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RESUMO

A conversdo da fracdo hemiceluldsica da biomassa em etanol € um dos fatores que impactam
a viabilidade econdmica do processo de producdo de etanol de segunda geracdo a partir do
bagaco de cana-de-acUcar. A hemicelulose do bagaco € um heteropolimero constituido por
pentoses e glicose, sendo a xilose o acucar predominante (~ 21 %). Dentre as diversas
alternativas tecnologicas para a producdo de etanol a partir de xilose, o processo SIF
(Simultanea Isomerizagdo e Fermentagdo), consistindo na isomerizagédo da xilose em xilulose
pela enzima glicose-isomerase (GI) e na fermentacao da xilulose pela levedura S. cerevisiae, é
considerado uma alternativa promissora. Os principais objetivos do presente trabalho foram:
i) avaliar o desempenho de diferentes cepas de S. cerevisiae em termos de assimilacdo de
xilulose e produtividade em etanol; ii) estudar a influéncia das condi¢es de cultivo
(disponibilidade de oxigénio, temperatura e da concentracao inicial de xilose) na producédo de
etanol e xilitol pelas cepas selecionadas; iii) definir as condi¢cbes de operagdo para um
processo SIF continuo em sistema de reatores de leito fixo associados em série. Os
experimentos preliminares foram conduzidos em frascos de 50 mL contendo 4 g de pelletes
com carga de 20 % de glicose isomerase imobilizada, coimobilizada com levedura (carga de
10%) em gel de alginato. Para a selecdo da levedura com melhor desempenho na producéo de
etanol a partir de xilose, foram avaliadas duas linhagens de levedura de panificacdo comercial
(Itaiquara® e Fleischmann®), trés cepas industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e uma utilizada em
laboratério (CEN.PK113-7D). Esses experimentos SIF foram conduzidos a 35°C utilizando
meio composto por xilose (60 g/L), ureia (5 g/L), CaCl, (1,9 g/L) e sais diversos, em pH
inicial 5,6. Experimentos SIF complementares foram realizados com as leveduras
selecionadas ltaiquara®, BG-1 ou CEN.PK113-7D em diferentes condicBes de temperatura
(40°C), aeracdo (frascos de 15 mL) e concentracdo inicial de xilose (130 g/L) para
comparagdo com os resultados obtidos nas condi¢fes padrdo. Em todos os experimentos SIF,
amostras foram retiradas para determinacdo da concentracdo de acucares redutores (método
DNS) e de xilose, xilulose, etanol e subprodutos (xilitol, glicerol etc.) por cromatografia em
fase liquida. Foi também acompanhada a viabilidade celular ao longo do cultivo. Na
comparacdo entre as diferentes leveduras, destacou-se especialmente a levedura Itaiquara®,
alcancando concentracdes de etanol de 22,4 g/L, com produtividade em etanol de 2,1 g/Lh. A
converséo de xilose foi semelhante entre as leveduras industriais e entre as leveduras de
panificacdo e a de laboratorio. Quanto ao conjunto de experimentos complementares, na
temperatura de 40°C houve diminuicdo de viabilidade e seletividade em etanol para a
ltaiquara® e melhora na produtividade e seletividade para a CEN.PK113-7D. Nos
experimentos realizados em condi¢des semianaerobias, a levedura BG-1 apresentou aumento
de seletividade e rendimento em etanol, porém para um tempo de reacdo de 45 horas,
aproximadamente. Ja a levedura Itaiquara® ndo teve seu desempenho influenciado pela menor
disponibilidade de oxigénio. No experimento realizado com 130 g/L de xilose, alcancou-se
mais de 40 g/L de etanol em 24 horas de cultivo. Conclui-se, assim, que o processo SIF de
xilose, proposto no presente trabalho, € uma alternativa viavel para a producdo de etanol a
partir de xilose ou de residuos lignocelulésicos. Para a operacdo em sistema continuo
composto por reatores de leito fixo associados em série recomenda-se a utiliza¢éo de levedura
ltaiquara® e de temperatura de, no méaximo, 35°C, mantendo-se o tempo de residéncia total em
torno de 10 horas para uma alimentacdo contendo 60 g/L de xilose.

PALAVRAS-CHAVE: S. cerevisae, xilose, xilulose, levedura de panifica¢do, isomerizacdo

e fermentagéo simultaneas



ABSTRACT

The conversion of the hemicellulosic fraction in ethanol is a factor that impacts on the
economic viability of the second generation ethanol production process from sugar cane
bagasse. Hemicellulose from bagasse is a heteropolymer constituted by pentoses and glucose,
being xylose the predominant sugar (~ 21 %). Among the available technological alternatives
for ethanol production from xylose, SIF process (Simultaneous Isomerization and
Fermentation), consisting of xylose conversion to xylulose by glucose isomerase (GI) enzyme
and xylulose fermentation by the yeast S. cerevisiae, is considered a promising alternative.
The main objectives of the present work were: i) evaluate the performance of different S.
cerevisiae strains towards xylulose intake and ethanol productivity; ii) assess the influence of
cultivation conditions (temperature, oxygen availability and initial xylose concentration) upon
ethanol and xylitol production by the selected strains; iii) define the operation conditions for
the continuous SIF process, using a system of fixed bed reactors associated in series.
Preliminary experiments were conducted in 50 mL flasks, containing 4 g of pellets with a load
of 20 % of immobilized GlI, co-immobilized with yeast (load of 10 %) in alginate gel. For the
screening of yeasts showing better performance on ethanol production from xylose, two
commercial baker’s yeast strains (ltaiquara® e Fleischmann®), three industrial strains (BG-1,
CAT-1 e PE-2) and one lab strain (CEN.PK113-7D) were evaluated. These experiments were
performed at 35 °C, using a medium composed by xylose (60 g/L), urea (5 g/L), CaCl,
(1.9g/L) and several salts, at initial pH of 5.6. Additional SIF studies were carried out with the
selected yeasts Itaiquara®, BG-1 or CEN.PK113-7D under different temperature conditions
(40 °C), aeration (15 mL flasks) and initial xylose concentration (130 g/L) for comparison
with the results obtained at the standard conditions. For SIF cultures, samples were
withdrawal and the concentrations of reducing sugars were determined by DNS method while
xylose, xylulose, ethanol and by-products (xylitol, glycerol etc) concentrations were assessed
by liquid chromatography. Cell viability was also measured at the beginning and end of the
experiment. When comparing the different yeasts, Itaiquara® strain presented the best
performance, reaching ethanol concentrations of 22.4 g/L, with a productivity of 2.1 g/Lh.
The conversion of xylose was similar for all studied industrial strains as well as among the
baker’s yeast and lab strains. Concerning the group of additional experiments, at 40 °C, a
decrease of viability and ethanol selectivity was observed for Itaiquara®, whereas productivity
and selectivity for CEN.PK113-7D. was improved. For the studies conducted under semi-
anaerobic conditions, the yeast BG-1 showed an increase in selectivity and yield. However,
the reaction time increased to app. 45 hours. On the other hand, the performance of strain
ltaiquara® was not altered by the lower level of oxygen tested. In the experiment with 120
g/L of xylose, more than 40 g/L of ethanol was obtained in 24 hours of cultivation. Thus, we
conclude that the SIF process proposed in the present work is a viable alternative for the
production of ethanol from xylose or lignocellulosic residues. For the operation of the
continuous system composed b(%/ fixed bed reactors associated in series, the recommended
conditions include the ltaiquara™ yeast with a temperature no higher than 35 °C, keeping the
total residence time around 10 hours for a feeding supply containing 60 g/L of xylose.

KEYWORDS: S. cerevisae, xylose, xylulose, baker’s yeast, simultaneous isomerization and

fermentation
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1 INTRODUCAO
Nas Ultimas décadas, o Brasil e o mundo tém investido em pesquisa e

desenvolvimento de novas formas de obtencdo de energia, principalmente devido a futura
escassez dos combustiveis fosseis e aos problemas ambientais causados pelo uso dos mesmaos.
Neste panorama, as biomassas de fontes renovaveis surgem como alternativas economica-
mente atrativas, sendo as ricas em carboidratos as mais adequadas para suprir as demandas
energéticas e de insumos basicos para as inddstrias quimicas (TORRESI, PARDINI e
FERREIRA, 2008).

Existe uma grande gama de tecnologias para a conversdo energética da
biomassa para diversas aplicacdes e escalas. Elas incluem gaseificacdo, uso direto na
producdo de calor e eletricidade (cogeracdo), recuperacdo de energia a partir de residuos
solidos urbanos ou aterros sanitarios, aléem da obtencdo de biocombustiveis para o setor de
transportes, tais como etanol e biodiesel (GOLDEMBERG, 2009). Os processos atualmente
empregados para a producdo de etanol sdo baseados na fermentacdo de acUcares por
leveduras, resultando em etanol e CO,. No Brasil, esse acucar é obtido de maneira direta a
partir da cultura de cana-de-acUcar (sacarose presente no caldo ou subprodutos do processo de
producdo de acucar). J& nos EUA, o aglcar provéem da cultura do milho pelo método de
sacarificacao por hidrdlise do amido (ROSA e GARCIA, 2009).

Porém, para aumentar a producdo de biocombustiveis sem provocar uma crise
na producdo de alimentos devido ao deslocamento de &reas agriculturdveis, torna-se
necessario o desenvolvimento de tecnologias que permitam um melhor aproveitamento das
matérias-primas existentes (SUAREZ, 2009). Neste sentido, insere-se o conceito de etanol de
segunda geracdo (2G), obtido a partir de matérias-primas lignocelulésicas (SILVA, SILVA
JR. E PINTO JR., 2010). No Brasil, devido a grande disponibilidade para as indudstrias
sucroalcooleiras instaladas, sendo utilizado na geracdo de vapor e de energia elétrica
(CANDIDO, 2009), o bagaco de cana-de-aglicar desponta como o residuo agroindustrial de

maior potencial para a producdo de etanol 2G.

Assim como todos o0s vegetais, 0 bagago de cana-de-aglcar € um composto
lignoceluldsico, sendo constituido por celulose, hemicelulose e lignina, sendo estes
biopolimeros que determinam as caracteristicas de cada material lignoceluldsico. No bagaco,
a lignina esta presente em fracdo maxima de 22%, celulose corresponde a 44%, enquanto o

restante é hemicelulose (~ 26%). Hemicelulose é composta principalmente por xilose e, em
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menor grau, por arabinose, podendo conter ainda outros agucares como glicose, galactose e
manose (GOUVEIA, NASCIMENTO e SOUTO-MAIOR, 2009).

A viabilidade econdmica do processo de producgédo de etanol 2G depende, em
grande parte, do aproveitamento de todos os agucares presentes nos materiais lignocelulésicos
para a producdo de etanol. Porém, enquanto as hexoses como a glicose sdo facilmente
assimiladas pela levedura Saccharomyces cerevisiae — largamente utilizada pela industria de
etanol — essa levedura é incapaz de fermentar a xilose, principal constituinte da hemicelulose,
a etanol. Entretanto, S. cerevisiae consegue assimilar a xilulose, isdbmero da xilose,
convertendo-o em etanol. Tendo como base a conversdo de xilose a xilulose, diversas
abordagens vém sendo investigadas para a obtencdo de etanol, incluindo o uso de S.
cerevisiae geneticamente modificada (KUYPER et al., 2004), assim como a isomerizagao ex-
situ, por meio da enzima xilose isomerase. Neste caso, a isomerizacdo e a fermentacdo podem
ser conduzidas em sequéncia ou simultaneamente, nos denominados processos SIF
(Simultdnea Isomerizacdo e Fermentacdo). Apesar das diferencas nas condi¢des 6timas para a
isomerizacdo (T ~70 °C e pH ~7) e para a fermentacdo (T ~30 °C e pH ~4), estudos
conduzidos por Gong et al. (1981), Lastick et al. (1989), Chandrakant e Bisaria (2000) e
Nakata et al. (2009) apontaram o processo SIF como muito promissor para a producdo de
etanol a partir de xilose. Esses autores relatam que a conducéo das reacfes de isomerizacdo e
fermentacdo em uma mesma etapa favorece o deslocamento do equilibrio da reacdo de
isomerizacao no sentido da producéo de xilulose, proporcionando o aumento da velocidade de

producéo de etanol.

Outra dificuldade destacada pelos autores mencionados anteriormente € a lenta
assimilacdo da xilulose por S. cerevisiae, com velocidade de consumo cerca de 90 vezes
menor que a observada com glicose (GONG et al., 1981). Por isso, a utilizagdo de alta carga

de levedura é um recurso recomendavel para aumentar a produtividade.

Neste contexto, o presente trabalho se insere no subprojeto “Estudo da
producéo de etanol a partir de hemicelulose, usando enzimas livres e imobilizadas” do projeto
tematico “BIOPROCESS SYSTEMS ENGINEERING (BSE) APPLIED TO THE
PRODUCTION OF BIOETHANOL FROM SUGARCANE BAGASSE” (2008/56246-0),
BIOEN FAPESP, coordenado pelo Prof. Dr. Roberto de Campos Giordano, do Departamento
de Engenharia de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos. A estratégia proposta no
subprojeto para o aproveitamento da fracdo hemiceluldsica consiste no desenvolvimento de
um sistema de reatores de leito fixo associados em série (TROVATI, 2001; GIORDANO,
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1992) para a realizacdo do processo SIF utilizando particulas de alginato contendo enzima
xilose isomerase imobilizada e coimobilizada com levedura S. cerevisiae. Os diversos
aspectos envolvidos no processo SIF, desde o desenvolvimento do biocatalisador adequado
(SILVA et al., 2012) até a definicdo das condigdes de temperatura, pH, carga de enzima e
carga de levedura na microparticula de alginato, vém sendo investigados no Doutorado de
Claudia Ramos da Silva e no Mestrado de Patricia Marina de Aquino, ambos realizados em

paralelo ao presente trabalho.

Assim, os estudos aqui relatados tiveram como principal objetivo contribuir
para a implementacdo de um processo SIF continuo em sistema de reatores de leito fixo

associados em série, destacando-se como objetivos especificos:

- Avaliar o desempenho de diferentes cepas de S. cerevisiae em termos de
assimilacdo de xilulose, produtividade em etanol e xilitol e seletividade a etanol, e selecionar

a levedura mais adequada para a SIF;

- Avaliar a influéncia da temperatura, da disponibilidade de oxigénio e da
concentracdo inicial de xilose no desempenho das melhores cepas de S. cerevisiae
identificadas anteriormente, em termos de assimilacao de xilulose, produtividade em etanol e

xilitol e seletividade a etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Diferente das células animais, as células vegetais possuem um envoltério
externo espesso e relativamente rigido chamado de parede celular celuldsica ou também
membrana esquelética celul6sica, onde estdo dispostas as macrofibrilas lignoceluldsicas,

conforme esquematizado na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura lignoceluldsica das plantas.
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Fonte: PLANT STRUCTURE - (www.nature.com, acesso em Janeiro de 2013).
Nota: &cido p-cumarilico (G), coniferilico (H) e sinapilico (S) precursores da lignina.

Os materiais lignoceluldsicos s&o constituidos basicamente por trés polimeros:
celulose (polimero de glicose), hemicelulose (cadeias ramificadas de agucares, na maioria
aldopentoses, principalmente xilose) e lignina (alcoois fendlicos polimerizados) na proporcao
média de 50:30:20, respectivamente (WYMAN et al., 2005). Cinzas, compostos fendlicos,
acidos graxos e outros constituintes, denominados extrativos, compdem a fracdo

remanescente desta biomassa vegetal (OLIVEIRA, 2007).

Na Tabela 1 estdo representadas composigdes quimicas de celulose, hemicelulose e

lignina para alguns dos principais materiais lignocelul6sicos encontrados no Brasil.
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Tabela 1- Composi¢do quimica de materiais lignocelulésicos.

_ Material Celulose Hemicelulose Lignina Referdncia
Lignoceluldsico (%) (%) (%)

Algodao 95,0 2,0 0,9 Canilha, 2006
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3 Canilha, 2006
Fibra de bananeira 60,0-65,0 6,0-8,0 5,0-10,0 Nunes Silva, 2009

Bagaco de cana 32,0-48,0 19,0-24,0 23,0-32,0 Nunes Silva, 2009

Fibra de coco 36,0-46,0 0,2-0,3 41,0-45,0  Nunes Silva, 2009
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3 Moutta, 2009
Folha de milho 37,6 34,5 12,6 Moutta, 2009

Forragem de milho 38,0-40,0 28,0 7,0-21,0 Nunes Silva, 2009
Palha de Trigo 33,8 31,8 20,1 Moutta, 2009

Fonte: Acervo préprio.

O alto teor de celulose e hemicelulose, baixo teor de lignina, assim como
grande disponibilidade e baixo custo de obtencdo sdo caracteristicas que revelam uma fonte

de biomassa com grande potencial para o processo de etanol 2G.

A composicao principal dos materiais lignocelulésicos varia de acordo com o
vegetal. Em culturas agroindustriais, a regido, a idade e o periodo de colheita, sdo fatores que
influenciam na proporcdo dos componentes celulose, hemicelulose e lignina (MOUTTA,
2009).

Como mostra a Figura 2, as fibras de celulose dos materiais lignocelul6sicos
estdo envolvidas em uma matriz amorfa de hemicelulose e lignina. Tal matriz confere a esse
material uma estrutura rigida e pouco reativa, provendo uma barreira natural (recalcitrancia)
ao atague de microrganismos e/ou enzimas (FENGEL e WEGENER, 1989).

Figura 2 - Fibra lignocelul6sica (recalcitrante).

Hemicelulose

Fonte: Lignocellulose Decomposition - www.secondgenome.com, acesso em Janeiro de 2013.
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Embora os referidos compostos apresentem grande potencial para a obtencdo
de diversos produtos de valor agregado, ha necessidade de desenvolvimento de tecnologias na
area de bioprocessos, de biotecnologia e engenharia, devido as caracteristicas quimicas e
morfoldgicas desses compostos como a elevada resisténcia a agentes bioldgicos, sendo
indispensaveis os tratamentos prévios, as vezes sob condi¢cdes drasticas para a obtencdo de
acucares fermentesciveis (MOUTTA 2009).

