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, que depende do equilibrio
NAD+/NADH, sendo o controle da regeneragdo de NAD+/NADH uma etapa critica
que afeta o rendimento em xilitol de diferentes formas em diferentes

microrganismos.?!-86-%3

Figura 3.9 - Rota metabdlica de converséo de xilose em leveduras.®!
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Inimeros microrganismos tém sido estudados devido ao seu potencial
de aplicac¢ao em rotas de producao de xilitol. Dentre os microrganismos capazes de
fermentar xilose em xilitol as leveduras destacam-se como um dos poucos grupos
que apresentam eficiéncia na conversio com oportunidades de aplicacdo em
processos industriais. As leveduras ndo convencionais como as do género
Meyerozyma, Pichia e Candida tém sido apontadas como plataformas promissoras.
87,90-93

Carneiro et al.”? escanearam 960 linhagens isoladas do solo, madeira e
insetos e, dentre estes organismos, seis apresentaram alto potencial para a conversao
de xilose em xilitol e foram selecionadas e identificadas molecularmente como
Meyerozyma spp. Além disso, os autores relataram o maior rendimento ja reportado
na historia para conversio em xilitol, por uma das linhagens Meyerozyma spp.8"-7%-

Desta forma o estudo da aplicagao de novas linhagens de leveduras nao
convencionais, como M. guilliermondii CCT 7783, citada no item 3.2.2 ¢ de extrema
relevancia, visto que novas linhagens podem apresentar alternativas viaveis,
sobretudo se foram capazes de metabolizar hexoses € pentoses e converter, em
condi¢des vidveis de processo, em diferentes bioprodutos capazes de aumentar a
sustentabilidade da produgdo industrial, que ¢ apontada na literatura como uma
premissa para a viabilidade econdmica dos processos de biorrefinaria baseados em

biomassa ligniceluldsica. %

3.5 Crescimento adaptativo

O crescimento adaptativo, também conhecido como evolugdo
adaptativa ¢ uma técnica de melhoria desempenho de linhagens de microrganimos

de interesse. Tal técnica se baseia na capacidade de mutagao do microrganismo em
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condi¢des tendo como mecanismo de pressao seletiva, como a escassez de nutrientes
preferenciais, toxicidade do meio estresse osmoético e inimeros outros fatores de
inibicdo. Sendo as mutagdes benéficas, geradas como reposta as condigdes seletivas,
capazes de conferir sobrevivéncia da espécie ao longo das geragdes, se tornando
mutacdes permanentes, por isso esta técnica demanda o crescimento de linhagens ao
longo de varias geragdes nas condi¢des de pressdes seletivas desejadas.®

Inimeras caracteristicas de linhagens de leveduras tém sido melhoradas
a partir da aplicagdo de técnicas de evolucdo adaptativa. Sendo estas desde a
producdo de aromas de compostos volateis de interesse na industria alimenticia até
o aumento da eficiéncia da conversdao em xilose, tolerancia a inibi¢do por etanol e
reducdo de fase inicial de crescimento em xilose.®-%

Dentro dos estudos de engenharia evolutiva as técnicas de crescimento
adaptativo em um meio seletivo, xilose como unica fonte de carbono, tem sido
aplicado para se promover a evolugao dirigida, selecionando através das geracoes as
células que tem maior potencial de crescer nas condig¢des seletivas definidas.>*>

As técnicas de evolucdo adaptativa diferem quanto expotaneas ou
induzidas, sendo a primeira baseada em submeter as células as condi¢oes de pressoes
seletivas durante longos ciclos de crescimento para que as mutagdes expontaneas
gerem c¢lulas com as caracteristicas melhorads desejadas. O processe natural difere
das mutagdes induzidas por nao se aplicar agentes como fisicos e quimicos indutores
de mutagdes no DNA, como a radiacdo UV, que ¢ uma das técnicas citadas na
literatura pela capacidade de acelerar e gerar células mais aprimoradas, sendo
referida como a melhor ferramenta de mutac¢io induzida.%%-64-6°

Quando um microorganismo foi recentemente isolado ou modificado
geneticamente para a metabolizacdo de uma nova fonte de substrato, as vias

principais e processos paralelos podem apresentar baixa eficiéncia devido a baixa

afinidade destes processos pelo substrato em questdo e neste contexo a apliacagao
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de técnicas de evolugdo adaptativa ¢ uma etapa importante, por permite direcionar
as vias metabolicas de microrganismos e aumentar a eficiéncia de processos de

transporte e regeneracao.

3.6 Cinética de crescimento de leveduras

A cinética de crescimento de um microrganismo em meios em
diferentes fontes de substrato ¢ uma etapa importante para o estudo de novos
microrganismos recém isolados e ou modificados. Pois a partir do estudo dos
parametros cinéticos ¢ possivel se comparar a performance dos microrganismos em
diferentes substratos ¢ condi¢des, bem como calcular as condigdes maximas e os
limites os quais 0os microrganismos passam a sofrer inibi¢do, bem como a afinidade.
Tais parametros sdo de extrema relevancia ao se alterar substratos e suas
concentracdes, pois permitem se prever o comportamento do microrganismo e
estabeler valores 6timos para produ¢do de biomassa celular e bioprodutos.

Um modelo matematico ¢ um conjunto de relagdes entre as variaveis
em um sistema em estudo e geralmente pode predizer as varidveis de saida e o estado
do sistema a partir das varidveis de entrada. Entre os numerosos modelos
desenvolvidos, a maioria dos modelos sao baseados em conhecimentos bioquimicos,
0s quais consistem em conjunto de equagdes que descrevem o fendmeno que ocorre
durante a fermentacdo. As principais vantagens destes tipos de modelos ¢ que
modelam os fendomenos biologicos. Os parametros dos modelos com a mesma
significancia biologica podem ser obtidos, mas suas estruturas podem ser fortemente
ndo lineares, complexos e com dificuldades para verificar e validar.”

Em geral, os modelos cinéticos de fermenta¢cdo podem ser subdivididos

em modelos de crescimento, modelos de substratos € modelos dos produtos. Existem
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trés diferentes equagdes derivadas para descrever o comportamento cinético da
concentracdo de cé€lulas de leveduras, acucares (glicose ou sacarose,
respectivamente), etanol e/ou xilitol.”?

Entre os diversos modelos que descrevem a cinética dos
microrganismos, o modelo proposto por Monod em 1949 tem sido bastante
empregado para explicar a relacdo entre a concentracao do substrato (S) limitante no
meio, com a velocidade especifica ux de reprodugdao do microrganismo, onde pux
representa a velocidade especifica de crescimento celular, a méxima velocidade
especifica de crescimento ou reproducao, S a concentragdo de substrato inicial, e Ks
a constante de satura¢io.”

A Figura 3.10 representa graficamente a equacdo de Monod. O
significado de Ks pode ser deduzido fazendo-se S=Ks, na equagdo 1, o que resulta
imediatamente que a referida constante representa a concentracdo do substrato na
qual a velocidade especifica de crescimento € a metade do seu valor maximo. No
inicio do cultivo, onde S ¢ alto, o microrganismo apresenta uma velocidade
especifica proxima a maxima, podendo a mesma situar-se nesta regido durante uma
boa parte do processo, mesmo que o metabolismo celular provoque uma diminuic¢ao

apreciavel no valor de S.%>7

_ pm.S
Ks+S

Equagdo 2

X
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Figura 3.10 - Descri¢do grafica do modelo de Monod (Monod apud Paixd0).”’

Y

3.7 Parametros de processo que influenciam na conversao de

pentoses em xilitol, etanol e biomassa celular por leveduras.

O consumo de substratos, como a xilose e a producao de bioprodutos e
biomassa celular pelas leveduras dependem qualitativa e quantitativamente das
espécies utilizadas, da concentracdo do substrato, bem como da disponibilidade de
oxigénio e outros parametros, como a presenca de acidos, por exemplo. O
conhecimento sobre os fatores envolvidos na difusdo dos fluxos de carbono e na
formacao de subprodutos ainda ¢ bastante descritivo e limitado. Dessa forma, torna-
se importante avaliar todos os fatores que possam afetar a eficiéncia de leveduras
ndo convencionais, naturalmente conversoras de pentoses, € neste contexto um
abordagem aplicando planejamento de experimentos em fatorial pode produzir
conhecimentos de extrema relevancia para uma o embasamento de pesquisas que
visem maximizar as condi¢des biossintese aplicando estas leveduras.!®

No item 3.2 e vimos que a metaboliza¢dao de pentoses a etanol passa por

uma sequéncia de etapas tendo o xilitol como produtos intermediario. Na Figura 3.1
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vimos que as vias de obtenc¢ao de xilitol sio moderadas pelo equilibrio redox entre
NAD'/NADH, que por sua vez ¢é regenerado pelo metabolismo respiratorio.

Desta forma infere-se que fatores que afetam a dissolugdo de oxigénio
no meio de cultivo, como a rotagdo e a aplicacao de condi¢des de hipoxia, como o
fluxo de nitrogénio no meio de cultivo podem afetar a biossintese de etanol, xilitol
e o crescimento celular. O entendimento sobre como estes parametros afetam estas
vias de conversao ¢ de imperial importancia para a aplicacdo de leveduras que

naturalmente metabolizam pentoses. %!

3.7.1 Influéncia da concentracdo de oxigénio na bioconversao de

pentoses por leveduras

E reportado na literatura que em leveduras produtoras do xilitol, a
atividade da enzima xilose redutase (XR) ¢ preferencialmente NADPH dependente
e a xilitol desidrogenase, especificamente NAD" dependente. A regeneragdo do
cofator NADPH ocorre no ciclo das pentoses fosfato, enquanto a regeneracao de
NAD", a partir de NADH, ocorre na cadeia respiratoria, tendo oxigénio como
aceptor final de elétrons. Assim, sob condi¢des limitadas de oxigénio, ndo ha a
completa re-oxidagdo de NADH a NAD" promovendo um desequilibrio redox. A
baixa concentracdo de NAD" diminui a oxidagdo do xilitol a xilulose, induzindo a
excrec¢do do xilitol ao meio de cultura.!%-10!

Dessa forma, sob condicdes limitadas de oxigénio, a xilose nao ¢
completamente metabolizada nas leveduras, levando a producdo de xilitol e/ou
etanol dependendo dos cofatores das enzimas envolvidas nas reacOes de

metabolizacdo da xilose, assim como a regeneragao de tais cofatores de acordo com

as condigdes de oxigénio empregadas no cultivo. No entanto, as leveduras que
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fermentam xilose requerem oxigénio para o seu crescimento, sendo um dos grandes
desafios a viabilidade comercial de fermentacao de xilose o alcance do crescimento
celular, assim como a produgio do etanol sob condi¢des anaerdbicas. !

Em condi¢des aerobicas, grande parte da xilose metabolizada ¢
convertida a xilitol, o principal coproduto formado nos cultivos de xilose sob
condi¢des limitadas de oxigénio, o qual compromete a producao do etanol. As causas
da ineficiéncia incorporagao das moléculas derivadas da metabolizagdo da xilose na
rota bioquimica central que resulta na formacdo de etanol. Dentre as varias causas,
a principal estd relacionada com o desequilibrio redox entre os cofatores das enzimas
xilose redutase e xilitol desidrogenase, o qual ocorre sob condi¢des limitadas de
oxigénio necessarias para que o substrato seja convertido em etanol e nao
biomassa. 01104

Estudos empregando a levedura Brettanomyces/Dekkera foram
utilizados para metabolizar diversas fontes de carbono, incluindo pentoses em
condi¢des limitadas de oxigénio e pH baixo. Nessas condigdes D. bruxellensis
produziu etanol com alto rendimento comparativamente ao obtido por S. cerevisiae.
Portanto, usando estratégicas otimizadas de fermentagdo, assim como o controlo
metabolico e o desenvolvimento de linhagens modificadas podem melhorar a
capacidade da levedura Dekkera/Brettanomyces para o uso em novas espécies.'?’

Milessi et al.'%

avaliaram o efeito do oxigénio e a concentracao inicial
do in6culo na produgdo xilose redutase pela Candida guilliermondii do hidrolisado
hemicelulose bagaco de cana-de-agucar. No estudo os autores concluiram que a
concentracdo inicial do indculo ¢ um fator importante na producdo de xilose
redutase, que juntamente com a combinagdo do oxigénio dissolvido em uma
porcentagem apropriada interferiram significativamente no processo de producao.

1 107

Signori et a avaliaram o efeito de oxigenacdo e temperatura na

fermentacdo da glicose-xilose empregando a levedura Kluyveromyces marxianus
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CBS712. No estudo, foi observado que tanto o suprimento de oxigénio quanto a
temperatura mostraram ser parametros-chave afetando a capacidade de fermentacao
de actcares utilizando a levedura K. marxianus CBS712. Em particular, uma
correlacao direta foi observada entre a diminuig¢ao da eficiéncia para consumir xilose
com a reducdo da atividade especifica 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 desequilibrio do
cofator, pos-transcricional e/ou pos-traducional.

Hor et al.!% empregaram o bagacgo de cana-de-agucar e sua vinhaga para
a producao do xilitol através da fermentagdo de Candida guilliermondii. O estudo
demonstrou que em condic¢des limitadas de oxigénio promove a producao do xilitol

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

3.7.2 Influéncia da concentracao de substrato na bioconversao de

pentoses por leveduras

O substrato ¢ um material que contém nutrientes para o crescimento de
microrganismos durante o processo de fermentagdo. As concentragdes de substrato
sdo importantes para tornar o processo mais econdmico, mas uma concentragao
muito alta de substrato pode levar a inibi¢do da formagio do produto final.'"”

A concentracao de substrato ¢ um dos parametros cruciais que afetam o
consumo de substratos, como (D-xilose), o crescimento das leveduras e o processo
de fermentacdo. A concentracgdo inicial de xilose pode afetar a produgado de xilitol.
Tomando este modelo, no caso de microrganismos que podem crescer em condi¢oes

de alta pressdao osmdtica ou na presenca de concentragdes elevadas de glicose, uma
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alta concentragdo inicial de xilose pode presumivelmente levar a uma maior
quantidade de xilitol. Como a concentragdo inicial de xilose aumenta, o nivel de
oxigénio aumenta e assim evitando a inibigdo do crescimento microbiano. No
entanto, os autores explicam que a influéncia da concentracdo do substrato na
conversdo em etanol e xilitol ndo € trivial, isto ¢, os resultados podem variar de uma
espécie para outra.!!”

Diversos trabalhos sobre a produgdo de etanol e xilitol sdo reportados
na literatura, onde os autores avaliaram a influéncia da concentra¢ao do substrato no

1.''! avaliaram a

crescimento celular, na producao de xilitol e etanol. Krahulec et a
fermentacdo 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 utilizagdo da xilose. Eles
reportaram ainda que a linhagem S. cerevisiae, geneticamente modificada, foi capaz
de converter xilose apenas quando as concentragdes no meio de cultivo eram
menores que 4 g/L, sendo este um exemplo de limitagdo que inviabiliza sua
aplicagdo em processos industriais.

Mardawati et al.!'? avaliaram o efeito da concentragdo da glicose como
substrato na producdo microbiana do xilitol utilizando Debaryomyces hansenii
ITBCC R85 a partir do hidrolisado de cachos vazios de 6leo de palma. Os autores
concluiram que a adicdo da glicose como co-substrato afetou a performance da
fermentacdo da D. hansenii na produgdo do xilitol, onde foi encontrado 2,5 g/L da
concentracao da glicose ou propor¢do da concentragao da glicose para xilose de 25%
deu maior rendimento de xilitol.

Leveduras convencionais como Saccharomyces cerevisiae sao tém seu
metabolismo afetado para concentracdo dos acucares de forma que em altas

concentracoes de substrato o fluxo de carbono ¢ desviado para as vias de

fermentacdo resultando na producdo de etanol e gas carbonico, sendo estas
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classificadas como Crabtree positivas. Todavia leveduras nao convencionais tém
sido reportadas na literatura, em sua grande maioria como Crabtree negativas
indicando que a combinacdo que a concentracdo de substrato ndo € o principal
pardmetro que direciona o fluxo de carbono. Bravo et al.''* reportou que
concentracoes iniciais de xilose acima de 25 g/L sdo necessarias para produgdo de
xilitol. Em outro estudo Zhang e Geng!!'* reportaram que um aumento na produ¢do

de etanol a partir de xilose em concentra¢des variando de 100 a 250 g/L.!3115

3.7.3 Influéncia da agitacdo na conversao de xilitol e etanol

Outro fator importante que influencia as condi¢des de operacdo durante
a fermentacao em escala de bancada e industrial ¢ a agitagdo da mistura. Agitagdo ¢
importante para a mistura uniforme dos componentes do meio dentro do
fermentador, pois promove a dispersdo de células e nutrientes. Bem como para
promover uma transferéncia de massa eficaz. O efeito de agitacao na produgao de
etanol é importante para o progresso bem-sucedido para a fermentagio.!!®

A literatura descreve diversos trabalhos avaliando o efeito da agitacao
na conversdo do etanol e xilitol. Rodmui et al.''” empregaram a co-cultura de
Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis para a producdo do etanol em
batelada em meio sintético contendo 20 g/L de glicose e xilose como fonte de
carbono. Apos a incubagdo a 30 °C por 18 h na propor¢ao de glicose e xilose 1:0,
8:1, 6:1, 4:1, 2:1, 1:1 e 0:1, o rendimento de etanol (Ypss) foram 0,35, 0,35, 0,34,
0,32, 0,32, 0,27 ¢ 0,05 g.g’!, respectivamente. Neste estudo os autores avaliaram a

taxa de agitagdao de 0-200 rpm na fermentagdo em lote, os resultados sugeriram que
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a taxa de agitacao de 50 rpm foi adequada para a producao de etanol pela co-cultura
dos agucares misturados.'!’

Silva et al.!'¢ avaliaram os efeitos da agita¢do e aeragio na producio de
xilitol utilizando a levedura Starmerella meliponinorum FRP.09, previamente
isolada e selecionada devido a sua capacidade de produzir etanol e xilitol a partir da
xilose. As fermentagdes foram conduzidas em frascos de 125 mL com 15 mL de
meio de cultura e agitadas a 150 rpm e 200 rpm sem aeracgado forcada e comparadas
com a fermentacdo em sistema estatico. Para avaliacdo da aeracdao forcada, foi
utilizado biorreator com vazao de ar de 0,1 vvm e agitacao de 100 rpm, 0,25 vvm/150
rpm e 0,5 vvm/200 rpm. Maior agitagao 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
fermentacao foi conduzida com um fluxo de ar/velocidade de rotagdao de 0,5 vvm /
200 rpm no biorreator e 150 rpm nos frascos de fermentacao.

