UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA QUIMICA

PATRICIA MARINA DE AQUINO

PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE XILOSE COM GLICOSE
ISOMERASE e Saccharomyces cerevisiae COIMOBILIZADAS EM GEL
DE ALGINATO

SAO CARLOS/SP
2013



PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE XILOSE COM GLICOSE ISOMERASE ¢
Saccharomyces cerevisiae COIMOBILIZADAS EM GEL DE ALGINATO



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

PATRICIA MARINA DE AQUINO

PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE XILOSE COM GLICOSE ISOMERASE ¢
Saccharomyces cerevisiae COIMOBILIZADAS EM GEL DE ALGINATO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos como parte dos requisitos necessarios a

obtencao do titulo de mestre em Engenharia Quimica, area de concentracao Pesquisa e
Desenvolvimento de Processos Quimicos.

Orientadora: Profa. Dra. Raquel de Lima Camargo Giordano

SAO CARLOS/SP
2013



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

A657pe

Aquino, Patricia Marina de.

Produgédo de etanol a partir de xilose com glicose
isomerase e Saccharomyces cerevisiae coimobilizadas em
gel de alginato / Patricia Marina de Aquino. -- Sao Carlos :
UFSCar, 2013.

101 f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2013.

1. Fermentacéo. 2. Isomerizacgéo. 3. Xilose. 4. Xilose
isomerase. 5. Saccharomyces cerevisiae. |. Titulo.

CDD: 660.28449 (207




MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE
PATRICIA MARINA DE AQUINO APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO CARLOS, EM 20 DE JUNHO DE 2013,

BANCA EXAMINADORA:

/"/7 $ 3 | \
ﬁé : NP CUNMAAY
aquel de Lima“Camargq Gio

Orientadora, UFSCar,

Oosumon/

Cristiane Sanchez Farinas
EMBRAPA




Dedico este trabalho,
Aos meus pais, Hermes e Sueli, por trilharem o caminho a seguir.

A Cynthia, a Taynara e ao Thor, pela fundamental companhia ao caminhar.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as oportunidades que me concedeu e que foram
essenciais para me guiar até aqui, sem a sua presenga pouco teria tanto significado.

Agradeco a minha familia, meus pais Hermes e Sueli, pelo exemplo, paciéncia,
incentivos, suporte e amor. As minhas irmas por todo o treinamento emocional, aprendizados,
ensinamentos e todo o suporte incondicional durante toda a minha vida. Sem vocés eu ainda
seria mais incompleta do que sou.

A Professora Dra. Raquel de Lima Camargo Giordano por me aceitar, por em mim
depositar confianca e me possibilitar entrar em um trabalho tao elegante e inovador. Agradeco
a paciéncia durate todo o mestrado e toda a orientacdo, guiando minhas escolhas, permitindo
minha autonomia na realizacéo e contribuicéo neste trabalho.

Aos Professores Dr. Roberto de Campos Giordano e Dra. Teresa Cristina
Zangirolami pelas mais que participacdes em meu trabalho durante todo meu progresso. Sdo
coorientadores nédo oficiais desse trabalho que merecem grande mérito por toda contribuicéo e
dedicacéo a esse projeto.

Com igual importancia agredeco a familia Pentose, gerada logo nos primeiros meses
de experimentos. Dra. Claudia Ramos da Silva e Me Guilherme Silveira Moraes que
trabalharam ao meu lado, dia e noite, literalmente, com todo seu sangue, alma e coragcdo. Sem
voceés esse trabalho teria pouco mais que a metade dessas paginas.

Agradeco a Universidade Federal de S&o Carlos pela infraestrutura e recursos
disponiveis, aos programas BIOEN FAPESP e PRO-ENGENHARIAS CAPES , pela bolsa
concedida, pelos recursos, aos professores do PPGEQ e a todos os profissionais envolvidos,
tambem aos técnicos Amadeus, Thais, Aline e Thiago.

Aos amigos que facilitaram vencer os desafios cotidianos sempre presentes, Adilson,
Agnes, Ana Maria, Anny, Carlos, Cinthia, Cleiton, Diogo, Edy, Felipe, Inti, Jailson, Jodo,
Lili, Lionete, Mayer, Michelle, Samyris, Sandrinha, Renata, Thais. Ao meu técnico particular,
Diego, por todo o suporte 24 horas.

Por fim agradeco a todas as pessoas que me apoiaram, incentivaram questionaram, e
que de maneira direta ou indireta ajudaram para a realizacdo deste trabalho e do meu

crescimento pessoal, académico e profissional.



“Quando a gente acha que tem todas as respostas,
vem a vida e muda todas as perguntas ...”

Luis Fernando Verissimo



AQUINO, P. M. Producdo de etanol a partir de xilose com Xilose isomerase e
Saccharomyces cerevisiae coimobilizadas em gel de alginato. 2013. 101 f. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Departamento de Engenharia Quimica, Universidade

Federal de Sdo Carlos, Sao Carlos, SP.

RESUMO

Neste trabalho foi estudada a simultanea isomerizacdo e fermentacdo de xilose a
etanol (SIF) usando xilose isomerase (XI) e S. cerevisiae coimobilizadas em gel de alginato
de célcio. XI foi imobilizada em gel de quitosana ativado com glutaraldeido (IXI-Ch).. Foram
estudadas as influéncias das concentracfes de enzima/levedura no reator, do pH, da
temperatura e da linhagem de levedura na produtividade e na seletividade em etanol. As
concentracdes de enzima e levedura no reator foram variadas mudando-se a massa de IXI-Ch
e levedura por grama de solucéo de alginato, mantendo-se fixas as proporc¢des 1:1 massa de
biocatalisador:volume de meio no reator. As SIFs foram realizadas em batelada com xilose
(~65g.L™), antibi6tico e outros sais. O primeiro experimento realizado, biocatalisador com
16% levedura Itaiquara® e 5% enzima (% Menzima ou levedura/Mbiocatalisador), MOStrou que ocorria
queda de pH durante o ensaio, impedindo conversdo total da xilose, devido a redugdo da
atividade enzimatica. Foi incluido carbonato de célcio 0,5-1,0% no biocatalisador, o que
manteve o pH entre 5,2-5,6, permitindo total conversdo do acucar, em todas as concentracfes
testadas (%Levedura-Enzima no biocatalisador): 5-20, 17-5 e 10 levedura (ltaiquara®)com 5,
10 e 20% enzima. A méaxima produtividade em etanol, 2,44 + 0,26g.L™>.h™*, foi obtida para a
mais alta concentragdo celular e a mais alta seletividade etanol/xilitol, 2,57+ 0,4 e 2,42+ 0,01,
para as mais altas concentragOes de enzima (10 e 20% com 10% levedura). Esses resultados
indicavam que quanto mais alta a concentragéo de xilulose, mais favorecida a seletividade em
etanol. Foi entdo realizada uma fermentacdo usando o biocatalisador sem enzima, com um
xarope previamente isomerizado e concentrado em xilulose contendo 58g/L de xilulose e
9g/L xilose e outro apenas com xilose. No primeiro, xilulose foi totalmente assimilada em 5
horas, xilose foi pouco consumida nos dois ensaios, e a seletividade em etanol foi menor que
a obtida nos ensaios SIF. Xilitol mostrou, assim, ser produzido majoritariamente a partir de
xilulose e contrariamente ao esperado a seletividade ndo aumenta diretamente com o aumento
da concentragdo de xilulose, indicando que o metabolismo etanol/xilitol ndo depende apenas
da concentracdo externa de xilulose, devendo ser finamente regulado dentro da levedura.

Selecionaram-se as concentracbes de enzima e levedura de 20 e 10% (equivalente a



1000 gerivado- L *reator € 500ms. L reator) cOMO as melhores, as quais foram utilizadas para estudo da
influéncia do pH e da temperatura e ainda de diferentes linhagens. O aumento do pH inicial
do meio de 5,6 para 6,5 ndo favoreceu a produtividade, rendimento e nem a seletividade em
etanol. As temperaturas testadas para Itaiquara® foram: 32, 35 e 37°C; e para as linhagens
industriais CAT-1 e BG-1: 32, 37 e 40°C. A viabilidade manteve-se acima de 90% para todos
0s ensaios em 24 horas. As trés linhagens mostraram aumento da seletividade em etanol com
a reducdo da temperatura, obtendo-se a méaxima seletividade para as linhagens industriais
(3,06 0,24- CAT-1 e 3,19+ 0,11 BG-1), com rendimento e produtividade iguais ou maiores
que os obtidos nas temperaturas maiores. A 32°C e pH 5,6, ltaiquara® apresentou menor
tempo de conversdao, mas a menor seletividade, j& a BG-1, obteve maior seletividade, mas
baixa conversdo, rendimento e produtividade. A linhagem CAT-1 alia alta produtividade, 2,17
+ 0,17 (g.L™".h™), e seletividade, 3,06 + 0,24, com 90% de conversdo em 9 horas, 32°C, sendo
aparentemente a de melhor desempenho dentre as testadas. Os resultados foram muito
promissores, indicando viabilidade técnica de producdo de etanol a partir de xilose com o

biocatalisador desenvolvido.

Palavras-chave: Xilose, Simultdnea isomerizacdo e fermentacdo (SIF), Etanol, Xilose

isomerase.
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ABSTRACT

In this work, it was studied the simultaneous isomerization and fermentation of xylose to
ethanol (SIF) using xylose isomerase (XI) and S. cerevisiae co-immobilized in calcium
alginate gel. XI was immobilized on chitosan gel activated with glutaraldehyde (IXI-Ch). The
influence of the concentration of enzyme/yeast in the reactor, the pH, temperature and yeast
strain on yield and selectivity in ethanol was studied. The concentrations of enzyme and yeast
in the reactor were varied by changing the mass of IXI-Ch and yeast per gram of alginate
solution, maintaining fixed the ratios of biocatalyst weight: volume of medium in the reactor
(1:1). The SIFs were carried out in batch with xylose (65g.L™), antibiotics and other salts. The
first experiment, with 16% ltaiquara® yeast and 5% enzyme biocatalyst (% Wenzyme or
yeast/ Whiocatalyst) Showed that pH drop occurred during the test, preventing full conversion of
xylose, due to reduced enzyme activity. calcium carbonate (0.5-1.0%) was then included in
the biocatalyst, which maintained the pH between 5,2 to 5,6, allowing complete conversion of
the sugar at all concentrations tested (%Yeast -Enzyme in biocatalyst): 5-20, 17-5, and 10
yeast (ltaiquara ®) with 5, 10 and 20-. The maximum ethanol productivity, 2,44 + 0,26g.L™.h"
! was obtained for the highest cell concentration and the highest selectivity ethanol/xylitol,
2,57 £ 0.4 and 2,42 + 0,01 for the highest enzyme concentrations (10 and 20% with 10%
yeast). These results indicated that the highest concentration of xylulose favored more
selectivity to ethanol. Fermentation was then performed using no enzyme in biocatalyst with a
prior isomerized syrup concentrated in xylulose containing 58g.L™ xylulose and 9g.L™ xylose
and another with xylose only. At first, xylulose was completely assimilated in 5 hours, xylose
was barely consumed in both assays, and ethanol selectivity was lower than that obtained in
the SIF tests. Xylitol show thus to be produced mainly from xylulose and selectivity contrary
to expectations did not directly increase with increasing xylulose concentration, indicating
that the formation of ethanol/xylitol depends not only on external xylulose, and it is probably
finely regulated in yeast. The concentrations of enzyme and yeast 20 and 10% (equivalent to
100 derived. L reactor and 500uwa. L eactor) Were selected as the best, which were used to study the

influence of pH and temperature, and also different strains. The increase of initial pH from 5.6



to 6.5 did not improve the productivity, yield, neither selectivity in ethanol. Temperatures
tested for Itaiquara ® were 32, 35 and 37 ° C, and for industrial strains CAT-1 and BG-1: 32,
37 and 40 ° C. Viability remained above 90% for all assays at 24 hours. All three strains
showed increased selectivity in ethanol with temperature reduction, obtaining the maximum
selectivity for industrial strains (3,06 = 0,24 - CAT-1 and 3,19 + 0,11 BG-1) with yield and
productivity equal or greater than those obtained in higher temperatures. At 32 ° C and pH
5.6, Itaiqguara ® showed lower conversion time, but lower selectivity, while the BG-1,
demonstrated the highest selectivity, but low conversion and productivity. The strain CAT-1
combines high productivity, 2,17 + 0,17 g.L"".h™, and selectivity, 3,06 + 0,24, with 90%
conversion in 9 hours, 32 ° C, which is apparently the best performance among the tested
yeasts. The results were very promising, indicating the technical feasibility of producing

ethanol from xylose with the biocatalyst developed.

KEYWORDS: Xylose, Simultaneous isomerization and fermentation (SIF), Ethanol, Xylose

isomerase.
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1 Introducéo e justificativa

O crescimento econdmico esta estreitamente associado ao aumento da demanda
energética. Preocupacdes com relacdo ao petroleo, o combustivel mais utilizado no mundo,
como 0 retorno aos aumentos de prego, as perspectivas de esgotamento de suas reservas, 0S
riscos geopoliticos decorrentes da dependéncia da producao por paises politicamente instaveis
e 0s compromissos mais solidos com questbes ambientais fizeram renascer a atencdo nas
fontes alternativas de energia.

A busca por alternativas energéticas é premente e, no Brasil, a grande éarea
agriculturavel torna o uso da biomassa uma das mais atraentes alternativas. A tradicional
producdo de aclcar e alcool no pais gera atualmente cerca de 130 milhdes de toneladas de
bagaco de cana, dos quais 60 a 90% sdo queimados nas caldeiras para producdo de energia
(BETANCUR; PEREIRA, 2010). Varios processos biotecnolégicos vém sendo propostos
para agregar valor ao bagaco excedente, mas certamente a producdo de etanol de segunda
geracdo serd uma alternativa importante no Brasil.

O bagaco é um material lignocelulésico composto principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina. A hemicelulose é o segundo mais abundante material organico
renovavel de origem vegetal, é formada por diferentes polissacarideos, compostos de aglcares
com cinco e seis atomos de carbono como xilose, glicose, manose, arabinose, galactose, bem
como &cidos organicos (urbnico e acético). A hidrolise de xilana gera xilose, um acucar
fermentescivel por algumas leveduras, tais como Pichia stipitis, Candida shehatae, e
Pachysolen tannophilus, mas ndo por Saccharomyces cerevisiae, a levedura tradicionalmente
usada no Brasil para producdo de etanol da sacarose. Contudo, a velocidade de produgéo e as
concentragdes de etanol atingidas por esses microrganismos comparam-se pobremente com 0s
valores obtidos para a fermentacéo de hexoses (glicose e frutose) por S. cerevisiae.

Uma alternativa para utilizacdo de S. cerevisiae que vem sendo bastante estudada ¢ a
manipulacdo genética desse microrganismo para insercdo nele dos genes necessarios para a
fermentacdo da xilose. Embora sempre elegante, a uttizagio de microrganismos
geneticamente modificados em usinas de alcool ird enfrentar sérios problemas de contencdo,
devido a necessidade de atender aos requisitos de bioseguranca na grande escala de operacao
do processo, 0 que nos motivou a testar uma outra aternativa.

Uma outra forma de produzir etanol a partir da xilose por Saccharomyces cerevisiae
é primeiramente, converter xilose em xilulose, que é metabolizada por S. cerevisae, em reacdo

catalisada por xilose isomerase, simultdnea de fermentacdo para etanol. Esse processo foi
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patenteado em U.S. Patent No 4,490,468 por Cheng Shung Gong e Li Fu Chen em dezembro
de 1984 (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996). Xilose isomerase ¢ uma enzima capaz de
converter xilose em xilulose e € mais conhecida como glicose isomerase, pois é empregada
industrialmente para a producédo de xaropes de frutose (OLIVIER; DU TOIT, 1986). Contudo,
houve no final do século XX um grande desenvolvimento das ferramentas da engenharia
genética, o que motivou a grande maioria dos pesquisadores a investir nesta area. Assim,
embora tenha se mostrado tecnicamente factivel, a isomerizagao “in vitro” com fermentacao
“in vivo” teve seu estudo descontinuado.

Por outro lado, de fato, ha necessidade de busca de condi¢bes operacionais
adequadas para operacdo dessa rota. Embora xilose isomerase seja capaz de converter xilose a
xilulose, em condicGes de atividade significativa, a relacdo de equilibrio xilose/xilulose é
elevada (5:1). Uma forma de aumentar a conversao de xilose € conduzir a isomeriza¢do com
remocdo simultanea do produto (xilulose). Executando a isomerizagdo e fermentacdo em
simultdneo (SIF), tem-se a vantagem de deslocar o equilibrio da reacdo de isomeriza¢do no
sentido de formacdo de xilulose. No entanto, a escolha do pH e da temperatura do processo
precisa ser um compromisso entre os valores 6timos para a enzima, pH 7-8 e temperatura
70°C, e para 0 microorganismo, pH 4-5 e temperaturas entre 30 e 35 °C (DU PREEZ, 1994).

A isomerizacdo e fermentacdo, assim, precisam ocorrer a pHs intermediarios de
modo que, apesar das diferencas entre as velocidades de isomerizacdo e fermentacdo oS
rendimentos finais em etanol possam ser altos (LASTICK et al., 1989). O uso de xilose
isomerase imobilizada permite a utilizacdo de alta concentracdo do biocatalisador no reator,
compensando as baixas velocidades de isomerizacdo devido a operacdo em pH e temperatura
abaixo do valor 6timo para a enzima (70°C). O uso da enzima e levedura coimobilizadas
possibilita consumo imediato, pela levedura, da xilulose gerada pela isomerizacgao da xilose.

Giordano (1992) estudou problema similar na sacarificacdo e fermentagéo
simultaneas do amido (SSF), utilizando amiloglicosidase imobilizada em silica e depois
coimobilizada com levedura em gel de pectina, para produzir etanol em um sistema continuo
de trés reatores de leito fixo em série (GIORDANO; TROVATI, SCHMIDELL, 2008;
TROVATI; GIORDANO; GIORDANO, 2009). Havia no grupo também experiéncia
estabelecida com a enzima glicose (xilose) isomerase (GIORDANO; GIORDANO,
COONEY, 2000a; 2000b). Profa. Teresa Zangirolami ja havia também estudado a producao
de etanol a partir de xilose utilizando glicose isomerase e levedura imobilizada, durante
especializagdo no Japéo, entre 1987-1989, sob orientacdo do Prof. Toshiomi Yoshida. Toda

essa experiéncia prévia, aliada a convicgdo de que seria de dificil implementacdo o uso de
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microrganismos geneticamente modificados em usinas de etanol, motivou o grupo a revisitar
a rota da simultanea isomerizacdo e fermentacdo, visando reproduzir os bons resultados
obtidos por Giordano e col. (2008) e Trovati e col. (2009) para a simultanea hidrolise e
fermentacao (SHF) de amido de mandioca.

Um biocatalisador similar ao utilizado para o processo SHF (GIORDANO et al,
2000) contendo xilose isomerase imobilizada em quitosana-glutaraldeido e levedura de
panificacdo coimobilizadas em gel de alginato de calcio, foi adaptado para a realizacdo de SIF
de xilose (SILVA et al., 2012). Nesse trabalho uma SIF foi realizada com esse biocatalisador
proposto, com xilose 65 g.L™ inicial, pH do meio reacional 6, temperatura de 35°C
alcangando conversdo de 75,4% em 48 horas. Foi produzido etanol, xilitol e em menores
quantidades glicerol e &cido acético. A queda no pH foi apontada como a causa da lenta
conversao, ja que nas primeiras 12 horas de ensaio, quando o pH ainda nao era tdo baixo,

cerca de 40% do agUcar foi assimilado.

Este trabalho teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento da rota de
producdo continua de etanol a partir de hemicelulose de bagago de cana, objetivo final do
grupo.

