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RESUMO

A utilizacdo de residuos lignoceluldsicos tem sido vista como uma alternativa
potencial para a geracdo de energia e quimicos devido a grande disponibilidade
desses materiais. No contexto de biorrefinaria, a biomassa lignocelulosica pode ser
utiizada como matéria-prima para a geracdo de diferentes produtos com valor
comercial, como o etanol de segunda geracéo e o xilitol. Os objetivos desse trabalho
foram isolar, identificar e selecionar leveduras capazes de fermentar D-xilose para o
possivel uso desses micro-organismos em processos de obtencdo do xilitol a partir de
hidrolisado hemiceluldsico oriundo de biomassa vegetal. Quatrocentos e cinquenta
leveduras foram obtidas de 100 amostras de bagaco de cana-de-agUcar e 60 amostras
de torta de filtros coletadas em usinas de &lcool nos estados de Minas Gerais, S&o
Paulo e Paraiba. Foram obtidas 24 espécies de leveduras conhecidas e trés possiveis
novas espécies. Candida tropicalis foi a espécie isolada com maior freqUéncia,
seguida de Trichosporon mycotoxinivorans e Candida tartarivorans. Outros nove
géneros foram obtidos, representados por espécies geralmente encontradas em
materiais vegetais. Dos isolados obtidos, linhagens das espécies C. tropicalis,
Lindnera bimundalis, Sugiyamaella smithiae e Zygoascus meyerae apresentaram
producao de xilitol em fermentacdes de D-xilose conduzidos em tubos de ensaio. Em
ensaios em escala de bancada em frascos contendo 100 ml de meio de D-xilose,
estas linhagens produziram xilitol como principal produto de fermentacéo. Nos ensaios
em escala de bancada em tubos contendo hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana, L. bimundalis UFMG BX21-a, produziu elevadas concentra¢des de xilitol. J& no
ensaio fermentativo de hidrolisado de bagaco de cana em biorreator contendo 1,5
litros de meio, essa linhagem ndo apresentaram estes resultados, embora a producao
de xilitol tenha sido verificada nas duas condi¢cdes de ensaio empregadas, mas com
maior producgéo onde a taxa de tranferéncia de oxigénio foi maior. Os resultados desse
trabalho mostram o potencial biotecnol6gico para producdo de xilitol de micro-
organismos isolados a partir de residuos como bagaco de cana. A utilizacdo destes
micro-organismos na bioconversdo de D-xilose a xilitol a partir da fermentacédo de
hidrolisados hemicelulésicos derivados da biomassa vegetal pode ser viabilizada pela

otimizag&o das condi¢cdes de fermentagédo em estudos futuros.

Palavras-chave: residuos lignocelulésicos; fermentacdo de D-xilose; xilitol.



ABSTRACT

The use of lignocellulosic residues has been viewed as a reasonable alternative
for energy and chemicals generation because of the wide availability of these
materials. In the biorefinery, lignocellulosic biomass can be used as feedstock for the
generation of different commercial value — added products such as xylitol and second
generation ethanol. The aims of this study were to isolate, identify and select yeast
capable to ferment D -xylose for the possible use of these microorganisms in
processes for the production of xylitol from hemicellulosic hydrolysate. Four hundred
and fifty yeasts were obtained from 100 samples of sugarcane bagasse and 60 pie
filters samples collected in the alcohol plants in Minas Gerais, Sdo Paulo and Paraiba
states. Twenty-four known yeast species were isolated, and three possible new
species. Candida tropicalis was the most frequently isolated species. Candida tropicalis
was the most frequently isolated species, followed by Trichosporon mycotoxinivorans
and Candida tartarivorans. Nine other genera were obtained, represented by species
usually found in plant materials. Of the isolates, strains of C. tropicalis, Lindnera
bimundalis, Sugiyamaella smithiae and Zygoascus meyerae showed production of
xylitol from D-xylose fermentation in test tubes with 2 ml of medium. In xylose
fermentation assays on bench scale, these isolates produced xylitol the main product
of fermentation. In tests of hemicellulosic hydrolyzate fermentation of sugarcane
bagasse into flasks containing 100 ml of medium in a bench scale, L. bimundalis

UFMG it BX21 produced high concentrations of xylitol. However, in the assay

hydrolyzate fermentation in a bioreactor containing 1.5 liters of medium, this strain did
not reproduce these resulatados although the production of xylitol has been checked in
one of two test conditions employed where oxygen transfer rate was higher. The
results of this work show the biotechnological potential of microorganisms isolated from
waste like bagasse. The use of these microorganisms in the conversion of xylose to
xylitol by the fermentation of hemicellulose hydrolysates derived from plant biomass

can be possible by optimization of fermentation conditions in future studies.

Keywords: lignocellulosic wastes; fermentation of D-xylose; xylitol.



1 - RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O interesse pela implantacdo de biorrefinarias para viabilizar a geragao de
diferentes produtos tem aumentado significativamente nos dltimos anos. No conceito
de biorrefinarias, as industrias poderiam utilizar residuos gerados em uma escala de
producdo como matérias-primas para outros fins, dentro da mesma industria. Isto
podera resultar na utilizagdo otimizada da biomassa para geracdo de produtos
mdultiplos em um sistema integrado, com interessantes perspectivas econdmicas e
ambientais. A biomassa lignoceluldsica € vista como matéria-prima principal para a
implantacdo de biorrefinarias e varios materias lignocelulésicos podem ser utilizados,
como os residuos da industria sulcroalcooleira, que sdo produzidos abundante e
continuamente.

A industria da cana-de-acUcar no Brasil vem recebendo investimentos
macigos, desde sua implantagéo, no sentido de sustentar o aumento crescente da
demanda pelo etanol combustivel. O etanol destaca-se atualmente como a principal
fonte de energia alternativa a utilizacdo do petréleo. Diferentemente da utilizacdo de
reservas fésseis, que além de esgotaveis contribuem para a geracao de impactos
ambientais conhecidos, a producdo do etanol baseia-se na utilizacdo de fontes
naturais renovaveis e nao contribuem diretamente com a instauracdo de efeitos
ambientais indesejaveis. O etanol produzido pela fermentacao de aclcares presentes
em matérias-primas oriundas de culturas alimentares, como a cana-de-agucar no
Brasil e o0 milho nos EUA, é denominado, etanol de primeira geracdo. Estratégias para
a producdo do etanol tém sido amplamente pesquisadas, para evitar aumento no
preco do produto e/ou perda de areas plantadas em detrimento da cultura da cana, a
fim de sustentar a crescente demanda pelo produto. Assim, a produgcdo do etanol
conhecido como de segunda geracado, tem ganhado espaco, no Brasil e no mundo.
Essa producdo baseia-se na utilizacdo da biomassa lignocelulésica como matéria-
prima e na fermentacdo dos agucares presentes no hidrolisado lignocelulésico. Neste
contexto, o bagaco de cana-de-agucar, residuo lignocelulésico amplamente produzido
no Brasil, poderia ser reempregado em bioprocessos para a geracdo do etanol de

segunda geracgao.

Tendo em vista 0 conceito de biorrefinaria, além da producédo de etanol de
segunda geracdo, hidrolisados lignocelulésicos podem ser empregados para a

geracgao de outros produtos, como o xilitol. Este poliol apresenta alto valor econdmico



e tem sido utilizado como substituto da sacarose, em alimentos destinados ao
consumo de pacientes diabéticos, ja que seu metabolismo é independente de insulina.
Além disso, o xilitol tem sido aplicado em composi¢des de substancias utilizadas na
higiene oral, em funcao de sua propriedade anticariogénica. A producéo biotecnolégica
de xilitol a partir de hidrolisado de biomassa lignocelul6sica pode tornar o processo de
obtencdo deste menos oneroso, em comparacdo com as técnicas atualmente

empregadas.

Para que a biomassa vegetal seja eficientemente utilizada em bioprocessos, é
necessario que diferentes etapas sejam consolidadas. A biomassa é composta por
lignina e acUcares fermenteciveis presentes na celulose e na hemicelulose. Pré-
tratamentos precisam ser empregados a fim de liberar os agucares. A degradacdo da
hemicelulose disponibiliza predominantemente moléculas de D-xilose, entretanto
esses agucares ndo sado fermentados pelas linhagens de Saccharomyces cerevisiae
industriais utilizadas atualmente. Embora alguns géneros e espécies de leveduras
sejam descritos como naturais fermentadores de pentoses, tais linhagens néo
apresentam ainda todas as caracteristicas necessarias para serem utilizadas em
escala industrial. Desse modo, torna-se relevante o isolamento e a caracterizacao de
leveduras que sejam capazes de fermentar D-xilose visando a producéo do etanol de
segunda geracdo. A producdo biotecnolégica do xilitol também passa
necessariamente pela bioconversdo da xilose por algumas espécies de leveduras.
Linhagens de Candida tropicalis tém sido mais frequentemente estudadas, embora
muitos parametros para uma melhor eficiéncia destes processos ainda precisem ser
estabelecidos. A selecdo de linhagens eficientemente fermentadoras de xilose e a

otimizacéo das condi¢des de producao fazem-se necessarios.

Residuos organicos provenientes da atividade da industria sulcoralcooleira,
como o bagaco de cana-de-aglcar e a torta de filtros podem representar substratos
interessantes para o isolamento de diferentes espécies de leveduras. Porém, dados
sobre a comunidade de leveduras associadas a estes materiais ndo foram ainda
relatados. Os micro-organismos podem estar melhor adaptados a estas fontes
nutricionais, bem como as condic¢des industriais observadas nas usinas de alcool de
onde estes procedem. Portanto, torna-se relevante a identificacdo das popula¢cdes de
leveduras assimiladoras de D-xilose que colonizam estes substratos, 0 que pode levar
ao isolamento de linhagens com interessantes propriedades biotecnoldgicas e

potencialmente utilizaveis na geragdo do xilitol ou etanol de segunda geracao.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Biomassa lignocelulGsica e o conceito de biorrefinarias

A lignocelulose é o0 substrato vegetal mais abundante na biosfera e
representa cerca de 50% de toda biomassa na natureza. Dentre os materiais
lignocelulésicos podem ser citados residuos florestais, agricolas, plantas aquaticas,
gramineas, dentre outros (CHANDEL et al., 2011). A natureza e a disponibilidade
desses materiais, em diferentes regifes do planeta, dependem do clima e de outros
fatores ambientais, de praticas agricolas e de desenvolvimentos tecnoldgicos
(CLAASSEN et al., 1999). De modo geral, os materiais lignocelulésicos podem ser
divididos em cinco grupos principais: residuos de culturas (bagaco de cana e sorgo,
palha de milho, trigo, arroz e cevada, casca de arroz, polpas, caules e folhas em
geral), residuos florestais (madeiras), culturas herbaceas (gramineas), subprodutos
industriais e residuos solidos municipais (SAHA, 2003; CARDONA et al., 2010). No
Brasil, a agroindustria da cana-de-agucar, milho, arroz, mandioca, trigo, citricos, céco
e capim coletivamente ocupam uma area de 28.840.726 hectares e geram 597
milhdes de toneladas de residuos por ano. Evidentemente, toda essa escala de
producdo agroindustrial necessita do desenvolvimento de estratégias que visem a

utilizacdo adequada desses recursos vegetais (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Em fungdo da composi¢do, uma ampla gama de materiais lignocelulésicos
pode ser utilizado em bioprocessos, e a biomassa vegetal tem sido vista como uma
interessante fonte de energia, podendo contribuir para o desenvolvimento sustentavel
(MONIQUE et al, 2003). Os residuos agroindustriais, ricos em materiais
lignocelulésicos, apresentam vantagens como baixo custo, abundancia, e capacidade
de serem produzidos nas mais diferentes condicbes de solo e clima. Entretanto,
devido ao elevado custo da reutilizacdo destes materiais, um grande volume é
continuamente acumulado. Sendo assim, a aplicacdo de residuos agroindustriais em
bioprocessos ndo somente oferece substratos alternativos, mas também ajudaria a
solucionar problemas, no que diz respeito a gestdo de residuos, uma grande
preocupacdo ambiental atual (LIN e TANAKA, 2006).

Atualmente, muitas pesquisas tém direcionado objetivos no sentido de
desenvolver estratégias para melhorar o processamento da biomassa lignocelulésica,

priorizando baixo impacto ambiental e o0 desenvolvimento de métodos
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economicamente viaveis. Esses meétodos utilizariam basicamente procedimentos
fermentativos ou enzimaticos. As substancias de interesse industrial produzidas por
essas tecnologias incluem combustiveis e solventes (etanol, butanol, 2,3-butanodiol,
acetona e 2-propanol), alditois (xilitol e glicerol), &cidos organicos (acido latico, acético
e butirico), bioplasticos, dentre outros quimicos (LEE et al., 1995; OOI et al., 2002;
LIMA, 2006; JUCOSKI et al., 2007). Nesse sentido, o termo Biorrefinaria se faz
pesente, no que diz respeito as principais perspectivas para o futuro. As biorrefinarias
sdo industrias que geram uma grande variedade de produtos a partir de matérias-
primas renovaveis, sendo a biomassa lignocelulésica vista como principal material a
ser empregado (CHERUBINI e STROMMAN, 2011; KAMAT et al, 2013).
Conceitualmente, “biorrefinarias séo instalacdes industriais que integram diversos
processos e equipamentos de conversdo de biomassa para se obter combustiveis,
eletricidade e produtos quimicos”. Essas instalacdes industriais ainda precisam ser
desenvolvidas e, certamente terdo papel de destaque no processamento da biomassa
lignocelulésica para a geragdo de produtos com valor econémico, na tentativa de
privilegiar o uso dos insumos e a eficiéncia energética. O conceito de biorrefinarias é
analogo a refinaria de petroleo, onde sao produzidos diferentes combustiveis e
produtos numa mesma instalacdo industrial. A industria sulcroalcooleira no Brasil € um
exemplo de biorrefinaria, pois nela sdo produzidos etanol, acUcar, bagaco de cana
utilzado na co-geracdo de energia, leveduras comercializadas como ragdo animal,
vinhaca e torta de filtros, que voltam ao campo para fertirrigacdo, tudo a partir de
matéria-prima renovavel (EMBRAPA AGROENERGIA, 2013). Dentro dessa
perspectiva, processos efetivos para a utilizagdo de residuos lignocelulésicos como
fonte de carbono utilizavel vém sendo pesquisados e desenvolvidos no Brasil e no
mundo (LI et al., 2009). Tendo em vista a implantagéo de biorrefinarias, vislumbra-se
a maxima utilizagdo das instalagfes industriais e da biomassa lignocelulésica como

matéria-prima renovavel e a geracao de diferentes produtos de interesse comercial.

2.1.1 - Composicdo da biomassa lignoceluldsica

Os materiais lignocelulésicos consistem em um complexo de trés principais
polimeros quimicamente interligados via ligagbes covalentes e n&o covalentes:
celulose (40-55%), hemicelulose (10-40%) e lignina (20-30%). A pectina (2-20%) € um
polimero que pode ou néo estar presente, de acordo com 0 espécime vegetal
(INGRAM et al., 1999; ZALDIVAR et al., 2001; PEREZ et al., 2002; SUN e CHENG,
2002; HAHN-HAGERDAL et al., 2006; DERMIBAS, 2009; SANDERSON et al., 2011).
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A viabilidade econdmica dos processos de conversdo da biomassa lignocelulésica
passa necessariamente pela utilizacdo eficaz dos trés componentes (MENON e RAO,
2012).

A celulose, principal componente do material vegetal e o carboidrato mais
abundante na natureza, € um homopolissacarideo de cadeia longa e linear, formada
por unidades de D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4 (KLINKE et al., 2004;
RIANO et al., 2010). A degradacédo da celulose é um passo essencial ho processo de
mineralizacdo do carbono e produz celobiose (dimero de glicose) ou glicose livre por
meio da acdo de diferentes enzimas. A celulose estabelece uma estreita relacdo com
0S outros constituintes estruturais da biomassa vegetal, além da conformacao
caracteristica que faz com que tal polimero seja altamente resistente a hidrolise
(PEREZ et al., 2002; KLINKE et al., 2004; NIGA et al., 2011).

A hemicelulose é o segundo maior constituinte da lignocelulose, e o segundo
maior polissacarideo encontrado na natureza. E um complexo heteropolimero
constituido por unidades monossacaridicas como hexoses (D-glicose e D-manose) e
pentoses (D-xilose e L-arabinose) (VAN MARIS et. al 2006; RIANO et al., 2010). A
xilana, principal componente da hemicelulose, é composta primariamente por unidades
de D-xilose unidas por ligagbes B-1,4-glicosidicas, e acredita-se que seja importante
para a coesdo das fibras e para a integridade da parede celular (BEG et al., 2001).
Outros componentes da hemicelulose podem ser relatados, como xiloglucana,
heteropolimero de D-xilose e D-glicose, e arabinogalactana, heteropolimero de D-
galactose e L-arabinose (HAMELINCK et al., 2005). A composi¢do da hemicelulose é
dependente do tipo vegetal, podendo a quantidade de cada componente variar de
espécie para espécie de planta, e até mesmo entre espécimes. Portanto, a
hemicelulose ndo é um composto quimicamente bem definido, mas uma classe de
polimeros que apresenta propriedades particulares. Devido a natureza amorfa e
ramificada desse polimero, ao contrario da celulose, a hemicelulose é facilmente
hidrolisada aos seus monossacarideos constituintes (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000;
ZALDIVAR et al.,, 2001; PEREZ et al., 2002; HAMELINCK, 2005). Varios residuos
agricolas, como palha de milho, trigo, arroz e bagaco de cana-de-aglcar contém cerca

de 20 a 40 % de hemicelulose em sua composigao.

A biomassa vegetal é ainda composta por lignina, importante composto
encontrado em associa¢cdo com celulose e hemicelulose. A lignina constitui cerca de
20-30% do peso seco da biomassa e representa uma complexa classe de polimeros

ricos em anéis aromaticos que contém residuos fendlicos. A lignina se comporta como
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uma rede tridimensional insolavel, onde desempenha um papel importante na
resisténcia e desenvolvimento da célula, afetando o transporte de agua, nutrientes e
metabdlitos na célula vegetal. Este composto esta presente em diferentes propor¢cdes
e regibes das plantas, sendo o componente que interfere diretamente na eficiéncia do
processo de hidrélise (MENON e RAO, 2012). A molécula atua como ligante entre as
células, criando um material que tem uma notével resisténcia ao impacto, compressao
e flexdo (HARMSEN et al., 2009). Alem disso, é degradada muito lentamente, em
decorréncia da estrutura, rica em ligacdes éter e C-C dispostas irregularmente, o que a
torna extremamente resistente ao ataque enzimatico. O polimero confere maior solidez
e resisténcia a parede celular vegetal e apesar da lignina ndo contribuir como fonte de
carbono fermentavel, ela é relevante como fonte de inibidores do metabolismo
microbiano que podem estar presentes durante o processo de fermentagdo (GRAY et
al., 2006).

2.1.2 — Pré-tratamentos da biomassa lignocelulésica

A utilizacéo eficaz dos trés componentes da biomassa tem um papel importante
para viabilidade econdmica do processamento da lignocelulose e geracdo de
subprodutos (MENNON e RAO, 2012). Para a realizacdo dos bioprocessos, 0s
materiais lignocelulésicos precisam ser inicialmente submetidos a tratamentos
especificos para que entdo, o hidrolisado obtido possa ser utilizado como fonte de
acucares fermenteciveis (SILVA et al., 2007). A proposta dos pré-tratamentos é
remover a lignina e a hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a
porosidade destes materiais (NIGA et al., 2011).

