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RESUMO

A presente dissertagao teve como objetivo obter linhagens etanologénicas robustas por
engenharia evolutiva para produg¢do de etanol de segunda geragao. As duas linhagens
utilizadas neste trabalho, Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238 e Zymomonas
mobilis UFPEDA 205, foram selecionadas em trabalho anterior por suas caracteristicas
de fermentacdo em meio de glicose, na presenca e/ou na auséncia de hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar. Para a evolugdo das duas linhagens,
foram realizadas transferéncias em tubos de ensaio contendo meios de fermentacao
com concentragées crescentes de hidrolisado, com a finalidade de aumentar a
tolerancia aos inibidores presentes no hidrolisado. O hidrolisado hemicelulésico foi
obtido por tratamento hidrotérmico (195°C, 10 minutos, 10% carga de sélidos) em um
reator descontinuo de 20 L (Regmed AU/E-20). Z. mobilis ndo cresceu em presenca de
hidrolisado com concentragcdo acima de 25 % (v/v). A populacdo procedente de S.
cerevisiae UFPEDA 1238 cresceu em meio com até 75% (v/v) de hidrolisado. Dessa
populacdo, foram isoladas 2 linhagens, L1 e L2. A linhagem L2 foi escolhida para
comparacdo com a linhagem parental por apresentar melhores resultados em
produtividade celular e produtividade de etanol em fermenta¢cées com o hidrolisado. As
fermentacdes foram realizadas em biorreator de bancada instrumentado de 2 L, com
pH, agitacdo e temperatura controlados em 5, 500 rpm e 35°C, respectivamente. Em
meio de fermentagdo com glicose, sem hidrolisado hemicelulésico, S. cerevisiae
UFPEDA 1238 e S. cerevisiae L2 apresentaram, respectivamente, rendimentos de
etanol iguais 2 0,37 g g € 0,38 g g e produtividades de etanol 2,42gL ' h'e1,75gL
"h™'. UFPEDA 1238 e L2, em meio de fermentacdo com glicose e hidrolisado, exibiram,
respectivamente, rendimentos de etanol iguais a 0,07 g g’ e 0,20 g g e produtividades
de etanol iguais @ 0,05 g L' h" e 0,16 g L h™'. Através de engenharia evolutiva, foi,
portanto, possivel se obter uma linhagem de S. cerevisiae que apresentou um melhor
desempenho fermentativo em hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar em

comparagdo com a linhagem parental.

Palavras-chave: bioetanol; inibidores; fermentacao
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ABSTRACT

The aim of this work was obtaining robust ethanologenic microorganisms by evolutionary
engineering for second generation ethanol production. The two strains used in this study,
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238 and Zymomonas mobilis UFPEDA 205, were
selected in previous work for their fermentation characteristics in glucose media, in the
presence and/or absence of sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate. For the
evolution of the two strains, aiming the increase of tolerance to inhibitors present in the
hydrolysate, transfers were made in test tubes containing fermentation media with
increasing concentrations of the hydrolysate. The hemicellulosic hydrolysate was
obtained by hydrothermal treatment (195 ° C, 10 min) in a 20 L batch reactor (Regmed
AU/E-20). Z. mobilis ZAP was not capable of growing in the presence of 25% (v/v)
hydrolysate concentration. The population originating from S. cerevisiae UFPEDA 1238
grew in media containing up to 75% (v/v) hydrolysate. From this population, two strains,
L1 and L2, were isolated. L2 was chosen for comparison with the parental strain for
showing best results in cell productivity and yield of ethanol after fermentation in
hydrolysate. The fermentations were carried out in an instrumented 2 L bioreactor, with
pH, agitation and temperature controlled at 5, 500 rpm and 35 °C, respectively. In
glucose medium without hydrolysate, S. cerevisiae UFPEDA 1238 and S. cerevisiae L2
showed, respectively, ethanol yields of 0.37 g g’ and 0.38 g g' and ethanol
productivities of 2.42 gL' h™" and 1.75 g L h™". In glucose medium with hemicellulosic
hydrolyzed, UFPEDA 1238 and L2 exhibited, respectively, ethanol yields of 0.07 g g
and 0.20 g g and ethanol productivities of 0.05 g L h™ and 0.16 g L h™". Through
evolutionary engineering it was thus possible to obtain a strain of S. cerevisiae with
better fermentation performance in sugarcane bagasse hydrolyzate compared to the

parental strain.

Key-words: bioethanol; inhibitors; fermentation
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1. INTRODUCAO

A partir da década de 80, a crise do petréleo gerou uma intensa preocupacao
em como encontrar recursos energéticos renovaveis capazes de substituir os atuais
produtos oriundos de fontes petroliferas. Diante da consciéncia atual de que os
combustiveis fésseis irdo se esgotar, faz-se necessaria a busca de substitutos para
esses combustiveis, que sejam menos impactantes para 0 meio ambiente, e nada
mais racional do que produzi-los a partir de matéria organica renovavel, ou seja,
biomassa, sendo o etanol atualmente a melhor op¢cdo de combustivel automotivo
(BNDES & CGEE, 2008).

Dentro do contexto da produgdo de etanol lignoceluldsico (etanol de 22
geragado), um conceito emergente esta sendo desenvolvido, trata-se da
“pbiorrefinaria”, referente a conversdo da biomassa de diversas fontes em uma
diversidade de produtos como energia, biomateriais e produtos quimicos (OCTAVE &
THOMAS, 2009). Grande parte das pesquisas em biorrefinaria esta focada,
atualmente, na area de producao de energia, destacando assim a importancia dos
biocombustiveis e dentre eles o etanol de 22 geracao (CGEE, 2010).

Materiais lignocelulésicos contém até 70% de hidratos de carbono (como
celulose e hemicelulose). No entanto, devido a estreita associacdo da celulose e
hemicelulose com a lignina na parede celular dos vegetais, um pré-tratamento é
necessario para tornar a celulose disponivel para hidrélise enzimatica e posterior
fermentacdo. Durante o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, além de
acucares, uma ampla gama de compostos sdao formados e liberados, e muitos
desses componentes inibem o crescimento de micro-organismos e a capacidade de
fermentacdo do hidrolisado obtido. Os principais compostos toxicos citados na
literatura incluem hidroximetilfurfural, furfural, acido acético, varios compostos
aromaticos e compostos fendlicos (acido ferulico, acido p-cumarico, siringaldeido,
vanilina, entre outros) (MUSSATTO et al., 2004).

Para a producao comercial de etanol a partir de hidrolisados lignocelulésicos,
faz-se necessario o uso de linhagens de micro-organismos capazes de fermentar
hexoses e pentoses com altos rendimento e produtividade de etanol, como também
que apresentem tolerancia aos inibidores formados durante o pré-tratamento da



matéria-prima ou formados durante a fermentagéo (TIAN et al., 2009,2011; ALMEIDA
et al., 2008).

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia da obtencdo de micro-

organismos robustos, capazes de serem utilizados em hidrolisados, originados de
matéria-prima de baixo custo, tais como o bagaco de cana-de-aglcar, sem uma
prévia destoxificacdo dos mesmos. A Engenharia Evolutiva € uma estratégia que
busca o melhoramento de micro-organismos, fundamentando-se no principio da
variagao e selecao natural. Trata-se de uma alternativa, podendo até complementar
a Engenharia Metabdlica, na procura de fendtipos com caracteristicas desejadas
através da manutencdo de micro-organismos em ambientes com uma ou mais
pressoes seletivas (SAUER, 2001).
Em trabalho realizado anteriormente por Sa (2012), foi comparada a producao de
etanol entre 10 linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae e entre 10
linhagens de Zymomonas mobilis, pertencentes a Colecdo de Culturas de Micro-
organismos do Departamento de Antibidticos da UFPE. Entre as linhagens da
levedura e da bactéria, foi possivel selecionar duas linhagens, uma de cada grupo,
qgue se destacaram por suas caracteristicas de fermentabilidade em meio de glicose,
na presenca e/ou na auséncia de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar. As
linhagens selecionadas, S. cerevisiae UFPEDA1238 e Z mobilis UFPEDA 205,
apresentaram ainda forte inibicdo do crescimento na presenca de hidrolisado
hemiceluldsico.

Na presente pesquisa, o objetivo foi o melhoramento das linhagens S.
cerevisiae UFPEDA1238 e Z mobilis UFPEDA 205, através de engenharia evolutiva,
para obtencdo de linhagens mais tolerantes aos inibidores presentes em
hidrolisados de bagaco de cana-de-acucar e, com isto, dar-se continuidade aos
trabalhos previamente desenvolvidos no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos
do Departamento de Antibi6ticos da UFPE.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desta proposta foi, por meio de engenharia evolutiva, obter
um micro-organismo robusto para aplicacdo na producdo de etanol de segunda
geracao.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter os parametros fermentativos da linhagem S. cerevisiae UFPEDA 1238
por meio de fermentacdo com reciclo de células em meio a base de glicose,
sem e com hidrolisado de bagaco de cana-de-agulcar;

e Evoluir S. cerevisiae UFPEDA1238 e Z mobilis UFPEDA 205 por meio de
pressdo seletiva, em meios contendo hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar em concentragdes crescentes;

e Comparar as linhagens evoluida e parental através de experimentos em

meios sem e com hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Matriz Energética

A demanda energética no mundo indica o acréscimo de 1,7% ao ano de barris
de petréleo entre 2000 a 2030, quando alcancara o consumo de 15,3 bilhdes de
toneladas equivalentes de petréleo por ano. Se nao houver uma mudangca na matriz
energética mundial, os combustiveis fosseis corresponderdao a 90% deste aumento.
No entanto, as reservas mundiais comprovadas de petréleo permitem suprir a
demanda mundial por cerca de 40 anos, se forem mantidos os atuais niveis de
consumo. E claro que tanto as reservas quanto o consumo incrementardo, mas se
antevé que as reservas crescerdao menos durante esse periodo. A Figura 3.1 ilustra
as variacoes das projecdes da producao de petréleo desde um decaimento imediato
até acréscimos significativos de produgcdo nos préximos anos (EMBRAPA, 2006;
CNI, 2007).
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Figura 3.1: Projecao da producao de petroleo. Fonte: CNI, 2007.

Observa-se que a matriz energética mundial € profundamente voltada para as
fontes de origem féssil, com participacado global de 80%, sendo 36% de petroleo,
23% de carvao e 21% de gas natural (Tabela 3.1). O Brasil se destaca dentre as

economias industrializadas pela elevada participacdao de fontes renovaveis em sua



matriz energética, cerca de trés vezes maior que a média mundial (EMBRAPA, 2006;
TOLMASQUIM et al., 2007).

Tabela 3.1: Composicao da matriz energética no Mundo e

no Brasil.
Fonte Mundo Brasil
(%) (%)
Petréleo 35,3 43,1
Carvao mineral 23,2 6,0
Gas natural 21,1 7,5
Biomassa tradicional 9,5 8,5
Nuclear 6,5 1,8
Hidrelétrica 2,2 14,0
Biomassa moderna 1,7 23,0
Outras renovaveis 0,5 0,1

Fonte: EMBRAPA (Plano Nacional de Agroenergia, 2006-2011).

Dados do balango energético nacional (Figura 3.2) indicam que a participacao

de renovaveis na Matriz Energética Brasileira permaneceu entre as mais elevadas
do mundo (EPE, 2012).
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Figura 3.2: Participacao de renovaveis e nao renovaveis na matriz
energética Mundial e Brasileira em 2011 e 2012. Fonte: EPE, 2012.



A energia por meio da agricultura no Brasil procede de quatro fontes de
biomassa: as derivadas de cultivos ricos em carboidratos ou amilaceos, que geram o
etanol; as procedidas de lipidios vegetais e animais, que geram o biodiesel; a
madeira, que pode gerar o metanol, briquetes ou carvao vegetal; e os residuos e
dejetos da agropecuéria e da agroindustria que podem gerar calor e energia elétrica.
Em todas elas o Brasil tem vantagens comparativas na producdo e pode criar
vantagens competitivas para ser lider mundial no biomercado € no mercado
internacional de energia renovavel (EMBRAPA, 2006).

Nas proximas décadas, a biomassa deverd ser base da energia renovavel e
insumo para a industria quimica. Especialistas acreditam que ela movimentara o
maior volume de recursos das transacdes agricolas internacionais, a partir de 2050.
(EMBRAPA, 2006).

Projecdes da Agéncia Internacional de Energia indicam que a participacao da
biomassa na geracdo mundial de eletricidade devera passar de 10TWh, em 1995,
para 27TWh, em 2020(EIA,2012).

Os residuos da producdo sucroalcooleira que podem ser utilizados na
producéo de eletricidade via cogeracao sao o bagaco, a palhada e os ponteiros da
cana, além do vinhoto das destilarias de alcool. Do total da energia contida na cana,
o alcool responde por cerca de um terco. O restante é distribuido entre o bagaco, os
ponteiros e a palhada (EMBRAPA, 2006).

Alternativamente a cogeracao, o bagaco ainda pode ser usado fora das usinas
e destilarias, como racdo animal, na fabricacdo de papel, na fabricacdo de
elementos estruturais e até na producdo de alcool combustivel adicional, por
hidrélise. Na verdade, tecnologias de producao de etanol a partir da hidrélise do
bagaco estdo em desenvolvimento e poderao atingir estagio comercial em 10 a 15
anos. Consequentemente, passa a ser importante a oportunidade do aproveitamento
do bagago, em virtude das multiplas alternativas disponiveis (EMBRAPA, 2006).

3.2. O Etanol

O PROALCOOL (Programa Nacional do Alcool) foi um programa
governamental, instituido na década de 70, que teve originalmente como obijetivo a
producdo de um combustivel alternativo aos derivados de petréleo (MOREIRA &



GOLDEMBERG, 1999). A crise do petréleo e os baixos pregcos do acgucar
conduziram o Brasil a uma nova estratégia, iniciando uma politica para substituicao
da gasolina com alcool de cana-de-agucar. O programa contou com a participacao
de diversas adesbes tais como grupos politicos, grupos militares, destilarias,
produtores de cana, pesquisadores e a midia. A partir desse momento, o etanol
passou a ter uma importancia maior no cenario socioeconémico do Pais (SOCCOL
et al.,2005).