Assim condicdes operacionais foram estudadas para se obter a méaxima
produtividade, rendimento e seletividade em etanol no processo SIF, com conversfes acima
de 90%. Para solucionar o problema da queda do pH foi proposto a incorporagdo de CaCO3
no biocatalisador e utilizando-se levedura de panificagdo comercial Itaiquara, foram
inicialmente estudadas a influéncia das concentracdes de levedura e de enzima no reator e 0
pH, tanto controle como influéncia do pH inicial utilizado. A seguir, foi avaliado o efeito da
temperatura com a linhagem comercial e também com duas linhagens industriais, BG-1 e
CAT-1, que toleram temperaturas superiores de fermentacdo. O estudo foi feito em batelada,
utilizando-se biocatalisador desenvolvido por Silva e col. (2012), usando sempre xilose

comercial como substrato.
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2 Revisao bibliogréafica
2.1 Material lignocelulosico

Os materiais lignocelul6sicos sdo materiais renovaveis, abundantes e baratos, sua
obtengdo ndo compete com a producdo de comida ou racdo animal, sendo provenientes
principalmente de residuos industriais, urbanos e agricolas (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Esses materiais sdo compostos majoritariamente por celulose (30-50%),
hemicelulose (15-33%) e lignina (10-20%) (GIRIO et al, 2010, LIMAYEM; RICKE, 2012).
Celulose e hemicelulose sdo constituidas por agucares fermentesciveis, como glicose e xilose,
podendo ser empregadas para a producdo de combustiveis e produtos quimicos (PEREIRA Jr,
2007) e variam quanto sua propor¢do na composicdo dos diveros tipos de materiais

lignocelul6sicos (Tabela 1).

Tabela 1 Composicdo de materiais lignoceluldsicos. C6 hexoses, C5 pentoses.

Composicdo (%) Palha e sabugo de milho Palha de Arroz Fibra do Bagago de cana Casca da soja

Glicose (C6) 39 41 38.1 39.7
Manose (C6) 0.3 1.8 -
Galactose (C6) 0.8 0.4 1.1
Xilose (C5) 14.8 14.8 23.3 19.6
Arabinose (C5) 3.2 4.5 2.5 5.9
Lignina 15.1 9.9 19.4
Cinzas 43 12.4 20.1
Proteinas 4 - -

Fonte: Lee, 1997.

No Brasil, o maior produtor mundial de cana-de-agucar (FAO, 2011), o bagaco
gerado na industria sucroalcoleira € o principal residuo agroindustrial, sdo gerados 250 Kg de
bagaco por tonelada de cana moida (BETANCUR; PEREIRA, 2010). Gouveia et al, em 2009,
determinou a constituicdo do bagaco em 42,8% de celulose, 25,8% de hemicelulose sendo a
hemicelulose composta principalmente por xilose (GIRIO et al, 2010). Este residuo vem
sendo utilizado em diversos processos como geracao de energia, producdo de papel e celulose,
alimentacdo animal e produtos baseados na fermentacdo (PANDEY et al, 2000) e tem grande

potencial como substrato para a producao de etanol de segunda geracéo.
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2.2 A hemicelulose

A hemicelulose é o segundo mais abundante material organico renovavel de origem
vegetal, é formada por diferentes polissacarideos, compostos de agucares com cinco atomos
de carbono como xilose e arabinose e com seis &tomos como glicose, manose e galactose bem
como &cidos organicos, urdnico e acético (Figura 1) (FENGEL; WEGENER, 1989; GIRIO et
al, 2010; SAHA, 2003).

Figura 1 Estrutura quimica parcial da hemicelulose.
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Fonte: adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989.

Conforme a composi¢cdo e predominancia de monossacarideos (Tabela 2) as
hemiceluloses recebem diferentes denominagdes como glucuronoxilanas, principal
constituinte de madeiras duras, galactoglucomananas, maior constituinte de madeiras moles,
arabinoglucurono-xilanas, presente principalmente em materiais ndo lenhoso (culturas
agricolas), arabinoxilanas, galacto-arabino-glucurono-xilana, homopolimeros de xilose,
homoxilanas, ocorrem somente em algas (GIRIO et al., 2010). A xilana, mais comumente
encontrada na parede celular de plantas terrestres, € composta principalmente por xilose com
ligagdes PB(1-4)D-xilopiranosidicas (ADSUL et al, 2004). A fragdo de pentoses em residuos
agro-industriais é bastante significativa variando de 5-20% em xilose e 1-5% em arabinose
(Tabela 1).

Como principais produtos da fracdo hemicelul6sica temos o etanol e o xilitol,
provenientes da xilose. A hemicelulose € mais facilmente hidrolisada que a celulose, que é um
homopolimero mais cristalino (ARISTIDOU; PENTTILA, 2000). E necessério inicialmente
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um preé-tratamento para obtencdo dos monossacarideos da hemocelulose, podendo assim,
serem fermentados por microrganismos especificos, para obtengédo dos produtos desejados.

Tabela 2 Composicao da hemicelulose de materiais lignocelulosicos.

(& 1%%?::2::?;0_1) Xilose Arabinose Manose Galactose Ué;indi:o C;:::tpicli
Bagaco de cana 20,5-25,6 2,3-6,3 0,5-0,6 1,6 - -
Casca de Arroz 17,7 1,9 - - - 1,62
Casca da soja * 19,6 5,9 - - 2 0,6
Palha de Arroz 14,8-23 2,7-4,5 1,8 0,4 - -

Sabugo de milho 28-35,3 3,2-5 - 1-1,2 3 1,9-3,8
Pinho (Madeira mole) 5,3-10,6 2-4,2 5,6-13,3 1,9-3,8 2,5-6 1,2-1,9
Eucalipto 14-19,1 0,6-1 1-2 1-1,9 2 3-3,6

Fonte: GIRIO et al., 2010.
*CASSALES et al., 2011.

Diversos pré-tratamentos vem sendo estudados para diferentes materiais
lignoceluldsicos e entre eles os pré-tratamentos &cidos se destacam, pois resultam em um
hidrolisado liquido de hemicelulose rico em xilose e com menores quantidades de derivados
de lignina, que podem ser inibidores do metabolismo celular, quando comparado com outros
pré-tratamentos (BETANCUR; PEREIRA JR., 2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010;
GIRIO et al, 2010). Contudo, maior a intensidade do tratamento &cido, maior a degradacéo
dos mondmeros de aclcares tais como furfural e hidroximetilfurfural, os quais também sdo
inibidores do metabolismo celular. Assim, se o objetivo é liberar monémeros de xilose, 0

tratamento acido deve ser brando para evitar perda de celulose e degradacdo de mondmeros.
2.3 Metabolismo da xilose em leveduras

A assimilacdo do substrato através da membrana da levedura é o primeiro passo para
a fermentacéo, e apesar da Saccharomyces cerevisiae ser 0 microrganismo sequenciado com o
maior numero de transportadores de glicose, (MAIER et al., 2002) um sistema especifico para
pentoses ainda n&o foi identificado (BERTILSSON; ANDERSSON; LIDEN, 2008).

Acredita-se que a captacdo de xilose pelas leveduras seja mediada, de forma
inespecifica, pelos transportadores de hexoses (HAMACHER; BECKER, 2002), sem gasto de
energia, por difusdo facilitada (JOJIMA et al, 2010). Da familia dos transportadores de

monossacarideos, 17 genes sdo responsaveis pela codificacdo das proteinas transportadoras de



24

hexoses, (HXT1-11 HXT13-17 e Gal2) (BOLES; HOLLENBERG,1997) e cada proteina
apresenta diferentes afinidades e especificidades pelos diversos substratos (JOJIMA et al,
2010). A preferéncia desses transportadores para xilose € bem menor que para glicose
(BERTILSSON, OLOFSSON; LIDEN, 2009), sendo cerca de 5-200 vezes mais baixo, tendo
valores de Km variando entre 130 mM e 1,5M (PITKANEN et al, 2005).

A fim de compreender e aumentar a captacdo de xilose pela Saccharomyces
cerevisiae muitos estudos vem sendo realizados. Em 2002, Hamacher et al. utilizaram uma
linhagem com capacidade de metabolizar xilose e ao deletar todos os genes envolvidos no
transporte de aclcares notaram a perda da habilidade desta crescer em xilose. Ao reintroduzi-
los, um a um, puderam determinar que os genes Hxt4, Hxt5, Hxt7 e Gal2 das proteinas
transportadoras eram 0s mais importantes na captagdo da pentose, entretanto a superexpressao
deles ndo resultou em maior crescimento em condi¢bes aerébicas, nem aumentou a
fermentacdo de xilose em anaerobiose. Assim, apenas a presenca dos genes ndo é suficiente

para explicar o transporte.

Transportadores heter6logos de leveduras que naturalmente metabolizam xilose
como Candida intermedia, Scheffersomyces stipitis (antigamente Pichia stipitis) e
Arabidopsis thaliana (HECTOR et al., 2008; LEANDRO; GONCALVES; SPENCER-
MARTINS, 2006) foram expresso com sucesso em S. cerevisiae, permitindo o crescimento
nesta fonte de carbono, porém a fermentacdo continuou ineficiente (RUNQUIST; HAHN-
HAGERDAL; RADSTROM, 2010; SALOHEIMO et al., 2007).

Apbs a captacdo pela levedura, a xilose precisa ser convertida a xilulose, forma na
qual pode ser metabolizada, sendo fosforilada pela xiluloquinase a xilulose 5-fosfato e
assimilada pela via das pentoses fosfato (HAHN-HAGERDAL; PAMMENT, 2004, KUYPER
et al 2004). Leveduras convertem xilose a xilulose com a producdo de um intermediario,
xilitol, gerado pela reducdo da xilose, pela xilose redutase (XR) com cofator preferencial
NADPH, seguida da oxidacdo do xilitol a xilulose, pela xilitol desidrogenase (XDR) que
necessita de NAD+(Figura 2).

Leveduras ndo possuem atividade transidrogenase, capaz de interconverte NADPH
em NADH (BRUINENBERG, VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1983; KUYPER et al 2004) e a
inespecificidade da correlacdo das coenzimas causa um desequilibrio redox, sendo entdo,
necessario a regeneracdo destes cofatores (JEFFRIES, 1983). O NADP+ é reduzido no ciclo
das pentoses fosfato, enquanto o NADH ¢ oxidado na cadeia respiratoria (Figura 3(a))

(KUYPER et al 2004). A quantidade de oxigénio presente a fim de recuperar o NAD+ deve
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ser limitada para evitar a utilizacdo da xilose para formacao de biomassa (MARIS et al., 2007)
e assim obter rendimento estequiométrico tedrico de etanol de 0,469 Gxitose -

Figura 2 Conversdo da xilose a xilitol pela xilose redutase e de xilitol a xilulose pela xilitol
desidrogenase. A fosforilagdo da xilulose é catalisada pela xiluloquinase..
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Estudando o metabolismo de Candida utilis, levedura que é capaz de crescer com
xilose em condi¢Oes de oxigenacdo, Bruinenberg et al. (1983) transferem de aerobiose para
anaerobiose o cultivo com xilose e a levedura para de consumir xilose e ndo produz etanol,
diferente do que ocorre quando se usa glicose como fonte de carbono. Contudo ao adicionar
xilose isomerase (XI, EC 5.3.1.5), enzima que catalisa isomerizacdo de xilose a Xilulose,
mesmo em anaerobiose 0 microrganismo converteu xilose imediatamente a etanol indicando
que a deficiéncia no metabolismo esta na conversdo de xilose a xilulose. Quando testaram a
adicdo de acetoina (3-hidroxibutanona) ao meio de xilose e levedura houve a producdo de
etanol, estequiometricamente concomitante com a reducéo deste a 2,3 butanediol, sugerindo a
necessidade de um aceptor de hidrogénio para regeneragdo do NADH, que néo

necessariamente precisa ser o oxigénio.

Em condigdes anaerdbicas de crescimento com glicose, S. cerevisiae produz glicerol
ao reoxidar o excesso de NADH proveniente de reacfes de biossinteses, porém no
metabolismo da xilose a quantidade do cofator a ser oxidada € muito grande e a pentose €
desviada nessa regeneracdo, diminuindo a producdo de etanol e ainda requerendo ATP
(Figura 3(b)), néo resolvendo o desbalango (MARIS et al, 2006). Algumas poucas espécies de
leveduras como Scheffersomyces stipitis (TOIVOLA et al, 1984) e Pachysolen tannophilus
(BRUINENBERG et al, 1984) apresentam atividade da xilose redutase ligada a NADH, sendo
possivel a fermentacdo anaerdbica, reoxidando o NADH, porém com a producdo de
xilitol(Figura 3(c)) (BRUINENBERG et al, 1984; KUYPER et al, 2004).
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Figura 3 Diferentes opg¢Ges metabolicas para a fermentacéo alcodlica de xilose com um balango

redox.
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Nota: As cores indicam as vias centrais no metabolismo de carboidratos: vermelho: glicose-6-fosfato
desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase (via hexose-monofosfato); azul: rea¢des 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 (aerébico). (b) NADPH-especifica xilose redutase e NAD-especifica xilitol
desidrogenase (anaerobio). (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 cofactor (equivalente a xilose isomerase) (KUYPER et al, 2004).

A fermentacdo alcoolica anaerdbica eficiente de xilose sO € possivel evitando o
desbalanco redox, quando as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase tém

correspondéncia nas coenzimas (BRUINENBERG et al, 1983) ou interconvertendo em um
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passo xilose a xilulose com xilose isomerase, como ocorre na metabolizagcdo da xilose em
bactérias e Archaea (Figura 3 (d))( BRUINENBERG et al, 1983; KUYPER et al, 2004).

Saccharomyces cerevisiae modificadas geneticamente, com insercdo de XR e XDR,
foram desenvolvidas para possibilitar o consumo de xilose e converté-la em etanol. Os genes
de microrganismos fermentadores naturais de xilose, como Scheffersomyces stipitis, Candida
Shehatae foram inseridos para que essa levedura fosse capaz de metabolizar xilose a xilitol e
deste a xilulose. Entretanto a questdo da dificuldade do transporte associado ao desbalanco
redox ainda inviabilizam a reacdo, sendo baixas as taxas de consumo dessa pentose e de
producdo de etanol, além da formacdo de xilitol como subproduto (JOHANSSON; HAHN-
HAGERDAL, 2002; KOTTER; CIRIACY, 1993).

2.4 Metabolismo da xilulose em Saccharomyces cerevisiae

A xilulose é assimilada por Saccharomyces cerevisiae muito mais rapidamente que a
xilose, porem mais lenta que a glicose. Transportadores de xilulose ndo sdo descritos na
literatura e pouco se tem relatado sobre o metabolismo isolado da xilulose em leveduras

provavelmente decorrente da dificuldade de obtencdo desse acUcar.

A incorporacdo de xilose isomerase heter6loga (de outros microrganismos) no
genoma da S. cerevisiae corresponde a imagem (d) na Figura 3. A expressao funcional da XI
foi bem sucedida com um gene da bactéria termofilica Thermus thermophilus, contudo
apresentava baixa atividade na levedura e requeria altas temperaturas (KUYPER et al., 2004;
WAVLFRIDSSON et al., 1996). Mais recentemente, a expressdo de um gene codificador da XI
de um fungo, Piromyces spp, foi conseguida, e por biologia evolutiva uma linhagem foi capaz
de alcangar rendimento de 0,42Qetanol-Oxilose - @ partir de 20g.L™" de xilose, porém levando 100
horas para a conversao total. Baixa producéo de xilitol foi observada (KUYPER et al., 2004).

Embora o isdmero da xilose seja consumido pela levedura, ainda ha limitagdes na
fermentagdo da xilulose. A xilulose para ser transformada em etanol segue por um caminho
muito mais longo, envolvendo gasto de ATP, diversas enzimas a mais, se comparado com 0
metabolismo fermentativo da glicose (Figura 4) (CHIANG et al., 1981 b).

A xilulose para entrar no metabolismo pela via das pentoses fosfato, via ja existente
em S. cerevisiae, passa por uma fosforilagdo com a enzima, também ja presente nessa
levedura, xiluloguinase (XK). A seguir, esse substrato € metabolizado nessa via onde chega a

piruvato e a partir dai € processado da mesma maneira que na fermentacdo da glicose,
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resultando em etanol em condi¢fes anaerdbicas ou podendo ser canalizada para cadeia
respiratéria em presenca de oxigénio, gerando energia para crescimento celular (JEFFRIES,
2006; JOHANSSON; HAHN-HAGERDAL, 2002).

Figura 4 Metabolismo da xilose em leveduras.
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Fonte: Adaptado de JEFFRIES, 2006.

Nota: XR- xilose redutase, XDR- xylitol desidrogenase, XK- Xiluloquinase, TKL1- transcetolase,
TAL1- transaldolase.

Estudando a via das pentoses fosfato Senac e Hahn-Héagerdal (1990) notaram
desequilibrio de duas moléculas intermediarias dessa via, 0 S7P (sedoheptulose 7 fosfato) em
alta concentracéo e auséncia de E4P (eritrose 4 fosfato). Como a S7P juntamente com G3P
(gliceraldeido 3 fosfato) sdo convertidas em F6P (frutose 6 fosfato) e E4P pela transaldolase
(TALL), esse acumulo de S7P e auséncia de E4P pode ser devido a ineficiéncia da agdo desta
enzima, ou falta de G3P, que é consumido pela via glicolitica. Organismos consumidores de
xilose apresentam maior atividade para esta enzima. Como apenas 0.9% da glicose passa pela
via pentose fosfato em S. cerevisiae, a baixa atividade da transaldolase indica baixo
desenvolvimento para esta via, prejudicando a assimilacdo da xilulose por esse
microrganismo.

Ao analisar linhagens geneticamente modificadas foi possivel verificar a influencia
das enzimas dessa via. Uma linhagem possuia 0s genes XR e XDR de S. stipitis, além de

superexpressar a XK enddgena e outra superexpressava 4 enzimas da via das pentoses fosfato,
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além desses genes para utilizacdo da xilose. A primeira levou 68 horas para consumir 33g.L™,
em batelada a 30°C, 5gms.L ™" enquanto a segunda, sob as mesmas condicdes, consumiu 54
g.L" no mesmo intervalo de tempo (JOHANSSON; HAHN-HAGERDAL, 2002). Esses
resultados mostram que uma ou mais enzimas da via ndo-oxidativa das pentoses fosfatos
controlam a taxa de fermentacdo da xilulose. Entretanto, ao analisar o rendimento em etanol e
Xilitol (Qetanol xilitol- Oxilulose consumida -) ODServa-se um aumento no rendimento em etanol, com a
linhagem superexpressando as 4 enzimas ( de 0,33 para 0,39 Getanol-Oxilulose consumida ), Mas
também do rendimento em xilitol ( de 0,02 para 0,17 Qxilitol-Oxilulose Comumida'l), assim a Xilulose
adicional assimilada ndo aumenta proporcionalmente a producdo de etanol, pois € desviada
para xilitol. Por algum fluxo metabdlico a célula leva xilulose a xilitol pela enzima xilitol
desidrogenase (XDR), que tem afinidade tanto por xilitol como por xilulose (RIZZI et al.,
1990).

O metabolismo da xilulose ndo foi totalmente compreendido e 0s mecanismos
celulares que levam ao direcionamento da pentose a etanol ou xilitol ainda ndo sdo claros.
Além disso, cada linhagem pode se comportar de uma maneira, ja que podem diferir quanto a
expressao dos genes devido a adaptac6es sofridas com o tempo.

2.5 Fermentacéo da xilulose

Xilulose é uma cetopentose que ndo é naturalmente encontrada na natureza, é
comercializada a altos precos (25 mg por R$ 807,00, cotacdo Sigma-Aldrich em agosto de
2012) com 95% de pureza. Essa dificuldade na obtencdo prejudica estudos referentes a

utilizacdo deste agucar por microrganismos.

A xilose e isdbmero da xilulose e pode ser convertida a esta forma em reagédo
catalisada pela xilose isomerase. Xilose isomerase (XI) € uma enzima capaz de converter
xilose em xilulose contudo tem relacdo de equilibrio xilose/xilulose elevada (5:1)
(HOCHSTER; WATSON, 1954). A xilulose pura pode ser obtida por separacdo
cromatografica em resina aniénica com bissulfito (LINDBERG; SLESSOR, 1967; OLSSON
et al, 1994) ou borato (CHIANG et al, 1981a).

Partindo da solucdo xilose/xilulose obtida no equilibrio da isomerizagdo com glicose
isomerase, Chiang e col. em 1981a desenvolveram um método utilizando microorganismos
gue consumiam primeiramente xilose e depois xilulose, alcancando 90% de pureza. Pronk e
col. (1988) empregaram Acinetobacter calcoaceticus para oxidar a xilose a acido xil6nico,
que era separado por precipitagio em metanol seguida de troca i0nica, obtendo pureza

semelhante & comercializada. Solu¢des com alta concentracdo de xilulose podem ser
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conseguidas adicionando a solucdo de isomerizagdo borato ou aluminato ou submetendo a

solucdo a precipitagdo de xilose em etanol a baixas temperaturas (CHIANG et al., 1981 a).