Prabhu et al.''"® estudaram o aprimoramento na produgdo do xilitol
usando pré-hidrolisado rico em xilose ndo desintoxicado do bagago da cana-de-
acgucar recém-isolados da Pichia fermentans. Neste estudo os autores avaliaram a
velocidade de rotacao da agitacao entre 100 a 300 rpm com um intervalo de 50 rpm
para a producao do xilitol, e foi observado um aumento de rendimento de producao
do xilitol (36.6 g/L and 0.61 g.g™") até 250 rpm. No entanto, foi observado que com
o aumento da velocidade de agitacdo até¢ 300 rpm, resultou em maior produgdo de
biomassa, mas reduziu a acumulagdo do xilitol. Portanto, a literatura sugere que a
velocidade da agitacdo enriquece o crescimento dos microrganismos, enquanto

velocidade de agitacio moderada mostrou ser benéfica para acumulagdo do xilitol.
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3.7.4 Influéncia da concentracio inicial de células na fermentacao

alcoolica e de xilitol

A concentracao de células viaveis ¢ uma das principais caracteristicas a
serem monitoradas durante o desenvolvimento do bioprocesso € da otimizacao das
condi¢des de biossintese. Em principio, a quantificagdo celular pode ser obtida por
enumeracao direta e/ou por medicao indireta por meio de um indicador mensuravel,
que ¢ quantitativamente correlacionado com a concentragdo celular. Baixos niveis
de oxigénio (1,5-5 mmol/L-h) sdo necessarios para a conversao de xilose em etanol,
a fim de manter a viabilidade celular e o equilibrio NADH. '

Além disso, um alto nivel de oxigénio leva a reassimilagdo do etanol e
producao de biomassa e, portanto, baixos rendimentos. Sob condi¢des anaerobicas,
o crescimento celular e a producdo de etanol sio severamente restringidos. E
relatado, por exemplo, que o crescimento celular de P. stipitis ¢ inibido em baixas
concentracoes de etanol (aproximadamente 34,0 g/L) e a maior tolerancia do etanol
para o crescimento celular é de 64,0 g/L.'"°

Estudos efetuados por Agbogbo et al.''® demonstraram os efeitos da
concentracdo inicial das células de Pichia stipitis na taxa de fermentacao,
concentragdo do etanol e seu rendimento. Em concentragdes baixas de células
iniciais, o crescimento celular foi maior em comparacao com fermentagdes com altas
concentracdes. A taxa de consumo de xilose, a produgdo de etanol e o rendimento
de etanol foi alto quando a concentragdo inicial de células foi alta porque as células
usaram o substrato para a producdo de etanol em vez de para crescimento celular.
No entanto, a seletividade do etanol foi baixa em altas concentragdes de células

1niciais.
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1.120 avaliou a eficiéncia de

Outro estudo realizado por Saputra et a
producdo do xilitol a partir de Meyerozyma caribbica Y67 variando a concentragdo
das células iniciais € o volume na fermentagdo. Este estudo demonstrou que a
concentracao de células iniciais afetou a producao do xilitol, e sugere que seja
utilizada um volume médio de 40% por 48 h de fermentacdao para a obtencdo de
rendimento maximo.

Além disso, dentre os intimeros desafios discorridos, a busca por
microrganismos e condi¢des fermentativas que viabilizem a producao de etanol de
segunda geracao e co-producao de xilitol a partir de biomassas lignocelulosicas se
destaca como um ponto chave. Pesquisas que produzam conhecimento sobre a
capacidade fermentativa e sobre os fatores que influenciam a bioconversdao por
leveduras nao convencionais sdo de imperial importancia para o contexto atual dos
processos de biorrefinarias no Brasil e no mundo,!00:10%:116.118.34

A levedura M. guilliermondii CCT7783, detalhada no item 3.2.2, tem
sido reportada na literatura como capaz de converter pentoses ¢ hexoses com alta
resisténcia 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 condigdes que
afetam a bioconversdao de pentoses por esta levedura sdo necessarios para o
entendimento das condigdes 6timas que permitam sua aplicacdo como plataforma de

convers¢ao em processos de biorrefinaria. -3
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Avaliacao dos efeitos do crescimento adaptativo sobre a cinética
de crescimento e bioconversio de pentoses por Meyerozyma

guilliermondii (CCT7783)

4.1.1 Preparo dos indculos para os experimentos de crescimento

adaptativo.

A levedura Meyerozyma guilliermondii foi isolada, do processo
industrial da Usina S3o Jodo de Araras, e identificada conforme os procedimentos
descritos em Martini et al.>® e esta depositada sob nimero CCT7783 na cole¢do de
culturas da Fundagao André Toselo, Campinas, SP. As culturas de M. guilliermondii
foram denominadas como 311 e s3o mantidas em slants de YEPD (10 g/L extrato de
levedura, 20 g/L peptona, 20 g/L glicose, 10 g/L agar, em agua destilada), sob
condigdes de refrigeracao, nas instalagdes do Laboratorio de Microbiologia Agricola
e Molecular (LAMAM), CCA-UFSCar — Campus de Arara. Para aplicacdo neste
estudo tais culturas foram reativadas em placas de petri contendo YEPD, incubadas
a 30 °C e utilizadas como fonte de indculo nas etapas seguintes.>?

ApOs a reativacdo, as c¢lulas de M. guilliermondii (311) foram
transferidas para placas de petri contendo meio de cultivo minimo composto por 20
g/L. de D-xilose, 10 g/ de agar-agar e 0,67% de YNB (Sigma®, Y1250, (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.). A fracdo contendo xilose e agar foi
previamente esterilizada em autoclave a 120°C e latm por 20 min, sendo entdo
suplementados de solug¢do estoque de YNB, que foi previamente esterilizada por
filtracao 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 - Composi¢dao quimica do meio de cultivo YNB, Sigma®, Y1250

Componente Concentracio
Sulfato de amonio 5S¢/l
Biotina 2 g/L
LD-metionina 20 ng/L
LD-triptofano 20 ng/LL
Pantotenato de calcio 400 pg/L
Acido folico 2 ug/L
Inositol 2 ug/L
Acido nicotinico 400 pg/L
Acido p-aminobenzoico 200 pg/L
Piroxidina HCI 400 pg/L
Riboflavina 200 pg/L
Tiamina HCl 400 pg/L
Acido bérico 500 pg/L
Sulfato de cobre 40 png/L
Iodeto de potassio 100 pg/L
Cloreto férrico 200 pg/L
Sulfato de manganes 400 pg/L
Molibdato de s6dio 200 pg/L
Sulfato de zinco 400 pg/L
Fosfato de potassio monobasico 1 g/L
Sulfato de magnésio 0.5 g/L
Cloreto de sodio 0.1 g/L
Cloreto de calcio 0.1 g/LL

Apos inoculagdo as placas foram incubadas a 30°C por 72 h e, em
seguida uma fracdo das placas foram expostas a luz UV, por diferentes tempos,
conforme definido na Tabela 4.2. A etapa de exposicao a luz UV, foi realizada
baseada na metodologia descrita por Moreno et al.'?°, com modificagdes. 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 instalacoes do Laboratorio de

Bioquimica Funcional e Estrutural da Universidade Federal de Sdo Carlos.

Tabela 4.2 — Definicdo dos tempos de exposicao a luz UV das culturas de M.
guilliermondii

Placa Tempo de exposi¢cao a luz uv
1 30s
2 30s
3 30s
4 60s
5 60s
6 60s
7 120s
8 120s
9 120s
10-12 Sem exposi¢do

4.1.2 Experimentos de crescimento adaptativo

Os inodculos, preparados no item 4.1.1, foram utilizados como culturas
iniciadoras nos experimentos de crescimento adaptativo. Nesta etapa inoculou-se
duas alcadas 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 liquido, YNB (Sigma®, Y1250, (Tabela 4.1) + 20 g/L de xilose,
previamente preparado e esterilizado por filtracao, tais cultivos foram denominados
como 311 _UV. As placas que ndo foram expostas a luz UV, 10 a 12, Tabela 4.2,
foram utilizadas para compor o indculo denominado de 311 EN, que foi inoculado
e propagado sob as mesmas condigoes e procedimentos das placas que foram

exposicao 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 30°C, 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 aliquota de 0,5 ml de cada frasco era
transferida para um novo frasco iniciando-se assim um novo ciclo de crescimento.
Aliquotas de 10 mL eram retiradas ao final de cada 96 h de incubacdo para se
monitorar a viabilidade celular, a morfologia e a contaminagdo por microscopia
optica. Todos os procedimentos descritos neste paradgrafo foram realizados nos

laboratérios de microbiologia e de analises instrumentais do SENAI de Sertdozinho.

4.1.3 Experimentos de cinética de crescimento

4.1.3.1 Preparo dos indculos

Para os experimentos de cinética de crescimento utilizou como indculo
a levedura M. guilliermondii, que foi isolada e mantida conforme descrito no item
4.1.1 e para fins de comparacdo do efeito do crescimento adaptativo em meio
minimo, tal levedura serd referida na apresentacao e discussao dos resultados por
311 P, como sendo M. guilliermondii controle, ou seja ndo passou por crescimento
adaptativo e 311 UV e 311 EN, para se referir a levedura M. guilliermondii
resultante do crescimento adaptativo espontdneo e induzido por luz UV,
respectivamente, conforme descrito na Tabela 4.3. As trés 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 concentragdao de 0,3 g/LL e incubadas a
30°C, sob agitacdo de 160 rpm até obtencdo da biomassa necessdria para os

experimentos cinéticos. Ao final dos ciclos de propagacao as células foram
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centrifugas e lavadas por duas vezes em agua estéril, para se remover todos os
residuos de fontes de carbono, sendo entdo resuspendidas para compor o inoculo a

ser aplicado nos experimentos cinéticos.

Tabela 4.3 — Descri¢do dos inoculos aplicados nos experimentos cinéticos €
fermentativos de M. guilliermondii

Fonte do

Inéculo Tratamento e preparo Denominacao
Meyerozyma Exposicdo aluz UV e

guilliermondii  crescimento em YNB por 311 UV
CCT7783 60 ciclos de 96 h

Meyerozyma

guilliermondii ~ Crescimento em YNB por 311 EN
CCT7783 60 ciclos de 96 h

Meyerozyma

guilliermondii 311 P
CCT7783 Crescimento em YEPD

4.1.3.2 Montagem dos experimentos

Para avaliagdo da cinética de crescimento e efeito de inibicdo pelo
substrato, frascos erlenmeyers de 500 mL foram esterilizados em autoclave, a 120°C
e latm por 20 min, sendo que a cada frasco adicionou-se 150 mL de meio de cultivo,
que consistiu em solugdo analiticamente preparada de xilose nas concentragdes de
5, 15, 25, 35, 45 e 55 g/L, suplementadas com 0,67% de YNB (Sigma®, Y1250,
Tabela 4.1). Para todas as concentragdes os frascos foram preparados em triplicatas
compondo 8 frascos para cada linhagem de M. guilliermondii avaliada (311 P,

311 UVe311 _EN).
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Todas as etapas experimentais ocorreram dentro de capela de fluxo
laminar e todos os materiais e utensilios também foram previamente esterilizados
em autoclave a 120°C e latm por 20 min.

Os experimentos iniciaram-se pelos frascos de menor concentragdo (5
g/L), que, apos correcdo do pH do meio de crescimento para 5,5, foram inoculados
com células de M. guilliermondii (311 P,311 UV e 311 EN) até a densidade optica
de 0,25 a 600nm e mantidos em incubadora a 160 rpm e 30°C. O pH do meio de
cultivo foi ajustado com a adicdo de solugdo de NaOH (12 mol/L) em gotas com
agitacdo, em condigdes assépticas.

Para monitoramento do crescimento celular foram retiradas amostras de
5 mL a cada 12 h por um periodo de 96 h. Ao término do ciclo de crescimento
repetiu-se o mesmo procedimento para todas as concentragoes descritas no paragrafo
anterior, sendo 6 ciclos experimentais, um para cada concentragdo de xilose, com
trés inoculos 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
bioconversao 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 120°C e latm por 20 min. O pH do meio de

cultivo foi entdo corrigido para 5,5 pela adicao de gotas de NaOH (12 mol/L), em
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condi¢des assépticas. Apos o ajuste de pH os frascos foram inoculados com os
indculos preparados conforme descrito no item 4.1.3.1.

A concentragdo inicial de células foi ajustada a partir da densidade
optica, medida em 600 nm, para 0,25. Nesta etapa também se avaliou o efeito do
aumento do substrato e, para esta finalidade, uma sequéncia adicional de
experimentos foi realizada seguindo o mesmo procedimento descrito acima, porém
dobrando-se a quantidade de substrato disponivel no meio de cultivo YEPX para
40g/1 de xilose mantendo-se a concentragdo dos demais nutrientes.

ApoOs inoculagdo os frascos foram amostrados e incubados em
incubadora shaker, marca SOLAB, modelo SL-223 a 160 rpm e 30°C por 96 h com
amostragem de 5 mL a cada 12 h para se analisar as concentragdes de etanol, xilitol,
acido latico, glicerol, acido acético, acido succinico, xilose, arabinose biomassa

celular.

4.1.4 Metodologia analitica

A medicao de pH foi realizada utilizando-se pHmetro digital, fabricante
Metrohm, modelo 827.

A andlise da concentragdo de biomassa celular foi realizada a partir da
leitura de absorbancia em espectrofotometro, marca Analytik Jena, modelo
SPECORD® 200 PLUS. Os valores de leitura de absorcdo a 600 nm foram
convertidos em biomassa celular seca utilizando-se curva padrao de biomassa celular

de M. guilliermondii seca, conforme equacgao:

[Biomassa de M. guilliermondii seca(g/L) = (Absorbancia+0,1378) /1,1625] x dilui¢do Equacao 3
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As amostras, retiradas a cada 12 h, foram centrifugadas a 6000 rpm por
5 min em centrifuga Eppendorf, sendo os sobrenadantes separados e armazenados a
-20°C para as andlises de pH, concentragdo de substratos e produtos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

As amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um e injetadas em
HPLC Shimadzu, modelo LC- 10AD. A separacao dos analitos ocorreu em coluna
Bio-rad Aminex® HPX-87H 300.0 mm x 7.8 mm e as amostras foram eluidas por
fase moével de 4acido sulfurico em 4gua na concentracdo de 0,005 mol/L, em
temperaturas de 30°C para separacao dos agucares e xilitol e 50°C para separagdo de
etanol, glicerol e &cidos organicos. Os analitos foram detectados por indice de
refragdo em detector modelo RID-20A, fabricante Shimadzu. Para todos os analitos
foram preparadas curvas de calibragdo utilizando solugdes padrao HPLC, de
concentracdes conhecidas sendo os valores de drea dos cromatogramas utilizados
para calculo das regressoes lineares obtendo assim as curvas de calibracdo. Para
todos os analitos as curvas foram preparadas em triplicatas para calculo do erro
experimental entre os coeficientes de regressao linear e entre os diferentes niveis das
curvas de calibragdo. As analises por HPLC foram realizadas no laboratério do
Grupo de Energias Renovaveis, Nanotecnologia e Catélises (GreenCat) nas

instalacoes na Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR).

4.1.5 Determinaciao dos parametros cinéticos

Para avaliar o efeito do crescimento adaptativo na cinética de
crescimento de M. guilliermondii, em meio minimo, YBN, contendo xilose como
unica fonte de carbono, calculou-se a velocidade méxima especifica de crescimento

(umax, h') e através da regressdo linear do logaritmo neperiano dos valores de



53

biomassa celular em fun¢do do tempo, na fase de crescimento exponencial, sendo o
valor do coeficiente angular correspondente a velocidade especifica de crescimento

(u, h"), conforme modelo citado por Perna et al.>* que foi proposto por Pirt:3+7°

In[X]=p.t+b Equacao 4

onde:

In[X]= logaritmo neperiano da concentracao de biomassa da levedura;
u = velocidade especifica de crescimento (h');

t = tempo (h);

b = coeficiente linear

O modelo cinético de Monod foi aplicado por se tratar de um modelo
experimental no qual a concentragdo de substrato limitante se relaciona com a
velocidade especifica somente, portanto ndo havendo efeitos secundarios de
inibi¢do, como se espera para leveduras crescendo em meio minimo sintético com
concentragdes crescentes da unica fonte de carbono disponivel, sendo estd a unica
variavel capaz de afetar o crescimento celular. Desta forma, os resultados das
velocidades especificas, em cada concentracdo de substrato, foram utilizados para
se calcular o efeito de inibicdo pelo substrato e a velocidade especifica maxima de
crescimento. Para esta finalidade, calculou-se a constante de Monod, Ks (g/L)
utilizando se os valores das velocidades especificas de crescimento (p h!) calculadas
em concentracdes crescentes de xilose (5, 15, 25, 35, 45 ¢ 55 g/L) e aplicando-se a

equa¢do de Monod linearizada:**"¢

/p=1/pum.S/ (1/Ks + 1/S) Equagao 5
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Onde:

S = concentracao de xilose;

u = velocidade especifica de crescimento;

um = velocidade especifica maxima de crescimento;

Ks = constante de saturagdo pelo substrato.

Todavia valores de inibi¢ao foram verificados nas concentracdes mais clevadas e
com objetivo de se avaliar o efeito dos altos valores iniciais de xilose na velocidade
maxima de crescimento das linhagens adaptadas e controle, a equagdo de Monod

modificada foi aplicada para se calcular a constante de inibi¢do: 3

Wx = Um = (S / (Ks + S) * Ki/(Ki + S)) Equagao 6

Onde:

Ks = Constante de saturacdo definida na equag¢ao de Monod;
ux = velocidade especifica de crescimento;

um = velocidade especifica maxima de crescimento;

Ki = constante de inibi¢ao pelo substrato.

4.1.6 Analise estatistica

Os resultados dos parametros cinéticos, da conversao em bioprodutos e
consumo de substratos foram submetidos a analise de variancia e os valores que

apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia foram também
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submetidos ao teste de Tukey para comparagdo entre as médias. Foi utilizado
linguagem Phyton com aplicagdo de biblioteca pandas para importacao dos dados e

statismodels para os calculos.