Cada variedade de material lignocelulésico requer um tipo particular de pré-
tratamento, no sentido de maximizar a producdo dos acucares (GALBE e ZACCHI,
2002). Se os dois principais polimeros de carboidratos forem eficientemente tratados,
a hemicelulose pode ser completamente hidrolisada a xilose (cerca de 50-70% p/p) e
arabinose (5-15% p/p) e a celulose a glicose (CAO et al.,, 1995). Hidrolisados de
diferentes materiais vegetais tém sido produzidos, apresentando composicdo de
acucares também diferenciada, como mostrado na tabela 1.

Dentre as técnicas de pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos,
destacam-se como métodos mais estudados no processo de obtencdo de etanol e
quimicos a partir da biomassa vegetal a utilizacdo de &cidos, explosdo a vapor e 0
tratamento hidrotérmico (MOSIER et al., 2005; SANCHEZ e CARDONA, 2008). O
tratamento termoquimico de explosédo de fibras com &cido oxalico (OAFEX) também
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tem sido empregado e € considerado promissor (CHANDEL et al.,, 2013).
Particularmente, para o bagaco de cana-de-aclcar, os métodos ja investigados
incluem tratamentos com &cidos, alcalis, explosdo a vapor, solventes organicos,
exploséo de fibras com amoénia ou acido oxalico e o tratamento biolégico (CARDONA
et al., 2010; CHANDEL et al., 2013). Os processos de hidrélise acida que utilizam
acidos fortes como H,SO, e HCL s&o realizados para separar as fracdes
hemicelulésicas dos materiais lignoceluldsicos. A catalise acida pode utilizar acidos
concentrados e baixas temperaturas ou acidos diluidos e altas temperaturas (GIRIO et
al., 2010).

Tabela 1: Composi¢éo de agucares encontradas em diferentes matérias-primas.

. , AcUcares o
Matéria-prima 1 Referéncias
(917
Xilose Glicose Arabinose
Bagaco de cana 46 1,8 2,5 Silva et al. (2007)
. Canilha et al.
Palha de trigo 10,65 2,79 1,78
(2003)
Mussato e
Palha de arroz 18,33 3,29 3,40
Roberto, (2003)
Aveia 32,33 1,61 3,03 Felipe et al. (2003)
Madeira de Canettieri et al.
) 19,17 2,54 0,41
eucalipto (2002)

Embora tais acidos sejam tOxicos e corrosivos, estes sao eficientemente
empregados, mas precisam ser recuperados ou neutralizados no fim do processo
(SUN e CHENG, 2002). Em combinacdo com pH, temperatura e tempo de reacéo, a
hidrélise acida da hemicelulose pode resultar em alta produtividade de acuUcares,
primariamente xilose (ELANDER e HSU, 2008). De fato, a utilizagdo do acido sulfarico
como catalisador em reagfes de producdo de hidrolisados hemicelulésicos de bagaco
de cana tem sido empregada em muitos trabalhos (ROBERTO et al., 1991; PESSOA
JR et al., 1997; RAO et al., 2006; SILVA et al., 2007; YU e STAHL, 2008; CHENG et
al., 2008, CARDONA et al., 2010). Entretanto, esse tipo de pré-tratamento apresenta
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desvantagens: exige custos ainda elevados, favorece a formacédo de derivados de
furano e outros produtos toxicos e ainda necessita de uma etapa adicional para a
concentracao do hidrolisado (CARDONA et al., 2010).

O processo hidrotérmico tem sido considerado como um dos métodos mais
promissores de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos. Essa metodologia
consiste na utilizacdo da agua sob alta temperatura e pressédo (geralmente entre 180
°C a 240 °C). A 4gua sob elevada pressédo pode penetrar na estrutura celular da
biomassa, hidratar a celulose e remover a hemicelulose. Assim como no pré-
tratamento hidrotérmico, a explosdo a vapor se da sob altas condi¢cbes de temperatura
e pressdo, com o objetivo de hidrolisar a hemicelulose (ALLEN et al., 2001). Petersen
et al. (2009) relataram a recuperagdo de aproximadamente 70% de hemicelulose,

realizando o pré-tratamento hidrotérmico de palha de trigo.

De acordo com o método de pré-tratamento empregado, a fase liquida da
hidrolise sera constituida por agucares e produtos da decomposi¢céo da hemicelulose e
da lignina. Assim, em hidrolisados hemicelulésicos alguns produtos gerados pelo
tratamento da lignocelulose podem estar presentes como &cidos organicos de baixo
peso molecular, derivados de furano e compostos inorganicos e fendlicos. Estes sédo
potenciais inibidores da acao microbiolégica e podem interferir diretamente com a
fermentacdo do hidrolisado (DOMINGUEZ et al., 1996). Dessa forma, apdés o pré-
tratamento da hemicelulose, é necessaria uma etapa de detoxificacdo, onde diferentes
processos fisico-quimicos e também bioldgicos podem ser utilizados (PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000). A técnica de overliming é o tratamento de detoxificacdo
mais amplamente utilizado (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996). A técnica consiste
na remogéao do acido sulfurico pela adi¢cdo de hidroxido de calcio (ou outro hidroxido),
resultando em um ajuste do pH. Essa condicdo permite a formacdo do sulfato de
calcio, capaz de precipitar compostos acidos e fendlicos, ions de metais pesados, bem

como converter furfural em acido furfuril (ROBERTO et al., 1994).

2.2 - Utilizac&o da biomassa lignoceluldsica

2.2.1 - Industria do etanol combustivel

O panorama energético mundial atual é predominantemente dependente da

indastria petroquimica. A crescente taxa de prospeccédo e exploracdo das reservas de



petroleo garantiu, por um longo tempo, uma matéria-prima abundante e barata para a
geragcdo de produtos quimicos, bem como de combustiveis para transporte. Ainda
hoje o petréleo apresenta-se como principal fonte de energia mantenedora do
desenvolvimento industrial, no entanto, varios fatores tém contribuido para a
necessidade urgente do desenvolvimento de fontes de energia que sejam alternativas
a esta economia dependente de recursos fésseis (VAN MARIS et al., 2006). A
dependéncia cada vez maior de energia, a possibilidade do esgotamento das reservas
fésseis e um sentimento ecoldgico cada vez mais forte, fundamentado nos impactos
ambientais observados atualmente, compreendem fatores que instigam a procura e o
desenvolvimento de fontes de energia alternativas (CLARK et al., 2012).
Diferentemente da utilizagdo de combustiveis fosseis, a energia renovavel & vista
como solugé@o em longo prazo para tais problemas. Alguns levantamentos demonstram
que apenas 2,2% da energia consumida no mundo sdo provenientes de fontes
renovaveis, 0 que evidencia um extraordinario potencial para a exploracdo de outras
fontes (PESSUTI, 2003). Neste contexto, a producao dos biocombustiveis surge como
alternativa promissora, pois se baseia na utilizacdo de fontes naturais renovaveis e
ndo contribui diretamente para efeitos ambientais indesejaveis (HAHN HAGERDAL et
al., 2006).

O etanol € o biocombustivel atualmente mais empregado e difundido no
mundo, representando cerca de 80% do mercado de biocombustiveis (CLARK et al.,
2012) . Este biocombustivel tem sido apontado como a melhor opcdo energética para
a substituicdo ou diminuicdo do uso de combustiveis fosseis. No inicio da década de
1920, o etanol foi introduzido no Brasil, Estados Unidos e em alguns paises da
Europa, que utilizam como matéria-prima diferentes produtos agricolas (HAHN
HAGERDAL et al., 2006). Os Estados Unidos destacam-se como principal produtor
mundial de etanol, utilizando o amido de milho como matéria-prima. O Brasil figura
como o segundo maior produtor de etanol do mundo, utilizando a sacarose da cana-
de-aclcar como matéria-prima, e é o principal exportador deste produto atualmente
(BALAT e BALAT, 2009). Estima-se que esta producdo possa aumentar em 90% na
proxima década, em funcdo da necessidade de atender a crescente demanda interna
por combustiveis com maior mistura de etanol (PORTAL NOVACANA.COM, 2013).
Juntos, Brasil e EUA apresentam-se como responsaveis por cerca de 90% da
producdo mundial de etanol (THOMSEN e HAUGAARD-NIELSEN, 2008).

Sob diversos pontos de vista o etanol brasileiro de cana-de-agucar representa

atualmente a melhor e mais avancada op¢ado existente ho mundo para producédo de



biocombustiveis em larga escala (WORLDWATCH INSTITUT, 2008). No entanto, a
demanda internacional pelo etanol tem aumentado muito nos Gltimos anos e podera
aumentar ainda mais, visto a necessidade crescente do produto. Estima-se que as
matérias-primas atualmente utilizadas para a producéo do etanol ndo serdo suficientes
para sustentar elevados niveis de producdo (SHEN et al., 2011). Esta maior demanda,
devera ser, portanto acompanhada por avangos tecnoldgicos na producgdo, caso
contrario, o preco do produto aumentaria significativamente. E importante que o
incremento na producdo das matérias-primas ndo envolva aumento e/ou desvio da
area plantada em detrimento de outras lavouras, e respeite biomas ecologicamente
frageis (CONAB, 2009; SHEN et al, 2011). Entretanto, praticas agricolas
monoculturais em grandes extensfes de terra tém sido verificado em regides do Brasil
que se especializaram na producdo de cana-de-acUcar (GUEDES et al.,, 2006). A
utilizacdo de culturas alimentares como matérias-primas para a fabricagdo de etanol
pode gerar um grande problema (PORZIO et al., 2011).Tal modelo agricola baseado
na monocultura para producdo e exportacdo de cana e alcool se contrapde as
propostas de politicas que garantam soberania alimentar e deve ser revisto (CONAB,
2009). Tendo em vista esse panorama, aplicacdes de praticas agricolas e industriais
gue se baseiam em sustentabilidade ambiental merecem atencédo especial. Nesse
sentido, novas tecnologias de producdo dos biocombustiveis precisam ser
implementadas, de modo a melhor se aproveitar o potencial dos paises produtores,
bem como das matérias-primas utilizadas, a fim de se reduzir a concorréncia com

areas destinadas a producgéo de alimentos.

2.2.1.1 — Etanol de segunda geracao

O termo biocombustivel se refere a combustiveis liquidos ou gasosos
primariamente aplicados no setor de transportes (REIJNDERS, 2006). A producao dos
biocombustiveis se da& por meio da conversdo das moléculas de carboidratos
armazenados em forma de biomassa vegetal na matéria-prima utilizada. Essas
moléculas sdo oriundas do processo fotossintético e podem ser convertidas em
processos fermentativos (LOVETT, 2007). Por denominacdo, de maneira geral, os
biocombustiveis derivados de produtos da agricultura alimenticia, sdo conhecidos
como biocombustiveis de primeira geragdo. Os biocombustiveis produzidos pela
utilizacdo de culturas de lignocelulose que nédo séo voltadas para a producdo de
alimentos sdo denominados biocombustiveis de segunda geracdo (TAYLOR, 2008;
TAN et al., 2008; WOHLBACH et al., 2011). Para que a producdo de etanol

combustivel se consolide como forma sustentavel, é desejavel o uso de substratos
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mais baratos e mais abundantes (CARDONA et al., 2010; CLARK et al., 2012). O
caminho para se reduzir o custo das matérias-primas é alterar o uso das culturas
tradicionais baseadas em sacarideos e amidos para o uso da biomassa
lignocelulésica, por meio da implementagédo da tecnologia de producgéo de etanol de
segunda geracdo (TAN et al., 2008; CLARK et al., 2012). Por meio da utilizacdo de
biomassa lignocelulésica ndo haveria necessidade de uma intensificacdo na producao
agricola como tém ocorrido para a producédo do etanol de primeira geracdo (LOVETT,
2007; TAN et al., 2008). A lignocelulose é considerada um substrato atrativo para
expandir a producéo renovavel e sustentavel do bioetanol devido & sua disponibilidade
em grandes quantidades a baixo custo (CARDONA e SANCHEZ, 2007; CLARK et al.,
2012; PREMJET et al., 2013).

O desenvolvimento e a producdo em larga escala do etanol lignocelulésico
tem se pautado em numerosos estudos realizados em todo o mundo. Os principais
programas de pesquisa e aplicagdo estdo sendo conduzidos nos Estados Unidos e na
Europa, basicamente em escalas experimentais de producdo. Porém, o bioetanol de
segunda geracdo pode se transformar em um biocombustivel passivel de ser
produzido em quase todas as regides do mundo, dada a alta disponibilidade de
residuos organicos gerados atualmente. Praticamente todos os residuos de biomassa,
produzidos nas atividades agricolas e industriais, € mesmo o lixo urbano, apresentam
elevados teores de materiais lignocelulésicos (MACEDO et al., 2008). Entretanto, o
principal fator limitante é o elevado grau de complexidade inerente ao processamento
da matéria-prima, tendo em vista a natureza e a composicdo da biomassa
lignocelulosica. O processo de degradacdo dessa biomassa ainda ndo esta
completamente desenvolvido e demanda muitos gastos energéticos e financeiros para
a consolidadacio (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Para a producdo do etanol, os
acucares fermentaveis podem ser encontrados em forma de mono ou dissacarideos
(glicose, frutose e sacarose), amido ou carboidratos estruturais que compde a

biomassa lignocelulésica.

Os mono ou dissacarideos podem ser convertidos diretamente em etanol,
amidos (milho, mandioca, batata e raizes) devem primeiro ser hidrolisados. A
lignocelulose (madeira, residuos agricolas, residuos da industria de papel), também
deve ser primeiramente convertida a agucares fermenteciveis, que podem ser entédo
convertidos por alguns grupos de micro-organismos. Particularmente, a conversao
microbiana de pentoses tem sido identificada como o principal desafio para a

tecnologia do etanol de segunda geracdo (FROMANGER et al., 2010).
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Comumente, em fermentagbes etandlicas industriais, a levedura
Saccharomyces cerevisiae € o micro-organismo mais utilizado , e pode ser empregada
na etapa de fermentacdo do hidrolisado celulésico, rico em mondmeros de glicose,
durante a producgdo de etanol. Em contrapartida, esta levedura ndo pode ser utilizada
para a fermentacdo de hidrolisados hemicelulésicos devido a presenca nestes, de
pentoses, acucares que ndo sao fermentados por S. cerevisiae (KUMAR et al., 2009).
No entanto, a conversao custo-efetiva, sustentavel e economicamente eficiente da
biomassa a etanol implica na utilizacdo de linhagens microbianas capazes de
fermentar todos os acuUcares presentes em hidrolisados lignocelulésicos, com alto
rendimento e produtividade em etanol (van MARIS et al., 2006; HAHN-HAGERDAL et
al., 2007; BETTIGA et al., 2008; FUKUDA et al., 2009; FERREIRA et al., 2011).

Para a producdo biotecnologica de etanol de segunda geracdo, alguns
processos ja estdo consolidados. De uma maneira geral, a producao de etanol a partir
de materiais lignoceluldsicos inclui quatro etapas principais: o pré-tratamento ou pré-
hidrélise da biomassa lignocelul6sica, a hidrélise da celulose e hemicelulose, a
detoxificacdo do hidrolisado e a fermentacdo de hexoses e/ou pentoses (CARDONA et
al., 2010).

No processo designado como hidrélise e fermentagdo em separado
(Separated Hydrolysis and Fermentation - SHF), tem-se a hidrélise da celulose e a
fermentacdo das hexoses liberadas a partir desse polissacarideo ocorrendo
separadamente, em unidades diferentes. Nesta etapa de fermentagéo, utilizam-se
linhagens de S. cerevisiae (SANCHEZ e CARDONA, 2008; GIRIO et al., 2010).
Quando, além da fracdo de hexoses, a fracdo de pentoses obtida pela hidrélise de
hemicelulose é também submetida a fermentagdo, a configuragcdo é designada
hidrélise e co-fermentacdo em separado (Separated Hydrolysis and Co-fermentation -
SHCF) sendo as fermentacdes realizadas independentemente. A fermentacdo das
pentoses se d4 em uma unidade independente devido a necessidade do emprego de
micro-organismos especificos, capazes de fermentar pentoses, comportamento este
que ndo é exibido por linhagens indigenas de S. cerevisiae. O uso de micro-
organismos geneticamente modificados, como linhagens recombinantes de S.
cerevisiae capazes de fermentar tanto hexoses quanto pentoses pode ser interessante
para este processo, visto que a co-fermentacdo representa uma opc¢do tecnolégica
ideal para uso de todos os agucares liberados durante o pré-tratamento da biomassa.
Desta forma, ndo haveria a necessidade de unidades independentes, jA que a

fermentacédo seria conduzida em uma Unica etapa (CARDONA et al., 2010; GIRIO et
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al., 2010). Quando a hidrdlise da celulose e a fermentacdo se ddo simultaneamente,
numa Uunica etapa, o processo € denominando de sacarificacdo e fermentacéo
simultaneas (Simultaneous Saccharification and Fermentation - SSF). Esse processo
pode também incluir a co-fermentacdo das hexoses e pentoses, sendo chamado de
sacarificacdo e co-fermentacdo simultdneas (Simultaneous Saccharification and Co-
fermentation - SSCF). As enzimas necessarias a quebra das frac6es oligoméricas e
das ligacdes monoméricas dos polissacarideos podem ser produzidas também
durante o processo, em uma via de producdo enzimatica, que torna desnecessaria a
adicdo de enzimas exdgenas (comerciais ou nao). Neste caso, a hidrélise e a
fermentacdo dos aclUcares sao realizadas em uma Unica etapa, € 0 processo €
denominado bioprocesso consolidado (CBP) (GIRIO et al., 2010).

A producdo de etanol combustivel a partir das fragbes hemicelulosicas é
essencial para o sucesso econdmico do etanol lignocelulésico, e deve ser realizada
juntamente com a produgdo a partir da fragdo celulésica (GIRIO et al., 2010).
Entretanto, a conversdo da hemicelulose representa um grande desafio a ser vencido,
em funcdo da propria composicdo dessa fracdo (incluindo agucares D-xilose, L-
arabinose, D-galactose, D-glicose e D-manose) e, portanto da necessidade de se
utilizar linhagens de leveduras aptas a converter tais agucares. Geralmente, a D-xilose
€ o principal acucar hemicelulésico, e sua bioconversao torna-se um importante pré-
requisito para o uso de materiais lignocelulésicos para a obtencdo do etanol de
segunda geracdo (SILVA et al., 2007; SILVA et al.,, 2010; ROCHA et al., 2011).
Particularmente, visto que a fermentacdo de D-xilose representa um desafio Unico,
durante as ultimas décadas, pesquisas tém sido focadas na descoberta e no estudo de
micro-organismos fermentadores de xilose (HAHN-HAGERDAL et al., 2007;
AGBOGBO et al., 2008).

2.2.2 - Xilitol

O xilitol, produto intermediério no metabolismo de leveduras fermentadoras de
D-xilose, € um polialcool cuja formula quimica é CsH;,0s, € que tem ligado em cada
atomo de carbono de sua molécula um grupo hidroxila, formado por um &tomo de
oxigénio e um de hidrogénio. Este poliol apresenta-se como um p6 branco, inodoro, de
sabor doce, podendo ser encontrado em liquens, fungos, algas e vegetais, sendo
também um intermediario do metabolismo de carboidratos no homem. Entretanto, na
natureza, o xilitol pode ser obtido em pequenas concentracoes, geralmente inferiores a
900 mg / 100g, o que torna sua extragdo um processo economicamente inviavel

(LIMA & BERLINCK, 2003). O xilitol foi sintetizado em laboratorio pela primeira vez em
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1891, pelo quimico alemao Emil Fisher e com o passar do tempo, comegou a ganhar
destaque por possuir interessantes propriedades fisico-quimicas e fisioldgicas. O uso
do xilitol em produtos industrializados ja foi aprovado em mais de 40 paises e
atualmente tem sido empregado nas inddstrias alimenticia, farmacéutica, de

cosméticos, odontolégica e médica (FREITAS, 2003).