A producéo dessas solugdes purificadas de xilulose e de xaropes de xilulose com alta
proporcao xilulose/xilose permitiu analises experimentais com esse substrato, investigando
um pouco mais seu efeito em meios de cultivo e fermentativos. Gong e col. em 1981
estudaram a capacidade de varios microrganismos utilizarem diferentes fontes de carbono,
como glucose, xilose, xilulose e xilitol em condi¢fes aerdbicas e anaerdbicas. Todas as
linhagens foram capazes de utilizar qualquer um dos substratos testados aerobicamente,
exceto pela linhagem geneticamente modificada deficiente na respiracdo. Essa linhagem, a
Saccharomyces cerevisiae 24860, foi capaz de utilizar glicose e xilulose, mas ndo xilose nem
xilitol. Essa comprovacdo mostra que leveduras possuem transportadores para a Xilulose,
assim como para Xilose, além de apresentarem capacidade de assimilagdo da Xilulose em

condicdes anaerdbicas, 0 que ndo acontece com a xilose.

Para determinar condi¢des Otimas de fermentacdo de xilulose para leveduras de
panificacdo S. cerevisiae foi utilizado por Chiang e col. (1981b) xaropes de pentoses com
diferentes proporgdes xilulose/xilose e diferentes condi¢bes de fermentacdo, como pH,
temperatura, quantidade de células. A taxa de consumo da xilulose foi bem menor que a de
glicose ou frutose (CHIANG et al, 1981b; SENAC; HAHN-HAGERDAL, 1990) e 0 aumento
da concentracdo celular foi uma alternativa a esse obstaculo. A taxa de producdo de etanol
cresceu linearmente com o aumento da densidade celular de 50 até 150gmassa seca.L ™" de reator
ndo sendo mais significante 0 aumento da concentracdo celular para concentracédo inicial de
xilulose 75g.L™%. A temperatura influenciou na taxa inicial de fermentacéo e na producdo de
etanol de xilulose. Entre 35 e 40 C ndo houve variagOes na taxa inicial de producdo nem na
producdo final de etanol, contudo para altas temperaturas como 45 C a producao de etanol foi
menor que para baixas temperaturas, 30 C. Tanto a viabilidade celular como a habilidade de
fermentar diminuiram com o tempo a altas temperaturas, sendo consideradas pelos autores
temperaturas préximas a 35 C como ideal para fermentacdo de xilulose. Variando o pH de 4
para 6 foi observado pouca diferenca na producdo de etanol, ja para valores superiores, como
pH 7, a fermentacao foi mais lenta, com taxa inicial de produtividade mais baixa e producao
final de etanol igual a 67% da fermentacdo em pH 4. Altos pHs também foram desfavoraveis
ao processo fermentativo de xilose pois, além de  possibilitar o crescimento de
microrganismos contaminantes, ainda favorece a formacdo de xilitol, sendo essa producdo

praticamente triplicada quando se compara fermentacgdes de xilulose a pH 4 e pH 7.
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Esses pesquisadores avaliaram ainda a influéncia da concentragdo de xilose no
transporte de xilulose. Diferentes proporgdes xilose/xilulose (1; 1,5; 2; 2,5 e 3) foram testadas
em fermentacOes de xilulose e ndo foi observado interferéncia significativa, sugerindo que o
mecanismo de assimilacdo da xilose e da xilulose sejam diferentes, pois ndo é observado fase
lag para a utilizagdo de xilulose. O aumento da concentragdo de xilulose interferiu na
fermentacdo, aumentando a taxa inicial da producéo de etanol, contudo a producéo de etanol
diminui depois de 8 horas, e no fim de 24 horas os ensaios tem a mesma producéo de etanol
(cerca de 13g.L™), independente da concentracdo inicial de substrato. Provavelmente a
concentracdo de etanol acumulado durante a fermentacdo seja responsavel pela queda na taxa
de producdo de etanol, j& que a presenca de etanol no inicio das fermentacdes provocou

diminuicdo da taxa de producéo de etanol.

Fermentacdes de xilulose apresentam também a formacéo de xilitol, glicerol e acido
acetico. O xilitol é proveniente tanto da xilose que é consumida em baixas quantidades como
também da reducdo da xilulose, evidenciando a presenca de xilitol desidrogenase em S.
cerevisiae (GONG et al, 1981). Baixa temperatura, pHs mais altos e alta concentragdo de

xilose favorecem a producéo de xilitol.

2.6 Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura ja utilizada desde o principio da historia
para a fabricacdo de paes, vinho, cerveja, e € atualmente o principal microrganismo utilizado
na industria de alcool combustivel. Na fermentagdo da glicose, cumpre todas as caracteristicas
desejaveis para 0 processo: apresenta elevada eficiéncia na conversdo do substrato em
produto, alta toleréncia a etanol e a altas concentracdes de aglcar, ndo exige condi¢des de
processo muito complexas, nem meios de cultivo dispendiosos, ndo é patogénica (BETTIGA,
HAHN-HAGERDAL, GORWA-GRAUSLUND, 2008; PISKUR, 2006; WERNER-
WASHBURNE et al 1993). Essa levedura mantém o pH citosolico mais ou menos constante
em meios extracelulares entre pH 3,5 e 9 (VERDUYN, 1991), permitindo operacdo a baixos
pH, diminuindo risco de contaminac&o bacteriana. E um microrganismo mesofilo (24-40°C),

tendo como temperatura de crescimento ideal menor que a temperatura de fermentacéo.

Microrganismos como leveduras Saccharomyces cerevisiae, diante da falta de
alimento cessam o crescimento e param de se reproduzir, entrando na fase estacionaria. As
células nesse estagio se diferenciam de forma que mantém sua viabilidade por extensos

periodos mesmo sem nutrientes, contudo preservam capacidade de crescer novamente quando
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nutrientes necessarios tornam a ser disponibilizados (WERNER-WASHBURNE et al 1993).
Em crescimento em meio rico como YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose)
é possivel observar diferentes fases antes da fase estacionaria (Figura 5). Na fase exponencial
as células crescem consumindo glicose em anaerobiose, ja que acontece repressao de enzimas
da respiracdo em concentrac@es altas de agucares (acima da concentracdo critica- entre 0,9 e
9g.L™). Em crescimentos em batelada, o agticar é todo consumido antes que as células possam
retomar sua atividade mitocondrial, assim, a glicose acaba e acontece o diauxismo, a levedura
para de crescer, e reativa seu metabolismo para respiracdo, consumindo assim o etanol
produzido na primeira etapa. POs diauxismo o crescimento celular retoma em baixas taxas,
utilizando a energia da respiracdo (PISKUR, 2006; RETORI; VOLPE, 2000; WERNER-
WASHBURNE et al 1993).

Figura 5 Densidade dtica durante crescimento de S. cerevisiae.
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Fonte: Adaptado de WERNER-WASHBURNE et al 1993.

A fase que segue todas essas modificagdes metabolicas nas células é a fase
estacionaria. A falta de outros nutrientes, ndo s6 da fonte de carbono, como nitrogénio,
fésforo, enxofre podem levar o cultivo ao estado estacionario. As células da fase estacionaria
sdo fisioldgica, bioguimica e morfologicamente distintas das células da fase de crescimento
exponencial, sdo mais resistentes a varios tipos de estresses, além de manter viabilidades
altas, cerca de 100%, em meio sem adi¢do de nutrientes, por mais de trés meses apds terem
atingido estado estacionario em meio rico (WERNER-WASHBURNE et al 1993; LILLIE e
PRINGLE, 1980).
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2.6.1 Linhagens industriais de S. cerevisiae

Na produgdo industrial de etanol a S. cerevisiae foi utilizada até meados dos anos 90
proveniente da industria de panificacdo. Embora permitisse uma partida rapida, segura e de
baixo custo, foi verificado por cariotipagem em diversas usinas que a levedura de panificacdo
ndo era capaz de prevalecer no processo, sendo substituida por linhagens selvagens
(AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2008).

A maioria das usinas opera em batelada alimentada, alimentando mosto e biomassa,
por cerca de 200 a 300 dias com alta densidade celular (10-17% p/v em base Umida). Com
isso é fundamental economicamente que haja reciclo de células durante o processo. No final
de cada fermentacdo a concentracdo de etanol chega a 7-11% (v/v), correspondendo a
aproximadamente 93% do rendimento tedrico, e a de substrato a 0,1%, levando cerca de 6-11
horas, assim, as células sdo recicladas cerca de 400 a 600 vezes durante a safra. A levedura é
centrifugada e passa por um tratamento acido antes de retornar a dorna de fermentacéo, para
evitar contaminacGes bacterianas. A partir dos anos 90 constatou-se que as leveduras
utilizadas como indculo eram totalmente substituidas por linhagens nativas logo no comego
da safra, mas que leveduras isoladas em safras anteriores, na mesma unidade, eram capazes
sim de permanecer no processo (AMORIM et al., 2011; ANDRIETTA; STECKELBERG,;
ANDRIETTA, 2006; BASSO et al., 2008).

As leveduras nativas, com a capacidade de dominar e prevalecer na fermentacao
durante a safra, infelizmente apresentam desvantagens como formacgéo excessiva de espuma,
alta taxa de sedimentacéo, longos periodos de fermentacdo com alta concentracdo de agucar
residual (BASSO et al., 2008).

A busca por linhagens capazes de competir com leveduras nativas levou a um estudo
de 12 anos realizado por Basso et al (2008) onde linhagens de panificacdo como Fleishmann®
e ltaiquara® compuseram a partida por duas safras em usinas brasileiras, e foram
acompanhadas. Na maioria das destilarias essas linhagens foram substituidas por linhagens
selvagens em um periodo curto, 20-30 dias. Linhagens coletadas nas usinas foram
reintroduzidas no processo em safras posteriores, nas proprias unidades e também em outras
usinas, e acompanhadas caracteristicas como dominancia, viabilidade, rendimento. Essas
linhagens selecionadas passaram entéo a ser utilizadas amplamente pelo setor sucro-alcoleiro;
receberam nomes com as iniciais das unidades de origem: BG-1 (Usina Barra Grande), CAT-
1 (Usina Catanduva), CR-1 (Usina Cresciumal), PE-2 (Usina Pedra Grande), AS-1 (Usina
Santa Adélia) (ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). As linhagens mais
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utilizadas nas usinas brasileiras sdo a PE-2, CAT-1 e a BG-1, sendo responsaveis por mais de
60% do etanol produzido na safra 2007/2008. Essas leveduras apresentam perfis muito
semelhantes entre si, e como apresentado na Tabela 3, caracteristicas superiores as leveduras
de panificacdo antes empregadas (BASSO et al., 2008).

Tabela 3 Parametros fisioldgicos fermentativos da levedura de panificacdo e da linhagem

selecionada PE-2 durante um ciclo fermentativo na usina, usando caldo de cana e melaco a 33°C.

Parametros Fermentativos Levedura de panificacéo PE-2
Rendimento em etanol(%0)* 88.1+1.01 920+1.12
Glicerol (%)* 54+0.25 3.38+0.33
Aumento de biomassa (%0)** 5.8+0.61 8.2+0.84
Viabilidade (%)** 48+1.1 94+1.9
Trealose(%base seca)** 4.0+0.22 9.5+0.29
Glicogénio (%base seca)** 9.0+0.43 16 +0.51

Fonte: BASSO et al., 2008.
* Célculo com base no agucar consumido
** Dados calculados no final do ciclo fermentativo

2.7 Xilose Isomerase

A xilose isomerase (EC:5.3.1.5) é uma enzima que catalisa a interconversdo aldose-
cetose de xilose-xilulose, seu substrato natural (BLOW et al., 1992; MARIS et al., 2007;
PRONK et al., 1988) como também a de glicose- frutose, por isso pode ser chamada também
de glicose isomerase (BHOSALE, S. H.; RAO, M. B.; DESHPANDE, 1996). E uma das
enzimas mais utilizadas na indudstria, sendo empregada em larga escala para producdo de
xarope de frutose (BHAT; JOSHI; KOTHARI, 1979; BHOSALE, S. H.; RAO, M. B,
DESHPANDE, 1996; BLOW et al., 1992), além de possuir potencial aplicacdo na producgéo
de etanol de residuos lignocelulésicos (BHOSALE, S. H.; RAO, M. B.; DESHPANDE, 1996;
BLOW etal., 1992).

Microrganismos s@o a principal fonte de producdo desta enzima, sendo geralmente
encontrada em espécies de bactérias, como de Streptomyces e Bacillus (BHOSALE, S. H.;
RAO, M. B.; DESHPANDE, 1996), em fungos anaerdbios, Piromyces sp, Candida utilis,
Scheffersomyces stipitis, e em algumas plantas, Hordeum vulgare, Arabidopsis thaliana ,
Oryza sativa e Medicago truncatula (MARIS et al., 2007).

A xilose isomerase de Streptomyces rubiginosus é uma metaloproteina de 173KDa

com quatro sub-unidades iguais, cada uma com dois cations (Figura 6) ( JANIS et al., 2008).


http://www.ebi.ac.uk/intenz/query?cmd=SearchEC&ec=5.3.1.5
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Um dos cétions de cada subunidade atua como metal de ligagdo ao substrato, enquanto o
outro catalisa a isomerizagdo, por isso é necessario que exista a ligacdo dos metais para obter
a espécie catalitica. Os fons Mg*?, Mn*? e Co* sdo ativadores, sendo que o Mg* afeta
principalmente a atividade da enzima e 0 Mn*? a estabilidade; enquanto fons NI*?, Zn*2.Cu*? e
Ca*? séo inibidores(JANIS et al., 2008). Também sdo inibidores da Xl polidis, como o
sorbitol e o xilitol, formas reduzidas da glicose e da xilose respectivamente. Esses polidis
imitam a forma linear dos acUcares, se ligando com alta afinidade ao sitio ativo da enzima
(BASTELAERE, VANGRYSPERRE; KERSTERS-HILDERSON, 1991) sendo essa
interacdo maior em baixos pH (KOVALEVSKY et al., 2012).

Figura 6 Estrutura cristalina da glicose isomerase de Streptomyces rubiginosus. Dois mondmeros

da estrutura tetramérica estdo representados em azul e os outros dois em verde. Esferas em

laranja representam os cations de Mg?* .

Fonte: JANIS et al., 2008

A faixa de pH Otima para a enzima € entre 7 e 8 (KOVALEVSKY et al., 2012))
abaixo desse pH a atividade enzimatica cai devido a perda dos dois cations do sitio ativo e da
dissociacdo dos mondmeros (JANIS et al., 2008). A temperatura 6tima esta entre 60 e 80 C e
aumenta na presencga de Co?* (BHOSALE, S. H.; RAO, M. B.; DESHPANDE, 1996).

2.8 Imobilizacéo

A utilizacdo de enzimas, células, componentes celulares e moléculas orgénicas em

processos biotecnologicos vém se destacando nas Ultimas décadas, e o aperfeicoamento de



36

processos ja estabelecidos e a implementacdo de novas tecnologias empregando esses
biocatalisadores, vem sendo constantemente estudados. A imobilizacdo, tanto de células como
de enzimas, consiste no confinamento fisico, restringindo a mobilidade, em um espaco
definido onde sdo mantidas suas atividades cataliticas (FREEMAN; LILY, 1998; SHULER;
KARGI, 2006).

A imobilizacdo pode ser passiva ou natural, quando é decorrente de processos
naturais como floculacdo ou formacdo de filmes bioldgicos, que naturalmente aderem a
suportes inertes ou bioativos. Ou pode ser ativa ou artificial, quando o aprisionamento ou
ligacdo dos agentes bioldgicos ocorrem por fatores quimicos ou fisicos (Figura 7) (COVIZZI
etal, 2007; SHULER; KARGI, 2006).

Figura 7 Métodos de imobilizac@o de agentes bioldgicos.

Métodos de
Imobilizacao
1 1 |
Ativa Passiva
[
Envolvimento Ligacao (L SR
I_ _I Adsorcao Frocula:;éo
(.. | 0 @ Colonizagéoi

Envolvimento em Ligagdo cruzada Ligacao covalente

matriz porosa

FOION

®@® @

\@@/ Ligacao
Encapsula¢ao em membrana eletrostatica

Fonte: Adaptado de COVIZZI et al, 2007

Diversas técnicas podem ser selecionadas para imobilizacdo, de acordo com o tipo de
agente a ser imobilizado e o tipo de utilizacdo a que este sera submetido. Os métodos sdo
divididos em duas categorias: envolvimento, que pode ser por engaiolamento ou

encapsulacdo, ou ligagéo, se dividindo em adsorcdo ou covalente.

O envolvimento é um aprisionamento fisico da célula ou da enzima, por
engaiolamento em uma matriz porosa ou por encapsulacdo por membranas semi-permeéaveis,
onde ndo ha uma malha entra as células aprisionadas. Imobilizacdes por ligacdo envolvem
interacdes quimicas entre 0s agentes biologicos e 0s suportes, mantendo-os unidos. A técnica

de ligagdo por adsorcdo acontece por forcas de interagdo como interaces eletrostaticas,
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ligacGes ibnicas entre suporte e célula/enzima, e 0 método com ligagdo covalente ocorre entre
grupamentos quimicos que reagem covalentemente, geralmente sendo necesséria a ativacao
desses grupos por reagentes quimicos como glutaraldeido, carbodiimida. Quando a células ou
enzimas se ligam entre si, por grupos ativados por estes agentes quimicos, a imobilizacéo é

conhecida como entre-cruzamento.

As técnicas de imobilizagdo para microrganismos e enzimas sdo muito similares,
contudo é necessario garantir condi¢des que mantenham as enzimas e as células
metabolicamente ativas, adotando suportes, reagente quimicos e protocolos compativeis com
cada um. Na tabela Tabela 4 sdo listados alguns dos suportes mais utilizados para cada

técnica.

Tabela 4- Tipos de imobilizacé@o e exemplos de suportes empregados

Técnica de imobilizacéo Suportes

) Agar, poliacrilamida, alginato, quitosana, k-
Engaiolamento )
carragenana e pectina.

3 Nylon, celulose, poliacrilato, membranas de
Encapsulacéo »
poliéster.

o ; Silica, alumina , vidro poroso, ceramica, celulose,
Ligacédo por adsorcéo . .
amido, gelatina.

Ligacdo covalente Quitosana-glutaraldeido, iodoacetil-celulose

Fonte: Shuler e Kargi, 2002.

Vantagens associadas a imobilizac¢do de células/enzimas levam a menores custos de
operaco e facilitam o processo (BUCKO et al., 2012; SHULER; KARGI 2006) pois:

* Possibilitam a aplicagdo de reagdes enzimaticas de multiplas etapas;

 Apresentam rendimentos e produtividades elevados, com utilizacdo de altos fluxos
sem perda de células/enzimas;

* Estabilidade operacional geralmente alta;

* Possibilitam a reutilizacdo dos catalisadores dispensando operagdes de extracdao
e/ou purificacéo;
* Permitem altas densidades celulares e enzimaticas;

* Densidades celulares e atividades enzimdticas podem ser mantidas por longos
periodos de operacao;

* Aumento na pureza dos produtos, sendo mais facilmente separados da bioparticula
catalitica;

+ S30 menos suscetiveis a contaminag¢des microbianas.
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Por outro lado as seguintes desvantagens potenciais sao apresentadas:

* Reagdes indesejaveis podem ocorrer pela presenga de varias enzimas
cataliticamente ativas;

* Perda de atividade durante o processo de imobilizagao
« Desprendimento de células e enzimas do suporte;

* Problemas ligados a transferéncia de massa intra-particular.
2.9 Simultanea Isomerizacéo e Fermentacao de xilose

Uma maneira de produzir etanol a partir da xilose €, primeiramente, converter xilose
em Xxilulose, em reacdo catalisada por xilose isomerase, seguido de fermentacdo para etanol
por leveduras (OLSSON; HAHN-HAGERDAL,1996).

Como a isomerizacdo da xilose tem equilibrio deslocado no sentido da producéo de
xilose, a execucdo da isomerizacdo e da fermentacdo em simultaneo tem a vantagem de
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 do processo
precisa ser um compromisso entre valores em que enzima e microrganismo possam operar (du
PREEZ, 1994).

A fermentagdo por leveduras ocorre com maior eficiéncias a pH préximos a 5,
contudo a XI tem muito baixa atividade nessa faixa, sendo ainda mais suscetivel a inibicéo
por xilitol. Entretanto a fermentacdo de xilulose ocorre entre pHs 4-6, possibilitando a reacao
de isomerizacdo mesmo que com baixo rendimento. O uso de glicose isomerase imobilizada
permitiria a utilizagdo de alta concentragdo do biocatalisador no reator, compensando as
baixas velocidades de isomerizagdo. Assim, apesar das diferencas entre as velocidades de
isomerizacdo e fermentacdo os rendimentos finais em etanol podem ser altos (LASTICK et
al., 1990).