4.2 Avaliacdo dos efeitos dos parametros hipoxia, concentracao
inicial de inoculo, concentracao inicial de xilose e rotacio na

eficiéncia de bioconversao por M. guilliermondii

4.2.1 Preparo dos inoculos e meios de cultivo

Nesta fase do estudo aplicou-se como inoculo a levedura M.
guilliermondii denominada como 311 EN que foi adaptada por crescimento
espontaneo apos 45 ciclos de 96 h crescimento em meio minimo, contendo xilose
como unica fonte de carbono, conforme descrito no item 4.1.3.1, tal levedura foi
selecionada para ser aplicada neste experimento por ser o indculo mais eficiente para
crescer e converter xilose, dentre aqueles avaliados nos experimentos descritos na
etapa 4.1. Para obtencdo da biomassa celular necessaria, 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 c€lulas foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 min e lavadas em agua estéril, por
duas vezes, e por fim ressuspendidas para serem inoculadas nas concentragdes
determinadas pelo planejamento experimental.

Como meios de cultivo foram preparadas solugdes de xilose nas
concentracoes de 20 e 40 g/L. com adigao 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

120°C e latm por 20 min.
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4.2.2 Planejamento experimental

Para avaliar os efeitos da concentragao de xilose, do fluxo de nitrogénio
no meio de cultivo, da concentragdo inicial de indculo e da rotagdo na capacidade de
conversao de xilose pela levedura M. guilliermondii (311 EN) realizou-se um
planejamento experimental em fatorial completo 2*. Cada um dos pardmetros
estudados aqui foi considerado como uma variavel independente com dois niveis de
variacdo (-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 sdo os experimentos correspondentes aos niveis alto e baixo das variaveis aqui
estudadas e de 17 a 19 correspondem as triplicatas realizadas nos valores centrais do
planejamento. As variaveis dependentes, também denominadas como variaveis de
resposta foram o consumo de xilose (g/l) e a produgdo e o rendimento em etanol,

xilitol e biomassa celular.'??
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4.2.3 Montagem experimental

Os experimentos foram executados em frascos de 500 mL, contendo
150 mL do meio de cultivo, que foi preparado conforme descrito no item 4.2.1, sendo
a concentracao 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/LL. 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 aera¢do no meio de cultivo, ou seja,
condicdes de hipoxia, os frascos, conforme definidos pelo planejamento
experimental foram submetidos ao fluxo de nitrogénio analitico 5.0 (99,999%) ,
esterilizado por filtragdo, submetendo-se o fluxo através de membrana de 0,2
micron, com vazdes de llitro por minuto e pressdao de 1 atmosfera (Figura 4.1).
Todas as condigdes foram testadas, em triplicatas, para vedacdo e contaminagao

antes do inicio dos procedimentos experimentais.

Figura 4.1 — Montagem do aparato experimental para geracdo de condigdes de
hipoxia

1 2

1 - Montagem e filtracdo do fluxo de N2
2 - Pressdo e vazdo do fluxo de N2
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Os frascos, com e sem etapa de fluxo de nitrogénio, conforme
estabelecido pelo planejamento experimental (Tabela 4.4), foram incubados a 30°C
por 96 h em rotagdes distintas de 60, 110 e 160 rpm, também de acordo com o
planejamento experimental. Amostras foram coletadas no inicio e ao término dos
experimentos e foram analisadas para determinagdo das concentragdes de biomassa

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

4.2.4 Analises das variaveis de resposta

O consumo de xilose, a producao de etanol e xilitol foram analisados
por HPLC, conforme metodologia descrita no item 4.1.4. A produ¢do de biomassa
celular foi analisada por espectrometria na regido do visivel (600 nm) com conversao
dos valores de absorbancia através de curva de calibracao também detalhado no item

4.1.4.

4.2.5 Calculo dos efeitos das variaveis

O calculo do efeito de cada varidvel independente, bem como de suas
interagdes foi realizado para se identificar quais variaveis tem maior influéncia na
conversdo de pentoses por M. guilliermondii 311 EN. Cada varidvel isolada exerce
um efeito de primeira ordem nas respostas analisadas. Para as quatro varidveis
investigadas neste estudo os efeitos de primeira ordem foram calculados a partir da
diferenca entre as médias das respostas para os niveis altos e baixos de cada variavel,

por exemplo para a producdo de etanol os efeitos de primeira ordem foram
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calculados, conforme equacao 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 variavel 1 (concentracao de xilose),

seguindo a organiza¢do do planejamento experimental temos:

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

O mesmo cdalculo foi aplicado para calcular o efeito das demais
variaveis. Sendo entdo calculados quatro efeitos, de primeira ordem, na produgao de
etanol, no consumo de pentoses, na produgao de xilitol e biomassa celular.

Os efeitos sinergisticos e antagdnicos da combinagdo de duas ou mais
variaveis também foram calculados a partir da média das diferengas da soma dos
resultados obtidos nos experimentos em que as variaveis estdo em mesmo nivel e
em niveis diferentes, por exemplo para o efeito gerado na produgdo de etanol pela
interacdo entre as variaveis 1 e 2, concentracdo de xilose e hipoxia, respectivamente,

temos:
Efeito 12, canol = {(Z [etanol] exp. 1,5,9,13,4,8,12,16 ) — (X [etanol] exp. 3,7,11,15,2,6,10,14)/8} Equagdo 8

O mesmo calculo foi aplicado para interagdes de terceira e quarta ordem
para todas as variaveis de resposta aqui estudadas, sendo um total de 15 efeitos sobre
a producao de etanol, 15 efeitos sobre o consumo de xilose, 15 efeitos sobre a
producao de xilitol e 15 efeitos sobre a producdo de biomassa celular de M.

guilliermondii 311 _EN.
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4.2.6 Analise estatistica

A analise estatistica do planejamento em fatorial foi realizada utilizando
o software Minitab. Para as quatro respostas estudadas nesta etapa (consumo de
pentoses, produgdo e rendimento de biomassa celular, etanol e xilitol) graficos de
paretos foram construidos, considerando os valores reais dos efeitos distribuidos
dentro de uma curva gaussiana de area unitaria, sendo os intervalos de confianca
calculados a partir do teste t a 95% de confianga, considerando a amostragem, em
triplicata, no ponto central na primeira analise de dados e apds eliminar as variaveis
de baixo impacto na resposta considerou-se ainda as réplicas geradas ao se rearranjar

o planejamento experimental.

4.3 Fermentacdo dos hidrolisados lignoceluldsicos por M.

guilliermondii 311 _EN

4.3.1 Preparo do inoculo

Para avaliacdo da fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos
utilizou-se como inoculo a levedura M. guilliermondii 311 EN, resultante do
crescimento adaptativo descrito no item 4.1, devido a sua melhor performance na
conversdo de pentoses nos produtos de interesse. Para obtencao da biomassa celular
necessaria para os experimentos de fermentacdo dos hidrolisados, a levedura
311 EN foi propagada em YEPX, 20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona ¢ 10g/L de

extrato de levedura em incubadora shaker a 160 rpm e 30°C por 72 h. As células
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foram centrifugadas a 6000 rpm, por 5 min, o sobrenadante foi separado ¢ as células
foram ressuspendidas em dgua estéril, sendo este procedimento repetido por 2 vezes
para garantir a remocao dos agucares ¢ fontes de carbono aderidos nas paredes

celulares das leveduras.

4.3.2 Preparo das biomassas lignoceluldsicas

As biomassas lignoceluldsicas aplicadas nesta fase do trabalho foram
obtidas do processamento industrial de cana-de-acucar e da produgdo de lapis
colorido. A Palha de cana-de-acucar foi doada pela Usina Sao Francisco e € oriunda
das regides aos redores da cidade de Sertdozinho, onde a usina cultiva cana-de-
acucar sem adi¢ao de agrotoxicos (organica) para producao de etanol, aglicar € outros
derivados para o setor cosmético e alimenticio. Os residuos de madeira foram doados
pela empresa Faber Castell, da cidade de Sao Carlos, e sdo oriundos das etapas finais
de acabamento dos lapis coloridos.

As fibras de palha foram trituradas em moinhos de facas tipo Willey
modelo MA340, fabricante Marconi, para redu¢ao do tamanho das particulas, sendo
separadas em peneira vibratéria marca Bronzinox, e selecionadas fragdes abaixo de
105 micrometros, para garantir maior superficie de contato e uniformidade do
tamanho das particulas. As fibras de residuos de lapis também foram classificadas
em peneiras, mas por se tratar de particulas menores que a palha ndo foi necessario
executar etapa de moagem. Em seguida todas as fibras foram secas em estufaa 110
°C até¢ massa constante, distribuidas em béqueres para inicio 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-hidrolise
alcalina

4.3.3 Preparo dos hidrolisados

O preparo dos hidrolisados se deu através de uma sequéncia de etapas
conforme ilustrado na Figura 4.3. As fibras, apds serem trituradas e secas, foram
submetidas a pré-hidrodlise alcalina conforme procedimento descrito em Mendes et
al.'?® com modifica¢des. Aos béqueres de 2 L, contendo 50g de biomassas, foram
adicionadas solu¢des de sulfito-alcalina composta por mistura de NaOH e Sulfito de
sodio nas proporgoes Sg de NaOH, 10g de sulfito de sdédio por 100g de biomassa.
As biomassas foram impregnadas com estas solu¢des numa relagao 1:10 (p/v) por
30 min, sendo os béqueres entdo submetidos a vacuo (-200 mmHg), por mais 30 min
em dessecador para aumentar a impregnacgdo da solucdo as partes internas da fibra
(Figura4.3). Apos esta etapa as fibras impregnadas foram submetidas a aquecimento

sob pressdo em autoclave a 120°C por 60 min,!28:130-131
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Figura 4.3 — Etapas do pré-tratamento alcalino das biomassas lignocelul6sicas

1 2 3

1 — Adigao de solugdo alcalina as fibras
2 — Tempo de mistura em dessecador a vacuo
2 — Separagdo da fibra do licor alcalino

ApOs a etapa de pré-tratamento alcalino as fibras foram entao filtradas
e lavadas com agua destilada até pH da dgua de enxague igual 7. As fibras foram
novamente secas em estufa a 110°C até massa constante para serem entdao

submetidas a etapa de hidrdlise enzimatica (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Preparo dos hidrolisados lignoceluldsicos
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As fragdes solidas dos pré-tratamentos alcalinos foram submetidas a
hidrolise enzimatica por enzimas celuloliticas presentes no coquetel enzimatico
Cellic Htec 3®, doado pela empresa Novozymes. A solu¢do enzimadtica foi
adicionada na concentracao de 4% em massa, sendo o pH do meio ajustado para 5,0
pela adicao de tampao de acido acético e acetato de sddio. O tempo de reagdo foi de
48 h, sob agitagcao de 150 rpm a 45°C, sendo estas as condi¢des 6timas recomendadas
pelo fabricante e observadas na literatura. 2%

Ap0s a etapa de hidrolise enzimatica a fragdo liquida dos hidrolisados
foi filtrada a vacuo e submetida a concentracdo em banho maria até reducao de cerca
de 50% do volume, o banho foi ajustado para 100 °C, (Figura 4.4), sendo retiradas
amostras ao final do procedimento para determinagdo dos teores de aclcares e
inibidores.

Aos hidrolisados concentrados foram adicionados sais minerais e
nutrientes para compor o meio de cultivo nas propor¢des: 5 g/ de fosfato
hidrogenado de potassio; 1 g/L de cloreto de potassio; 1,5 g/L de cloreto de amonio;
1 g/L de sulfato de magnésio heptahidratado; 6 g/L de extrato de levedura. 100 mL
da solugdo composta por hidrolisados adicionados de nutrientes foram distribuidos
em erlenmeyers de 500 mL, os quais foram autoclavados a 120°C e latm por 20

min.>*

4.3.4 Metodologia analitica

As concentragdes de glicose, xilose, arabinose, etanol, acidos laticos,
succinicos 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 Analise estatistica

Os resultados da conversdao em bioprodutos e consumo de substratos
foram submetidos a analise de variancia e os valores que apresentaram diferenga
significativa ao nivel de 5% de significincia foram também submetidos ao teste de
Tukey para comparagdo entre as meédias. Foi utilizado linguagem Phyton com
aplicagdo de biblioteca pandas para importacdo dos dados e statismodels para os

calculos.

4.3.6 Determinacio dos parametros fermentativos

Para se determinar a eficiéncia da bioconversao por M. guilliermondii
311 _EN, os fatores de conversdo dos actcares em bioprodutos foram aplicados

conforme descrito abaixo:

_ 4P Pf-
Yo = & =SS

Equacdo 9

Onde Pi e Pf sdo as concentracdes finais e iniciais dos produtos e Si e
St sdo as concentragdes iniciais e finais dos substratos, podendo ser um agucar
individual ou a soma dos agucares totais a depender do calculo em aplicacao.

A eficiéncia de conversdo também foi calculada e expressa em % e para
os calculos de conversao em etanol utilizou-se o fator de conversao teorica de 0,511

e para xilitol 0,917, conforme calculado por Barbosa et al.!*3
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Modo de apresentacio e de discussao dos resultados

A etapa de andlise e discussdao dos resultados foi organizada de forma a
apresentar uma sequéncia logica de cada fase deste estudo, iniciando pelos
experimentos que avaliaram o efeito do crescimento adaptativo na cinética de
crescimento e na capacidade de conversdao em bioprodutos ¢ biomassa celular por
M. guilliermoni. Na sequéncia serdo apresentados e discutidos os resultados dos
estudos que avaliaram os efeitos da variagdo da concentracdo inicial de substrato,
aeragdo, concentracdo inicial de inoculo, na produgcdo de biomassa celular, no
consumo de pentoses, na producao e etanol e xilitol por M. guilliermondii. Por fim
serdo apresentados e discutidos os resultados dos experimentos de bioconversao dos
agucares presentes nos hidrolisados lignocelulosicos de palha de cana-de-agtcar e

residuos de fabricacao de lapis em etanol 2G e xilitol.

5.2 Efeito do crescimento adaptativo na cinética de crescimento e na

capacidade de bioconversao de M. guilliermondii

33.34 3 linhagem de levedura ndo convencional M.

Em experimentos prévios
guilliermondii CCT7783 demonstrou capacidade de metabolizar pentoses e glicose
em diversas condigdes, em meios sintéticos, contendo fontes complexas de
nutrientes como o extrato de levedura.

Além disso, sabe-se que linhagens de leveduras ndo convencionais sdo citadas

na literatura pela sua ampla capacidade de assimilar inimeras fontes de carbono'**
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135 Desta forma, antes do inicio dos experimentos de crescimento adaptativo se fez
necessario avaliar a capacidade de metabolizacdo de xilose como unica fonte de
carbono no meio de cultivo, bem como o efeito da adicao de extrato de levedura,
visto que para se obter um efeito evolutivo na eficiéncia de conversao de xilose ¢
necessario que os ciclos de crescimento sejam seletivos garantindo que a xilose seja

a unica fonte de carbono a ser consumida.

5.2.1 Avaliacao da capacidade de crescimento em xilose e em extrato

de levedura.

O experimento exploratério para se entender os efeitos da adicdo de
extrato de levedura no crescimento de M. guilliermondii foi conduzido em triplicata,
em trés diferentes composicoes 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 estdo apresentadas na Figura 5.1. Verifica-se que a
levedura foi capaz de assimilar e crescer em todos as condigdes 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 propor¢ao, quando o meio de cultivo
continha 30 g/L. extrato de levedura como tnico 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 auséncia de xilose e em concentragao
equivalente de extrato de levedura ndo se observou inibi¢ao na curva de crescimento

(Figura 5.1). %7



69

O extrato de levedura ¢ um nutriente complexo que pode conter diversas
fontes organicas de nitrogénio e residuos de carboidratos. Diversas linhagens de
leveduras ndo convencionais como M guilliermondii tém sido destacadas na
literatura devido a sua capacidade de assimilar diversas fontes de carbono. Os
resultados obtidos nesta fase comprovam esta caracteristica para esta levedura e
corroboram com aqueles obtidos por Perna et al., nos quais se observou também a

assimilagdo de acidos organicos. 331134135

Figura 5.1 - Curvas de crescimento 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 incubadas a 30°C, 160 rpm por 96 h.

| e

Biomassa celular (g/L)

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

—e—Ext. de Levedura —e—Xilose S/ Ext. de Levedura Xilose ¢/ Ext. de Levedura

Além disso, observa-se ainda na Figura 5.1, que nas primeiras 12 h, para
todas as curvas de crescimento, a producdo de biomassa foi lenta com curvas

apresentando perfil de inclinagdo baixo, denotando a necessidade de adaptacdo as

136

fontes de carbono e condi¢des do meio de cultivo. Ginovart e Marta'>° comentam
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que a fase de adaptacao € uma importante etapa de um processo de bioconversao e
pode ser afetada pelas condigoes fisicas e quimicas do meio de cultivo, como por
exemplo concentragdo de nutrientes e substratos. Os autores comentam ainda sobre
a importancia de estudos que permitam controlar e acelerar longas fases de
adaptagao, pois a concentragao e o envelhecimento do indculo sdo fatores que afetam
diretamente o desempenho da bioconversio. '

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 adaptagao foi
de 84 h, enquanto para o experimentos com adi¢do de extrato de levedura a fase
exponencial iniciou-se apds 12 horas de cultivo. Tais observacdes podem ser
atribuidas a escassez de nutrientes, como fontes de nitrogénio, que corresponde a
cerca de 10% da massa seca das leveduras e em baixas concentracdes tem papel de
nutriente limitante no crescimento celular.!?’

As velocidades médias de crescimento foram calculadas nos diferentes
substratos e submetidas a andlise de varidncia que demonstrou haver diferenca

significativa ao nivel de 5% (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Resultados da andlise de varidncia 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/1) + extrato de levedura (10g/1), pH de
5,5 a30°C, 160 rpm incubadas por 96 h.