O xilitol comecou a ser comercializado em 1960, sendo introduzido na dieta
de diabéticos, quando sua utilizacao foi autorizada pela Food and Drug Administration
(FDA), sendo incluida no grupo dos substitutos do agtcar em 1963 (ARAUJO, 2007).
Este poliol passou também a substituir a sacarose como conservantes de produtos
alimenticios. Em virtude de sua elevada estabilidade quimica, o xilitol oferece
resisténcia ao crescimento de micro-organismos, prolongando a vida de prateleira
desses produtos (BAR, 1991). Outra vantagem € que, devido a auséncia de grupos
aldeidicos ou cetbnicos em sua molécula, o xilitol ndo participa de reagbes com
aminoacidos, conhecidas como reacbes de “Maillard”. Isto significa que ele ndo sofre
reacOes de escurecimento ndo enziméatico, reacdes estas que provocam diminui¢cdo no
valor nutricional das proteinas. Dessa forma, o xilitol pode ser utilizado em produtos

cujas reacgodes de “Maillard” sdo indesejaveis, como em alimentos (MANZ et al., 1973).

Este poliol tem sido utilizado também na formulacao de produtos destinados
a higienizacao oral, em funcdo de seu sabor refrescante, sobretudo por sua acao
anticariogénica. Esta propriedade anticariogénica, é determinada principalmente pela
nao-fermentabilidade deste poliol por bactérias do género Streptococcus. As bactérias
pertencentes a esse género sao altamente cariogénicas e desencadeiam um processo
infeccioso, resultando nas céaries dentarias. A utilizacdo do xilitol em composi¢cdes
odontolégicas limita entdo a proliferacdo destes micro-organismos na microbiota oral.
Outro beneficio para a saude bucal é que o sabor agradavel do xilitol estimula a
salivacdo, e uma maior salivacdo produz aumento dos minerais presentes nela,
promovendo uma melhor remineralizagdo dos dentes e reversdo dos casos de caries
em estégio inicial. O aumento da salivagdo promove também o aumento de pH e de
enzimas que possuem acao bacteriostatica (MUSSATO & ROBERTO, 2002).

Os beneficios do uso do xilitol podem se estender além da odontologia.
Mattila et al. (1998) estudando ratas alimentadas com rag¢édo suplementada com 10 a
20% de xilitol constataram um aumento da massa 6ssea dos animais estudados. Os
autores afirmaram que o xilitol estimula a absorcao de célcio pelo intestino, facilitando
a passagem deste mineral do sangue para os 0sso0s. Dessa forma, esse poliol poderia

ser utilizado preventivamente ou no tratamento de casos de osteoporose em pessoas
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de meia-idade, que receberiam doses diarias de xilitol por meio de suplementacao
alimentar. Além disso, o xilitol tem sido indicado para o tratamento de diabetes.
Diferentemente dos agucares convencionais, 0 metabolismo do xilitol & independente
de insulina. De fato, nenhuma das principais vias de absorcdo do xilitol € mediada
pela insulina, ocorrendo no figado e na microbiota intestinal. Dessa forma ele pode ser
utilizado clinicamente na dieta de pacientes portadores de Diabetes Mellitus Tipo | ou
Tipo I, sem aumentar os niveis de glicemia no sangue desse pacientes (MUSSATO &
ROBERTO, 2002). No Brasil, o xilitol esta na fase de introducdo e € aprovado como
produto dietético pela ANVISA. Atualmente, o principal fabricante de xilitol no mundo é
a empresa Danisco, da Dinamarca, seguida de empresas chinesas (FRANCESCHIN
et al., 2011).

A producdo industrial do xilitol se d& por hidrogenacdo catalitica sob
condi¢bes de alta temperatura e pressdo de solugdes ricas em D-xilose, oriundas de
biomassa lignoceluldsica hidrolisada. Este é um processo oneroso, em fungdo das
varias e complexas etapas requeridas para a purificacdo do hidrolisado. Isso por que
apenas D-xilose pura pode ser utilizada no processo de reducdo quimica
(GRANSTROM et al., 2007). O hidrolisado hemicelulésico é purificado por exclusdo de
ions e por fracionamento cromatogréafico para se obter uma solugdo concentrada de
xilose. A solugdo é hidrogenada utilizando niquel como catalisador, e o xilitol é
recuperado também por fracionamento cromatografico utilizando resinas de troca
ibnica. Posteriormente sao necessarias varias etapas para remoc¢do do catalisador
metalico, que é téxico para os humanos. Na etapa seguinte, a solu¢do de xilitol é
concentrada, fracionada por cromatografia e cristalizada para obtencdo do produto
puro (MELAJA e HAMALAINEN, 1977).

Outra forma de producéo de xilitol que tem sido muito pesquisada é a que se
baseia na utilizagdo de micro-organismos para a conversao de D-xilose a xilitol a partir
de hidrolisado hemicelulésico. A conversdo biotecnoldgica de solu¢des contendo
xilose por bactérias, fungos filamentosos, leveduras ou enzimas purificadas capazes
de reduzir a D-xilose em xilitol € uma alternativa promissora ao método convencional.
A bioconverséo da xilose a xilitol pode reduzir os custos do processo, ja que néo seria
necessaria a utilizacao de solugfes puras de D-xilose e diferentes materiais contendo
xilose poderiam ser utilizados como substrato (PRAKASHAM et al., 2009; CHANDEL
et al., 2011). A producao biotecnoldgica de xilitol tem sido estudada por anos, e dentre
0S micro-organismos estudados, as leveduras sdo reconhecidas como as melhores

produtoras de xilitol. Muitos estudos objetivando avaliar a eficiéncia de diferentes
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espécies de leveduras na conversdo de xilose em xilitol tém sido desenvolvidos
(PREZIOZI-BELLOY et al., 1997; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA,1998; MUSSATO
e ROBERTO, 2004; RAO et al., 2006; SILVA et al.,, 2007; MISRA et al., 2011,
ARRIZON et al., 2011; MISRA et al., 2012; BURNEO, 2013; PAL et al., 2013).

Para o estabelecimento de processos efetivos de produgéo biotecnoldgica de
xilitol, fatores como pH, concentracdo inicial de xilose, temperatura, presenca de
compostos téxicos no hidrolisado, devem ser levados em consideracdo (RODRIGES et
al.,, 2003; FELIPE et al, 1997; FELIPE, 2004). O coeficiente volumérico de
transferéncia de oxigénio (K.a) € também um dos fatores mais importantes, uma vez
gque a variacao acima ou abaixo de um valor 6timo leva a uma diminuicéo significativa
do fator de converséo e/ou da prodtividade em xilitol (BRANCO et al., 2009). Atrelado
ao estabelecimento ideal desses fatores, a recuperacdo do xilitol (purificacdo e
cristalizacdo) pode ser considerado o passo mais complexo de todo o processo
fermentativo, devido a baixa concentracdo e complexa composicdo do caldo
fermentado (MELAJA e HAMALAINEN, 1977; de FAVEREI et al., 2004). As técnicas
atualmente empregadas baseiam-se na utilizacdo de membranas para cristalizagéo ou
a extracdo com fluidos supercriticos. No trabalho realizado por Affleck (2000), a
utilizacdo de técnicas de separacao de xilitol utilizando diferentes tipos de membranas
permitiu cristalizar mais de 87% deste produto, a partir da fermentacdo de hidrolisado
de palha de milho por C. tropicalis. J& Canilha (2006), recuperou cristais de xilitol com
92-94% de pureza, a partir da fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco
de cana. A técnica com fluidos supercriticos utiliza CO, como solvente e etanol como
co-solvente. Este é um procedimento que tem mostrado grande potencial para
extracdo e purificacdo de compostos organicos. O fluido supercritico apresenta
propriedades fisico-quimicas intermediarias entre liquido e gas. A densidade proxima a
dos liquidos aumenta o poder de solvente e a baixa viscosidade acelera a
transferéncia de massa, permitindo a facil solubilizagdo do xilitol, tornando-se um
processo rapido e eficiente para exclusdo da xilose e retencdo do xilitol. (TRESINARI
et al., 2011).

Além do estabelecimento de técnicas de producéo e purificagdo do xilitol,
a viabilizacéo da produgé&o biotecnolégica deste, em nivel industrial, esta atrelada
a uma etapa de bioconversdo que ofereca rendimento elevado. Sendo assim,
devem ser empregados micro-organismos habeis na conversédo da xilose a partir
dos hidrolisados e devem ser obtidos resultados comparaveis aos da tecnologia

atual.
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2.2.3 — Fermentacéao de D-xilose para producéao de etanol e xilitol

Durante as etapas de conversao da lignocelulose, 0s micro-organismos estao
previstos para contribuir com os principais eventos fundamentais neste processo,
como a fermentacdo de hexoses e de pentoses (GIRIO et al., 2010). Tais aglcares,
entdo disponibilizados, precisam ser fermentados por micro-organismos que
apresentem tal habilidade (KLINKE et. al., 2002). Os acgucares provenientes da
degradacdo da hemicelulose comp&e uma mistura de hexoses (principalmente glicose)
e pentoses (principalmente xilose) de acordo com o substrato analisado (GRAY et al.,
2006). Dependendo do tipo de matéria-prima, o pré-tratamento utilizado e as
condi¢cbes das reagbes, pode ser recuperado de 80-95% das pentoses presentes na
biomassa (FROMANGER et al., 2010).

Um importante fator para a geracdo de produtos a partir de matéria-prima
lignocelulésica esta relacionado a necessidade de se obter um alto rendimento, com
eficiente taxa de fermentacdo da biomassa, para que O processo seja
economicamente competitivo. Para tanto, é necessario que todos os substratos sejam
utilizados completamente. Isto significa que todos os tipos de agucares devam ser
convertidos e que 0s micro-organismos envolvidos sejam eficientemente capazes de
se adaptar as condi¢cdes de producgdo industrial (DELGENES et. al., 1996; HAHN-
HAGERDAL et al., 2006; van MARIS et al., 2006). As linhagens devem apresentar
eficiente utilizacdo das pentoses, alta produtividade, rapidas taxas de fermentacao,
viabilidade em baixos pH e altas temperaturas. Além disso, devem apresentar
tolerancia a acdo de compostos inibitérios de crescimento que sédo produzidos a partir
da hidrélise da biomassa lignocelulolésica, e aos elevados niveis de etanol produzidos
durante a fermentacdo (KLINKE et al. 2004, PASHA et al., 2007).

No que diz respeito a producdo de bioetanol, a fermentacdo da biomassa
lignocelulosica € mais complexa em relacdo a fermentagdo convencional, como da
producao de etanol de primeira geragdo. Nesta, a producao de etanol é realizada pela
fermentagdo de mono e dissacarideos presentes na matéria-prima que s&o
prontamente assimilaveis por linhagens de S. cerevisiae adaptadas ao processo
industrial. Entretanto, S. cerevisiae ndo € capaz de assimilar e fermentar as pentoses
provenientes da hidrélise da hemicelulose (van MARIS et al., 2006). Dessa forma
varios trabalhos tém sido voltados tanto para a selecao de linhagens indigenas habeis
na fermentacéo de pentoses, ou que sejam fonte de genes que possam ser utilizados
para alteracdes nas vias metabdlicas de S. cerevisiae por engenharia genética para a

“construcdo” de leveduras que sejam capazes de fermentar esses acucares (HAHN-
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HAGERDAL, 2001; JEFFRIES & JIN, 2004; van MARIS et al., 2006, STAMBUK et al.,
2008; ALPER & STEPHANOPOULQOS, 2009; CADETE et al, 2009; CADETE et al.,
2012a; KIM et al., 2012; LEE et al., 2012; CADETE et al., 2013; MORAIS et al., 2013).

Em relacdo a bioconversdo de xilose a xilitol, a levedura C. tropicalis é
preferencialmente utilizada e j& foram estabelecidos parametros para a utilizacdo
desta, como concentracéo e idade do indculo (FELIPE et al., 1997), pH (RODRIGUES
et al., 2003), temperatura, concentracdo inicial de xilose (FELIPE et al., 1997),
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (SILVA, 1998; BRANCO et al.,
2009), dentre outros. Além disso, trabalhos objetivando a selecdo de linhagens ou
espécies de leveduras naturalmente fermentadoras de pentoses com producdo de
xilitol tém sido desenvolvidos. Esses trabalhos visam a sele¢éo de linhagens mais bem
adaptadas as condi¢des de fermentagdo (MISRA et al., 2011; ARRIZON et al., 2012;
BURNEO, 2013).

A conversdo microbiana de D-xilose tem sido identificada como o principal
desafio para a geracao tecnolégica de produtos como o etanol ou xilitol, em funcdo
das leveduras utilizadas em processos de fermentacbes comerciais ndo serem
capazes de fermentar essa pentose (AGUILAR et al.,, 2002; FROMANGER et al.,
2010). Tal fato, contudo, ndo é uma caracteristica geral observada dentre as
leveduras. Diferentes espécies de leveduras, descritas como produtoras de etanol a
partir de D-xilose tém sido isoladas de varios habitats, tais como exudatos de arvores
(NIGAM et al., 1985), insetos habitantes de madeira (TOIVOLA et al., 1984; SUH et al.,
2003), madeira em decomposi¢do (TOIVOLA et al.,, 1984; CADETE et al., 2009;
URBINA e BLACKWELL, 2012; CADETE et a., 2012a; CADETE et al., 2013; MORAIS
et al., 2013b), frutas em decomposi¢cdo e cascas de arvores (RAO et al., 2008). Os
micro-organismos naturalmente fermentadores de D-xilose incluem linhagens
pertencentes as espécies Scheffersomyces stipitis, S. shehatae, S. lignosa, S.
insectosa, C. tenuis e Pachysolen tannophilus (AGBOGBO et al., 2008; FERREIRA et
al., 2011; WOHLBACH et al., 2011), Spathaspora passalidarum (NGUYEN et al., 2006;
CADETE et al., 2012a, ), S. arborariae (CADETE et al., 2009; CUNHA-PEREIRA et al.,
2011), Candida tropicalis (SANCHEZ et al.,, 2008) e Klyuveromyces marxianus
(ABDEL-BANAT et al., 2010). Recentemente, novas espécies de leveduras foram
descritas como naturais fermentadoras de xilose, sdo elas: Scheffersomyces
illinoinensis, S. quercinus, S. virginianus (URBINA e BLACKWELL, 2012), S.

amazonensis (CADETE et al., 2012b), Sugiyamaella xylanicola e Sugiyamaella sp.
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(MORAIS et al., 2013b), Spathaspora brasiliensis, Spathaspora suhii, Spathaspora
roraimanensis e Spathaspora xylofermentans (CADETE et al., 2013).

Observadas as caracteristicas desejaveis, linhagens das leveduras S.
shehatae, P. tannophylus, S. stipitis e S. passalidarum sdo consideradas as melhores
leveduras naturalmente fermentadoras de xilose, embora apresentem baixa tolerancia
ao etanol, ndo sendo assim, adequadas a produc¢éo de bioetanol em larga escala (DU
PREEZ et al., 1986; AGBOGBO et al., 2008; HOU, 2012). No trabalho realizado por
Cadete et al. (2012a), os autores verificaram que linhagens de S. passalidarum
mostraram melhor potencial para producéo de etanol a partir de xilose, em funcao das
altas concentracdes de etanol produzidas, em curto periodo de tempo. Esses dados
corroboram com o fato de que espécies naturalmente fermentadoras de xilose
possam ser isoladas para serem diretamente utilizadas em processos fermentativos.
Essas leveduras podem também representar uma interessante fonte de genes para o
desenvolvimento de organismos modificados geneticamente, de modo a serem
utilizados industrialmente na producédo de bioetanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007;
PASHA et al., 2007; STAMBUK et al., 2008). Organismos geneticamente modificados
para fermentacdo de xilose séo representados pela levedura S. cerevisiae, e as
bactérias Escherichia coli e Zymomonas mobilis (AGBOGBO, 2008).

Em relacdo a bioconversdo de xilose a «xilitol, espécies de leveduras de
diferentes géneros tém sido descritas como produtoras deste poliol. Dentre essas
espécies, podem ser citadas: C. tropicalis (SILVA e AFSCHAR, 1994), C. peltata
(SAHA e BOTHAST, 1999), Candida boidinii e Candida guilliermondii (PRAKASHAM et
al., 2009), P. tannophilus (CHANDEL, 2010), S. arborariae e Saccharomyces
cerevisiae (HICKERTet al., 2013), Debaryomyces hansenii (MISRA et al., 2012),
Candida amazonensis (CADETE et al., 2012a), Candida magnoliae
(SIRISANSANEEYAKUL et al., 2012), Lindnera sp. (BURNEO, 2013) e S. stipitis
(NEERU et al., 2013). Estudos com organismos geneticamente modificados visando a
producdo de xilitol, tém sido realizados. Pal et al., 2013 testaram linhagens de D.
hansenii modificadas quanto a fermentacdo de xilose e estas foram capazes de
produzir xilitol.

Dentre os micro-organismos assimiladores de D-xilose, apenas um pequeno
numero é capaz de fermentar essa pentose a etanol. Essa dificuldade é intrinseca a
via metabdlica da xilose. A via metabdlica da xilose inicia-se pelo transporte da D-
xilose através da membrana celular mediada por transportadores especificos de xilose
ou de glicose (figura 1). ApGs a internalizacdo da xilose, a conversdo da pentose a
etanol se da pela acao de trés enzimas: D-xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase

(XDH), e xiluloquinase (XK). XR reduz a xilose a xilitol que é oxidado pela XDH a D-
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xilulose. Esta é entdo fosforilada a D-xilulose 5-fosfato pela XK. A D-xilulose 5-fosfato
€ metabolizada na via Pentose-Fosfato em etanol (GRANSTROM e LEISOLA, 2002).
O co-fator exigido para acdo da xilose redutase (XR) que converte xilose a xilitol, € o
NADPH, e NAD+ é requerido para a atividade da xilitol desidrogenase, que converte
xilitol a xilulose. A conversao da xilose em xilulose produz um NADP+ e um NADH que
precisam ser regenerados a NADPH e a NAD+ para restabelecer o balango redox. O
NADPH pode ser obtido pelo desvio de parte da frutose-6-fosfato produzida na etapa
oxidativa na via da pentose-fosfato. Ja o0 NADH pode ser re-oxidado, sob condi¢cdes
aerdbicas, via cadeia respiratdria com o oxigénio molecular. Entretanto, sob baixas
concentracdes de oxigénio, ou em condicBes anaerbbicas, o0 NADH nao pode ser re-
oxidado a NAD+. Neste caso, outro aceptor de elétrons se faz necessario para re-
oxidar o NADH. Se nenhum outro aceptor de elétrons estiver disponivel, a célula ndo
obtém o balancgo redox, ndo sendo capaz de fermentar D-xilose a etanol e o acimulo
de xilitol é favorecido (BRUINENBERG et al.,, 1983; NOLLEAU et al., 1995). Hou
(2012) mostrou que S. passalidarum foi capaz de fermentar xilose, com producéo de
etanol, sob condi¢cdes anaerdbica. A autora considera que exista, para esta levedura,
um balanco equilibrado entre a oferta e demanda de cofatores NADH e NAD+ para as
enzimas XR e XDH, como hip6tese para justificar o fato.

Dentro deste contexto, a etapa de fermentacdo eficiente depende da
obtencdo de micro-organismos, que possam ser empregados NnOS Processos
industriais. Particularmente, a fermentacédo de D-xilose representa um grande desafio,
e a busca por organismos eficientemente aplicaveis tem sido consistente nas Ultimas
décadas (AGBOGBO et al., 2008).