A determinacdo de condicOes que favorecam alta produtividade e seletividade em
etanol é funcdo de muitos pardmetros como massa celular, pH e seu controle durante a
fermentacdo, temperatura, influéncia da aeracdo, concentracdo de enzima, concentragdo de

substrato e até da linhagem de microrganismo escolhida.

A viabilidade do processo SIF foi avaliado por Gong et al (1981) com linhagem de S.
cerevisiae de panificacdo, isomerizando 120g.L™" de xilose em pH 6, 40 C a 650 rpm. O
consumo de todo agucar levou 24 horas com rendimento de 85% de etanol, houve producéo

de sub-produtos, dentre eles o xilitol. O pH foi controlado durante a SIF e os autores
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salientam a importancia de técnicas que possibilitem o controle desse pardmetro no processo

para sua viabilizag&o.

Alguns parametros como influéncia da aeragdo, utilizacdo de azida sddica, um
inibidor da respiracdo, concentracdo de enzima, massa celular foram estudados por Hahn-
Hégerdal, Berner; Skoog (1986). As SIFs com azida tiveram altos rendimentos em etanol e
baixa producdo de outros produtos. Além disso a azida, diminuindo a formacdo de &cido
acético, ajudou a manter o pH em uma faixa ainda adequada para manutencdo da atividade
enzimética. A quantidade de células aumentava a taxa de producéo de etanol e com 75 gms.L™
de células, a maior concentracéo celular avaliada, 10g.L™* de XI a 30 C, pH inicial 6 em
presenca de 4,6 mM de azida o rendimento tedrico de etanol foi obtido, partindo de 42 g.L™
de xilose em 24 horas. Os autores destacaram que para tornar o0 processo economicamente

viavel é necessario manter a enzima ativa, além de implementar formas de reutiliza-la.

Utilizar enzima imobilizada foi uma estratégia escolhida por Rao et al (2008) na qual
X1 foi coimobilizada com urease e uréia foi adicionada ao meio reacional. Esse biocatalisador
além de permitir a reutilizacdo da XI ainda tem, em seu interior, pH favoravel a isomerizacéo,
independente do pH do meio externo. Mesmo em um meio com pH &cido, no interior do
pellet o pH € mais alto gracas a presenga de amdnia proveniente da hidrolise da uréia pela
uréase. Além disso, foi adicionado tetraborato de sédio no meio com objetivo de alterar o
equilibrio para a formacdo de xilulose. Esse biocatalisador foi capaz de isomerizar xilose a

Xilulose a 34 C em ph 4,5.

Yuan e col. (2011) testaram esse biocatalisador descrito acima em SIF a pH 4,5, 34 C
em meio contendo 60 e 30g.L™ de glicose e xilose, respectivamente, além de 0,05M de borato
e 0,01-0,1 M de uréia. Com 200 gms.L™ de levedura de panificacio toda glicose foi consumida
rapidamente, em aproximadamente 2 horas, porém a xilose em dez horas teve conversdo de
60%. Os pesquisadores relatam diminuicdo da taxa de isomerizacdo no decorrer da SIF
devido a inibicdo pelo xilitol que € formado durante o processamento da Xilulose. Assim,
realizam um experimento com o biocatalisador isomerizando previamente 70% da xilose a
xilulose e sé entdo adicionando as leveduras. Esse procedimento aumentou o consumo de
pentoses alcancando rendimento em etanol de 81%. Nesse caso a produgdo de xilitol foi

reduzida.

No ano seguinte, 2012, 0 mesmo grupo apresenta uma nova configuracéo para a SIF
empregando 0 mesmo biocatalisador. Em um reator de leito fixo, onde ocorre a isomerizagéo,

foi utilizada X1 coimobilizada com uréase e sequencialmente esta ligado a um reator de fibra



40

oca com 200 gms.L™de levedura. Utiliza borato, e opera a 34°C em pH do meio 4,5 em SIF
contendo xilose e glicose. A glicose foi rapidamente consumida, 60g.L™ em duas horas,
enquanto apenas 66% dos 30g.L™ de xilose foi convertida em dez horas. Houve producdo de
etanol, com 0,39Getanol.Oxilose > € também formacéo de xilitol, em concentracdo 4,5 menor que
a de etanol. A producéo de xilitol presente no processo SIF diminuiu quando houve utilizagdo
de solucdo de pentoses ja pré-isomerizado e foi ausente realizando fermentacéo de xarope de
xilulose e xilose (21 e 9g.L™). Esse sistema apresentou a mesma inibicdo enzimatica da XI

por xilitol, prejudicando o esgotamento das pentoses.

Em 2012, Silva e col. também desenvolveram um biocatalisador contendo levedura
de panificacdo e XI coimobilizadas em gel de alginato de célcio. Uma SIF teste foi realizada
com xilose 65 g.L™ inicial, pH do meio reacional 6, temperatura de 35°C alcancando
conversdao de 754% em 48 horas. Houve produgdo de etanol, xilitol e em menores
quantidades glicerol e &cido acético. A queda no pH foi apontada como a causa da lenta
conversao, ja que nas primeiras 12 horas de ensaio, quando o pH ainda ndo era tdo baixo,

cerca de 40% do agUcar foi assimilado.

Embora a queda do pH inviabilisasse o esgotamento do substrato o biocatalisador
inovador pode ser aprimorado e as condi¢Oes operacionais estudadas. A manutengdo do pH
pode ser feita com o sal carbonato de calcio, que pode ser coimobilizado no catalisador, e
assim outros parametros operacionais podem ser estudados com intuito de aumentar o

rendimento, produtividade e seletividade em etanol.
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3 Materiais e Métodos

Materiais

Para a realizacdo deste trabalho, os principais reagentes utilizados foram: extrato
enzimatico comercial Gensweet SGI (xilose isomerase (EC5.3.1.5) de Streptomyces
rubiginosus) cedida por Genencor International (Palo Alto-CA-USA) imobilizada em
quitosana ativada com glutaraldeido (Silva et al, 2012), com atividade final de 1200 Ul.g™
derivado a 60°C e pH 7 . Os microrganismos utilizados foram a Saccharomyces cerevisiae de
panificacdo obtida no fermento bioldgico fresco da marca Itaiquara® (Brasil) e linhagens
industriais, BG-1 e CAT-1, cedidas pelo Professor Andreas L. Gombert (Brasil) .Quitosana
em p6 com grau de desacetilacdo de 85,2 % (Polymar Ind. Ltda, Brasil), solucdo de
glutaraldeido, 25% em 4agua (Vetec, Brasil); Kit para medida de glicose por método
enzimatico (Laborlab, Brasil), xilose e xilulose da Sigma-Aldrich, antibiético Kamoran da

Quimica Real®. Demais reagentes utilizados eram de grau analitico.

Métodos

Os estudos do processo SIF propostos nesse trabalho utilizam um biocatalisador
especialmente preparado. Com a finalidade de aliar a capacidade catalitica da enzima xilose
isomerase, isomerizando xilose a xilulose, com as desejaveis caracteristicas fermentativas da
levedura S. cerevisiae, ja consagrada na industria alcooreira, um pellet de alginato de calcio

imobilizando esses dois agentes bioldgicos foi desenvolvido.

Para tal, primeiramente a enzima soltvel XI foi imobilizada em gel de quitosana,
previamente ativado com glutaraldeido, possibilitando que a enzima, devido a essa nova
conformacdo, ficasse aprisionada na matriz polimérica formada por alginato de célcio. As
células de levedura possuem tamanho adequado para a imobilizagdo em alginato sem

necessidade e outras intervengoes.
3.1 Producéo do derivado enzimatico
Preparacao do gel de quitosana ativado com glutaraldeido

A quitosana em pé 2% (m/m) foi solubilizada em uma solucéo de &cido acético 2%
(v/v) e homogeneizada por 30 minutos a temperatura ambiente. A solucdo homogénea foi
aquecida, mantida a 50°C e adicionado KOH 0,5 M na propor¢do 3:2 (v/v)(solugédo

KOH/solugdo quitosana), mantendo-se sob agitacdo durante 30 minutos. A ativacdo do
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suporte foi realizada mediante a adicdo de 0,8 % (v/v) de glutaraldeido, nas mesmas
condicOes anteriores de temperatura e agitacdo por 30 minutos. Imediatamente ap6s o tempo
de ativacdo o gel foi lavado com excesso de agua destilada a temperatura ambiente até a
neutralizacdo do mesmo, conforme Budriene e Gorochovceva. (2005). Apds a preparacdo do
suporte procedeu-se a determinacdo da umidade, em Balanca Determinadora de

Umidade (Marte® — modelo 1D50), do gel e a imobilizagdo da glicose isomerase.

Esse equipamento € provido de um programa de secagem automatica no qual a
amostra era seca até que ndo houvesse variacdo de peso. Nesse momento, 0 equipamento
automaticamente informava o final do processo e o respectivo valor em % de umidade do

material analisado.

Imobilizacdo da enzima

Preparou-se uma solucdo enzimatica com concentracdo ajustada para oferecer
50mgenzima.g'ls,uporte em tampdo tris-maleato 50mM pH7,contendo MgS0O,4.7H,O (5 mM) e
CoCl,.6H,0 (2,5 mM), 25°C. Retirou-se 1mL para controle da estabilidade da enzima sob
condicdes de imobilizacdo e ao restante da solugéo adicionou-se massa de suporte na razéo 1
0ge/10 mL de solucéo enzimatica (diluicdo de aproximadamente 1,1 da solugdo enzimatica).

Essa reacdo ocorreu a temperatura ambiente.

A imobilizacdo foi finalizada ap6s 20 horas, quando adicionou-se borohidreto de
sodio (1 mg.mL Suspensao'l) e transcorridos 30 minutos o derivado obtido foi lavado em filtro
sob vacuo com tampéo Tris maleato, 200 mM, pH 7, depois com agua destilada e por fim com
tampdo Tris maleato, 50mM, pH 7 para remoc¢do de enzima adsorvida e do borohidreto de
sodio. O derivado (gel de quitosana com enzima imobilizada), tratado posteriormente pela
sigla IX1-Ch (Imobilize Xylose Isomerase in Chitosan), foi armazenado a 4°C em solucédo de

benzoato de sodio 0,1%.

Parametros de Imobilizacao:

Dosagem de proteina : A quantificagdo foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976). Albumina bovina cristalina foi usada como padrao para construcao da curva
de calibracéo.

Atividade enziméatica: Um volume conhecido de enzima sollvel ou massa de gel de

quitosana contendo enzima imobilizada foi adicionado a 5 mL de solucdo de frutose (360
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g/L), pH 7, em tampédo Tris maleato 50mM, contendo MgSO,7H,0O (50mM) e CoCl,6H,0
(2,5 mM), sob agitacdo a 60 C. Acompanhou-se 0 aumento da concentragdo de glicose em
funcdo do tempo, para curtos tempos de reacdo (menos que 10% de conversao) de modo a se
medir a velocidade inicial da reacdo (LADISCH, EMERY; RODWELL; 1977). A reacdo foi

interrompida com &cido cloridrico 20% m/v na propor¢éo 1:1 para inativagdo da enzima.

A concentragdo de glicose foi determinada por reagdo com Glicose Oxidase/
Peroxidase (Kit comercial para dosagem de glicose), a 37 C por 5 minutos, seguido de medida
de absorvancia a 505 nm. Utiliza-se curva de calibracdo de glicose, que é obtida para cada
lote de analise. Uma unidade (UI) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
formacéo de 1 umol de glicose por minuto sob as condicdes de ensaio descritas. O calculo da

atividade é realizada de acordo com a Equag&o 1:

AP Vreacao-diluica
Atividade(UIL.mL™1) = / gV reagio-diluigio

Equacéo 1

MMglir:ose Venzima

: volume da reacdo (5,1 mL de solugdo); V,,,ma: Volume da enzima (0,1 mL de

Sendo: v

reagdo’

enzima); MM : massa molar da glicose (0,180 mg gjicose. LMol g.icose'l); AP/At tangente do trecho linear da

glicose

curva de glicose liberada em fungéo do tempo.

Célculo dos Parametros de Imobilizacao

Calculo do Rendimento de imobilizacdo por proteina(Rp(%)): O rendimento de
proteina imobilizada (Rp) foi quantificada com base na concentracao de proteina oferecida no
inicio da imobilizacdo, considerando o efeito da diluicdo da solucdo de imobilizacdo de
enzima devido a adicdo do suporte, e a concentracdo de proteina presente no meio reacional

apos o processo de imobilizacdo, como mostrado na Equacéo 2:
Rp(%) = @ x 100 Equacdo 2

Onde: RP(%) é a porcentagem de proteina imobilizada, Po e Pf sdo as concentra¢des de proteina no

tempo inicial e final no sobrenadante em mg/mL, respectivamente.

Calculo do Rendimento de imobilizagdo por atividade enzimatica(Ra(%)): O
rendimento de imobilizacdo por atividade enzimatica foi quantificada de modo semelhante ao
descrito para o rendimento de proteina, porém além do efeito da diluicdo da solucdo de
imobilizacdo na atividade oferecida inicial, levou em conta também, a possivel inativacdo da

enzima devido as condicGes de imobilizacdo, mostrado na Equagéo 3:
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Uo=A8)~41 o 100 Equacdo 3

Ra(%) ===

Onde: RA(%) é a porcentagem de atividade enzimatica imobilizada, Ao e Af sdo as atividades
enzimaticas no tempo inicial e final no sobrenadante em mg/mL, respectivamente, e AB a atividade enzimatica
medida no controle(branco).

Calculo da atividade enzimatica recuperada(AR(%)): Foi calculada utilizando a
atividade da enzima imobilizada Age (Ul.g™) e comparada com a atividade teoricamente
imobilizada, como mostra a Equacéo 4 ( RODRIGUES et. al.; 2008).

AR(%) = % x 100 Equagéo 4
t

Onde: At é a enzima imobilizada tedrica em unidades (UI. g‘lge.), foi calculada aplicando o rendimento

de imobilizacdo, por atividade (RA), na carga de enzima oferecida (em Ul. g'lge,).

3.2 Producéo dos biocatalisadores

Foram preparados trés diferentes biocatalisadores. Um continha o derivado
enzimatico e a levedura imobilizados em alginato de célcio, ao outro foi apenas adicionado
carbonato de célcio e um terceiro ndo continha o derivado enzimético, sendo constituido

somente por levedura e CaCOj3 envolvidos pelo alginato.

3.2.1 Biocatalisador sem CaCO;

Ativacdo levedura

A levedura de panificacdo Itaiquara® (inculo de S. cerevisiae, 24 gms.L™), fermento
fresco, foi ativada em meio contendo KH,PO4 (5 g.L™Y), MgS04.7H,0 (2 g.L ™), extrato de
Levedura (5 g.L ™), soytone (5 g.L™), uréia (1,5 g.L™), CoCl,.6H,0 (0,1 g.L™), CaCl, (1,9 g.L"
1y e glicose (20 g.L™), com pH inicial 6,0, 30°C.

Essa mistura de levedura e meio de ativacdo foi realizada em frascos Erlenmeyers
com um volume vazio maior que o resultante, de modo a se obter uma dissolu¢do homogénea.
Feito isto, corrigiu-se o pH para 6 e levou-se a um ambiente termostatizado a 30°C (shaker
estatico), permanecendo por 1h.

Decorrido o tempo, a mistura foi centrifugada a 4°C, 5.10° rpm por 5 minutos. Feita a
centrifugacgdo de toda a solucdo, a massa de levedura era submetida a uma filtragdo a vacuo, e

a partir dai, uma amostra era submetida a determinacgéo de umidade.
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Alguns testes realizados mostraram que a ativagdo em glicose ndo influenciava no

processo de SIF e esta etapa ndo foi mais realizada para os proximos biocatalisadores.

Preparacédo do biocatalisador

A elaboracdo era iniciada com a solubilizacdo de 1% de alginato de sddio em agua,
utilizando um agitador magnético, e posterior adi¢cdo da enzima e levedura na concentracao

determinada, nesse caso 16% de levedura em massa seca e 5% de enzima IXI-Ch.

Preparada a suspensdo, antes de ser levada ao sistema de coagulacdo, ela foi passada
em uma peneira plastica para homogeneizacdo, evitando entupimento da mangueira ligada a
bomba peristéltica. A suspensdo obtida, mantida sob agitacdo, foi bombeada pela mangueira e
uma corrente de ar auxiliava a formacéo dos pellets que gotejavam em uma solucdo contendo
CaCl; 0,25 M e MgCl;, 0,25M. Os pellets formados eram armazenados em geladeira por 18 e

24 horas na prépria solugdo de coagulacao.

Para o melhor entendimento do processo de imobilizacdo em alginato a Figura 8

ilustra o sistema descrito.

Figura 8 Sistema para a Coagulacéo do biocatalisador.

Fonte: Acervo proprio

Uma amostra de biocatalisador foi reservada para realizar a determinacdo da
umidade por secagem em estufa a 60°C durante 24h. Analise em duplicata.
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3.2.2 Biocatalisador com CaCO;

Foi preparado um conjunto de biocatalisadores contendo CaCOj3 sélido (1%) com
diferentes concentracdes de 1XI-Ch e levedura coimobilizadas em gel de alginato, seguindo o
mesmo procedimento citado anteriormente, porém sem a etapa de ativagdo da levedura.
Alguns estudos paralelos mostraram que a ativagdo em glicose da levedura de panificagdo néo

influenciava na fermentacao.

A cura desses biocatalisadores foi realizada em geladeira a 4°C, por cerca de 20
horas, com meio contendo 0s mesmos sais que 0 meio a ser empregado na SIF (Tabela 6),
exceto pela auséncia de xilose. O pH dessa solugéo era ajustado de acordo com o ensaio a ser
realizado, sendo o mesmo valor desejado para o processo SIF. Essa estratégia almejava

padronizar o pH inicial dos experimentos.
Levedura ltaiquara®

As concentragdes da suspensédo de pellets para estudar a influéncia da concentracéo

de enzima e levedura no reator estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 Composi¢des em porcentagem massica dos biocatalisadores utilizados nos ensaios

realizados.
Alginato de
Levedura/Enzima  Levedura(%o) Enzima(%0) . CaCOs;(%)
s6dio(%o)
17%L 5%kEz 17 5 1 1
5%L 20%Ez 5 20 1 0,5
10%L 5%Ez 10 5 1 0,5
10%L 10%Ez 10 10 1 0,5
10%L 20%Ez 10 20 1 1

Para ensaios posteriores, como avaliacdo da influéncia do pH e da temperatura,

foram sempre adotados a concentracdo 10% levedura em massa seca e 20% de 1XI-Ch.
Leveduras cultivadas

Os ensaios realizados com as cepas CAT-1 e BG-1 empregaram a concentragcdo 10%
levedura em massa seca e 20% de IXI-Ch.

e Cultivo de linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae
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Foram utilizadas para SIF de xilose duas linhagens industriais de leveduras, as S.
cerevisiae BG-1 e CAT-1. Essas linhagens foram doadas pelo Prof. Andreas L Gombert da

Universidade de Sdo Paulo e armazenadas em glicerol 20% em freezer -80 C.

Os cultivos foram realizados da mesma maneira para as duas linhagens. Para
reativacdo, foi retirada com uma al¢a do criotubo uma pequena amostra, e estriada em placa
de petri contendo aproximadamente 20mL de meio YPD solido (extrato de levedura 1%,
peptona 2%, glicose 2% e agar 2%). As placas foram incubadas em estuda a 30 C por 48

horas e posteriormente armazenadas em geladeira (BASSO et al., 2008).

Uma colbnia de cada linhagem foi selecionada e repicada em uma nova placa de
petri com mesmo meio citado anteriormente, e novamente incubada sob as mesmas
condicdes. Essas novas placas, oriundas de apenas uma colénia, foram armazenadas em
geladeira e amostras foram cultivadas para a producéo dos biocatalisadores e emprego em SIF

de xilose.

Primeiramente foi realizado o pré-cultivo das leveduras em erlenmeyers de 125 mL
com utilizacdo de 20% do volume com meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
glicose 2%). Uma coldnia da placa de petri era inoculada no meio e incubada em Shaker a
28°C, 250 rpm por 24 horas, quando a fase estacionaria ja havia sido atingida. Apds esse
periodo, era medido a D.O. do pré-cultivo em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 600 nm e a suspensdo era diluida 10 vezes em novo meio YPD, em erlenmeyers haletados

de 1 L contendo 20% do volume de meio.

Os cultivos eram realizados em shaker com rotacao de 250 rpm a 28°C por 24 horas,
quando entdo a suspenséo era centrifugada por 10 minutos a 4x10° rpm e a massa celular
recuperada era lavada e novamente centrifugada. Amostras eram utilizadas para determinacéo

de massa seca em estuda a 60°C por 24 horas.