Soma dos Graus de Quadrado

Fontes de variacio quadrados liberdade médio F PREF)
Entre grupos 1,17.10°% 2 5,85.10% 36.11 4,51.10°%
Dentro dos grupos 1.10°% 6 1,67.107

Total 1.27E% 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 diferenga 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 sdo
complexos, podendo variar de acordo com a espécie estudada. Todavia, sabe-se que
o nitrogénio tem papel limitante e desta forma meios de cultivo com escassez de
nitrogénio 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/1) + extrato de levedura (10g/1), pH de 5,5 a 30°C,
160 rpm incubadas por 96 h.
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Estudos avaliando o consumo de extrato de levedura como fonte unica
de carbono e nitrogénio sdo escassos na literatura. Todavia sabe-se que o percentual

de carbono tanto em xilose quanto em extrato de levedura ¢ de aproximadamente
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40% e, como a concentracdo total do substratos foi a mesma em todos os
experimentos (30 g/L), os resultados obtidos nesta fase do trabalho sdo de
importancia primordial pois permitem inferir que para direcionar a metabolizagao
de xilose aumentando o fluxo metabolico que favorece condicdes de adaptacao, se
faz necessario garantir a auséncia de nutrientes organicos complexos como o extrato
de levedura, pois estes podem ser consumidos em mesma velocidade que a xilose
pela levedura aqui estudada (Figura 5.2).205-2%!

Os resultados discutidos até aqui confirmam a necessidade de adaptagao
da levedura em cultivos contendo xilose como fonte de carbono, porém com uma
nutri¢do adequada a sua composi¢do centesimal, como os meios com formulacao
minimamente definida e fontes inorganicas de nitrogénio levando a levedura a

consumir obrigatoriamente xilose como fator de pressdao seletiva ao longo de

sucessivos crescimentos na busca por melhorarias n metabolizacao de xilose.

5.2.2 Avaliacao dos parametros cinéticos das leveduras obtidas por

crescimento adaptativo em xilose.

Nesta etapa do trabalho serdo apresentados e discutidos os resultados
dos efeitos do crescimento adaptativo sobre a cinética de crescimento das linhagens
da levedura M. guilliermondii, que foram obtidas apos 45 ciclos de crescimento,
durante 180 dias, em meio contendo xilose como unica fonte de carbono. As
linhagens foram denominadas como sendo 311 P, controle, 311 EN, adaptacao sem
exposicao aluzuve 311 UV, linhagens que foram expostas a luz UV e na sequéncia
submetidas aos ciclos de crescimento.

4

A exposi¢io a luz UV gera mutagdes randdmicas.’* e estudos

comparando os beneficios de se aplicar a luz UV em relagdo a evolugdo adaptativa
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natural ndo foram encontrados na literatura, por isso os resultados obtidos no
presente trabalho trazem um importante conhecimento sobre a evolug¢do natural

espontanea e seus impactos na linhagem M. guilliermondii aqui estudada.

5.2.2.1 Crescimento em meio minimo contendo concentracoes

crescentes de xilose como substrato.

As curvas que relacionam as velocidades especificas de crescimento,
em concentragdes crescentes de substrato, podem ser observadas na Figura 5.3.

O crescimento adaptativo aumentou a velocidade especifica de crescimento para
todas as concentracdes de substrato testadas (Figura 5.3).

. Sharma et. al'3®

reportaram um aumento de 3 vezes na velocidade
especifica de crescimento de linhagens de K/uyveromyces marxianus submetidas ao
crescimento adaptativo, tendo xilose como tnica fonte de carbono apds 60 ciclos de
crescimento. No presente trabalho houve um aumento na velocidade especifica de
crescimento de 1,88 vezes para a linhagem 311 EN em relacdo a linhagem original,
311 P, apos 45 ciclos de crescimento, sendo estes resultados promissores
considerando que o numero de ciclos pode ser aumentando levando a resultados

muito proximos aqueles encontrados na literatura.
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Figura 5.3 - Velocidades especificas de crescimento de M. guillierondii (311 P), M.
guilliermondii apds crescimento adaptativo (311 _EN) e M. guilliermondii apos
exposicao a luz UV + crescimento adaptativo (311 _UV), em meio minimo (YNB)
contendo xilose como Unica fonte de carbono nas concentracdes iniciais de 5, 15,
25,35,45 e 55g/L, pH de 5,5 a 30°C, 160 rpm incubadas por 96 h.
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Para a andlise do efeito da evolugdo adaptativa nos parametros especificos 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 nao houve inibi¢ao de
substrato, ou seja, a relacdo empirica entre o aumento da concentragao do substrato
e velocidade especifica de crescimento foi linear. Sendo estes entre 5 e 35 g/L de
xilose para as linhagens 311 Pe 311 UV ede 5 a45 g/L de xilose para a linhagem
311 _EN.

As velocidades méaximas de crescimento foram calculadas e submetidas

a analise estatistica, cujos valores estdo apresentados na Tabela 5.2, na qual observa
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se que o crescimento adaptativo aumentou significativamente a velocidade méaxima
de crescimento (umaximo, h™') em todas as concentra¢des de xilose testadas. Além
disso, as leveduras que foram adaptadas sem exposicao a luz UV (311 EN)
apresentaram o melhor desempenho, sendo sua velocidade maxima 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 especifica maxima de
crescimento dos cultivos de M. guilliermondii original (311 _P), e adaptadas
(311 ENe 311 UV),em meio minimo (YNB) contendo xilose como tnica fonte de
carbono nas concentragdes iniciais de 5, 15, 25, 35, 45 e 55g/L, pH de 5,5 a 30°C,
160 rpm incubadas por 96 h.

Velocidade especifica maxima de crescimento *Umaximo(h ™)
311 EN 0,137 a
311 UV 0,108 b
311 P 0,077 ¢

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5%.

O uso de crescimento adaptativo para selecdo de linhagens mais
eficientes na conversao de xilose tem sido reportado na literatura como uma
importante ferramenta, sobretudo para espécies recém isoladas € ou modificadas

geneticamente. Promdonkoy et al.!*

obtiveram linhagens de Saccharomyces
cerevisiae recombinantes com velocidade especifica de crescimento em xilose
aproximadamente 50% maiores que a linhagens originais aplicando ciclos
sucessivos de crescimento em meio minimo contendo 2% de xilose. Condigdes
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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1" reportaram um aumento de 30% na velocidade

Kuyper et a
especifica de crescimento, de 0,09 h™! para 0,12h"!, 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 aplicagao das linhagens de M. guilliermondii em
rotas de bioconversao de xilose.

Oliveira et al.?*

escanearam nove linhagens de leveduras nao
convencionais classificando-as devido ao seu potencial para crescimento em
hidrolisados hemicelulésicos diluidos. Os autores reportam valores de crescimento
em xilose entre 0.10 ¢ 0.21h"' como as velocidades maximas 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,
respectivamente.

Além disso, outro aspecto que corrobora o presente trabalho com aquele
realizado por Oliveira e colaboradores®®® ¢ o intervalo no qual a velocidade foi
maxima e crescente (15 a 43 g/LL de agucares) para a maioria das linhagens, sendo
reportado um efeito de inibi¢do 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 concentragdes minimas € maximas de xilose
que limitam a velocidade especifica maxima de crescimento, a constante de Monod
(ks) e a constante de inibi¢do 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 exposi¢ao

a luz UV gerou linhagens com menor afinidade por xilose como substrato. Baixos
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valores de ks sdo importantes pois auxiliam a manter uma cinética favoravel e
constante, especialmente em cultivos por batelada onde a concentracdo dos
substratos varia com tempo. Além disso a capacidade de metabolizar o substrato
mesmo em baixas concentragdes reduz perdas e aumenta a sustentabilidade dos

bioprocessos.!#

Tabela 5.3 - Resultados da constante Monod (ks) e de inibi¢ao (ki)dos cultivos de M.
guilliermondii original (311 P), e adaptadas (311 ENe 311 UV), em meio minimo
(YNB) contendo xilose como Unica fonte de carbono nas concentragdes iniciais de
5,15,25,35,45 e 55 g/L, pH de 5,5 a 30°C, 160 rpm incubadas por 96 h.

Linhagens de ks (2/L) ki (g/L)
M. guilliermondii

311 UV 5,79a 48,89b

311 EN 4,36b 54,65a

311 P 4,14b 44,38¢

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5%.

O crescimento adaptativo espontaneo ndo afetou significativamente a
afinidade da levedura pela xilose como substrato mantendo a concentracdo minima
de 4,36 g/LL de xilose como ks para a linhagem 311 EN, sendo que este valor ndao
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 informacao
importante sobre as linhagens testadas, pois, sobretudo em condi¢des de fermentagao
de hidrolisados em biorrefinarias, nos quais diversas fontes de carbono estdo
disponiveis e a grande maioria opera em regime de batelada, sendo necessario que
os microrganismos aplicados apresentem alta afinidade pelo substrato aplicado em

altas e baixas concentragdes. 39206221
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Além disso, as linhagens provenientes do crescimento adaptativo
natural (311 EN) apresentaram menor efeito de inibi¢do pelo aumento da
concentracao do substrato, com velocidades crescentes até 45 g/ 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 espontaneo promoveu melhorias em M. guilliermondii
comparado ao crescimento adaptativo induzido por luz UV (311 _UV) para as
condigdes e linhagens aqui estudadas'*!

Os resultados obtidos nesta etapa denotam ainda a importancia da
adaptagao a xilose como substrato por leveduras ndo convencionais naturalmente
fermentadoras de pentoses, visto que os valores de velocidade especifica de
crescimento, em meio minimo, aumentaram de 0,077 para 0,137 h'!, com
consequente aumento no intervalo de consumo de substrato, sendo uma
caracteristica desejada para leveduras industriais visando uma maior produtividade

no processo de biorrefinarias.'*

5.3 Efeito do crescimento adaptativo no consumo de xilose, producao

de biomassa celular e xilitol em meio semi-sintético YEPX.

A limitacdo de nutrientes ¢ uma condi¢do importante para se entender
e comprovar o desempenho de novos microrganismos em relagdo a uma fonte

especifica de substrato, Rollero et al.?"’

comentam que leveduras tém necessidades
nutricionais complexas e limitagdes nas condigdes nutricionais, afetam o
desempenho na conversao em bioprodutos. Desta forma, nesta etapa do estudo,
procurou-se avaliar o crescimento das linhagens provenientes do crescimento

adaptativo em duas concentragdes de xilose como substrato, 40 ¢ 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 Avaliacao do consumo de pentoses e producio de biomassa em

meio de cultivo rico (YEPX) contendo 20 ou 40 g/L de xilose.

As curvas de consumo de pentoses e producdo de biomassa pelas
linhagens de M. guilliermondii, original e adaptadas, em meio YEPX contendo
40g/L de pentoses, estao apresentadas na Figura 5.4. Houve consumo de pentoses e
producao de biomassa celular para as trés linhagens testadas. Sendo o consumo de
pentoses e a produgdo de biomassa observados no periodo de 0 a 60 h pelas linhagens

adaptadas (311 ENe 311 UV)ede 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
exposicao 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 30°C, 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 produg¢do de biomassa, comprovando que o crescimento
adaptativo gerou linhagens com melhor eficiéncia na conversdo de pentose em
biomassa celular em ambas as condi¢des testadas neste experimento com destaque
para as linhagens adaptadas naturalmente (311 EN) pelos maiores valores de
consumo total de pentoses € maiores valores de biomassa.

1.2%® realizaram um experimento com exposi¢do a luz UV

Laplace et a
como mecanismos de adaptagdo e selecao de linhagens de Pichia stipitis, os autores
reportaram que a exposicao a luz UV aumentou a capacidade de consumo de
pentoses, entretanto, ndo foi observado nenhum beneficio na capacidade de
conversao em biomassa e bioprodutos, resultados estes que corroboram com aqueles
obtidos neste experimento.

A variacao de concentracao do substrato tem uma relagao direta com o
metabolismo das leveduras e por esta razao os experimentos realizados nesta fase do
trabalho foram repetidos em 20 g/ de pentoses € as curvas, com os resultados da
producdo 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), estdo
demonstrados na Tabela 5.5. O consumo de pentoses e a producdo de biomassa
celular foram observados para todas as linhagens testadas com curvas bem definidas
até 60 h, embora a produgao de biomassa celular, neste periodo também tenha sido
maior para as linhagens evoluidas 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/LL as linhagens apresentaram perfil de
variacoes distintas de consumo de substrato e producdo de biomassa celular, com

destaque para as curvas de producdo de biomassa e consumo de pentoses das
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linhagens evoluidas 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
exposi¢do 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas
por 96 h.
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Cadiére et al.>” explicam que o crescimento de leveduras em substratos
de lenta metabolizacdo gera linhagens evoluidas com maior capacidade de
metabolizacdo deste substrato pela amplificagdo do fluxo de carbono na dire¢ao da
via das pentose-fosfato, os autores verificaram um aumento de 17% no fluxo de
metaboliza¢do de carbono em experimentos de evolugdo 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 redugado da fase lag ¢ um dos indicadores de melhoria evolutiva.
O efeito na reducao da fase lag, sobretudo para as linhagens evoluidas naturalmente
(311_EN), foi notério tanto nos experimentos em 20 g/l de pentoses quanto
naqueles em 40 g/LL de pentoses, as linhagens evoluidas naturalmente apresentaram
auséncia de fase lag, iniciando seu crescimento exponencial a partir das primeiras
horas experimentais.

Slininger et al.®* Realizam experimentos com cepas nativas
fermentadoras de pentoses de Scheffersomyces stipitis, os autores submeteram a
linhagens a indu¢ao de mutagdo por Luz UV e pressdes de aumento da concentragao
de inibidores e etanol afim de desenvolver linhagens robustas com capacidade de
fermentar sob condi¢des industriais, eles reportaram uma redugdo drastica na fase
lag e outros beneficios como aumento do consumo de xilose € conversao em etanol.

A biomassa celular produzida pelas linhagens adaptadas (311 _EN e
311 UV)eoriginal (311 P) foram calculadas, e os resultados podem ser observados
na Figura 5.6. Observa-se um aumento de cerca de 9% na producdo de biomassa
para as linhagens evoluidas naturalmente (311 EN) em relagdo a linhagem original
(311 _P), o mesmo aumento nao 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 apds exposi¢ao

a luz UV, porém ndo houve beneficios na producdo de biomassa celular. 2!
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Figura 5.6 - Produgdo de biomassa celular de M. guilliermondii original (311 P)e
submetidas ao crescimento adaptativo natural (311 _EN) ou com exposi¢do 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96 h.
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A analise estatistica comprovou haver variagdo significativa ao nivel de

5% no consumo de pentoses apenas nos experimentos realizados em 40 g/L de

pentoses como substratos (Tabela 5.44).

Tabela 5.4 - Analise de varidncia do consumo de pentoses por M. guilliermondii
original (311_P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311 _EN) ou com
exposi¢ao 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas

por 96 h.
.. Soma dos Graus de Quadrado
Fontes de variagio quadrados liberdade médio F PRCF)
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 Uinicas 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 exposi¢ao a luz UV (311 _UV), em meio sintético contendo 40
g/L de pentoses, 20 g/LL de peptona e 10 g/l de extrato de levedura a 30°C, 160 rpm,
pH 5,5 incubadas por 96 h.
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As velocidades médias de crescimento também foram calculadas e os
resultados foram submetidos a andlise estatistica que demonstrou diferenga
significativa ao nivel de 5% de significancia 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
expontaneo (311 EN), cujos valores foram superiores aos obtidos pra as demais

linhagens de M. guilliermondii nas duas concentracdes de substrato testadas neste
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experimento, tais resultados comprovam e corroboram com os maiores valores de
producao de biomassa (Figura 5.5) e consumo de pentoses ( Figura 5.7).

Além disso, ¢ importante ressaltar que tanto nas condi¢des em meio
minimo quanto em meio complexo o padrao de comportamento das linhagens se
mantém estavel, sendo os resultados mais expressivos obtidos para as linhagens
adaptadas de forma espontinea. Matsushika et al.!* reportaram que o crescimento
adaptativo aumenta a capacidade de utilizagao de xilose por leveduras, pois ¢ capaz
de promover a otimizagao as reacdes enzimaticas das vias metabdlicas promovendo
um maior fluxo de conversio de xilose.?!!

Os efeitos do aumento da concentracao do substrato na velocidade média de
crescimento também foram notorios, 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 em meio minimo nos quais se observou um
efeito de inibicao na velocidade especifica maxima de crescimento, de 311 P, nas
concentragdes de xilose acima de 35 g/LL de xilose (Figura 5.3)

Ambas as linhagens provenientes do crescimento adaptativo tiveram
um aumento na velocidade média de crescimento com o aumento da concentracao
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
(nx, h") dos experimentos realizados com a levedura M. guilliermondii original
(311 _P) e submetidas ao crescimento adaptativo natural (311 _EN) e com exposi¢ao
aluz 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96
h.

Pentoses 20 g/l Média px(h™)
311_EN 03391 a
311 UV 03143 b
311 P 0,1952 ¢
Pentoses 40 g/l Meédia de px(h™)
311_EN 0,4673 a
311 UV 0,3704 b
311 P 0,1852 ¢

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5%.

Os resultados obtidos até aqui comprovam uma caracteristica
importante das linhagens M. guilliermondii obtidas a partir do crescimento
adaptativo, pois uma cinética de crescimento favoravel, com alta afinidade pelo
substrato, baixos efeitos de inibi¢do e consumo eficiente de pentoses, sdo essenciais
para o uso de hidrolisados lignoceluldsicos nos processos de biorrefinaria. Além
disso a capacidade de producdo de biomassa celular a partir de acucares como a
xilose tem grande valor para a sustentabilidade destes processos, pois tais residuos
podem substituir o requerimento de carbono e outros nutrientes para a producao de
proteina microbiologica.?!

As linhagens adaptadas apresentaram maiores valores de produgdo de
biomassa celular, menor fase de adaptag¢do (lag) e menor ciclo de crescimento.
Ambas as linhagens provenientes do crescimento adaptativo em xilose (311 EN e

311 UV) apresentaram auséncia de necessidade de adaptacao ao substrato, ou seja,
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fase exponencial de crescimento a partir do instante inicial, ja a levedura ndo
adaptada apresentou inicio da etapa exponencial apds 12 h de cultivo. Resultados

que corroboram com aqueles observados na literatura, pois Zhao et al*!

aplicaram
técnicas de evolugdo adaptativa e reportaram resultados na reducao da fase lag com
aprimoramento de outras caracteristicas como a eficiéncia da conversdo de agucares

presentes nos hidrolisados lignoceluldsicos em etanol.

5.3.1.1 Efeito do crescimento adaptativo na conversao em xilitol

Leveduras das espécies C. guilliermondii e C. tropicalis t€ém sido
reportadas na literatura como microrganismos promissores para a producao
biotecnologica de xilitol. Que ¢ de grande interesse para os processos de
biorrefinarias, pois trata-se de produto de alto valor agregado com alto custo de
producao por rota quimica. 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 producao de
xilitol.