A seguir estardo caracterizados os constituintes dos materiais lignoceluldsicos.
2.1.1 Celulose

Celulose esta presente na maioria dos vegetais em fracoes entre 40-50%, sendo
o principal componente da parede celular vegetal e a macromolécula mais abundante na
natureza. A celulose das paredes celulares possui certo grau de cristalizacdo e também regifes
amorfas, atribuindo ao vegetal rigidez e resisténcia (GOLDSTEIN, 1981). Os Varios grupos
hidroxilas (-OH), presentes na estrutura da celulose, permitem que ligacdes de hidrogénio
inter e intramolecular ocorram entre as cadeias (Figura 3), formando regiGes cristalinas. Este
tipo de interacdo entre as cadeias possibilita a formacdo de microfibrilas com alto grau de
cristalinidade de celulose (FENGEL e WEGENER, 1989). Entretanto, em algumas regides
dessas fibrilas que serdo formadas, ocorrem irregularidades das interagdes, gerando entéo as

regibes amorfas na rede cristalina (ROEHR, 2001).

Figura 3 - Estrutura da cadeia celulosica.
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Fonte: ZHANG e PERCIVAL, 2008, p. 370.
A celulose é um homopolimero constituido de glicose, cujas unidades
glicosidicas s@o unidas por ligagdes p-1,4 (ZHANG e PERCIVAL, 2008), o que permite as
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moléculas de glicose uma disposicdo de 180° entre si Figura 1. Esta disposicdo no espaco

torna a cadeia de celulose uma macromolécula linear (MORAES, 2010).

As regibes cristalinas da celulose tornam a mesma altamente resistente a
hidrolise acida, alcalina ou enzimatica (WOOD e SADDLER, 1988; CONVERSE e WARE,
1994).

Em uma molécula de celulose pode haver mais de 15.000 unidades de glicose e
as cadeias de celulose se encontram agregadas paralelamente para formar as fibrilas

elementares, celobiose (dimero de glicoses) é a unidade repetitiva do polimero (FENGEL e
WEGENER,1989).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose, também chamada de poliose, é considerada o segundo
complexo organico mais abundante nos vegetais, € uma mistura de diferentes polissacarideos

e acidos organicos (Figura 4).

Figura 4 - Férmula estrutural dos acUcares e &cidos presentes nas hemiceluloses.

COOH
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H,OH COOH
OH  OH oH Hy on
Hy HO
H H H
a-L -Arabinopiranose p-D-Manose  acido o-D -4 -0 - Metilglucurénico a-L -Fucose
OH CHZOH COOH
HO
HO'HzC OH OH H OH
H H
a-L - Arabinofuranose a-D -Galactose acido o-D -Galacturénico

Fonte: CANILHA, 2006.

A composicdo principal de moléculas organicas presentes na hemicelulose
depende do tipo de planta (MARTINS, 2007; SANDGREN, 2005) como apresentado na
Tabela 2. Este heteropolimero estd presente em todas as camadas da parede celular, mas

concentrado principalmente nas camadas primaria e secundaria, entrelagado com as fibras de
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celulose (BISARIA e GHOSE, 1981). A hemicelulose encontra-se integrada a celulose por
ligacbes de hidrogénio (HAYASHI e MACLACHLAN, 1984; HAYASHI et al., 1987),
exercendo funcdes estruturais de unido das microfibrilas de celulose adjacentes (FRYet, al.,
1993; HAYASHI, 1989).

Como apresenta uma combinacdo de varios aclcares e possui em grande parte
uma estrutura molecular amorfa, a hemicelulose é mais solGvel em agua e apresenta maior
facilidade em ser degradada que a celulose (SINGH e MISHRA, 1995).

Além de carater estrutural, alguns polissacarideos hemicelulésicos, como as
galactomananas, xiloglucanas e arabinogalactomananas em sementes de plantas leguminosas
ou mananas e glucomananas em sementes de gergelim e tomate respectivamente, possuem

funcGes de polissacarideos de reserva (LIMA, 2000).

Como esquematizado na Figura 5 as polioses sdo, geralmente, formadas com
um grau de polimerizacdo com variacao entre 100 a 200 unidades de repeticdo, atingindo, no
conjunto, uma massa molecular bem menor que a da celulose (MOUTTA, 2009). S&o
classificadas em xilanas, um homopolimero de xilose, glucomananas e galactanas
heteropolimeros que podem conter arabinose, galactose, acido 4-O-metilglucurdnico e grupos
acetil ligados a cadeia principal (FENGEL e WEGENER, 1989). A hemicelulose consiste,
principalmente, de xilanas, com mondmeros de xilose unidos por ligagoes B-1,4 (NUNES
SILVA 2009).

Figura 5 - Representacdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando alguns grupos

substituintes.
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Fonte: NUNES SILVA, 2009.
Nota;: Xyl = D-xilopiranose; Ara = L-arabinofuranose; (4-Me)-GIcA = &cido (4- O-metil)-D-
glicopiranurdnico; Ac = acetil; FA = acido ferlico; DDFA = &cido desidroferulico.
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Tabela 2- Principal composicdo quimica da hemicelulose de materiais lignocelulésicos. (% por massa

seca do material).

M o A e CHE T A
Madeiras mole
Pseudotsuga 6,0 3,0 - 3,7 - - -
Pinos 5,3-10,6 2,0-42 56-133 19-38 - 2,5-6,0 1,2-1,9
Madeira dura
Eucalipto 14-19,1 0,6-1,0 1,0-2,0 1,0-19 0,3-1,0 2,0 3,0-3,6
Carvalho 21,7 1,0 2,3 1,9 - 3,0 3,5
Salgueiro 11,7-17,0 2,1 1,8-3,3 1,6-2,3 - - -
Materias agricolas e agro-industriais
Palha de cevada 15,0 4,0 - - - - -
Espiga de milho 28,0-35,3  3,2-5,0 - 1,0-1,2 1,0 3 1,9-3,8
Fibra de milho 21,6 11,4 - 4.4 - - -
Palha de milho 14,8-25,2 2,0-36 0304 08-22 - - 1,7-19
gzaeﬁ’gr‘l’ade 2037 1112 0203 0507 0305 1222 -
Casca de arroz 17,7 1,9 - - - - 1,6
Palha de arroz 14,8-23,0  2,7-45 1,8 0,4 - - -
Bagaco de cana 20,5-25,6 2,3-6,3 0,5-0,6 1,6 - - -
Farelo de trigo 16,0 9,0 - 1,0 - 2,0 0,4
Palha de trigo 19,2-21,0 2,4-3,8 0-0,8 1,7-2,4 - - -

Fonte: GIRIO et al., 2010.
Nota: AU — Acidos Ur6nicos

A xilose é o principal acucar constituinte da hemicelulose. O aproveitamento

dessa fragdo é importante para que o processo de producdo de etanol 2G seja viavel.

Segundo Klock et al. (2005) e Girio et al. (2010), encontram-se seis grupos

bem definidos de hemicelulose ocorrentes nas plantas:

- Xiloglucanas € o tipo predominante de polissacarideos hemicelulésicos nas plantas

folhosas e, em menor ocorréncia, nas gramineas, constituidas por glicoses ligadas pelo

carbono B - 1,4 na cadeia principal e 75% acoplado na cadeia lateral por xilose di ou

triglicolisado, podendo conter também arabinose, galactose e fucose.

- Glucouranoxilanas sdo encontradas nas madeiras de folhosas entre 20 a 35 % de sua

massa seca. S&o polimeros de xilose, associados com &cido poliglucurdnico. Sao
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polissacarideos lineares, conectadas por ligagdes B - 1,4 entre as unidades de xilose. O grau

médio de polimerizacédo para as plantas folhosas esta entre 100 e 200.

- Galactoglucomananas podem ocorrer em fracdes de até 10-25% nas madeiras
coniferas. Constituidas por unidades de manose e glucose unidas por ligagdes p - 1,4
glucosidicas distribuidas linearmente ao longo da cadeia. Sua estrutura contém ainda unidades

de galactose dispostas lateralmente a cadeia principal.

- Glucomananas, juntamente com as galactoglucomananas, séo as principais polioses
ocorrentes nas madeiras coniferas. Sdo formadas por unidades de manose e glucose na

proporcao 3:1, respectivamente.

- Arabinoxilanas é a mais ocorrente estrutura hemicelulésica nos grdos e cereais:
cerca de 0,15 a 30%, na cadeia principal. Contém xilopiranose ligada por carbono § - 1,4 e,

como substituintes, podem ocorrer arabinose, arabinofuranose e acido O-glucopiranose.

- Arabinoglucuranoxilanas sdo presentes nas madeiras coniferas, gramineas e cereais
em porcentagens que variam de 5 a 10 %. Contém P - 1,4 e xilopiranose na cadeia principal, e

seu grau de polimerizacdo é de 50 a 185.
2.1.3 Lignina

A lignina é uma macromolécula tridimensional amorfa, altamente complexa e
ramificada, que ndo pode ser isolada sem que a sua estrutura original seja alterada, sendo esta
a principal dificuldade na elucidacdo da sua estrutura (SILVA et al. 2009). Sabe-se, porém,
que a mesma resulta da condensagdo dos &lcoois hidroxicinamilicos: p-cumarilico (A),

coniferilico (B) e sinapilico (C) representados na Figura 6 (FIALHO et al., 2010).

Figura 6 - Alcodis precursores da lignina: A — é&lcool p-cumarilico; B — élcool coniferilico; C

— &lcool sinapilico.
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Fonte: FIALHO et al., 2010, p. 364.
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A lignina aumenta a resisténcia mecanica das plantas, atuando como um agente
de endurecimento e protegendo a parede celular contra o ataque enzimatico de
microrganismos (SANDGREN, STAHLBERG e MITCHINSON, 2005).

A forca de unido entre as fibras de celulose e de lignina é ampliada devido a
ocorréncia de ligacbes covalentes entre os constituintes da lignina com a celulose e
hemicelulose (JOHN e THOMAS, 2008).

Diferentemente da molécula de celulose, a lignina apresenta estrutura
tridimensional muito complexa, com grau de polimerizacdo em torno de 50 e massa molecular
em torno de 90.000 (MOUTTA, 2009).

2.2 FONTES DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Existem varios compostos lignoceluldsicos que podem ser utilizados como
fonte de biomassa para produgdo de etanol. No Brasil, os mais abundantes s&o: algodao,
bagaco de cana, casca de aveia, espiga de milho, eucalipto, farelo de cevada, fibra de coco,
fibra de bananeira, folhas e forragem de milho, juta (planta fibrosa cultivada no Amazonas),
madeira dura, madeira mole, palha de arroz, palha de cevada, palha de sorgo, palha de trigo,
rami (planta fibrosa muito usada no Continente Asiatico), sisal (fibra téxtil derivada do
agave), talo e sabugo de milho (CANILHA, 2006; MOUTTA, 2009; NUNES SILVA, 2009).

Para a maioria dos paises tropicais, 0 bagaco de cana-de-agucar é um dos
materiais lignocelulésicos com maior potencial para bioconversdo em etanol, uma vez que 0s
mesmos apresentam alta concentracdo de carboidratos, baixo contetdo relativo de lignina, e
baixo custo de colheita, de transporte e de armazenagem (GOUVEIA, NASCIMENTO e
SOUTO-MAIOR, 2009).

O bagaco (Figura 7) e a palha de cana-de-acUcar (Figura 8) representam, em
média, 14% da planta, ou seja, um total de 280kg de material lignocelulésico por tonelada de
cana processada (140 kg de palha e 140 kg de bagaco, chamada de matéria seca). A atual
previsdo do total de cana-de-acucar produzido — safra 2012/13 — é de 595,13 milhdes de
toneladas, o que geraria um total de 167 milhdes de toneladas dessa biomassa vegetal
(CONAB, 2012).

A palha deixada no solo apds a colheita mecanizada da cana-de-agucar (Figura
8), tem a finalidade fertilizante, pois retorna os nutrientes via processo de mineralizacao,
controla os processos erosivos, estabelece maior retencdo de agua e proporciona aumento na
microbiota do solo (BERTONCINI, 2008).
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Figura 7- Bagaco de cana-de-acUcar acumulado na inddstria.

Fonte: http://colunadosardinha.files.wordpress.com, acesso em 22/07/2010.

Figura 8- Palha deixada no solo apos a colheita de cana crua (sem queimar).

Fonte: (http://www.colheitamecanizadacanacrua.com.br; acesso em 22/07/2010)

Ja o bagaco (Figura 7) é utilizado em parte pela indudstria sucroalcooleira para
gerar energia elétrica pela queima por meio de sistema de caldeiras, por ndo oferecer custos
de transporte e por encontrar-se disponivel em grande quantidade. A queima de 6,5 toneladas
de bagaco gera IMWh de energia (NUNES SILVA, 2009). Entretanto, ha um excedente de
10-30% dependendo do tipo de caldeira empregada que poderia ser destinado a bioconversao
em etanol (CANDIDO et al., 2009). Pode-se calcular um excedente de 8 a 24 milhdes de
toneladas para a safra de 2012/13. Segundo modelagens de Furlan et al (2012) para uma
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biorrefinaria de producdo de etanol 2G, uma fracdo desse excedente de bagaco deve ser
destinado a geracdo de vapor para cobrir aos gastos energéticos acrescidos e o restante do
excedente, deve ser empregado integralmente para as etapas seguintes de producédo de etanol
2G.

2.3 PRODUTOS OBTIDOS A PARTIR DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS
2.3.1 Etanol de celulose

Na bioconversdo em etanol, o primeiro passo é a transformacdo do material
lignoceluldsico em aclcares fermentesciveis. Esta etapa envolve a combinacdo dos pré-
tratamentos fisico e quimico, a fim de romper a recalcitrancia do material, e o tratamento
hidrolitico, utilizando enzimas, para a subsequente liberacdo dos acglcares fermentaveis
(GALBE, 2002). Por fim, pode-se utilizar microrganismos fermentadores desses acUcares e

produzir etanol.

Segundo Van Maris et al. (2006), a hexose glicose representa 39% da
composicdo molecular do bagaco de cana. No entanto, a mesma se encontra polimerizada

formando as cadeias de celulose.

Para eliminar a recalcitrancia dos materiais lignocelul6sicos e disponibilizar os
acucares constituintes, torna-se necessario um pre-tratamento para romper a parede celular,
bem como diminuir a cristalinidade da celulose e a associa¢do com a lignina (WYMAN et al.,
2005). Apos estes tratamentos, os constituintes celulose, hemicelulose e lignina se separam
(Figura 9), permitindo assim que os complexos enziméaticos de celulases tenham acesso a
macroestrutura da biomassa (MORAES, 2009).

Na proxima etapa, a hidrolitica, ocorre a conversdo da celulose em glicose.
Esse passo é uma dificil tarefa devido a cristalinidade do substrato. Porem complexos de
enzimas celulases mostram-se capazes de catalisar a reacao de hidroélise eficientemente e com

a vantagem de ndo gerar compostos inibidores para a etapa fermentativa (MORAES, 2010).

Essa conversdo dar-se-a pelo sinergismo de acdo de trés grupos principais de
enzimas: 1) Endoglucanases (B-1,4-glicano-glicanoidrolase), as quais sdo responsaveis por
dividir aleatoriamente a cadeia da celulose, possibilitando a formacdo de cadeias menores de
celotriose, celobiose ¢ glicose; 2) Exoglucanases (B-1,4-glicano-celobioidrolases), as quais
agem nas extremidades nao redutoras das cadeias produzindo fracdes de celobiose ou glicose,

e, por fim; 3) Glicosidases (B-glicosidases), as quais convertem as moléculas de celobiose em
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duas moléculas de glicose (REYES; PERALTA-ZAMORA e DURAN, 1998; ZHANG;
HIMMEL; MIELENZ, 2006).

Figura 9 - Fracionamento dos constituintes da biomassa apés pré-tratamento.

Lignina

Celulose
/ o

\ Hemicelulose

Fonte: MORAES, 2009.

A glicose resultante da etapa hidrolitica é entdo fermentada a etanol. O
microrganismo mais frequentemente utilizado para a fermentacdo de etanol em processos
industriais a partir de hexoses é a S. cerevisiae, que também mostrou ser robusto e adequado
para a fermentagdo de hidrolisados lignocelulésicos (OLSSON e HAHN-HAGERDAL,
1993).

H& ainda um processo dito muito promissor para a producdo de etanol de
celulose que é chamado de SSF (Simultdnea Sacarificacdo e Fermentacdo), ou seja, a juncao
das etapas de sacarificacdo (hidrolise) e de fermentagdo. Com isso consegue-se maiores
rendimentos e produtividade em etanol e também menor consumo energético (SANCHEZ e
CARDONA, 2008).

2.3.2 Produtos obtidos a partir de hemicelulose

A bioconversdo de xilanas, principal componente da hemicelulose em produtos
de valor agregado, requer varias etapas: (i) pré-tratamento (quimico, fisico ou bioldgico); (ii)

a hidrélise dos polimeros para a producdo de moléculas prontamente metabolizaveis (por
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exemplo, aglcares hexoses ou pentoses); (iii ) bio-utilizacdo destas moléculas para suportar o
crescimento microbiano, ou para a producdo de produtos quimicos; e (iv) separacdo e
purificacdo (HOWARD et al., 2003).

O fracionamento da xilana pode ocorrer por hidrolise quimica utilizando acido
ou base, ou por enzimas hidroliticas, as xilanases. Os produtos decorrentes sao utilizados em
varios segmentos da industria: de papel, panificacdo, bebidas, alimentos, racdo animal,
farmacéutica e quimica fina (MANRICH, 2012). A seguir estdo descritos alguns desses

produtos.

2.3.2.1 Xilo-oligossacarideos

Os xilo-oligossacarideos (XOS) sdo cadeias formadas por 2 a 7 unidades de
xilose. Suas propriedades vém ganhando espac¢o nas industrias farmacéutica e quimica fina, e
como ingrediente alimentar (MANRICH, 2012). Tém como principal caracteristica a acéo
pré-bidtica, sendo seletivamente fermentados por algumas bactérias intestinais,
principalmente bifidobactérias e lactobacilos. Desse modo, favorecem a producéo de acidos
graxos de cadeia curta que sio benéficos a saide humana (GULLON, 2011; AACHARY e
PRAPULLA, 2011).

Os XOS podem ser obtidos por via enzimatica ou por hidrélise acida parcial da
hemicelulose. Por rota enzimatica, acontece o rompimento interno das cadeias por meio das
endoxilanases. Pela via quimica, bastante utilizada, a xilana é parcialmente hidrolisada,
entretanto pode ocorrer degradacdo dos agucares com geracdo de compostos toxicos como
furfural e hidroximetil-furfural, bem como de derivados de lignina e de monossacarideos, que
devem ser separados do produto final (MANRICH, 2012).