3.2.3 Biocatalisadores sem enzima

Os biocatalisadores sem o derivado enzimético foram produzidos e curados do
mesmo modo que os biocatalisadores com CaCQOj3. Era composto tambeém por 1% de alginato

de sodio e 0,5% de CaCOs, e continha 10% de levedura Itaiquara® em base seca.

3.3 Ensaios de fermentacéo e de Simultanea Isomerizagdo e Fermentacao (SIF)

Ensaios da isomerizacao e fermentacdo simultaneas sem CaCOj:
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Os ensaios de SIF de xilose foram realizados em batelada utilizando tubos falcon de
50mL, mantidos a 35°C sob agitacdo de 150rpm em shaker, sendo usado um numero total de
reatores igual a quantidade desejada de pontos de analise (cada reator representou um tempo
de analise) . O meio utilizado € o mesmo descrito para a ativacdo da levedura com
substituicdo da glicose por 120 g.L™ de xilose, pH inicial 6 e 0 volume reacional total era 8
mL, sendo 4 mL de meio e 4 g de pellets (Figura 9). Em intervalos de tempo regulares eram
recolhidas amostras (um reator por vez), para medidas de pH, viabilidade celular e consumo

de substrato e produtos formados. O tempo méaximo de acompanhamento dos ensaios foi 48 h.

Figura 9 Reatores utilizados nos ensaios de isomerizacdo e fermentacdo de xilose com glicose

isomerase e S.cerevisiae coimobilizados em alginato de célcio.
Hl, I

1]

d

Viabilidade celular

Viabilidade celular foi verificada por microscopia 6ptica (microscopio Olympus
BX50) mediante a contagem de células utilizando Camara de Neubauer. A anélise foi feita no

inicio e final de cada SIF.

Para a contagem de células no interior do biocatalisador, este foi dissolvido em
solucdo de citrato de sddio 4%, mantendo a proporc¢do de 0,59 de biocatalisador : 10mL de
solucdo de citrato 4%. Apo6s a dissolucdo, realizou-se a diluicdo necessaria para a contagem,
sendo a Ultima diluicdo realizada no corante azul de metileno, células viaveis ndo eram

coradas, enquanto as mortas apresentavam coloracéo azul (TROVATI et al., 2009).

A viabilidade celular é definida como sendo a razdo entre celulas viaveis e células
totais (vidveis e ndo viaveis) computadas no espaco definido da camara de contagem.

Quantificagado das pentoses e produtos da SIF
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As amostras retiradas dos ensaios eram filtradas em membrana 0,2um e nelas
quantificou-se xilose, xilulose, xilitol, acido acético, glicerol e etanol por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatografo Shimadzu SCL-10A
equipado com detectores de indice de refracdo e de UV-visivel. Os dois primeiros compostos
foram quantificados usando coluna Aminex HPX87-C (300x7,8 mm; BIO-RAD) a 80°C, agua
ultra pura como efluente com vazéo de 0,6mL.min™, enquanto os tltimos foram quantificados
usando a coluna Aminex HPX87-H (300x7,8 mm; BIO-RAD) a 45°C, acido sulfurico 5mM
como efluente com vazao de 0,6mL.min™ (CHANDRAKANT e BISARIA; 2000).

Ensaios da isomerizagdo e fermentagdo simultaneas com pH controlado:

Os ensaios de SIF de xilose com objetivo de encontrar a melhor concentracdo de
enzima e levedura no reator foram realizados em batelada utilizando tubos falcon de 50mL,
mantidos a 35°C sob agitacdo de 150rpm, sendo usado um nudmero total de reatores igual a
quantidade desejada de pontos de andlise (cada reator representou um tempo de analise). O
volume reacional total composto por 1 mL de meio para cada 1 g de pellets (Figura 9). O
meio reacional, com composic¢ao descrita na Tabela 4, teve pH ajustado para 5,6 e foi filtrado
em membrana 0,45 micra para esterelizacdo; sendo o kamoran adicionado ap0s essa etapa.
Como na composicdo do biocatalisador havia agua, cerca de 85% de umidade, 0 meio era
diluido aproximadamente 1,8 vezes. Em ensaios que avaliaram a influéncia do pH e da
temperatura foram apenas varidas os valores desses parametros, pH 6,5 a 35°C e pH 5,6 para
temperaturas iguais a 32 e 37°C.

Tabela 6 Composi¢des dos meios para ensaios realizados em shaker termostatizado a 35°C, sob

agitacdo de 150 rpm e pH inicial ajustado para 5,6.

Componente Concentracdes (g.L™)
Xilose 120
KH,PO, 10
MgS0,.7H,0 4
Ureia 3
CoCl,.6H,0 0,2
CaCl, 1,9
Kamoran *

Nota:*Foi adicionado o volume de Kamoran de uma solucdo alcoolica 1:1 de

concentracdo 4 g/L de modo a obter uma concentracdo de 4 ppm no meio reacional.
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Em intervalos de tempo regulares eram recolhidas amostras para medidas de pH e
consumo de substrato e produtos formados, viabilidade celular era realizada no tempo inicial
e final do processo. O tempo maximo de acompanhamento dos ensaios foi 24 h.

Analises de viabilidade, concentracdo celular e quantificacdo das pentoses e produtos

da SIF séo realizadas pelos mesmos procedimentos descrito para os ensaios sem CaCOs.

Estudo de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae em SIF de

xilose

Para o estudo do desempenho de diferentes linhagens de S. cerevisiae foram
selecionadas duas linhagens industriais, a CAT-1 e a BG-1. Apds o cultivo foram produzidos
pellets compostos por 10% de levedura em massa seca e 20% do derivado enzimatico IXI-Ch
e 0,5% de CaCOs;. A umidade das leveduras cultivadas foi previamente determinada e
construida uma curva padrdo de D.O.xmassa seca, que serviu como estimativa para a

producdo dos biocatalisadores.

As reacdes de SIF foram conduzidas e analisadas da mesma maneira que as SIFs

com biocatalisadores com carbonato de Calcio a pH 5,6 e temperaturas 32, 27 e 40°C.

3.4 Fermentac0es de xilose e de xarope de xilulose

Producao da solucédo xilose/xilulose na proporc¢édo inversa ao equilibrio de

isomerizacao

O xarope de xilulose foi produzido a partir de uma solucdo de 700g/L de xilose,
MgSQO,4.7H,0 50 mM solubilizados em tamp&o Fosfato 50 mM a pH 7,0. A reacdo de
isomerizacgdo era iniciada com a adicdo de xilose isomerase imobilizada em quitosana, na
concentracdo de 5g.Leator -, SOb agitacdo e a 68 C. Amostras eram retiradas para verificar a
proporcdo de xilose/xilulose e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com coluna Aminex HPX87-C, a 80°C, agua Milli-Q como efluente com vazédo de
0.6mL.min™, detector indice de refracdo. Quando valores constantes de xilose e xilulose
alcancaram a proporcdo de equilibrio e se mantiveram constantes, 0 meio reacional foi
filtrado sob vacuo para separagdo da enzima. A solucdo obtida foi reduzida a um terco de seu
volume utilizando-se um rotaevaporador a 45°C e posteriormente diluida quatro vezes em
etanol P.A. Em etanol a solugéo foi resfriada a 4°C e, por diferenga na solubilidade em etanol

a baixas temperaturas parte da xilose precipitou, podendo ser separada da xilulose dissolvida
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por filtracdo sob vacuo (CHIANG et al, 1981b). A solucéo etandlica foi armazenada em

geladeira e ainda filtradas algumas vezes, quando surgia corpo de fundo.

A proporcao xilose/xilulose na solucdo apos inversdo com etanol foi 35:65, muito
préxima a produzida no trabalho de Chiang et al.(1981b), 33:67, sendo melhorada com as
sucessivas filtragdes da xilose que precipitava durante o periodo de armazenamento em

geladeira, até 13:87.

Para a utilizacdo como substrato na fermentacdo o etanol foi evaporado em

rotaevaporador, resultando em um xarope viscoso de Xilulose.
Fermentacdes com biocatalisador

Foram realizadas fermentacGes com biocatalisadores que continham apenas e
levedura e CaCO3 imobilizada no alginato de calcio. A concentracdo celular foi de 50 gps.L™
de levedura ltaiquara® correspondendo a 10% do pellet. Como substratos analisados foi
utilizado xilose, na mesma concentragdo utilizada para as SIFs (65 g.L™ de xilose), e um
xarope de xilulose, com concentracdo aproximada de 58g.L™ de xilulose e 9 g.L™* de xilose.
As condicdes de operacao, composicdo do meio, pH, temperatura, e as de analises, foram

iguais as empregadas para as SIFs em presenca do carbonato.
Fermentacdes com células livre

Essas fermentacGes foram realizadas com a mesma concentracdo que as
fermentacBes com biocatalisadores, 50 gms.L™' ndo imobilizadas. Como substratos foram
utilizados trés composigdes diferentes: apenas xilose, xilose mais etanol e xilose, xilulose
mais etanol. O meio de sais utilizado foi 0 mesmo empregado para as SIFs, contudo a dilui¢do
decorrente da mistura do meio com a levedura de panificacdo € menor, considerando que em
média a levedura tem 67% de umidade, a diluicdo sera em média de 1,2. As solucdes que
continham xilose e xilose e etanol tinham concentracéo inicial de xilose 100g.L™. O meio da
fermentacéo que iniciou com etanol continha 20g.L™.

Do xarope contendo xilulose e xilose foi preparada uma solugdo com
aproximadamente 80 e 45 g.L™ respectivamente. Com esta solucdo foi realizada uma
fermentagdo, desta vez utilizando tubos de 2,5mL fechados, cada tubo representando um
ponto. As condicGes foram as mesmas das demais fermentacGes. Foi realizado também a
diluicdo dessa solucdo mée duas e quatro vezes, obtendo assim concentracGes decrescentes de

substrato.
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3.5 Calculos dos parametros estudados
Conversao (%): € a concentracdo de aclcar consumida (S;-S;) dividida pela

concentracdo inicial (S;) vezes 100.
i Sr

X 100
Si

Conversao(%) =

Onde: S; - concentracdo de substrato inicial, S,- concentracdo de substrato residual
quantificado no meio.

Os parametros como os rendimentos, produtividade, seletividade foram calculados
nos tempos onde a conversao era proxima a 95% ou quando havia maiores produtividades ou

ainda ao final do ensaio.

Rendimento (Y): é a concentracdo de produto (etanol ou xilitol) dividida pela

concentracdo de xilose inicial, expressa em g.g ™.

a

YP=_p
i

Onde: C, - concentracéo de produto (etanol ou xilitol).

Rendimento metabdlico (Ymet): € a concentracdo de etanol dividida pela

concentracdo de aclicar consumida, expressa em g.g™.

Cg
Y., =—FE
met Sl _ ST.

Onde: Cg - concentragéo de etanol.
Rendimento especifico (Yesp): € a concentragéo de etanol dividida pela massa de
células em base seca, expressa em g.gms

v, = £
esp — C_x
Onde: C, — massa celular em base seca.
Velocidade de assimilagdo especifica (Assesp): € a concentragdo de agucar
consumido por grama de massa seca celular por hora, expressa em g.g™.h™.

S, —S,
Co.t

AsSesp =
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Produtividade (Pr): é a concentracdo de produto dividida pelo tempo, expressa em
g.htLt

C
Pr=—p
t

Onde: t - instante de tempo.

Seletividade: é a concentracdo de etanol dividida pela concentracédo de xilitol.

. Cg
Seletividade =

XOH

Onde: Cxon - concentracdo de xilitol.
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4 Resultados e discussao

4.1 SIF e controle do pH

A realizacdo de simulténea isomerizacdo e fermentacdo de xilose a etanol requer
busca de condicGes operacionais adequadas para viabilizar o processo. Neste trabalho, foram
utilizados biocatalisadores contendo enzima e levedura imobilizadas em alginato de célcio. A
imobilizacdo permite utilizar alta concentracdo de enzima e levedura no reator, melhorando as
condicdes do processo ja que nenhuma das reacfes esta operando em suas condicdes ideais. A
queda do pH durante a reacdo, que sempre ocorre na fermentagdo (GONG et al., 1981), a
menor afinidade da levedura por xilulose, relativamente a glicose, e a inibicdo da enzima por
xilitol (YUAN et al, 2012) sdo fendmenos que conhecidamente dificultam o esgotamento da
xilose no processo SIF.

Assim, varidveis que possivelmente afetardo o processo sdo as concentragGes de
enzima e levedura no reator, o pH, a temperatura e a linhagem da levedura utilizada e seré&o,
portanto, investigadas neste trabalho. Os primeiros biocatalisadores testados continham
apenas enzima e levedura coimobilizados em alginato de calcio, e foram testados em SIF de
xilose 65 g.L™ inicial, pH inicial do meio reacional 6, temperatura de 35°C. A xilose foi
isomerizada a xilulose, que foi consumida, com conversdo de 86% em 46 horas (Figura 10-
A), sendo os principais produtos formados o etanol e o xilitol. A viabilidade celular se
manteve acima de 90% nos ensaios mesmo apos 48 horas de reacdo. Silva e col. (2012),
testando a viabilidade desses biocatalisadores observaram a isomerizacéo da xilose a xilulose
e 0 consumo desta, com conversdo de 75,4% em 48 horas. As maiores taxas de consumo e
producdo aconteceram nas primeiras 10 horas de ensaio, observando-se ocorrer queda do pH a
valores inferiores a 5 (Figura 10-B). A queda do pH é observada na fermentacdo de xilulose
assim como na de glicose (GONG et al, 1981), e como a enzima Xl abaixo de pH 5 tem
atividade quase nula, a etapa de isomerizacao se torna limitante no processo, independente da
carga enzimatica utilizada. Outro problema decorrente da queda do pH é a inibicdo mais

acentuada da XI por xilitol, que é produzido durante a fermentacéo.
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Figura 10 SIFs realizadas com catalisadores com e sem CaCO; coimobilizados. Concentragdes
semelhantes de levedura e enzima no reator (80 € 85 Gms.Lreator € 30.10° UL.L™ cator). (A) Substrato
e produtos da SIFs de 65 g.L™* de xilose inicial a 35°C, 150 rpm. (B) pHs medidos durante as
SIFs.
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Controlar o pH da SIF durante o processo (GONG et al, 1981), utilizacdo de azida
(HAHN-HIIGERDAL, BERNER; SKOOG, 1986) ou abordar solucGes inovadoras (YUAN et
al, 2012) sdo importantes para viabilizar a isomerizacdo juntamente com a fermentacéo.

Neste trabalho, a estratégia utilizada para controle de pH no processo foi incorporar
carbonato de calcio ao biocatalisador. As Figuras 10-A e B mostram como esse procedimento
permitiu a manutencdo do pH acima de 5, com consequente altas velocidades de consumo de
xilose e de producao de etanol, mais de 90% de consumo do agucar em 9 horas.

As SIFs passaram a ser realizadas entdo com a incorpora¢do do carbonato de calcio
no biocatalisador final e, conforme poderé ser visto pelos resultados a serem apresentados nos
itens posteriores, foi sempre possivel manter o pH estavel entre 5,1 e 5,6.

Comparando-se dois ensaios, com e sem CaCO; (Figura 10) com a mesma
concentracdo enzimatica, 30.10° ULL™? reator, € concentracdes celulares semelhantes, 80 e 85
Oms-Lreator *, fica clara a importancia de se manter o controle do pH no processo. A estratégia
foi eficiente para controle do pH e nota-se grande diferenca no rendimento, produtividade,
seletividade e no tempo de conversdo (Tabela 7) dos dois processos, sempre sendo vantajoso
0 processo com CaCOs.

Os principais produtos nas duas fermentagdes foram o etanol e o xilitol, com
formacao de 4cido acético e glicerol em baixas concentracdes, abaixo de 4g.L™". Embora a
producdo de etanol seja favorecida, a producdo de xilitol também aumenta com o aumento da
conversao do substrato. Tanto a produtividade como o rendimento em xilitol também
aumentam bastante, sendo iguais, no final dos ensaios, as concentracdes de etanol e xilitol .

A produgdo de etanol a partir de xilulose em condi¢cdes fermentativas tem
rendimento proximo do tedrico com linhagens de S. cerevisiae, contudo parte pode ser
desviada para a producdo de xilitol (GONG et al., 1981, CHIANG et al., 1981a, HAHN-
HIIGERDAL, BERNER; SKOOG, 1986). Os rendimentos em xilitol citados na literatura sao
baixos quando a fermentacdo utiliza xilulose como substrato, cerca de 0,10xiitol-Oxilulose s
sendo maiores em presenca de xilose (GONG et al., 1981), sugerindo que embora possa ser
produzido a partir da xilulose, sua maior formacdo se deve a xilose. Em contraponto, o
consumo de xilose em condicdes anaerdbicas é muito baixo. A enzima XDR, que oxida o
xilitol a xilulose com afinidade pelo cofator NAD", tem também atividade no sentido inverso,
ou seja, reduzindo a xilulose a xilitol, oxidando o cofator NADH (RIZZI et al., 1989). Dessa
maneira, dependendo dos fluxos metabolicos celulares, a levedura pode excretar xilitol

mesmo sendo xilulose o substrato.
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Tabela 7 Parametros do processo da producdo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial (Si=65g.L™) a 35 °C e 150 rpm, catalisada por xilose

isomerase imobilizada em quitosana-glutaraldeido (1XI-Ch) e S. cerevisiae linhagem de panificacdo Itaiquara ®(em gm:- grama em massa seca)

coimobilizadas em alginato de célcio, e nas fermentacdes de xarope de xilulose (58g.L™" —xilulose, 9g.L™ —xilose) e de xilose (65g.L™), biocatalisador

sem IXI-Ch. T: tempo, Y: rendimento, Pr : produtividade.

Ensaio %enI;eVEdurj %em e . T Conxerséo pH;-pH;s Y E/_lsi Y X{lSi PQE_l PZX_l Seletividade
mossa 9L o oo ULL o (h) (%) (9.99) (9.99) (gL™h%)  (g.L7h7)

1 16 80 5 30.10° 46 86 5.4-4.8 0.20 0.22 0.28 0.31 0.90
2 17 85 5 30.10° 9 96 5654  034+004  026+002 244+026 194012 1.28+0.07
3 5 25 20 12010° 24 97 56-55 024+001 0124001 067004 034+004 2.02+0.36
4 10 50 5 30.10° 9 94 56-54 028+3x10° 0184001  201+002 1334004 151+0.03
5 10 50 10 60.10° 11 99 5654  034+002  013+002 204+012 081+017 257+04
6 10 50 20 12010° 11 96 54-54  035+002  014+001 207017 0854006 242+001
7 10 50 é‘ég'f?)e 5 97 4851 023+3x10° 024+8x10° 276+003 2844009 0.97+0.03
8 10 50 ég"fg 48 17 0.01 0.04 0.01 0.05 0.27

Nota: * SIF realizada sem adicdo de CaCOs.
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Tabela 8 Parametros fisiolgicos do processo da producéo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial (Si=65g.L™) a 35 °C e 150 rpm, catalisada
por xilose isomerase (Enz) imobilizada em quitosana-glutaraldeido e S. cerevisiae linhagem de panificacdo Itaiquara ® (em gms- grama em massa seca)
coimobilizadas em alginato de célcio, e nas fermentacdes de xarope de xilulose (58g.L™" —xilulose, 9g.L™ —xilose) e de xilose (65g.L™), biocatalisador
sem IXI-Ch. T: tempo, Y Enetanol: rendimento metabolico, Y Eesp: rendimento especifico, Ass.sp: Velocidade especifica de assimilacéo.

Ensai Levedura  Enzima EIL T Conversa ( YE metabol %YE Y Eesp ASSesp Seletividade
0 %em %em (h) 0 getanol-gls)lconsumldo teorico (getanol-gms_l) (gSiconsumido-gms_l-h_l)
massa massa

1 16 5 0.31 46 86% 0.23 0.16 0.015 0.90

2 17 5 0.29 9 96% 0.35 + 0.04 0.26 + 0.02 0.08 1.28 +0.07
3 5 20 4.00 24 97% 0.25+ 9x10° 0.34 +0.05 0.105 2.02+0.36
4 10 5 0.50 9 94% 0.29+ 0.01 0.36 + 4x10° 0.14 1,51+ 0.03
5 10 10 1.00 11 99% 0.36 + 0.01 0.45 + 0.03 0.12 257+0.4
6 10 20 2.00 11 96% 0.35+ 0.03 0.46 + 0.04 0.12 2.42+0.01
7 10 X":'OS 5 97% 0.24 + 2x10° 0.27 + 3x10° 0.23 0.97 +0.03
8 10 Xilose 48 17% 0.06 4.10-3 0.27

* SIF realizada sem adicéo de CaCO:s.
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O biocatalisador apresentado por Silva et al. (2012) ndo possuia o carbonato de
calcio e a queda do pH foi apontada como a causa da baixa conversdo, entretanto a SIF, que
ocorreu nas mesmas condi¢des que as apresentadas aqui, foi encerrada com 48 horas tendo a
concentracdo de etanol superior a de xilitol. Como diferencial, esse biocatalisador era
composto por enzima/levedura na propor¢do 1,5 quanto a composicdo do pellet, ja os
presentes ensaios tem proporcdo enzima/levedura de aproximadamente 0,3. Esses indicativos
direcionaram o0s estudos para encontrar a melhor concentracdo dos agentes bioldgicos no

reator.