No Brasil, existe o etanol hidratado, com 5% de agua, que abastece os
automoveis flex fuel, e o etanol anidro, com 0,5% de agua, misturado na gasolina
numa proporgédo de 20% a 25%. O etanol polui menos o ar do que os derivados do
petréleo porque é um combustivel mais limpo (ndo contém certos poluentes, como o
benzeno, que sao prejudiciais a saude e ao meio ambiente). Além disso, a sua
gueima € mais completa, reduzindo a quantidade de poluentes na atmosfera. No
Brasil, a cana-de-agucar ndo compete com os alimentos e ainda tem um enorme
potencial para produzir muito mais etanol e bioeletricidade por area cultivada, com o
pleno aproveitamento do bagaco e da palha da cana, o que deve ocorrer nos
préximos anos (UNICA, 2007).

O etanol pode ser produzido a partir de diferentes tipos de matérias-primas.
Essas sdo classificadas em trés categorias em funcdo da sua estrutura e
complexidade molecular: matérias-primas agucaradas (por exemplo: cana-de-agucar,
beterraba acucareira, sorgo sacarino), materias-primas amilaceas (por exemplo:
milho, trigo, arroz, batata e mandioca) e matérias-primas lignocelulésicas (madeira,
palha e bagaco de cana, sabugo e palha de milho, palha de trigo). Em relacao aos
materiais lignocelulésicos, estes podem ser ainda classificados em quatro grupos
baseados no tipo da fonte da matéria-prima em: residuos florestais, residuos soélidos
urbanos, residuos de papel e residuos de colheita (BALAT, 2011).

3.3 Composicao dos Materiais Lignoceluldsicos

O bagaco, como outros materiais lignocelulésicos, possui trés componentes
principais: celulose, hemicelulose e lignina, que, devido a sua natureza recalcitrante,
nao podem ser facilmente separados em componentes prontamente utilizaveis.

Sendo assim, a producao de bioetanol de segunda geragdo envolve geralmente



quatro etapas: pré-tratamento, para tornar a celulose acessivel; hidrélise com a
adicdo de enzimas ou um catalisador acido para liberar os agucares monomeéricos;
fermentacao para converter acucares em etanol e, finalmente, a destilacao, para
recuperacao do produto (MARGEOQOT et al., 2009).

A biomassa vegetal € composta majoritariamente de celulose, hemicelulose, e
lignina, juntamente com pequenas quantidades de pectina, proteina, extrativos
(materiais soluveis nao estruturais, tais como acgucares nao estruturais,
materiaisnitrogenados, clorofila e ceras) e cinzas. A celulose é o principal
componente estrutural da parede celular dos vegetais, sendo encontrada como uma
estrutura fibrosa organizada. Como também é um dos compostos organicos mais
abundantes na biosfera (KUMAR et al.,2009).

3.3.1 Celulose

A estrutura da fibrila de celulose é mostrada na Figura 3.3. Este polimero linear
consiste em subunidades de B-D-glicoses ligadas entre si por ligacées glicosidicas
B- (1,4) carbono-carbono e por ligagcdes de hidrogénio intramoleculares (ligacoes
entre unidades de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades
de glicose de moléculas adjacentes). As ligacdes intermoleculares sdo responsaveis
pela rigidez; e as ligacoes intramoleculares sao responsaveis pela formacado de
fibrilas, estruturas altamente ordenadas que se agregam paralelamente formando as
fibras de celulose. As fibrilas apresentam tanto regides com elevado grau de
cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estdo firmemente ligadas em
paralelo, até regides com menor grau de ordenacao, chamadas de regides amorfas.
Na regidao cristalina, as fibras apresentam maior resisténcia a tracdo, ao
alongamento e a solvatacdo (absorcdo de solvente) que na regido amorfa, onde a
fibra possui sua maior flexibilidade. A celulose cristalina compreende a maior
propor¢ao da celulose, enquanto que apenas uma pequena porcentagem abrange a
celulose amorfa. A celulose é mais suscetivel a degradacao enzimatica em sua

forma amorfa.



Fibrila de celulose

Regiio

Figura 3.3: Estrutura da fibrila de celulose.
Modificado de Silva et al. (2009).

3.3.2 Hemicelulose

A fracdo hemicelulésica, apresentada na Figura 3.4, consiste em cadeias
ramificadas de acucares, cujas unidades incluem principalmente aldopentoses,
como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose. E
constituida ainda por acidos B-D-glucurbnico, D-4-O-metilglucurbnico e B-D-
galacturéanico, e deoxiexoses (KUMAR et al.,2009). Em contraste com a celulose, os

polimeros presentes em hemiceluloses sao facilmente hidrolisaveis.

Figura 3.4: Representacdo esquematica da hemicelulose (SANTOS et al., 2012).

3.3.3 Lignina

A lignina é uma estrutura molecular complexa, contendo polimeros de
monémeros fendlicos (Figura 3.5). Ela esta presente na parede celular primaria,

dando suporte estrutural, impermeabilizacao e resisténcia contra ataque microbiano.
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A estrutura da lignina apresenta forma tridimensional e é formada por
unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas por
ligacbes do tipo éter e que estabelecem ligacbes cruzadas entre si. Esta
macromolécula é formada pela polimerizacao de trés diferentes mondémeros: alcool
cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 3.6). Em geral, plantas
herbaceas, como gramineas tém o menor conteudo de lignina, enquanto coniferas

tem o conteudo mais alto de lignina (KUMAR et al., 2009).
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Figura 3.5: Estrutura proposta para lignina de madeira do Eucalyptus
grandis (PILO-VELOSO et al., 1993).
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Figura 3.6: Alcoois precursores das unidades fenilpropandides
guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H). (BARBOSA et al., 2008)

A lignina pode ser encontrada em maior quantidade na camada S2 da parede
secundaria, especialmente nas fibras, nos vasos e traqueideos do xilema,
fornecendo-os rigidez, suporte mecanico, impermeabilidade, consentindo o
transporte de agua e solutos. Também é encontrada, em menor quantidade, na
periderme integrada a suberina onde atua como um obstaculo contra patégenos
(STUDART-GUIMARAES et al., 2003).

3.4. Inibidores da Fermentacao presentes em Hidrolisados Lignoceluldsicos

O pré-tratamento é uma operacao unitaria chave para o sucesso da conversao
de materiais lignocelulésicos para etanol. O principal papel dessa etapa é diminuir a
interagc&o entre os principais componentes da parede celular tornando-os suscetiveis
a sacarificacao e a fermentacao (SOCCOL et al., 2010) . Durante as etapas de pré-
tratamento e de hidrélise, diferentes compostos, com carater inibidor para micro-
organismos etanologénicos, sao formados e/ou liberados (Figura 3.7). Esses
inibidores sdo geralmente divididos de acordo com os seus grupos funcionais como

acidos fracos, furanos e compostos fendlicos (PALMQVIST et al., 2000b).
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Figura 3.7: Compostos formados durante as etapas de pré-tratamento e
hidrélise de materiais lignocelulésicos. Modificado de Palmqvist et al.(2000b)

O Acido acético é o principal &cido alifatico presente no hidrolisado
hemiceluldsico, liberado a partir da estrutura da hemicelulose quando os materiais
lignocelulésicos sdo submetidos a algum processo de hidrélise. O acido férmico é
formado quando tanto o furfural quanto o hidroximetilfurfural sdo degradados.
Compostos fendlicos incluem &cidos, &lcoois, aldeidos e cetonas. Acido fertlico e
siringaldeido sao alguns dos diversos compostos aromaticos liberados durante o
processo de hidrélise, devido a degradacéao parcial da lignina.

A natureza e concentracdo destes compostos inibitérios dependem do tipo de
matéria-prima (conteludo percentual de celulose, hemicelulose e lignina), do pré-
tratamento utilizado, das condicdes do processo (temperatura e tempo de reacdo) e
do emprego ou nao de catalisadores acidos (TAHERZADEH, 1999).Tais compostos

foram identificados e quantificados em diferentes tipos de hidrolisados (Tabela 3.2),



Tabela 3.2: Inibidores presentes em diversas fontes de matérias-primas apés o
tratamento para liberacao da celulose presente no material lignocelulésico.

Material Tratamento Inibidores (g L) Referéncia
lignoceluldésico
Bagaco de Hidrélise Furanos: 1,89 Chandel et al.,
cana-de- acida Fendlicos: 2,75 2007
acucar Acido acético: 5,45

Hidrolise Furfural: 0,15 + 0,02 Nigam, 2001
Palha de arroz 4cida Acido acético: 2,70 + 0,33

Hidrolise Acido acético: 1,48 Cao et al., 2009
Palha de milho acida Furanos: 0,56

Fendlicos: 0,08

Termoquimic

Fenolicos: 0,44+ 0,05

Alriksson et al.,

13

o com Aacido Furfural: 1,0 2011
sulfdrico HMF: 3,3 £ 0,2
Abeto diluido Acido acético: 5,0 + 0,4
Acido levulinico: 0,2 + 1
Acido férmico: 0,7 + 0,1
Hidroélise Furfural: 0,26 Villarreal et al.,
Eucalyptus acida 5-HMF: 0,07 2006
globulus Acido acético: 3,41
Fendlicos: 2,23
Acido Furfural: 1,54 + 0,04 Chandel et al.,
sulfarico Fendlicos: 2,01+ 0,08 2011
Saccharum d!Iijq,
spontaneum h',dr.o X'dq ,de
sédio diluido
e amonia
aquosa

3.5. Efeito dos Inibidores sobre os Micro-organismos

Diversos trabalhos foram publicados objetivando estudar os efeitos dos
inibidores em micro-organismos e as consequéncias no desempenho da
fermentacdo. Muitos desses trabalhos utilizaram tanto micro-organismos selvagens,
conhecidos pela eficiente capacidade fermentativa, como Saccharomyces cerevisiae
e Zymomonas mobilis, bem como micro-organismos engenheirados, que também
podem assimilar xilose, incluindo aqui linhagens modificadas de organismos ja
estabelecidos, como os anterioremente citados, e Escherichia coli (JEFFRIES et al.,
1999; ZALDIVAR et al., 2001; DIEN et al., 2003 ; MARTIN et al., 2007).

O 4&cido acético € um 4&cido fraco gerado a partir da desacetilacdo da
hemicelulose durante o pré-tratamento (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000;
KLINKE et al, 2004;. ALMEIDA et al, 2007). E sabido que o mesmo pode inibir o
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crescimento microbiano e por isso tem sido utilizado como um agente antimicrobiano
para as industrias alimentares e de bebidas. O &cido acético esta presente em
concentracdes variadas, em todos os tipos de biomassa, por exemplo, na palha de
milho e no alamo pode conter de 5,6% a 3,6% de acetila (- COCHj3), em massa,
respectivamente (LU et al., 2009).

Taherzadeh e colaboradores, em 1997, observaram que o crescimento de
S.cerevisiae em anaerobiose, utilizando 50 g L™ de glicose, foi determinado como
uma funcdo do pH e da concentracdo de acido acético adicionada ao meio,
indicando que a quantidade de acido acético, na forma ndo dissociada, ndo deve
exceder de 5 g L™ no meio para o crescimento ocorrer. No entanto, na concentragéo
de 3,3 g L' de &cido acético, na forma nao dissociada, houve uma producdo de
etanol 20% mais elevada em relacdo ao meio sem adicao de acido acético. Também
houve uma reducéo no rendimento em biomassa 45% e em glicerol 33%.

Entre os aldeidos, a literatura cita que o furfural comprometeu a velocidade de
producdo de etanol e o crescimento da levedura S. cerevisiae, enquanto o
hidroximetilfurfural e a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) afetou apenas a
velocidade de produgéo de etanol (KLINKE et al., 2004).

O crescimento da levedura S. cerevisiae foi retardado em concentragdes de
10,30 e 60 mM de HMF e/ou furfural sobre condigbes controladas (LIU et al., 2004;
LIU et al., 2011). Os produtos da conversao do furfural o (FM) e do HMF o (FDM)
contém os aneis de furanos com a composicao de CsHeO. e CgHgOs,
respectivamente, e, quando detectado por analise em HPLC, durante o processo de
conversdao dos inibidores, esses elementos furanos permaneceram intactos e
persistiram no meio até o final da fermentacao. A presenca de FM e FDM nao afetou
o crescimento da levedura e o rendimento em etanol. Aparentemente, o grupo
funcional aldeido no furfural e no HMF é toxico para a levedura, entretanto o anel
furano ndo é tdxico ou a associagcdo deste com grupo funcional alcool.
Aparentemente, uma reducao do grupo funcional aldeido € um mecanismo envolvido
na destoxificagéo in situ do furfural e do HMF (LIU, 2011).

Um derivado fendlico muito abundante nos hidrolisados é o &acido 4-
hidroxibenzdico, originado na ruptura das ligacbes éster que unem 0S grupos
hidroxilas dos alcoois cinamicos da lignina (TAHERZADEH, 1999). Os furanos e
fendis inibiram o crescimento celular e a velocidade de producao de etanol, mas nao
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influenciaram no rendimento de etanol em S. cerevisiae e Z.mobilis (DELGENES et
al.,1996; PALMQVIST et al., 1999).

Monémeros fendlicos foram quantificados em hidrolisado lignocelulésico de
alamo e a maioria dos compostos inibiu a fermentacdo, no entanto, o grau de
inibicdo dependeu fortemente dos grupos funcionais ligados ao anel benzeno. O
autor, através dos resultados obtidos dos parametros da fermentagcao, estimou um
valor inibitério para cada grupo funcional sendo os grupos funcionais CH=CH e CHO
0S que possuiam o grau de inibicao mais elevado (ANDO et al., 1986).