Levando-se em consideracdo os dados acima expostos, fica claro perceber
gue, para a utilizagdo racional da biomassa lignocelulésica como matéria-prima, para
geracdo de produtos como etanol de segunda geracao ou xilitol, dentro do conceito de
biorrefinarias, varios desafios tecnolégicos ainda precisam ser vencidos. Torna-se
necessario, portanto, o estabelecimento de parametros industriais efetivos, muitas das
vezes relacionados com as caracteristicas da biomassa vegetal, mas principalmente
com as caracteristicas metabdlicas dos micro-organismos envolvidos nos processos

fermentativos.
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Figura 1: Vias metabdlicas da fermentacdo de glicose e xilose em leveduras. Fonte:
adaptada de Granstrém, 2002.

2.3 — Residuos daindustria da cana-de-acucar

2.3.1 — Bagaco de cana-de-acucar

A historia de formacgéo do setor industrial para producédo do etanol no Brasil,
deu-se em 1975, quando o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), que diversificou a atuagdo da inddstria agucareira com grandes
investimentos apoiados pelo Banco Mundial. Esse setor destaca-se atualmente pelo
aumento crescente da producdo de acUcar e de alcool combustivel no Pais, que pode
ser evidenciado pelo aumento crescente no numero de usinas. Nos dias atuais, 0
Brasil figura como maior produtor de cana-de-agicar no mundo, sendo que a
producdo de cana-de-agUcar se concentra nas regides Centro-Sul e Nordeste do
Brasil, como mostrado no mapa (figura 2). A lavoura da cana-de-agucar continua em

expansao no Brasil, com progressivo aumento nos estados da regido Centro-Oeste,
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Sudeste e sul do Pais. A previsao total do volume de cana moida na safra de 2012/13
é de cerca de 600 milhdes de toneladas, com aumento de 6,5% em relacdo a safra
2011/12. Estima-se que a quantidade de cana moida sera de 36 milhdes de toneladas
a mais que na safra anterior, volume suficiente para manter os niveis de producéo de
acucar e etanol exigidos para consumo interno e exportacdo (CONAB, 2012).

Em detrimento da enorme produc¢éo agricola de cana-de-aglUcar observada
no Brasil, muitos residuos lignocelulésicos oriundos desta atividade s&do gerados,
como uma grande quantidade de fibras na forma de bagaco, palha, e torta de filtros. A
torta de filtros prensados ou torta de filtros rotativos, como é geralmente denominada,
€ acumulada nos filtros rotativos por decantacdo das particulas sélidas durante o
tratamento de clarificagdo do caldo da cana-de-agucar, sendo obtida e separada apos
extracdo da sacarose residual (SANTOS et al.,, 2009). Em geral, uma tonelada de
cana-de-acucar gera, em média, 140 quilos de bagaco e 40 quilos de torta de filtros
(CENBIO, 2012). Sendo assim, pode-se estimar que somente na safra 2012/13 serao
gerados cerca de 84 milhdes de toneladas de bagaco de cana e 24 milhdes de
toneladas de torta de filtros como residuos, que necessitam da aplicacdo de

estratégias viavies para a gestao dos mesmos.
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Figura 2: Localizag&o das principais regides produtoras de cana-de-acucar no Brasil.
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O bagaco da cana-de-aciucar € um dos principais residuos agricolas
produzidos no mundo, em funcdo da expressiva atividade sulcroalcooleira observada
em paises como como india, Cuba, China, México, Indonésia, Coldmbia e em especial
no Brasil. Em comparacdo com outros residuos agricolas, o bagaco pode ser
considerado um rico reservatorio energético, devido ao seu alto rendimento no plantio
(cerca de 80 toneladas/hectare em comparacédo com 1, 2 e 20 t/ha para trigo, outras
gramineas, e arvores, respectivamente), e grande capacidade de regeneracdo anual
(PANDEY et al., 2000).

O bagaco de cana-de-acucar obtido ap6s a moagem, € um material fibroso que
representa cerca de 30% da massa da cana e apresenta umidade em torno de 50%
(MACHADO, 2000). O bagago é primariamente composto de celulose (40-45%),
hemiceluloses (30-35%) e lignina (20-30%) apresentando 1-3 % de cinzas (PENG et
al., 2009). Devido ao baixo conteldo de cinzas, quando comparado a de outros
residuos, como palha de arroz e palha de trigo (17,5% e 11% de cinzas,
respectivamente) e ao conteudo relativamente baixo de lignina e alto teor de agucar, o
bagaco de cana-de-acUcar pode ser visto como uma matéria-prima viavel para
emprego em processos de bioconversdo, oferecendo véarias vantagens em
comparagdo as demais matérias-primas agricolas residuais (PANDEY et al., 2000;
CARDONA et al., 2010). O setor sulcroalcooleiro, em variados casos, realiza
atividades de reaproveitamento dos residuos. Um método de reutilizagdo de residuos
inserido neste contexto que esta sendo aplicado atualmente é a co-geracao de energia
por meio da queima do bagacgo nas préprias usinas. Entre 60 % e 90 % desse residuo
sdo utilizados nas usinas como fonte de energia elétrica e desta forma, a queima é
vista como um fim economicamente viavel. Estima-se que o potencial de geracdo de
energia a partir do bagaco brasileiro, seja equivalente a 25 mil GigaWatts/hora ou
cerca de 6% dos GW/h gerados ao ano no Pais (SIMOES, 2008). Entretanto, o
restante ndo reutilizado (volume consideravel, tendo em vista 0 montante de bagacgo
produzido nas safras) € empilhado e estocado, sem outra estratégia de destinagéo
(CANILHA et al., 2010). Devido & importancia do bagaco de cana como um substancial
residuo industrial, existe interesse no desenvolvimento de métodos para a produgéo
biol6gica de produtos que possam oferecer vantagens estratégicas do ponto de vista
econdmico e ambiental, & destinacdo deste residuo. O bagaco pode ser utilizado em
bioprocessos que visem a producdo industrial de enzimas, etanol, xilitol, &cidos
organicos, dentre outros quimicos (ADSUL et al., 2004; CHANDEL et al., 2011). Em
aproximadamente 80 paises produtores cana-de-acUcar existe potencial para se fazer
melhor uso do bagaco (CARDONA et al., 2010). Para os produtores de cana, grandes

beneficios no uso do bagaco podem ser evidenciados, devido a possibilidade da
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utilizacdo deste residuo ser no mesmo local onde ele é produzido, anexada as
unidades de producdo de acgUcar e etanol ja em vigor. Isso implicaria em menores
investimentos na infra-estrutura, logistica e suprimento de energia para esta tecnologia
(ROSSEL, 2006; FERREIRA-LEITAO et al., 2010). De acordo com LEITE (2007), a
producao de etanol, por exemplo, por tonelada de cana processada podera crescer em
torno de 50% com a utilizacdo dos residuos da cana. Dessa forma, uma maior
guantidade de etanol pode ser obtida a partir da mesma quantidade de cana
processada, fazendo-se uso da tecnologia de producdo do etanol de segunda
geracdo. Assim, e regides agricolas responsaveis pela producédo de cana-de-acUcar
poderdo ser beneficiadas com a aplicacdo dessas tecnologias emergentes
(CERQUEIRA-LEITE et al., 2009).

2.3.2 — Torta de filtros

Dentre os residuos gerados na industrializagdo da cana-de-agucar para
producao de agucar e élcool no Brasil, destaca-se também a torta de filtros. No Brasil,
a importancia deste residuo resulta ndo sé do grande volume em que é gerado (40 kg
de torta por tonelada de cana-de-acUcar processada), como também da economia de
insumos que se obtém com a pratica do seu aproveitamento na forma de fertilizante
e/ou como condicionadora de solos (SANTOS et al., 2009; SIMPGEU, 2012). Este
residuo, basicamente composto por uma mistura de bagaco moido e lodo da
decantacdo, € considerado um excelente produto organico para a recuperacdo de
solos exauridos ou de baixa fertilidade. O residuo é armazenado, estocado a céu
aberto e transportado até a lavoura para ser reutilizado como fertilizante (SIMPGEU,
2012).

Segundo Nunes Junior (2008), a torta de filtros apresenta em sua composicéo
cerca de 80% de umidade, além de altos teores de macro e micronutrientes como
fésforo, nitrogénio, calcio, potassio e magnésio. O fosforo (P) é o elemento
predominante na composi¢do quimica da torta de filtros, e apesar do pequeno
requerimento deste elemento pelos vegetais, € um dos nutrientes aplicados em
maiores quantidades nos solos brasileiros, em face da baixa disponibilidade natural
deste, o0 que o torna um dos fatores limitantes da producdo em solos tropicais (RAIJ,
1991). Portanto, um dos maiores entraves para a producao agricola no Brasil € a baixa
disponibilidade de P inorganico no solo, sendo que sua deficiéncia pode reduzir a

absor¢cdo de N. Dessa forma, a torta de filtro utilizada como adubo nas proprias
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plantacbes de cana, amenizou as despesas que antes as usinas despendiam com a
suplementacgéo do solo (BITTENCOURT, 2006).

Os residuos agroindustriais oriundos da atividade sulcroalcooleira no Brasil
podem representar materiais interessantes para o estabelecimento de comunidades
microbianas. A torta de filtros, embora seja normalmente aplicada ao solo e
recomendada como fertilizante, pode ser considerada uma fonte potencial para o
isolamento de leveduras, em funcdo da composicao quimica. De acordo com Penatti
(1991), os elevados teores de matéria organica e umidade observadas na torta podem
propiciar boas condicdes fisico-quimicas para o estabelecimento de comunidades
microbianas. Por outro lado, o bagaco de cana armazenado ao longo das safras, ja
apresentando diferentes estagios de decomposi¢éo, pode também ser colonizado por
uma comunidade microbiana diversa, em fungéo da composi¢éo orgéanica e teores de
umidade. Segundo Lachance (2006), a maioria das espécies de uma comunidade é
adaptada aquele ambiente, e a composi¢do desta comunidade esta intimamente
relacionada com as caracteristicas de seu habitat. Sendo assim, pode-se inferir que os
micro-organismos associados a estes substratos estariam melhores adaptados nédo so
as caracteristicas nutricionais, como também as condi¢Bes industriais de estresse
observadas nas usinas de &lcool. Portanto, torna-se importante a identificacdo de
espécies de leveduras a partir destes substratos, bem como a caracterizacdo do
potencial biotecnolégico dos isolados obtidos.

Tendo em vista o fato de que ndo existem relatos a cerca da diversidade de
leveduras associadas ao bagaco de cana-de-acgUcar e a torta de filtros, e considerando
o potencial do Brasil em albergar espécies e/ou linhagens de leveduras com potencial
biotecnoldgico, o presente trabalho poderd ser de grande importancia para o
isolamento de novas espécies/linhagens de interesse industrial. O trabalho representa
o primeiro estudo da diversidade de leveduras assimiladoras de D-xilose associadas a
estes substratos, com enfoque na selecdo de linhagens que sejam potencialmente
aplicaveis na producédo de etanol e/ou xilitol por meio da bioconversédo do hidrolisado

hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Identificar as comunidades de leveduras assimiladoras de D-xilose
associadas ao bagaco de cana-de-agUcar e a torta de filtros e testar os isolados
quanto a fermentagcdo de D-xilose, visando o emprego de tais micro-organismos na

producéo de xilitol.

3.2- Objetivos especificos

o Coletar amostras de bagaco de cana e de torta de filtros em decomposicdo
amostrados em usinas sulcroalcooleiras no Brasil e isolar leveduras a partir

desses substratos;

o Verificar a assimilacdo de D-xilose pelas leveduras isoladas:

o Identificar todos os isolados por meio de métodos fisiolégicos e moleculares;

o Calcular os indices de diversidade para as comunidades de leveduras obtidas;
o Triar todos os isolados quanto & fermentacdo de D-xilose, e selecionar

linhagens produtoras de xilitol;

. Realizar ensaios fermentativos em meios de D-xilose e em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar, em escala de bancada, com os

isolados selecionados;

o Realizar ensaios fermentativos de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana, em biorretaor agitado, com os isolados selecionados;

o Determinar os parametros fermentativos para as leveduras fermentadoras de

D-xilose nos ensaios realizados.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Realizagédo das coletas

As amostras de bagago de cana e/ou de torta de filtros foram coletadas em
diferentes usinas de acgucar/alcool combustivel no Brasil, entre as safras da cana dos
anos de 2010 e 2011. As amostras de bagaco de cana foram coletadas em pontos
aleatorios estatstisticamente, numa profundidade de cerca de 10 cm nos montes de
bagaco das safras anteriores acumulados ao relento nas delimitacdes das usinas. As
amostras de torta de filtros foram obtidas diretamente no canavial adubado com o
substrato, também nas delimitagBes das usinas. Dez gramas de cada amostra foram
obtidos, armazenados em sacos plasticos esterilizados e processados em laboratério
no prazo maximo de até 24 horas. As coletas foram realizadas nas principais regides

produtoras de agucar e alcool do Brasil: Suldeste e Nordeste.

4.2- Isolamento das leveduras

Um grama de cada amostra obtida (bagaco de cana e torta de filtros) foi
adicionado a frascos Erlenmeyers contendo 20 ml do meio YNB-xilana (xilana 1%,
Yeast Nitrogen Base 0,67%, cloranfenicol 0,02%, pH 5,0 + 0,2), 20 mL do meio YNB-
D-xilose (D-xilose 0,5%, Yeast Nitrogen Base 0,67%, cloranfenicol 0,02%). Os frascos
foram incubados em agitador horizontal (modelo New Brunswick Scientific CO. INC.
series 25) a 150 rpm e 25°C por 3 a 10 dias. Dos frascos que apresentaram
crescimento positivo, caracterizado pela turbidez do meio, uma aliquota de 500 mL foi
transferida a tubos contendo 5 mL de meios correspondentes (YNB-xilana e YNB-D-
xilose). Os tubos foram incubados sob as mesmas condi¢bes anteriores. Dos tubos
gque apresentaram crescimento, uma alcada foi semeada separadamente em placas
de Petri contendo os mesmos meios acrescidos de 2% de agar. As placas foram
incubadas a 25°C até a observacéo do crescimento de colonias (CADETE et al, 2009;
CADETE et al, 2012a).

4.3-Purificagcdo e manutencé&o das leveduras

Das placas onde se observou crescimento de coldnias de leveduras, cada
morfotipo foi descrito quanto as caracteristicas macroscopicas. Um representante de

cada morfotipo foi purificado em meio agar extrato de malte - extrato de levedura (YM -
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glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona bacteriolégica
0,5%, agar 2%) e preservado em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%,
extrato de malte 1%, Na,PO, 0,2%) com 20% de glicerol em ultra-freezer a - 80° C. As
leveduras isoladas durante o estudo foram depositadas na Colecdo de Micro-
organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.4. Identificacdo das leveduras

Os isolados de leveduras foram agrupados em perfis de acordo com testes
fisiol6gicos e bioquimicos segundo procedimento descrito por Kurtzman et al. (2011a).
Para tanto, cada levedura foi inoculada em tubos contendo dgua destilada esterilizada,
na qual a concentracdo celular foi medida pelo cartdo de Wickerham (grau +2). Uma
aliquota de 400 uL de cada suspenséao de células foi adicionada individualmente em
pocos de um replicador, que foi utilizado para inocular as leveduras em placas
contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio. As placas foram incubadas por 21
dias, a 25°C, sendo as leituras dos crescimentos das leveduras realizadas com 7, 14 e
21 dias, em uma escala que variou de negativo (—) até 3 (positivo), de acordo com o
crescimento das mesmas (-,1,2,3). Com base nos perfis fisiolégicos idénticos assim
determinados, representantes de cada grupo foram submetidos a analise molecular,
para a realizacdo do agrupamento em perfis moleculares distintos, por meio de PCR
(Reacdo em Cadeira da Polimerase) utilizando o iniciador EI-1.

4.4.1 Extracdo do DNA

Para o agrupamento molecular, primeiramente, realizou-se a extragdo do
DNA total das leveduras, onde os isolados foram crescidos em agar extrato de malte e
extrato de levedura (glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%,
peptona bacteriolégica 0,5%, agar 2%) por 24 horas a 25°C. Apds o crescimento, as
coldnias foram resuspendidas em 100 uL de tampao de lise e incubadas em banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Transcorrida essa etapa do processo, foram adicionados
200 pL de clorofomio:alcool isoamilico (24:1) aos tubos e os mesmos foram vedados
com parafilme, homogeneizados por inverséo e centrifugados a 14.800 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e transferido para outro
tubo, ao qual foi adicionado v/v de isopropanol. Os tubos foram deixados em repouso
a temperatura ambiente para precipitacdo do DNA. ApoOs essa etapa, os tubos foram
centrifugados a 13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado por

inversao, e ao pellet formado foram acrescentados 200 pL de etanol 70%. Efetuou-se
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novamente uma centrifugacao a 13.200 rpm por 10 minutos. A lavagem do DNA com
etanol foi repetida mais uma vez e, na ultima etapa do processo, o etanol foi retirado
com auxilio de pipeta e descartado, e os tubos incubados overnight a temperatura
ambiente para total evaporacdo do alcool. Apds essa etapa, o DNA foi re-suspendido
em 100 uL de tampéo Tris EDTA 0,1M (TE) pH 8 e estocado a — 20 °C.

442 -PCRcomoiniciador EI-1

A reacéo de PCR foi realizada de acordo com de Barros Lopes et al. (1996),
em um volume final de 25 pL contendo 2,5 yL de tampéo de PCR Fermentans 10 X,
15 pyL de MgCIl2 1,5 M, 1 pL de dNTP 0,05 mM, 1,5 pL do iniciador EI-1
(CTGGCTTGGTGTATGT) a 10 pmol/uL , 1 a 3 pyL de DNA, 0,3 yL de Tag DNA
Polimerase 1,25 U/uL (Taq DNA Polymerase Fermentans) e 4gua Dpec q.s.p. 25 L.
Utilizou-se o termociclador Eppendorf AG 6325. O programa de ciclagem consiste de
uma desnaturacao inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido por 33 ciclos de 1 minuto de
desnaturagdo a 94 °C, 2 minutos de anelamento do iniciador a 45 °C e 90 segundos de

extensdo a 74 °C, e uma extenséao final por 5 minutos a 74 °C.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5
% em tampéao TBE 0,5 X (54 g de tris base, 27,5 g de &cido bérico, 20 mL de EDTA
0,5 M, pH 8,0) durante aproximadamente 90 minutos a 80 V. Os amplicons obtidos
foram corados com uma solucdo de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA) a
0,2%, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-
documentacéo de gel (Vilber Lourmat, Franca). As leveduras com padrées de bandas
de DNA idénticas agrupadas foram supostamente consideradas como pertencentes a
mesma espécie (ROSA et al., 2007). Pelo menos uma linhagem representante de
cada grupo formado a partir da PCR com o iniciador El-1 foi submetido a analise da
sequéncia dos dominios D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA utilizando-se
os iniciadores NL1 e NL4, conforme descrito a seguir. As linhagens fisiologicamente
distintas com padrbes de banda Unicos também foram selecionadas para identificacao

pelo sequienciamento da regido D1/D2 do gene do rRNA.

4.4.3 - Amplificagéo utilizando os iniciadores NL1 e NL4

De cada perfil molecular distinto obtido a partir dos resultados com a PCR
utilizando-se o iniciador EI-1, um isolado foi selecionado para o sequenciamento da
regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA com os iniciadores NL-1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3))
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segundo Lachance et al. (1999). A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de
50 pL contendo 5 pL de tampéo de PCR Fermentans 10X, 2 yL de MgSO, 1,5M, 2 pyL
de dNTP 0,05 mM, 1 pL dos iniciadores NL1 e NL4 a 10 pmol/uL (MWG Biotech), 2 a 5
ML de DNA, 0,2 pL de Tag DNA Polimerase 1,25 U/uL (Tag DNA Polymerase
Fermentans) e agua Dpec qg.s.p. 50 pL. As reacbes de PCR foram realizadas
utilizando-se o termociclador Eppendorf AG 6325. O programa de ciclagem consistiu
de uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 15
segundos de desnaturacdo a 94°C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54°C e
20 segundos de extensdo a 68°C, e uma extensao final por 10 minutos a 68°C. Os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0)
durante aproximadamente 20 minutos a 120 V. Os géis foram corados com uma
solucdo de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA) a 0,2%, visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacéo de gel (Vilber Lourmat,

Franca).