4.1.1 Conclusodes

Ensaio preliminar de simultanea isomerizagédo e fermentagcdo de xilose mostrou que
pH inicial vai diminuindo com o avanc¢o do processo devido a geracdo de acidos, reduzindo
atividade enzimética e tornando necessario o controle dessa variavel. A estratégia
desenvolvida no grupo para isso foi a coimobiizacdo no gel também de carbonato de célcio,
0,5-1%, que se mostrou eficiente, mantendo o pH acima de 5, o que permitiu conversao de
xilose acima de 90% em 9 horas, e passou a ser utilizada na continuidade deste trabalho.
Passou-se a seguir a estudar as influéncias das concentracdes de enzima e levedura no reator

no desempenho do processo SIF.

4.2 Influéncia da concentracdo de enzima e levedura no reator no desempenho

do processo SIF

Ensaios anteriores realizados neste grupo, com biocatalisadores sem CaCOs,
indicavam que variacgdes nas velocidades de isomerizacao e fermentagcdo poderiam melhorar a
seletividade em etanol. Com a modificagdo na propor¢do enzima/levedura é possivel variar a
quantidade de xilulose disponibilizada pela reacdo de isomerizacdo, consequentemente
influenciando a fermentagdo. Embora nédo fosse possivel fazer afirmacdes definitivas, ja que
havia acentuada queda de pH nesses ensaios, desativando a enzima, SIFs realizadas com
biocatalisadores com alta proporcdo enzima/levedura pareciam conduzir a melhores
seletividades em etanol. As concentracGes de enzima e levedura no reator eram variadas
mudando-se a massa de 1XI-Ch (gel de quitosana contendo enzima imobilizada) e levedura
por grama de solucdo de alginato de sddio mantendo-se fixas as proporgdes 1:1 massa de
biocatalisador:volume de meio no reator. Havia um limite fisico no processo de

coimobilizacdo, sendo possivel produzir biocatalisadores com no maximo 17% de levedura,
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quando apenas 5% de enzima era empregado, e biocatalisadores com no méximo 38% de
enzima, quando 4% de levedura era usada. Foram testadas as concentragdes (%Levedura-
Enzima no biocatalisador): 5-20, 17-5 e 10 levedura (Itaiquara®)com 5, 10 e 20% enzima.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 11 e 12 e Tabelas 7 e 8.

Neste trabalho, as SIFs realizadas com biocatalisadores contendo CaCOg tiveram 0
pH estavel, entre 5,1 e 5,6 durante todo o processo. As conversdes alcancaram cerca de 95%
em 9 horas, com producdo principalmente de etanol e xilitol.

A utilizacdo da xilose por leveduras ¢ lenta e escolher altas cargas celulares aumenta
a produtividade do processo (CHIANG et al., 1981 a). Na SIF com a maior carga de levedura,
85 gms.L ™" reator (Ensaio 2), em 9 horas mais de 95% de aclcar havia sido convertido,
enquanto que com a menor concentracéo, 25 gms.L™ reator (Ensaio 3), essa mesma conversao
levou mais de 20 horas (Figura 11). Além de apresentar maior produtividade, a SIF contendo
maior carga de levedura também tem maior rendimento em etanol (Tabela 7), 0,34Getanol- Uxilose
inicial %, contudo menor seletividade (produz xilitol quase na mesma proporgdo que etanol S=
1,28).

Esses biocatalisadores, contendo alta e baixa concentracdo de células, possuiam
composicdo invertida quanto a concentracdo de enzima, resultando em proporcGes
enzima/levedura quase inversas (ver Tabela 7). Enquanto a SIF carregada com
biocatalisadores com propor¢do enzima/levedura menor que um (Ensaio 2) convergiu na
producdo de etanol e xilitol, a com propor¢do enzima/levedura maior que um (Ensaio 3) tende
a divergir nas concentragdes desses produtos, produzindo menos xilitol.

A soma de glicerol e &cido acético é pequena, inferior a 10% da concentracdo dos
produtos totais, em todos os testes com CaCOs resultando entdo, em menor recuperacéo de
carbono nos produtos medidos com a menor carga celular, onde o rendimento em etanol foi

menor e a producdo de xilitol tambem.
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Figura 11 SIFs de 65 g.L™ de xilose inicial a 35°C, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com
proporc¢do enzima/levedura menor e maior que um, alta (85 Gms.Lreaor € 30.10° ULL™ 1eaior) ©
baixa (25 gms.Lreator - € 120x10° ULL™ 1oai0r) cONcentragdo de levedura no reator, respectivamente.
(A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos formados nas fermentagoes.
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A quantidade de 30.10°Ul.Lyeator ", equivalente a 5% de enzima no pellet, a menor
concentragdo testada, foi suficiente para isomerizar xilose a xilulose em altas quantidades
possibilitando que a mais alta concentracdo de levedura testada atingisse a maior
produtividade maxima (3,35g.L*h™). Considerando que S. cerevisiae principalmente consome
xilulose, pode-se, somando a quantidade de aglcar consumido com a quantidade de xilulose
residual, calcular a quantidade aproximada de xilose isomerizada a xilulose.

Na SIF com concentracdo celular alta e enzimatica baixa, 39g.L™* de xilose foram
isomerizadas nas primeiras duas horas, ja na SIF com quatro vezes mais enzima e baixa
concentracdo celular ndo foi isomerizada nem a metade desse valor no mesmo periodo. O
processo estd, portanto, limitado pela atividade celular. Sem consumo da xilulose, como a
isomerizacdo atinge equilibrio, a isomerizacdo para mesmo com altas concentracdes de
enzima.

Acima de 5g.L™" de aclcares, na SIF com biocatalisador com proporcdo
enzima/levedura menor que um (Ensaio 2- alta concentracdo celular), a relacéo xilose/xilulose
se manteve ligeiramente acima da relacdo de equilibrio da reacdo de isomerizacdo (5/1),
significando esse excedente de xilose uma limitacdo do processo pela isomerizacdo. Com a
proporgao enzima/levedura maior que um (Ensaio 3) a relagdo xilose/xilulose ndo excede 5/1,
indicando que aquela quantidade de células assimila o substrato isomerizado pela enzima, mas
contribui mais fracamente para o deslocamento do equilibrio enzimatico, pois, diferentemente
do caso anterior, a xilulose ndo estd em concentragdes abaixo do equilibrio.

Embora a SIF com proporcdo enzima/levedura maior que um tenha maior
seletividade, a concentracdo celular avaliada foi muito baixa, prejudicando a produtividade e
até o rendimento em etanol. Foram, testadas, por isso novas propor¢oes. A quantidade celular
foi entdo dobrada, correspondendo a 10% do pellet (50 gms.L™) e concentracdes crescentes de

enzima foram avaliadas, 5%, 10% e 20% do pellet (Figura 12).
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Figura 12 SIFs de 65g.L" de xilose inicial a 35°C, 150 rpm realizadas com biocatalisadores dos

ensaios 4, 5 e 6 (10% de levedura). (A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos

formados.
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A produtividade em etanol aumentou, sendo igual para os trés ensaios, e a conversao
proxima a 95% foi obtida em torno de 9 horas (Tabela 7). Novamente foi possivel observar
que maiores proporcdes enzima/levedura favoreciam a producdo de etanol, aumentando a
seletividade com o aumento da concentracdo de enzima. A concentracdao de xilitol, embora
possa ser reduzida com a modificacdo nas taxas de fermentagdo e isomerizagdo, ndo foi
eliminada do processo.

A concentracdo enzimatica influenciou quando foi aumentada de 5% para 10 e 20%,
quando a proporcdo enzima/levedura é igual e maior que um. E necessario avaliar a
necessidade da utilizacdo de quantidades elevadas de enzima considerando seu alto custo,
porém esse estudo visa encontrar condicGes ideais para o processo SIF em reatores continuos,
onde a alta concentracdo enzimatica é requerida para operacdo em longos periodos, sendo o
biocatalisador com 10% de levedura e 20% de enzima o escolhido para os estudos seguintes.

O rendimento metabdlico, rendimento em etanol calculado com a concentracdo de
substrato consumido e ndo com o substrato inicial, foi semelhante ao rendimento em etanol,
isso porque foram escolhidos pontos com alta conversdo (acerca de 95%). O rendimento
especifico, isto é, rendimento em etanol calculado dividindo-se a producdo de etanol pela
massa seca de leveduras utilizada no ensaio, foi menor para a SIF com maior massa seca
empregada. Aumentando-se a massa de enzima no biocatalisador, de 5% para 10 e 20%,
aumentou-se a seletividade e o rendimento especifico.

Esses resultados parecem indicar que maior a disponibilidade de xilulose mais alta a
seletividade em etanol e estdo de acordo com o0s obtidos por Yuan et al (2012), que
demonstrou, realizando SIF com reatores de leito fixo, contendo enzima XI coimobilizada
com urease, e de fibra oca, contendo levedura, ligados em série, que quanto mais Xilulose
inicial disponibilizada menos xilitol seria formado, conseguindo rendimento teérico quando
empregou apenas levedura na fermentacdo de xarope contendo 21 e 9g.L™ de xilulose e
xilose, respectivamente.

Decidiu-se assim, também testar esta hipoOtese neste trabalho. Xilulose ndo é
disponivel comercialmente como substrato. Foi desenvolvido no grupo estratégia de
preparacdo de um xarope com concentracdo inicial de xilulose semelhante a concentracéo
inicial de xilose empregada nas demais SIF e presenca de xilose abaixo de 10g.L™. O

biocatalisdor continha apenas levedura e CaCOg3,
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4.2.1 Influéncia da concentracéo de xilulose na seletividade etanol/xilitol durante
fermentacéo por S. cerevisiae.

Os perfis de consumo de aglcares e geracdo de produtos das fermentagGes dos
acucares sem a reacdo de isomerizacdo, com o biocatalisador apenas contendo a levedura, sao
mostrados na Figura 13. Foi realizada uma fermentacdo apenas de xilose e de uma solucéo
contendo uma concentracdo sete vezes mais alta de xilulose que de xilose. As condicOes
utilizadas foram as mesmas para 0s demais processos SIF com controle de pH, exceto pela
concentragéo inicial modificada no xarope de xilulose.

Observa-se, na Figura 13, que quando xilose € o Unico substrato, ocorre a utilizacéo
de apenas 17% deste em 48 horas, com producdo de 2,5 g.L™ xilitol (0,220xiitolOxilose *) €
quantidades muito reduzidas de etanol, glicerol e 4cido acético (valores inferiores a 1 g.L ™). A
assimilacdo de xilose por linhagens de S. cerevisiae € mesmo baixa em condic@es restritas de
oxigenacdo (LEBEAU, JOUENNE; JUNTER, 1997; HAHN-HIIGERDAL, BERNER,;
SKOOG, 1986). A xilose presente no xarope de Xilulose também foi pouco convertida (15%
em 20 horas) enquanto aproximadamente 58g.L™" de xilulose (actcar inicial) foi consumida
em cinco horas. O principal produto da fermentagdo da xilulose foi o etanol, 0,23+ 3x10
*etanol-Oxiluiose > Seguido do xilitol, 0,24+ 3x10” Guitol-Gritutose -

Diferentemente do inicialmente pensado, a producdo de xilitol é resultado da
fermentacdo da xilulose e ndo apenas da xilose, uma vez que 0 pequeno consumo desse
substrato ndo explica a quantidade de xilitol formada.

Também contrariamente ao esperado, a seletividade ndo aumenta diretamente com o
aumento da concentracdo de xilulose. Embora todos 0s ensaios anteriores, e 0s de Yuan et al,
2012, indicassem que maior a concetragdo de xilulose mais alta a seletividade etanol/xilitol,
parece que outros fatores controlam essa rota metabolica, o que ja deveria ser esperado.
Buscou-se assim, correlacionar a seletividade com algum outro parametro do processo.

Analisando-se a Tabela 7 observa-se que as menores seletividades, para 0s ensaios
com CaCO3, sdo as do Ensaio 2, proporcdo enzima/levedura menor que um e do 7, ensaio
com xarope de xilulose. Esses dois ensaios possuem as mais altas taxas de conversao no inicio
do processo, consumindo altas concentragcdes de aclcar, enquanto nos outros ensaios esse

consumo é menos acentuado (Tabela 9).
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Figura 13 Fermentacéo de xilose e de xarope de xilulose nas mesmas condi¢des empregadas nas
SIFs, 35°C, pH 5,6, 150rpm, levedura 50 gms.L™ reator, biocatalisadores sem XI. (A) Consumo

dos substratos. (B) Principais produtos formados nas fermentagoes.
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Tabela 9 Assimilacdo de agucar por hora (Ass) e assimilagéo especifica de agucar (AsSep) NO
processo SIF 65g.L™ de xilose inicial a 35°C, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com
diferentes concentracdes de enzima e levedura e na fermentagéo de xilulose 58g.L™.

Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 6 Ensaio 7
(17%Lev 5% enzima) (5%Lev 20% enzima) (10%Lev 20% enzima) (10%Lev 20% enzima)
T Ass ASSesp
(h) Ass ASSesp (gh ASSesp Ass (@ gne T Ass ASSesp
@h")  (@h.gm?) ) @hhgm™)  (gh™) Ty () @h")  (gh.gm?)
2 17.40 0.20 7.64 0.31 8.06 0.16 2 16.80 0.34
4 12.07 0.14 4.88 0.20 8.03 0.16 4 14.25 0.29
6 9.68 0.11 4.87 0.19 1.72 0.15 5 11.44 0.23
9 6.97 0.08 4.97 0.20 6.45 0.13 7 8.67 0.17
11 572 0.07 5.19 0.10 20 2.85 0.06
24 2.68 0.03 2.62 0.10 2.69 0.05

Nota: T: tempo

A répida isomerizacdo, ocasionada pela maior assimilacdo da xilulose na SIF com
maior concentracdo de levedura, e a utilizacéo de xilulose em alta concentracdo, disponivel no
xarope, levaram a altas produtividades, porém a baixa seletividade. Acredita-se que poderia
ter ocorrido “over-flow” pois o fluxo de entrada da pentose deve ser mais alto do que aquele
que a via pentose fosfato poderia metabolizar. Ocorrendo acimulo de xilulose esta é retornada
a xilitol, pela acéo de xilitol desidrogenase- XDR (CHANG, GRIEST; 2007; RIZZI et al.,
1989).

A concentracdo de acucar consumida foi dividida pela concentracdo celular no reator
e a velocidade especifica para cada ensaio foi calculada para as SIFs 5% levedura e 20%
enzima(Ensaio 2) e 17% levedura e 5% enzima (Ensaio 3) e para a fermentacao de xilulose
(Figura 14). A fermentacdo do xarope de xilulose teve a maior velocidade especifica para as
primeiras duas horas, e embora o baixo consumo de agucar, a SIF com baixa concentracdo
celular teve velocidade especifica de consumo maior que a com alta concentragdo celular.
Esse resultado foi contrario ao esperado, ja que velocidades especificas semelhantes
resultaram em efeitos contrarios na seletividade. A seletividade em etanol claramente aumenta
com a disponibilidade de xilulose, mas até uma determinada concentracdo. Acima desta,
xilulose é transformada em xilitol para suprir as demandas redox da célula.

Em concordancia, o experimento apresentado por Yuan et al. (2012), que utiliza
xilulose em concentracdo 3 vezes inferior a deste trabalho, mostrou que € possivel encontrar
uma condicdo que ndo produza xilitol. Certamente, chegar a tdo alta seletividade deve
também depender da linhagem especifica de levedura utilizada por esses autores, mas seus
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resultados, em concordancia com os obtidos neste trabalho, sinalizam que trabalhar com

concentragdes menores dessa pentose pode minimizar a formacao de xilitol.

Figura 14 Assimilacéo de acUcar por hora por converséo de substrato no processo SIF 65g.L™ de
xilose inicial a 35°C, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com diferentes concentracfes de

enzima e levedura e na fermentacéo de xilulose 58g.L™.
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enzima).

Outra abordagem entdo estudada neste trabalho, para tentar elucidar a resposta
metabolica dessa levedura diante de diferentes concentracdes de xilulose, foi a fermentacao
com células livres em tubos de 2,5mL. Uma solucdo contendo aproximadamente 80g.L™ de
xilulose, 45g.L™ de xilose e 6g.L™" de etanol foi chamada de solugdo Diluicdo 1x e a partir
dessa outras duas diluicbes foram feitas, 2 e 4 vezes, e com elas realizadas tambem
fermentacOes (Figura 15). A fermentacdo com a solucéo diluida duas vezes foi realizada em

triplicata enquanto a solucéo quatro vezes diluida em duplicata.
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Figura 15 Fermentacgdo de xaropes de xilulose com diferentes dilui¢des, nas mesmas condicgdes
empregadas nas SIFs, 32°C, pH 5,6, 150rpm, levedura livre 50 gms.L™ reator (A) Consumo dos
substratos. (B) Principais produtos formados nas fermentacdes.
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Esse grupo de experimentos foi o ultimo a ser realizado, sendo privilegiado nesse
momento por ter sido realizado a 32°C, temperatura previamente testada e que possuia maior
seletividade. Nesses ensaios aqui apresentados ndo houve consumo de xilose. A xilulose foi
consumida, porém mais lentamente que observado na fermentagdo com a célula imobilizada,
resultando em menores conversdes (Tabela 10). A temperatura mais baixa ndo diminuiu esse
parametro nas SIFs realizadas, portanto ndo justifica esse resultado. Estes ensaios, devido ao
alto custo e dificuldade de obtencdo da xilulose, foram realizados em tubos menores, de
2,5mL com 1mL de volume reacional. Pode ser que essa mudanca conformacional nao
favoreceu a agitacdo necessaria, prejudicando o consumo do substrato, além também da
decantacdo das células livres. Nesse caso a oxigenacao também sofre variacdo e como esse é
um fator muito importante na fermentacdo, podemos relacionar a essa menor disponibilidade

as menores conversoes.

Tabela 10 Parédmetros do processo da producgdo de etanol (E) e xilitol (X) na fermentacéo de

xaropes de xilulose com diferentes diluices. Levedura livre 50 gms.L™ reator.

i?\ig:glosgi Tempo Conversao Y E/Si Y XIS PrE Pr X Seletividade
- -1 -1 1 -1 1 |-l
(gL (h) (9-97) (9.97) @L~h%)  (gL"h)
80 6 56% 0.18 0.03 2.38 0.46 5.18
40 5 83% 0.36 £ 0.05 0.08 £0.01 2.89+0.38 0.63 +£0.06 458 +0.6
20 2.75 88% 0.20+0.05 0.07 + 1x10° 1.48+0.4 0.52+0.01 2.84+0.8

Nota: Y: rendimento, Pr : produtividade

Etanol e xilitol foram os principais produtos, sendo o melhor rendimento em etanol
obtido na fermentagdo de 40g.L™* de xilulose, 0.36 + 0.05 g.g™*. A fermentagdo com a mais
alta concentracdo de xilulose teve baixo rendimento devido a baixa conversdo, enquanto o
rendimento baixo da fermentagdo com menor concentracdo de xilulose aconteceu decorrente
do desvio para xilitol (menor seletividade), além de baixa recuperacdo do substrato nesses
dois produtos analisados. N&o foi observado o esperado, alta seletividade para a mais baixa
concentragdo de xilulose, sendo possivel verificar visualmente pelo grafico que esse
fendmeno é decorrente da igual producdo de xilitol para os trés ensaios, independente da

concentracgdo inicial de xilulose.

Outro fato interessante a ser ressaltado é a alta seletividade alcangada quando
comparado com os resultados até entdo apresentados e mesmo com resultados conseguidos

com ltaiquara® a 32°C (ver Tabela 12).

Fica claro, portanto, que para fermentagdes com esta levedura de panificacdo, apenas
disponibilizar xilulose como substrato ndo garante alta seletividade, ja que o metabolismo da
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xilulose ndo é completamente conhecido em linhagens de Saccharomyces cerevisiae,

requerendo ainda estudos especificos para seu entendimento.