Inibidores podem, também, aumentar o estresse ambiental devido ao
decréscimo da atividade de agua. Inibicao por alto conteudo de sais, metais pesado
ou alcalis presentes em muitos substratos como, por exemplo, hidrolisados
lignocelulésicos e melaco, podem inibir o processo de fermentacdo. Esta alta
concentracado de sais resulta em alto stress osmético na cultura e para diminuir essa
condicao a levedura ou outro micro-organismo tenta reduzir esse efeito produzindo
glicerol (STOUTENBURG et al.,2011).

3.6. Mecanismo de Acao dos Inibidores

Os inibidores geralmente atuam de diversos modos (Figura 3.8). Entre os seus
efeitos, pode-se incluir o comprometimento da membrana celular, inibicdo de
enzimas essenciais, interacao negativa com o DNA ou RNA, entre outros (MILLS et
al., 2009).

Os acidos organicos fracos tem demonstrado a capacidade de reduzir o “pool”
intracelular de alguns aminoacidos como glutamato, aspartato, lisina, arginina,

glutamina e metionina (MILLS et al., 2009).
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Figura 3.8: Modos de atuacdo dos inibidores nos micro-organismos durante a
fermentacao. Modificado de Hasunuma & Kondo (2012).

O mecanismo sugerido para esclarecer o efeito inibitério dos acidos alifaticos
encontrado no hidrolisado é a chamada teoria do desacoplamento. Conforme essa
teoria o efeito toxico depende do pKa dos acidos e do pH do meio. Como apenas a
forma ndo dissociada penetra na célula por difusdo, quando internamente é
dissociada devido ao maior pH intracelular, provoca uma diminuigdo do pH interno.
Essa diminuicdo deve ser compensada por uma ATPase de membrana que bombeia
protons para fora da célula gastando ATP. Esse consumo do ATP reduz a
disponibilidade do mesmo para a formacdo de biomassa celular, restringindo o
crescimento do micro-organismo. O outro mecanismo proposto seria a acumulacao
intracelular de anions. De acordo com essa teoria, enquanto os protons sao
excretados os anions sao capturados pela célula ocorrendo um acumulo dos
mesmos internamente, sendo a inibicdo causada pela toxicidade do &anion.
(PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000b; KLINKE et al., 2004; ALMEIDA et al.,
2007).
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Os furanos e fenois causam diversos efeitos na estrutura celular dos micro-
organismos durante a fermentacao, devido a essas mudancgas, precaucao deve ser
tomada quando o crescimento do mesmo é monitorado por densidade éptica, pois
os inibidores podem induzir mudancas na morfologia das células (KLINKE et al.,
2004).

Pesquisas atuais indicam que a destoxificacdo de inibidores do grupo de
aldeidos (Figura 3.9) esta atribuida a multiplas enzimas envolvidas em atividades de
reducao acopladas com os cofatores nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) e /ou nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (LIU, 2011; LIU et al.,
2009)
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Figura 3.9: Vias de conversdao de 2-furaldeido (furfural) e 5-(hidroximetil)-2-
furaldeido. Modificado de Liu et al. (2009).

Furfural tem sido caracterizado como aceptor de elétrons e a escassez de
NADH foi observada na presenca de furfural. Parece que a reducédo de furfural
compete por NADH e interfere com a glicélise durante a regeneracdo do NAD™.
Como resultado, furfural pode causar acumulagédo de acetaldeido, resultando em um
atraso da producdo de acetato e etanol. Reducdo da tolerancia ao furfural foi
observada por delecao seletiva de genes mutantes na rota metabdlica da pentose
fosfato. Estas observacoes sugerem evidéncia indireta do potencial de reacdes
NADPH-dependentes envolvidas na via metabdlica da pentose-fosfato (GORSICH et
al., 2006; LIU, 2011).

E proposta na literatura a ocorréncia de biotransformagdes dos compostos
inibidores, mais precisamente o HMF e o furfural para substancias menos téxicas ou
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inertes ao micro-organismo, durante a permanéncia do mesmo em hidrolisados
lignocelulésicos (PETERSSON et al., 2006; LAADAN et al ., 2008; ALMEIDA et
al.,2008; LIU ,2011). Recentemente, um produto da conversdo metabdlica do HMF
foi isolado e identificado como furano-2,5 dimetanol (FDM), também denominado
2,5-bis-hidroximetilfurano, assim como para o furfural o composto encontrado
relacionado ao mesmo foi o furano-metanol (FM), também conhecido por élcool
fufurilico (LIU et al 2004; LIU et al 2011).

Diante dos problemas anteriormente citados, diversos trabalhos foram
realizados objetivando a obtencao de micro-organismos tolerantes aos inibidores
presentes no hidrolisado lignoceluldsico (LARSSON et al., 2001; MARTIN et al.,
2007; TIAN et al., 2011).

3.7. Micro-organismos para a Producao de Etanol

A cana-de-acucar coletada no canavial carrega naturalmente varios géneros de
leveduras, como exemplo, Saccharomyces, Torulae e Pichia. As leveduras
habitantes naturais do caldo sao potencialmente candidatas a dominarem as dornas
de producao de etanol (ANDRIETTA et al., 2006).

A incidéncia de leveduras ndo Saccharomyces nos processo de producao de
aguardente € comum, uma vez que nem sempre 0s teores alcodlicos nesse tipo de
fermentacdo é tdo alto ao ponto de selecionar apenas linhagens do género
Saccharomyces; ja no caso da fermentagcao para obtencao do etanol combustivel, a
permanéncia de uma linhagem nao Saccharomyces em condicbes normais do
processo, é dificil, uma vez que os teores alcodlicos nas dornas desse processo nao
permitem a sobrevivéncia de linhagens nao Saccharomyces que nao toleram altos
niveis de etanol (ANDRIETTA et al., 2006; DING et al., 2009; BAl et al., 2008).

As leveduras industriais resultam do isolamento de variantes obtidas durante a
operacao de destilarias e ndo apresentam marcas genéticas de auxotrofia. As
mutacdes resultantes de estresse sdo as principais responsaveis pela
heterogeneidade de uma populagdo de levedura industrial. Durante a fermentagao
alcodlica, as células de leveduras sao submetidas a diversas condicoes de estresse

e, desta maneira, precisam desenvolver mecanismos moleculares de resisténcia a
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estas situacbes adversas (ANDRIETTA et al., 2006; DING et al., 2009; BAI et al.,
2008).

A década de 70 foi caracterizada por apresentar diversos esfor¢cos no sentido
de melhorar e buscar novas fontes para a producdo de etanol. Dentro desta
totalidade, a bactéria Zymomonas mobilis mostrou-se um micro-organismo promissor
para a conversao da glicose em etanol. No entanto, a presenca de subprodutos
formados a partir da fermentacdo da sacarose, tais como levana e sorbitol,
causavam baixo rendimento em etanol, como consequéncia disso o uso dessa
bactéria em destilarias ndo prosperou como esperado (ERNANDES, 2006).

Micro-organismos para a fermentagdo de etanol podem ser melhores
caracterizados em termos de desempenho em relagdo aos seus parametros e/ou
outros requisitos tais como a compatibilidade com produtos, processos e
equipamento. Os principais parametros de desempenho de fermentacédo sdo: a faixa
de temperatura, faixa de pH, a tolerdncia ao alcool, taxa de crescimento, a
produtividade, tolerancia osmoética, a especificidade, rendimento, a estabilidade
genética, e a tolerancia a inibidores (DIEN et al., 2003). Caracteristicas consideradas
necessarias para um micro-organismo industrialmente adequado estdo resumidas
na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Caracteristicas importantes em micro-organismos para a produgéo
de etanol. Modificado de Dien et al. (2003).

Caracteristica Exigéncia

Rendimento em etanol >90% do tedrico
Produtividade de etanol >tgL'h’

Robustez e requerimento de fatores Meio com formulacdo barata

de crescimento simples

Habil para crescer em hidrolisado Resisténcia a inibidores
nao diluido

Meio de crescimento em condicdes | pH acido ou altas temperaturas
que retardam o surgimento de
contaminantes
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3.7.1. Saccharomyces cerevisiae

A fermentacdo alcodlica pela levedura S. cerevisiae inicia-se quando uma
hexose é transportada para o interior da célula e é degradada através da via
glicolitica (Figura 3.9) em duas moléculas de piruvato. Durante a glicolise, ha
producdo de 2 molécula de ATP e de duas moléculas de NADH, por molécula de
hexose. As enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase convertem o
piruvato em etanol e em diéxido de carbono e reoxidam 2 moléculas de NADH que
sao produzidas (BAIl et al., 2008; SNOEK, 2007; MADIGAN et al., 2010).

Do ponto de vista energético, a fermentagdo alcodlica fornece a levedura 2
moléculas de ATP por molécula de glicose degradada, ou, 14,6 Kcal (biologicamente
utilizavel) por mol de glicose fermentada. Do ponto de vista termodindmico, a
alteracdo de energia livre durante a degradacdo de um mol de glicose e a
consequente formacao de etanol e CO, é de -40 Kcal. A diferenca (25,4 Kcal) é
dissipada sob a forma de calor, traduzindo-se frequentemente no aumento de
temperatura ao longo do processo fermentativo (BAI et al.,, 2008; SNOEK, 2007;
MADIGAN et al., 2010).

A capacidade de S. cerevisiae fermentar aglcares € absolutamente vital para o
seu crescimento em condi¢coes anaerdbias. Essa levedura pertence ao grupo de
leveduras Crabtree positivas (resposta fermentativa sob condicdes de aerobiose e
de adicao de excesso de acucar), que produzem etanol para remover o0 excesso de
NADH produzido pelo aumento do fluxo de hexoses para o interior da célula. O fator
que contribui para que a fermentacao se realize em condi¢cdes de anaerobiose € 0
efeito Pasteur, que é definido como a inibicao do consumo de aclucares em
aerobiose. A fermentacdo ndo consegue competir eficientemente com a respiracao,
em termos de rendimento em ATP, conduzindo a uma diminuicdo da taxa de
fermentacao sob condi¢des aerdbias (BAI et al., 2008; SNOEK, 2007; MADIGAN et
al., 2010).
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3.7.2. Zymomonas mobilis

As bactérias da espécie Zymomonas mobilis sao bastonetes Gram-negativos,
que medem de 2 a 6 um de comprimento e de 1 a 1,5 ym de largura, apresentando
extremidades arredondadas ou ocasionalmente elipsoidais. Estas bactérias sao
frequentemente méveis, possuindo de 1 a 4 flagelos polares e nao formam cépsulas
e nem desenvolvem esporos. Podem ocorrer isoladamente ou, mais comumente,
aos pares e se reproduzem, na maioria dos casos, por divisdo binaria simples, cujas
colénias apresentam coloracao branca ou creme quando crescidas em temperaturas
em torno de 30°C. Zymomonas mobilis é anaerébia facultativa, ndo patogénica,
englobando apenas uma espécie, dividida em duas subespécies: Zymomonas
mobilis subespécie mobilis e Zymomonas mobilis subespécie pomacii (FALCAO DE
MORAIS, 1983; GONCALVES DE LIMA, 1968; SWINGS & DE LEY, 1977).

As linhagens de Zymomonas mobilis sao capazes de crescer na faixa de pH
variando entre 3,5 e 7,5, e embora muitas crescam a pH 3,5 e 4,0, tal como sucede
com as bactérias acéticas, que exibem habilidade para crescer em valores de pH
entre 4,0 e 4,5, estudos realizados com diferentes linhagens de Z mobilis,
provenientes de diversas partes do mundo, demonstraram que a faixa 6tima de pH
para o seu crescimento esta entre 5 e 7. A temperatura 6tima para o crescimento de
Z. mobilis encontra-se na faixa compreendida entre 25°C e 30°C, apesar de alguns
autores também terem encontrado cepas crescendo bem entre 35°C e 38°C ou com
crescimento limitado em temperaturas em torno de 40°C (SWINGS & DE LEY, 1977;
SCHMIDT et al., 1986; ERZINGER & VITOLO, 2006; GUNASEKARAN et al., 1986;
GONCALVES DE LIMA et al.,, 1970; SPRENGER, 1996). Seu tempo médio de
crescimento em meio liquido é de aproximadamente 12 a 24 horas, apds o qual se
observa grande densidade celular e a turvacdo do meio liquido com abundante
formagédo de gas. J& em meio sélido, as primeiras colénias aparecem, em média,
apos 48 horas (SWINGS, DE LEY, 1977).

Z. mobilis possui vias metabdlicas comparativamente simples, com poucas
ramificacbes laterais, e a auséncia de uma infinidade de vias metabdlicas
alternativas que comumente sdo encontradas em outros micro-organismos (VIIKARI
& GISLER, 1986). Z mobilis é alternativamente apontada como candidata
promissora para a producdo de etanol em larga escala, uma vez que apresenta

algumas vantagens em relagdo a fermentacdo de S. cerevisiae tais como taxas
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superiores de absorcao de glicose e de producdo de etanol, além de um maior
rendimento em etanol e maior tolerancia ao etanol (LEE et al, 1979; ROGERS et al,
1979; BEAVEN et al.,, 1989; SPRINGER, 1996). Estas vantagens devem-se,
sobretudo, a utilizagdo de uma versao anaerébia da via Entner-Doudoroff (Figura
3.11) comumente utilizada por micro-organismos estritamente aerdbios, que permite
a esta bactéria fermentar glicose a etanol cerca de trés a quatro vezes mais
rapidamente que a S. cerevisiae com produtividade de até 97% do valor teédrico
maximo (SPRINGER, 1996; BEAVEN et al., 1989; SWINGS & DE LEY, 1977).
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Figura 3.11: Vias metabodlicas de carboidratos em Z mobilis. Modificado de
Sprenger (1996).