4.4.4. - Amplificagao utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4

O poder discriminatério das sequiéncias da regidao D1/D2 da subunidade maior
do gene do rRNA é considerado suficiente para descrever novas espécies de
leveduras (KURTZMAN et al., 2011b). Entretanto, para a confirmagédo de potenciais
novas espécies foram utilizados, adicionalmente, o0s iniciadores ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), para
amplificacdo e sequenciamento da regido espacadora transcrita interna (ITS) do gene
do rRNA, conforme descrito por White et al. (1990). A reacdo de PCR foi realizada em
um volume final de 50 pyL contendo 5 pL de tampéo de PCR 10X (Fermentas, EUA), 2
pL de MgCl, 25mM (Fermentans, EUA), 2 yL de dNTP 10 mM, 1 pL de cada iniciador
ITS1 e ITS4 a 10 pmol* (MWG Biotech), 0,2 yL de Tag DNA polimerase 1,25U
(Fermentas, EUA), 1 a 5 yL do DNA e 50 uL g.s.p. de agua deionizada autoclavada.
As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Eppendorf AG 6325.
O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min,
seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a
55°C, 1 minuto de extensédo a 72 °C, e uma extenséo final por 5 minutos a 72 °C. Os
amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampéo TBE
0,5 X, eluidos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. Os géis foram corados

com uma solucéo de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA) a 0,2%, visualizados
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sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacéo de gel (Vilber

Lourmat, Franga).

445 - Purificacdo dos produtos de PCR e reacdo de

sequenciamento

Aos amplicons gerados pela reacdo de PCR com os iniciadores NL1 e NL4,
ITS1 e ITS4, foram adicionados 11,25 pL de EDTA 125 mM e 135 pL de etanol
absoluto. O conteudo dos tubos foi homogeneizado e 0s mesmos entdo centrifugados
a 13.000 rpm por 25 minutos. O sobrenadante foi retirado e descartado com auxilio de
pipeta. A seguir, foram adicionados 120 pyL de etanol 70% gelado aos tubos, e os
mesmos foram homogeneizados por inversdo e centrifugados a 13.000 rpm por 10
minutos; o etanol foi retirado e descartado com auxilio da pipeta. Os tubos foram
deixados overnight a temperatura ambiente para total evaporacdo do etanol e
decorrida essa etapa, 10 uL de dgua Dpec foram adicionados e o contetudo dos tubos
foi homogeneizado em vortex por 15 segundos. Em seguida, os tubos foram
incubados em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. O produto obtido foi dosado em
NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies). As reacdes de sequiienciamento foram
realizadas utilizando-se o DYEnamicTM (Amersham Biosciences, USA) em
combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado MegaBACETM 1000. O
sequenciamento foi realizado no Nuacleo de Analise de Genoma (NAGE) do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
UFMG. Para a confirmagdo de potenciais novas espécies foram realizadas também
reacOes de sequenciamento utilizando o Kit Big Dye verséo 3.1 (Applied Biosystems,
EUA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730, no

Laboratério de Taxonomia, Biodversidade e Biotecnologia de Fungos, ICB/UFMG.

4.4.6 - Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram montadas, editadas e alinhadas com o programa
MEGAS5 (TAMURA et al.,, 2011) e comparadas com sequéncias depositadas no
Genbank, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool - versdo
2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI desenvolvido pelo National Center For
Biotechnology (ALTSCHUL et al., 1997). Isolados apresentando similaridade na
sequéncia analisada de 99% ou mais em relacdo a outro ja depositado no GenBank

foram considerados como pertencentes aquela espécie conhecida. Os isolados que
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apresentaram trés ou mais diferengas nucleotidicas n&o-contiguas para o D1/D2
quando comparados as espécies mais proximamente relacionadas foram
considerados potenciais novas espécies. As sequencias das espécies novas serao
depositadas no GenBank.

4.5 - Calculo dos indices de diversidade, similaridade e curvas

de rarefacéo

O numero total de isolados obtidos, o local de coleta, o subtrato de isolamento
e 0 meio de cultivo utilizados no presente trabalho, foram usados para determinacdo
do calculo da abundancia de cada taxon, dentro da comunidade de leveduras obtida.
Estes dados foram utilizados para determinar a prevaléncia de cada taxon em
comparacao com o total de taxons presente nas comunidades.

A diversidade de leveduras foi calculada utlizando-se os indices de
diversidade, riqueza e dominancia de: Fisher-Alfa, Margalef e Simpson,
respectivamente. O indice de Fischer, relaciona-se com a diversidade de espécies e 0
indice de Margalef atribui valores quanto a riqueza de espécies, sendo que quanto
maior o valor do indice, maior a riqueza de espécies. O indice de Simpson avalia a
dominancia e equitabilidade de espécies e atribui valores entre 0 e 1, sendo que
quanto mais proximo de 1, maior a diversidade de espécies e menor a dominancia.
Asim, quando maior, indica maior diversidade e auséncia de dominancia. Ja os
menores valores para este indice indicam menor diversidade e presenca de
dominancia. Para avaliar a similaridade entre as comunidades de leveduras obtidas
utilizou-se o coeficiente de Sorensen (QS). Este coeficiente relaciona-se com presenca
ou auséncia de espécies. Atribui mais peso sobre as ocorréncias comuns do que aos
desencontros, e utiliza valores entre 0 (nenhuma similaridade) e 1 (similaridade
absoluta). Todos os resultados foram obtidos com 95% de confiancga, e os valores de
bootstrap foram calculados a partir de 1000 repeticdes. Todos os indices foram
calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (HAMMER et al., 2001).
Curvas de rarefacdo foram calculadas afim de se avaliar a adequabilidade da

amostragem, sendo utilizado o indice de Mao Tao (COWELL et al., 2004).

4.6 - Selecéo das leveduras fermentadoras de D-xilose

Todos os isolados obtidos neste trabalho foram submetidos a um teste de
triagem de fermentacéo de xilose e avaliados quanto a producéo de etanol e/ou xilitol.

Tendo em vista que condi¢cdes microaerdbicas podem favorecer tanto a producéo de
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etanol quanto de xilitol, para diferentes espécies e linhagens de leveduras (Parajo et

al., 1998), uma unica condicao de experimento foi empregada, como descrito abaixo.

4.6.1- Triagem quanto a producdao de xilitol

As leveduras foram diluidas em agua destilada esterilizada até o nimero 2 do
cartdo de Wickerham, e 200 pL dessa suspensdo de células foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 2 mL do meio YPX (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
xilose 3%), em duplicata. Os tubos foram incubado a 25° C, sob agitacdo de 150 rpm,
em agitador horizontal (modelo New Brunswick Scientific CO. INC. series 25), a 28°
C,durante 96 horas. Ao final deste periodo, todo o volume do meio foi centrifugado
13000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi filtrado através de membranas de acetato
de celulose de 13 mm de diametro, porosidade de 0,45 ym e armazenado para
posterior dosagem do consumo de xilose, e produgdo de xilitol; analises estas,
realizadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Utilizou-se a versao
do programa 1.21 do Lc-Solution, Detector SPD-M20A; um detector de indice de
refracao (RI); e a coluna Supelco SUPELCOGEL™ C-610H HPLC Column (59320-U)
(Sigma-Aldrich®) (300x 7,8 mm), nas seguintes condi¢des: H,SO, 5mM como eluente;
1.0 ml.min-1 fluxo; temperatura da coluna a 65°C; detector da atenuacao 16x; e

volume de injecdo da amostra 20 L.

4.6.2 - Ensaios de fermentacao

Foram realizadas fermentagfes de meios complexos a base de xilose, bem
como a fermentacédo de xilose em hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana. Dos
resultados obtidos a partir das fermentagcbes em escala de bancada, foram
selecionadas linhagens para serem testadas quanto a fermentacdo de hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana em biorreator agitado, com volume de 2,4 L. Os
ensaios fermentativos foram realizados no Departamento de Biotecnologia (DEBIQ) da
Escola de Engenharia de Lorena (EEL) da Universidade de Sdo Paulo (USP), sob
orientacdo do Prof. Dr. Silvio Silvério da Silva, durante os meses de Abril a Junho de
2013.

33



4.6.2.1 Fermentacdo em meios de xilose

A partir dos testes fermentativos de triagem foram selecionadas leveduras
para verificacdo da producdo de xilitol. Com base nos resultados prévios, foram
realizados ensaios de fermentacdo em dois meios a base de xilose, afim de se definir
gual seria 0 meio mais apropriado para favorecer a producado de xilitol pelas leveduras
selecionadas. Os ensaios foram conduzidos em duplicata, em frascos Erlenmeyers de

250 mL contendo 100 mL dos meios de cultivo descritos abaixo:

Meio 1 - Meio de xilose suplementado com extrato de farelo de arroz - composto
por D-xilose (30 g.L™), extrato de farelo de arroz (20 g.L™), sulfato de aménio (2 g.L™)
e cloreto de célcio (0,1 g.L™). As solucdes de sulfato de aménio [(NH,4),SO,4] e cloreto
de calcio (CaCl,.,H,O) dihidratado foram preparadas separadamente nas
concentragdes de 50 g.L™. A solucdo de xilose na concentracdo de 250 g.L*, foi
esterilizadas em autoclave a 1 atm por 15 minutos. Para utilizagdo do extrato de farelo
de arroz como nutriente, foram empregados 200 g de farelo para 1 litro de agua
destilada, e autoclavados por 15 minutos a 0,5 atm. Apés o resfriamento, a solucéo foi
centrifugada a 2.000 x g por 30 minutos, em condigbes assépticas. A fragcdo liquida
(extrato de farelo de arroz) foi transferida para um frasco previamente esterilizado e

estocado em geladeira até a sua utilizagdo (ARRUDA, 2011).

Meio 2 — Meio de xilose suplementado com extrato de levedura e peptona (YPX) -
composto por extrato de levedura (10 g.L™), peptona (20 g.L™) e xilose (30 g.L™"). As
solucdes de extrato de levedura, peptona e xilose foram preparadas separadamente

nas concentracdes de 250 g.L™ e esterilizadas em autoclave a 1 atm por 15 minutos.

Uma algada de cada levedura previamente crescida em agar extrato de malte e
extrato de levedura (glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%,
peptona bacteriolégica 0,5%, agar 2%) por 24 horas a 25°C foi inoculada nos dois
meios. Os frascos foram incubados a 30°C, por 24 horas em agitador horizontal
(Quimis Q816M20) a 200 rpm. Essa condicdo de aeracdo garante que 0S ensaios
fermentativos foram realizados sob condic6es microaerébicas, consistindo no uso de
agitacdo a 200 rpm e a razdo do volume do frasco/volume do meio de cultivo
(Vrrasco:Vmeio) equivalente a 2,5, estabelecida em um estudo recente como sendo de
microaerofilia (SILVA et al., 2010).

Transcorrido o periodo de incubacdo, uma aliquota de 2 mL dos meios foi

obtida para medicdo da absor¢cdo a 600 nm e posteriormente centrifugada e
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preservada a -20°C, para dosagem do consumo de xilose, producédo de etanol, xilitol e

acido acético em CLAE.

4.6.2.2 Determinacao do in6culo inicial

Definido qual seria o meio mais apropriado para os ensaios fermentativos, a
concentracao celular inicial foi determinada a 600 nm, utilizando um espectrofotébmetro
Beckman DUR 640 B, onde a concentracdo de células em g.L™ foi calculada, utilizando
uma curva-padrao que correlaciona a absorbancia medida a 600 nm ao peso seco das
células. O indculo inicial foi feito em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL
do meio de cultivo composto por D-xilose (30 g.L™), extrato de farelo de arroz (20 g.L’
1), (NH,),S0, (2 g.L™") e CaCl,.,H,0 (0,1 g.L™). Os frascos foram incubados a 30 °C
por 24 horas em um agitador rotatério a 200 rpm.Transcorrido esse periodo, as
leveduras foram recuperadas por centrifugagédo a 3.000 x g durante 15 minutos, sendo
0 sobrenadante retirado e as células lavadas com a mesma quantidade original de
dgua destilada esterilizada. As amostras foram homogeneizadas em vortex e
centrifugadas a 3.000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi novamente retirado, e
ao pellet adicionou-se agua destilada esterilizada, seguido da homogeneizacdo em
vortex. Trés mililitros da solucéo foram retirados e colocados em cadinhos previamente
secos em estufa, dessecados e pesados, em triplicata. Os recipientes foram colocados
na estufa a 100 °C, por 24 horas, e no dessecador por 1 hora. Posteriormente cada
cadinho foi pesado até ndo se observar variagdo significativa do peso. As medi¢es
foram feitas por um periodo de até 48 horas (ARRUDA, 2011).

4.6.2.3 Fermentacdo em meio de D-xilose suplementado com

farelo de arroz

As leveduras foram previamente cultivadas em frascos com 100 mL de meio
contendo D-xilose (50 g.L-1), extrato de farelo de arroz (20 g.L-1), (NH4),SO, (2 g.L-1)
e CacCl,.,H,0 (0,1 g.L’l), com corre¢do de pH para 5,5, sendo os frascos incubados em
agitador horizontal a 200 rpm, a 30 °C, por 24 horas. Para obtencdo do in6culo, as
células foram recuperadas por centrifugacéo a 2.000 x g, durante 20 minutos, o pellet
formado foi lavado duas vezes com &agua destilada esterilizada e ressuspendido
diretamente em 10 % (v/v) do meio de fermentacdo, com a concentragéo celular em
densidade otica igual a 1 (DO - 600 nm), que corresponde a aproximadamente 0,5-1,0

g.L™ de células (em peso seco). As células obtidas foram inoculadas em frascos de
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250 mL contendo 100 mL de meio (0 mesmo descrito acima). As fermenta¢des foram
conduzidas em triplicata e os frascos incubados a 30 °C sob agitacéo de 200 rpm, por
96 horas. Aliquotas de 1,5 mL foram retiradas com 0, 24, 36, 48, 72 e 96 horas de
incubagdo, para serem avaliadas quanto a concentragdo celular a 600 nm. As
amostras foram obtidas para centrifugadas a 3.000 x g, durante 15 minutos, e
estocadas a — 20 °C para determinacdo das concentragfes de xilose, &cido acético,
xilitol e etanol, por CLAE (ARRUDA, 2011).

4.6.3 - Hidrolise do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acucar utilizado nos experimentos foi fornecido pela
Usina de Acucar e Alcool Costa Pinto do Grupo COSAN, localizada em Santa
Terezinha, na cidade de Piracicaba, Sao Paulo. O bagaco foi submetido a tripla
lavagem, para remogdo de qualquer residuo de agucar. Apos lavagem, o bagaco foi
seco ao sol por aproximadamente 72 horas, até atingir 10% de umidade, sendo esta
medida obtida por secagem em estufa até que o peso alcangasse um valor constante
(ARRUDA, 2011).

4.6.3.1 - Obtencdo e caracerizacdo do hidrolisado hemiceluldsico

de bagaco de cana-de-acucar

Os processos de hidrélises acida para rompimento da estrutura
lignocelulésica foram feitos em um reator de aco inoxidavel AlSI 316 com capacidade
volumétrica de 350 L. O reator foi operado em regime descontinuo a 121 °C, por 20
minutos, utilizando 100 mg de acido sulfurico (98%) para 1 g de bagago (matéria
seca), em uma relacdo de solido-liquido de 1:10. O hidrolisado resultante apds este
procedimento foi filtrado para remocdo da massa residual de sélidos (celulignina).
Posteriormente, o hidrolisado foi caracterizado quanto ao pH e quanto aos teores de
glicose, xilose e arabinose. Também foi caracterizado quanto a concentracdo dos
compostos toxicos, como furfural, 5-hidroximetil-furfural e &cido acético (ALVES,
2006). Apos a caracterizagdo, o hidrolisado foi concentrado a vécuo, utilizando um
sistema de condensacgéo a temperatura de 70 + 5 °C, com a finalidade de aumentar o
teor inicial de xilose (ALVES, 2006; ARRUDA, 2011).
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4.6.3.2 - Detoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco

de cana-de-acuUcar

O hidrolisado foi detoxificado pela alteracdo de pH, combinada a adsorcdo de
carvao ativo. O pH &cido do hidrolisado, inferior a 2, foi elevado a 7,0 com adicao de
CaO, e posteriormente reduzido até 5,5 com Hs;PO4, seguido pela adicdo de carvao
ativado (2,5% m/v) (p6 refinado), a 30 °C, agitacdo de 200 rpm durante 60 minutos.
Apbs cada tratamento, o hidrolisado foi filtrado em papel-filtro, sob vacuo, para
remocao dos precipitados formados. O hidrolisado destoxificado foi autoclavado a 111
°C durante 15 minutos (ALVES et al., 1998; SILVA et al., 2007; SENE et al., 2011).

4.6.3.3 — Fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana-de-acucar em escala de bancada

As leveduras foram testadas quanto a fermentagdo de xilose em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana. Para o pré-indculo, as leveduras foram inoculadas
em frascos de 250 mL contendo 100 mL de D-xilose (30 g.L ™), extrato de farelo de
arroz (20 g.L™"), (NH.),S0, (2 g.L™") e CaCl,.,H,0 (0,1 g.L™"), em triplicata. Os frascos
foram incubados a 30°C, sob agitagcdo de 200 rpm, por 24 horas. Transcorrido esse
periodo, para obtencdo do indculo, as células foram recuperadas por centrifugacéo a
2.000 x g por 20 minutos. O pellet formado foi lavado duas vezes com agua destilada
esterilizada e ressuspendido diretamente em 10 % (v/v) do meio de fermentacdo, com
a concentracao celular em densidade otica igual a 1 (DO - 600 nm), que corresponde a
aproximadamente 0,5-1,0 g.L™ de células (em peso seco). As células obtidas foram
inoculadas em frascos contendo 100 mL de meio composto por hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana (50 g.L™ de xilose), suplementado com extrato de
farelo de arroz (20 g.L™), (NH4),SO. (2 g.L™) e CaCl,.,H,0 (0,1 g.L™), sendo os frascos
incubados em agitador rotatério a 200 rpm, a 30°C, por 96 horas. Aliquotas de 1,5 mL
foram retiradas nos tempos 0, 24, 36, 48, 72 e 96 horas de incubacdo, para serem
avaliadas quanto a concentracao celular a 600 nm. As amostras foram centrifugadas a
2.000 x g, por 15 minutos, e estocadas para posterior determinacdo das
concentracdes dos agucares (xilose e glicose), acido acético, glicerol, etanol e xilitol,
por CLAE (FELIPE et al., 1997; SILVA et al., 2007; HUANG et al., 2011; SENE et al.,
2011). As linhagens que apresentaram o melhor consumo de D-xilose e maior
rendimento e produtividade em xilitol foram escolhidas para serem testadas em

biorreator.
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4.6.3.4 — Fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana-de-acucar em biorreator

Os in6culos das leveduras selecionadas foram preparados em frascos
Erlenmeyer de 1000 mL, contendo D-xilose (30 g.L™) suplementado com extrato de
farelo de arroz (20 g.L™"), (NH,),SO, (2 g.L™) e CaCl,.,H,O (0,1 g.L™"), para um volume
final de 600 mL. Os frascos incubados sob agitacéo de 200 rpm, a 30°C, por 24 horas.
Apbs este periodo as células foram recuperadas por centrifugacdo a 3.000 x g por 20
minutos, lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada e ressuspendidas
diretamente em 10 % (v/v) do meio de fermentacdo, com a concentracao celular em
densidade ética igual a 1 (OD, 600 nm), que corresponde a aproximadamente 0,5-1,0
g.L™" de células (em peso seco). Os ensaios de fermentacdo foram realizados no
biorreator de tanque agitado (STR - Stirred tank reactor) tipo KLF2000, com
capacidade de 2,4 litros (figura 3). O processo de esterilizagdo do meio de cultivo foi
realizado “in situ” com aquecimento elétrico (800W) e jaqueta de seguranca. O
fermentador foi equipado por sensores de pH, temperatura e oxigéno dissolvido (DO),
um eixo agitador com turbina de seis pas planas (‘flat blade’) e um condensador de
vidro. O fermentador foi operado em modo descontinuo. O ar comprimido de bancada
passou por um filtro e foi adicionado constantemente durante o processo de
fermentagdo. A instrumentacdo e controle do fermentador incluiram um sistema de
controle direto dos pardmetros do processo temperatura e agitagdo. As medidas de
vazado de ar foram controladas pelo rotdmetro, com auxilio do fluximetro de bolha. Foi
adotado um volume de 250 mL para analisar o tempo em que cada bolha percorria
essa distancia. Os parametros pH e DO foram medidos “in situ” por um transmissor

Mettler Toledo M300 multiparametro de 2 canais.
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Figura 3: Biorreator de tanque agitado empregado no processo de fermentacdo em

hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

Dois ensaios de fermentacdo foram conduzidos, ambos contendo 1,5 L de
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar previamente concentrado
(xilose 50 g.L™), detoxificado e suplementado com extrato de farelo de arroz (20 g.L™),
sulfato de aménio (2 g.L™") e cloreto de célcio (0,1 g.L™). Os ensaios foram feitos de

acordo com os parametros descritos abaixo:

Experimento 1 - a agitacdo foi de 300 rpm e a aeracdo de 0,40 vvm. As
fermentacgBes foram conduzidas a 30 °C, por 72 horas, e 0 K a (coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio) foi de 2,8 h™*

Experimento 2 - a agitagdo foi de 150 rpm e a aeragdo de 0,20 vvm. As
fermentacdes foram conduzidas a 30 °C, por 72 horas, e o K,a foi de 1,89 h™.