2.3.2.2 Xilitol

Xilitol é um polidl de cinco carbonos (Figura 10), usado como um adogante
alimentar natural (NIGAM e SINGH, 1995) e em formulagdes de cremes dentais, pois possui
aplicacdes odontoldgicas como a remineralizacdo dos dentes e propriedades antimicrobianas
(ROBERTO, MUSSATO e RODRIGUES, DOMINQUEZ e DOMINQUEZ, 2003; PARAJO
et al., 1998). Também é bastante utilizado na inddstria alimenticia: em gomas de mascar,
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doces, refrigerantes e sorvetes. Garante uma sensacdo de agradavel frescor devido a sua baixa
temperatura de solugdo (DHIMAN, SCHARMA e BATTAN, 2001).

Figura 10 - Estrutura molecular do xilitol.
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Sua grande demanda pela industria alimenticia e farmacéutica, levou ao
desenvolvimento de processos de baixo custo para a producdo de xilitol. A recuperacdo de
xilitol a partir da fracdo de xilana é cerca de 50-60%, ou 8-15%, com base na matéria-prima
utilizada (DHIMAN, SCHARMA e BATTAN, 2001).

Xilitol é produzido industrialmente por hidrogenacdo catalitica da xilose pura,
que ¢é obtida por hidrélise 4&cida de materiais lignoceluldsicos (HYVONEM;
KOIVISTOINEM e VOIROL, 1982).

Canilha (2006) mostrou que xilitol também pode ser bioconvertido a partir de
hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo utilizando a levedura Candida guilliermondii.

2.3.2.3 Solventes e Matérias-Primas

O produto 2,3-butanodiol, obtido a partir do hidrolisado hemicelulésico, € um
composto quimico que pode ser utilizado como matéria-prima para muitas aplicacfes
industriais, como: combustivel, solvente liquido e precursor de varios polimeros sintéticos e
resinas. A desidratacdo do 2,3-butanodiol produz o metil-etil-cetona, um solvente industrial
muito mais apropriado devido ao seu menor ponto de ebuli¢cdo. Apés a desidratacdo do 2,3-
butanodiol, produz-se o 1,3-butadieno, matéria-prima para producdo de borracha sintética e
também um mondmero importante na industria dos polimeros (HOWARD et al., 2003). A

estrutura quimica desses solventes € apresentada na Figura 11.
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Figura 11 - Solventes a partir de hidrolisados hemicelulosicos.
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Fonte: Acervo proprio.

2.3.2.4 Produtos diversos

Outros produtos de valor agregado a partir de hidrolisados de hemicelulose sdo

relacionados a seguir.

O éacido lactico é utilizado nas industrias alimentar, farmacéutica e cosmética.
E um componente do polilactato, um polimero biodegradavel, produto para o qual é esperado

0 crescimento significativo no mercado.

O furfural é utilizado para a producdo de vernizes, plasticos e pesticidas
(ZEITCH, 2000; MONTANE et al., 2002).

O éacido feralico pode ser convertido em &cido vanilico pela enzima estearase
de A. niger, e entdo reduzido a vanilina, um conhecido aromatizante (PRIEFERT
RABENHORST e STEINBUCHEL, 2001).

Geis e filmes podem ser produzidos a partir de hemicelulose. Gabrielii et
(2000) produziram hidrogeéis de hemicelulose com quitosana em meio acidificado. Hartman,
Albertsson e Sjéberg. (2006), desenvolveram um material derivado da hemicelulose com
potencialidade para a producdo de filmes com capacidade de barreira em relagcdo ao oxigénio,

por meio da benzilagdo da hemicelulose.
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2.3.2.5 Etanol de Hemicelulose

A xilose presente na hemicelulose é o segundo maior componente do bagaco,
representando cerca de 22,1% (VAN MARIS et al., 2006).

Brienzo, Siqueira e Milagres (2009) analisaram a composic¢ao da hemicelulose
de bagaco de cana-de-acucar e verificaram as proporcdes de 80,9% de xilose, 3,8% de

arabinose, 4,2% de glicose e 3,2% de &cido glucurénico.

A tecnologia de producdo de etanol no Brasil a partir de hexoses (glicose e
frutose) é bem consolidada, sendo caracterizada pelo uso de leveduras S. cerevisiae para a
fermentacdo desses acucares (CARVALHO JR. e GALVAO, 2008). No entanto, para a
xilose, uma aldose, ndo existe até o momento uma tecnologia de conversdo em etanol

escalonavel plenamente estabelecida.

A xilose pode ainda ser usada como substrato na producdo de xilitol, acidos
acetico e latico, polimeros de plasticos biodegradaveis e resinas, dentre outras aplicacdes
(LACHKE, 2002). Além disso, ao contrério da celulose e da lignina, a hemicelulose pode ser
facilmente extraida da biomassa vegetal e hidrolisada aos seus acgucares constituintes,
principalmente a xilose, por meio de lavagem a quente com soluc¢édo de acido diluido (UM e

BAE, 2011). Essa fracdo rica em xilose é entdo passivel de ser bioconvertida a etanol.

Embora S. cerevisiae seja 0 microrganismo mais cotado para a fermentacdo em
analise, sabe-se que essa levedura ndo consegue fermentar xilose eficientemente de maneira
natural (KUYPER et al., 2004).

Uma forma de utilizar S. cerevisiae — que tem como especificidade robustez e
caracteristicas ideais para a fermentacdo alcoodlica — é, primeiramente, isomerizar xilose em
xilulose (agucar fermentéavel pela S. cerevisiae) utilizando a enzima xilose isomerase e entéo,
em uma segunda etapa, fermentar a Xilulose a etanol (OLSSON e HAHN-HAGERDAL,
1996).

A dificuldade na producdo de etanol a partir de xilose/xilulose € explicada
pelas caracteristicas do metabolismo dessas pentoses em leveduras, conforme esquematizado

na Figura 12 e detalhado a seguir.
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2.4 METABOLISMO DE XILOSE POR S. CEREVISIAE

O primeiro passo para a metabolizacdo de um acgucar por um microrganismo é
a entrada do mesmo na célula. Para S. cerevisiae, o sistema de transporte de xilose é 0 mesmo
utilizado para a glicose. Porém, para pentoses, esse sistema funciona de forma muito
ineficiente, apresentando uma velocidade até 200 vezes menor (KOTTER e CIRIACY, 1993;
SINGH e MISHRA, 1995).

S. cerevisiae transporta xilose por difusdo facilitada quando cultivada em meio
complexo com multiplas fontes de carbono (BATT et al., 1986; VAN ZYL et al., 1989).
Outro exemplo de transporte comum em leveduras é a difusdo facilitada por sistemas nos
quais a translocagdo do acgucar, através da membrana, € mediada por uma proteina
transportadora (BARNETT, 1976; BARNETT, 1981; LAGUNAS, 1993). A difusdo facilitada
para xilose ocorre através dos transportadores de hexoses codificados pela familia de genes
HXT (KRUCKEBERG, 1996).

Em S. cerevisiae, 0s transportadores de hexoses exibem elevada afinidade
(HXT2, HXT6 e HXT7) e baixa afinidade (HXT1, HXT3 e HXT4) pela glicose, e sdo ativos
em condicOes de concentracdo baixa e alta de glicose, respectivamente (BISSON et al., 1993;
BOLES e HOLLENBERG, 1997; LEE et al., 2002; WALSH et al., 1994). As proteinas
HXT1 e HXT3, de baixa afinidade, possuem Kmygjicose €ntre 50-100mM; HXT2 e HXT7
possuem valores de Kmgiicose Moderadamente baixos (~cerca de 10mM) e HXT6 e HXT7 séo
transportadores de alta afinidade, com Kmgjicose de ~1-2mM (REIFENBERGER, BOLES e
CIRIACY, 1997; SEDLAK e HO, 2004).

A afinidade preferencial dos transportadores pela xilose é bem menor do que
para a glicose (KOTTER e CIRIACY, 1993; LEE et al., 2002), sendo os valores de Kmyiiose
cerca de 5-200 vezes maiores (BERTILSSON ANDERSSON e LIDESPIRIT, 2009).

De um modo geral, os valores de Km para o transporte de xilose variam entre
130 mM a 1,5 mM (PITKANEN et al., 2005) e a captacdo de xilose é fortemente reprimida
por glicose, por causa da competicdo pelo mesmo transportador (SEDLAK e HO, 2004). A
literatura ndo trata especificamente do transporte de xilulose para o interior da célula. SupGe-
se que a entrada dessa pentose ocorra por meio de algum sistema de difuséo facilitada como

por proteinas de transporte do género HXT.

Ap0s o transporte para dentro da célula, o passo seguinte do catabolismo da

xilose pelas leveduras é a formacdo de xilulose intracelular. 1sso ocorre num processo
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composto por duas etapas: reducdo de xilose a xilitol por xilose redutase (XR), com a
participacdo de NADPH ou NADH e, na sequéncia, oxidacao do xilitol a xilulose por xilitol
desidrogenase (XDH), com a participacdo de NAD* (KOTTER e CIRIACY, 1993).

Figura 12 - Descricdo geral da via metabdlica de xilose encontrada em leveduras incluindo a xilose

isomerase (XI1) obtida por modificacdo genética.
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Fonte: Adaptado de CHU e LEE, 2007.

Nota: HXT, transportadores de hexose; Sym, simporte; XR, xilose redutase; XDH, xilitol
desidrogenase; XI, xilose isomerase, XK, xilulogquinase; X5P, xilulose-5-fosfato; TKL, transcetolase; TAL,
transaldolase; S7P, sedoheptulose-7-fosfato; GA3P, gliceraldeido-3-fosfato; RPE, L-ribulose-5-fosfato 4-
epimerase; Ru5P, L-ribulose 5-fosfato; RKI, ribose-5-fosfato isomerase; R5P, ribose-5-fosfato; E4P, eritrose 4-
fosfato; F6P, frutose-6-fosfato; GND, 6-fosfogluconato desidrogenase; 6PG, 6-fosfo-D-Gluconato; 6PGL, 6-
fosfo-D-glicono-1,5-lactona; ZWF, glicose-6-fosfato 1-desidrogenase; GG6P, glicose-6-fosfato; HXK,
hexoquinase; PFK, 6-fosfofrutoquinase; F6P, frutose-6-fosfato; F16BP, frutose 1,6-bifosfato; IGP, glicose-6-
fosfato isomerase; FBA, frutose bifosfato aldolase; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; GPD, glicerol-3-fosfato
desidrogenase; GO3P, glicerol-3-fosfato; GPP, glicerol-3-fosfatase; TPI, triose-fosfato isomerase; TDH,
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase; BPG, 1,3-bisfosfoglicerato; PEP, piruvato fosfoenol; PPPh
fosfoenolpiruvato fosfatase; PDC, piruvato descarboxilase; ADH, alcool desidrogenase; ALD, acetaldeido
desidrogenase; ACS, CoA acetil-sintetase; PYC, piruvato carboxilase; PDB, subunidade beta piruvato
desidrogenase; PCK, piruvato fosfoenol carboxiquinase; AcCoA, acetil coenzimaA.
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Alternativamente, o xilitol produzido pela reducdo da xilose pode ser excretado
para o exterior da célula. A xilulose intracelular é entdo fosforilada pela enzima xiluloguinase
(XK) a xilulose-5-fosfato (X5P), precursor na rota pentose fosfato ndo oxidativa (PPP). Na
interface dessa rota, as enzimas transcetolase (TKL) e L-ribulose-5-fosfato 4-epimerase (RPE)
catalisam intermediarios para as rotas glicolise e pentose fosfato oxidativa respectivamente,
que, apds uma sequéncia de reacgdes, levam a formacéo de piruvato (PITKANEN et al., 2003).
Em condicGes aerobias, piruvato € oxidado pelo ciclo do acido citrico na cadeia respiratoria
(fosforilacdo oxidativa), levando a producéo de CO,, 4gua e ATP (CHU e LEE, 2007).

Em condicBes anaerdbias, o piruvato € descarboxilado pela piruvato
descarboxilase (PDC) a acetaldeido, que entdo é reduzido a etanol pela enzima alcool
desidrogenase (ADH). Pode ainda haver formacao de glicerol e acetato como resultado de
desequilibrio redox gerado na primeira etapa do metabolismo do agtcar (MEINANDER et al.,

1996). A Figural3 ilustra as principais etapas do catabolismo da xilose.

Em leveduras que metabolizam xilose via XR e XDH, o NADH em excesso
resultante pode, em principio, ser eficazmente removido por meio de adicdo de oxigénio.
Estudos sobre os efeitos do oxigénio na fermentacdo de xilose pelas leveduras
(WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998; GRANSTROM, OJAMO e LEISOLA 2001)
mostraram que a formacdo de xilitol pode ser minimizada quando suficiente oxigénio é
fornecido. No entanto, o fornecimento de oxigénio em excesso favorece a respiracdo
mitocondrial em detrimento da fermentacdo alcodlica, o que reduziria 0 rendimento em

etanol.

A regulacdo da fermentagdo alcodlica e da respiracdo celular é controlada por
condigdes como presenca ou auséncia de oxigénio ou tipo e concentracdo de substrato, em um
caso especifico a fermentacdo alcoolica pode ocorrer quando ha excesso de substrato mesmo
em condi¢bes aerdbias é o chamado efeito Crabtree e vérias leveduras exibem essa
caracteristica (MORAIS 2009).

Uma alternativa promissora proposta por Kuyper et al. (2004) é apresentada na Figura
13. De acordo com estes autores, uma fermentacdo alcodlica anaerdbica de xilose sem
formagdo de xilitol s6 € possivel quando as enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH) tém correspondéncia nas especificidades da coenzima. Isto ocorre na
conversdo de xilose em xilulose por xiloseisomerase (XI, EC 5.3.1.5) presente em algumas
bactérias do dominio Archaea. Nenhum NADH excedente é gerado desde que os equivalentes

de reducdo necessarios para XR sejam gerados pela XDH. As reacOes oxidativas das
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pentoses-fosfato ndo sdo necessarias em uma conversao redox neutra de xilose em Xxilulose.
SO este cenario permite a auséncia de subprodutos reduzidos (glicerol, xilitol) e a producdo de

quantidades equimolares de etanol e CO,.

Figura 13 - Diferentes opgcbes metabdlicas para a fermentacédo alcodlica de xilose com um balan¢o

redox.

{ Xiloss isomearase

§ NAD(P)
6 xiloss 6 xilitol 6 xilulos=
6 ATP
§ NADPH
4ATP
>
-
8C3p 2C3P
|* 2co: | *2CO0:
¢ 16ATP D 4 aTP
8 =tanol 2 ztanol
[ 6xiloss 3 10 etanol + 10 CO, + 10 ATP |

Fonte: KUYPER et al., 2004

Nota: As cores indicam as vias centrais no metabolismo de carboidratos; azul: reacdes de
rearranjo no ciclo das pentoses-fosfato; verde: glicolise.

Abreviaturas: C6P: hexose-6-fosfato, C5P: pentoses-5-fosfato, e C3P:triose:-3-fosfato. (a)
NADPH-especifica xilose redutase e NAD-especifica xilitol desidrogenase (aerdbico). (b) NADPH-especifica
xilose redutase e NAD-especifica xilitol desidrogenase (anaerdbio). (c) Xilose redutase com a especificidade do
cofator duplo (NADPH / NADH) e NAD-especifica xilitol desidrogenase. (d) Xilose redutase e xilitol
desidrogenase combinados com especificidades no cofator (equivalente a xilose isomerase).

2.5 ESTRATEGIAS PARA A OBTENCAO DE ETANOL A PARTIR DE XILOSE

2.5.1 Converséo a etanol por microrganismos fermentadores de xilose

Bactérias, leveduras e fungos tanto naturalmente ocorrentes quanto
recombinantes sdo 0s microrganismos mais cotados e eficientes para a fermentacdo de xilose

em etanol, dentre os quais, alguns estudados na literatura estdo apresentados na Tabela 3.



39

A produtividade volumétrica total de etanol, como referida na Tabela 3, é
expressa em gramas por litro por hora e é definida como a concentragdo de etanol final

dividido pelo tempo de fermentacéo total.

Segundo a equacgdo quimica abaixo representada pelas férmulas minimas, a
conversdo de xilose em etanol tem um rendimento méaximo teérico de 0,51 g de etanol para

cada 1,009 de xilose. Esse é 0 mesmo rendimento para a glicose.

Figura 14 - Equacéo estequiométrica de formag&o de etanol a partir de xilose.

3 CsH100s > 5C2HsOH + 5 CO2

(1.00g) (0.51g) (0.49¢)

Fonte: acervo proprio.

Apesar da abundancia na natureza e da facilidade de obtencdo, a assimilagdo de
xilose e sua conversao, predominantemente em etanol, sdo observadas para poucas leveduras.
Das 200 espécies de leveduras fermentativas facultativas que podem crescer em Xilose,
poucas catalisam a sua conversdo anaerobica em etanol (TOIVOLA et al., 1984). Dentre as
poucas com potencial para a obtencédo de etanol, Olsson e Hahn-Hégerdal. (1996) mencionam
leveduras do género Candida (espécies blankii, famata, fructus, guilliermondii e sp);
Kluyveromyces cellobiovorus e marxianus; Pichia segobiensis e stipitis e
Schizosaccharomyces pombe. Entretanto, S. cerevisiae, a levedura industrialmente mais
empregada para a producdo de etanol, ndo consegue metabolizar xilose de forma eficiente e

consequentemente produzir etanol.

A modificagdo genética € um método muito utilizado para vencer esses
obstaculos metabolicos impostos pelos microrganismos. Kuyper et al. (2004), apés uma
extensiva selecdo de linhagens de S. cerevisiae, clonaram genes do fungo Piromyces sp. na
levedura, com intuito de produzir a enzima Xilose isomerase. Além disso, superexpressaram
enzimas da rota pentose fosfato, xiluloquinase (EC 2.7.1.17), ribulose 5-fosfato-isomerase
(EC 5.3.1.6), ribulose 5-fosfato-epimerase (EC 5.3.1.1), transcetolase (EC 2.2.1.1) e
transaldolase (EC 2.2.1.2), as quais estdo envolvidas na conversdo de xilulose em
intermediarios glicoliticos. E, finalmente, suprimiram o gene que codifica a GRE3 aldose
redutase para minimizar ainda mais a producédo de xilitol. Apos todas estas modificacGes, 0s
autores observaram melhor consumo de xilose e maior rendimento em etanol, que alcangou

0,43 g.g™, ficando préximo ao tedrico. Surpreendentemente, a levedura conseguiu crescer
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anaerobiamente em xilose. Porém, as fermentacdes foram muito longas e, consequentemente,
com baixa produtividade em etanol, o que pode ser atribuido a baixa eficiéncia do sistema de

transporte de xilose, ndo modificado pelos autores.