Os parametros de conversao 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 condi¢Oes testadas, sendo este um resultado
interessante por se tratar de uma nova linhagem, nao convencional, para a qual a
producdo de xilitol, a partir de pentoses, € reportada pela primeira vez e sabe-se ainda
que um pequeno nimero de microrganismos € capaz de converter xilose em xilitol

naturalmente.?'5-222
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Tabela 5.6 - Parametros de conversdao 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 exposi¢do 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96 h.

Linhagem [xilose (g/l)] Yp/s? ne
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

beficiéncia de converséo considerando o maximo teorico de 0,917g.g-1 (Barbosa- et al., 1988)

Além disso, ¢ importante destacar ainda os aumentos obtidos na
conversao em xilitol para as linhagens de M. guilliermondii adaptadas a xilose como
substrato. Ambos os experimentos de crescimento adaptativo, com ou sem indugao
por luz UV, 311 UV e 311 EN geraram linhagens mais eficientes para a produgao
de xilitol a partir de xilose.

1.9 reportaram um aumento de 13% no rendimento em

Bianchini et a
xilitol ao submeter linhagens de Candida guilliermondii a evolugdo adaptativa. Nas
condicOes estudadas neste trabalho os melhores resultados em conversao a xilitol
foram obtidos para as linhagens adaptadas em xilose, sem exposicao a luz UV
(311 _EN) e em meio de cultivo YEPX com concentragao de 20 g/LL de pentoses,
nestas condi¢des o rendimento em xilitol foi de 37% e a conversdo foi de 0,34 g/g
e, nas mesmas condi¢des, a linhagem original (311 P) apresentou uma conversao 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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1.3'comentam que a aplicagdo de evolugdo adaptativa é

Queiroz et a
uma ferramenta importante para se atingir niveis economicamente vidveis de
conversao de xilitol em processos de biorrefinaria.

A andlise de variancia comprovou haver diferenga estatistica ao nivel
de 5% na concentracgao de xilitol produzido pelas linhagens de M. guilliermondii e
o teste de Tukey foi realizado para se determinar a diferenca significativa entre as
médias. Os resultados da analise estatistica estdo apresentados na Tabela 5.7, onde
observa-se que em altas concentragdes de pentoses no meio de cultivo (40 g/L) todas
as linhagens demonstraram diferenga significativa, mas para os experimentos em 20

g/L apenas as linhagens evoluidas sem exposi¢cao a luz UV (311 _EN) aumentaram

significativamente a producao 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 exposi¢ao
aluz 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 30°C, 160 rpm, pH 5,5 incubadas por 96
h.

Pentoses 40 g/1 Xilitol (g/L)
311 EN 12,2 a
311 UV 10,3 b
311 P 6,4 ¢
Pentoses 20 g/l Xilitol (g/L)
311 EN 6,6a
311 P 2,5 be
311 UV 23¢

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5%.
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Estudos que comparam a efic4cia da aplicagdo de luz UV em relagdo a
evolucdo adaptativa natural ndo foram encontrados na literatura, porém o aumento
da producao significativa de xilitol tanto em 20 g/ quanto em 40 g/L pelas linhagens
adaptadas sem aplicacdo de luz UV tem uma importancia notoria para a producao de
bioldgica de xilitol em processos de biorrefinaria, pois a conversao viavel de xilose
em xilitol depende da busca por linhagens capazes de manter rendimentos altos em
concentracoes elevadas de xilose em hidrolisados concentrados e na presenga de
inibidores, cuja resisténcia pelas linhagens de M. guilliermondii aplicadas neste
estudo também ja foram comprovadas em estudos anteriores.>* 216-220

Os resultados obtidos nesta etapa do experimento demonstraram que o
crescimento adaptativo de leveduras ndo convencionais em fontes de carbono nao
preferenciais, como pentoses, tem alto impacto para produzir leveduras melhoradas
capazes de viabilizar a produgao de processos de biorrefinaria. Nesta fase do estudo
M. guilliermondii foi capaz de metabolizar as pentoses em todas as condigdes
testadas e as linhagens evoluidas naturalmente demonstraram maior desempenho
para biossintese de xilitol e biomassa celular, sendo estes dois produtos de alto valor
agregado que podem aumentar a sustentabilidade econémica do processo.

Além disso, o conhecimento produzido nesta etapa do trabalho também
permitiu entender que a concentragdo do substrato afeta o metabolismo de M.
guilliermondii levando a variagcdes na performance da biossintese. Desta forma,
estudos mais pormenorizados para se entender quais sao as melhores condi¢des que
direcionam o metabolismo para os produtos de interesse se fazem necessarios.
Sobretudo antes de se submeter as linhagens a fermentacdo de hidrolisados
lignocelulosicos, visto que os meios sintéticos fornecem um maior controle sobre o

impacto dos nutrientes e possiveis inibidores.
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5.4 Avaliacao do efeito das condicoes fermentativas sobre a
biossintese de etanol, xilitol e biomassa celular por M.

guilliermondii adaptada (311_EN)

A dinamica de crescimento e produ¢do de bioprodutos por
microrganismos depende de inimeros fatores associados as condi¢des do meio de
cultivo como a concentracdo de substrato, a concentragao de inoculo e fatores
associados a transferéncia de oxigénio como condi¢des de hipoxia e rotacdo. A
levedura ndo convencional Meyerozyma guilliermondii CCT7783, isolada e
previamente reportada como capaz de fermentar naturalmente pentoses, foi evoluida
por crescimento adaptativo em xilose como Unica fonte de carbono na primeira etapa
experimental do presente trabalho que gerou uma linhagem melhorada capaz de
metabolizar xilose com maior eficiéncia 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.*

Desta forma, na segunda etapa do presente trabalho avaliou-se a
influéncia dos parametros concentragdo de xilose, concentragcdo de biomassa celular,
fluxo de N> no meio de cultivo e rotagdo, no consumo de xilose, producdo de
biomassa celular, produ¢do de xilitol e producdo de etanol pela levedura M.
guilliermondii adaptada (311 _EN).

Os experimentos realizados nesta fase foram delineados a partir de um
planejamento experimental fatorial completo 2* no qual as quatro varidveis em
estudo foram testadas em niveis alto e baixo, conforme descrito no item 4.2, e a partir
dos resultados obtidos calculou-se o efeito das variaveis e suas intera¢des, conforme
equacao descrita no item 4.2.5. Tal delineamento foi escolhido por possibilitar

incluir um nimero alto de variaveis e entender seus efeitos nas respostas desejadas.
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Sendo que os resultados do escaneamento dos efeitos destas variaveis serao

apresentados e discutidos a seguir.

5.4.1 Efeito da concentracao inicial de xilose, concentracao inicial de
inoculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotacao no consumo de

xilose pela levedura M. guilliermondii adaptada 311_EN

A concentragdo inicial e final de xilose foi analisada por HPLC,
conforme descrito no item 4.1.4 ¢ o consumo, pela levedura M guilliermondii
311 EN, foi calculado a partir da diferenca 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 ¢ possivel se verificar
que houve uma variagdo ampla no consumo de xilose em reposta aos diferentes
niveis das variaveis.

Os efeitos individuais ¢ combinados das variaveis foram calculados,
gerando um total de 15 efeitos, conforme metodologia descrita no item 4.2.5. Os
resultados normalizados, dos efeitos foram submetidos a analise estatistica e teste t,
com intervalo de confianca de 95% utilizando o software Minitab, e os resultados
podem ser observados no grafico de pareto na Figura 5.8. Observa-se que trés das
quatro variaveis estudadas tem efeito individual mais significativo e que quatro
efeitos combinados também estdo acima limite de significancia ao nivel de 95% de

confianca.
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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 N, no meio de cultivo, incubados por 96 h em 30°C em rotagdes de 60 ou 160

rpm.

Variaveis A B C D Resposta
Exp Xilose Hipoxia Iné6culo Rotacio Consumo de Xilose

(g/L) (g/L) rpm (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 variaveis e seus limites em
planejamento fatorial simples objetiva-se entender as variaveis com maior influéncia
na resposta e seus limites na busca de condi¢des 6timas de bioconversdao. Desta
forma as varidveis A (concentragdo inicial de xilose), B (Fluxo de N2 no meio de
cultivo) e D (Rotagdo), sdo as variaveis de maior impacto e seus niveis 6timos devem

ser objeto de estudo para condic¢des ideais de conversdo aplicando a linhagem de
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levedura M. guilliermondii, aqui estudada, em meios contendo xilose como

substrato.

Figura 5.8 - Grafico de pareto dos efeito padronizados no consumo de xilose nos
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/LL de extrato de levedura, em pH 5,5, com
ou sem fluxo de N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30°C em 60 ou 160

rpm.

ronizados
a = 0,05)

Termo 4,30

A | Fator Nome
Xilose (g/L)

8 Fluxo de N2 (h)
D Indculo (g/L)
AD Rotagdo (rpm)

cD

BD
BC
BCD
ABC
ACD
AB
AC
ABCD
C
ABD

OO ®»

0 5 10 15 20 25 30
Efeitos Padronizados

Verifica- se que concentracdo de xilose, o fluxo de N, no meio de
cultivo e a rotacao exercem maior efeito no consumo de xilose. A analise estatistica
permitiu ainda organizar os valores dos efeitos normalizados das variaveis em um
grafico de probabilidades sendo os valores distribuidos ao longo de um eixo Z,
considerando a distribuicdo dentro dos limites de uma curva gaussiana de area
definida. Os intervalos de confianca foram calculados pela aplicagdo do teste t, com
95% de confianga, considerando o desvio da amostragem, em triplicata, no ponto

central do planejamento (Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Gréfico de distribui¢ao 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/LL de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, em pH 5,5,
com ou sem fluxo de N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30°C em 60 ou

160 rpm.
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Os resultados estatisticos verificados no grafico distribuicdo normal

(Figura 5.9) corroboram com aqueles demonstrados no grafico de pareto (Figura
5.8). Observa-se no grafico de distribui¢do que muitos efeitos estdo dentro da regido
do limite de confianga, ou seja, regido de hipdtese nula, portanto sdo efeitos
estatisticamente nulos. Outra grande parcela dos efeitos encontra-se muito proxima

do intervalo de confianga sendo, este conjunto de efeitos de baixo impacto no

consumo de xilose pela levedura M. guilliemondii.
Além disso a distribuicdo dos valores reais na Figura 5.9 permitiu

entender que a variavel B, fluxo de N, no meio de cultivo tem efeito negativo sobre

o consumo de xilose, sendo estd uma informag¢do muito importante sobre o

metabolismo desta levedura. O consumo de xilose tem sido reportado na literatura
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como uma dependéncia das enzimas das de metabolizacdo de xilose, sendo estas
limitadas pela aeragdo e pela concentragdo de xilose. Sendo que em altas
concentragcdes as leveduras sofrem inibicao pelo aumento da pressao osmotica no
meio extracelular, e este efeito pode ser intensificado, em condigdes de baixa

capacidade de transporte de xilose. Rosa et al.!#

reportou um aumento nas atividades
das enzimas envolvidas nas vias de conversao de xilose (xilose-redutase e xilitol-

desidrogenase) em até 30g/L, de concentragio inicial de xilose.!'*

Devido ao destaque das variaveis concentragao de xilose (A), fluxo de
N2 no meio de cultivo (B) e rotagcdo (D), por seus valores estarem mais distantes do
limite minimo do intervalo de confianga, um grafico de efeitos principais foi plotado

e os resultados podem ser observados na Figura 5.10.

Figura 5.10 - Grafico 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/LL de peptona e 10 g/L de extrato de levedura,
em pH 5,5, com ou sem fluxo de N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30°C
em 60 ou 160 rpm.
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Observa-se, na Figura 5.10, que o consumo de xilose ¢ favorecido
quando se aumenta a concentracao inicial do substrato no meio de cultivo e com a
aeragao, sendo este Ultimo associado a taxa de transferéncia de massa e de oxigénio
e tal comportamento corrobora com a necessidade de manter a varidvel fluxo de N,
em nivel baixo, visto que tal varidvel também influéncia na aeragdo do meio de
cultivo.

Veras et al.">! reportaram uma reducdo no consumo de xilose em baixas
condicdes de aeracdo para quatro diferentes espécies de leveduras nao
convencionais, os autores associaram a redugao a fatores como equilibrio redox entre
NAD/NADH, atividade das enzimas das vias iniciais de conversao e transporte de
xilose. Além disso verifica-se ainda na literatura que o comparativo entre as espécies
se torna dificil devido a fatores intrinsecos e pela necessidade de adaptacao de novas
linhagens.

As médias dos efeitos principais, demonstrados na Figura 5.10,
comprovam que para se aumentar consumo de xilose necessita de altas
concentragdes iniciais do substrato (30 a 40 g/L) e alta aeragdo, ou seja baixos
valores de fluxo de nitrogénio. De acordo com Du Preez 46 a aera¢do do meio de
cultivo € o parametro mais importante na conversdo de xilose por leveduras, visto
que a taxa de aeragdo estd associada ao direcionamento do fluxo de carbono para o
crescimento celular ou conversao em bioprodutos e tais vias apresentam diferentes
cinéticas de conversdo. A determinacdo do efeito das varidaveis que devem ser
controladas durante a bioconversao de xilose em processos de biorrefinaria ¢ a
primeira etapa na produ¢do de conhecimento que permiti otimizar as condi¢des de
biossintese afim de se tornar o processo economicamente viavel. 03146

Os processos metabolicos associados ao crescimento celular, transporte
de xilose e fungdes mitocondriais sdo dependentes e limitados pela concentracao de

oxigénio. Em leveduras fermentadoras de pentoses a reducao da disponibilidade de
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oxigénio no meio, gera um efeito em cadeia resultando na incapacidade da cadeia
transportadora de elétrons em reoxidar todo NADH; produzido, com o acimulo no
meio intracelular as taxas de conversao de NAD-xilitol desidrogenase sdo reduzidas
acumulando xilitol e reduzindo as vias de produc¢do de etanol ¢ biomassa celular.'#”-
148

Leveduras nao convencionais, como M. guilliermondii, tém sido
amplamente estudadas devido a sua capacidade natural de transporte de xilose, sendo
esta caracteristica também afetada por parametros como a aeragao do meio de cultivo
e concentragdo de xilose, pois a afinidade dos transportadores e energia celular
requerida para o transporte tem sido reportadas como processos dependentes de
oxigénio, 148149

A linhagem de levedura aplicada como inoculo nesta etapa de trabalho,
M. guilliermondii 311 _EN, foi adaptada em xilose como unica fonte de carbono,
avaliada e selecionada pela sua capacidade superior em metabolizacdo de xiloses
comparada a linhagem originalmente selecionada do processo industrial, conforme
descrito no item 4.2. no qual se comprovou que a esta linhagem nao sofre efeito de
inibicao pela xilose como substrato em até 35g/L e tais resultados corroboraram para
o desempenho crescente com o aumento da concentracdo de xilose observados aqui,
em condic¢des de aeragio.!”

Desta forma os resultados do escaneamento por andlise fatorial dos
efeitos das variaveis aqui estudadas no consumo de xilose pela levedura adaptada
M. guilliermondii (311 EN) permitiu identificar que para se aumentar 0 consumo
de xilose nas biossinteses aplicando esta linhagem necessita-se aumentar as
concentragdes iniciais de xilose e a rotagdo do meio de cultivo mantendo parametros

associados a aera¢ao do meio, como o fluxo de N,, em valores baixos.
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5.4.2 Efeito da concentracao inicial de xilose, concentracao inicial de
inoculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotaciao na producao de
biomassa celular pela levedura M. guilliermondii adaptada

311_EN

Apos se identificar as condigdes que favorecem um maior fluxo de
xilose para as vias metabodlicas da levedura M. guilliermondii adaptada 311 EN,
seguiu-se com a analise do efeito dos mesmos parametros na producao de biomassa
celular e os resultado podem ser observados na Tabela 5.9, onde nota-se que algumas
condi¢des inibiram completamente a produgdo de biomassa celular com valores de
rendimento (Yys) proximos de zero e em outras condi¢des os valores foram muito
proximos de 0,85 g biomassa/g de xilose, ou seja quase 85% de aumento na producao
de biomassa.

A influéncia de cada varidvel individual e de seus efeitos combinados foram
calculados e podem ser observados na Figura 5.11, onde € possivel verificar que as
variaveis B (fluxo de N, no meio de cultivo), D (rotacdo) e A (Concentragao incial
de xilose) sdo as variaveis com efeitos mais significativos. A concentracao inicial de
inéculo e a combinagdo das demais variaveis 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/LL 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 30°C em 60 ou 160 rpm.

Variaveis A B C D Respostas
. . . Inoculo Rotacao Biomassa Yxis
Exp Xilose Hipoxia (g/L) rpm celular (@.g")
(g/L) (gN)
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

aYys (g9.9-1) g biomassa celular / g xilose consumida

Sabe-se que a concentragdo de substrato pode inibir o crescimento
celular a partir de limites, que variam de acordo com cada tipo de microrganismo e
condi¢des fermentativas. Por se tratar de uma levedura recentemente isolada e

estudada procurou-se limitar os valores nesta fase do trabalho aqueles previamente



101

avaliados no estudo cinético, para se obter uma resposta direta do efeito da
concentra¢ao em condi¢des nao inibitdrias.

A varavel C (concentragdo inicial de inoculo) foi eliminada e analise
fatorial fo1 aplicada somente as trés varidveis de maior impacto gerando o modelo

de resposta ajustado abaixo:

n% Biomassa = 36,426 - 14,571 A - 17,852 B + 14,695D + 5,595 AB - 2,223AD + 1,802 BD - 7,644 ABD - 14,71 PtCt  Equacio 10

Sendo:

A:  Xilose (g/L)

B: Fluxo de N2 (h)
C: Rotagdo (rpm)
PtCt: Ponto central

O modelo calculado pelo software Minitab foi submetido a analise de
variancia 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 confianca de 95%. Sendo o R2 calculado de
99,12% com R2 do modelo previsto de 98,04%, demonstrando que este modelo pode
ser aplicado para predizer as condigdes mais favoraveis de producdo de biomassa

celular pela levedura M. guilliermondii (311 _EN) tendo xilose como substrato.
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Figura 5.11 - Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis, na producao de 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, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo,
incubados por 96 h a 30°C em 60 ou 160 rpm.
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O efeito combinado das varidveis fluxo de N, no meio de cultivo e
concentracdo inicial de xilose no rendimento em biomassa celular podem ser
observados na Erro! Fonte de referéncia nio encontrada., onde ¢ possivel
verificar que o fluxo de nitrogénio no meio de cultivo teve efeito negativo na
producao de biomassa, ¢ que valores altos rendimentos podem ser atingidos pelo
aumento da aeracdo da concentracdao inicial de substrato simultaneamente. Tais
resultados corroboram com aqueles observados na Tabela 5.9, onde conversdes
proximas de zero foram observadas para todas as condigcdes nas quais a rotacao

estava em nivel baixo e o fluxo de nitrogénio era alto, experimentos 3e4 e 7 e 8.
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Tabela 5.10 - Analise de variancia do modelo de regressdao 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 30°C em 60 ou 160 rpm.