A via de Entner-Doudoroff é utilizada por Z. mobilis exclusivamente para o

catabolismo da glicose, frutose ou sacarose, que séo as unicas fontes de carbono e
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de energia que suportam o crescimento desta bactéria (TOMA et al., 2003). No
entanto, esta mesma via produz apenas um mol de ATP por mol de glicose ou
frutose, o que faz com que Z. mobilis tenha que catabolizar o substrato a altas taxas
especificas de modo a obter energia suficiente para o seu crescimento, resultando
em baixos rendimentos em biomassa, uma vez que a maior parte do carbono
presente no substrato € incluida no produto catabdlico final: o etanol (SWINGS & DE
LEY, 1977; TOMA et al.,, 2003). Sendo assim, Z. mobilis possui mecanismos
adaptativos para suportar seu crescimento em concentracdes de etanol na faixa
entre 7% e 10%, através de mudancgas na composicdo de sua membrana lipidica,
impedindo sua dissolugdo e, em Uultimo caso, o extravasamento de material
intracelular (SWINGS & DE LEY, 1977; MICHEL & STARKA, 1986; SCHMIDT et al.,
1986).

Mas, se por um lado a utilizacdo de Z. mobilis oferece vantagens em relacao a
fermentacao de S. cerevisiae, por outro lado, a fermentagao, por esta bactéria, de
substratos ricos em sacarose acaba gerando subprodutos tais como a levana e o
sorbitol, diminuindo, deste modo, o rendimento em etanol (TOMA et al., 2003;
SPRINGER, 1996; ERNANDES & GARCIA-CRUZ, 2009). Mesmo assim, diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas de modo a aproveitar ao maximo o potencial
fermentativo de Z. mobilis, seja pelo desenvolvimento de linhagens mais tolerantes
ao etanol, seja pela obtencdo de linhagens capazes de fermentar carboidratos
lignocelulésicos que suportem a toxicidade natural dos hidrolisados de lignocelulose
ou pela obtencdo de linhagens com tolerancia a inibidores tais como furfural,
hidroximetilfurfural, acetato, dentre outros (JOACHIMSTHAL et al., 1998; (ROGERS
et al., 1997; RUANGLEK et al., 2006; MOHAGHEGHI & SCHELL, 2009; ROGERS et
al., 2007; ADEN & FOUST, 2009; GUTIERREZ-PADILLA & KARIM, 2005; YANG et
al, 2010). Tem-se também noticias de linhagens recombinantes, desenvolvidas para
degradacao pentoses como xilose ou arabinose, expandindo ainda mais o leque
substratos para a fermentacao desta bactéria (ZHANG et al., 1995; DEANDA et al.,
1996; MOHAGHEGHI et al., 2002; SEO et al., 2005; YANG et al., 2009).
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3.8. Desenvolvimento de Linhagens Robustas para Producao de Etanol de
Segunda Geracao

Manipulagbes genéticas de leveduras e bactérias tém sido realizadas ao longo
do tempo com o objetivo de alterar as caracteristicas genéticas da linhagem para
obtencdo de linhagens com propriedades desejaveis (SAUER, 2001; YANG et al.,
2007).

Entre as formas de manipulagbes genéticas, pode-se citar a engenharia
metabdlica, definida como a melhoria das atividades celulares através da
manipulacdo enzimatica e regulacao das funcdes da célula com o uso da tecnologia
de DNA recombinante, e a engenharia evolutiva, designada como o cultivo constante
de um organismo sob condicbes de estresse e selecdo de linhagens evoluidas
(SAUER, 2001; YANG et al., 2007).

Devido a enorme complexidade de interacdes dinamicas em sistemas
celulares, hd muitas vezes um impedimento pratico na aplicagdo de engenharia
metabdlica. Em contraste, a engenharia evolutiva segue a ‘engenharia’ da natureza
pelo principio de variagao e selecao (SAUER, 2001). Engenharia evolutiva baseia-se
em protocolos de selecao cuidadosamente projetados em relacdo ao meio e as
condicdes de cultivo, podendo ser realizado através de plagueamento, transferéncia
em frascos ou experimentos em quimiostato, para o desenvolvimento de cepas com
caracteristicas industriais de interesse (Figura 3.12) (HAHN-HAGERDAL et al.,
2005).

Evolucdo é a descendéncia, com modificacdes, de diferentes linhagens ao
longo das geragdes, a partir de ancestrais comuns. A variacdo nas caracteristicas
dos organismos de uma populacdo passa a existir por meio de mutagcao aleatéria
nas sequéncias de DNA (genes) que afetam tais caracteristicas. Adaptacdo é um
termo usado para designar caracteristicas que evoluiram em decorréncia da selecao
natural. Essa adaptacdo pode ser entendida como uma melhoria da capacidade
média dos membros da populagao de sobreviver e reproduzir no seu meio ambiente
(FUTUYMA, 2002).
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Figura 3.12: Principio da Engenharia evolutiva. Modificado de Hahn-
Hagerdal et al. (2005).

Estratégias fundamentadas na engenharia evolutiva sado atraentes porque
podem gerar linhagens melhoradas que, em curto prazo, podem ser usadas na
industria. Experimentos baseados em evolugao tém evidéncias de serem valiosos
tanto com ou sem a dependéncia da engenharia metabdlica para a geracdo de
novas linhagens com fenédtipos especificos, tais como resisténcia a diversos
estresses ou utilizagao eficiente de diversos substratos (BECKER & BOLES, 2003;
CAKAR et al., 2005, 2009; KUYPER et al., 2004; HAHN-HAGERDAL et al., 2005;
SONDEREGGER et al., 2003, 2004).

Micro-organismos que tém sido utilizados em experiéncias de evolugéo incluem
muitas bactérias e virus, bem como algas unicelulares e fungos. Estes organismos
sao bem adequados para tais experiéncias por muitas razoes praticas: sao faceis de
propagar e quantificar; se reproduzem rapidamente, o que permite fazer
experimentos por muitas geracdes; permitem seobtergrandes populacdées em um
curto espago de tempo, o que facilita a replicagdo experimental; pode ser

armazenado e mais tarde reativado, o que permite comparacao direta dos ancestrais
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com a linhagem evoluida; muitos micro-organismos reproduzem-se assexuadamente
e os clones resultantes aumentam a precisdo da replicacdao experimental; é facil de
manipular as variaveis ambientais, bem como a composicao genética das populacdes
fundadoras e existem abundantes dados moleculares e da gendémica de muitas
espécies, bem como técnicas precisas para suas analises e manipulacdo genética
(ELENA & LENSKI, 2003).

A maioria das experiéncias em evolugcao microbiana é conceitualmente simples.
Populacbées sdo estabelecidas (muitas vezes a partir de clones individuais), em
seguida, propagadas em um ambiente controlado e reprodutivel por muitas geracdes
(ELENA & LENSKI, 2003).

Uma amostra da populacédo ancestral pode ser armazenada indefinidamente, a
partir de varios pontos de tempo durante a experiéncia. Depois que uma populacao
foi propagada durante algum tempo, os genétipos ancestrais e a populacao derivada
podem ser comparados com respeito a qualquer melhoria de caracteristicas
genéticas ou fenotipica. Importante saber que a adaptacdo pode ser quantificada
medindo-se mudancas na aptiddo do organismo no ambiente experimental, em que,
nesse caso, aptiddo reflete a capacidade para deixar descendentes (ELENA &
LENSKI, 2003).

As leveduras etanologénicas tolerantes tem demonstrado o potencial de
detoxificar in situ numerosos inibidores derivados do pré-tratamento da biomassa de
lignocelulésicos (LIU, 2011). A utilizacdo de linhagens adaptadas ou que foram
geneticamente modificadas para resistir as altas concentracées de inibidores pode
diminuir os problemas com a fermentacado na presenca de inibidores (LARSSON et
al., 2001).

A técnica de engenharia evolutiva foi aplicada a um recombinante de S.
cerevisiae, a linhagem TMB3001, que fermenta xilose a etanol, para se obter uma
tolerdncia multipla aos inibidores - compostos fendlicos, &cidos alifaticos e
furaldeidos. O rendimento em etanol na cepa adaptada foi melhorado em 2 vezes
(0,38 g g' em comparacdo com 0,18 g g na linhagem parental) (MARTIN et al.,
2007). A fermentacdo de madeira de pinheiro (Pinus taeda), contendo compostos
inibitérios gerados durante o pré-tratamento e niveis de solidos mais elevados do
que os previamente relatados na literatura, foi possivel usando uma linhagem
evoluida de S. cerevisiae XR122N. Usando a cepa evoluida, a fermentagdo do
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hidrolisado foi possivel, mesmo com a redugcédo do tamanho do in6culo e do tempo
de processo desse modo pode ser possivel superar o desafio do uso de um
processo de conversao de biomassa lenhosa em etanol (HAWKINS et al., 2011).

E interessante se observar que a resposta ao estresse varia de acordo com a
heranca genética da levedura e do estado fisiologico resultante das diferentes
condi¢des da cultura, e a tendéncia mundial de realizar expressado génica e analise
protebmica em fermentacdo de pequena escala nos ultimos anos fornece imagens
mais confiaveis para a resposta ao estresse de varias cepas de leveduras. Mais
dados moleculares serao disponiveis para a engenharia genética buscando melhorar
ainda mais a tolerancia ao estresse; como também a resposta para o diagndstico de
stress especifico (por exemplo, toxicidade do etanol e compostos inibidores em
hidrolisados lignocelulésicos) e, além disso, a obtengcdo de marcadores moleculares
para selecdo de linhagens robustas. Estudos de mecanismo de tolerdncia ao
estresse e manipulagdo de leveduras tolerantes aos estresses sdo de grande

importancia para a producao eficiente de etanol combustivel (ZHAO & BAI, 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismos

Foram utilizadas a linhagem Saccharomyces cerevisiae N° UFPEDA 1238,
registrada como IA 1238, e a linhagem Zymomonas mobilis N® UFPEDA 205,
registrada como ZAP. Os micro-organismos utilizados pertencem a Colecao de
Culturas de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco.

4.2.Meios de Cultura

4.2.1 Meio de manutencao

Para a manutengdo dos micro-organismos, foram utilizados meios distintos
para cada organismo. A manutencao da levedura foi realizada através de repiques
em tubos de ensaios com meio sélido (Tabela 4.1) com pH 7,0, incubada a 30°C por
24 h e estocada sob refrigeracdo (4°C). A manutengcdo da bactéria foi realizada
através de repiques em tubos contendo meio de manutengéo liquido (Tabela 4.2)
com pH 6,5, incubada a 30°C por 24h e estocada sob refrigeracao (4°C). Ambas as

linhagem foram repicadas a cada trés meses para novo meio de conservagao.

Tabela 4.1:Composicao do meio GLP de manutencao de S.
cerevisiae (pH=7,0).

Componentes Concentragéo
(9L
Glicose 20,0
Extrato de Levedura 5,0
Peptona 3,0

Agar 12
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Tabela 4.2: Composicdo do meio SSDL para manutencao de
Z. mobilis (pH=6,5).

Componentes Concentgagéo
(gL”)

Glicose 20,0

Extrato de Levedura 5,0

4.2.2 Meio de preparacao do pré-inéculo e inéculo

Apbs o crescimento em seus respectivos meios de manutencdo, a massa
celular crescida era transferida para tubos de 15 mL contendo meio de indculo
(Tabela 4.3) com pH 6,0, incubados a 35°C por 24 h. Apds esse periodo, 0 meio
fermentado (10%, v/v) era transferido para frascos Erlenmeyer contendo meio de
indculo (Tabela 4.3) com pH 6,0, incubados a 35°C por 18 h em mesa agitadora, a
250 rpm para a levedura e 150 rpm para a bactéria,.

Tabela 4.3: Composicdo do meio de cultura utilizado para
preparacgao de indculos para ambas as linhagens (pH=6,0).

Componente Concentragéo
(9L
Glicose 100,0
MgSO,4.7H,0 0,6
KH2PO4 1,2
Extrato de levedura 6,6

(NH4)2SO04 6,3
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4.2.3 Meios de fermentacao

Apos o crescimento do micro-organismo em meio de inéculo (Tabela 4.3), para
todas as fermentagdes, um volume de 10% era transferido para o recipiente final
(tubo, Erlenmeyer ou Biorreator) contendo 90% do meio de fermentacdo a ser
utilizado.

Nos procedimentos que utilizaram o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana-de-agucar como meio de fermentacao, o hidrolisado néo foi autoclavado, mas
filtrado em um sistema de filtracao estéril, , e o liquido filtrado transferido para
garrafas esterilizadas. Na figura 4.1, é apresentado um esquema de obtencédo do
meio de fermentacdo com hidrolisado estéril.

Filtraco estéril do Hidrolisado filtrado

hidrolisado utilizando e diluido guardado em
membrana de 0,22um frascos previamente

esterilizados
Figura 4.1: Sequéncia utilizada para a obteng&o de meio de
fermentacao com hidrolisado estéril a base de glicose.

O meio de fermentacéao utilizado para a fermentacdao com reciclo esta descrito
na Tabela 4.4. Para esse, além do meio diluido normalmente em agua destilada, os
componentes também foram diluidos em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana-de-agucar.
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Tabela 4.4: Composi¢ao do meio utilizado nas fermentagdes com
reciclo (pH = 5,0).

Componente Concentracao
(gL™
Glicose 200
MgSO,.7H.0 1,2
KH.PO, 2,46
Extrato de Levedura 18,0
(NH4)2SO4 18,0

O meio de fermentacao utilizado para a evolucao das linhagens esta descrito
na Tabela 4.5. Os componentes foram diluidos em agua destilada e hidrolisado

hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar, com concentracbes crescentes de
hidrolisado a partir de 25% v/v.

Tabela 4.5: Composicdo do meio de fermentacao utilizado para a
evolugéo das linhagens (pH = 5,0).