Dentre os organismos recombinantes, € importante destacar as bactérias
Escherichia coli B, pLOI297, E. coli B KOII, Klebsiella oxytoca M5A1, por apresentarem o0s
maiores valores em rendimento e produtividade em etanol, dentre os relacionados na Tabela
3. Esses microrganismos recombinantes foram construidos, inseridos genes pdc e adh de
Zymomonas mobilis, possibilitando o desvio do metabolismo do piruvato para etanol ao invés
de &cidos organicos, essa estratégia permitiu uma conversdo de xilose em etanol com
eficiéncia superior a 95% em relacéo ao rendimento tedrico maximo (LIMA; TAKAHASHI E
ALTERTHUM 2002).

Embora os microrganismos geneticamente modificados possuam caracteristicas
interessantes por conseguirem metabolizar eficientemente pentoses e hexoses, sua utilizacdo
em ambiente industrial € questionada, devido aos problemas relacionados a estabilidade
genética, rendimento global em etanol e capacidade de sobrevivéncia em condi¢bes de
fermentacdo industrial (DIEN et al., 2003; JEFFRIES, 2006).

Uma alternativa para a producdo de etanol a partir de xilose é a converséo de
xilose em xilulose pela enzima glicose isomerase ex-situ, seguida pela fermentacdo desse
acucar pela S. cerevisiae a etanol (GONG et al., 1981; CHANDRAKANT e BISARIA, 2000),

analisada a seguir.

Tabela 3 - Microrganismos fermentadores de xilose.

Xilose Etanol Rendimentoem Produtividade em

Cultura QL) (g/L) etanol (g.g%) etanol (g.L".h)

Bactéria naturalmente ocorrente

Bacillus macerans DMS 1574 20 3,3 0,16 0,03
Bacteroides polypragmatus NCRCC 2288 44 6,5 0,15 0,09
Clostridium saccharolyticum ATCC 35040 25 5,2 0,21 0,05
C. thermohydrosulfuricum 39E 5 2,0 0,39 =
Erwinia chrysanthemi B374 5 - 0,23 -
Thermoanaerobacter ethanolicus ATCC 31938 4 1,5 0,36 -
Bactéria Recombinante® - -
Erwinia chrysanthemi B374 (pdc) 5 - 0,44% -
Escherichia coli B, pLOI297 (pc/c, adhB) 80 39,2 0,49 0,70°
E. coli B KOII (pdc, adhB, frd-) 80 41,6 0,52 0,87
Klebsiella oxytoca M5AL1 (pdc, ac/hB) 100 46,0 0,46 0,96

K. planticola SDF20 (pde, pf/) 17 7,7 0,44 0,18
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Xilose Etanol Rendimentoem Produtividade em

Cultura (g/L)  (9/L) etanol (g.g%) etanol (g.L™".h?)
Zymomonas mobilis CP4 (pZB5) 25 11 0,44 0,57
Levedura naturalmente ocorrente
Candida blankii ATCC 18735 50 5,1 0,10 0,07
C. famata 20 3.9 0,20 0,07
C. fructus JCM-1513 20 4,7 0,24 0,02
C. guilliermondii ATCC 22017 40 4,5 0,11 0,04
C. shehatae CBS 4705 50 24,0 0,48 0,19
C. shehatae CSIR-Y492 90 26,2 0,29 0,66
C. sp. CSIR-62 A2 50 20,1 0,40 0,42
C. tenius CBS 4435 (11) ¢ 20 6,4 0,32 0,03
C. tropicalis KY 5014 (2) 20 2,8 0,14 0,06
Clavispora sp. UWO(PS) 83-877-1 (11) 20 5,9 0,30 0,11
Kluyveromyces cellobiovorus KV 5199 (3) 20 4,4 0,22 0,09
K. marxianus 20 5,6 0,28 0,10
Pachysolen tannophilus NRRL Y-2460 20 6,2 0,31 0,06
P. tannophilus RL 171 50 13,8 0,28 0,28
Pichia segobiensis CBS 6857 20 50 0,25 0,02
P. stipitis CBS 5773 (5) 20 59 0,30 0,02
P. stipitis CBS 5776 50 22,3 0,45 0,34
Schizosaccharomyces pombe ATCC 2478 (8) 50 5,0 0,10 0,07
Levedura recombinante”
Saccharomyces cerevisiae (XYL 1, XYL 2) 21,7 1,6 0,07 0,07
S. cerevisiae TJ 1 (XYL I, XYL 2) 50 2,7 0,05 0,02
S. cerevisiae H560 (XYL 1, XYL 2) 49,2 0,3 0,01 0,01
Schizosaccharomyces pombe (xyl A) 50 21,0 0,42 0,19
Fungos
Aeurobasiclium pullulans (2) 20 4,2 0,21 0,09
Fusarium avenaceum VTT-D-80146 (5) 50 12,0 0,24 0,07
F. clamydosporum VTT-D-77055 50 11,0 0,22 0,07
F. culmorum VTT-D-80148 (3) 50 12,0 0,24 0,07
F. graminearum VTT-D-79129 (4) 50 11,0 0,22 0,07
F. lycopersici ATCC 16417 50 16,0 0,32 0,17
F. oxysporum VTT-D-80134 (3) 50 25,0 0,50 0,17
F. sambucium VTT-D-77056 50 13,0 0,26 0,08
F. solani VTT-D-77057 (2) 50 11,0 0,22 0,07
F. tricinetum VTT-D-80139 (2) 50 7,0 0,14 0,04
Monilia sp. 50 12,6 0,25 0,08
Mucor 105 (2) 50 8,0 0,16 0,08
Neurospora crassa NCIM 870 20 6,9 0,35 0,04
Paecilomyces sp. NFI ATCC 20766 100 39,8 0,40 0,24

Fonte: OLSSON e HAGERDAL, (1996)

Nota: °g de etanol/g de xilose consumida. "os genétipo relevantes estéo indicados entre parénteses. pdc, piruvato
descarboxilase; pfl, piruvato formatoliase; adhB, &lcool desidrogenase II; frd, fumarato redutase, pZB5
transporta os genes para a xilose isomerase, xylulokinase, transcetolase, e transaldolase, XYL 1, xilose redutase;
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XYL 2, desidrogenase xilitol; xyl A, xilose isomerase. ‘Produtividade volumétrica maxima. ¢ nimero entre
parénteses denotam quantidade de linhagens estudadas.

2.5.2 Isomerizacao e fermentacdo simulténeas (SIF)

A isomerizacdo da xilose em xilulose pela enzima xilose isomerase ¢ uma
reacdo reversivel e o equilibrio é favoravel no sentido da formacdo da xilose. Por isso,
executando a isomerizacdo e fermentacdo em simultaneo, consegue-se deslocar o equilibrio
da reacdo de isomerizacdo no sentido de formacdo de xilulose. No entanto, no caso do
processo simultaneo, a escolha do pH e da temperatura precisa ser um compromisso entre 0s

valores 6timos para a enzima e para 0 microrganismo (DU PREEZ, 1994).

O pH o6timo de fermentacdo para a levedura S. cerevisiae € 5,0, enquanto, para
a isomerizacao, a enzima XI € mais ativa e estavel a pH neutro. Da mesma forma, a enzima
apresenta atividade maxima a ~80 °C, enquanto S. cerevisiae ¢ normalmente cultivada na
faixa de 30 a 37°C. Contudo, ambas, isomerizacdo e fermentacdo, podem ocorrer a pHs
intermediérios entre 5,5 e 6,0 e a temperatura de 37 °C e, apesar das diferencas entre as
velocidades de isomerizacdo e fermentacdo, os rendimentos finais em etanol podem ser altos
(LASTICK et al., 1990). O uso de XI imobilizada permitiria a utilizacdo de alta concentracéo
do biocatalisador no reator, compensando as baixas velocidades de isomerizagdo que ocorrem

devido a operagdo em pH e temperatura abaixo dos valores 6timos para a enzima.

Chiang et al. (1981) realizaram experimentos SIF variando pH, temperatura e
quantidades de levedura comercial de panificacdo e constataram que, na condi¢do de
isomerizacao e fermentacdo simultaneas de D-xilose por D-xilose isomerase e levedura, o pH
otimo foi 6 e a temperatura 6tima foi 37 °C. Sob estas condi¢des de fermentagdo 6timas, uma
producédo de 0,45 g de etanol, 0,1 g de xilitol e 0,02 g de glicerol por g de D-xilulose

consumida foi observada.

Além do trabalho de Chiang et al. (1981), outros pesquisadores tém estudado a
alternativa tecnologica da isomerizagéo e fermentacdo simultaneas para obtencéo de etanol a
partir de hemicelulose ou xilose. A Tabela 4 apresenta as principais caracteristicas de alguns
desses trabalhos. Observa-se que a maioria dos experimentos foi conduzida em reatores
convencionais (tipo tanque agitado), de pequeno volume, sem imobilizagdo ou entdo
utilizando casca de ovo como suporte. Consequentemente, valores de tempo de reacdo

superiores a 24 horas sdo observados. Considerando a necessidade de oferecer uma alta carga
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de enzima e de levedura para acelerar o processo, os dados reunidos na Tabela 4 sugerem um

baixo potencial de scale-up para 0s processos convencionais de SIF.

Tabela 4 - Estudos sobre a producdo de etanol por isomerizacdo e fermentacdo simultaneas.

. GONG et al. LASTICK etal. CHANDRAKAN NAKATA etal.
Referéncia
(1981) (1989) T et al. (2000) (2009)
Processo SIF SIF SICF SIF
o ) agua quente
Pré-tratamento hidrolise cida o
comprimida
. . xilose (70 g/L), faia japonesa (3,78
Fonte de Aclcares xilose (120 g/L) 6% de xilose . .
glicose (30 g/L) g/L xilose)
Saccharomyces
cerevisiae, de Saccharomyces Saccharomyces
Leveduras Panificacéo (4.10° S. pombe cerevisiae (NRRL- cerevisiae
cél./massa 2358) (NBRC-0203)
seca/mL)
. xiloseisomerase xiloseisomerase (10 xiloseisomerase [B-isomerase,
Enzimas o .
(100 g/L) g/L) (20 g/L) xilosidase xilose
) casca de ovo
. Células de Bacillus .
Imobilizacdo Sem (4,5 Ul/g xilose Sem
sp.
P inicial)
Volume Reacional 25 mL 100 mL 3mL
Temperatura (°C) 40 35 30-35 40
pH 6 5,75 5 6
Agitacgéo 650 rpm Sem Sem Sem
Aeracao Anaerobio Anaerdbio Anaerdbio Anaerdbio
Periodo da SIF 24 horas 2 dias 72 horas 100 horas
Converséo 85% 42,8%
Produto gerado 21,0 g/L de etanol 22,3 g/L de etanol 2,74 g/L de etanol

Subprodutos

3,5 g/L de xilitol

Fonte: Acervo proprio.

Nota: SIF - Simultdnea Isomerizacdo e Fermentagdo, SICF - Simultinea Isomerizacdo e

Cofermentacdo, Todos os estudos conduzidos em batelada.

Por outro lado, Trovati (2001) e Giordano (1992) estudaram a sacarificacéo e

fermentacdo simultaneas do amido de mandioca a fim de produzir etanol utilizando um

sistema continuo constituido por trés reatores de leito fixo em série, contendo glucoamilase

imobilizada em particulas de silica e coimobilizada com S. cerevisiae em gel de pectina. Altos
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valores de produtividade e rendimento em etanol, correspondente a 92% do tedrico, foram

alcancados nesse sistema, o qual foi operado por 275 h sem indicacao de desestabilizacéo.

2.5.2.1 Xilose Isomerase (XI)

A enzima XI é geralmente conhecida como glicose isomerase (EC 5.3.1.5) e
faz parte do grupo cetol isomerase que possui por volta de 20 enzimas. Ao comparar as
constantes cinéticas de xilose isomerases de diferentes microrganismos com D-glicose ou D-
xilose como substrato, o quadro geral € uma Vmax (velocidade maxima) de ordem de
magnitude similar, mas um Ky (constante de Michaelis-Menten) de ordem de grandeza duas
vezes maior quando o substrato € glicose. Contudo, 0 nome recomendado € xilose isomerase
(TANAKA, TOSA e KOBAYASHI., 1993).

A Xl é uma enzima intracelular produzida por uma série de microrganismos
(Streptomyces albus, Thermus aquaticus, Bacilus coagulans e outros), por isso seu elevado
custo. O pH étimo da atividade enzimatica varia de microrganismo para microrganismo, mas
em geral estd situado em torno de 7 a 9. Muitas aplicacbes da Xxilose isomerase tém
temperatura 6tima entre 75 e 85°C. Na maioria dos casos, a Xilose isomerase possui uma
estrutura tetramérica. Cétions metalicos divalentes (Mg** Mn®* e Co”") desempenham um
papel importante na atividade da xilose isomerase e dependendo do cation, pode contribuir
para a termoestabilidade da enzima (EPTING, 2004).

Xilose isomerase é empregada industrialmente em larga escala no processo de
producdo de xaropes de glicose rico em frutose (OLIVIER DU TOIT, 1986), o qual consiste
em 3 etapas: sacarificagdo do amido de milho, isomerizagdo da D-glicose e tratamento do
produto. A isomerizacdo ocorre em reatores continuos de leito fixo associados em série; o pH
é o0 6timo para a atividade da enzima; e a temperatura é a ambiente (exceto em casos de

capacidade de producéo limitada).
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2.5.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Na biotecnologia e nos bioprocessos, a utilizacdo de microrganismos tem
imensa importancia. Para o Brasil, o interesse é econdmico e a levedura S. cerevisiae
apresenta grande destaque principalmente na producdo de paes, bebidas e etanol (SILVA,
2006).

Saccharomyces cerevisiae € um fungo unicelular haploide que se reproduz de
forma assexuada por meio de brotamento, chamado também de crescimento vegetativo. A
célula-mé&e apresenta na parede celular uma saliéncia a qual cresce gradativamente e onde se
origina uma nova célula. Os citoplasmas de ambas as células permanecem unidos durante
algum tempo até que a abertura por onde ha passagem de material intracelular se fecha,
originando a célula-filha, fisiologicamente distinta da célula-mée (SILVA, 2006).

Diferente do processo de producéo de etanol dos EUA — o0 maior produtor deste
biocombustivel do mundo —, o Brasil utiliza o reciclo de células em que 90% da levedura é
reutilizada de uma fermentacao para a outra, resultando em condic¢des fermentativas com alta
densidade celular, cerca de 10-17% em massa Umida a qual contribui para tempos mais curtos
de fermentacdo (em torno 6-11 horas) e alcangando concentracdes de etanol entre 8-11%
(v/v) (BASSO et al., 2008).

Segundo Souza (2009), até a década de 90, a maioria das usinas utilizava
exclusivamente levedura de panificacdo para o processo fermentativo. No entanto, constatou-
se que a populacdo inicial de levedura no inicio da safra era substituida por linhagens
selvagens. Estas eram responséveis por problemas fermentativos, como producdo excessiva
de espuma, velocidade de consumo reduzido dos aclcares e floculagdo (crescimento
filamentoso), e subsequente decantacdo do fermento. Motivadas, as industrias de etanol
comecaram a isolar suas linhagens nativas e, atualmente, algumas sdo largamente utilizadas
pela maioria das usinas brasileiras. Assim, foram sendo nomeadas com as iniciais das
unidades de origem onde foram isoladas, por exemplo: a levedura BG-1 (Usina Barra
Grande), CAT-1 (Usina Catanduva), PE-2 (Usina da Pedra), SA-1 (Usina Santa Adélia), entre
outras (BASSO et al., 2008). As principais caracteristicas das linhagens industriais atualmente
empregadas nas usinas para producgédo de etanol a partir de sacarose estdo relacionadas na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas das espécies de S. cerevisiae.

Nome pH (o-(l;) A::é?;;ﬁgio es;F))er((:)i(:‘Ii.ca Yels Uso ref.
CENPK1137D 5 30 1'02225’}?50%' _ g g;::rgsé-l L Ba?;(c))ﬁ)alu
BG-1 45 40 0’4259“:%?2036‘ g;if.lgh?} . Sz;i:rgsé'l Ind. 52Uz ((22(?1017));
CAT-1 48 37 O’SZicjﬁcﬁﬂose‘ %489 i g(;ﬁioié.l nd. e ((2%81111)) |
2 ap g7 OMestmme  Odoge 0400 Coda GO
SA-1 T e vt e i g(;;:zoié-l M0 Reis (2011)

Nota: Lab = laboratorial, Ind = Industrial, gs.c, = massa de levedura seca, Ye/s = rendimento em
etanol (g etanol. g substrato™), Prod. especifica = produtividade especifica (g substrato. geca - h™).

As linhagens PE-2, CAT-1 e BG-1 mostraram uma grande capacidade de
competirem com as leveduras selvagens e sobreviverem ao processo fermentativo industrial.
Na safra 2007/2008, as linhagens PE-2 e CAT-1 foram as mais utilizadas no Brasil em cerca
de 150 destilarias, o que representou 60% do etanol combustivel produzido no pais (BASSO
et al., 2008).

Assim como a enzima, a linhagem de levedura utilizada é de crucial
importancia para o bom desempenho do processo SIF. Porém, estudos caracterizando a
conversdo de xilulose em etanol por S. cerevisiae sdo praticamente inexistentes, conforme
mostra a Tabela 5. Por outro lado, ha varios estudos descrevendo o consumo de sacarose ou
glicose por diferentes linhagens industriais ou de laboratério de S. cerevisiae em condicdes
fermentativas. Algumas das cepas mais mencionadas na literatura, juntamente com

parametros que caracterizam o desempenho das mesmas, sdo apresentadas na Tabela 5.

E possivel notar que as espécies possuem uma rapida velocidade de consumo
de substrato (glicose ou sacarose) e produtividade em etanol superior a 0,4 Getanol/Jsubstraton

em pH abaixo de 5 e temperaturas entre 30 e 40 °C.
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Para comparar a capacidade de fermentacdo de diferentes linhagens, pode ser
calculada a produtividade especifica, ou seja, a quantidade de etanol produzida por hora e por
grama de massa de células. Esta é a medida mais apropriada para a comparacdo entre
microrganismos, uma vez que a produtividade volumétrica € uma funcéo da densidade celular
(OLSSON e HAGERDAL, 1996).

Outro parametro para avaliar linhagens é o rendimento. Pode-se comparar esse
parametro a outros agucares no caso de um processo SIF em que a levedura metaboliza
pentoses, e revelar linhagens de S. cerevisiae que consumam Xxilulose e produzam

preferencialmente etanol.