Fonte GL SQ (Aj.) OM (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
Rotagdo (rpm) 1 3455,0 3454.99 499,04 0,000
Interagdes 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)*Rotagao (rpm) 1 79,1 79,10 11,43 0,007
Fluxo de N2 (h)*Rotacao (rpm) 1 52,0 51,96 7,51 0,021
Interacoes de 3 fatores 1 934,8 934,78 135,02 0,000
Xilose (g/L)*Fluxo de N2 (h)*Rotagdo (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 - Grafico de superficie de resposta do rendimento em biomassa celular
versus concentragcdo inicial de xilose (g/L) e Fluxo de N, 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 N, no meio de cultivo, incubados por 96
h a 30°C em 60 ou 160 rpm.
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Silva et a].!00-151

, avaliaram os efeitos da oxigenacdo na conversao em
biomassa por levedura ndo convencional Pichia stipitis, em delineamento fatorial 2°.
Os autores reportaram que existe um valor limitante no qual a oxigena¢ao do meio
de cultivo desvia a conversao do processo para biossintese de biomassa, sendo que
a partir desta concentracao, a producao de biomassa cresce linearmente com a taxa
de transferéncia de oxigénio. Observando-se o grafico de superficie de contorno
(Figura 5.13) percebe-se que existe uma regido de maxima produgdo de biomassa
em rotacoes elevadas (140 a 160 rpm) e zero fluxo de N, no meio de cultivo,

corroborando com os resultados discutidos pelos autores, pois maximas rotagoes

levam a maior transferéncia de oxigénio.
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Figura 5.13 - Grafico de superficie de contorno considerando os efeitos das variaveis
rotagcdo e fluxo de N,, 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/LL de extrato de
levedura, em pH 5,5, com ou sem fluxo de N, no meio de cultivo, incubados por 96
h a 30°C em 60 ou 160 rpm.
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Em leveduras ndo convencionais como Debaryomices hansenii €
Candida guilliermondii, a combinacdo da aera¢do com outros fatores como a
concentracdo de células e substrato pode levar a diferentes taxas de producao de
bioprodutos. Todavia, o crescimento celular e consequentemente a producdo de
biomassa celular tem uma dependéncia direta e forte da disponibilidade de oxigénio
no meio de cultivo, sendo os limites de oxigénio determinantes para a producao de
biomassa celular. 121153
A dependéncia da aeracdo do meio observada neste experimento traz

um importante aspecto sobre o metabolismo de leveduras ndo convencionais como

M. guilliermondii, pois mesmo em valores altos de concentracdes de substrato, o
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crescimento celular foi limitado pelo fluxo de nitrogénio no meio de cultivo, sendo
este um comportamento ndo observado em leveduras convencionais como
Saccharomyces cerevisiae, cuja concentracao de substrato desvia o fluxo de carbono
para as vias de fermentagado, sendo este o parametro determinante quando se atinge
altas concentragdes de substrato. 121153

Outro resultado de destaque, nesta parte do estudo, foi o rendimento em
biomassa (Yx;s) obtido para algumas condigdes do planejamento. Os valores
maximos de eficiéncia de conversao 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
producao de proteina microbianas, como uma opg¢ao de coproduto em processos de
biorrefinaria. 3223

Leveduras nao convencionais, como Candida utilitis, Candida
langeronii, Candida intermedia e Spathaspora passalidarum, t€m sido reportadas
como candidatas para a produgdo de proteinas microbianas (unicelulares) a partir
dos acucares liberados na hidrolise da biomassa lignocelulosica, com rendimentos
variando entre 0,12 a 0,45 g.g”'. Os experimentos realizados nesta etapa do presente
trabalho permitiram observar variagdes de rendimentos entre 0,001 a 0,83 g.g’!
denotando a importancia de se escanear varidveis e seus efeitos, salientando ainda o
potencial de aplicagdo da levedura M. guilliermondii (311 _EN) para a produgao de
proteina bioldgica, pois das 16 condigdes observadas no planejamento da (Tabela

5.10), 11 apresentam valores iguais ou superiores aos reportados na literatura.?*>-23
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5.4.3 Efeito da concentracao inicial de xilose, concentracao incial de
inoculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotaciao na producao de

xilitol pela levedura M. guilliermondii adaptada 311 _EN

Na etapa anterior observou-se quais as condigoes que influenciam e que
podem ser aplicadas para se otimizar a producdo de biomassa celular (g/L), sendo
este um produto de alto interesse pela producao de proteina bioldgica. Outro produto
de alto interesse e valor agregado ¢ o xilitol e a producao viavel de xilitol tem sido
reportada na literatura como uma relacao da aeragao do meio de cultivo associada a
pardmetros como concentracao de substrato.

Desta forma, a relacdo entre a concentracdo de xilose, fluxo de
nitrogénio no meio de cultivo, concentracao de inoculo e rotagdo na produgdo de
xilitol pela levedura M. guilliermondii selecionada por crescimento adaptativo,
311 EN serdo apresentados nesta fase do presente estudo

Os resultados da concentracdo, conversao e¢ rendimentos em xilitol
podem ser observados na Tabela 5.11, na qual observa-se que, assim como a
producdo de biomassa celular e o consumo de xilose, a bioconversdo em xilitol
apresenta uma grande variacao em decorréncia da combinagdo dos niveis das quatro

variaveis.
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Tabela 5.11 - Valores de xilitol produzidos (g/L), conversado 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 N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30°C em 60 ou
160 rpm.

Variaveis A B C D

Exp )((gn}zs)e Hipoxia Il(lglcil)lo R‘;S‘Ifla" Xilitol (g/1) 0" (%)
1 5 1 1 1 1,59 7,82
5 : 1 1 -1 4,48 13,68
; 1 ) B -1 0,73 6,57
A : ) 1 1 1,68 8,96
s 0 1 1 -1 3,83 19,15
. | 1 1 -1 5,37 20,86
; r ) 1 -1 1,14 14,00
? 1 1 1 -1 0,74 4,63
0 r 1 1 1 0,21 1,03
10 1 -1 -1 1 0,75 2,00
" 1 ) 1 1 2,82 21,28
s | ) 1 | 8,37 31,25
3 1 1 1 | 0,31 1,49
1 | 1 1 1 5,22 14,11
s 1 ) 1 1 6,17 30,30
i | ) 1 1 11,75 32,90

2YP/S rendimento em g xilitol / g xilose consumida

A grande variabilidade na produgao de xilitol em funcdo dos parametros
de eficiéncia e conversao demonstrados na Tabela 5.11, denotam haver influéncia
de algumas varidveis e suas combina¢des de forma mais significativa do que outras.
Tal comportamento foi comprovado ao se analisar o efeito individual de cada
variavel e suas respectivas interagdes no grafico de pareto (Figura 5.14). Verifica-se
que a interagdo das variaveis relacionadas a aeracao do meio, fluxo de N, (B) e
rotacdo (D), foram os unicos pardmetros significativos ao nivel de 5% de

significancia.
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Figura 5.14 - Grafico de pareto dos efeitos padronizados das variaveis 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 N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30°C em 60 ou 160 rpm.
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O grafico de interagdo demonstra que o rendimento médio da produgao de xilitol
pela levedura M. guilliermondii adaptada (311 _EN) depende do controle das duas
variaveis de forma simultanea sendo que quando o fluxo de N2 e a rotacdo sao
mantidos em nivel alto atinge-se o maior rendimento em produgao de xilitol (Figura

5.15).
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Figura 5.15 - Grafico de interagdo das variaveis fluxo de N, e rotagdao 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 N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30°C em 60 ou 160 rpm.
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A relacdo entre a produgdo de xilitol e os pardmetros relacionados a
aeracdo do meio de cultivo tém sido amplamente estudados na literatura, sendo a
producdo de xilitol, por leveduras ndo convencionais, reportada como uma relagao
microaerofila, ou seja, ocorre em maior rendimento em baixas concentragoes de
oxigénio dissolvido no meio fermentativo, pois em altas taxas de aeracao a reducao
de D-xilose a D-xilulose ¢ favorecida, sem acimulo de xilitol, porém em baixas
condigdes de aeragio o equilibrio redox NADH/NAD™ limita esta etapa da conversao
acumulando xilitol,46:147.153-136.159

A concentragdo inicial de substrato € um parametro de alto impacto na
producdo de xilitol para leveduras ndo convencionais, conforme reportado na

1 159

literatura. Dominguez et al.>” reportaram um aumento linear na produgao de xilitol

com a concentracao inicial de xilose no meio de cultivo. Todavia, dentro dos limites
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avaliados neste planejamento, a concentracdo inicial de xilose ndo afetou o
rendimento em xilitol. Sendo o rendimento em xilitol dependente apenas da aeracao
e rotagao do meio de cultivo.

Além disso, as condi¢des avaliadas no presente estudo variaram até
40g/L de xilose. Oh e Kim'*’ reportaram que valores maximos de produgio de xilitol
em 150 g/L de concentracdo inicial de xilose nos cultivos de Candida tropicalis,
sendo a biossintese de xilitol inibida para valores superiores a este, denotando desta
forma que os limites e valores 6timos dos parametros de conversdo associados ao

metabolismo de xilose ¢ intrinseco de cada espécie.!>>!5

Silveira et al.'®

estudaram os pardmetros que afetam a biossintese de
xilitol a partir de xilose em meio sintético em diversas linhagens de M.
guilliermondii isoladas da regido intestinal de besouros Passalidae, em seus
resultados os autores reportaram uma forte influéncia da aeragdo com valores 6timos
de rendimento previstos ao se ajustar a rotacdo 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 concentragdes mais elevadas de xilose,

combinados a niveis ideias de agitagdo do meio de cultivo.!®?

5.4.4 Efeito da concentracao inicial de xilose, concentracao inicial de
indculo, fluxo de N2 no meio de cultivo e rotacao na producao de

etanol pela levedura M. guilliermondii adaptada 311 _EN

Os resultados da produgdo, conversao e eficiéncia da biossintese 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 producdo de biomassa

celular e xilitol, a biossintese de etanol sofreu uma forte influéncia das variaveis
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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, condicdes de baixa
concentra¢ao de substrato ¢ alta rotacdo, resultaram em valores de etanol muito
baixos. Rendimentos proximos de 25% foram reportados pela primeira vez para esta
linhagem, sendo este um resultado importante na busca da superagao de desafios que
podem levar a uma producao viavel de etanol 2G, aplicando linhagens naturalmente

fermentadoras de pentoses.>*-*

Tabela 5.12 - valores de etanol produzidos (g/L), conversao e rendimento em etanol
dos cultivos de M. guilliermondii adaptada (311 EN), em meio sintético contendo
40 ou 20g/1 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 30°C em 60 ou 160

rpm.

Variaveis A B C D Resposta
a

Exp. Xil[z)se fliu;(; [l Inéculo Rotagio E(tga/lll)o ! épg/sl) 1n° (%)
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

*YP/S (g.g-1) g etanol / g xilose consumida

beficiéncia de conversdo considerando o méaximo teérico de 0.511g.g-1
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A influéncia dos parametros concentracdo de xilose (A), fluxo de
nitrogénio no meio de cultivo (B), concentracdo de inoculo (C) e rotagdao (D) na
bioconversao de xilose em etanol foi avaliada e os resultados foram estatisticamente
padronizados no grafico de pareto na Figura 5.16. Observa que a producao de etanol
pela levedura M. guilliermondii foi fortemente influenciada pelo fluxo de N, no meio
de cultivo (B), pela interacao entre a concentragao de substrato e concentragao inicial
de in6culo (AC) e pela concentragdo de substrato (A), sendo o efeito da rotagao (D),

estatisticamente nulo.

Figura 5.16 - Gréfico de pareto dos efeitos padronizados das variaveis na producao
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 N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a
30°C em 60 ou 160 rpm.
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A relagdo entre a concentragdo inicial de substrato e indculo pode ser observada no
grafico de interagdes da Figura 5.17 no qual se observa que a Unica interagao que

aumenta o rendimento em etanol ocorre quando a concentracdo do substrato e de
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in6culo estdo em nivel alto. Tal resultado ¢ de extrema relevancia e corrobora com
todos os demais resultados observados neste e em trabalhos anteriores nos quais 0s

valores destas variaveis apresentaram abaixo das condigdes observadas neste

experimento.’!¥

Figura 5.17 - Grafico de interagdo das variaveis concentracdo inicial de xilose
in6culo 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/LL de extrato de levedura, pH 5,5, com ou sem fluxo de N2 no meio de cultivo,
incubados por 96 h a 300C em 60 ou 160 rpm.
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Além disso, o rendimento em etanol foi a Unica variavel no qual a
concentracao inicial de indculo teve um efeito significativo. Todavia valores altos
de rendimento dependem da combinagdo em nivel alto tanto da concentragdo indculo
quanto da concentracao inicial de xilose.

Bonan et al.!*!

estudaram os efeitos da concentracdo de xilose e
densidade de inoculo na eficiéncia de conversdo de xilose em etanol, os autores

reportaram que, sob condi¢des otimizadas de baixa aeragdo, 90 g/L de xilose ¢ altas
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densidades celulares promoveram taxas 6timas de conversao de xilose em etanol nos
cultivos de levedura ndo convencional Spathaspora passalidarum. Agbogbo et al.'"”
reportaram maxima producdo de etanol de 41 g/L em cultivos com altas densidades
celulares, 6,5 g/LL de inoculo, utilizando levedura ndo convencional fermentadora de
pentoses Pichia stipitis, os autores reportaram ainda que embora os cultivos de alta
densidade levam a conversdes mais rapidas € economicamente mais vidveis, 0s
rendimentos globais em etanol nio foram afetados pela densidade celular 101:119.164.165

O efeito da disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo, ¢ um dos
parametros mais estudados na literatura, devido a sua importancia para 0s processos
metabolicos das leveduras, que por serem organismos aerdbios facultativos, podem
sobreviver e produzir diferentes produtos em func¢ao da concentracdo de oxigénio
disponivel. No presente experimento, condigdes de hipoxia foram geradas pelo
fluxo de nitrogénio no meio de cultivo e seu efeito principal sobre a producao 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 varidavel

também precisa ser mantida em nivel baixo.
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Figura 5.18 - Grafico de efeitos principais da variavel fluxo de N, 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/LL de peptona e 10 g/L de extrato de levedura,
pH 5,5, com ou sem fluxo de N, no meio de cultivo, incubados por 96 h a 30°C em
60 ou 160 rpm.
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A fermentagdo ¢ um processo anaerobio, que para leveduras convencionais
como Saccharomyces cerevisiaie, em condi¢des de altas concentragdes de substratos
as altas taxas de conversao permitem que o processo acontega, mesmo em condi¢des
aerobias, efeito este conhecido como Crabtree positivo. Todavia leveduras nao
convencionais, que fermentam xilose em taxas lentas de conversdo, sao referidas na
literatura como Crabtree negativas, dependentes de uma condi¢do reduzida de
aeracdo, mesmo em altas taxas de substrato, efeito este que foi observado nos
resultados obtidos neste experimento, pois mesmo a concentragao de substrato sendo
o parametro chave para se atingir melhores rendimentos na conversao em etanol.

A analise das condi¢des do processo fermentativo nas conversdes em
biomassa celular, xilitol e etanol demonstraram que o fluxo de nitrogénio no meio
de cultivo afetou negativamente o crescimento celular e, sendo a biomassa o produto

com conversdes mais clevadas, também afetou a metabolizacdo de xilose
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negativamente. Todavia a produgdo de etanol e xilitol responderam positivamente
ao aumento do fluxo de N, associado as demais varidveis de maior impacto, como a
concentragdo inicial de indculo e a concentracio de xilose.!!>

A complexidade do efeito de variaveis como a aeracdo nas diferentes
rotas metabolicas também foi confirmada nos resultados obtidos neste estudo,
condi¢des de hipoxia sdo desejaveis para se acumular xilitol, e reduzir o fluxo para
a conversao de biomassa, todavia o consumo de xilose ¢ altamente reprimido em
condi¢des de altos fluxos de nitrogénio, corroborando desta forma com as
observacdes gerais sobre o metabolismo de pentoses em leveduras reportados na
literatura, nos quais minimas condi¢des de aeracdo sdo essenciais para produzir
energia para o transporte de xilose e equilibrio entre NAD* ¢ NADH.!52-15°

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 biossintese de etanol com
rendimentos proximos de 25%, bem como altas taxas de producdo de biomassa
celular, a partir de xilose com concomitante produ¢do de xilitol, estdo sendo
reportados pela primeira vez, denotando o potencial deste microrganismo para

aplicacao em processos de coproducdo em biorrefinarias.

5.5 Avaliacao da fermentacio de hidrolisados de biomassas

lignoceluldsicas por M. guilliermondii adaptada 311 _EN

A levedura nao convencional M. guilliermondii selecionada e
caracterizada pela sua capacidade de fermentar pentoses. Foi adaptada em

sucessivos ciclos de crescimento em meio contendo xilose como tunica fonte de
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carbono e a avaliagdo do crescimento celular comprovou que, apos crescimento
adaptativo espontaneo, as linhagens se tornaram mais eficientes.?*-*

Além disso o estudo dos pardmetros que afetam o metabolismo e o
desempenho da fermentacdo comprovou que a linhagem adaptada ¢ capaz de
consumir xilose para produzir biomassa celular, xilitol e etanol. Porém até o presente
momento ndo se tem dados do estudo do comportamento desta levedura em
hidrolisados lignoceluldsicos de residuos de palha de cana-de-agucar e madeira,
sendo estes fundamentais para aplicacdo em processos de biorrefinarias. Desta forma
a terceira etapa experimental do presente trabalho apresenta e discute os resultados
da fermentagdo de hidrolisados lignocelulésicos pela levedura M. guilliermondii
adaptada 311 _EN.