Componente Concentracao
(gL
Glicose 200" 150**
Mg2S04.7H20 1,2 0,9
KH2PO4 2,46 1,845
Extrato de Levedura 18,0 13,5
(NH4)2SO4 18,0 13,5
* S.cerevisiae
**Z. mobilis

O meio de fermentacdo utilizado para a caracterizagdo das linhagens em
biorreator instrumentado esta descrito na Tabela 4.6. Os componentes foram diluidos

normalmente em &gua destilada ou diluidos em hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-acucar.
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Tabela 4.6: Composicdo do meio de fermentacdo para a
caracterizacao das linhagens em biorreator instrumentado.

Componente Concentragao
(@L™
Glicose/Melaco 100,0
MgSO,.7H.0 0,6
KH.PO, 1,2
Extrato de Levedura 6,6
(NH4)2SO4 6,3

4.3. Obtencao do Hidrolisado Hemicelulésico de Bagaco de Cana-de-acucar

Para a obtencéo do hidrolisado hemicelulésico, foi utilizado bagaco de cana-de-
acucar procedente da Usina Central Olho D’agua, situada no municipio de
Camutanga no Estado de Pernambuco. O material foi pré-tratado
hidrotermicamente, a temperatura de 195°C por 10 minutos, em reator descontinuo
de 20 L (REGMED AU/E-20), apresentado na Figura 4.1. Para o tratamento, foi
utilizado 1 kg de bagaco, em massa seca, e 10 L de agua. Apés o tratamento, duas
fracoes foram obtidas: uma soélida (celulignina) e uma liquida (hidrolisado
hemicelulésico), conforme o diagrama na Figura 4.2. O hidrolisado hemicelulésico foi
separado por filtracdo e guardado em camara fria a 4 °C até a utilizacdo. Na Tabela
4.7, é apresentada a composi¢ao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-

de-acucar apdés o tratamento hidrotérmico.



Figura 4.2:Reator de 20 L (REGMED AU/E-
20) utilizado para o pré-tratamento do
bagacgo de cana-de-agucar.

Bagaco de
Cana-de-acucar

v

Pré-tratamento
Hidrotérmico

Hidrolisado
Hemicelulodsico
(fracao liquida)

Figura 4.3: Fluxograma de obteng&o do hidrolisado hemicelulésico

Celulignina
(fracao sdélida)

de bagago de cana-de-agucar.
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Tabela 4.7: Composicdo e concentracao de
acucares e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico.

Composto Concentracao (g L'1)
Arabinose 0,19 £ 0,02
Celobiose 0,44 + 0,01
Glicose 1,20 + 0,06
Xilose 5,40 £ 0,01
Acido Férmico 0,60 + 0,02
Acido Acético 3,80 £ 0,06
Furfural 1,70 £ 0,02
HMF 0,62 + 0,02
Fendis totais 2,74 + 0,06

4.4. Procedimento Experimental

4.4.1 Fermentacao com reciclo de S. cerevisiae UFPEDA 1238 em meio de

hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar

Com a finalidade de se analisar o comportamento dos parametros
fermentativos de S. cerevisiae UFPEDA 1238 em alta concentragéo celular (30 g L
'), na presenca do hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar, foram realizadas
fermentacdes descontinuas sequenciais com reciclo das células.

Para esse estudo, inicialmente, a linhagem S. cerevisiae UFPEDA 1238 foi
repicada em tubo de ensaio com meio de manutencao (Tabela 4.1) e mantida em
estufa a 30 °C por 24 horas. Apds esse periodo, toda a massa celular crescida no
tubo foi transferida para 3 frascos Fernbach (Figura 4.4) , contendo 300 mL de meio
da preparacdo de in6culo (Tabela 4.3). Os frascos foram colocados em mesa
incubadora rotativa, por 16 horas, a 35 °C, com agitacdo de 400 rpm para

manutencao da aeracao garantindo um étimo crescimento.
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Figura 4.4: Cultivo do inbéculo para uso no
experimento de reciclo de células em mesa
incubadora rotativa (New Brunswick Scientific,
C25KC), em frascos Fernbach com 300 mL de
meio de inéculo.

Apéds o crescimento, o conteudo dos frascos foi transferido para apenas um
frasco Fernbach e misturado, com o objetivo de utilizar micro-organismos com a
mesma capacidade fisiologica. O inéculo foi obtido pela centrifugacdo (1000 x g,
4°C, 5 min) do liquido contido no frasco Fernbach apds ser transferido de modo
estéril para tubos de 50 mL (Figura 4.5).

Figura 4.5: In6culo obtido apdés a
centrifugagédo em 1000 x g por 5 minutos a
4 C.
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Para andlises de viabilidade celular e concentragdes de glicose, etanol e
coprodutos, foram retiradas amostras no inicio e ao final de cada ciclo de

fermentacao.

Figura 4.6: Fermentacado de S. cerevisiae UFPEDA 1238
em tubos Falcon contendo meio de fermentacdao a base
de glicose sem hidrolisado (A) e com hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar (B), ap6s 8
horas.

4.4.2 Evolucao das linhagens

4.4.2.1 Cultivos

Inicialmente, foi realizada uma raspagem das células da levedura crescida em
meio de manutencado (Tabela 4.1) e pipetado 1 mL de suspensédo de células da
bactéria Z mobilis crescida em meio liquido SSDL (Tabela 4.2) para o meio de
in6culo (Tabela 4.3).

Ap6s o crescimento do micro-organismo em meio de in6culo (Tabela 4.3), todo
o volume do tubo (pré-indculo) foi transferido para frascos Erlenmeyer contendo 45
mL de meio de inéculo, mantidos a 35°C por 18horas em mesa agitadora, a 250 rpm
para a linhagem de S. cerevisiae e 150 rpm para a linhagem de Z. mobilis (Figura
4.7) . Depois do indculo crescido, 10% (v/v) foram transferidos para tubos de ensaio
com meio de fermentacdo a base de glicose (Tabela 4.5) contendo inicialmente 25%
v/v de hidrolisado hemicelulésico, esterilizado de acordo com o procedimento
descrito no Item 4.2.3, com pH 5,0 e mantidos em estufa a 35°C até apresentar
crescimento.
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A transferéncia dos micro-organismos ocorreu através de repiques sucessivos
(Figura 4.7) em tubos de ensaio com tampa de rosca até a concentragéo de 100%
v/v de hidrolisado hemicelulésico ou até a presenca de crescimento do micro-
organismo na atual concentracao testada. A avaliacdo do crescimento, para ambas
as linhagens, foi realizada através do CO; liberado, um dos compostos resultantes
da atividade metabdlica, através da pesagem em balanga analitica.

A transferéncia para uma concentragdo maior de hidrolisado era realizada
quando observada durante a 102 transferéncia um aumento da turbidez do liquido ou
uma diminuicdo ou permanéncia do peso do tubo causada pela producédo de gas na
cultura, confirmada pela variagdo do peso do tubo para valores acima de 0,6 ¢

devido a liberagao de CO;, indicativo de absorbancia com valor superior a 1,0 (Figura

4.8).
'10%VN'10%VN ' 10% VIV '

Reativagdo

Repique\‘

10% VIV

a,bO
Koy

Indeulo Meio com Meio com Meio com Meio com
Pré-indculo Mesa agitadora hidrolisado hidrolisado hidrolisado hidrolisado
250 /150rpm 25%viv) 50 % (viv) 75% (viv) 100% (viv)
35°C 18h Transferir 10 x  Transferir 10 X Transferir 10X  Transferir 10X
|

Mantido em condicdo estatica a 35°C
averiguacao de crescimento pela liberacdo de CO,

Figura 4.7: Sequéncia planejada para a realizacdo da evolucao de S.
cerevisiae UFPEDA 1238 e Z. mobilis UFPEDA 205 em meio de fermentacao a
base de glicose e hidrolisado hemicelulésico .

O valor de referéncia (0,6 g), utilizado para a transferéncia do micro-organismo,
foi obtido em testes prévios em meio sem hidrolisado nas mesmas condi¢des (pH 5,

35°C e modo estatico).
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Figura 4.8: Tubo inoculado com S.
cerevisiae UFPEDA 1238
apresentando producdo de gas e
turbidez a esquerda e tubo nao
inoculado (controle) a direita.

4.4.3 Isolamento e selecao de linhagens evoluidas

Ap6s as transferéncias em meio de fermentacdo a base de glicose com
hidrolisado hemicelulésico, até a concentracdo aceitavel pelo micro-organismo, a
populacao foi diluida 100 vezes, para a obtencao de colbnias isoladas, em solucao
salina a 8% (v/v) e transferida para placas de Petri contendo meio de manutencao
preparado com a mesma concentragao de hidrolisado.

Linhagens isoladas da placa foram repicadas, transferidas para meio de inéculo
(Tabela 4.3) e incubadas em estufa a 30°C por 24 horas.

Posteriormente, para selecdo da linhagem evoluida, foi transferida uma
aliquota de 4 mL (10% v/v) de cada isolado para tubos Falcon contendo 36 mL de
meio de fermentacao (Tabela 4.6) diluido com hidrolisado. Os tubos foram incubados
em estufa a 35°C, por 24 horas, e amostras foram retiradas no inicio e no final da

fermentacdo para andlises de concentragdo celular, de glicose, de etanol e de
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coprodutos. Os rendimentos e produtividades de etanol foram, entdo, calculados
para comparacao entre as linhagens.

4.4.4 Comparacao entre a linhagem parental e evoluida

As linhagens evoluida e parental foram inicialmente repicadas para novo meio
de manutencgéo (Tabelas 4.1 e 4.2) em tubos de ensaio e incubadas em estufa a
30°C por 24 horas. Posteriormente, foram transferidas, através da raspagem
superficial da massa celular crescida, para tubos Falcon contendo 10 mL de meio de
indculo (Tabela 4.3), os quais foram entdo mantidos em estufa a 35°C. Apos esse
periodo, todo o conteudo do tubo (pré-indculo) foi transferido para frasco Erlenmeyer
contendo meio de in6culo (Tabela 4.3). O crescimento do inéculo foi realizado em
mesa agitadora a 35°C, por 18 horas, a 250 rpm e 150 rpm. O inéculo (10% v/v) foi
entao transferido ao biorreator contendo o meio de fermentacao (Tabela 4.6.). Foi
utilizado meio de fermentacdo a base de glicose, com e sem hidrolisado. A
concentragdo de hidrolisado hemiceluldsico utilizada para as fermentagdes foi
fundamentada nos resultados obtidos pela etapa da evolugao.

A fermentagdo dos micro-organismos ocorreu em um biorreator de bancada
instrumentado (New Brunswick Scientific, modelo Bioflo 110), apresentado na Figura
4.9. As variaveis controladas foram o pH 5,0, temperatura 35°C e agitacdo 500 rpm.
O controle de pH foi realizado por sistema automatico, com a adicdo de solucéo
alcalina (NaOH 3 M) ou acida (H.SO4 3 M). Nitrogénio foi adicionado ao reator e a
anaerobiose foi verificada por meio de eletrodo detector de oxigénio dissolvido.

Foram retiradas amostras durante a fermentacdo para andlises de
concentracdo celular, concentracdo de glicose e concentracbes de etanol e
coprodutos. Os rendimentos de substrato em biomassa e produto foram, entéo,
calculados para as linhagens. Para a levedura, foi também determinada a viabilidade

celular no inicio e final da fermentagéo.
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Figura 4.9: Biorreator utilizado para as
fermentacées e comparagdo das linhagens
(New BrunswickScientific, Bioflo 110).

4.5. Métodos Analiticos
4.5.1. Determinacao de concentracao de biomassa

A determinacdo da concentracdo de biomassa foi realizada por peso seco,
apés filtracdo da amostra em membrana microporosa de 0,45 um (para S.
cerevisiae) e de 0,22 um (para Z. mobilis) e secagem em estufa a 80°C por 24 h.
Para as fermentagbes com melaco e hidrolisado, n&o foi possivel se quantificar com
exatiddo a biomassa microbiana, visto que a quantidade de soélidos soluveis
presente no melago interferiu no resultado das pesagens. O material filtrado serviu

para a quantificacdo de glicose, sacarose, frutose, acido acético, glicerol e etanol.
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4.5.2. Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular das leveduras foi determinada por contagem em céamara
de Neubauer, utilizando-se um microscopio 6ptico. Primeiramente, as células foram
coradas com solucdo de azul de metileno preparada com 0,025 g do corante
adicionado a 2 g de citrato de sédio em 100 mL de 4gua. A mistura da amostra com
a solucao de azul de metileno foi de 1:1. Em seguida, foi transferida uma aliquota da
mistura para a camara de Neubauer, procedendo-se a observagdo das células na
objetiva de 40x.

Foi contado o numero de células totais (n;) e de células coradas (n;) em 5
campos quadrados distintos de 0,2 mm de lado. Como a camara tem profundidade
de 0,1 mm, o volume total (V) dos campos contados foi 2x10° mL. A concentracio
de células totais foi dada por ny/V;. Como apenas as células ndo-viaveis sdao coradas
pela solugdo corante, a concentragéo de células viaveis foi dada por (ni-nc)/Vi. A
porcentagem de células viaveis foi dada por 100(n-n¢)/n;. Nos casos em que o
namero de células foi excessivo para ser contado (mais que 300 células por campo),
as amostras passaram por diluicbes adequadas.

4.5.3.Determinacao das concentracoes de produtos e substrato.

A quantificacdo de carboidratos (glicose, sacarose, celobiose, arabinose e
xilose), produto (etanol), coprodutos (glicerol, acido acético) e inibidores (HMF,
furfural e acido férmico) ocorreu através de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com deteccao por indice de refracao (Agilent, Série 1100 - Figura 4.10). Para esta
andlise, foi utilizada uma coluna Aminex® HPX87H da Bio-Rad, com &cido sulfurico
5 mM como fase mével, a um fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 60°C. A fase
mével foi preparada com agua ultrapura e, posteriormente, filtrada em membrana de
0,22 pm.