O microrganismo que tem grande importancia para o processo de producao de
etanol a partir de biomassa vegetal deve possuir algumas caracteristicas como: tolerancia a
compostos toxicos formados na etapa de pré-tratamento, termotolerancia, toleréncia a etanol,

estabilidade e funcionalidade em faixas mais altas de pH, as quais, serdo descritas a seguir.

Durante a etapa de pré-tratamento, podem ser gerados alguns produtos
inibidores dos microrganismos fermentadores. Como principais inibidores, o 2-furaldeido
(furfural) e o 5-hidroximetil-2-furaldeido (5- hidroximetilfurfural, HMF) sdo gerados
principalmente no pré-tratamento com acido diluido. Estes compostos danificam as paredes e
as membranas celulares, inibem o crescimento celular, reduzem atividades enzimaticas,
causam danos ao DNA, inibem a sintese de proteinas e RNA, e reduzem a producéo de etanol
(COSTA, 2011).

Na producdo de etanol de segunda geracdo, a utilizacdo de linhagens que
suportem temperaturas maiores € de grande importancia, haja vista que 0S processos
intermediarios (hidrélise e isomerizacdo) de producgdo de etanol celuldsico e hemicelulésico
utilizam enzimas que possuem temperaturas 6timas de trabalho acima de 40°C. Com a
utilizacdo de microrganismos mais termotolerantes, pode-se entdo aperfeicoar as etapas de
hidrolise, no caso de SSF, ou de isomerizacdo, no caso da SIF. Costa (2011) avaliou a
capacidade fermentativa com glicose a 37 e a 42°C de algumas leveduras, dentre elas as
leveduras industriais PE-2 e CAT-1. A maior temperatura, o autor constatou que o rendimento
diminuiu 43%. Souza et al. (2007) realizaram ensaios fermentativos com a levedura BG-1 nas
condicdes de 100 a 200 g/L de sacarose e temperaturas de 37 e 40 °C. O rendimento manteve-
se em média 0,45+0,02 para as maiores temperaturas e ainda houve um aumento na

produtividade volumétrica de até 24%.
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A tolerancia a etanol é um importante atributo para microrganismos que se
queira empregar na producdo de etanol em escala industrial. Com essa qualidade, consegue-se
alcancar altos rendimentos em etanol, um importante fator no custo de producdo desse

biocombustivel.

Segundo Stanley et al. (2010) e Birch e Walker (2000), etanol, em
concentragOes relativamente baixas, inibe a divisdo celular, diminui o volume celular e,
consequentemente, a taxa especifica de crescimento. Ja em altas concentracGes, ha aumento
de morte e diminuicdo da viabilidade celular. Leveduras isoladas em unidades industriais
apresentaram inibicdo das suas atividades fermentativas em batelada simples a 30°C em
concentracdes de etanol acima de 8% (v/v), em contrapartida, em concentragdes inferiores a
4% (v/v) notou-se uma grande diminui¢do na formacdo de biomassa (PERES e LALUCE,
1998).

Estudos realizados por Costa (2011) com placas em meio s6lido mostraram que
as linhagens CAT-1 e PE-2 conseguem crescer em concentracGes de etanol de até 10% (v/v) a
30°C. Souza et al. (2007) realizaram experimentos fermentativos com a linhagem BG-1 a

37°C e alcangaram 11,5% de etanol com viabilidade 90% apds 6 horas de fermentacéo.

Outro fator muito importante na produgéo de etanol pelo processo SIF é o pH,
lembrando a divergéncia na faixa de pH 6tima de trabalho entre levedura e enzima, esta

envolvida na reacdo de isomerizagdo que requer pH’s mais neutros.

Entdo almeja-se uma linhagem de levedura que melhor atue proximo a esta
faixa de pH, j& que o pH em um processo fermentativo atua no controle da contaminacgao
bacteriana e tem efeito no crescimento da levedura, taxa de fermentacdo e formacdo de
subprodutos (AMORIM, BASSO e ALVES, 1996).

Existem poucos estudos realizados com leveduras em pH mais neutros. Dorta
(2006) constatou queda de brotamento das células da linhagem PE-2 em pH 3,6 ao realizar
experimentos fermentativos em condic¢des de estresse como baixo pH, altas concentracdes de
sulfito, etanol e acido acético. A producéo de etanol por S. cerevisiae possui um pH 6timo de
trabalho entre 4 e 5. JA em pH 7, hd uma diminui¢cdo no rendimento em etanol com aumento
da producéo de &cido acético (SOUZA et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 GLICOSE ISOMERASE IMOBILIZADA E MICRORGANISMOS

A enzima glicose isomerase da GENENCOR® imobilizada em quitosana (1GI-
ch) utilizada nos experimentos foi preparada segundo a metodologia descrita em Silva et al.
(2012). Foram testadas leveduras de panificacdo de dois fabricantes (Fleischmann®e
ltaiquara®) adquiridas em supermercados e quatro linhagens gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Andreas Karoly Gombert (DEQ/EP-USP). Trés destas ultimas linhagens séo utilizadas em
unidades sucroalcooleiras para a producdo de etanol (BG-1, CAT-1 e PE-2). Ja a linhagem

CENPK.113-7D é comumente utilizada em laborato6rio para a manipulacédo genética.

A Figura 15 representa todas as etapas dos experimentos realizados no presente

trabalho, as quais serdo detalhadas posteriormente.

Figura 15 — Procedimento experimental

Glicose Isomerase Levedura de Levedura industrial
Genencor® Panificagdo ou de laboratorio

lmobllllza(;ao Cultivo de
em quitosana celulas

D10 dy5d
= (aprisionamento de
levedura e enzima em
alginato de calcio)

CO-IMOBILIZACAO

centrifugada

(10% da levedura e 20% IGI-Ch

em massa)

Fonte: acervo prépio
Nota: IGI-Ch = Enzima Glicose isomerase imobilizada em quitosana.

3.1.1 Preparo do suporte e imobilizacdo da glicose isomerase

Quitosana 2% (m/m) foi solubilizada em é&cido acético 2% (v/v), apés
homogeneizagdo a 50°C adicionou-se 1,5 mL de KOH 0,5 M para cada 1 mL da solucéo de
quitosana. A mistura permaneceu sob agitacdo durante 30 minutos promovendo a formacéo

do gel. Em seguida adicionou-se glutaraldeido na proporcdo de 0,8 % (v/v) e manteve-se
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agitacdo durante 30 minutos. Apos isso, o gel ativado foi lavado com agua destilada a

temperatura ambiente até pH neutro.

Na etapa de imobilizacdo a temperatura ambiente (25 °C), preparou-se uma
solucdo enzimatica contendo MgSO47H,0 (5 mM) e CoC1,6H,0 (2,5 mM) em pH 7, juntou-
se a solucdo e o suporte ativado sob agitacdo mecanica durante 24 horas, na proporcdo de 10
mL da solucdo para cada 1 g de suporte ativado. A quantidade de enzima adicionada foi de 50
mg de proteina para cada grama de gel ativado. Transcorrido o tempo de imobilizagdo o entdo
chamado derivado (suporte+enzima) foi reduzido com borohidreto de sodio (1 mg/mL de
suspensdo) durante 30 minutos. Ao final, o derivado obtido foi lavado em filtro sob vacuo
com tampdo Tris maleato, 200 mM, pH 7, &gua destilada e tampdo Tris maleato, 50mM, pH 7
para remoc¢do de enzima residual e do borohidreto de sddio. O derivado foi armazenado a
4°C.

A atividade da enzima livie GENENCOR® era de aproximadamente 3400
Ul/mL e se obteve derivado com 1300 Ul/g de derivado, rendimento de imobilizacdo de 99%
e uma atividade recuperada de 98% (SILVA et al. 2012).

3.1.2 Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Para os ensaios com leveduras de panificacdo, utilizou-se diretamente o
fermento comercial prensado (umidade de ~70%). A suspensdao homogénea resultante da
mistura da levedura, com o derivado IGI, e com a solugdo de alginato de sédio foi entéo
gotejada em solucao de MgCl;, e CaCl, ambos a 0,25 M, para obtencdo de particulas esféricas
(pelletes). O sistema utilizado para obtencdo dos pelletes, ilustrado na Figura 15, era
composto por uma bomba peristaltica e um aspersor de ar para acelerar a remogéo da gota da
ponta da ponteira. Apos a obtencdo dos pelletes, os mesmos foram recuperados por filtracéo e
transferidos para a solucdo de cura. A cura das particulas ocorreu em repouso a 4°C durante a
noite em solucdo contendo MgS0,.7H,0 4 g/L, CoCl,.6H,0 0,2 g/L, uréia 3 g/L, KH,PO,4 10
g/L, CaCl,.2H,0 2,5 g/L e extrato de levedura 4 g/L em pH 5,6.

Para as leveduras BG-1, CAT-1 e PE-2 e CEN.PK113-7D a biomassa
requerida para a imobilizacdo foi obtida pelo cultivo das mesmas em meio YPD (VAN
DIJKEN et al., 2000). Partindo de 3 mL da respectiva suspensdo-estoque de levedura mantida
em ultrafreezer a -80 °C, preparou-se um indculo em 30 mL de meio previamente esterilizado

composto por glicose 15 g/L, extrato de levedura 10 g/L e peptona 20 g/L a pH 6,0 num
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frasco de 125 mL. O sistema foi incubado a 250 rpm e 25°C durante a noite. Quando a
densidade 6tica (DO) da suspensdo atingiu o valor 8, duas aliquotas de 10 mL foram
transferidas para dois frascos de 500 mL contendo cada um deles 200 mL de meio de
crescimento também estéril, composto por 50 g/L glicose, 15 g/L extrato de levedura e 30 g/L
de peptona, pH 6,0. Os frascos foram incubados a 30°C e 250 rpm até DO ~29. Uma aliquota
dessa suspensao foi separada para analise de viabilidade e concentracdo celular (por massa
seca), enquanto o volume correspondente a massa de levedura desejada para a imobilizacao (~
4,5 g) foi centrifugado por 15 minutos a 3220 x g e 4 °C. Apds o descarte do sobrenadante, a
biomassa compactada foi ressuspendida em agua destilada estéril e centrifugada novamente
sob as mesmas condic¢des descritas. Finalmente, a biomassa obtida apés a lavagem foi entédo

empregada para o preparo do biocatalisador, como descrito para as leveduras de panificacao.
3.2 PREPARO DO BIOCATALISADOR

O Biocatalisador foi preparado utilizando um sistema composto por um
agitador mecanico , mangueira de pequeno diametro, bomba peristaltica com controle de
vazao e mangueira com corrente de ar como representado na Figura 16. O biocatalisador
consiste de particulas de alginato contendo a enzima glicose isomerase imobilizada e S.
cerevisiae coimobilizadas, na seguinte composicdo: 1% de alginato de sddio, 20% de IGI-ch
(base Umida), ~10% de levedura (base seca) e 0,5% de carbonato de calcio (CaCOs).
Preparou-se uma suspensdo dos componentes descritos, primeiramente pela solubilizagdo do
alginato de sddio em tampao fosfato 50 mM pH 8, seguido pela adi¢do da IGI-ch e por Gltimo
acrescentou-se a massa de levedura desejada e 0 CaCOg3. A suspensdo foi homogeneizada e
através de uma bomba peristaltica e uma mangueira, com auxilio de uma corrente de ar, fez-se
gotejar essa suspensdo em um recipiente contendo solu¢do de MgCl, e CaCl, (ambas a

0,25M) como apresentado na Figura 16

As cargas de enzima, levedura e CaCO3 empregadas na preparagdo das micro-
particulas foram definidas em estudos conduzidos pela Doutoranda Claudia Ramos da Silva e
pela Mestranda Patricia Marina de Aquino.
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Figura 16 - Sistema utilizado para a preparacdo do biocatalisador composto por glicose-isomerase
imobilizada em quitosana coimobilizada com levedura em micro-particulas de alginato (a) e detalhe

mostrando os pelletes obtidos (b).

:
i L ""

Pelletes

Fonte: Acervo proprio.

3.3 SIF (SIMULTANEA ISOMERIZACAO E FERMENTACAO) DE XILOSE:
ESTUDOS PRELIMINARES

Os experimentos SIF foram realizados em tubos tipo falcon. Foi adicionado em
cada tubo, meio contendo xilose comercial e pelletes na proporcédo de 1:1 meio:pelletes Figura
17, os tubos foram vedados e incubados a 150 rpm e 35 (conjuntos C1, C2 e C4) ou 40 °C
(conjunto C3). Cada experimento era composto por no minimo 8 tubos que eram retirados em
intervalos de tempo regulares e mantidos em banho de gelo. O sobrenadante recuperado de
cada tubo era utilizado para medida do pH, sendo em seguida filtrado em membrana 0,2 pm.
Parte do filtrado foi utilizada para andlise de acucares redutores (AR) e o restante foi
congelado para andlise posterior de aclcares e produtos da fermentacdo por CLAE. O
acompanhamento da viabilidade das células de levedura presentes no biocatalisador foi

realizado nos tempos 0 e 24 horas.



53

Figura 17 - Sistema SIF, falcons contendo meio e pelletes na razdo 1:1 incubados em
shaker a 150 rpm e 35 °C.

Fonte: Acervo proprio.

Um total de 11 experimentos SIF em batelada foi realizado para atender aos
objetivos propostos. O primeiro conjunto de SIFs (C1), composto por 6 experimentos, foi
realizado para comparar a assimilacédo de xilose e a producdo de etanol e xilitol em diferentes
leveduras e assim identificar aquelas com maior potencial para uso no processo proposto. Ja
os estudos complementares conduzidos em seguida tiveram como objetivo definir algumas
condigdes de cultivo em SIF. Assim, no segundo conjunto de SIFs (C2), consistindo de 2
experimentos, avaliou-se a influéncia da disponibilidade de oxigénio sobre o desempenho do
processo para as leveduras ltaiquara e BG-1. Experimentos com maior disponibilidade
oxigénio (semi-aerdbios) foram conduzidos em tubos falcons de 50 mL, contendo 8 mL de
meio+pelletes, enquanto os com menor disponibilidade de oxigénio (semi-anaerdbios) foram
realizados em tubos falcons de 15 mL, contendo o mesmo volume de meio+pelletes. No
terceiro conjunto de SIFs (C3), composto por 2 experimentos, avaliou-se a influéncia da
temperatura sobre o desempenho do processo para as leveduras CEN.PK117-7D e ltaiquara®.
A temperatura foi alterada para 40 °C, enquanto os experimentos dos conjuntos C1, C3 e C4
foram conduzidos a 35 °C. E por Gltimo, no estudo C4, composto por 1 experimento, avaliou-
se a influéncia da concentracdo inicial de xilose sobre o desempenho do processo para a
levedura Itaiquara®. A concentracdo inicial de xilose foi aumentada para 120 g/L, enquanto
nos experimentos dos conjuntos C1 a C3, a metade desse valor foi utilizada. O procedimento

experimental adotado é descrito a seguir.

Os ensaios preliminares de SIF foram realizados em tubos falcons de 50 mL
(conjuntos C1, C3) ou 15 mL (conjunto C2 e C4), contendo volume reacional de 8 mL,
consistindo em 4 g de biocatalisador e 4 mL de meio em pH 5,6. A composi¢do do meio

empregado nos experimentos dos conjuntos C1 a C3 era: xilose 120 g/L, MgSQO,4.7H,0 4 g/L,
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CoCl,.6H,0 0,2 g/L, ureia 3,0 g/L, KH,PO, 10,0 g/L, CaCl,.2H,0 2,5 g/L e antibiotico
Kamoran 8 ppm. O meio era previamente filtrado em membrana 0,2 um. No experimento C4,
a concentracdo inicial de xilose no meio foi aumentada para 240 g/L. E importante ressaltar
que os meios foram preparados com o dobro da concentracdo desejada, pois apds a adi¢do do
meio de SIF aos pelletes ocorria uma diluicdo, de cerca de duas vezes, na concentracdo do
acucar e dos demais componentes do meio, visto que os pelletes possuiam umidade superior a
85%.

A Tabela 6 apresenta um resumo de todos os experimentos SIF em batelada

realizados.
Tabela 6 - Resumo de experimentos SIF em batelada.
o . - Xilose
N Conjunto de Variavel Levedura L pH Tempera-
. . inicial P .
SIF  exprimentos estudada utilizada (G/L) inicial tura (°C)
1 BG-1 69,8 53 35
2 CAT-1 62,0 5,6 35
3 PE-2 67,4 5,6 35
C1 Levedura
4 CEN.PK113-7D 70,0 55 35
5 Fleischmann® 63,5 5,6 35
6 Itaiquara® 70,0 5,6 35
7 - Concentragio BG-1 65,4 55 35
8 de O2 Itaiquara® 67,2 5,5 35
9 CEN.PK113-7D 70,0 55 40
C3 Temperatura :
10 Itaiquara® 70,0 5,3 40
11 ca Conc. de ltaiquara® 130,4 5,6 35
xilose inicial

Legenda: Utilizagdo da levedura

Indlstria alcooleira

Laborat6rio

Panificacdo

3.4 DISSOLUCAO DOS PELLETES PARA ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Para obtencdo das suspensdes contendo células livres para a andlise de
viabilidade celular apds cada SIF, 0,5 g de pelletes foram dissolvidos em 10 mL de solugéo de
citrato de sodio 8%, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Ap6s a dissolucéo total
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dos pelletes e diluicdo adequada da suspenséo, adicionou-se, solucao corante azul de metileno

e decorreu a analise de contagem e viabilidade celular.

3.5 METODOS ANALITICOS

Concentracdo de acUcares redutores (AR): a concentracdo de agUcares

redutores foi determinada pelo método DNS (MILLER, 1959) por leitura de absorbancia em

espectrofotdbmetro a 540 nm.

Concentracdo celular em densidade dtica (DO): a concentracdo celular foi

avaliada pela medida de turbidez das suspensGes contendo células. As amostras foram
convenientemente diluidas para leitura maxima de absorbancia em espectrofotdmetro a 600

nm até o valor de 0,8.

Concentracdo celular em massa seca (Cx): a concentragdo de biomassa em

massa seca das suspensodes celulares foi determinada por gravimetria, utilizando membranas
de 0,45 um previamente secas em estufa a 60 °C por 24 horas, pesadas em balanca analitica.
Um volume de suspenséo de 2 mL foi filtrado e as membranas+biomassas retidas foram secas

em estufa a 60 °C até massa constante.