4.2.2 Comparacdo entre fermentacdo de xilose por levedura imobilizada em gel
com fermentagéo por levedura livre e na presenca de etanol: influéncia da
difusdo de xilose no gel de alginato na concentracdo medida de xilose e
avaliacdo de consumo aerdbico de etanol durante fermentagdo por S.
cerevisiae.

Foram avaliadas fermentacGes com células livres visando verificar a difusividade da
xilose no biocatalisador. O ensaio empregou 0 meio, com 0S mesmos componentes, usado na
fermentacdo com biocatalisador e as mesmas condi¢fes operacionais.

No ensaio anterior realizado com biocatalisador sem enzima foi verificado
diminuicdo consideravel da concentracdo de xilose logo nas primeiras horas de ensaio. Como
de acordo com a literatura a S. cerevisiae ndo é capaz de metabolizar xilose em condicdes
anaerobias surgiu a necessidade de avaliar se a quantificacdo do agUcar teria sido afetada pela
difusdo da xilose no gel. Como a oxigenacdo, em alguns casos, permite a utilizacdo de xilose
por leveduras, foi também avaliado em uma fermentacdo o consumo de etanol. A S. cerevisiae
consome em aerobiose etanol como fonte de carbono, logo, se houver condicGes de
oxigenagdo para consumo de etanol poder-se-ia observar consumo de xilose pelo mesmo
motivo.

A Figura 16 mostra o perfil de consumo de substratos e de formacdo de produtos
durante a fermentacdo de xilose com S. cerevisiae livre. O meio foi 0 mesmo utilizado nas
SIFs, contudo, a diluicdo de sua composicdo pela agua contida no biocatalisador é superior a
diluicdo ocasionada pela umidade da levedura, resultando assim em uma concentragdo maior
de xilose no meio (aproximadamente 100g.L™). Os valores da concentracdo de xilose
variaram bastante na primeira hora de ensaio, decaindo em taxa muito menor no decorrer do
ensaio, assim como no ensaio de fermentacdo de xilose com o biocatalisador. A conversédo do

substrato em 96 horas foi de 13% com produgdo de xilitol como produto principal e etanol.

Observa-se na Figura 15, que com células livres hd o mesmo padréo de queda inicial
de concentracdo de xilose que se observou quando a levedura estava imobilizada em gel de

alginato, ndo sendo esse fendmeno pois relacionado com a difusdo no gel.
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Figura 16 Fermentacdo de xilose nas mesmas condi¢des empregadas nas SIFs, 35°C, pH 5,6,
150rpm, levedura livres 50 gms.L™ reator.
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A fermentacdo em meio contendo xilose e etanol também apresentou oscilacdo na
concentragdo de xilose na primeira hora de ensaio (Figura 17) sendo a conversédo em 96 horas
de aproximadamente 10%. Houve producéo de xilitol e a producéo de etanol, que nos ensaios
de fermentacdo foi muito pequena, ndo pode ser quantificada ja que havia quase 20g.L™ de

etanol inicial, valor mais de 10 vezes superior ao produzido nas outras fermentacdes.

Em condigdes de aeracdo o etanol pode ser consumido, outros estudos realizados no
grupo mostraram que essa linhagem de levedura de panificacdo consome o etanol quando ha
oxigenacdo disponivel. Neste ensaio a concentracdo de etanol ndo variou durante as 96 horas
de ensaio. Pode-se afirmar entdo que, nas condi¢des destes experimentos, ndo ha oxigenacao
suficiente para possibilitar o consumo do alcool, bem como o de xilose, e ainda que ndo ha
perdas significativas de etanol por evaporacdo durante 0s experimentos, amostragem e

analises quantitativas.

Esse resultado foi importante para demonstrar que variagdes na concentracdo de
etanol dos ensaios, tanto entre eles quanto comparativamente a pontos de um mesmo
experimento, ndo séo decorrentes de assimilacdo desse produto nem de perdas significativas

por evaporagéo.
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Figura 17 Fermentacéo de xilose e etanol nas mesmas condi¢fes empregadas nas SIFs, 35°C, pH
5,6, 150rpm, levedura livres 50 gms.L™ reator.
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4.2.3 Conclusoes

A variacdo das concentracdes de enzima e levedura no reator foi obtida mudando-se
a massa de IXI-Ch (gel de quitosana contendo enzima imobilizada) e levedura por grama de
solucdo de alginato de sddio mantendo-se fixas as propor¢des 1:1 de massa de biocatalisador
por volume de meio no reator. Utilizando-se pH inicial 5,6 e temperatura de 35°C, foram
testadas as seguintes concentragOes de Enzima-Levedura no biocatalisador (%): 5-20, 17-5 e
5, 10 e 20-10 levedura (Itaiquara®). Os resultados indicaram que maior a concentragdo
celular, mais alta a produtividade em etanol, o que era esperado. Entretanto, mostraram
tambem que mais alta a concentracdo de enzima mais alta a seletividade etano/xilitol,
indicando que maior a disponibilidade de xilulose mais alta a seletividade. Uma vez que a
concentracdo de xilulose fica sempre bem mais baixa que a de xilose no meio, pelo equilibrio
de isomerizacdo ser na razdo 1:5, foi preparado um xarope com concentracdo de Xxilulose
86%, xilose 10%, para testar essa hipotese. Contrariamente ao esperado, observou-se baixa
seletividade, com formagédo de quantidades significativas de xilitol, mostrando que ocorre
formagéo desse produto a partir de xilulose, possivelmente por mecanismo de “over-flow”,

devido a desbalanceamento redox da célula. Minimizar producdo de xilitol requer, portanto,
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controle cuidadoso da liberacao de xilulose para a levedura. Foi também verificado que ocorre
pequeno consumo de xilose e que ndo ocorre consumo aerdbico de etanol nas condi¢bes dos
experimentos. As concentracdes de levedura e enzima selecionadas foram 10% levedura, 20%
enzima, correspondendo a 50 gns.L” reator e 120.10°UIL™ reator, que levaram a
produtividade em etanol de 2,07+ 0,17 (g.L™*.h™), para 96% de conversdo em 11 horas, com
seletividade etanol/xilitol = 2,42+ 0,01.

A proxima variavel investigada foi o pH.

4.3 Influéncia do pH

O meio proposto e utilizado até entdo no trabalho foi um meio simples com pH
abaixo de 5. Ao tentar se elevar esse valor com adicdo de base ocorria precipitacdo de algum
ou alguns sais, 0 que tornava o0 meio turvo e dificultava a elevacdo do pH. Observou-se nos
primeiros ensaios realizados, com biocatalisadores com e sem CaCO3, que ao adicionar 0s
pellets ao meio em pH 6 ja ocorria queda do pH para valores proximos a 5,6, e por isso esse
valor foi utilizado para as reacfes seguintes.

Com a preocupacao de padronizar o pH no inicio das SIFs, visto a dificuldade em
determinar a variacdo deste ao se misturar catalisadores e meio, foi proposto usar meio de
cura, onde os pellets ficavam por cerca de 18 horas incubados na geladeira, com o pH ja
ajustado para 5,6. Essa estratégia ndo foi suficiente para conseguir ensaios com pHs precisos
em 5,6, mas foi sempre mantido valores entre 5,2 e 5,6 (Figura 18). E possivel verificar que
alguns ensaios tiveram pH inicial menor que o pH final (5,2-5,4), enquanto outros tiveram
queda, mas nao inferiores a 5,3, mostrando que essa faixa € mantida como em um tampéo,
efeito esse proporcionado por CaCOs, que solubilizado possui o fon COs* responsavel por se

ligar aos H* do meio, gerando &cido carbdnico, que se decompde em gas carbdnico e agua.
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Figura 18 pHs das SIFs realizadas com biocatalisadores contendo CaCO; a 35°C, 150rpm e
65g.L™ de xilose com Itaiquara®.
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A faixa de estudo de pH para o processo SIF € bastante limitada. A isomerizacao
requer pHs acima de 5 para a manutencdo da atividade enzimatica, acima de 7 ha prejuizo
para a fermentacdo além de propiciar a contaminagdo bacteriana (CHIANG, et al., 1981a). O
estudo da influéncia do pH poderia ser feito entre 5 e 7. Anteriormente, sem controle do pH,
foi observado xilose residual mesmo apds 46 horas de ensaio e baixa taxa de converséo,
devido & reducédo do pH que cai de 5 a 4.8 ap6s 9 h (Figura 10-B). Ja era sabido assim que o
processo tinha desempenho fraco em pHs abaixo de 5,0 e que, portanto, era necessario
controlar o pH. A estratégia adotada, coimobilizagdo de carbonato de calcio, “tamponava” 0
meio entre 5,2-5,6. Ja se conhecia assim o efeito dessas duas regides de pH. Buscou-se assim
o efeito de pH inicial 6,0. Para isso, utilizou-se meio ajustado para 6,5 que, ao ser misturado
aos pellets, tem o pH reduzido para 6. Contudo, ele continua a se reduzir e ja nas proximas
medicdes, a partir de duas horas, o pH ja se encontra muito pouco acima da faixa dos pHs das
SIFs anteriores, 5,8-5,5. O comportamento do pH durante o ensaio é apresentado na Figura
19.
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Figura 19 pH das SIFs realizadas a 35°C, 150rpm e 65g.L™ de xilose com biocatalisadores
contendo CaC03,10% de levedura e 20% de IXI-Ch. Meios com pH iniciais 5,6 e 6,5.
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A Figura 20 mostra 0 acompanhamento da SIF com pH inicial do meio 6,5 em
comparacdo ao da SIF com pH 5,6. O consumo de xilose é semelhante nos dois ensaios,
sendo a conversdo de 98% alcancada em 11 horas nos dois casos (Tabela 11), e, embora o pH
maior favorecesse a reacdo de isomerizacdo, as quantidades de xilulose presente no meio
também sdo muito proximas (Figura 20). Como a diferenca de pH ndo é tdo grande quanto o
desejado, o comportamento parecido era esperado. Quanto aos produtos € possivel verificar
produtividades em etanol semelhantes no inicio das reagdes, enquanto a produtividade do
xilitol para o pH mais alto é bem maior, levando assim & diminuicdo da seletividade, mesmo

que as produtividades em etanol nos tempos finais sejam semelhantes para esses pHs.
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Figura 20 SIFs de 65 g.L™ de xilose inicial em pH inicial do meio 6,5 e 5,6, a 35°C, 150 rpm
realizadas com biocatalisadores com 10% de levedura e 20% de IXI-Ch. (A) Consumo dos

substratos. (B) Principais produtos formados.
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Tabela 11 Parametros do processo da producéo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial
(Si) 65g.L™" com pHs diferentes: 5,6 e 6,5, a 35 °C e 150 rpm, catalisada por xilose isomerase
imobilizada em quitosana-glutaraldeido e S. cerevisiae coimobilizadas em alginato na proporc¢ao
20% e 10% respectivamente.

Tempo . o Y E/Si PrE Pr X .
Hi-pHf Conversao i 4 1. Seletividade
my PP (9.9%) (gL%hY (g.LhY)
11 6.5-5.5 98% 0.29 +0.03 1.74 +0.15 1.41+0.12 1.23+0.12
11 5.4-54 96% 0.35+0.02 2.07+0.17 0.85+0.06 2.42+0.01

Y: rendimento, Pr : produtividade.

Uma possivel explicacdo para esse resultado pode estar no estudo realizado por Rizzi
e col., em 1989. Nesse estudo, a enzima xilitol desidrogenase de Scheffersomyces stipitis foi
purificada e caracterizada quanto a atividade enzimética para diversos substratos, mostrando
maior afinidade para xilitol e xilulose. Teve como temperatura 6tima 35°C, com pequena
variacdo entre 30 e 40°C e atividade nula em pH abaixo de 5. A atividade enzimatica cresce
exponencialmente com a elevacdo do pH, sendo a atividade para pH 7 aproximadamente trés
vezes maior que para pH 6. Dessa maneira, 0 aumento de pH provoca aumento na atividade
da enzima, convertendo xilulose em xilitol, desviando a fonte de carbono do produto de
interesse, o etanol.

Esse resultado também concorda com os de Chiang et al. (1981a), que, em
fermentacdes de xilulose, verificou que o pH entre 4 e 6 ndo interferiu na producgéo de etanol,
mas para pHs mais elevados, como 7, a seletividade cai, pois a producdo de xilitol aumenta.

A fermentacdo, que naturalmente decresce o pH do meio e acontece em faixas abaixo
de 5, foi prejudicada com a elevacdo do pH, provavelmente pela a mudanca metabolica,
desencadeando o direcionamento para xilitol em detrimento do etanol. Tendo em vista esses
resultados, independente do processo de isomerizacdo e da assimilacdo da xilulose o pH
selecionado para o prosseguimento dos estudos foi 5,6. A préxima variavel estudada foi a

temperatura.

4.4 Influéncia da temperatura

O estudo dessa variavel estava previsto para ser realizado apenas com a levedura
comercial Itaiquara, microrganismo que vinha sendo utilizado para estudo das demais
variaveis, e assim foi iniciado. Uma vez que o estudo de pH e das concentracdes de levedura e
de enzima foi feito a 35°C, foram testadas duas outras temperaturas, uma abaixo, 32 e uma
acima, 37°C (Figura 21).
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Temperatura acima de 37°C nao é aplicavel. Estudos realizados no grupo
demonstraram que a levedura de panificacdo ltaiquara® a 40°C apresenta, ap6s 24 horas de
processo SIF, viabilidade inferior a 50%, 0 que inviabilizaria a aplicacdo dessa condi¢do em
processos longos. Por outro lado, uma vez que a temperatura de maxima atividade da enzima
é 70°C, temperaturas menores ainda que 32°C devem inviabilizar a isomerizagdo pela dréstica
reducdo da atividade enzimética e ndo foram, por isso, investigadas.

Para as temperaturas testadas, 32, 35 e 37°C a viabilidade apds 24 horas foi sempre
maior que 90%, sendo que para 32 e 35 °C a viabilidade nédo se alterou do inicio para o final e
a 37°C observou-se uma ligeira queda, de 98,4% para 95% (Tabela 12). O pH se manteve
entre 5,6-5,3 nesses ensaios.

Na Figura 21 A sdo mostradas as concentracdes de xilose e xilulose em funcdo do
tempo de ensaio. Para a temperatura 37°C, ndo é observado maior quantidade de xilulose
disponivel no meio, resultado esperado pelo aumento na velocidade de reacdo de
isomerizagdo; pelo contrério, a quantidade de xilulose residual entre 0 e 9 horas & menor para
essa condicdo. Possivelmente, o aumento da temperatura, além de favorecer a reacdo de
isomerizacdo, também favoreca a captacdo e utilizacdo do aclcar pela levedura, assim, o
consumo mais acelerado da xilulose mascara o efeito do aumento da velocidade de
isomerizacdo. Analisando-se o perfil da conversao de xilose confirma-se essa hipotese, ja que
na temperatura de 37°C observam-se maiores taxas de conversdo, alcancando 98% de

conversdo ja em 9 horas.

Tabela 12 Parédmetros cinéticos da producéo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial

(Si) 65g.L™" com diferentes temperaturas (© °C): 32, 35 e 37°C a pH 5,6 e 150 rpm, catalisada

por xilose isomerase imobilizada em quitosana-glutaraldeido (1XI-Ch) e S. cerevisiae Itaiquara ®

coimobilizadas em alginato na proporcéo 20% e 10% respectivamente.

o T Conversao Y EfSi Y XS PrE Pr X Seletividade
cc)y (h) (9.97) (9.97) (g.L"h")  (g.L"h")

32 11 94% 0.35+0.06 0.15+0.04 2.06+036 090+0.22 231+0.15

35 11 96% 0.35+0.02 0.14 +0.01 2.07+£0.17 0.85+0.06 2.42+0.01

37 11 98% 0.33+0.01 0.25+005 195+0.03 149+028 1.34+0.28

Y: rendimento, Pr : produtividade.
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Figura 21 SIFs de 65 g.L™" de xilose inicial em diferentes temperaturas: 32, 35 e 37°C, pH inicial
do meio 5,6, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com 10% de levedura e 20% de 1XI-Ch.
(A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos formados.
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Embora a taxa de conversdo da pentose tenha sido maior para a maior temperatura,
isso ndo se refletiu na taxa de producdo de etanol; as 9 horas de ensaio, a produtividade em
etanol era a mesma que a produtividade para 0s outros ensaios nesse mesmo tempo, quando a
conversdo ainda era proxima a 90%. Foram comparados os parametros para o tempo de 11
horas, onde a conversao era proxima a 95% para as temperaturas de 32 e 35°C e quando a SIF
a 37°C a alcangou sua concentracdo mais alta de etanol (Tabela 12).

Os parametros em etanol como rendimento, produtividade foram iguais para as trés
temperaturas, entretanto esses parametros para xilitol foram iguais para 32 e 35 °C (Tabela
12) e menores que para 37°C. Isso causou a diminui¢do na seletividade etanol/xilitol.

O estudo de temperatura realizado por Chiang et al, 1981a com fermentacdo de
xilulose conclui que baixas temperaturas favorecem formacéo de sub-produtos como o xilitol,
sendo a temperatura de 35°C a selecionada; j& que maiores temperaturas afetam a viabilidade
e a capacidade de fermentar da levedura S. cerevisiae. Nossos resultados mostram um
comportamento oposto, seja por efeito do processo simultaneo, seja pela linhagem da
levedura. Decidiu-se, por isso, ao invés de se compararem diferentes linhagens de leveduras
em uma mesma condicdo, conforme pretendido inicialmente, se proceder ao estudo do efeito
da temperatura no desempenho do processo SIF para as outras duas linhagens a serem
estudadas.

4.5 Estudo do processo SIF com diferentes linhagens de levedura: BG-1 e CAT-1

Para o estudo com diferentes linhagens foram escolhidas duas linhagens usadas
industrialmente em usinas brasileiras, CAT-1 e BG-1. As condic¢des de operacdo foram as ja
selecionadas nos itens anteriores, 50gms.L ™ e 20% de 1XI-Ch, pH 5,6. Como a temperatura foi
um parametro que influenciou muito na seletividade em etanol, foram estudadas diferentes
temperaturas. Ja que CAT-1 e BG-1 sdo leveduras mais tolerantes a “estresses” (BASSO et
al., 2008), temperaturas de fermenta¢do um pouco mais elevadas foram testadas: 37 e 40°C; e
ainda a temperatura 32°C, condicdo favoravel economicamente ao processo (menor gasto
energetico) e que mostrou produtividade, rendimento e seletividade iguais a 35 e superiores a
37°C para as SIFs com levedura de panificacdo Itaiquara®.

A obtencdo da biomassa dessas leveduras foi por meio de cultivo em shaker, com
erlenmeyrs haletados, sendo necessario o preparo de um pré-inoculo prévio ao cultivo. As
duas etapas para propagacédo de células ocorreram até que as células estivessem em fase lag e

entdo foram quantificadas a D.O, massa seca e entdo utilizadas na etapa posterior.
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451 CAT-1

As SIFs realizadas com CAT-1 mostraram um comportamento semelhante as SIFs
realizadas com levedura Itaiquara® sendo a xilose isomerizada pela enzima e a xilulose
consumida pela levedura, resultando em etanol e xilitol como principais produtos (Figura 23).

Para as trés temperaturas, observou-se queda de pH mais drastica que o usual,
quando comparado com 0 mesmo processo, usando levedura de panificagdo. As SIFs
iniciaram com pH 5,4 e o pH reduziu para valores entre 4,7-4,8 (Figura 22).

Essa reducdo no pH deve ter sido responsavel pela diminuicdo da taxa de consumo
do agucar, como mostrado na Tabela 13, onde se observa que conversdes menores foram
alcancadas em tempos maiores com essa levedura. Abaixo de pH 5, XI tem atividade muito
baixa, resultando em relacdes xilose/xilulose muito mais altas que 5 (a relacdo de equilibrio e
valor préximo as relagdes de xilose/xilulose obtidas com SIFs Itaiquara® onde o pH era
mantido acima de 5). Na realidade, o pH intra particula deve estar em 5 ou pouco acima de 5,
ja que se sabe que abaixo desse valor a enzima praticamente ndo atua e mesmo que mais

lentamente vem ocorrendo a isomerizagéao.