A quantificagao utilizou o0 método do padréao externo, através de uma curva de
calibracao, realizada sempre ao mesmo tempo das andlises das amostras para,
assim, evitar possiveis erros de andlise, pois este método é sensivel a erros de
preparo das amostras e dos padrdes, como também de injecdo das solucbes padrao

e das amostras, sendo necessaria a sua realizagdo a cada anadlise (RIBANI et al.,
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2004). As amostras e os padrdes foram diluidos em fase mével, filtrados e injetados

automaticamente em um volume de 5 pL.

Figura 4.10: Sistema para realizacao de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Agilent, Série 1100) pertencente ao Departamento de
Antibi6ticos utilizado para a quantificagdo da concentracdo de

substrato, produtos e inibidores.

A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi realizada através de

determinacdes espectrofotométricas utilizando o método de Folin-Ciocalteau.

Utilizou-se o procedimento proposto por Swain & Hillis (1959) e modificado por

Nascimento et al. (2007). O procedimento foi realizado conforme as etapas a seguir.

Inicialmente foi preparada uma solugédo padrao de acido gélico a partir de 20 mg
desse composto dissolvido em 50,0 mL de etanol a 95%, a partir da qual foram
preparadas solugdes diluidas nas concentracbées de 5, 10, 20, 30 e 40 ug. Uma
aliquota, contendo 0,5 mL de cada solucao de acido galico, foi transferida para
tubos de ensaios adicionando-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau a 10%
(v/v) e 2,0 mL de uma solucdo recém-preparada de carbonato de sodio a 7,5%
(p/v). A mistura foi agitada e rapidamente transferida para o banho
termostatizado, onde permaneceu por 5 minutos a uma temperatura de 50°C. As
solugdes foram entdo esfriadas em temperatura ambiente e fez-se a medida da
absorbéancia a 760 nm em espectrofotdbmetro (Femto 700 Plus,) contra um branco
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contendo todos os reagentes, exceto a solucao de acido galico, sendo agua
destilada utilizada em seu lugar.

Apds a obtencdo da curva padrdo (Figura 4.12), a amostra de hidrolisado
hemicelulésico foi diluida com etanol a 95%, e uma aliquota de 0,5 mL da
solucdo obtida foi transferida para um tubo de ensaio. A esta aliquota foram
acrescentados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL da solugao de
carbonato de sddio, totalizando 5,0 mL. Os conteudos foram bem misturados e
procedeu-se a analise, como anteriormente descrito. Segundo o método se a
amostra apresentar turvacdo ou precipitado, a solucdo deve ser filtrada ou
centrifugada para eliminacdo de interferentes. A amostra utilizada apresentou
turvagdo e foi filtrada em membrana de 0,45 pm antes das leituras serem

tomadas.
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4.6. Parametros Fermentativos

4.6.1. Rendimento de biomassa microbiana (Yxs)

O coeficiente de rendimento (Yyxss) relaciona a populagdo microbiana obtida
com a concentragdo do substrato consumido dado em (g g™).

Xf—Xi AX
XSTSi—Sf ~AS

4.6.2 Rendimento de produto em substrato (Ypss)

O coeficiente de rendimento (Yg/s) expressa a quantidade de etanol formada
por unidade de aguicar consumido dado em (g g™)

y. _Pr—pi_ap
PIS ™ si—Sf ~ AS
4.6.3 Rendimento de coproduto em substrato (Ycpss)
O coeficiente de rendimento (Yeps) expressa a quantidade de coprodutos

formada por unidade de agticar consumido dado em (g g™)

. _CPf—CPi_ACP
CPIS™ "Si—Sf ~ AS

Onde:

X = concentracdo de biomassa (g L)

S = concentragédo de substrato (g L)

P = concentragdo de produto (g L)
CP = concentragéo de co-produto (g L™
i = inicial

f= final
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4.6.4 Eficiéncia do processo fermentativo

A eficiéncia das fermentacbGes foi calculada pela relagcdo entre Yrs e o
rendimento maximo teérico, 0,51 g g, quando o substrato era a glicose, ou 0,54 g g

" quando o substrato era a sacarose:

Yr/is
0,511

Eficiéncia (glicose) = x100

o Ye/s
Eficiéncia (sacarose) =054 x100

4.6.5 Produtividades

As produtividades foram calculadas como:

QCP:T

Onde:

Qx= produtividade de massa celular (gL' h™)
Qp= produtividade de produto (g L' h™")

Qcp = produtividade de coproduto (g L™ h™")
X= concentragdo de massa celular (g L™)

P= concentracdo de produto (g L™

CP = concentracdo de coproduto (g L)

t = tempo final
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4.7 Analise Estatistica

Nos experimentos onde houve réplica das amostras experimentais, a analise
estatistica foi realizada pelo método ANOVA (Analise de variancia) do programa
STATISTICA 6.0 para Windows da StatSoft. A analise de variancia permite que o
pesquisador compare qualquer nimero de médias. A diferengca das médias foi
comparada pelo teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o mesmo software.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalho anterior, realizado no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos,
Sa (2012) selecionou, entre 10 linhagens de S. cerevisiae e entre 10 linhagens de
Z. mobilis, as linhagens S. cerevisiae UFPEDA 1238 e Z. mobilis UFPEDA 205,
pelas suas caracteristicas fermentativas em meio de glicose, com e/ou sem
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

Neste trabalho, além da aplicagdo da engenharia evolutiva para obtencao de
linhagens resistentes aos inibidores presentes em hidrolisados, a partir das duas
linhagens previamente selecionadas, fermentagdes com reciclo foram também
realizadas com S. cerevisiae UFPEDA 1238. O objetivo foi se investigar o
comportamento fermentativo da levedura em alta concentracdo celular, ja& que Sa
(2012) observou que S. cerevisiae UFPEDA 1238, diferentemente de Z. mobilis
UFPEDA 205, era capaz de utilizar glicose e produzir etanol, quando em presenca
de meio de fermentacdo com hidrolisado hemicelulésico, embora com forte inibicao

do crescimento.

5.1. Fermentacao com Reciclo de S. cerevisiae UFPEDA 1238

Na Figura 5.1, encontram-se os resultados obtidos para o consumo de glicose
por S. cerevisiae UFPEDA 1238 para cada ciclo de fermentagdes com reciclo, na
auséncia e presenca de hidrolisado. Observa-se que a glicose foi quase totalmente
consumida pelo micro-organismo durante as 8 horas de fermentacdo em meio sem
hidrolisado. No entanto, no mesmo intervalo de tempo, a levedura UFPEDA 1238,
quando em presenca do hidrolisado, consumiu aproximadamente a metade da
glicose que foi consumida na condicdo sem hidrolisado.

Sa (2012) observou que a linhagem UFPEDA 1238 foi capaz de assimilar a
glicose presente no meio com hidrolisado, no entanto a concentragao utilizada ficou
abaixo de 20 g L' de glicose enquanto no presente estudo a mesma linhagem
assimilou acima de 100 g L™ do mesmo substrato como apresentado na Figura 5.1.

Na Figura 5.2, observa-se que as maiores concentracdes de etanol foram
obtidas em meio de fermentacdo contendo apenas a glicose. O maior valor da

concentracao de etanol ocorreu na 12 fermentacao em meio de fermentacao a base



de glicose (P = 81,72 g L") e o menor valor na 32 fermentagdo em meio

hidrolisado hemiceluldsico (P; = 30,54 g L™).
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Figura 5.1: Consumo de glicose (200 g L") durante 8

horas de fermentagdo, em meios sem e com

hidrolisado hemicelulésico, para cada ciclo de

fermentacao.
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Figura 5.2: Concentracdo de etanol produzido
durante 8 horas de fermentacdo, em meios sem e
com hidrolisado hemicelulésico, para cada ciclo de
fermentacao.
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O resultado para o etanol produzido pela linhagem UFPEDA 1238, quando em
meio de fermentacdo com hidrolisado hemicelulésico, obtido por Sa (2012), foi baixo
(0,94 g L") apdés 22 horas de fermentacdo. No entanto, quando em meio sem
hidrolisado hemiceluldsico, apds 24 horas de fermentagdao, 0 mesmo autor observou
uma producdo de 86,9 g L' de etanol pela linhagem UFPEDA 1238. Esse valor
obtido por Sa (2012) para o etanol em meio sem hidrolisado esta préximo do maior
valor obtido no presente trabalho (81,7 g L), porém, alcancado em apenas 8 horas
de fermentagéao.

Na Tabela 5.1, pode-se avaliar que as maiores produtividades foram obtidas
em meio de fermentagcdo sem hidrolisado, sendo a 12 fermentacdo a de maior
produtividade (Qp = 10,21 g L™ h), enquanto a 32 fermentacdo, com hidrolisado
hemicelulésico, apresentou a menor produtividade (Qp = 3,81 g L' h™"). Houve
diferenga significativa entre os valores obtidos para a fermentacao sem hidrolisado e
com hidrolisado, no entanto, ndo ocorreu diferenca dentro das amostras com

fermentacgdes sem hidrolisado e com hidrolisado.

Tabela 5.1: Produtividade de etanol de S. cerevisiae UFPEDA
1238, em meios contendo 200 g L™ de glicose, na presenca e
auséncia de hidrolisado hemicelulésico, apdés 8 horas de
fermentacao com reciclo de células.

Ciclo Qp(g.L".h7)
Sem hidrolisado Com hidrolisado
10 10,2* 4,0°
00 10,12 4,1°
30 9,82 3,8°
40 9,92 3,9°

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma letra, na mesma coluna,
ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo com Teste de Tukey a 5%
de significancia.

S& (2012) obteve uma produtividade de etanol de 3,29 g L h™" em meio de
fermentacdo com 200 g L™, sem hidrolisado, e de 0,04 g L' h™ com hidrolisado. Os
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valores encontrados por esse autor foram baixos se comparados com o resultado do
experimento de fermentagdo com reciclo apresentado no presente trabalho

Na Tabela 5.2, sdo apresentados os rendimentos de etanol obtidos, para cada
fermentacdo, em meio de fermentacdo sem e com hidrolisado hemicelulésico. O
maior rendimento obtido foi na 12 fermentagdo com meio de fermentacao a base de
glicose (Yrpis = 0,46 g g') e 0 menor valor obtido foi na terceira fermentacdo com
hidrolisado hemicelulésico (Yes = 0,33 g g”). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os rendimentos das fermentagbes sem hidrolisado e entre os
rendimentos com hidrolisado. O rendimento em etanol obtido por Sa (2012) foi (Ypss
= 0,39 gg’') quando em meio sem hidrolisado e (Yrs= 0,06 g g') quando em

meio com hidrolisado hemicelulésico.

Tabela 5.2: Rendimento em etanol (Yrs) de S. cerevisiae
UFPEDA 1238 em meios contendo 200 g L™ de glicose,
na presenca e auséncia de hidrolisado hemicelulésico,
apos 8 horas de fermentagéo com reciclo de células.

Ciclo Yeis(@g')
Sem hidrolisado Com hidrolisado
10 0,47 ° 0,30°
20 0,462 0,352
30 0,452 0,272
490 0,452 0,28°

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma letra, na mesma
coluna, ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo com
Teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relacao a eficiéncia da fermentacao (Tabela 5.3), o maior valor obtido foi de
91%, sem hidrolisado, e o menor de 65%, com hidrolisado. Houve diferenca
significativa entre as eficiéncias das fermentagcdées sem hidrolisado.

Sa (2012) obteve, em meio de fermentagdo sem hidrolisado, uma eficiéncia de
76% a qual atribuiu a formacao de biomassa celular e glicerol em altas quantidades.

Ja em meio de fermentagdo com hidrolisado, 0 mesmo autor obteve uma eficiéncia
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de 11%. No presente trabalho foi possivel obter valores mais altos de eficiéncia se
comparados aos resultados obtidos por Sa (2012).

Tabela 5.3: Eficiéncia da producdo de etanol por S.
cerevisiae UFPEDA 1238, em meios contendo 200 g L™ de
glicose, na presenca e auséncia de hidrolisado
hemiceluldsico, apdés 8 horas de fermentacao com reciclo

de células.
Ciclo Eficiéncia (%)
Sem hidrolisado Com hidrolisado
1° 91,16? 69,62°
29 90,612 69,71°
3° 87,70° 65,76°
42 88,14 66,79°

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma letra, na mesma ou
em ambas colunas, ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo
com Teste de Tukey a 5% de significancia.

Nas Figuras 5.4 e 5.5, estao apresentados, respectivamente, os resultados das
concentracdes de glicerol e de acido acético produzido durante as 8 horas de
fermentacdo. Em meio de fermentacdo sem hidrolisado, houve uma maior producéo
tanto de glicerol quanto de acido acético. O maior valor médio de glicerol foi
observado no primeiro ciclo sem hidrolisado (7,64 g L), enquanto, para o de &cido
acético, foi observado no quarto ciclo (1,10 g L"), também sem hidrolisado. O menor
valor médio de glicerol foi observado no terceiro ciclo com hidrolisado (1,78 g L),
enquanto, para o de &cido acético, foi observado no quarto ciclo (0,22 g L), também
sem hidrolisado. As concentracdes de glicerol foram em média de 5,91% em relacao
as de etanol para todas as fermentacoes. Sa (2012) obteve uma relacao de 17% em
meio contendo 200 g L™ de glicose. Esse valor mais alto indica que houve um desvio
no metabolismo do micro-organismo para a producao de glicerol visto que nao foi
utilizado altas concentracdes celulares pelo autor acima citado e as leveduras

utilizam o glicerol principalmente como um osmorregulador.
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Ja em relacdo as concentracbes de acido acético, estas foram em média de

0,92% em relacdo ao etanol para todas as fermentacoes.