Concentrac@es de xilose e xilulose: as concentracdes de xilose e xilulose foram

quantificadas por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando detector
de indice de refragdo. Os isdbmeros foram separados em coluna Sugar-PAK | (Waters),

utilizando agua ultrafiltrada como fase movel a 0,5 mL/min e temperatura de 80 °C.

Concentragbes de produtos da SIF: as concentragdes de xilitol, arabitol,

glicerol, &cido acético e etanol foram determinadas por CLAE. Os compostos foram
separados na coluna Aminex HPX87-H, a 65 °C. A fase movel era H,SO, 5 mM, cujo fluxo

foi mantido em 0,6 mL.min™". Detector de indice de refracéo foi usado para a analise.

Viabilidade celular: a analise de viabilidade foi executada pelo método de

tingimento celular com azul de metileno e microscopia Otica, utilizando microscépio 6ético
(Olympus BX50) com aumento de 200 x. As suspensdes de células adequadamente diluidas
foram acrescidas de solucdo de azul de metileno na propor¢do 1:1 (susp. de cél. + sol. azul)
homogeneizadas e deixado em repouso durante 5 minutos. A suspensao foi entdo novamente
homogeneizada e uma aliquota foi adicionada em camara de Neubauer, logo apds procedeu-se
a contagem das células em 4 campos da camara (A,B,C e D Figura 17) o qual continha 0,1
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mm de profundidade e volume de 4.10* mL cada. As células com coloracdo azul
apresentavam-se mortas e as nao coradas vivas, como ilustra a Figura 18.
Figura 18 - Camara de Neubauer cada campo A,B,C ou D apresentam 4.10™ mL de

volume (Imagem da esquerda). Zoom de células de levedura observadas em microscopio 6ptico
(imagem da direita), as células mortas apresentavam-se coradas e as ndo coradas vivas.

[ f 1

|
| | [

Fonte: Acervo proprio.

3.6 CALCULOS REALIZADOS

A partir dos resultados obtidos nas SIFs com as diferentes cepas de S.
cerevisiae, foram estimados a conversdo de xilose, a seletividade em etanol, a produtividade e
o rendimento em etanol e xilitol.

O célculo de conversao (X) de substrato pelas leveduras foi realizado em cada
respectivo tempo de reacéo a partir da concentracao inicial de agucares, segundo a Equacéo 1.

X(%) = Cso —Cs x 100 (1)
CSO

Onde: Cgp = concentragdo de xilose inicial, Cs = concentracdo de xilose +
xilulose.

A produtividade de etanol (Pr) para cada tempo de reacéo, expressa em g.L™.h"

! foi calculada segundo a equacdo 2.

Ceroy (t) — Ceroy (t0)

Pr(g.L7'.n7 1) = -

(2)

Onde: Cgron = concentracdo de etanol, to = tempo inicial, t = instante de

tempo.
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Para cada tempo de reacdo, a seletividade molar (S) em etanol, foi calculada

em relacdo a todos os coprodutos quantificados, segundo a equagéo 3.

Ceron (t)

XC ()

Onde: Y C, = somatoria dos coprodutos, Xxilitol, glicerol, acido acético e

S (Mol.Mol™) = 3)

arabitol, t = instante de tempo.

Também foram estimados os rendimentos globais em etanol e xilitol (Yeton €
Yxon) em relacdo ao acucar consumido pelas equacGes 4 e 5, respectivamente. Foi escolhido
o tempo de cultivo com maior produtividade de etanol para o célculo de rendimento para os

dois produtos.

ACETOH (4)

Yeron(g9.97") = Yoou(9.971) = ——— (5)

Onde: ACaT = concentracdo de agucares xilose e xilulose consumidos, ACgton

= concentragdo de etanol produzido, ACxon = concentracao de xilitol produzido

A viabilidade celular (V) foi calculada segundo as equacbes 6 e 7.
Primeiramente calculou-se a viabilidade (Vn) em cada campo da cAmara de Neubauer Figura

17 (com n variando de 1 a 4). Por fim, calculou-se a média das viabilidades V1 a V4.

Vi (%) = Cél.Vivas 100 )
niA)= Cél.Totais

V1i+V2+V3+V4

V(%) = 2

(7)
Onde: n = namero de campos, Cél = nimero de celulas.

A produtividade especifica (Presp), Similar a produtividade mostrada na equagéo
2, porém em funcdo das massa de células viaveis, foi calculada segundo a equacéo 8. Foi
escolhido o tempo de cultivo com maior produtividade de etanol para o célculo desse

parametro.

Meron
mCél Xt

(8)

Ptosp (Ggron-9ca-h™) =

Onde: meton = massa de etanol produzido final , mcg = massa viavel final de
células de levedura, t = tempo em horas.
A assimilagdo de substrato especifica (Assesp) foi calculada de acordo com a

equacdo 9. Assim como a produtividade especifica, esse parametro foi expresso em massa de

células viaveis.
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mS
mCeél Xt

Assesp (gS'gEéll'h_l) = (9)

Onde: ms = massa de substrato consumido, mcg = massa viavel de células de
levedura final, t = tempo em horas.

O balango de massa para o carbono nos experimentos foi calculado segundo as
equacdes 10 e 11 a partir das massas de carbono presentes nos produtos e substratos no inicio
e no final da SIF. A equacdo 12 expressa a percentagem de carbono recuperada em
determinado experimento SIF.

Mgyp in — Mgyp _fin

mCsubst _cons — MMsub X MMC X nC_sub (10)
m in —Mm i
mcprod _form = 2 < prod _I{/;r;v[ prodmn X MM X ¢ prod ) (1)
prod ,

i

merod _form

Recuperacgao- (%) = %X 100 (12)

Csubst _cons

onde: C = carbono, m = massa, sub = substratos (xilose e xilulose), MM =
massa molar, nc = nimero de atomos de carbono, prod = produtos (i = xilitol, arabitol,

glicerol, acido acético, etanol e CO,)

Como substratos do processo SIF em questdo sdo considerados os aclcares
xilose e xilulose, e como produtos da SIF sdo considerados os compostos xilitol, arabitol,
glicerol, &cido acético, etanol e CO,. Para estimar a formacdo de CO,, assumiu-se que a
mesma ocorria nas reacdes de producdo de etanol e de acido acético a partir da xilulose, na
proporcao estequiométrica, conforme proposto por Kuyper et al. (2004).

Por fim pode-se calcular a perda de viabilidade em relacédo a inicial, para cada
experimento de acordo com a Equagéo. 13.

Vi-Vf
Vi

V = Viabilidade, i = inicial, f = final

Perda Vi (%) = (13)

3.7 REPRODUTIBILIDADE DOS EXPERIMENTOS

Nos experimentos do conjunto C1, as SIF com as leveduras BG-1 e Itaiquara

foram realizados em duplicata e alguns pontos importantes como 11 e 24 horas em foram
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realizados em triplicata. Nos experimentos C3 e C4, todos os experimentos foram realizados
em duplicata com repeticdo dos pontos importantes em triplicata.

Os experimentos SIF com as leveduras CAT-1, PE-2, CEN.PK113-7D e
Fleiscmann do conjunto C1, juntamente com o0s experimentos do conjunto C3 foram

realizados apenas uma vez.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPARACAO DA SIF DA XILOSE PARA DIFERENTES LEVEDURAS (C1)

Neste item serdo discutidos os resultados obtidos nas SIFs de xilose com as
diferentes linhagens de S. cerevisiae utilizadas: BG-1, CAT-1, PE-2 (industriais),
Fleischmann®, Itaiquara® (panificagdo) e CEN.PK117-7D (laboratério), as quais foram
conduzidas nas seguintes condicGes: concentracgdo inicial de xilose de ~65 g/L, temperatura de
35 °C, em tubos falcon de 50 mL, contendo 8 mL de meio + pelletes (condi¢do semi-aerobia).
As Figuras 19 a 24 apresentam o perfil de consumo de substrato e formacgao dos principais
produtos (etanol, xilitol, arabitol, glicerol e acido acético) em fungdo do tempo de reacéo.

Durante os experimentos foram monitorados os agucares redutores (AR), com
0 intuito de prever o consumo e esgotamento da xilose durante a SIF e estabelecer melhores
tempos de coletas.
Figura 19 - Perfil de consumo de substrato e formacéo de produtos na SIF 35 °C, 69,8 g/L xilose em

tubo falcon de 50mL com levedura BG-1. Razéo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10% de

levedura em massa seca e 20% de enzima IGl-ch.

80 25

—E— AR

—o— Xilose
—A— Xilulose
—O0— Xilitol
--i1-- Glicerol
--1-- Ac. acético

utos SIF (g/L)

Prod

—/— Etanol
13 —— Arabitol

AR, Xilose e Xilulose (g/L)

Tempo (h)



61

Figura 20 - Perfil de consumo de substrato e formacéo de produtos na SIF 35 °C, 62,0 g/L xilose em

tubo falcon de 50 mL com levedura CAT-1. Razéo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10% de

levedura em massa seca e 20% de enzima IGl-ch.
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Figura 21 - Perfil de consumo de substrato e formacéo de produtos na SIF 35 °C, 67,4 g/L xilose em

tubo falcon de 50 mL com levedura PE-2. Razéo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10% de

levedura em massa seca e 20% de enzima IGI-ch.
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As leveduras industriais estudadas (Figuras 19, 20 e 21), apresentaram perfis de consumo de

xilulose distintos entre si. CAT-1 foi a levedura mais eficiente em termos de consumo do

substrato. Por outro lado, as SIF’s com leveduras BG-1 e PE-2 foram consideravelmente mais
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lentas no consumo de agucar, e mesmo apds 24 h de ensaio concentra¢des de xilose superiores
a 10 g/L foram observadas em ambos os casos. a A linhagem PE-2 também apresentou as
menores producdes de etanol (12,1 g/L em 24 h) e xilitol. As leveduras BG-1 e CAT-1 foram

as que obtiveram melhor resultado em producdo de etanol, chegando a 19,5+0,5 g/L.

Figura 22 - Perfil de consumo de substrato e formacéo de produtos na SIF 35 °C, 63,5 g/L xilose em
tubo falcon de 50 mL com levedura Fleischmann. Razao biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador:

10% de levedura em massa seca e 20% de enzima IGI-ch.
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Figura 23 - Perfil de consumo de substrato e formacao de produtos na SIF 35 °C, 70,0 g/L xilose em
tubo falcon de 50 mL com levedura Itaiquara. Razdo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10%

de levedura em massa seca e 20% de enzima IGl-ch.
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Entre as leveduras de panificacdo ambas (Figuras 22 e 23) apresentaram rapida
assimilacdo de xilulose, causando o esgotamento da xilose em menos de 12 h de cultivo. A
melhor producdo de etanol (22,5+0,5 g/L) foi alcancada na SIF com a levedura Itaiquara®,

enguanto a maior producdo de xilitol (12,7 g/L) foi observada com a Fleischmann®.

Figura 24 - Perfil de consumo de substrato e formacao de produtos na SIF 35 °C, 70,0 g/L xilose em
tubo falcon de 50 mL com levedura CEN.PK113-7D. Razdo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador:

10% de levedura em massa seca e 20% de enzima IGl-ch.
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A cepa de laboratério CENPK.113-7D (Figura 24) apresentou perfil
semelhante as de panificacdo, com consumo completo de xilose em ~ 14 h de cultivo, boa
producédo de etanol (~ 22 g/L) e a mais alta formacdo de xilitol (17,5 g/L) observada no
conjunto C1. Em termos de conversdo de xilose (Figura 25), pdde-se verificar que as
leveduras de panificacdo e de laboratorio foram mais eficientes e apresentaram perfis muito

semelhantes de utilizagéo de xilulose (Figuras 22, 23 e 24).

Os resultados apresentados nas Figuras 19 a 24 mostram que o processo SIF foi
bem sucedido com todas as leveduras estudadas. Em todos os casos, etanol foi o principal
produto formado, seguido por xilitol como segundo principal coproduto, enquanto glicerol e
acido acetico acumularam em pequenas concentracfes. A formacdo de arabitol tambem foi
observada, mas apenas para a levedura BG-1.

As leveduras Itaiquara e CEN.PK113-7D foram capazes de converter cerca de
97% do acucar em 11 a 14 horas, respectivamente, em um intervalo de tempo relativamente

curto levando-se em consideragéo a fonte de carbono utilizada. Segundo Duarte, Lourenco e
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Riveiro (2006) e Carvalho Jr e Galvao (2008), no processo industrial de etanol de primeira
geracdo — no qual a levedura utiliza glicose e frutose — 0 tempo aproximado de uma batelada é
de 8 a 12 horas com uma concentracdo de células de 10°a 107 células.ml™, quantidade esta
inferior a ordem de grandeza utilizada nos experimentos SIF em batelada deste trabalho de
10% a 10° células.ml™.

Figura 25 - Conversdo de xilose no processo SIF a 35 °C, ~65 g/L xilose falcon de 50 mL para

diferentes leveduras.

100

—a— [35-1

— CAT-]

+— PE-2
—s— CEN.PK113-TD
—a— Fleischmann

—&— [taiquara

B0

60 =

40 -

Conversdio de Xilose (%%)

20

L L . .
0 5 10 15 0 ] 30

Tempo (h)

Para as leveduras industriais (BG-1,CAT-1 e PE-2), os perfis de conversdo de
xilose ao longo do tempo foram bastante similares entre si (Figura 25). Porém, essas
leveduras foram mais lentas em comparacdo as demais. A levedura CAT-1, dentre as

industriais, foi a mais rapida, apresentando conversdo de ~95% ap6s 24 horas de reagéo.

Durante este estudo, foi demonstrado que, independentemente da linhagem de
S. cerevisiae utilizada, o produto majoritario da SIF de xilose era etanol. Porém, em termos de
seletividade — definida como a razdo entre o etanol produzido e a somatoéria dos demais
compostos gerados no processo — as leveduras apresentaram perfis consideravelmente
distintos (Figura 26).
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Figura 26 - Seletividade em Etanol no processo SIF a 35 °C, ~65 g/L xilose, falcon de 50 mL, para

diferentes leveduras.
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Observa-se na Figura 26, que as leveduras Itaiquara®, BG-1 e CAT-1 foram as
mais seletivas para a conversdo de xilose em etanol. Durante o periodo de cada SIF, essas
linhagens produziram entre 3,5 e 4 mols de etanol para cada mol do total de outros produtos
formados (xilitol, arabitol etc). A seletividade € um pardmetro de comparagdao importante, e
pode ser utilizado como criterio, juntamente com a conversdo, para escolher a melhor

linhagem produtora de etanol, que consequentemente geraria menos subprodutos.

As leveduras, Fleischmann®, PE-2 e CEN.PK113-7D apresentaram
seletividade intermediaria entre 1,5 e 3,0 mol.mol™. Essas leveduras foram as que mais

direcionaram a fonte de carbono para a produgéo de xilitol.

As produtividades em etanol para cada levedura estdo apresentadas na Figura
27. Os valores deste parametro diminuem ao longo do tempo para todas as SIF, devido a

diminuigdo na concentragéo de substrato.

Em todos os casos, a velocidade de reacdo estava limitada pela etapa de
fermentacdo da xilulose pela levedura, pois a quantidade de enzima utilizada produziu a
mesma quantidade de xilulose nos diferentes experimentos, no entanto observam-se diferentes
produtividades, concluindo que cada linhagem apresentou diferente metabolismo da xilulose

fornecida.
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Figura 27 - Produtividade em etanol no processo SIF a 35 °C, ~65 g/L xilose, falcon de 50 mL, para

diferentes leveduras.

8.5

3,0
=25t =Dl
3 I —e— CAT-1
3,0l —e—PE-2
-§ I —=— CEN.PK113-7D
:E 1,5+ —a— Fleischmann
= - —— [taiquara
=
= 10
<
1 L
[-»

0,5

0’0 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (h)

Em termos de produtividade, a SIF de xilose com a levedura Itaiquara® atingiu
os melhores resultados. Observa-se na Figura 27 que o perfil de produtividade se manteve
num patamar superior em comparacdo as demais leveduras. Ja as leveduras BG-1 e PE-2

apresentaram os piores desempenhos.

Para facilitar a comparacdo do desempenho das diferentes leveduras testadas
no processo SIF de xilose, foi atribuida uma pontuacdo, variando entre 0 e 3 para cada um dos
critérios de desempenho avaliados: conversdo de substrato (Conv.), seletividade (Sel.) e
produtividade em etanol (Prod.). A manutencdo da viabilidade celular ao longo das SIF’s
também é um fator importante para a selecdo da levedura a ser utilizada em um processo
continuo, de longa duracdo e, por isso, também foi incluida como critério de desempenho.
Conforme mostra a Tabela 7, a pontuacdo foi atribuida da seguinte maneira: 3 para 0s
melhores resultados; 2 para bons resultados e 1 para resultados inferiores, para cada critério

de desempenho avaliado. A coluna de scores é a soma total das pontuacdes.
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Tabela 7 - Avaliacdo do desempenho das diferentes leveduras testadas (conjunto de experimentos C1)

utilizando classificacdo por Scores.

Conv. Sel. Prod. Viab. Scores
Itaiquara 3 3 3 3 12
CEN.PK113 7D 3 2 2 3 10
Fleischmann. 3 2 2 3 10
BG-1 2 3 1 3 9
CAT-1 2 2 2 3 9
PE-2 2 2 1 3 8

Nota: Conv. — Conversdo de substrato, Sel. — Seletividade, Prod. — Produtividade, Viab. —
Viabilidade.

Portanto, a partir do critério de comparacdo estabelecido, conclui-se que a
levedura de panificacdo Itaiquara® destaca-se em termos de produtividade, converséo e
seletividade, como observado na Tabela 7 e nas Figuras de 25 a 27. Essa levedura foi,
portanto, selecionada para a continuidade dos estudos. Também foram selecionadas as
leveduras BG-1, devido a boa seletividade e CENPK.113-7D, devido aos bons valores de

conversao e produtividade.

4.2 INFLUENCIA DA DISPONIBILIDADE DE OXIGENIO (C2)

O conjunto de experimentos C1 foi realizado em condicdo semi-aerdbia, ja que
apenas 16 % do volume frasco foi ocupado pelo meio + pelletes. Como a producdo de etanol é
favorecida em condigdes de menor disponibilidade de oxigénio, realizou-se SIF em batelada
em frasco conico de 15 mL, contendo o mesmo volume de meio + pelletes, o que
proporcionou uma ocupacdo de mais de 50 % do volume do frasco. Essa condicdo foi
denominada de semi-anaerdbia. Conforme relatado por Winkelhausen e Kuzmanova (1998) e
Granstrom, Ojamo e Leisola (2001), a seletividade em etanol melhora quando ha pouco

oxigénio no meio, porém suficiente.
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Foram escolhidas para os ensaios em condi¢do semi-anaerobia, a levedura
Itaiquara por apresentar bons resultados de produtividade, seletividade e conversdo e a

levedura BG-1, que corresponde ao melhor resultado de seletividade.