Os ensaios foram realizados em duplicata. Para os dois experimentos,
amostras de 5 mL foram coletadas nos tempos de 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas .
As amostras foram  avaliadas quanto & concentracdo celular a 600 nm e
posteriormente centrifugadas a 2.000 x g, por 15 minutos, e estocadas para
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determinacdo das concentragbes dos acucares (xilose e glicose), acido acético,

glicerol, etanol e xilitol, por CLAE.

4.7 — Métodos analiticos

4.7.1 - Determinacdo da concentracdo de acuUcares, etanol, xilitol,

acido acético e glicerol

As amostras aliquotadas foram filtradas com filtros Sep pak C18 (Waters,
USA) e procedeu-se diluicBes apropriadas, feitas com agua milli-Q. As analises
quantitativas das concentracdes de glicose, xilose, xilitol, glicerol, &cido acético e
etanol foram feitas por CLAE (Agilent Technologies 1200 Series) (HUANG et al.,
2011), usando um detector de indice de refragéo (RI), detector Bio-Rad Aminex HPX-
87H, coluna HPX-87-H (300x 7,8 mm) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), mantida nas
seguintes condi¢des: 0,01 N H,SO, 5 mM como eluente; 0,6 mi min? fluxo;
temperatura da coluna 45 °C; e volume de injecao 20 pL (FELIPE et al., 1997; SENE et
al., 2011).

Para determinacdo das concentracdes de furfural e hidroximetilfurfural, as
amostras foram previamente filtradas em membrana Minisart 0,22 ym (Millipore). A
determinacédo foi feita por CLAE, nas seguintes condi¢cdes: Coluna Hewlett-Packard
RP18 mantida a 25 °C, detector de ultravioleta (SPD-10A UV-VIS), solucdo de
acetonitrila /H,O (1:8) com 1% de &cido acético como eluente, fluxo de 0,8 mL min-1 e
um volume de injecéo de 20 pyL (ARRUDA, 2011; SENE et al., 2011). A concentracao
celular dos in6culos foi determinada comparando-se a densidade 6tica da suspenséao
celular com a curva-padréao (absorbancia a 600 nm x peso seco da célula) (FELIPE et
al., 2007).

4.7.2 Célculo do coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio

O k_a foi determinado pela metodologia descrita por PIRT(1975). Inicialmente o
meio de cultivo isento de células foi desgaseificado com nitrogénio, com o objetivo de
reduzir a zero o oxigénio dissolvido no meio. O meio foi entdo agitado e aerado de

acordo com a vazdo desejada, monitorando-se 0 aumento da concentracdo do

oxigénio dissolvido em func&o do tempo.
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4.7.3 - Determinacgao dos parametros fermentativos

e Fator de conversao de agucar (D-xilose) em xilitol (Yp/s)

O fator de conversao ou fator de rendimento é aquele que expressa a massa de xilitol

produzido por massa de xilose consumida, em gramas.

e Produtividade volumétrica de xilitol (Qp)
A produtividade volumétrica expressa a concentra¢do de xilitol produzido (g.L™) por
tempo (h).

e Eficiéncia de conversdo (n)

Este parametro fermentativo, expresso em porcentagem, representa a razao entre o
fator de rendimento (Yp/s) obtido e o fator de rendimento teérico (0,917 grama de
xilitol/gramas de xilose) e o o consumo de xilose (%) como porcentagem do acgucar

consumido a partir da concentragéo inicial.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 — Coleta dos substratos e obtencé&o das leveduras

Cem amostras de bagaco de cana e 60 amostras de torta de filtros foram
coletadas para realizagédo deste trabalho, em diferentes usinas de alcool e agucar de
seis cidades do Brasil (tabela 2). Um total de 450 isolados de leveduras foi obtido,
sendo 326 a partir das amostras de bagaco de cana e 124 a partir das amostras de
torta de filtros. Em relacdo a regido de isolamento, 147 isolados foram obtidos nas
coletas realizadas em Minas Gerais, 208 isolados em S&o Paulo e 95 isolados nas
usinas amostradas na Paraiba. Em funcdo de uma maior amostragem ter sido
realizada no estado de S&o Paulo, foi obtido um maior nimero de isolados nesta
regido, a partir dos dois substratos coletados. A distribuicdo dos isolados a partir das
diferentes usinas pode ser visualizada na figura 4. O nimero de isolados em relagéo
ao meio de cultivo também variou, sendo obtidos 245 em meio YNB-D- xilose e 205

em meio YNB - xilana.

Tabela 2: Locais de coleta e nUmero de amostras de bagaco de cana e torta de filtros

obtidas no presente trabalho.

NUmero de Ndmero de
Usinas Local amostras de amostras de

bagaco de cana torta de filtros

Usinal Lagoa da Prata (Minas Gerais) 20 -
Usina 2 Piracicaba (Sao Paulo) 20 20
Usina 3 Claudio (Minas Gerais) 20 -
Usina 4 Iracemopolis (Sao Paulo) 20 20
Usina 5 Jodo Pessoa (Paraiba) 20 -
Usina 6 Jodo Pessoa (Paraiba) - 20
Total 100 60
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Os dados obtidos no presente trabalho sdo semelhantes aos encontrados em
trabalhos realizados com o isolamento de leveduras assimiladoras de xilose,
utilizando-se outros substratos vegetais. Rao et al. (2008) obtiveram 239 isolados a
partir de troncos de eucalipto e 374 a partir de frutos podres. Cadete et al. (2012a),
utilizando meios de cultivo contendo xilose e xilana como Unicas fontes de carbono,
isolaram um total de 224 leveduras a partir de 40 amostras de madeira em
decomposicao, sendo 118 a partir do meio a base de xilose e 106 em meio de xilana.
Morais et al. (2013b) também isolaram leveduras a partir de amostras de madeira em
decomposicao, utilizando os mesmos meios de cultivo e obtiveras um total de 321
isolados, sendo 135 a partir do meio a base de xilose e 186 em xilana. Esses dados
mostram que materiais vegetais em decomposicdo sdo uma boa fonte para o
isolamento de leveduras e que os dois meios de cultivo utilizados sdo igualmente

adequados para a obtencao de leveduras assimiladoras de D-xilose.

2%

Husina 1l
B usina 2
Musina 3
Husina 4
M usina 5

18% B usina 6

11%

Figura 4: Distribuicdo em porcentagem de todos os isolados de leveduras obtidos nas
diferentes usinas de &lcool e agucar amostradas no Brasil — usina 1: Lagoa da Prata
(Minas Gerais); usina 2: Piracicaba (Sao Paulo); usina 3: Claudio (Minas Gerais); 4:
Iracemopolis (S&o Paulo); usina 5: Jodo Pessoa (Paraiba); usina 6: Jodo Pessoa
(Paraiba).
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5.2 — Diversidade de leveduras

Vinte e sete espécies de leveduras foram identificadas neste trabalho, sendo
gue 24 ja sado conhecidas e trés podem representar espécies ainda ndo descritas. A
identificacdo dos isolados € mostrada na tabela 3, bem como a regido de amostragem,

0 substrato e os meios de cultivo para o isolamento.

O género Trichosporon foi prevalente, representado por sete espécies: T.
asahii, T. dermatis, T. loubieri, T. mucoides, T. mycotoxinivorans, Trichosporon sp 1 e
T. laibachii. O género Candida foi o segundo mais frequente, com seis espécies
relacionadas aos seguintes clados: Lodderomyces/Spathaspora, Metschnikowia,
Starmera, Starmerella eYamadazyma. O género Lindnera foi representado por trés
espécies, enquanto os géneros Meyerozyma, Sugiyamaella e Zygoascus foram
representados por duas espécies cada. Os outros 5 géneros obtidos foram
representados por uma espécie cada. Candida (Lodderomyces/Spathaspora)
tropicalis foi a espécie predominante, com 190 isolados, seguida de Trichosporon
mycotoxinivorans, com 59 isolados. Candida tartarivorans (clado ainda indefinido
filogeneticamente) foi a terceira espécie mais frequente, com 63 isolados identificados.
Linhagens de C. tropicalis ja foram isoladas a partir de frutos, flores, solo, agua e em
espécimes clinicos (LACHANCE et al., 2011). Esta espécie ja foi caracterizada como
produtora de etanol a partir de D-xilose (JEFFRIES, 1981; SILVA e AFSCHAR, 1994;
RAO, 2008; MISRA et al., 2011). No entanto esta levedura tem sido investigada
preferencialmente quanto a conversao biotecnoldgica de xilose a xilitol (PESSOA JR et
al., 1997; CHOI et al., 2000; WALTHER et al., 2001; GRANSTROM, 2002; LIMA et al.,
2003; RAO et al., 2006; JUCOSKY et al., 2007; SCHIRMER, 2007; CHENG et al.,
2009; MISRA et al., 2011; BURNEO, 2013).

A espécie T. mycotoxinivorans ja foi isolada a partir de bagago de cana e de
madeira em decomposicdo, sendo descrita como produtora de celulases
extracelulares (CADETE, 2009; SANTOS, 2010; CADETE et al., 2012a). As espécies
T. asahii, T. laibachii e T. loubieri, também ja foram descritas como associadas com
amostras de bagaco de cana e madeira em decomposi¢cdo (CADETE, 2009; SANTOS,
2010).

Candida tartarivorans, descrita por Fonseca et al., (2000), foi isolada a partir de
borras secas de fermentacdo de vinho, em Portugal. Os pesquisadores avaliaram uma
grande variedade de substratos e testaram o isolado quanto a metabolizacéo do acido

tartarico, sendo a espécie positiva para o teste. A espécie foi descrita, portanto,
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baseada em apenas um isolado e dados relacionados a ecologia e biotecnologia
dessa espécie sdo ainda desconhecidos. No presente trabalho, vérios isolados desta
espécie foram encontrados, mostrando que os substratos estudados podem ser um
dos nichos ocupados por esta levedura.

A espécie Meyerozyma guilliermondii também apareceu em alta frequéncia (40
isolados obtidos). Esta espécie ja foi relatada em associagao com besouros habitantes
de madeiras em decomposicdo (SUH et al., 2003; CADETE et al., 2012a). Em relacéo
as demais espécies isoladas nesse trabalho, a maioria ja foi encontada em solo, flores,
frutos, madeira em decomposicdo, intestino de coledpteros e insetos floricolas
(KURTZMAN et al., 2011a).

Algumas caracteristicas quanto a distribuicdo das espécies de leveduras
obtidas no presente trabalho sdo relatadas a seguir. As trés espécies mais frequentes
foram isoladas nos dois substratos amostrados e nos dois meios de cultivo utilizados.
Outras oito espécies [C. intermedia, C. stellimalicola, C. tatarivorans, C. tropicalis,
Cryptococcus laurentii, M. guilliermondii, T. mycotoxinivorans e Zygoascus hellenicus]
ocorreram em ambos os substratos. Blastobotrys adeninivorans, Sugiyamaella sp., C.
butyri, C. blankii, Kluyveromyces marxianus, Lindnera bimundalis, Meyerozima
caribbica, Pichia kudriavzevii, T. mucoides, Trichosporon sp, Wicherhamomyces
anomalus e Z. meyerae foram isoladas apenas de amostras de bagaco de cana. Ja as
espécies de Lindnera sp., L. fabianii, T. asahii, T. dermatis, T. loubieri e T. laibachii
foram isolados somente em amostras de torta de filtros. Algumas espécies foram
restritas a apenas um local de coleta. As espécies C. butyri, K. marxianus, P.
kudriavzevii e T. mucoides foram obtidas somente nas coletas realizadas em Minas
Gerais. C. intemedia, Lindenra sp., L. bimundalis, L. fabianii, T. asahii, T. dermatis e
Z. meyerae foram isoladas apenas na regido de Sao Paulo. B. adeninivorans, C.
blankii, Sugiyamaella sp., Trichosporon. sp. e T. laibachii ocorreram somente na
Paraiba. Cinco espécies (C. blankii, Lindnera sp., Sugiyamaella sp., M. caribbica e Z.
hellenicus) foram isoladas somente em meio YNB-Xilose. J& outras dez espécies (B.
adeninivorans, C. butyri, K. marxianus, L. fabianii, P. kudriavzevii, T. dermatis, T.
mucoides, Trichosporon sp, Z. meyerae e T. laibachii) foram isoladas no YNB- xilana.
Dez espécies ocorreram uma Unica vez, sendo estas: B. adeninivorans, Lindnera sp.,
Sugiyamaella sp., K. marxianus, L. fabianii, P. kudriavzevii, T. dermatis, Trichosporon
sp., Z. meyerae e T. laibachii. De acordo com Lachance e Starmer (1998), a
observacdo de uma espécie de levedura uma Unica vez em um substrato ndo permite

tirar conclus@es sobre a ecologia desta espécie.
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Tabela 3: Identificacdo, ocorréncia nas regides de coleta, substratos de isolamento e

meios de cultivo das leveduras isoladas nas usinas de alcool combustivel no Brasil.

Espécie Xilose- bagaco Xilana-bagaco Xilose-torta Xilana- torta
3Blastobotrys adeninivorans - 1 - -
L23candida (Lodderomyces) tropicalis 098 31 32 29
Candida (Metschnikowia) intermedia - 1 2 1
L23candida (Starmera) stellimalicola 3 3 3 -
3candida (Starmerella) blankii 6 - - ;
'candida (Yamadazyma) butyri - 2 - ;
L23candida tartarivorans 34 24 3 2
1’2'3Cryptococcus laurentii - 7 1 7
1KIuyveromyces marxianus - 1 - -
“Lindnera bimundalis 1 1 - -
%Lindnera fabianii - - - 1
“Lindnera sp. - - 1 -
2'3Meyerozyma caribbica 5 - - -
1'2'3Meyerozyma gulliermondii 18 14 6 >
!pichia kudriavzevii - 1 - -
L25ugiyamaella smithiae 6 5 - -
3Sugiyamaella sp. 1 - - -
2Trichosporon asahii - - 2 3
2Trichosporon dermatis - - - 1
3Trichosporon laibachii - - - 1

2'?’Trichosporon loubieri
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Tabela 3: Continuacéo

1Trichosporon mucoides - 2 -

1'Z'Q’Trichosporon mycotoxinivorans 19 34 2

*Trichosporon sp. . 1 -
L2wickerhamomyces anomalus 2 3 -

l'ZZygoascus hellenicus 2 - 2

2

Zygoascus meyerae - 1 -

locorréncia nas amostras obtidas em Minas Gerais
20corréncia nas amostras obtidas Sdo Paulo

30corréncia nas amostras obtidas na Paraiba

Algumas leveduras isoladas neste trabalho apresentaram trés ou mais
diferencas nucleotidicas ndo contiguas nos dominios D1/D2 e ITS do gene do rRNA
quando comparadas com espécies conhecidas relacionadas. Esses isolados podem
representar novas espécies de leveduras ainda ndo descritas (tabela 4). De acordo
com Kurtzman et al. (2011a), isolados da mesma espécie usualmente apresentam no
méaximo duas diferencas nucleotidicas na regido D1/D2 da subunidade maior do gene
do rRNA. Nesse contexto, trés novas espécies foram encontradas. Um isolado
identificado como Lindnera sp. (isolado UFMG TX37) pode representar uma nova
espécie pertencente ao género Lindnera. Esta espécie apresenta sequencias na
regido D1/D2 do gene do rRNA idénticas a Candida sp. UFMG-HMD-7.2 (nimero de
acesso no GenBank JQ695900). Estes dois isolados foram relacionados
filogeneticamente com Lindnera japonica. Essas leveduras diferem de L. japonica por
seis substituicbes na sequéncia do dominio D1/D2. Em relagcdo as sequencias da
regido ITS, a nova espécie apresentou diferenca de 71 substituicbes e 27 gaps com a
espécie L. fabianii (nimero de acesso no GenBank HQ651909). O isolado UFMG
BX82-b foi identificado como Sugiyamaella sp. Este isolado apresenta sequencia
idéntica a Candida sp. A6-2 (nimero de acesso AB557760), espécie sem descricao
formal publicada, e ambas foram filogeneticamente relacionadas como S.
lignohabitans. Essas leveduras diferem de S. lignohabitans por 48 substituicbes na

sequencia do D1/D2 e 13 gaps. Em relacdo ao sequenciamento da regido ITS, a
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espécie apresentou 70 substituicbes e 18 gaps em relacdo a espécie Candida
(Sugiyamaella) lignohabitans (ATCC MYA-4663 — numero de acesso HM208608).
Trichosporon sp. (isolado UFMG BH96-b) apresenta 98% de identidade com T.
mycotoxinivorans (numero de acesso JQ266092) diferindo desta espécie por 10
substituicbes nucleotidicas na regido ITS e um gap. A nova espécie difere de T.
mycotoxinivorans UOA/HCPF:13878 (numero de acesso JX111953) por 5

substituic6es na sequencia do D1/D2 e 1 gap.

Tabela 4: Identificacdo das espécies novas com base nas sequéncias do dominio
D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA.

Cddigo Resultado da pesquisa Identidade Pares de Espécie proposta
Blast (niumero acesso (%) base
GenBank) analisados
UFMG TX37 Candida sp. UFMG- 100 582 Lindnera sp.