V77771 Sem hidrolisado hemicelulésico

. 1 [__] Com hidrolisado hemiceluldsico
;] % % % %
5
s
9’/ |
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Ciclo de Fermentagoes
Figura 5.3: Concentracdo de glicerol produzido
durante 8 horas de fermentacdo, em meios sem e
com hidrolisado hemicelulésico, para cada ciclo de
fermentacao.
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s ' 2 ' 3 ' 42
Ciclo de Fermentacdes
Figura 5.4: Concentragcdo de acido acético
produzido durante 8 horas de fermentagdo, em
meios sem e com hidrolisado hemicelulésico, para
cada ciclo de fermentacao.
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Na Tabela 5.4, é apresentado o rendimento em co-produtos para cada
fermentacao apds 8 horas. Foi observado que apenas a primeira fermentacao teve
diferenca no rendimento de acido acético quando em presenca de hidrolisado em
relacdo as demais. Em relagdo ao rendimento em glicerol, houve diferenca em
relacdo as fermentacbes em presenca e auséncia de hidrolisado, nao ocorrendo

diferenca dentre as fermentacdées em mesma condigao.

Tabela 5.4: Rendimento em co-produtos de S. cerevisiae UFPEDA 1238, em meios
contendo 200 g L' de glicose, na presenca e auséncia de hidrolisado
hemicelulésico, apds 8 horas de fermentacdo com reciclo de células.

Yers(g g™
Ciclo ]
Acido acético Glicerol
Sem Com Sem Com
hidrolisado hidrolisado hidrolisado ~ hidrolisado
19 0,0046%% 0,00502°¢ 0,0435% 0,0213°
20 0,0056%° 0,0024 0,04282 0,0208°
3° 0,0035%% 0,0026° 0,04142 0,0189°
4° 0,0062%°¢ 0,0023 0,04272 0,0187°

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pelas mesmas letras, na mesma coluna, ndo apresentaram
diferenca significativa, de acordo com Teste de Tukey a 5% de significancia.

Na Figura 5.5, sdo apresentados os resultados das concentragdes dos
inibidores furfural e HMF durante as 8 horas de fermentacdo em meio de
fermentacao com hidrolisado hemicelulésico.

O furfural e o HMF foram totalmente biotransformados durante as 8 horas de
fermentacdo do primeiro e segundo ciclo de fermentacdo. No entanto, por fatores
desconhecidos ndo foram detectadas concentragdes significativas de furfural no
inicio da terceira e da quarta fermentacdo. Sa (2012) observou que o furfural
também foi degradado em apenas 16 horas, enquanto o HMF apresentou pequena
variagdo nao sendo totalmente degradado no periodo estudado.

Na Figura 5.6, encontram-se os valores da viabilidade celular (%) do in6culo
da primeira fermentacado e apds o término de cada fermentacdo. A viabilidade para

todas as fermentacdes ficou abaixo de 90% e acima de 85%.
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Figura 5.5: Concentragéo de furfural e hidroximetil
furfural (HMF) durante 8 horas de fermentacdo, em
meio com hidrolisado hemicelulésico, para cada
ciclo de fermentacao.
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Figura 5.6: Viabilidade celular obtida ao final de cada
8 horas de fermentagéo.

Na Tabela 5.5, é apresentada a média dos resultados obtidos para a viabilidade
celular. Foi observado que estatisticamente ndo houve diferenca entre as amostras

para todas as fermentagdes.
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Tabela 5.5: Analise estatistica da viabilidade celular de S.
cerevisiae UFPEDA 1238, em meios contendo 200 g L™ de
glicose, na presencga e auséncia de hidrolisado, apds 8 horas de
fermentacao com reciclo de células.

Viabilidade celular (%)

Ciclo
Sem hidrolisado Com hidrolisado
10 89,742 88,30°
00 89,032 86,522
30 88,532 86,752
40 89,932 86,672

Nota: As médias (de friplicata) seguidas pela mesma letra, na mesma
coluna, ndo apresentaram diferenga significativa, de acordo com Teste de
Tukey a 5% de significancia.

A andlise dos resultados apresentados pela fermentagdo com reciclo
demonstrou que a linhagem UFPEDA 1238 foi capaz de fermentar glicose em meio
com hidrolisado hemicelulésico quando em alta concentracao celular. No entanto, os
resultados quando confrontados com a fermentacdo sem hidrolisado, realizada nas
mesmas condigbes, mostraram a necessidade da melhoria do desempenho

fermentativo da levedura na presenca do hidrolisado.

5.2. Obtencao de Linhagens Resistentes aos Inibidores Através da Engenharia
Evolutiva

De acordo com os resultados obtidos pelo estudo do reciclo da levedura
UFPEDA 1238, em meio sem e com hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-
de-acucar, foi observada a inibicado dda fermentacado em hidrolisado, diferentemente
do desempenho apresentado em meio de fermentagcdo com glicose. Esse fato
contribui para a abordagem principal do presente trabalho, a utilizacdo da
engenharia evolutiva para a obtencdo da melhoria da capacidade fermentativa das
linhagens UFPEDA 1238 e UFPEDA 205 em presenga de hidrolisado

hemiceluldsico.
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5.2.1. Evolucao de Zymomonas mobilis UFPEDA 205

Para a evolugdo de Z mobilis UFPEDA 205 em meio de fermentacdo com
hidrolisado, o experimento seguiu o procedimento abordado no ltem 4.4.2. Apos as
transferéncias em 25% (v/v) de hidrolisado por 10 vezes, essa foi transferida para 50
% de hidrolisado e incubada em estufa a 35°C, apdés 5 dias, ndo apresentou
crescimento. A concentracédo do hidrolisado foi, entdo, reduzida para 35% e mantida
nas mesmas condi¢cdes. Contudo, Z. mobilis também ndo apresentou crescimento
nessa condicdo, sendo encerrado o0 processo de evolugdo da bactéria na
concentracdo de 25%. A linhagem apresentou problemas de isolamento em meio
sélido com hidrolisado nao sendo possivel obter micro-organismos isolados da
populacédo originada pela UFPEDA 205.

5.2.2. Evolucao de S. cerevisiae UFPEDA 1238

Para a evolugcdo da linhagem S. cerevisiae UFPEDA 1238 em meio de
fermentacado com hidrolisado, o0 experimento seguiu o procedimento apresentado no
Item 4.4.2. As transferéncias ocorreram inicialmente em hidrolisado 25% (v/v), sendo
observado que nessa concentracdo a linhagem nao teve seu crescimento inibido.
Ap6s as sequéncias de aumento da concentracdo de hidrolisado, a linhagem foi
transferida para meio com 100% (v/v) de hidrolisado e, como ndo houve crescimento
apds 6 dias de incubacao, a concentracao foi reduzida para 90%(v/v), no entanto,
nao houve crescimento, também, nessa concentracdo. Desse modo, a linhagem foi
cultivada em 75% (v/v), ultima concentracao toleravel pelo micro-organismo testado.

Das transferéncias da linhagem parental UFPEDA 1238, realizadas em
hidrolisado até 75% (v/v), foi possivel o isolamento de duas linhagens diferentes,
denominadas L1 e L2. (Figura 5.8). Essas foram, entdo, submetidas a uma avaliagao
da evolucdo, confrontando-se os desempenhos fermentativos com a linhagem
parental UFPEDA 1238.
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Figura 5.8: Placa de Petri contendo meio de
manutencdo com hidrolisado hemicelulésico a
75%(v/v) apresentando o crescimento de colénias na
superficie apds 9 dias em estufa a 35°C.

5.2.3. Comparacao das linhagens parental e evoluidas

Os experimentos para a comparagao entre as linhagens foram realizados de
acordo com o ltem 4.4.3.

O pH inicial do meio foi ajustado para 5,0, e, apés 24 horas de fermentacgao, a

média dos valores do pH final do meio estava em torno de 4,9, 4,7 e 4,6 para 0s
meios fermentados pelas linhagens UFPEDA 1238, L1 e L2, respectivamente.
Na Figura 5.9, encontra-se os resultados obtidos para as absorbancias em 24 horas
de fermentacdo, para as linhagens de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2.As
linhagens L2 e L1 apresentaram as maiores concentragdes celulares apds 24 horas
em meio de fermentacdo com hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-
acucar. Entre as duas linhagens, a L2 apresentou um crescimento quase duas vezes
maior que a linhagem L1.

Assim como no presente trabalho, em um estudo recente, usando a estratégia
de engenharia evolutiva, KOPPRAM et al. (2012) cultivaram a linhagem TMB3400
modificada geneticamente e conseguiram isolar duas linhagens evoluidas em
batelada e uma em quimiostato, que exibiram uma melhor tolerancia aos inibidores
presentes no hidrolisado do vegetal abeto quando comparado com a linhagem
parental.
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Figura 5.9: Absorbancia das linhagens de S.
cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2 apéds 24
horas em presenga de meio de fermentacéo
com glicose e hidrolisado.

A glicose consumida é apresentada na Figura 5.10. Pode-se observar que
houve uma maior assimilagdo pela linhagem L2, seguida pela linhagem L1. A
linhagem UFPEDA 1238 apresentou 0 menor consumo de glicose.

A producdo de etanol pelas linhagens testadas estd apresentada na Figura
5.11. A linhagem L2 apresentou o maior valor médio de etanol produzido (16,87g L")
em 24 horas; nesse mesmo periodo, a linhagem UFPEDA 1238 produziu menos
etanol (7,23 g L.

40 =y UFPEDA 1238
| bz LA
L2

Figura 5.10: Consumo da glicose pelas linhagens
de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2, apos 24
horas, em meio de fermentacdo com glicose e
hidrolisado hemicelulésico.
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Figura 5.11: Producdo de etanol pelas
linhagens de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1
e L2, ap6s 24 horas, em meio de fermentacao
com glicose e hidrolisado hemicelulésico.

Em relacao a produtividade de etanol (Tabela 5.6), a linhagem L2 apresentou o
maior valor (0,7 g L") e a linhagem UFPEDA 1238 o menor valor (0,3 g L™"). Houve
diferenca significativa entre todas as linhagens com relacdo a produtividade de
etanol. Quanto ao rendimento (Tabela 5.7), o maior valor (0,46 g g') foi observado
para a linhagem L2 e o menor valor (0,34 g g') para a linhagem UFPEDA 1238.
Nesse caso, ndo houve diferenga significativa entre os valores obtidos pela linhagem
L1 e L2, mas a linhagem UFPEDA 1238 diferiu significativamente em relagdo as

duas linhagens anteriormente citadas.

Tabela 5.6: Produtividade e rendimento em etanol para
as linhagens S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2 apos
24 de fermentagcdo em meio com glicose e hidrolisado
hemiceluldsico.

Linhagem Q9L h)  Yoegan
a a

UFPEDA 1238 0,30 0,35

L1 0.46° 0.45°

Lo 0.70° 0.46°

Nota: As médias (de ftriplicata) seguidas pela mesma letra, na
mesma coluna, ndo apresentaram diferenca significativa, de
acordo com Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Os rendimentos em biomassa e as produtividades celulares, calculados para as
linhagens de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2, estdo apresentados na Tabela
5.7. Em relagcdo ao rendimento em biomassa (Yxs), as linhagens testadas néao
apresentaram diferenca significativa entre elas. Quanto a produtividade celular,
apenas a L2 apresentou diferenca entre a UFPEDA 1238 e a L1, enquanto, entre
essas duas, ndo houve diferenga significativa.

Tabela 5.7: Rendimento de biomassa e produtividade celular
para as linhagens S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2 apds
24 de fermentagdo em meio com glicose e hidrolisado
hemicelulésico.

Linhagem Yys Qc(g.L".h)
UFPEDA 1238 0,022 0,014 2
L1 0,022 0,017 2
L2 0,032 0,040 °

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma letra, na mesma
coluna, ndo apresentaram diferenga significativa, de acordo com Teste
de Tukey a 5% de significancia.

Quanto a eficiéncia da fermentagcao (Tabela 5.8), a linhagem L2 apresentou o
maior valor (90%) e a linhagem 1A1238 o menor valor (68%). Nesse caso, nao houve
diferenca significativa entre os valores obtidos pela linhagem L1 e L2, mas a
linhagem UFPEDA 1238 diferiu significativamente em relagéo as demais linhagens.

Tabela 5.8: Eficiéncia da fermentagdo pelas
linhagens de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2
apos 24 horas em meio de fermentagdao com glicose
e hidrolisado hemicelulésico.

Linhagem Eficiéncia (%)
UFPEDA 1238 68 P
L1 88?
L2 90?

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma letra, na
mesma coluna, ndo apresentaram diferenga significativa, de
acordo com Teste de Tukey a 5% de significancia.
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A producéo de glicerol (Figura 5.12) pelas linhagens testadas foi baixa quando
comparada a uma fermentacéo sem hidrolisado. O maior valor médio (2,12 g. L") foi
produzido pela linhagem L2 e o menor valor pela linhagem UFPEDA 1238 (1,18 g. L
'). Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa de acordo com Teste de Tukey
a 5% de significancia. A média da relacao das concentragdes de glicerol produzido
em relacdo ao etanol produzido para as linhagens UFPEDA 1238, L1 e L2 foram,
respectivamente, de 16, 14 e 13%. Sa (2012) obteve, com a fermentacdo de S.
cerevisiae UFPEDA 1238, a relacdo entre a concentragdo de glicerol e etanol de
17% quando em meio de fermentacdo com alta concentracdo de glicose e 14%
gquando em meio com baixa concentracdo. Valores semelhantes aos encontrados
pela linhagem parental e evoluidas no presente trabalho, para uma concentracao
intermediaria de glicose (100 g L), visto que o autor citado utilizou concentragées
de 200 e 50 g L de glicose.
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Figura 5.12: Producéo de glicerol pelas linhagens
de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2, apés 24
horas em meio de fermentacdo com glicose e
hidrolisado hemicelulésico.
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Figura 5.13: Producdo de &acido acético pelas
linhagens de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e
L2, apbs 24 horas, em, meio de fermentagcdo com
glicose e hidrolisado.

0,0

O maior valor do &cido acético produzido (0,18 g L) foi obtido pela linhagem
L2 e o menor valor (0,07 g L) pela linhagem UFPEDA 1238 (Figura 5.14). A relacdo
entre a concentracdo de acido acético produzido em relacdo ao etanol produzido,
para as linhagens UFPEDA 1238, L1 e L2, foram, respectivamente, 1,0, 1,13 e 1,1%.
Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa de acordo com Teste de Tukey a
5% de significancia. Os rendimentos de co-produtos (Tabela 5.9) também néo

apresentaram diferenca significativa entre as linhagens.