Os perfis de consumo de xilose e xilulose assim como de producéo de etanol e
xilitol para as duas leveduras escolhidas cultivadas em condicdes semi-aerébias sao mostrados
nas Figuras 27 e 28. Comparando a Figura 28 com a Figura 23, ambas contendo dados de
cultivo da levedura ltaiquara®, néo se observa diminuicao na producao de xilitol nem aumento
na producdo de etanol devido ao favorecimento do metabolismo anaerdbio. Nota-se também
gue a mudanca na condicdo de cultivo nédo alterou o perfil de consumo das pentoses, que se
esgotaram em ~ 9 h tanto no cultivo semi-aer6bio como no semi-anaerébio, apresentando o
mesmo perfil de converséo (Figura 30).

Figura 28 - Perfil de consumo de substrato e formacao de produtos na SIF 35 °C, 67,2 g/L xilose em
tubo falcon de 15 mL com levedura Itaiquara®. Raz&o biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10%

de levedura em massa seca e 20% de enzima I1Gl-ch.
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Porém, para a levedura BG-1, observa-se que a alteracdo na condicdo de
cultivo afetou o metabolismo, que se tornou significativamente mais lento, embora sem
expressivo aumento na producdo de etanol (Figuras 29 e 19). Essa observagédo é confirmada
na Figura 30, que mostra que a conversdo dos agucares no experimento semi-anaerobio foi de
no méaximo 80 % com a levedura BG-1 apds 50 h de SIF.
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Figura 29 - Perfil de consumo de substrato e formacéo de produtos na SIF 35 °C, 65,4 g/L xilose em

tubo falcon de 15 mL com levedura BG-1. Razéo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10% de
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Figura 30 - Converséo de xilose no processo SIF a 35 °C, ~65 g/L xilose para as leveduras ltaiquara®
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Em termos de seletividade, a Figura 31 demonstra que para a levedura

Itaiquara essa variavel foi favorecida pela condi¢cdo semi-aer6bia, enquanto que para a

levedura BG-1, ela foi maior na condi¢do semi-anaerébia. Finalmente, a Figura 32 mostra que

a produtividade néo foi alterada pela maior anaerobiose no experimento.
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Figura 31 - Seletividade em etanol no processo SIF a 35°C, ~65g/L xilose para as leveduras Itaiquara®
e BG-1 sob diferentes condicdes de disponibilidade de O,.
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Figura 32 - Produtividade em etanol no processo SIF a 35°C, 65g/L xilose para as leveduras

Itaiquara® e BG-1 sob diferentes condices de disponibilidade de O,.
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Conclui-se que as leveduras estudadas ndo responderam como esperado a
menor disponibilidade de oxigénio, ndo ocorrendo maior producéo de etanol. De fato, embora
a presenca de oxigénio tenha sido maior nos experimentos conduzidos em falcons de 50 mL
do que nos de 15 mL, as condi¢Oes experimentais empregadas ndo permitiram discriminar
nem controlar com precisao o nivel de oxigénio presente. Por isso, estudos em biorreator em
condicdes de controle adequado da concentracdo de oxigénio dissolvido sdo necessarios para

elucidar essa questéo.
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4.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA (C3)

Visto que a enzima XI possui uma temperatura 6tima de isomerizacdo proxima
a 70°C, experimentos SIF a temperatura de 40°C foram realizados para promover um aumento
na atividade dessa enzima e também para observar se as leveduras em estudo conseguiriam

manter a viabilidade celular nessa condigéo de alta temperatura.

As leveduras Itaiquara e CEN.PK113-7D foram as selecionadas para o
conjunto de experimentos SIF, pois a primeira apresenta o melhor desempenho em SIF
engquanto a segunda apresentou bons perfis de produtividade e conversdo. Os principais
resultados obtidos durante as SIFs séo reproduzidos nas Figuras 33 e 34, para as leveduras
Itaiqguara e CEN.PK113-7D, respectivamente. Para a levedura ltaiquara, o aumento de
temperatura para 40 °C levou a perda significativa de viabilidade, que caiu para 8 % ao final
do cultivo, enquanto nos experimentos a 35 °C esse valor permanecia em 96 %. Com excecao
de um aumento na producdo de glicerol em comparacdo com o observado na Figura 23, ndo
houve grandes alteracdes nos perfis de producéo de etanol e xilitol em relagcdo ao experimento
conduzido a 35 °C.

J& para a estirpe CEN.PK113-7D (Figura 34), a mudanca de temperatura
contribuiu para diminuir a producdo de xilitol, sem alteracbes relevantes nos perfis de
producdo de etanol ou de consumo de pentoses em compara¢cdo com o experimento conduzido
a 35 °C (Figura 24). A viabilidade celular para essa levedura nos experimentos com maior
temperatura (40°C) manteve-se proximo a 90 %, mostrando que essa levedura tem

caracteristicas termotolerantes no processo SIF.
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Figura 33 - Perfil de consumo de substrato e formagéo de produtos na SIF 40 °C, 70,0 g/L xilose em
tubo falcon de 50 mL com levedura Itaiquara®. Raz&o biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10%

de levedura em massa seca e 20% de enzima IGI-ch.
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Figura 34 - Perfil de consumo de substrato e formacéao de produtos na SIF 40 °C, 70,0 g/L xilose em
tubo falcon de 50 mL com levedura CEN.PK117-7D. Razéo biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador:

10% de levedura em massa seca e 20% de enzima I1GI-ch.

—a— AR

—e— Xilose
—&— Xilulose
—Oo— Xilitol
--t-- Glicerol
--3-- Ac. acético

Produtos SIF (g/L)

—/— Etanol

AR, Xilose e Xilulose (g/L)

Tempo (h)

A comparagcéo entre as SIF’s realizadas a 35 e 40 °C em termos de conversao,
seletividade e produtividade esta apresentada nas Figuras 35 a 37. Com excecao do aumento
de seletividade observado para a levedura CEN.PK113-7D cultivada a 40 °C (Figura 36), ndo
foram observadas outras alterac6es significativas nos perfis de converséo ou na produtividade

devido a mudanca na temperatura. Esse resultado pode ser explicado pelo fato que, mesmo a
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40 °C, onde esperava-se uma melhora na atividade da enzima disponibilizando mais xilulose a
levedura a SIF estava limitada pela reacdo fermentacéo e ndo pela isomerizacdo. Além disso,
embora 0 aumento da temperatura favoreca a conversdo mais rapida de xilose em xilulose, ele
afeta a viabilidade da levedura, reduzindo a velocidade da fermentacdo. Essas constatacoes
preliminares estdo sendo complementadas por experimentos conduzidos pela mestranda
Patricia Marina de Aquino em diferentes temperaturas para diferentes leveduras. Porém, a
partir dos resultados aqui apresentados, pode-se concluir que a temperatura de 35 °C é melhor
que a de 40 °C para a SIF de xilose com a levedura Itaiquara.

Figura 35 - Conversdo de xilose no processo SIF semi-aerdbio, a 70,0 g/L xilose para as leveduras

Itaiquara®e CEN.PK117-7D sob diferentes temperaturas.
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Figura 36 - Seletividade em etanol no processo SIF semi-aerébio, a 70,0 g/L xilose para as leveduras
Itaiquara®e CEN.PK117-7D sob diferentes temperaturas.
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Figura 37 - Produtividade em etanol no processo SIF semi-aerobio, a 70,0 g/L xilose para as

leveduras Itaiquara®e CEN.PK117-7D sob diferentes temperaturas.
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4.4 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO INICIAL DE XILOSE (C4)

A Ultima variavel explorada foi a concentracdo inicial de xilose. Diante dos
resultados relatados anteriormente, que reforcam a superioridade da levedura Itaiquara em
relacdo as demais em processos SIF de xilose, a influéncia do aumento da concentragdo de
xilose foi estudada apenas para a levedura em questdo. Como esperado, a Figura 38 mostra o
aumento do tempo necessario para 0 consumo da maior concentragdo de agucar fornecido e as

maiores concentragdes de etanol, xilitol e glicerol alcancadas.
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Figura 38 - Perfil de consumo de substrato e formacao de produtos na SIF 35°C, 130,4 g/L xilose em

tubo falcon de 15 mL com levedura Itaiquara®. Raz&o biocatalisador/meio (1/1). Biocatalisador: 10%

Xilose ¢ Xilulose (g/1.)

de levedura em massa seca e 20% de enzima IGI-ch.
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Na Figura 39, sdo mostrados os perfis de conversdo para as SIF's com

diferentes concentracdes iniciais de xilose e na Figura 40, os perfis de produtividade e

seletividade. Nota-se que o aumento da concentracdo inicial de xilose favorece discretamente

a seletividade e a produtividade. Esse resultado preliminar indica que a SIF em batelada

poderia ser operada huma concentracdo maior de Xilose na alimentacdo, o que é interessante

do ponto de vista de obtencdo de uma maior concentracao de etanol.

Figura 39 - Converséo de xilose no processo SIF a 35 °C, semi-anaerdbio, para a levedura Itaiquara®
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Figura 40 - Seletividade em etanol e Produtividade em etanol no processo SIF a 35 °C, semi-

Prod. (g/L.h) Sel. (Mol/Mol)

anaerobio, para a levedura ltaiquara® e diferentes concentracdes de xilose.

Nota: Prod

20
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Prod. 1304 gL

. = Produtividade em Etanol; Sel. = Seletividade em etanol.

A Figura 41 apresenta os parametros de produtividade e seletividade em funcao

da conversdo, a fim de permitir uma melhor comparacdo. Nota-se que para altas conversoes

(> 90%), a SIF com menor concentracdo de agucar obteve resultados ligeiramente superiores

em seletividade e produtividade.

Figura 41 - Seletividade e Produtividade em etanol em funcéo da conversdo no processo SIF a 35 °C,

Prod. (g/L.h) Sel. (Mol/Mol)

6

semi-anaerdbio, para a levedura Itaiquara® e diferentes concentracdes de xilose.
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—&—Sel. 700 gL
------ Sel. 1304 gL
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77

4.5 PANORAMA GERAL DOS ESTUDOS REALIZADOS

A partir das Equacdes de 1-13 e dos resultados apresentados nas Figuras de 18-
40, foram calculados uma série de parametros para fins de comparacdo entre as diferentes

linhagens de S. cerevisiae no processo SIF.

4.5.1 Balanco de massa de carbono

Utilizando as equacdes 10 a 12 foi calculada a recuperacdo de carbono em cada

diferente experimento SIF. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.

O balanco de carbono global de cada experimento foi calculado a partir das
concentrages molares dos substratos consumidos e produtos gerados durante a reacéo de SIF,
as quais foram mensuradas por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia. A estimativa
da formacdo de CO, para inclusdo no balanco de massa como produto da reacdo SIF foi
baseada na estequiometria das reacGes de formacdo de etanol e &cido acético, conforme

abordagem empregada por Kuyper et al. (2004) para a mesma finalidade.

A Tabela 8 mostra que a massa de carbono presente nos produtos € sempre
menor do que a massa de C correspondente ao substrato consumido, levando a valores de
recuperagdes entre 64 a 96%, dependendo das condigdes estudadas. A massa de carbono néo
recuperada esta provavelmente associada ao calculo subestimado da producdo de CO, que
considerou apenas a formacdo associada a producdo de etanol e acido acético. Os
experimentos dos conjuntos C1 e C3 foram realizados em presenca de oxigénio,
principalmente no inicio do cultivo e, portanto, houve producdo de CO, por respiragdo.
Mesmo para os experimentos C2 e C4, nos quais havia menor disponibilidade de oxigénio, a
ocorréncia de respiracdo durante o inicio dos experimentos ndo pode ser descartada. Da
mesma forma, com a alta concentragdo de células empregadas nos experimentos, a producdo
de CO; pelo metabolismo enddgeno também foi significativa. E, além disso, segundo Senac e
Hahn-Hagerdal (1990), também pode ocorrer liberagdo de CO, no catabolismo da xilulose
pela rota das pentoses fosfato (ndo oxidativa e oxidativa). Para elucidar as questes colocadas
a respeito da producdo de CO,, o monitoramento da producdo de CO, durante os
experimentos é necessario, o que € dificil de implementar para estudos conduzidos em

frascos.
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A analise dos resultados apresentados na Tabela 8 mostra ainda que algumas
condicdes de SIF influenciaram significativamente a recuperacdo do carbono. Comparando 0s
conjuntos de experimentos C1 e C3, verifica-se que o aumento de temperatura reduziu em 12
% a recuperacdo do carbono para ambas leveduras. Isso pode ser atribuido ao aumento da
contribuicdo do metabolismo enddgeno em consequéncia do aumento da temperatura para
40°C. Observa-se ainda que a melhor recuperacdo foi registrada justamente para o
experimento C4. Neste experimento, devido a alta concentracdo de Xilose empregada, a
formacdo de etanol foi favorecida desde o inicio do cultivo pelo chamado efeito Crabtree.
Com isso, haveria um aumento da formacdo de CO, associada a formacgdo de etanol e
diminuicdo do CO, produzido por respiracao.

Tabela 8 - Recuperacéo de carbono para diferentes condicgtes de SIF.

Conjunto Xilose Tempe- tempo Conv. \rassa Massa Recup.
experi- levedura inicial ratura h) Xilose Con(@  Cin () (%)
mentos (g/L) © (%)

BG-1 68,4 35 24 90 22,9 20,6 90,0

CAT-1 62,0 35 24 95 23,7 20,5 86,7

PE-2 67,4 35 24 92 21,0 13,4 64,0

“t CEN.PK113-7D 70,0 35 16 99 26,4 24,5 92,8
Fleischmann® 63,5 35 24 98 28,0 20,0 71,5
Itaiquara® 70,0 35 11 97 25,2 23,3 92,4

*BG-1 65,4 35 72 82 21,4 19,4 90,9

©2 *taiquara® 67,2 35 12 97 25,9 23,0 88,5
CEN.PK113-7D 70,0 40 16 95 26,3 21,4 81,4

e Itaiquara® 70,0 40 16 97 26,3 21,2 80,6
C4 *|taiquara® 130,4 35 27 90 47,0 454 96,5

Nota: *SIF realizada em condi¢do semi-anaerdbia tubo de 15mL, C = carbono in. = inicial,

fin.= final

4.5.2 Viabilidade e morfologia celular

Na Tabela 9 estdo apresentados os dados iniciais e finais relativos a viabilidade
e a concentracdo celular para as diferentes condi¢cdes de SIF estudadas. Nota-se que no

momento inicial, todos os experimentos apresentaram viabilidade alta (acima de 96%) e a
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perda de viabilidade foi de no maximo 5 % para os experimentos realizados a 35 °C. Desta
forma, pode-se concluir que as condi¢Bes experimentais empregadas sdo adequadas para a

preservacao da viabilidade das células no periodo de tempo avaliado, de no maximo 48 h.

A perda mais expressiva de viabilidade foi observada nos experimentos
conduzidos a 40°C (C3) para a levedura de panificacdo Itaiquara, com perda de mais de 90%
de viabilidade comparada ao valor inicial. Entretanto a linhagem CEN.PK113-7D apresentou
perda inferior a 9%, revelando que essa linhagem apresenta caracteristicas termotolerantes.

Nota-se ainda na Tabela 9 que houve variagdo significativa na concentracdo
inicial de células nos experimentos realizados, com valores variando entre 1 e 2,3 (E+09)
células/mL. Essa variacdo € inerente as diferencas na metodologia experimental empregada
para a obtencdo da massa de leveduras necessaria para o preparo dos pelletes. Enquanto as
SIFs com as leveduras de panificagdo foram iniciadas usando diretamente uma massa
previamente definida do produto comercial, a massa das demais leveduras foi obtida por
cultivos individuais de cada cepa. No caso da levedura Fleischmann, que apresentou a menor
concentracdo inicial, acredita-se que o produto comercial contenha outros solidos, além das
células da levedura, o que explicaria a menor concentracdo de células, apesar da mesma
massa de levedura ter sido usada no preparo dos pelletes dos experimentos SIF com as cepas

Itaiquara e Fleischmann.

A partir dos dados apresentados na Tabela 9 em relagéo as concentracdes finais
e iniciais de células é possivel fazer algumas consideracfes a respeito da ocorréncia (ou nédo
de crescimento celular). Para facilitar essa analise, foi construida a Figura 42. Para a maioria
dos experimentos, a variacdo entre a concentracdo inicial e final esta dentro do erro
experimental associado a metodologia de contagem e a ocorréncia de crescimento nédo foi
observada. Considerando-se a alta concentracdo de células empregada em todos os
experimentos, esse resultado ja era esperado, pois a demanda de energia para a manutencao
celular era muito elevada. Apenas para a levedura BG-1, quando cultivada em condicoes
semi-anaerobias, registrou-se crescimento celular mais expressivo em experimento
prolongado, com duracédo de 70 h. Considerando que o tempo de duplicacdo para S. cerevisiae
em xilulose é de 34 horas (RICHARD et al. 2000), acredita-se que nesse experimento o tempo
de cultivo e a disponibilidade de substrato permitiram que a observacdo de crescimento. J&
para 0s demais experimentos, conduzidos por 24 horas, o tempo talvez ndo tenha sido

suficiente para observar a ocorréncia de crescimento.



80

Tabela 9 - Viabilidade e concentracdo de células para diferentes condicGes de SIF.

ef;eryil:rzgnolgs Levedura Te(?:)po iniz?:IO(sge/L) raIﬁ:T;p(?’-C) VICORNAICONNG Ec(;:) CELEi:]iti;Sator CEI'/(rf?nLa|r)eat0r
BG-1 24 69,8 35 97,6:123 954090 230  1,60+0,05 (E+09) 1,01+0,05 (E+09)

CAT-1 24 62,0 35 97,6:088 97,0t0,85  -0,32  1,54+0,05 (E+09) 1,33+0,10 (E+09)

o PE-2 24 67,4 35 982+012 980+L,10 028  1610,04 (E+09) 133:0,08 (E+09)
CEN.PK113-7D 24 70,0 35 975113 972:091 038  2,20:0,10 (E+09) 2,22+0,01 (E+09)
Fleischmann 24 63,5 35 960124 920£475 505  094:0,17 (E+09) 1,06:0,06 (E+09)

Itaiquara 24 70,0 35 99,3:087 983222 103  1,770,52 (E+09)  1,44+0,06 (E+09)

- *BG-1 72 65,4 35 992:068 975:L,10 177  1,58+0,16 (E+09) 2,19+0,22 (E+09)
*Itaiquara 24 67,2 35 989:030 97,8£1,37 105  1,35+0,16 (E+09) 1,22+0,12 (E+09)
CEN.PK1137D 24 70,0 40  975:1,13 89,1:255 864  2,29:0,10 (E+09) 2,01%0,03 (E+09)

« Itaiquara 24 70,0 40 993:087  7,54396 9249  177:0,52 (E+09)  0,14:0,01 (E+09)
c4 *Itaiquara 27 1304 35 989099 97,8£2,19 106  1430,08 (E+09) 149:0,17 (E+09)

Nota: *SIF realizada em condicdo semi-anaerébia tubo de 15mL, Vi = Viabilidade inicial, Vf = Viabilidade final
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Figura 42 - Concentracéo celular para cada diferente SIF.
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Nota: *SIF realizada em condic¢éo semi-anaerébia tubo de 15mL.