HMD-7.2 (JQ695900)

UFMG BX82-b Candida sp. A6-2 100 564 Sugiyamaella sp.
(AB557760)
UFMG BH96-b Trichosporon 99 536 Trichosporon sp.

mycotoxinivorans
UOA/HCPF:13878
(JX111953)

Os dados obtidos mostram uma aparente diferenca na ocorréncia de leveduras,
tendo em vista o substrato e o meio de cultivo, em relacdo a regido geografica. A
avaliacdo da diversidade de tdxons obtidos nestre trabalho foi feita por meio dos
calculos dos indices de diversidade de Fisher-alfa, Margalef e Simpson, a partir do
total de 450 isolados. Os indices de Fisher e de Margalef atribuem valores para
diversidade e riqueza de espécies, respectivamente. Os valores dos indices sdo

mostrados nas tabelas 5 e 6. Pdde-se observar que em relacéo ao indice de Fisher-

48



alfa, avaliando-se as amostras de bagaco, que os maiores valores foram obtidos nos
meios com xilana. O mesmo ocorreu quando se avaliou as amostras de torta, onde a
partir do meio com xilana, os maiores valores para este indice foram obtidos. Isso
indica que para os substratos analisados, o0 meio com xilana apresentou uma maior
diversidade de leveduras, quando comparado com o meio a base de xilose. Os valores
encontrados podem ser explicados, uma vez que o indice de Fisher atribui maior peso
a diversidade de espécies e esses dados corroboram o fato do maior nimero de
espécies descritas neste trabalho (11) ter sido obtido a partir do meio com xilana. O
maior valor para o indice de Fisher foi obtido a partir de torta de filtros/xilana coletadas
na Paraiba (7,82), indicando uma maior diversidade de leveduras a partir deste

substrato nesta regido.

Em relagéo ao indice de Margalef, o maior valor (2,58) foi obtido para o bagago
inoculado em meio de xilana na regido de Minas Gerais. Entretanto, para as regibes
de Sdo Paulo e Paraiba, os maiores valores deste indice foram obtidos para o meio de
xilose (1,74 e 1,75, respectivamente), quando avaliadas as amostras de bagaco. Ja
para torta de filtros, o0 meio de xilana foi mais adequado para se obter uma maior
diversidade em Séo Paulo e na Paraiba, indicados pelos maiores valores para o indice
de riqgueza de Margalef (2,42 e 2,06 respectivamente).

O indice de Simpson, utilizado para avaliar a dominancia de espécies, indica a
probabilidade de dois individuos retirados ao acaso da comunidade pertecerem a
espécies diferentes, atribuindo assim maior peso para a equitabilidade do que para
dominancia. Portanto, os maiores valores (préximos a 1) indicam maior diversidade e
equitabilidade. O menores valores (proximos a 0) indicam maior dominancia. Para as
regides de Minas Gerais e S&o Paulo, considerando-se o bagaco de cana, o meio com
xilana foi 0 mais adequado para se obter uma menor dominancia e maior diversidade
de de espécies, ja que os maiores valores do indice de Simpson (0,82 e 0,75) foram
obtidos a partir deste meio. Esses dados sdo semelhantes quando comparados aos
indices de Ficher. Porém, para a regido da Paraiba, o maior valor foi obtido a partir
do meio com xilose (0,79), assim como o obtido pelo indice de Ficher, mostrando
maior valor em xilose (2,57). Para as amostras de torta de filtros, a menor dominéncia
e maior diversidade de espécies, também foram observadas a partir do meio com
xilana, em S&o Paulo e na Paraiba, regides onde este substrato foi obtido. Resultados
semelhantes foram obtidos pelos indices de Ficher e Margalef, mostrando que houve
uma distribuicdo mais homogénea das espécies (equitabilidade) obtidas nestas

regides.
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O numero total de leveduras obtidas neste trabalho foi usado também para
calcular os indices de Fisher, Margalef e Simpson, somente para 0s meios e para 0s
substratos, sem levar em consideragdo as regides amostradas (tabela 7). Os
resultados dos célculos dos trés indices mostram uma maior diversidade de espécies
no meio de xilana e a partir das amostras de bagaco de cana. Entretanto, vale lembrar
que um maior nimero de amostras de bagaco foram obtidos (100 amostras de
bagaco; 60 amostras de torta) e isso pode ter interferido no célculo dos indices de

diversidade de espécies.

Tabela 5: Valores dos indices de diversidade de leveduras isoladas de bagaco de

cana e torta de filtros a partir do meio YNB-Xilana, nas regides amostradas.

YNB-Xilana-Bagago YNB-Xilana-Torta

indice MG** SP** PB** Sp** PR**

Simpson 0,82 (0,75-0,85)* 0,75 (0,61-0,81)* 0,67 (0,54-0,74) 0,71 (0,61-0,78)* 0,78 (0,45-0,78)*

Margalef 2,58 (1,64-2,58)* 1,67 (1,12-1,67)* 1,47 (0,59-1,47)* 2,42 (1,45-2,42)* 2,06 (0,51-2,06)*

Fisher-alfa 4,14 (2,32-4,14)* 2,59 (1,33-2,59)* 2,26 (0,83-2,26)* 3,89 (2,03-3,89)* 7,82 (0,94-7,82)*

*Intervalos de 95% de confidenciabilidade.
**Minas Gerais (MG); Sao Paulo (SP); Paraiba (PB).

Tabela 6: Valores dos indices de diversidade de leveduras isoladas de bagaco de

cana e torta de filtros a partir do meio YNB-Xilose, nas regibes amostradas.

YNB-Xilose-Bagaco YNB-Xilose-Torta

indice MG** SP** PB** SP** PB**

Simpson 0,56 (0,42-0,67)* 0,65 (0,50-0,74)* 0,79 (0,72-0,82)* 0,62 (0,46-0,74)* 0
Margalef 1,18 (0,71-1,18)* 1,74 (0,99-1,74)* 1,75 (1,25-1,75)* 2,26 (1,50-2,26)* 0O

Fisher-alfa 1,57 (0,92-1,57)* 2,55 (1,58-2,55)* 2,57 (1,75-2,57)* 3,61 (2,14-3,61)* 0,53

*Intervalos de 95% de confidenciabilidade.
**Minas Gerais (MG); Sao Paulo (SP); Paraiba (PB).
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Tabela 7: Diversidade de leveduras obtidas a partir dos meios YNB-Xilose e YNB-

Xilana e a partir do bagaco de cana e torta de filtros.

Indices YNB-Xilose YNB-Xilana Bagaco de cana  Torta de filtros

Simpson 0,70 (0,64-0,75)* 0,83 (0,79-0,85)* 0,77 (0,74-0,80)* 0,73 (0,64-0,79)*
Margalef 2,93 (2,01-2,93)* 4,12 (2,81-3,93)* 3,64 (2,60-3,47)* 2,9 (2,07-2,9)*

Fisher-alfa 4,20 (2,67-4,20)* 6,61 (4,04-6,22)* 5,36 (3,55-5,05)* 4,45 (2,91-4,45)*

*Intervalos de 95% de confidenciabilidade.

A similaridade entre as comunidades de leveduras nas trés regibes, a partir dos
dois meios de cultivo e os dois substratos de isolamento foi avaliada utilizando-se o
coeficiente de Sorensen (figura 5). Tendo em vista tal coeficiente, a composi¢do das
comunidades de leveduras mostrou-se variada. Houve uma maior similaridade entre
as espécies obtidas em xilose, para as amostras de bagaco coletadas em Minas
Gerais e na Paraiba. P6de-se observar semelhanca também entre a comunidade de
leveduras obtida a partir das amostras de bagaco coletadas em S&o Paulo e entre as
amostras de torta de filtros obtidas também em S&o Paulo. Diferente dos resultados
obtidos quando calculados os indices de diversidade, o coeficiente de Sorensen
mostrou que, as espécies encontradas no presente trabalho tiveram distribuicdo
similar entre os dois meios de cultivo utilizados. O mesmo foi observado por Morais et
al. (2013b). Os autores verificaram similaridade entre a distribuicdo de espécies
isoladas a partir de madeira em decomposicdo utilizando meios YNB-Xilose e YNB-
Xilana, quando analisado este coeficiente de similaridade. Tal fato pode confirmar que
0s meios sejam igualmente adequados para o isolamento de leveduras assimiladoras
de xilose a partir de substratos vegetais. O coeficiente de Sorensen mostrou também,
similaridade entre a diversidade de leveduras encontradas no bagaco de cana e na

torta de filtros amostrados em Sao Paulo.
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Figura 5: Dendograma do coeficiente de Sorensen para avaliagdo da similaridade entre as
leveduras obtidas - Xilana-PB-torta: torta de filtros coletada na Paraiba e inoculada em YNB-
xilana; Xilose-PB-bag: bagac¢o de cana coletado na Paraiba e inoculado em xilose; Xilose-
MG-bagaco: bagaco de cana coletado em Minas Gerais e inoculado em xilose; Xilana-PB-
bag: bagaco de cana coletado na Paraiba e inoculado em xilana; Xilose-SP-bag: bagaco
coletado em S&o Paulo e inoculado em xilose; Xilana-SP-bag: bagaco coletado em Séao
Paulo e inoculado em xilana; Xilana-MG-bag: bagaco coletado em Minas Gerais e inoculado
em xilana; Xilose-SP-torta: torta de filtros coletada em Sdo Paulo e inoculado em xilose;
Xilana-SP-torta: Torta de filtros coletada em S&o Paulo e inoculada em xilana; Xilose-PB-
torta: torta de filtros coletada na Paraiba e inoculada em xilose.
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De acordo com as curvas de rarefacéo (figura 6), pode-se observar que para 0s
estados de Minas Gerais e Séao Paulo, as linhas tendem a estabilizar. Isso indica que a
amostragem foi adequada para se inferir a cerca da diversidade de espécies
associadas com o bagago de cana e torta de filtros, com a metodologia empregada.
Assim, possivelmente a diversidade de leveduras assimiladoras de xilose proveniente
dos substratos amostrados foi identificada nessas regiées. O mesmo ocorreu para as
amostras de bagaco de cana obtidas na Paraiba. Diferentemente, a curva de refracdo
que representa as amostras de torta de filtros e meio de xilana, para as coletas
realizadas na Paraiba (Figura 6 - I), mostram uma tendéncia a ndo estabilizacdo. Isso
indica que a diversidade de leveduras nao foi suficientemente amostrada nessa regiao.
Para xilose/torta/Paraiba, o numero de isolados obtidos a partir da amostragem néo foi

suficiente para gerar curva de rarefr¢ao.
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Figura 6: Amostragem e acumulagédo de espécies: (A) YNB-xilose-Bagaco-Minas Gerais
(MG); (B) YNB-xilana-B g Mina Gerais (MG); (C) YNB-xilose-Bagaco-Sao Paulo (SP);
(D) YNB-xilana-Bagaco-Séao Paulo (SP); (E) YNB-xilose-Torta-Sdo Paulo (SP); (F) YNB-
xilana-Torta-S8o Paulo (SP); (G) YNB-xilose-Bagago-Paraiba; (H) YNB-xilana-Bagaco-
Paraiba (PB); () YNB-xilana-Torta-Paraiba. Eixo Y (95% de -confidenciabilidade).
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5.3- Triagem de leveduras fermentadoras de D-xilose

Os 450 isolados obtidos neste trabalho foram avaliados quanto a fermentacéo
de D-xilose no teste de triagem em tubos de ensaio. Sob as condicbes empregadas no
presente trabalho, vinte isolados foram capazes de fermentar xilose e produzir xilitol e
outros dez isolados foram capazes de produzir etanol, mesmo que em pequenas
concentracdes. A tabela 8 mostra as espécies positivas para o teste e os resultados
referentes ao consumo de xilose, producéo de xilitol e etanol obtidos.

As leveduras positivas quanto a producdo de xilitol encontradas neste
trabalho, foram isoladas de amostras de bagaco de cana, sendo: seis linhagens de
Candida tropicalis (UFMG BX2-a, UFMG BX12-a, UFMG BX15, UFMG BH3, UFMG
BX16-a, UFMG BX5-c), duas linhagens de Lindnera bimundalis (UFMG BX21-a e
UFMG BH35-b), uma linhagem de Sugiyamaella smithiae (UFMG BH35-a) e a
linhagem Zygoascus meyerae (UFMG BH72). Dentre as linhagens de C. tropicalis,
duas (UFMG BX2-a e UFMG BX12-a) produziram as maiores concentracoes de xilitol
(12 e 14 g.L*, respectivamente). Em relacdo a producdo de etanol, sete linhagens de
C. tropicalis (UFMG BX8, UFMG BX28-a, UFMG BX21-b, UFMG BH27, UFMG TX33,
UFMG TX24, UFMG TX19) e trés de Candida tartarivorans (UFMG BH55-c, UFMG
BX95-a, UFMG BH89-a) apresentaram essa caracteristica fisiologica.

Em relacdo as espécies ja descritas como naturais fermentadoras de xilose
com producéo de xilitol, destacam-se C. boidinii, C. guilliermondii e C. tropicalis
(PRAKASHAM et al., 2009). Atualmente, C. tropicalis figura como a principal espécie
produtora de xilitol, sendo a levedura mais pesquisada em estudos que objetivam uma
melhor compreensao das vias metabdlicas envolvidas no processo de bioconversao
da xilose a xilitol (da SILVA e AFSCHAR, 1994; CHOI et al., 2000; KO et al., 2006;
MISRA et al., 2011). Relatos de estudos quanto a producdo de xilitol pelas demais
espécies citadas no presente trabalho como produtoras deste polialcool sdo ainda
desconhecidos. Porém, a otimizacdo das melhores condicbes de aeracdo para a
realizacdo de experimentos para as diferentes leveduras faz-se necessaria, visando
uma melhor avaliacdo do metabolismo e da aplicacdo destes micro-organismos em

processos biotecnoldgicos para producédo desse poliol.

Candida tropicalis tem sido relatada como produtora de xilitol e etanol, a partir
da fermentacdo de meio de D-xilose e hidrolisado hemicelulésico de materiais
lignocelulésicos. Barbosa et al. (1988) testaram diferentes linhagens de leveduras
quanto a fermentacédo de xilose e observaram que pequenas concentracées de etanol

haviam sido produzidas (entre1,1 e 2,0 g.L™) pelas linhagens de C. tropicalis testadas.
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Sanchez et al. (2008) também mostraram producdo de etanol pela linhagem de C.

tropicalis NBRC 0618, a partir de xilose.

Um pequeno numero de leveduras fermentadoras de D-xilose e produtoras de
etanol e/ou xilitol foi descrito neste estudo, no entanto esses dados foram similares ao
encontrado em outros trabalhos. Quanto a producéo de etanol, Cadete (2009), testou
312 leveduras isoladas de madeira em decomposi¢do quanto a fermentacao de xilose.
A autora relatou que 22 isolados converteram xilose a etanol. Em relacdo a producédo
de xilitol, Rao et al. (2007), isolaram 35 leveduras de intestino de besouros e testaram
estas quanto a fermentacdo de xiloe. Os autores mostraram que somente 12
leveduras converteram xilose a xilitol. Misra et al. (2011) obtiveram 115 isolados de
flores de Hibiscus e desse total apenas 10 isolados foram capazes de produzir xilitol.
Esses resultados podem estar relacionados as diferentes metodologia de isolamento

empregadas nos estudos, bem como as caracteristicas metabélicas das leveduras.

No metabolismo da D-xilose, esta pentose € reduzida a xilitol pela xilose
redutase (XR) NADPH ou NADH-dependente, e o xilitol € oxidado a xilulose pela xilose
desidrogenase (XDH) NAD+-dependente. A regeneragcdo dos cofatores encontra-se
fortemente relacionada a disponibilidade de oxigénio, e caso essa diponibilidade néo
seja verificada de forma ideal, o desbalanco redox pode ser observado. Isto interfere
diretamente na producdo de xilitol e dos demais subprodutos do metabolismo. De
modo geral, a regeneracéo do cofator NADPH para a atividade da xilose redutase (XR)
ocorre na via oxidadativa da pentose fosfato e a regeneracdo do NAD+ ocorre,
geralmente, na cadeia respiratéria, tendo o oxigénio como aceptor final de elétrons.
Desta forma, sob condi¢des limitadas de oxigénio ndo ha regeneracdo de NAD+, a
atividade de XDH NAD+-dependente fica inibida e o acumulo de xilitol é favorecido.
Sendo assim, estas condicbes seriam ideais para a geracdo desse produto
intermediario do metabolismo da xilose (BRUINENBERG et al., 1983). Entretanto, uma
concentracdo ideal de oxigénio € exigida para geracdo de ATP e de co-fatores.
Teoricamente essa concentracdo Otima de oxigénio € variada para diferentes
linhagens de leveduras e se relaciona diretamente com a produtividade em xilitol. Por
outro lado, um aumento na taxa de transferéncia de oxigénio permite a otimizagdo do
consumo de xilose com producido de biomassa celular ou etanol (GRANSTROM,
2002). Algumas leveduras podem expressar XR (xilose redutase) dual, que apresenta
afinidade tanto por NADPH como por NADH, podendo utilizar um dos dois como
cofatores. Quando isso acontece, a enzima reoxida NAD+, ao utilizar NADH, o que

favorece a acdo de XDH NAD+-dependente e consequentemente a producdo de
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etanol (GRANSTROM, 2002). Girio et al. (1994) afirmam que leveduras que abrigam
XR estritamente dependente de NADPH, como as espécies D. hansenii e C.
guilliermondiii, produzem xilitol como principal produto da fermenta¢do de xilose sob
condi¢des de limitagdo de oxigénio. De acordo com Granstrom (2002), linhagens de C.
tropicalis podem expressar atividade de XR dual, duplamente dependenet de NADPH
e de NADH, evidenciada pela producéo de etanol, sob condi¢ges microaerdbicas de
fermentacdo de xilose. Entretanto, a maioria dos estudos realizados para a avaliacdo
das atividades enzimaticas de véarias espécies e linhagens de leveduras, mostrou que
XR tem uma preferéncia maior ou mesmo absoluta por NADPH (WINKELHAUSEN e
KUZMANOVA, 1998).

Tendo em vista os dados acima, relacionados com a teoria da fermentacéo de
D-xilose, o numero de leveduras produtoras de xilitol ou etanol obtido neste trabalho
pode estar relacionado a trés hipoteses. I) Pode-se inferir que as condigbes de
aeracdo ndo tenham sido adequadas, e tenham favorecido a producdo de biomassa,
visto que grandes concentracdes de xilose foram consumidas até o final do
experimento (aproximadamente 70% com até 96 horas) pela maioria dos isolados,
apesar da producdo de etanol ou xilitol ter sido baixa. A aeracdo é considerada um
fator de grande influéncia na fermentacdo de xilose, uma vez que determina a divisdo
do fluxo de carbono entre o crescimento do micro-organismo e a formacédo de produtos
da via fermentativa (du PREEZ, 1994). No trabalho realizado por Cadete et al. (2012a),
linhagens de duas novas espécies de levedura fermentadoras de xilose [Spathaspora
sp.1 e Spathaspora sp. 2 — descritas posteriormente como S. suhii e S. roraimanensis,
respectivamente (Cadete et al.,, 2013)] apresentaram um alto consumo de xilose
(aproximadamente 90% de xilose com até 48 horas de experimento), quando
submetidas a ensaios de fermentagcdo de xilose sob condi¢des microaerdbicas.
Entretanto, essas linhagens produziram altas concentracfes de etanol e/ou xilitol e
baixa concentracdo de ceélulas. Os autores inferiram que as leveduras tenham
desviado o consumo da xilose para a producdo dos subprodutos da fermentagdo
(etanol/xilitol) e ndo para o aumento de células. Isso indica que a exigéncia em termos
de disponibilidade de oxigénio seja variada entre as diferentes leveduras, o que pode
direcionar o metabolismo das mesmas. Il) Pode ser que as leveduras produtoras de
xilitol obtidas neste trabalho sejam XR dependente de NADP, e por ndo utilizarem
NADH, ndo regeneram NAD+ . Neste caso a producdo deste poliol foi favorecida. 1ll)
Por outro lado, as leveduras que produziram etanol podem ser consideradas XR dual,
podendo oxidar NADH a NAD+, favorecendo a atividade de XDH e producédo de

etanol. Além disso, pode-se considerar uma quarta hipétese para o isolamento de
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poucas leveduras tidas como fermentadoras de D-xilose: 0s substratos amostrados
podem ndo ser uma boa fonte de leveduras com essa caracteristica metabdlica, visto
que se trata de substratos efémeros, e que o tempo de decomposicdo ndo seja

suficiente para o propiciar o estabelecimento destas leveduras.
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Tabela 8: Consumo de D-xilose, producdo de xilitol e etanol pelas espécies de

leveduras avaliadas no teste triagem.