Tabela 5.9: Rendimento de coprodutos glicerol e acido
acético pelas linhagens de S. cerevisiae UFPEDA
1238, L1 e L2 apds 24 horas em presenca de meio de
fermentacao com glicose e hidrolisado.

Linhagem Yerss (9 g-1)
Glicerol Acido acético

UFPEDA 1238 0,0566 ? 0,0036 #

L1 0,0642 2 0,00512

L2 0,0582 2 0,0050°

Nota: As médias (de ftriplicata) seguidas pela mesma letra, na
mesma coluna, ndo apresentaram diferenga significativa, de
acordo com Teste de Tukey a 5% de significancia



64

Todas as linhagens foram capazes de biotransformar o HMF e o furfural
presentes no hidrolisado, pois, ap6s as 24 horas de fermentagéo, nao foi detectada
a presenga desses compostos no hidrolisado fermentado. Pela analise dos
resultados do percentual remanescente dos inibidores, apresentados na Figura 5.15,
pode-se observar que apenas o furfural e o HMF foram totalmente degradados
durante as 24 horas de fermentacédo. O 4cido acético teve uma pequena producao
por todas as linhagens acima dos valores ja encontrados normalmente no
hidrolisado e o acido féormico ndo sofreu alteracdo com relacdo as concentragbes

iniciais.
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Figura 5.14: Percentual remanescente das
concentragdes dos inibidores, apdés 24 horas de
fermentacdo em meio de glicose e hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar.

Em relacdo a viabilidade celular (Tabela 5.10), nao houve diferenca significativa
entre os valores observados para todas as linhagens.

Apos a avaliagédo dos resultados, seguidos pela analise estatistica dos valores
obtidos, foi possivel constatar que a linhagem que apresentou as melhores
caracteristicas desejaveis para uma fermentacao etandlica foi a linhagem L2. Como
foi mostrada anteriormente, a mesma apresentou a maior produtividade de etano(Q,
=0,7 g L'h™"), o maior rendimento de etanol (Yps= 0,46 g g') e, consequentemente,

a melhor eficiéncia de fermentagao (90%).
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Tabela 5.10: Viabilidade celular das linhagens
de S. cerevisiae UFPEDA 1238, L1 e L2 apés
24 horas em presenca de meio de fermentagao
com glicose e hidrolisado.

Linhagem Viabilidade celular (%)
Inicial Final
IA1238 98 @ 934
L1 992 97?2
L2 99 @ 98°

Nota: As médias (de triplicata) seguidas pela mesma
letra, na mesma coluna, ndo apresentaram diferenca
significativa, de acordo com Teste de Tukey a 5% de
significancia.
Como discutido por Larsson et al. (2001), a utilizacao de linhagens adaptadas,
ou que foram geneticamente modificadas para resistir as altas concentragdes de
inibidores, pode diminuir a necessidade de medidas mais amplas tais como a

detoxificagao de hidrolisados.

5.3. Fermentacao de Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238 e L2

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae parental (UFPEDA 1238) e
evoluida (L2) foram caracterizadas em biorreator instrumentado, como descrito no
Item 4.4.4, para avaliacdo e comparagao dos parametros fermentativos em meios de

glicose, na presenca e auséncia de hidrolisado hemicelulésico.

5.3.1. Caracterizacao da linhagem UFPEDA 1238

Na Figura 5.15, sdo apresentados os resultados de fermentacédo da linhagem
parental UFPEDA 1238 em meio sem hidrolisado. Pode-se observar o perfil de
crescimento, consumo de glicose e producdo de etanol, em meio com 100 g L' de
glicose. A fermentagdo ocorreu por 16 horas, com X;=4,92 gL' e P;=388gL". A

produtividade de etanol foi igual @ 2,43 g L' h™' e a produtividade de biomassa a 0,27
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g L' h. O rendimento de biomassa foi de 0,05 g g™ e o rendimento de etanol foi de
0,37 g g, correspondendo a uma eficiéncia de fermentagao de 74 %.

S4 (2012) obteve o mesmo rendimento em biomassa microbiana (0,05 g g™
em alta concentracdo de glicose 200 g L. A produtividade 2,57 g L' h', o
rendimento em etanol 0,39 g g' e a eficiéncia 76% também foram préximos aos
valores obtidos no presente trabalho.
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Figura 5.15: Perfil de crescimento, consumo de substrato e producédo de
etanol por S. cerevisiae UFPEDA 1238 em meio de glicose (100 g L™).

Na Figura 5.17, mostra-se o perfil de crescimento, consumo de glicose e
producdo de etanol e glicerol, em meio com aproximadamente 100 g L™ de glicose
em presencga de hidrolisado hemiceluldsico. Apds 20 horas de fermentagéo, ocorreu
pouca variacdo nas concentracdes (AS =14,02gL", AP=0,942gL" ,AX=0,74¢
L, ACPyjicero = 0,05 g L™ € ACPcido acetico = 0,00 g L). O rendimento de biomassa
foi de 0,05 g g' e o rendimento de etanol foi de 0,07 g g'. A eficiéncia da
fermentacdo foi de apenas 13 %. A produtividade de etanol foi 0,05 g. L' h" e a
produtividade de biomassa foi de 0,04gL" h™ .

Sa (2012), apds uma fermentagédo de 22 horas em meio a base de glicose com
hidrolisado, observou que houve pouca variacao nas concentragcées (AX=0,26 g L~
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1 AS=145gL"e AP=0,94 g L"), as produtividades também foram baixas (Qx =
0,01 gL " h"e Qp=0,04 gL"h"). O rendimento de etanol em glicose foi Yp/s =
0,06 g g, correspondendo apenas a uma eficiéncia de 11%.

Os valores dos parametros obtidos por Sa (2012) sdo coerentes com 0s
encontrados no presente trabalho.
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Figura 5.17: Perfil de crescimento, consumo de substrato e producao de
etanol e coprodutos por S. cerevisiae UFPEDA 1238 em meio com glicose
e hidrolisado hemicelulésico.

Na Figura 5.18, estdo apresentadas as variagbes de concentracdo de
inibidores encontrados no meio com glicose e hidrolisado. Pode-se observar que o
acido férmico, acido acético e HMF permaneceram com as concentracdes
praticamente constantes durante as 20 horas de fermentacdo. No entanto, o furfural
apresentou uma reducdo de 1,8 g L na concentragdo durante a fermentagao,

enquanto o HMF sofreu uma menor variagao (0,32 g L™).
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Figura 5.18: Variagdo das concentracbes dos inibidores durante a
fermentacdao de S. cerevisiae UFPEDA 1238 em meio com glicose e
hidrolisado hemicelulésico.

5.3.2.Caracterizacao da linhagem S. cerevisiae L2

Na Figura 5.21, observa-se o perfil de crescimento, consumo de glicose,
producédo de etanol, e producao de glicerol da linhagem evoluida L2, em meio com
aproximadamente 100 g L' de glicose. Apés 20 horas de fermentacéo, foram obtidas
as seguintes variagdes nas concentracdes: AS=91,75gL", AP=35,02gL", AX=
4,18 g L', ACPgicero = 5,07 g L' @ ACP4cigo acetico = 0,34 g L. A produtividade de
etanol foi de 1,75 g L' h” e a produtividade de biomassa foi de 0,21 g L' h". O
rendimento de biomassa foi de 0,04 g g, o rendimento em etanol foi de 0,38 g g e
a eficiéncia da fermentagédo foi de 75 %. Ja em relacdo ao rendimento em
coprodutos, o rendimento de glicerol foi de 0,05 g g e o do &cido acético de 0,00 g

1

g.
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Figura 5.21: Perfil de crescimento, consumo de substrato e producédo de
etanol e coproduto por S. cerevisiae L2 em meio de fermentagdo com
glicose.

Foi possivel observar diferencas entre as linhagens UFPEDA 1238 e L2 em
meio de fermentacdo a base de glicose, sendo a produtividade o principal parametro
destacado.

Na Figura 5.22, é apresentado o perfil de crescimento, consumo de glicose e
producdo de etanol e glicerol, em meio com 100 g L de glicose e hidrolisado
hemicelulésico para a linhagem evoluida L2. Apds 22 horas de fermentacao, ocorreu
pouca variagdo nas concentragdes (AS=18,13gL", AP=36gL", AX=3845¢gL",
ACPyjicerol = 0,16 @ L™ e ACPscigo acéico = 0,05 g L™). A produtividade de etanol foi 0,16
g L h™' e a produtividade de biomassa foi 0,16 g L™ h™. O rendimento de biomassa
foi de 0,19 g g’ , o rendimento de etanol foi de 0,20 g g' e a eficiéncia da
fermentacao foi de 39 %. Ja em relacdo ao rendimento em coprodutos, o rendimento
de glicerol foi de 0,01 g g e o de &cido acético de 0,00 g g™.

De acordo com os dados obtidos pela fermentacdo de S. cerevisiae L2 em
meio de fermentacdo com glicose e hidrolisado e comparagdo com a linhagem
UFPEDA 1238, observa-se que houve um aumento de aproximadamente 4 vezes do

crescimento celular em relacdo a linhagem mae. Também houve um expressivo
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acréscimo de quase quatro vezes na producdo e produtividade de etanol e na
produtividade em biomassa.
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Figura 5.22: Perfil de crescimento, consumo de substrato e producao de etanol
e coproduto por S. cerevisiae L2 em meio de fermentacdo com glicose e
hidrolisado.

Na Figura 5.23, estdo apresentadas as variagbes de concentracdo de
inibidores. Pode-se observar que os acidos férmico e acido acético permaneceram
com as concentracbes praticamente constantes durante as 22 horas de
fermentacdo. No entanto, o HMF apresentou uma variagdo de 0,28 g L' em 22
horas e, nesse mesmo periodo, o furfural foi biotransformado (sofreu reducao) com
uma variacdo de 1,67 g L. Assim como na fermentacdo com melago e hidrolisado
pela linhagem UFPEDA 1238, nessa fermentacao também houve uma rapida queda
da concentracao do furfural nas primeiras horas da fermentacao, com uma variacao
de 0,64gL".
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Figura 5.23: Variagdo das concentragbes dos inibidores durante a

fermentacdo de S. cerevisiae L2 em meio com glicose (100 g L") e

hidrolisado hemicelulésico.

De acordo com a literatura, a queda apresentada pelo furfural, durante as
primeiras horas das fermentagbes com hidrolisado, deve esta relacionada com a
diferenca nas atividades das enzimas redutoras envolvidas pois, segundo Liu
(2006), a reducao do furfural, requer NADH, enquanto o HMF tem uma preferéncia
diferente, pois o cofactor NADPH é necessario para a sua reducao. No entanto, o
NADPH também é necessario para a sintese de aminoacidos e nucleotideos. Sendo
assim, a reducdao do HMF pode competir com a sintese de biomassa microbiana e
crescimento celular. Esse deve ser o motivo pelo qual esse inibidor persiste por mais
tempo no meio de fermentacao enquanto o furfural é rapidamente reduzido.

Na tabela 5.11, sdo apresentados, resumidamente, os resultados de
produtividades e rendimentos das linhagens UFPEDA 1238 e L2 para uma melhor
observagdo dos seus desempenhos em meios de fermentacdo com glicose na

presenca e auséncia de hidrolisado.



Tabela 5.11: Comparacdao dos parametros
fermentacdo de S. cerevisiae UFPEDA 1238 e S. cerevisiae L2
em meio de fermentacdo com glicose e hidrolisado.

cinéticos da

Linhagem
Parametros cinéticos
UFPEDA 1238 L2
Qx(gL7h) 0,04 0,16
Qp (gL' h) 0,05 0,16
Yxs(@g') 0,05 0,19
Yes (9G7) 0,07 0,20
Yers gicero (9 9') 0,00 0,01
Yop/s ac.acético (9 97) 0,00 0,00
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De acordo com a tabela 5.11, houve uma melhora nas produtividades e

rendimentos em etanol e biomassa microbiana para a linhagem L2, embora néao se

tenha observado nenhuma diferenca em relacdo aos coprodutos para ambas as

linhagens. Os resultados apresentados indicam o potencial do uso da evolugao

como uma ferramenta capaz de melhorar a tolerdncia da levedura a inibidores

presentes em hidrolisados.
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6. CONCLUSOES E SUGESTAO

Os crescimentos das linhagens S. cerevisiae UFPEDA 1238 e Z mobilis
UFPEDA 205 foram severamente inibidos por hidrolisado hemiceluldésico de bagaco
de cana-de-agucar obtido por tratamento hidrotérmico. Cultivo de S. cerevisiae
UFPEDA 1238 na presenca do hidrolisado, com alta densidade e reciclo celular,
resultou na utilizacdo de aglcares e producdo de etanol, mas com reducdo de
rendimento e produtividade.

Através de engenharia evolutiva, foi possivel se isolar duas linhagens
provenientes da linhagem parental UFPEDA 1238 para a realizacdo de
fermentag6es em hidrolisado. Por outro lado, Z. mobilis ndo foi capaz de crescer na
presenca de mais de 25% (v/v) de hidrolisado ap6s aproximadamente 30 dias .

Em fermentacdo com glicose, na presenca de 75% (v/v) de hidrolisado, uma
das linhagens, denominada L2, apresentou valores bem melhores de rendimento e
produtividade de etanol que a linhagem parental.

Os valores dos parametros obtidos em meio de fermentacdo com hidrolisado
para a linhagem de levedura evoluida, embora melhores do que os da linhagem
parental sdo ainda baixos se comparados com os parametros obtidos em meio de
fermentacdo sem hidrolisado.

Desse modo, sugere-se que a linhagem seja submetida a mutacées induzidas
por agentes fisico e/ou quimico e, posteriormente, submetida a mais etapas de

evolugao.
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