A levedura M. guilliermondii (311 EN) utilizada como indculo nos
experimentos desta etapa foi selecionada apds crescimento adaptativo, e propagada
até obtencdo de biomassa celular suficiente para a fermentagdo 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-hidrolise alcalina, seguido da hidrélise
enzimatica de biomassas de palha de cana-de-agucar e residuos do acabamento da
fabricagdo de lapis coloridos, composto por cavacos finos de madeira, pigmentos e
grafite.

A concentragdo dos agucares contidos nos hidrolisados (xilose, glicose
¢ arabinose), bem como dos inibidores, Hidroximetilfurfural (HMF), furfural e acido
acético estdo descritos na Tabela 5.13. Onde se observa que as concentragdes de
acucares obtidos foram préximas nos dois hidrolisados e em proporgdes que
corroboram com aquelas observadas na literatura, com destaque para palha de cana-
de-agucar que apresentou concentragdes, mais elevadas para os trés agtcares. %17

Um outro resultado importante foi que o unico inibidor presente em

concentragdes expressivas foi o acido 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 residuos de lapis coloridos, cujos valores foram mais elevados,
espera-se que a levedura M. guilliermondii possa fermentar sem sofrer efeito de
inibicdo, desta forma os hidrolisados foram aplicados diretamente, sem passar por

processo de detoxificagdo.**

Tabela 5.13 - Caracterizagdo dos aclcares e dos inibidores presentes nos
hidrolisados de palha de cana-de-actcar e residuos da fabricagdo de lapis coloridos,
obtidos a partir de hidrdlise enzimatica e concentrados.

Acucares Inibidores
Hidrolisados Xilose Glicose Arabinose Furfural HMF &;Ac;?coo
(g (€:4)) (g (mg/l) (mg/l) (@)
g
Palha de cana-de-acucar 44,0 50,8 20,0 <0,100 <0,100 3,65
Residuo de fabricacao de lapis 32,7 38,9 16,8 <0,100 <0,100 6,52

Salienta-se ainda, que o pré-tratamento alcalino seguido de uma
hidrélise com coquetel enzimatico, composto por celulases e xilanases, foi uma
etapa importante para se obter concentracdes viaveis para processos fermentativos e
baixas taxas de producao de inibidores. A hidrélise pré-alcalina foi aplicada por ser
um pré-tratamento capaz de ampliar a drea de contato para a etapa enzimatica com

baixa remocdo de xilose e alta remogio de lignina. 2 130-131.172-173
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5.5.1 Fermentac¢ao de hidrolisado obtido a partir da palha da cana-

de-acucar

Os hidrolisados de palha de cana-de-agtcar foram fermentados a 30°C
e amostras foram retiradas a cada 12 h e analisadas por HPLC para determinagao do
consumo de substratos e produgdo de etanol, xilitol, glicerol, acidos acéticos, latico
e succinico, HMF e Furfural. Acido succinico, HMF e furfural foram detectados
abaixo dos limites de quantificacdo e os resultados da variacdo das concentracoes
dos substratos e formagao de bioprodutos podem ser observados na Figura 5.19 na
qual verifica-se que a levedura M. guilliermondii foi capaz de consumir todos os
agucares presentes no hidrolisado de palha de cana-de-actcar, sendo estd uma
caracteristica importante a se destacar visto que a co-fermentagdo ¢ um dos
requisitos para se atingir eficiéncia nos processos de biorrefinarias.??

Destaca-se na Figura 5.19 que no periodo de 12 h a glicose foi o aguicar
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 ¢ um de
importancia imperial para a viabilizacao de processos de biorrefinaria e a preferéncia

pela metabolizacao de hexoses ¢ um desafio a ser superado.
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Figura 5.19 - Curvas de consumo de substratos e produgdo de bioprodutos dos
cultivos de M. guilliermondii adaptada (311 EN), em hidrolisados de palha de cana-
de-acucar suplementado com nutrientes, inoculados 1g/LL M. guilliermondii
(311_EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30°C em 110 rpm.
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Além disso, podemos observar na Figura 5.20, que o consumo
concomitante de pentoses e hexoses por M. guilliermondii nao sofreu influéncia pela
de concentracdo de glicose presente no hidrolisado, pois a velocidade de consumo
de xilose e arabinose foi maior nas primeiras 36 h, periodo no qual toda a glicose no
meio também foi metabolizada, sendo esta uma caracteristica que diferenca o
microrganismo em questdo das demais leveduras ndo convencionais reportadas na
literatura. Visto que o consumo concomitante possibilita menores tempos de

reten¢do, reduzindo custos e riscos.
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Figura 5.20 - Velocidade de consumo de substratos dos cultivos de M. guilliermondii
adaptada (311 _EN), em hidrolisados de palha de cana-de-agucar suplementado com
nutrientes, inoculados 1g/L M. guilliermondii (311 _EN), pH 5,5, incubados por 96
ha30°C em 110 rpm.
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Outro aspecto de destaque no grafico demonstrado na Figura 5.20 foi a
diferenca na velocidade de consumo dos agticares, 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 preferéncia metabolica pela glicose por
leveduras fermentadoras de pentoses tem sido explicada na literatura como uma
consequéncia da evolugdo genética que permitiu que leveduras se tornassem
altamente eficazes em metabolizar hexoses como fonte de carbono, nestas condi¢des
os transportadores de hexoses sdo altamente ativados e sua ativagdo inibe os
transportadores de pentoses, que sdo ativados de forma expressiva somente em
baixas concentragdes de glicose.!®-171:176.179
Observa-se ainda nas curvas de consumo de substratos (Figura 5.19) e

no grafico de velocidades (Figura 5.20) que a xilose foi o segundo agucar mais

consumido, porém seu consumo foi lento e em menor fragao que a glicose, com um
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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
agucar presente em baixas concentragdes, na maioria dos hidrolisados
lignoceluloésicos, o metabolismo e a fermentacdo de arabinose nao sdo processos
bastante reportados na literatura.!”®

Fonseca et al. '’

estudaram a fermentagdo concomitante de glicose,
xilose e arabinose e os autores reportaram o consumo de xilose e arabinose apos a
deplecdo de glicose no meio de cultivo por linhagens de Pichia guilliermondii e
Candida arabinofermentans. Os autores reportaram ainda que em condi¢des de
aeracdo os trés acucares foram consumidos, porém nao se observou a formagao de
bioprodutos. Nas condi¢des experimentais observadas aqui a glicose foi a aclcar
preferencialmente consumido, porém todos os substratos foram consumidos de
forma concomitante (Figura 5.20) e, além disso, etanol e xilitol foram produzidos,
mesmo em condigdes ndo otimizadas de aeragdo, sendo estes resultados que denotam
o potencial de aplicagdo deste microrganismo para a producdo de biocompostos a
partir de biomassas lignoceluldsicas.!'”®

Ao se avaliar as curvas de producao de metabdlitos na Figura 5.19
observa-se que o etanol foi produzido a partir de 12 h e atingiu um valor maximo em
36 h de fermentagdo. A concentracdo de xilitol foi observada a partir de 72 h de
fermentacdo. Atrasos na biossintese de etanol e xilitol t€ém sido reportados na
literatura em cultivos de batelada, sob condigdes de aeracdo, nos quais o etanol
comeca a ser produzido apos a redugdo da concentracdo de oxigénio no meio de
cultivo devido ao acimulo de biomassa celular.

O comportamento das curvas de producdao de etanol e xilitol
corroboram ainda com os resultados obtidos nas fermentagdes em meio sintéticos
nas etapas anteriores deste estudo, cujos resultados demonstraram que sob as

mesmas condi¢des de incubagdo aplicadas aqui, a producdo de biomassa celular ¢
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favorecida, item 5.3 ¢ 5.4, e que a producao de etanol comecga a ser observada em
condi¢des de baixa aeragdo, sendo este efeito mais fortemente expressivo para a
producdo de xilitol, que pode ser observada aqui somente a partir de 72 h de
cultivo.!”’

Além disso, nos periodos em que houve o maximo consumo de glicose
ndo se observou a producdo dos metabolitos aqui estudados, sendo o etanol
detectado a partir de 12 h, corroborando com a hipotese de que os agucares
consumidos nas primeiras 12 h foram utilizados para respirag@o celular, ocorrendo
entdo uma reducdo da disponibilidade de oxigénio do meio de cultivo apods o
aumento densidade celular, levando entdo a biossintese parcial de etanol que
apresentou concentragdo crescente at¢ 36 h de fermentacdo, com a redugdo da
concentracao dos substratos, apds 36 h a produgdo 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 condi¢gdes de baixa aeragao
e alta concentracao de inoculo a levedura M. guillermondii necessitou ainda de uma
concentracao minima de xilose de 35 g/L para se observar uma produgdo de etanol
a partir de 1,5 g/L. Desta forma baixas condi¢des de aeracao, altas concentragdes de
xilose tém sido reportadas como condig¢des essenciais para a produgdo de etanol por
leveduras ndo convencionais de diferentes espécies.”!®!

Os rendimentos globais da fermentacdo dos hidrolisados
lignocelulosicos de M. guilliermondii adaptada estdo demonstrados na Figura 5.21
e, como podemos observar, o etanol e o xilitol foram os bioprodutos de maior
producdo. Destacando-se os rendimentos em etanol de 50,92%, valores estes
bastante interessantes para processos de biorrefinaria e, embora os parametros
aplicados, bem como a adaptacdo da linhagem, foram essenciais para direcionar a

biossintese para a producdo de etanol, as condi¢des fermentativas aplicadas neste
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estudo foram exploratdrias e podem ser otimizadas para se atingir rendimentos ainda
maiores proximos aqueles desejados no processo industrial.

Betancur e Pereira’® avaliaram a produgio de etanol 2G a partir de
hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar € em condigdes proximas as aplicadas
neste experimento eles obtiveram uma producao de etanol 2G de 20g/L em 40 h de
fermentacdo 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 fermentacgao (Figura 5.19)
o que demonstra o potencial desta linhagem para a produgao de etanol 2G. Os autores
reportaram ainda, rendimentos em g de etanol por g de xilose consumida variando
entre 0,18 ¢ 0,41 g.g-1, no presente trabalho o rendimento foi de 0,3 g etanol/ g de
agucares totais consumidos, corroborando e salientando o potencial de aplicagao
desta linhagem como uma solugdo para a busca de microrganismos que possam ser
aplicados em processos de biorrefinaria.

Os rendimentos em xilitol foram pouco expressivos denotando a
necessidade de otimizagao das condi¢des de biossintese, pois conforme observado e
discutido nos itens 4.3 ¢ 4.4 e corroborado pela literatura, a conversao em xilitol e
etanol sao vias dependentes de controle de aeracdo e concentracao de substrato para
se atingir valores economicamente viaveis, além disso nesta fase do trabalho
procurou-se manter condi¢des que direcionassem a bio-conconversao para valores

mais altos de etanol.!®
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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-agucar suplementado com
nutrientes, inoculados com 1g/L M. guilliermondii (311 EN), em pH 5,5, incubados
por 96 h a 30°C em 110 rpm
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Cunha-Pereira et al.'?®

, alcangaram altos rendimentos aplicando uma
linhagem de C guillhiemondii em condig¢des otimizadas de processo de fermentacao
de hidrolisados de residuos de soja. Sidana et al.”®, conseguiu rendimentos proximos
de 90% na conversao dos acucares presentes em hidrolisados concentrados em
condig¢des previamente otimizadas aplicando linhagem de M. guilliermondii também
recém isolada e selecionada.'®’

Além disso, observa-se que nos periodos de 12 a 36 h quase 70% dos
acucares consumidos foram convertidos em etanol (Figura 5.19), sendo esta uma
informagao relevante, pois nesta etapa do processo as condi¢des no meio de cultivo
direcionaram o metabolismo da levedura para a producdo de etanol que, conforme

reportado no item 5.4 do presente estudo, estd associada as concentracdes de

substrato, biomassa celular e aeragdo, sendo este um conhecimento que permitira
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avancar na superagdo de desafios aplicando regimes de operacdo em reatores que
permitam manter constantes as condigdes de alta produtividade em escala
industrial 3-5- 12-14,219.225

Embora as condigdes nesta etapa do estudo tenham sido ajustadas para
favorecer a produgdo de etanol, o xilitol também foi coproduzido pela levedura M.
guilliermondii, sendo o segundo produto com maior rendimento. Estudos
comparativos aplicando linhagens de M. guilliermondii utilizando palha de cana-de-
acicar para a producdo de xilitol sdo 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. Hernandez-Pérez et al.?*
reportaram que em condi¢des otimizadas de nutrigdo e aeracdo, linhagens de
Candida guilliermondii podem chegar a um rendimento de 60% em xilitol
fermentando hidrolisados de palha-de-cana de acucar.

Conforme ja discorrido no inicio do presente capitulo, as condi¢des que
permitiram a producao de xilitol foram atingidas nos periodos 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 agucares remanescentes foram utilizados

para biossintese de xilitol (Figura 5.19). Carneiro et al.??

destacou a producao de
xilitol a partir de hidrolisados lignocelulosicos por M. guilliermondii, sob altas
densidades celulares e condigdes limitadas de oxigénio, chegando a valores de
conversdo proximos de 25 a 60%.%2!"

Leveduras das espécies Candida guilliermondii e Meyerozyma
guilliemondii t€m sido reportadas pela sua capacidade de conversao de xilose em
xilitol. Entretanto a viabilidade do processo, assim como para o etanol, demanda de
otimizagdo das condigdes, visto que tais microrganismos tem etapas metabolicas e

requerimentos de energias mais complexos que as leveduras convencionais, porém

o conhecimento das condi¢gdes que podem levar a processos otimizados ¢ de alta
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relevancia, visto que tais microrganismos sdo capazes de produzir inimeros
compostos de alto valor agregado sendo entdo de grande interesse para aplicagao em
biorrefinarias-183-218.224

A otimizacao das condi¢des de fermentacdo nao foram objetos de
estudo no presente trabalho. Todavia o mapeamento das varidveis de maior impacto
no metabolismo (5.4) permitiu direcionar as condi¢oes nesta fase do experimento
levando aos maiores valores de producdo de etanol observados até aqui para a
levedura M. guilliermondii CCT7783, considerando os resultados obtidos neste
estudo e os reportados na literatura.3-*

A capacidade de metabolizar todos os acucares presentes nos
hidrolisados de palha e o aumento no rendimento em etanol, devido ao ajuste das
condi¢des experimentais, sdo uma evidéncia importante de que a levedura M.
guilliermondii pode ser aplicada para uma rota de conversao em biorrefinarias que,
quando otimizada, podera levar a viabilidade de produg¢do de etanol 2G e coprodutos
como o xilitol e biomassa celular (proteina microbiologica) que, embora nao tenha
sido um pardmetro analisado nesta etapa experimental, sua produgcdo em grandes
quantidades ja 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 fo1 um dos bioprodutos mais produzidos pela levedura M. guilliermondii
adaptada (311 _EN) e, embora a biomassa celular ndo pode ser avaliada nesta fase
do trabalho, estimou-se sua produgao com base no balango de massa entre produtos

e substratos consumidos, € 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 balango de massa da fermenta¢do dos hidrolisados
lignocelulésicos de palha de cana-de-agucar pela levedura M. guilliermondii
adaptada (311 _EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30°C em 110 rpm.
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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 importancia de se direcionar as condi¢gdes da fermentacdo, pois a biomassa tém
sido o produto majoritario em todos os experimentos realizados com as linhagens
desta levedura at¢ o momento.

Além disso, a produgdo de biomassa celular microbioldgica a partir de
residuos lignoceluldsicos € uma etapa importante para aumentar a sustentabilidade

econdmica e ambiental de uma biorrefinaria. Matheus et al?3°

. comentam que a
coproducao de biomassa celular de levedura nos processos de biorrefinarias tem alto
impacto na sustentabilidade ambiental, pois tal biomassa pode ser aplicada para
alimentacao de animais substituindo a necessidade de pastagens liberando terras para
aumento da producao de cana-de-actcar.

Jiagiang e colaboradores?” avaliaram a capacidade de produ¢io de biomassa
seca a partir de xilose e hidrolisados lignocelulosicos com linhagens de leveduras

ndo convencionais Candida intermedia, citada na literatura como promissora para a
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producdo de proteina microbioldgica, os autores reportaram rendimentos da ordem
de 0,40 g de biomassa seca por g de acticar 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 acido acético como fonte de
carbono.

Meyer et al.* otimizou a composi¢io de hidrolisados lignoceluldsicos para a
producdo de proteina microbioldgica utilizando linhagens recém isoladas de
levedura ndo convencional Candida blankii. Os autores reportaram que nas melhores
condi¢des de o rendimento em biomassa celular seca foi de 0,53 g/g. As condicoes
aplicadas nesta etapa do trabalho foram direcionadas para a biossintese 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 condicdes que direcionaram o metabolismo para
a producdo de biomassa, demonstrando o potencial desta linhagem para

bioprocessos que visam a produgdo de proteina microbiolédgica.

5.5.2 Fermentacao do hidrolisado obtido a partir dos residuos da

fabricacao de lapis colorido (RFL)

A fim de se analisar a capacidade da levedura M. guillermondii
adaptada (311 EN) em metabolizar e fermentar outras fontes de biomassa
lignocelulosica, residuos da fabricagdo de lapis coloridos foram submetidos aos
mesmos pré-tratamento e tratamento que a palha-de cana-de-agucar e utilizados

como fontes de acucares nos cultivos de M. guilliermondii adptada 311 EN. Os
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resultados da variacdo das concentragdes dos substratos e formacao de bioprodutos
pode ser observado na

. Verifica-se que a levedura M. guilliermondii foi capaz de metabolizar
quase que totalmente os agucares presentes nestes hidrolisados, com exce¢do da
arabinose que também foi consumida, porém de forma lenta e com residual ao final
dos periodos de 96 h.