Figura 22 pHs das SIFs realizadas com biocatalisadores contendo CaCO; para levedura CAT-1
em diferentes temperaturas, 150rpm e 65g.L™ de xilose.
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Figura 23 SIFs de 65 g.L™ de xilose inicial com CAT-1 em diferentes temperaturas: 32, 37 e
40°C, pH inicial do meio 5,6, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com 10% de levedura e
20% de I1XI-Ch. (A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos formados.
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Tabela 13 Parametros cinéticos da producdo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial

(Si) 65g.L™" com a levedura CAT-1, pH 5,6, 150 rpm e diferentes temperaturas (6 °C): 32, 37 e

40°C, catalisada por IXI-Ch e levedura coimobilizadas em alginato na propor¢ao 20% e 10%

respectivamente.

(=) T Conversao Y E/Si Y X/Si PrE Pr X . Vi-Vs
o () (%) (0gh) (09  (gLth?) (gLih?) Seletvidade )
32 9 90 0.30+0.02 0.10+0.02 2.17+£0.17 0.71+£0.12 3.06%x0.24 97-98
37 17 88 0.27+£0.01 0150 103005 058=+0 1.76 £0.08 99-99
40 17 92 0.21+0.01 0.19+0 0.82+0.03 0.74+0.01 1.10+£0.04 97-95

T: tempo, Y: rendimento, Pr : produtividade, V: viabilidade.

A causa da queda do pH ndo foi encontrada. A quantidade de &cido acético medida
estava na mesma faixa medida para as outras SIFs, 0 meio reacional era 0 mesmo, o que
difere € a linhagem e a origem da levedura, que é obtida por cultivo e ndo comprada prensada.
Diferentes linhagens sdo responsaveis por variacbes na composicdo dos produtos de
fermentacGes com condigdes operacionais iguais. Analisando a variacdo da composicdo
quimica de aguardentes fermentadas por diferentes cepas de S. cerevisae, a CAT-1 e a BG-1
foram leveduras com alta acidez volatil (ALCARDE, A.; MONTEIRO, B.; BELLLUCO, A,
2012). Provavelmente devido a um metabolismo diferente, ao consumir a Xxilulose essa
levedura produza algum &cido, que ndo foi quantificado, responsavel por esse efeito.

Embora o comportamento do pH tenha se assemelhado ao da SIF sem CaCOsg, a
conversao proxima de 90% foi alcancada ja em 9 horas para a temperatura de 32°C, e em 17
horas para 37 e 40°C. Com a levedura CAT-1, foi observado por Costa (2011) que em
fermentacao de glicose ao se elevar a temperatura de 37 para 40°C as células ndo conseguiam
mais consumir toda a glicose, diminuindo o rendimento em etanol de 0,48 pra
0,27 etanol- Jsubstrato

Os parametros como rendimento e produtividade em etanol diminuiram com o
aumento da temperatura, enquanto que esses mesmos parametros para xilitol foram elevados.
Esse comportamento, 0 mesmo observado para a Itaiquara® resulta na diminuicdo da
seletividade etanol/xilitol. Como sé&o apenas linhagens diferentes, o0 metabolismo fermentativo

da xilulose deve ser evolutivamente semelhante e sdo ainda pouco compreendidos.
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452 BG-1

As SIFs realizadas com a levedura industrial BG-1 também apresentaram queda de
pH durante o processo (5,5-4,7)(Figura 24). Contudo, diferentemente da CAT-1, a levedura
BG-1 néo foi capaz de alcangar conversdes de 90% em menos de 11 horas para nenhuma
temperatura avaliada (Tabela 14).

Figura 24 pHs das SIFs realizadas com biocatalisadores contendo CaCOj; para levedura BG-1

em diferentes temperaturas, 150rpm e 65g.L™ de xilose.
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Tabela 14 Parametros do processo da producédo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial

(Si) 65g.L" com a levedura BG-1, pH 5,6, 150 rpm e diferentes temperaturas (8 °C): 32, 37 e

40°C, catalisada por IXI-Ch e levedura coimobilizadas em alginato na proporgdo 20% e 10%

respectivamente. T: tempo, Y: rendimento, Pr : produtividade, V: viabilidade.

o T Conversao Y E/lsi Y X/lSi PrlE . Prlx . Seletividade V;-Vs
ccy () (%) (9.97) (9.99) (g.L"h7)  (g.L7.h7) (%)

32 11 82 0.29+0.03 0.09+0.01 1.72+0.16 054+0.04 3.19+0.11 97-98

37 17 87 0.28+0.01 0.15+0.01 1.07+0.02 056+0.03 191+0.14 98-96

40 24 87 006+004 02+02 016+01 053+x055 031+0.19 97-79
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Com o ensaio a 40°C é possivel notar que ha xilulose residual no meio em todos os
pontos amostrados, sempre respeitando a proporcdo 5:1 (xilose:xilulose)(Figura 25). Isso leva
a crer que, embora seja sabido que o pH abaixo de 5 inviabiliza a reacdo de isomerizacao, a
enzima ainda esta ativa, sendo capaz de isomerizar xilose a Xilulose mesmo em pH
desfavoravel. O pH j& esta abaixo de 5 em duas horas de ensaio a 40°C, mas a levedura
continua a consumir (observando-se o decréscimo de xilose) e xilulose ainda esta presente no
meio, ou seja, a levedura consome xilulose, a enzima isomeriza xilose a xilulose, reduzindo
assim, a concentracdo desta. E possivel que a reacdo de isomerizacdo ocorra, considerando
que haja diferenca entre 0 pH medido no meio e do interior do pellet. Como o CaCO3; atua
localmente, reagindo com H* formando CO, e H,O, um micro-ambiente ¢ criado, com pH

mais elevado, e é justamente onde a enzima esta imobilizada.

A levedura BG-1 produziu além de etanol e xilitol o arabitol. Esse &lcool é produzido
apenas nas SIFs com essa linhagem e tem peso e formula moleculares iguais as do xilitol. O
arabitol é produzido em concentra¢fes quase equivalentes as do xilitol, assim os parametros
em xilitol foram modificados em decorréncia desse subproduto, sendo somadas as
concentragdes desses dois pentiois. Embora outro subproduto seja gerado nessa SIF, a
concentracdo somada dos dois ndo € superior as concentracdes da producdo de xilitol obtida
nas SIFs das outras linhagens. E como se a producéo de xilitol fosse agora dividida em dois.

Os parametros da fermentacdo sdo apresentados na Tabela 14. Dentre as
temperaturas testadas, novamente a menor, 32°C, apresentou maior taxa de conversdo, maior
produtividade em etanol. O rendimento em etanol foi 0 mesmo para 32 e 37°C, engquanto que
para 40°C todos os parametros em etanol foram piores. O rendimento em xilitol e arabitol
aumentou quando a temperatura foi aumentada, levando seletividade a decair com esse
aumento.

Mesmo que linhagens como CAT-1 e BG-1 tenham perfis semelhantes quanto a
fermentacdo de glicose, com rendimentos superiores a de leveduras de panificagdo como
Itaiquara® e Fleishmann® (BASSO et al., 2008), em fermentacdo da xilose em processo SIF
elas apresentam resultados diferentes, sendo os resultados da BG-1 inferiores aos da CAT-1 e
da Itaiquara. A BG-1 possui talvez uma afinidade menor para essas pentoses que as outras

linhagens estudadas.
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Figura 25 SIFs de 65 g.L™ de xilose inicial com BG-1 em diferentes temperaturas: 32, 37 e 40°C,

pH inicial do meio 5,6, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com 10% de levedura e 20% de

IXI-Ch. (A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos formados.
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4.6 Selecdo das condigOes de operacdo do processo batelada SIF

Empregar leveduras que tenham alta afinidade pelo substrato, altas taxas de
conversao e produtividade, boa seletividade sdo requisitos basicos para a escolha do
microrganismo a ser utilizado no processo SIF. Considerar a prevaléncia da linhagem durante
0 processo também deve ser levado em conta, contudo, ao se empregar células imobilizadas
tem-se a vantagem de, aprisionando as células, diminuir riscos de contaminacao. As linhagens
CAT-1 e BG-1, selecionadas em unidades sucro-alcoleiras, apresentam diversas vantagens
sobre a levedura de panificagcdo quando se trata da fermentacdo de glicose, pois predominam
no meio fermentativo, prevenindo a dominancia de linhagens com caracteristicas indesejaveis
a fermentacdo, como baixo rendimento, baixa taxa de conversdo, formacdo de espuma e
coagulacoes.

E possivel notar diferencas nas trés linhagens avaliadas nos processos SIFs.
Entretanto, todas apresentaram a mesma tendéncia a 32°C, os parametros em etanol foram
sempre favorecidos e os de xilitol diminuidos (Figura 26).

Comparando-se entdo essas trés linhagens a 32°C é possivel notar pela Figura 26 e
com os dados da Tabela 15 que a produtividade e rendimento em etanol para as trés linhagens,
considerando-se os desvios padrdes das triplicatas, sdo iguais. Pela figura observa-se o
consumo mais lento do aclcar para a linhagem BG-1, enquanto a CAT-1 e a ltaiquara®
diferem apenas apds nove horas de ensaio, pois a CAT-1 demora um pouco mais para esgotar
totalmente o substrato. As concentracdes de Xilulose diferem muito pouco para os trés

ensaios, sendo praticamente zero em 9 horas.
Tabela 15 Parametros do processo da producéo de etanol (E) e xilitol (X) na SIF de xilose inicial

(Si) 65g.L™" com diferentes linhagens, a temperatura () 32°C, pH 5,6, 150 rpm, catalisada por

IXI-Ch e levedura coimobilizadas em alginato na proporcdo 20% e 10% respectivamente. T:

tempo, Y: rendimento, Pr : produtividade, V: viabilidade.

(=) T  Conversao Y E/Si Y X/Si PrE Pr X

Linhagem 8 ; 1p.- A Seletividade
M o0y (h) (%) (9.9%) (9.9%) (@L*hY)  (gL'hY)

ltaiquara® 32 11 94 035+006 0.15+004 206+036 0902022 231+0.15

Catl 32 9 90 0302002 010£002 2172017 071+0.12 3.06+0.24

BG-1 32 11 82 029+0.03 0.09+001 172+016 054+004 319x0.11
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Figura 26 Comparacdo das SIFs de 65 g.L™ de xilose inicial com Itaiquara® , CAT-1 e BG-1 a
32°C, pH inicial do meio 5,6, 150 rpm realizadas com biocatalisadores com 10% de levedura e
20% de 1XI-Ch. (A) Consumo dos substratos. (B) Principais produtos formados.
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A producdo de etanol tem taxa de produgéo similar nos trés ensaios, mostrando que
embora a BG-1 assimile mais lentamente a pentose ndo h& prejuizo quanto as produtividades
iniciais. O que acontece é que a ltaiquara® consome mais aclicar, porém néo a converte em
etanol com a mesma seletividade que a BG-1 e que a CAT-1. Provavelmente essa levedura
tenha metabolismo mais deficiente que as outras duas linhagens. O fato de que apenas uma
pequena parte da glicose consumida por leveduras entra na via das pentoses fosfato, leva a
crer que essa via seja pouco desenvolvida nesses microrganismos. Logo, se admitirmos que as
leveduras de panificacdo foram substituidas por linhagens selecionadas industriais que
alcancavam menores conversdes e menores rendimentos, podemos entender que menos agucar

ainda passaria pela via pentose fosfato nessas linhagens.

No estudo realizado por Moraes (2013) foi observado que a seletividade da linhagem
Itaiquara® era em certos pontos superior a seletividade da BG-1, e bastante superior a da
CAT-1. Seus resultados diferem dos apresentados neste trabalho e como diferenca
metodoldgica tem-se a fase de cultivo empregada para o processo. Neste trabalho, as células
foram cultivadas até a fase estacionaria do cultivo, enquanto Moraes (2013) utilizou células
em fase exponencial ainda. Como néo foi realizado nenhum teste controle para essa variavel,
podemos apenas propor que em fase estacionaria as células tenham metabolismo diferente e
por isso alcancem melhores seletividades. E interessante observar que a linhagem de
panificacdo encontra-se em fase estacionéria, pois é capaz de manter alta viabilidade por

longos periodos em prateleira.

Fica claro que ha necessidade de uma melhor comprensdo do metabolismo
fermentativo da xilose e da xilulose em Saccharomyces cerevisiae, bem como de selecdo de
linhagens que tenham afinidade por xilose ou xilulose. E interessante ressaltar que essas
linhagens sdo amplamente empregadas para a conversdao de glicose e ndo de xilose ou
xilulose. As linhagens como CAT-1, BG-1, PE-2, etc foram coletadas em dornas de
fermentacdo nas condicbes de fermentacdo de glicose e selecionadas, estudadas, e
caracterizadas em varios estudos. Logo, linhagens mais adaptadas para o processo SIF

precisam ser tambéem estudadas.

A predominancia da linhagem no processo estd diretamente relacionada com a
capacidade de consumo de substrato, impedindo assim a proliferacdo de outros
microrganismos. Dentre as trés linhagens estudadas a BG-1 apresenta conversao inferior as

outras, ndo alcancando 90% entre 9 e 11 horas. J& as outras duas linhagens apresentam
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conversées de 90% em 9 horas. A Itaquara® alcancou aproximadamente 95% em 11 horas de
processo SIF, mas CAT-1 alia boa conversdo com alta seletividade.

Em um estudo em processo continuo realizado por Silva (2013) os parametros
selecionados neste trabalho como concentracdo de enzima e levedura, pH e temperatura
puderam ser avaliados. A levedura que compunha o biocatalisador foi a de panificacdo
Itaquara® que além de ser obtida facilmente mostrou melhor conversdo e nenhum prejuizo
quanto a produtividade. O reator continuo foi operado por 7 dias com producdo de etanol em
concentracdes superiores a 20 g.L™" e aproximadamente 12 g.L™ de xilitol. Como obstaculos

ao prosseguimento do processo tiveram a contaminacgdo e consequente queda do pH.

Diversos estudos buscam encontrar condi¢cdes de processo, microrganismos que
possibilitem a utilizacdo da fracdo de pentoses dos materiais lignocelulésico. A Tabela 16
expde resumidamente alguns resultados importantes encontrados na literatura onde é possivel
observar que a conversdo desse agucar € lenta e tem como subproduto o xilitol. O controle de
pH é obstaculo recorrente nesse processo. Os resultados alcancados neste trabalho séo

bastante significativos quando comparados a esses publicados na literatura.
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Tabela 16. Comparacao de alguns processos que utilizam xilose para producéo de etanol.

Xilose
Concentracdo de s 3 Etanol Xilitol
Levedura €901¢  inicial Conversdo Tempo EfANy - 1 pH O 0BS: Ref
levedura (g.L ) (& L-l) (%) (h) (gL) (gL'h’) (g.L) (°c)

- 8 GONG et

Saccharomyces cerevisiae * 4x10 cel/mL 120 39 10 18 1.8 0.38 Nr 6 40 pH controlado al 1981
Saccharomyces cerevisiae YSC2, Inibicdo da Xl por YUAN et

2 4 1 . . 1,1 4 4

tipo Il (Sigma Aldrich) 00 39 6 0 > 0.55 0.39 18 » 3 xilitol al, 2012
. LASTICK et
Schizosaccharomyces pombe 3 60 100 48 21 0.43 0.35 8 5.7 35 pH controlado al 1989e
- SILVA et

Saccharomyces cerevisiae * 20 65 75,4 48 12 0.25 0.25 95 53 35 Queda no pH al 2012
schelfersomyces (Pehia) 12.9 50 84.5 24 12.3 0.28 0.24 1.9 6 Fermentagao CADETE et

stipitis UFMG-HMD-15.2 ’ ' ’ ’ ' ' ¢ al, 2012
Saccharomyces cerevisiae Fermentagao KATO et
MNS140XX ** 50 50 65.5 12 10.7 0.89 0.21 6 6.1 30 recombinate com | 201e2
XR, XDR e XK ** 2
Saccharomyces cerevisiae D.0=2 Microaeragao Hector et
VRH1114%%* Baixa concentragio 50 64 91 13.6 0.14 0.272 4.8 Recombinate com al 2013
Xl e XK *** !
Saccharomyces cerevisiae * 0.35+
= + =
(10%lev, 20%enz) 50 65 94 11 23 2.06 +0.36 0.06 10 56 32 Presente trabalho

* Saccharomyces cerevisiae: levedura de panificacao

nr — ndo reportado

**Linhagem diploide de Saccharomyces cerevisiae com expressao de xilose redutase(XR), xilitol desidrogenase (XDR) heteréloga de Scheffersomyces

(Pichia) stipitis, e superexpressdo de xiluloguinase(XK).

*** |_inhagem recombinante com xilose isomerase (X1) e xiluloguinase (XK) de Prevotella ruminicola. A linhagem passou por adaptacdo em xilose em

microaeracao.
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5 Conclusoes

Os resultados mostram que com o biocatalisador, coimobilizando enzima e levedura
juntamente com CaCOs, foi possivel manter-se constante o pH e dessa forma, foi possivel
melhorar a conversao de 86% em 46 horas para 96% em apenas 11 horas. Os parametros da
fermentacdo, conversdo, produtividade, seletividade e rendimento em etanol foram
aumentados. Com isso ainda, foi possivel estudar a influéncia das concentrac@es de levedura e
enzima nas SIFs de xilose. Os resultados obtidos confirmam que a produtividade e
rendimento em etanol aumentam com a concentracdo de levedura, enquanto que a seletividade
aumenta com a concentracdao de enzima. Os resultados foram muito promissores, indicando
viabilidade técnica de producdo de etanol a partir de xilose com o biocatalisador

desenvolvido.

A concentragédo enzima e levedura no biocatalisador selecionada foi 10% de levedura
em massa seca e 20% de enzima IXI-Ch. Essa composicéo escolhida apresentou parametros
semelhantes a composicdo 10% de levedura em massa seca e 10% de enzima IXI-Ch, contudo
a maior carga enzimatica favorece mais tempo de uso em processos continuos ou permite
reutilizagdo do biocatalisador em mais bateladas. O biocatalisador citado, em SIF a 35°C, pH
5,6, 150 rpm converteu em 11 horas 96% de 65 g.L™ de xilose, produzindo etanol com
rendimento de 0,35+ 0,02Qetanol-Oxilulose -, produtividade 2,07+0,17 g.L ™ h™" e seletividade 2,42+

0,01 com relacéo ao xilitol.

As fermentacdes de xilose e de xarope de xilulose tiveram resultados satisfatorios.
Em presenca de xilose pouco aglcar foi consumido, cerca de 17% em 48 horas, e como
produto principal tivemos o xilitol, seguido de etanol. A fermentacdo de xarope de xilulose
com xilose comprovou a afinidade da Saccharomyces cerevisiae por xilulose e ndo por xilose
e ainda esclareceu que, embora ndo seja esperado em condi¢des anaerobicas, a produgédo de
xilitol é proveniente da xilulose. Disponibilizar xilulose em altas concentragdes, 58 g.L™,

contrariamente ao esperado piorou a seletividade etanol/xilitol.

A variacdo do pH mostrou que aumentar o pH de 5,6 para 6,5 leva a diminuicao de
seletividade, produzindo mais xilitol e diminuindo o rendimento e a produtividade em etanol.
Com o estudo da temperatura pode-se concluir que o aumento da temperatura de 32 para 35 e
37°C em SIFs com levedura Itaiquara® ndo resulta em aumento de produtividade, nem de

rendimento em etanol, mas favorece o aumento desses parametros para o xilitol, levando a
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queda na seletividade etanol/xilitol. Portanto, neste trabalho, os resultados obtidos mostraram
que menores temperaturas e pHs, condi¢des desejadas para a operacdo industrial, favorecem a

seletividade em etanol sem prejudicar o rendimento e produtividade.

As linhagens avaliadas, CAT-1 e BG-1, também foram capazes de consumir a
xilulose isomerizada pela enzima, contudo em taxa de conversao mais lenta. Quando foi
avaliada a variagdo de temperatura elas se comportaram da mesma maneira que a Itaiquara,
piorando os parametros em etanol quanto maior era a temperatura. Tiveram alta viabilidade

celular, superior a 90% em 24 horas de ensaio, mesmo para 40°C.

A 32°C, as leveduras CAT-1 e Itaiquara apresentam produtividades 2,06+0,362 e
2,07+0,17 (g.L"'h™"), rendimentos 0,35+0,06 e 0,30+0,02 (g.g™") e conversdes 90% e 94%
semelhantes, mas CAT-1 apresenta mais alta seletividade 3.06 + 0.24 que Itaiquara 2.31+0.15

e parece ser a melhor opcdo para operacéo da SIF.

Tanto o screening por leveduras com maior afinidade pela xilulose e melhor
seletividade em etanol, assim como uma melhor compreensao do metabolismo desse acucar
por S. cerevisiae sdo fundamentais para o estabelecimento de um processo industrial baseado

no aproveitamento da fracdo hemicelulésica para a producéo de etanol.
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