Para avaliar as caracteristicas principais da morfologia celular das leveduras
estudadas durante as SIFs de xilose, imagens obtidas em microscépio 6tico foram reunidas na
Figura 43. E possivel observar que as leveduras BG-1 ltaiquara, Fleischmann e PE-2 possuem
formas ovaladas, enquanto as leveduras CEN.PK113-7D e CAT-1 sdo mais esféricas. A
levedura Itaiquara possui tamanho um pouco mais avantajado e a levedura CEN.PK113-7D
um tamanho pouco inferior que as demais. O menor tamanho da levedura CEN.PK113-7D
explica também as maiores concentragOes iniciais de células nos experimentos SIF C1 e C3
realizados com essa linhagem, conforme mostram a Tabela 9 e a Figura 43. Como 0s
experimentos SIF foram padronizados em termos de massa de levedura usada na
imobilizacdo, células de menor tamanho resultariam em concentracdo — em n° de células —

maior.
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Figura 43 — Diferentes linhagens utilizadas nos experimentos SIF (A) BG-1, (B) CAT-1, (C)
CEN.PK113-7D, (D) Fleischmann, (E) Itaiquara, (F) PE-2.

Todas as imagens das leveduras apresentadas, sdo respectivas ao tempo 24 horas de

cada experimento.

BG-1 (A)

CEN.PK113-7D
C) ©

CAT-1(B)

Fleischmann

(%)

Itaiquara

(E)o

Nota: o quadro inferior de cada imagem apresenta zoom de 2x
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A partir dos dados de concentracdo final de células viaveis apresentados na
Tabela 9 é possivel expressar os parametros produtividade e velocidade de assimilacdo de
xilulose em termos especificos, ou seja, em funcdo da massa viavel de levedura (Tabela 10).
Esses resultados podem ser comparados com os correspondentes listados na Tabela 5,
extraidos da literatura, relativos ao cultivo anaerébico das leveduras em glicose ou sacarose
como substrato. Para as leveduras BG-1 CAT-1 e PE-2 nota-se que a velocidade de
assimilacdo especifica foi 8,5 vezes, em média, menor quando utilizado o substrato Xilulose.
Jé& a produtividade especifica foi, em média, 33 vezes menor. Isso comprova a dificuldade do
transporte e catabolismo da xilulose pela levedura para a producédo de etanol e a necessidade

de uso de alta carga de células num processo SIF.

Na Tabela 10 observa-se ainda que a levedura Itaiquara foi a que mais se
destacou nos parametros especificos, seguido da levedura de laboratério CEN.PK113-7D.
Para as leveduras industriais, o destaque foi para a levedura CAT-1.

Analisando as diferentes condi¢cdes de SIF, observa-se um decréscimo de ~
60% e ~19% dos parametros de velocidade de assimilacédo e produtividade especificas para as
leveduras BG-1 e ltaiquara, respectivamente, na condicdo de menor disponibilidade de
oxigénio (SIF semi-anaerobia). Esses resultados sugerem que o nivel de oxigénio influencia
de forma diferente cada linhagem e que sua diminuicdo afeta a produtividade e a velocidade

de assimilagdo de xilulose.

Na condicdo de maior temperatura, a levedura ltaiquara apresentou uma queda
na velocidade de assimilacdo e na produtividade especificas de 44%, o que é explicado pela
alta perda de viabilidade celular nessa condicdo. Ja para a levedura de laboratorio, ndo se
observou influéncia da temperatura na produtividade ou velocidade de assimilag&o,

reforcando a caracteristica termotolerante dessa linhagem.
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Tabela 10 - Produtividade e velocidade de assimilacao especificas para diferentes condi¢des de SIF.

Conjuto de xilose Tempe- tempo Lev. Imob. 1 1
experimentos Levedura 4 icial (g/L) ratura°C  (h) gM.S) Ples: (Qronca™7) - ASSap (g goa ™)
BG-1 69,8 35 24 0,4515 1,25+0,35 (E-02) 3,63+1,06 (E-02)

CAT-1 62,0 35 24 0,3337 1,90E-02 5,91E-02

PE-2 67,4 35 24 0,4102 0,98E-02 5,01E-02

cl CEN.PK113-7D 70,0 35 16 0,3848 2,65E-02 9,29E-02

Fleischmann 63,5 35 24 0,3234 1,79E-02 6,44E-02
Itaiquara 70,0 35 11 0,3805 4,37+1,27 (E-02) 13,61+3,47 (E-02)
2 *BG-1 65,4 35 72 0,4164 0,55+0,06 (E-02) 1,4340,06 (E-02)
*|taiquara 67,2 35 12 0,3903 3,54+0,08 (E-02) 11,08+0,07 (E-02)

CEN.PK113-7D 70,0 40 16 0,3779 2,71E-02 9,15E-02

s Itaiquara 70,0 40 16 0,4002 2,36E-02 7,90E-02
C4 *|taiquara 1304 35 27 0,3681 3,43+0,21 (E-02) 9,45+0,01 (E-02)

Nota: *SIF realizada em condigdo semi-anaerébia tubo de 15 mL,

Lev. Imob. (gM.S.) — Massa de levedura viavel imobilizada nos pelletes em cada SIF

Presp. (gETOH.gcé.'l.h'l) — Produtividade especifica de etanol, geton = g de etanol, gcg = massa de células, h = horas

ASSesp (Gs gea 201 — Assimilagdo especifica de substrato, g = g de xilose + xilulose, gcs = massa de células, h = horas.



4.5.3 Comparacéo entre o processo SIF estudado e as alternativas de aproveitamento de
xilose apresentadas na literatra

Para facilitar a comparacdo com os resultados relatados na literatura para a
producéo de etanol utilizando as mesmas leveduras no processo convencional (a partir de
glicose ou sacarose), os principais resultados obtidos em todos os experimentos realizados,
assim como as condigbes experimentais empregadas, foram resumidos na Tabela 11.
Comparando os valores apresentados na Tabela 11 com os da Tabela 5, algumas
consideracOes preliminares podem ser feitas a respeito da producdo de etanol pelo processo
SIF. O rendimento em etanol do processo SIF é cerca de 30 % menor do que a média dos
valores de rendimento para o processo convencional de producdo de etanol, tendo glicose ou
sacarose como substratos (Tabela 5). Essa diferenca € explicada pela expressiva formacédo de
xilitol — e arabitol no caso especifico da BG-1 — uma caracteristica do metabolismo de
xilose/xilulose em leveduras (CHIANG et al., 1982).

Analisando apenas os dados apresentados na Tabela 11, para as SIFs realizadas
em diferentes condi¢Ges de temperatura, presenca de oxigénio e concentracdo de xilose,
conclui-se que conversdes de xilose de no minimo 82% foram atingidas, comprovando que
todas as leveduras utilizadas sdo capazes de consumir xilulose. Mesmo a 40°C, onde a
viabilidade celular caiu consideravelmente, houve consumo de xilulose e formacao de etanol.
Os dados apresentados na tabela reforcam que a levedura ltaiquara é, sem davida, a mais

adequada, dentre as estudadas, para a conducdo da SIF de xilose.

Os dados resumidos na Tabela 11 também podem ser comparados com outros
processos de obtencdo de etanol a partir de Xxilose relatados na literatura para outros
microrganismos ou ainda diferentes linhagens de S. cerevisiae, inclusive geneticamente
modificadas, alguns desses dados estdo reunidos na Tabela 12. Constata-se que o sistema de
SIF de xilose com o biocatalisador desenvolvido no atual estudo apresentou desempenho
similar ou superior em produtividade, conversdo, rendimento e concentracdo de etanol em
relacdo aos obtidos em estudos na literatura com outras leveduras, S. cerevisiae inclusive

organismos geneticamente modificados.

Os produtos etanol e xilitol estdo expressos para o tempo de produtividade

méaxima em etanol assim como o0s parametros conversdo de xilose, produtividade e
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seletividade em etanol. Ja os rendimentos em etanol e xilitol foram calculados nos tempos

respectivos aos maiores valores observados (maior rentabilidade).
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Tabela 11 - Resumo de pardmetros calculados para diferentes SIF’s variando Temperatura (°C), Concentragdo inicial de Xilose e diferentes volumes de tubo

reator.
Levedura Tempo (°C) Xilose inicial Etanol  Xilitol  Conver- Prod. Etanol Seletivi- Y £ Y s pH;-pH; Viab.
(h) (L) Gl @) SO0 (xL'hY) dade (%)
BG-1 24 35 69,8 20,3 2,8 90 0,8+0,24 4,3+1,27 0,35+0,005 0,070,029 53-54 954
*BG-1 72 35 65,4 20,8 2,3 82 0,3+0,03 5,1+0,65 0,39+0,010 0,04+0,002  55-51 97,5
CAT-1 24 35 62,0 19,0 9,6 95 0,8 3,1 0,32 0,16 5,6-5,6 98,2
CEN.PK117-7D 16 35 70,0 20,4 15,4 99 1,3 2,5 0,32 0,24 55-53 97,2
CEN.PK117-7D 16 40 70,0 20,5 8,7 95 1.3 3,8 0,30 0,14 55-55 89,1
Fleischmann® 24 35 63,5 17,3 12,7 98 0,7 3,0 0,28 0,20 56-49 92,0
Itaiquara® 11 35 70,0 22,9 o 97 2,1+0,32 4,7+¢0,40 0,31+0,004 0,14+0,013 5,6-54 98,3
*Itaiquara® 12 35 67,2 20,7 14,6 97 1,7+0,04 3,6£0,02 0,320,004 0,24+0,001 55-54 97,8
Itaiquara® 16 40 70,0 18,9 12,3 97 1,2 2,8 0,30 0,19 5356 7,45
*Itaiquara® 27 35 130,4 42,7 20,6 90 1,6+0,04 3,8£0,10 0,34+0,02 0,17+4,8E-4 5,6-52 97,8
PE-2 24 35 67,4 12,1 5,9 92 0,5 2,7 0,20 0,10 5,6-52 98,0

Fonte: Producdo do autor

Nota; *SIF realizada em tubo de 15 mL (semi-anaerébia), Prod. Etanol = produtividade volumétrica de etanol,Ygs=Rendimento: Etanol/Substrato,

Yxs=Rendimento: Xilitol/Substrato, Seletividade para Etanol referente a outros compostos produzidos, i= inicial, f= final, Viab. (%) = viabilidade celular no

tempo final da SIF, Composicdo dos pelletes = 10%massa seca de levedura para 20%enzima Umida, Relacdo pelletes meio 1:1, volume total de 8 mL.*SIF

realizada em falcon de 15 mL (semianaerdbica), Demais SIF’s realizadas em falcon de 50 mL (microaerobica).
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Tabela 12 - Pardmetros de diferentes microrganismos por diferentes processos na conversdo de xilose em etanol.

Conc. Xilose .- Tempe-
AU . Etanol Prod. Xilitol P
Levedura levedura inicial C(g/';)v g;r(‘g) g iy Yes o3 ratura OBS: Ref
(ng ) (ng ) (gx ) (gx (gx ) (OC)
. 9 Presente
Itairara® 1,6x10” cel/mL 70 97 11 22,9 2,1 0,31 9,9 55 35 pH controlado trabalho
Sacch GONG et
Saccharomy-
ces cerevisiae o
YSC2, tipo I 200 39 46 10 55 055 039 118 45 34 inibigaoa Klpor ANt
(Sigma .
Aldrich)
Schizosaccha- LASTICK
romyces pombe 3 60 100 48 21 0,43 0,35 8 5,7 35 pH controlado et al, 1089
Saccharomyces x SILVA et
cerevisiae * 20 65 75,4 48 12 0,25 0,25 9,5 53 35 Redugdo no pH al.. 2012
Schefferso
myces (Pichia) ) x CADETE
stipitis UFMG- 12,9 50 84,5 24 12,3 0,51 0,24 1,9 6 Fermentagao etal. 2012
HMD-15.2
Saccharomyces Fermentacéo KATO et
cerevisiae 50 50 65,5 12 10,7 0,89 0,21 6 6,1 30 recombinante com al. 2012
MN8140XX XR, XDR e XK ** -

Nota: * Saccharomyces cerevisiae: levedura de panificagdo, Conc. = concentragéo, Prod. = produtividade, Ygs = rendimento em etanol, Nr = ndo reportado.
**Linhagem diploide de Saccharomyces cerevisiae com expressao de xilose redutase(XR), xilitol desidrogenase (XDR) heterdloga de Scheffersomyces

(Pichia) stipitis, e superexpressdo de xiluloquinase(XK), Y Es - rendimento em etanol da concentragdo de xilose inicial.

Fonte: Adaptado de AQUINO, 2012.
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5 CONCLUSOES

Tanto o screening por leveduras com maior afinidade pela xilulose assim como
a identificacdo das condicOes de cultivo que favorecam a producdo de etanol e uma melhor
compreensdo do metabolismo desse acUcar por S. cerevisiae sdo fundamentais para o
estabelecimento de um processo industrial baseado no aproveitamento da fragédo

hemiceluldsica para a producéo de etanol.

Os resultados obtidos com os experimentos SIF empregando 6 diferentes
linhagens de S. cerevisiae demonstram que ha diferencas significativas na assimilacdo de
xilulose e na producdo de etanol a partir desse aclcar. Das linhagens testadas e nas diferentes
condicdes de cultivo utilizadas, a levedura de panificacdo Itaiquara® demonstrou ser a mais
adequada para o processo SIF a 35°C devido aos resultados superiores de conversdes 90 a
99% e assimilacdo de substrato e de producao de etanol chegando a uma concentracdo de até
42,7 g/L, além do bom rendimento em etanol até 0,39 , exibido pela mesma. A levedura
CEN.PK113-7D apresentou caracteristicas termotolerantes no processo SIF, pois manteve sua
viabilidade celular, produtividade e assimilacdo especificos nos experimentos realizados a
40°C

Estudos exploratorios a respeito da influéncia do nivel de aerobiose, da
temperatura e da concentracdo de Xxilose mostraram que as diferentes cepas de leveduras
estudadas conseguem metabolizar a xilulose e converté-la em etanol nas mais diversas
condigdes. No entanto, verifica-se a necessidade de experimentos adicionais, conduzidos em
biorreatores em condi¢des controladas de pH e fornecimento de oxigénio, para se chegar a
conclusbes mais fundamentadas sobre a influéncia dessas variaveis e estabelecer condi¢cbes de
operacdo que favorecam a seletividade em relagdo a formagdo de etanol, minimizando a

producéo de xilitol.

A boa recuperacdo de carbono na faixa de 80,6 a 96,5% no balanco material
realizado para a maioria dos experimentos SIF demonstra consisténcia dos dados
experimentais obtidos pela metodologia experimental proposta. Apenas 0s experimentos SIF
realizados com as leveduras PE-2 e Fleischmann apresentaram recuperagdo de carbono
inferior a 72%, esses resultados podem ser explicados, pois, ndo foram quantificados todos os

produtos provenientes do metabolismo prejudicando o célculo de recuperacédo de carbono.
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As informacdes coletadas nos experimentos preliminares permitem definir
condi¢des de operacdo para uma SIF continua de xilose em reator de leito fixo e excluir
outras. A alta perda de viabilidade observada no experimento conduzido a 40 °C define como
limite maximo a temperatura de 35 °C. E, para a levedura ltaiquara, considerando uma
alimentacdo contendo 60 g/L de xilose, o tempo de residéncia no sistema constituido por 3

reatores em série deve ser de aproximadamente 10 h (ou 3,3 h em cada reator).

SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DO TRABALHO

Estudos complementares sdo necessarios para consolidar algumas das possibilidades
levantadas no presente trabalho a respeito da influéncia das condi¢des de cultivo sobre a
producdo de etanol, visando a otimizacdo do processo SIF de xilose. Dentre 0s muitos

aspectos que poderiam ser explorados mais detalhadamente, destacam-se:

- repeticdo dos experimentos com todas as linhagens de levedura em condi¢des mais proximas

da anaerobiose, utilizando falcons de 15 mL contendo 12 mL de volume reacional,

- realizacdo dos experimentos em condi¢des proximas da anaerobiose em temperaturas de

40°C para as leveduras industriais;

- expandir o screening por leveduras que apresentem assimilacdo de xilulose e producéo de
etanol, incluindo outras espécies além da S. cerevisiae, preferencialmente identificadas como
termotolerantes e que possam ser cultivadas em pH mais proximo do valor 6timo para a

isomerizagao.

Verificou-se ainda que a inexisténcia de estudos especificos sobre o metabolismo de
xilulose por S. cerevisiae dificultou a interpretacdo dos resultados e a identificacdo das
condigdes de cultivo que favoreceriam a seletividade em etanol. Por isso, sugere-se que
experimentos com Xxilulose como substrato sejam realizados em condi¢des controladas

(biorreator) para a caracterizacdo do metabolismo desse agucar por S. cerevisiae.

Finalmente, sugere-se a continuidade dos testes de operacdo dos reatores de leito fixo
associados em série, ja iniciados, para que o desempenho do processo SIF continuo em
diferentes condicdes de operagdo possa ser avaliado. Dentre as possibilidades de estudo que
poderiam ser exploradas, destacam-se: i) 0 uso de altas concentracbes de xilose na
alimentacdo, que poderia favorecer alta producdo de etanol e minimizar os riscos de

contaminacéo; ii) a avaliacdo da manutengdo da viabilidade das leveduras em longos periodos
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de operacdo continua; iii) a operacdo do reator com perfis oscilatorios de temperatura,
mantendo-a em 40 °C por um periodo curto, seguido pela reducéo para 35 °C por um periodo

mais prolongado, alternadamente.
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