A metabolizagdo preferencial de hexoses por leveduras fermentadoras
de pentoses, sendo estas ndo convencionais ou geneticamente modificadas, tem sido
objeto de estudo e, conforme também discutido e observado nos hidrolisados de
palha de cana-de-agucar, se deve ao fato da eficiéncia 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 agucares foram metabolizados
(Figura 5.19) ja nos hidrolisados de residuos de lapis o consumo total foi de cerca
de 89% (Figura 5.23). com destaque para o consumo de xilose nos hidrolisados de
residuos de fabricagdo de lapis (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 metabolizagdo de arabinose requerem mais etapas
dependentes de controle de aeracdo e equilibrio redox, por isso sdo mais lentas que

as vias de metabolizagéo de xilose. 7717
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Figura 5.23 - Curvas de consumo de substratos e produ¢do de bioprodutos dos
cultivos de M. guilliermondii adaptada (311 EN), em hidrolisados de residuos da
fabricacao de lapis (RFL) suplementado com nutrientes, inoculados 1 g/ M.
guilliermondii (311 _EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30°C em 110 rpm.
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A velocidades de consumo dos trés substratos (glicose, xilose e
arabinose) em g/L.h! 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 fermentacdo, assim como nas fermentagdes dos
hidrolisados de palha de cana-de-acucar. Todavia, uma diferenca notoria pode ser
observada na taxa de consumo de xilose, que foi maior do que aquela observada nas
fermentacgoes de palha de cana-de-actcar.

Além disso, a velocidade de consumo dos agucares totais foi de 0,79 +/-
0,035 para os experimentos com hidrolisados de palha de cana-de-actcar (Figura
5.20) e 0,80 +/- 0,030 para o consumo total de agucares nos experimentos de

fermentacao dos hidrolisados de residuos de lapis. Desta forma, embora a glicose
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também tenha sido o acticar consumido mais rapidamente em ambos hidrolisados, a
levedura manteve o fluxo de metabolizacao de carbono constante aumentando a taxa
de consumo de xilose nas primeiras 36 h de fermentagao (Figura 5.24), devido a
menor concentragdo de aglcares totais comparando aos hidrolisados de palha de

cana de acucar (Tabela 5.13).

Figura 5.24 - Velocidade de consumo de substratos dos cultivos de M. guilliermondii
adaptada (311 _EN), em hidrolisados de residuos da fabricagdo de lapis e palha de
cana-de-agucar, suplementado com nutrientes, pH 5,5, a 30°C em 110 rpm, durante
96 h de fermentacao.
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Os resultados desta etapa corroboram com os demais resultados ja
discutidos no presente trabalho e demonstram uma caracteristica peculiar da
levedura em questdo visto que a literatura reporta um mecanismo de inibicdo do
consumo de xilose que somente se torna expressivo apods a reducao da concentracao
de glicose no meio de cultivo, abaixo de 4 g/L. para algumas linhagens, € no presente
trabalho observamos que a levedura aumentou o consumo de xilose para manter uma

taxa constante de consumo de agucares. 6217117617
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Além da analise de consumo dos substratos a eficiéncia de conversdao
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 conversao 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 residuos da fabricagdo de lapis e palha de
cana-de-agucar, suplementado com nutrientes, pH 5,5, a 30°C em 110 rpm, durante
96 h de fermentacao.
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A producao de etanol e xilitol a partir de residuos de fabricacao de lapis
coloridos em rotas fermentativas ndo foi reportada na literatura até o presente
momento. Todavia rendimentos de conversdo variando entre 10 a 80% sdo
reportadas na literatura para diferentes espécies de leveduras ndo convencionais

cultivadas em hidrolisados de madeira e papel, estando os valores aqui obtidos
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dentro do intervalo dos resultados observados em fermentagdes de hidrolisados de
madeira.188,192—195,198
Shupe e Liu'*® reportaram uma rota de produgdo de etanol a partir de

hidrolisados de madeira aplicando 4 cepas das espécies Candida shehatae € Pichia
stipitis produzindo em frascos uma concentracdo maxima de etanol de 13,51 g/L, os
autores reportaram ainda que a principal fonte de carbono na etapa de produgao de
etanol foi a xilose (36,7 g/L), sendo estas observacdes proximas 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 fermentagdo. Outro aspecto
importante destacado pelos autores foi que ao se concentrar a xilose e controlar as
condi¢des da sintese em fermentador de bancada foi possivel aumentar a producao
de etanol para 35,4 g/L em 76 h de fermentacdo.!361%3

A capacidade de conversdo de xilose em hidrolisados de residuos
oriundos de madeira e seus subprocessos ¢ uma caracteristica peculiar e interessante
visto que a produg¢do de conhecimento reportada por estes experimentos pode
suportar rotas de producdo mais eficientes do que aquelas que fermentam apenas as
fracdes celuldsicas destas biomassas. 37193

As condigoes de fermentagao aplicadas nesta etapa do trabalho visaram
explorar a capacidade de conversao da levedura adaptada M. guilliermondii para
producdo de etanol 2G, todavia o xilitol também foi coproduzido, porém em menor
escala e ao final do processo de fermentacdo, conforme observado para as
fermentacdes com hidrolisados de palha de cana-de-agucar, e da mesma forma aqui
os valores de xilitol foram pouco expressivos, sobretudo devido as condi¢des de alta
rotacdo e nao hipoxia que conforme abordado no item 5.4 sdo essenciais para a
producao de xilitol para a levedura M. guilliermondii aqui estudada.

Valores altos de producdo de xilitol aplicando linhagens nao

convencionais como M. guilliermondii, Candida tropicalis e Candida guilliermondii
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em hidrolisados de madeira e residuos de papel tém sido reportados na literatura,
para processos com condi¢des de concentracdo e aeracdo otimizadas. Valores de
xilitol entre 9,59 € 25,51 g/L sao comumente reportados. No presente projeto obteve-
se uma producao de 2,6 g/L (Figura 5.23) que resultou uma eficiéncia de conversao
em torno de 7% (Figura 5.25) sendo estes valores baixos para aplicacdo em
processos de biorrefinaria, todavia deve-se se considerar aqui que tais resultados nao
foram produzidos em condi¢des otimizadas.?>194-198

A biomassa celular produzida também foi estimada com base no balango de
massa da fermentacao 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 conversao superior a produgdo de xilitol, glicerol e acido

latico.

Figura 5.26 - Exemplo do balango de massa da fermentagdo dos hidrolisados
lignocelulésicos de residuos da fabricagdo de lapis pela levedura M. guilliermondii
adaptada (311 _EN), pH 5,5, incubados por 96 h a 30°C em 110 rpm.

M. guilliermondii
311_EN
19/L

Substrato consumido

Xilose 32,5 g/L
Glicose 38,5 g/L
arabinose 6,44 g/L
Acido acético 6,29 g/L

Hidrolisado de residuo Fermentagio
da fabricagido de lapis p g

Xilose 32,7 g/L
Glicose 38,9 g/L
Arabinose 16,8 g/L
Acido acético 6,52 g/L

Rendimento em produtos -Yp/s

Ethanol/CO2 0,46 +/- 0,01
Xilitol 0,08 +/- 0,004
Biomassa 0,41 +/-0,002
Acido latico 0,03 +/- 0,001
Glicerol 0,015 +/- 0,001

gproduto/gsubstrato
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Destaca-se também para o uso de hidrolisados de residuos de processamento
de derivados de madeira, como os residuos de fabricagdo de lapis aqui aplicados, a
importancia da producao de biomassa celular como fonte de proteina microbiologica
e outros derivados de cé¢lulas de leveduras de alto valor agregado, e neste contexto
com uma atribuicdo de valor ainda maior, visto que se trata de um residuo de
subprocessamento de dificil aplicagdo e processos convencionais.

Zhang e Zhao** estudaram a produg¢io de proteina e seus aspectos nutricionais
aplicando linhagens de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae na fermentagao
de hidrolisados lignocelulésicos de eucalipto. Os autores reportaram um rendimento
em biomassa maximo de 0.42g/g apds 21 horas de cultivo. Resultados estes que
corroboram com aqueles obtidos no presente estudo. A biomassa nao foi medida
diretamente neste estudo, entretanto o perfil de consumo de substratos e produgao
de bioprodutos observados (Figuras 5.19 e 5.23) permitem inferir que, biomassa em
ambos os hidrolisados, foi produzida nas primeiras horas de fermentagao.

A analise estatistica comprovou haver diferenga, ao nivel de 5% de
significancia, entre os resultados de consumo de substratos e producdo de produtos
nos dois diferentes hidrolisados estudados aqui e os resultados foram submetidos ao
teste de médias e estdo demonstrados na

, na qual verifica-se que a palha demonstrou ser um meio de cultivo
mais promissor que os residuos da fabricacdo de lapis tanto para o a metabolizacao
dos agtcares totais contidos no hidrolisados quanto para a producdo de etanol e
xilitol.

Salienta-se que tanto a palha como os residuos de fabricacio de lapis
foram utilizados na sua forma bruta, conforme gerados pelos processos industriais e
que os residuos de fabricagdo de lapis além de cavacos de madeira continham
pigmentos de diferentes naturezas em sua composi¢ao denotando uma caracteristica

de resisténcia importante da levedura M. guilliermondii para aplicagao em processos
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de biorrefinaria utilizando diversos tipos de residuos lignoceluldsicos de diversas
fontes industriais.

Além disso, a aplicacdo de residuos de fabricacdo de lapis tem uma
notdéria importancia, visto que se trata de um material com bastante impureza, de
baixo valor agregado, sendo aplicado apenas como matéria prima para queima e
producdo energia térmica em processos que contribuem para o aumento da emissao

de CO; e ndo agregam valor ao material.

Tabela 5.14 - Resultados do teste de Tukey dos parametros de fermentagcdao dos
cultivos de M. guilliermondii adaptada (311 EN), em hidrolisados de residuos da
fabricacao de lapis e palha de cana-de-agucar, suplementado com nutrientes, pH 5,5,
a 30°C em 110 rpm, durante 96 h de fermentagao.

Etanol

Hidrolisados Consumo de @ Xilitol Yetanol/s Y xilitol/s
acucares (g/l) (g/)
Palha de cana- 324,28 +/- 596 +/- 0,26 +/- 0,16 +/-
de-acgicar 295,03 +/- 7,74 1,12 0,84 0,02 0,01
Residuo de
fabricaciio de 19,27 +/- 52,66 +/- 30,25 +/- 0,081 +/-
lapis 77,43 +/- 1,26 0,30 0,12 0,01 0,005

*Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5%.

Os resultados discutidos nesta etapa do estudo destacam uma
importante caracteristica da linhagem de levedura aqui estudada, que foi a
consisténcia no padrao de consumo de substratos e producao de bioprodutos nos
hidrolisados lignoceluldsicos aplicados neste estudo. Diferentes hidrolisados,
sobretudo de residuos de subprocessamento como os residuos de lapis podem
apresentar caracteristicas desafiadoras para a bioconversao pelo metabolismo das

leveduras como diferentes niveis de pressao osmoética e compostos inibidores.
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Os valores maximos 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 maximos ao longo do periodo experimental. Tais resultados foram
comparados a estudos semelhantes reportados na literatura, conforme demonstrado
na Tabela 5.15.

Os valores dos parametros fermentativos obtidos durante as
fermentacdes dos hidrolisados lignocelulosicos por M. guilliermondii foram
semelhantes aqueles reportados na literatura, com destaque para o rendimento em
etanol, nas fermentagdes com hidrolisados de palha de cana-de-actcar cujos
resultados estao 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-agucar (0,352 g.g™") se assemelham aqueles obtidos no trabalho de

> cujo rendimento em etanol foi de 0,350 g.g’!, todavia tal

Sreenath e Jeffries"
rendimento foi calculado para um experimento que produziu 3,47 g/L de etanol apds
48 h de fermentacgdo resultando em uma taxa de produtividade volumétrica de 0,072
g/L.h!. 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 fermentagdo (Figura 5.19) resultando em uma produtividade
volumétrica de 0,674 g/L.h"! de etanol.

Além disso, dentre os 17 trabalhos comparativos organizados na Tabela
5.15, apenas aquele reportado por Bonan et al.??’ apresentou resultados de

rendimento e produtividade superiores aos obtidos no presente estudo. Todavia os

autores realizaram os estudos em condi¢des de altas concentracdes de xilose em ¢ €
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baixa concentra¢do de glicose. Tal condigdes nao foi aplicada no presente estudo,
pois visou-se o aproveitamento de toda a fragdo de aglcares liberados na etapa da
hidrélise, sendo esta uma condigdo economicamente mais viavel 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™!) e produtividade (0,379 g/L.h"")
obtidos para as fermentagdes de hidrolisados de residuos da fabricacdo de lapis
também foram comparados na Tabela 5.15 na qual observa-se que a levedura M.
guilliermondii CCT7783 apresentou rendimentos em etanol intermediarios aqueles
destacados na tabela, sendo estes superiores a outros trabalhos que aplicaram
também aplicaram linhagens de M. guilliermondii*’, porém inferiores aos resultados
obtidos no presente trabalho para as fermentacdes com hidrolisados de palha de
cana-de-agtcar (0,352 g.g' e 0,674 g/L.h'"), por exemplo, denotando o efeito de
inibicdo gerado por este hidrolisado em relagdo a palha e salientando a importancia
da adaptacao as condi¢des de estresse nos diferentes hidrolisados lignoceluldsicos.

Os parametros fermentativos para a coproducdo 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
excecdo daqueles observados em Medeiros et al.!?, Shupe e Liu'®¢ e Bonan et al.??’
que apresentaram os maiores rendimentos em xilitol, porém tais trabalhos foram
otimizados e direcionados para a produgdo de xilitol e o presente trabalho visou
condi¢des que direcionassem o metabolismo da levedura para a producao de etanol
2@, sendo o xilitol um produto secundario. Além disso tais trabalhos obtiveram
rendimentos extremamente baixos em etanol, sendo o xilitol o produto primario da
biossintese.!?-186

Outro aspecto que ser agregado a discussao € que a produgdo de etanol

e xilitol ¢ fortemente influenciada pela quantidade de oxigénio disponivel no meio
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de cultivo, e por se tratar de experimentos em condicdes de frascos, a aeragao nao
foi objeto de otimizacao nesta etapa do estudo, todavia conforme citado na literatura
valores 6timos podem ser atingidos com concentragcdes minimas de oxigénio
necessarias para os processos de transporte viavel de xilose e manutenc¢do do
equilibrio redox (microaeragdo). Sendo o actimulo de xilitol e a bioprodugdo de
etanol dependente do controle da aeragdo. 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
oxigénio dissolvido, e condigdes otimizadas para os demais pardmetros reportados

no presente trabalho.
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6 Conclusoes

O crescimento adaptativo natural promoveu melhorias evolutivas nas
linhagens da levedura M. guilliermondii aumentando a velocidade maxima de
crescimento em 78% e a producdo de xilitol em 90% gerando linhagens mais
eficientes na metabolizag¢do de xilose e bioconversao em biomassa e bioprodutos. O
estudo dos pardmetros que afetam o crescimento e a biossintese produziu
conhecimentos essenciais para se aplicar M. guilliermondii em processos de
biorrefinarias de forma economicamente viavel. A biossintese de xilitol ¢
dependente da reducdo da aeragdo. Altas concentragdes de substrato e biomassa
celular sdo necessarias para a producdo de etanol. O metabolismo aerdbio que
converte xilose em biomassa celular ¢ mais rapido e pode ser reduzido em condicoes
de hipoxia. A levedura M. guilliermondii adaptada foi capaz de metabolizar de 82%
a 88% dos agucares totais nos hidrolisados de palha de cana-de-agucar e residuos da
fabricacdo de lapis. Em ambos os hidrolisados os bioprodutos foram etanol 2G e
xilitol, sendo o etanol 2G o produto majoritario com rendimento de 48% e 50,92%
no hidrolisados de palha de cana-de-agucar e residuos da fabricacdo de lapis,
respectivamente. Altas concentragdes de substrato sdo necessarias para a biossintese
eficiente de etanol. A levedura M. guilliermondii demonstrou comportamento
fermentativo reprodutivel em meio sintético e nos dois diferentes hidrolisados
testados, sendo as variabilidades estudadas consistentes com as condi¢des ¢

parametros experimentais.
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8 ANEXOS

8.1 Curvas de calibracoées utilizadas para determinar a concentracio
dos substratos e produtos dos experimentos em meios sintéticos e

hidrolisados.

(A) Curva de calibracao de glicose

20000000
— R?=0.9999
16000000
14000000

' 12000000
10000000

8000000

6000000

Area Cromatograma

4000000
2000000

0
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracao de glicose (g/l)




184

20000000
18000000
16000000
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000
0

Area do cromatograma

(B) Curva de calibragao de xilose
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(C) Curva de calibragao de arabinose
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(D) Curva de calibracao de xilitol
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(E) Curva de calibragao de acido succinico

R*=0.9999

2 4 6 8 10 12 14
Concentracao de Acido succinico (g/L)




186

Area cromatograma

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

(F) Curva de calibragao de acido latico
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(H) Curva de calibracao de acido Acético
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8.2 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 5g/L de xilose, em meio minimo
YNB.
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8.3 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de
M. guilliermondii nos cultivos em 15g/L. de xilose, em meio

minimo YNB.
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8.4 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 25g/L. de xilose, em meio

minimo YNB.
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8.5 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de

M. guilliermondii nos cultivos em 35g/L. de xilose, em meio

minimo YNB.
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8.6 Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de
M. guilliermondii nos cultivos em 45g/L. de xilose, em meio

minimo YNB.
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Curva de crescimento utilizada para determinar a velocidade
especifica de crescimento das linhagens original e adaptadas de
M. guilliermondii nos cultivos em 55g/L. de xilose, em meio

minimo YNB.
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8.8 Aplicaciao do modelo de Monod linearizado para obtencao dos
parametros de cinéticos de Monod, velocidade especifica maxima
de crescimento (umaximo) e constante de Monod (ks) dos cultivos
da linhagem original M. guilliermondii 311 P, em meio minimo

YNB, com concentracoes de xilose de 5 a 35 g/L.
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8.9 Aplicacao do modelo de Monod linearizado para obtenciao dos
parametros de cinéticos de Monod, velocidade especifica maxima
de crescimento (umaximo) e constante de Monod (ks) dos cultivos
da linhagem adaptada sem exposicao a luz UV M. guilliermondii
311_EN, em meio minimo YNB, com concentracoes de xilose de

5 a4s g/L.
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8.10Aplicacao do modelo de Monod linearizado para obtencao dos
parametros de cinéticos de Monod, velocidade especifica maxima
de crescimento (umaximo) e constante de Monod (ks) dos cultivos
da linhagem adaptada com exposicao a luz UV M. guilliermondii
311 _UV, em meio minimo YNB, com concentracoes de xilose de

5a35g/L.
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