Espécie Consumo de xilose Producéao de Producéao de
(%) xilitol (g.L™ etanol (g.L ™"
Blastobotrys adeninivorans 74 <1,0 <1,0
Candida blankii 70-80* <1,0 <1,0
Candida butyri 60-62* <1,0 <1,0
Candida intermedia 65-68* <1,0 <1,0
Candida stellimalicola 70-80* <1,0 <1,0
Candida tartarivorans 50-60* <1,0 12-23
Candida tropicalis 75-85* 1,0 - 14,0* 2,0-209*
Cryptococcus laurentii 3-10* <1,0 <1,0
Kluyveromyces marxianus 18 <1,0 <1,0
Lindnera bimundalis 70-75* 7,0 -11,0* <1,0
Lindnera fabianii 10 <1,0 <1,0
Lindnera sp. 80 <1,0 <1,0
Meyerozyma caribbica 70-80* <1,0 <1,0
Meyerozyma gulliermondii 70-80* <1,0 <1,0
Pichia kudriavzevii 10 <1,0 <1,0
Sugiyamaella smithiae 60-75* 10,0 <1,0
Sugiyamaella sp. 75 <1,0 <1,0
Trichosporon asabhii 50-60* <1,0 <1,0
Trichosporon dermatis 10 <1,0 <1,0
Trichosporon laibachii 30 <1,0 <1,0
Trichosporon loubieri 60-80* <1,0 <1,0
Trichosporon mucoides 60-80* <1,0 <1,0
Trichosporon mycotoxinivorans 70-85* <1,0 <1,0
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Tabela 8: Continuacdo

Trichosporon sp. 10 <1,0 <1,0
Wickerhamomyces anomalus 60-70* <1,0 <1,0
Zygoascus hellenicus 60-70* <1,0 <1,0
Zygoascus meyerae 70 9,0 <1,0

*Intervalos entre os valores minimos e maximos obtidos pelas linhagens

5.4- Ensaio fermentativo com meios complexos a base de D-

xilose

Com base na triagem descrita acima, as linhagens que apresentaram producéo
de xilitol foram selecionadas para serem testadas em ensaios em escala de bancada.
Estas foram duas linhagens de C. tropicalis (UFMG BX2-a e UFMG BX12-a — que
produziram as maiores concentracdes de xilitol) e as outras quatro linhagens das
demais espécies positivas no teste. Primeiramente, foi realizado um ensaio no intuito
de se definir qual meio de xilose seria 0 mais adequado para a obtencdo de maiores
concentracbes de xilitol. De acordo com Ferreira et al. (2011), a dependéncia
nutricional varia fortemente de acordo com o género e espécie do micro-organismo
utilizado, e mesmo por linhagens da mesma espécie, e isso pode interferir na
eficiéncia de conversao da xilose a xilitol pela levedura testada. No presente trabalho,
pode-se observar que o meio 1 (suplementado com extrato de farelo de arroz) foi o
mais adequado, ja que as leveduras mostraram uma melhor adaptacdo neste meio,
evidenciada pelos maiores valores de xilitol e consumo de xilose, com excecdo da
linhagem de Z. meyerae que produziu mais xilitol a partir do meio 2 (YPX). Sendo
assim, o meio 1 foi escolhido como o meio complexo a base de xilose para a

realizacdo dos demais ensaios fermentativos.

Os valores de concentracdo de xilose, xilitol, etanol e acido acético obtidos
para os dois meios de cultivo testados sao mostrados nas tabelas 9 e 10. Além da
aeracao, outros fatores, como os constituintes dos meios de fermentacéo, interferem
diretamente com a biossintese de xilitol por leveduras fermentadoras de xilose. Os
processo metabdlicos demandam varios ions inorganicos, como Cat++, K+ e Mg++
para a geracdo de metabolitos e biomassa celular. Além dissso, eses ions participam
de reacBes enzimaticas e biossintéticas. Normalmente faz-se necessaria a

suplementacg&o do meio de xilose com extrato de levedura, peptona e extrato de malte,
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que estimulam o crescimento celular por serem fontes de vitaminas e aminoacidos
(SILVA et al.,1998). Para muitas leveduras, o extrato de levedura é um nutriente
importante para producdo de xilitol. Outras leveduras, no entanto, utilizam
preferencialmente uréia e aminoacidos para producéo deste poliol (WINKELHAUSEN
e KUZMANOVA, 1998). Diferentes fontes de nitrogénio tém sido utilizadas como
suplemento em ensaios visando a produgdo do xilitol, como sulfato de amonio e
extrato de farelo de arroz (MEYRIAL et al., 1991; MAYERHOFF et al., 1997; SILVA e
ROBERTO, 2001; RAO et al.,, 2006; CARVALHO et al., 2007; RAO et al., 2007;
ARRUDA e FELIPE, 2009), embora a producéo de xilitol ja tenha sido verificada em
ensaios suplementados apenas com extrato de levedura e peptona (CADETE et al.,
2012a).

No presente trabalho, pdde-se observar que o meio 1 foi o0 mais adequado, ja
que as leveduras cresceram melhor neste meio, fato evidenciado pelos maiores
valores de xilitol e consumo de xilose. A Unica excec¢édo foi a linhagem de Z. meyerae
que produziu mais xilitol a partir do meio 2. Sendo assim, o meio 1 foi escolhido para

a realizacdo do ensaio fermentativo em escala de bancada.
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Tabela 9: Consumo de D-xilose, producao de xilitol, etanol e 4cido acético a partir do

meio 1*, com 24 horas de experimento.

Espécie Linhagem Consumo Producéo de Producédo de Producéo de

de xilose xilitol etanol acido acético
(%) (gL (9L (gL
Candida tropicalis UFMG BX2-a 63 12,8 0,53 0,02
Candida tropicalis UFMG BX12-a 77 12,37 0,65 0,07
Lindnera bimundalis UFMG BX21-a 69 10,31 0,84 0,09
Lindnera bimundalis UFMG BH35-b 68 10,51 0,78 0,06
Sugiyamaella smithiae  UFMG BH35-a 69 9,42 0,62 0,02
Zygoascos meyerae UFMG BH72 50 4,39 0,02 0,02

* Meio de D-xilose suplementado com extrato de farelo de arroz - D-xilose (30 g.L™), extrato de

farelo de arroz (20 g.L™), sulfato de aménio (2 g.L™) e cloreto de célcio (0,1 g.L™).

TabelalO: Consumo de xilose, producédo de xilitol, etanol e acido acético a partir do

meio 2, com 24 horas de experimento*.

Espécie Linhagem Consumo Producdo de  Producdo de Producédo de

de xilose xilitol etanol acido acético
(%) (9L (9L (gL
Candida tropicalis UFMG BX2-a 61 9,74 0,52 0,03
Candida tropicalis UFMG BX12-a 62 10,09 0,24 0,56
Lindnera bimundalis UFMG BX21-a 63 10,14 0,66 0,69
Lindnera bimundalis ~ UFMG BH35-b 64 9,53 0,15 0,69
Sugiyamaella smithiae UFMG BH35-a 58 6,83 0,22 0,64
Zygoascos meyerae UFMG BH72 37 5,91 0,04 0,52

* Meio YPX — meio de D-xilose suplementado com extrato de levedura (10 g.L™), peptona (20
g.L") e D-xilose (30 g.L™").
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5.5- Ensaio fermentativo de D-xilose em escala de bancada

As linhagens selecionadas foram testadas quanto a fermentacdo de xilose e
producdo de xilitol em ensaios realizados em frascos Erlenmeyers contendo 100 mL
de meio composto contendo 50 g.L™ de xilose, suplementado com extrato de farelo de
arroz, sulfato de amoénio e cloreto de célcio. A bioconversdo da xilose a xilitol por
leveduras é regulada por diferentes fatores, como a concentracao inicial de xilose. De
acordo com Silva e Afschar (1994), elevadas concentracfes de xilose exercem uma
pressdo osmatica que pode interferir com a producéo de xilitol. Os autores mostraram
gue a produtividade especifica maxima para C. tropicalis foi alcancada em
concentracdo inicial de xilose de 50 g.L'. Os autores mostraram ainda que a
conversao de D-xilose em xilitol ocorreu muito mais rapidamente nessa concentragdo
de acucar do que em outras concentracdes testadas. Estudos feitos por Felipe et al.
(1997), utilizando linhagem de C. guilliermondii, corroboraram esses dados. Portanto,

essa foi a concentracdo de xilose utilizada no presente estudo.

Os parametros fermentativos Yp/s (g.g™ - fator de converséo de xilose a xilitol),
Qp (g.L* - produtividade em xilitol), n (% - eficiéncia de fermentacdo) e as
concentracdes de xilitol foram calculados de acordo com o tempo de maxima producao
de xilitol para cada linhagem ou tempo de término do ensaio. Os resultados dos
paramentros fermentativos, concentracédo de xilitol e etanol (g.L™) estdo sumarizados
na tabela 11. O acompanhamento do consumo de xilose, producdo de células e

producao de xilitol ao longo da fermentacdo encontra-se representado na figura 7.

Quanto aos parametros fermentativos, a linhagem de S. smithiae UFMG BH35-
a, apresentou o melhor rendimento e eficiencia de fermentacdo (0,78 g.g™* e 85%
respectivamente ) e produtividade de 0,59 g.L™, dentre as leveduras testadas. O
rendimento tedrico de convers&o de xilose a xilitol consiste em 0,917 g de xilitol .g™ de
xilose (MUSSATO e ROBERTO, 2004). Candida guilliermondii FTI 20037, linhagem
frequentemente investigada quanto a producdo de xilitol, apresentou rendimento de
0,74 g.g™* no trabalho realizado por Arruda e Felipe (2009). Sendo assim, o rendimento
em xilitol obtido pela linhagem S. smithiae UFMG BH35-a, pode ser considerado
promissor. As linhagens de C. tropicalis UFMG BX2-a e UFMG BX12-a apresentaram,
respectivamente, rendimento de 0,69 e 0,68 g.g'l, produtividade de 0,58 e 0,56 g.L'1 e
eficiéncia de fermentacdo de 76,5 e 75,5%. Esses resultados foram muito proximos,
mostrando semelhanca no perfil metabdlico de xilose para essas leveduras. O mesmo
ocorreu para as linhagens de L. bimundalis UFMG BH35-b e UFMG BX21-a. Ambas
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apresentaram rendimento de 0,75 g.g™ e eficiéncia de fermentac&o de cerca de 82%.
Entretanto, a linhagem UFMG BH35-b apresentou melhor produtividade em xilitol (0,60
g.L ™), resultado este, maior também do que os obtidos pelas demais linhagens
testadas. Os menores resultados dos célculos dos parametros fermentativos foram
obtidos pela linhagem de Z. meyerae UFMG BH72, que apresentou rendimento,
produtividade e eficiéncia de fermentacdo de 0,48 g.g*, 0,22 g.L* e 53,3%,
respectivamente. Os valores dos parametros fermentativos obtidos para as linhagens
S. smithiae UFMG BH35-a, L. bimundalis UFMG BH35-b e UFMG BX21-a foram
superiores aos obtidos pelas linhagens de C. tropicalis, levedura comumente
pesquisada e testada quanto a bioconversao de xilose a xilitol, embora néo exista até
0 momento, relatos sobre a producdo de xilitol por estas duas espécies isoladas no
presente trabaho. Entretanto, outras especies de leveduras tém sido descritas como
produtoras de xilitol. Cadete et al. (2012a) relataram a nova espécie Candida
amazonensis como produtora de xilitol em meio contendo D-xilose (50 g.L™)
suplementado com extrato de levedura e peptona. As linhagens da nova espécie
apresentaram rendimento de 0,62 e 0,67 g/g. Burneo (2013), testando diferentes
espécies de leveduras isoladas de madeira em decomposicdo quanto a producédo de
xilitol, relatou uma nova espécie pertencente ao género Lindnera como produtora
deste polidlcool, em ensaios fermentativos a partir de 50 g.L™ de xilose. A linhagem
Lindnera sp. CLQCA-24SC-025 apresentou rendimento, produtividade e eficiéncia de
fermentacdo de 0,5 g.g™, 0,23 g.L ™" e 55,5%, respectivamente. Os dados obtidos para
as linhagens testadas no presente trabalho sugerem que estas leveduras apresentem
potencial para a producdo de xilitol, justificando pesquisas futuras para otimizar a

producao deste polialcool por estas linhagens.

Todas as linhagens testadas no presente trabalho consumiram D-xilose. As
linhagens que apresentaram maior consumo desta pentose foram C. tropicalis UFMG
BX2-a (100%), UFMG BX12-a (99,3%) seguidas de L. bimundalis UFMG BX21-a e S.
smithiae UFMG BH35-a (99%), L. bimundalis UFMG BH35-b (98%) e Z. meyerae
UFMG BH72 (81%), com até 72 horas de crescimento. As linhagens apresentaram
resultados promissores para a producdo de xilitol tendo em vista as condi¢cbes
testadas. Com excecdo da linhagem UFMG BH72 que produziu 15,9 g.L™" de xilitol
com 72 horas, as demais linhagens produziram xilitol em concentragbes que variaram
entre 27,3 e 29,06 g.L™* em 48 horas de experimento. De acordo com Ferreira et al.
(2011), a baixa producdo de xilitol pode ser apontada como uma importante
caracteristica da linhagem, uma vez que uma baixa concentracao de xilitol pode estar

associada com aformacao de etanol. De fato, a linhagem de Z. meyerae UFMG BH72
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produziu a maior concentracdo de etanol (2,35 g.L™") até o final do experimento.
Apesar desse valor ter sido baixo, foi superior ao obtido pelas demais linhagens
testadas, que produziram concentracdes de etanol menores que 1 g.L™.

Além de xilitol e etanol, o metabolismo da xilose pode gerar uma variedade de
produtos, como &cido acético e glicerol. No entanto, esses produtos foram
encontrados em concentragfes proximas a zero (dados ndo mostrados). Associada
ao consumo de xilose, esta a producéo de biomassa (células). Os valores encontrados
para esse parametro variaram entre 4,0 a 8,0 g.L™ . A baixa concentracéo de células
observada para a linhagem UFMG BH72 estd de acordo com o também baixo
consumo de xilose (81,4%). No entanto, a associacao entre baixo consumo de xilose
com uma menor producdo de biomassa néo foi verificada pelas demais linhagens, cujo
consumo de xilose foi de 98 a 100% enquanto a producdo de células foi ainda assim,
baixa (4,1 — 8,0 g.L™). Nesse caso, as leveduras utilizaram a xilose para a producéo
de xilitol. Igualmente, linhagens de S. amazonensis, apresentaram valores de
consumo de xilose de 99% e baixa producéo de células (cerca de 10 g.L™") (CADETE
et al., 2012a).

Com relacao a producédo de xilitol, os resultados obtidos para as linhagens
testadas podem ser considerados promissores, tendo em vista dados ja relatados para
linhagens de C. tropicalis, levedura que destaca-se atualmente como a principal
produtora de xilitol (GONG et al., 1981; HORITSU et al., 1992; SILVA e AFSCHAR,
1994; RAO et al., 2006; RAO et al.,, 2008). Sanchez et al. (2008) verificaram a
producdo de xilitol por uma linhagem de C. tropicalis (linhagem NBRC 0618). A
linhagem produziu 24 g.L™ de xilitol a partir de 25 g.L™ de xilose. Misra et al. (2011)
testaram 18 espécies de leveduras isoladas de flores de Hibiscus quanto a producéo
de xilitol a partir de meio com 50 g.L™* de xilose. Dentre estes isolados, 10 foram
selecionados como melhores produtores de xilitol e identificados como C. tropicalis. Os
isolados produziram cerca de 12 g.L™ em 72 horas de experimento. Burneo (2013)
também relatou uma linhagem de C. tropicalis como produtora de xilitol, a partir de 50
g.L™" de xilose. A linhagem identificada pela autora produziu 25,6 g.L™" de xilitol. A
producéo de xilitol por linhagens de C. tropicalis tem sido bem pesquisada, embora os
parametros fermentativos ideais ainda ndo tenham sido bem estabelecidos. Além
disso, C. tropicalis é relatada como patégeno oportunista, 0 que limita o uso dessa
levedura em processos industriais que visem a geracao de produtos para o consumo

humano (GRANSTROM, 2002). Desta forma, pesquisas que visam a obtencéo de
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novas espécies de leveduras potencialmente utilizaveis na bioconversao do xilitol tém

sido realizadas.

Rao et al. (2007) testaram 35 linhagens de leveduras quanto a fermentacao
de xilose utilizando meio YPX contendo 40 g.L™" de xilose e verificaram que 12
linhagens produziram xilitol. A concentracdo méxima obtida pelos ensaios foi de 23
g.L™ de xilitol com 72 horas de experimento. Entretanto, os autores ndo identificaram
os isolados a nivel de espécie. Arruda e Felipe (2009) relataram a producéo de 38,72
g.L™* de xilitol pela levedura C. guilliermondii FTI 20037a partir de uma concentracéo
inicial de 55 g.L™ de xilose ap6s 58 horas de cultivo em meio suplementado com
extrato de farelo de arroz. Cadete et al. (2012a) relataram que as linhagens da nova
espécie C. amazonensis produziram valores de xilitol entre 26,1 a 27,8 g.L™* em 24
horas. Burneo (2013) observou producdo de xilitol pelas espécies Lindnera sp. e
Candida pseudointemedia a partir de 50 g.L™" de xilose, nas concentracdes de 17,0 e
13,9 g.L?, respectivamente. Sendo assim, os resultados obtidos no presente tabalho,
corroboram os dados ja obtidos a cerca do potencial de diferentes espécies na

bioconversao de xilose a xilitol.
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Tabela 11 - Parametros fermentativos obtidos durante experimentos de fermentacdo

de meio de D-xilose* em escala de bancada.

Linhagens Y rs(9.97) Qp(g.L™) n (%) Etanol  Xilitol Tempo de
(g.L'") (g.L*) fermentacdo (h)

Candida tropicalis 0,69 +0,04 058+ 0,00 76,5+5,73 0,48 28,21 48
UFMG BX2-a
Candida tropicalis 0,68+0,03 056+ 0,02 755+ 4,26 0,3 27,03 48
UFMG BX12- a
Zygoascus meyerae 0,48+0,02 0,22+ 0,00 533+ 245 1,79 15,9 72
UFMG BH72
Sugiyamaella

- 0,78+0,04 0,59+ 0,03 850z 6,09 0,3 28,51 48
smithiae
UFMG BH35-a
Lindnera bimundalis 0,75+0,05 0,60+ 0,00 82,9+ 6,52 0,3 29,06 48
UFMG BH35-b
Lindnera bimundalis 0,75+ 0,03 0,58+ 0,04 82,4+ 424 0,45 28,03 48
UFMG BX21-a

*Meio de D-xilose suplementado com extrato de farelo de arroz - D-xilose (30 g.L™), extrato de

farelo de arroz (20 g.L™), sulfato de aménio (2 g.L™) e cloreto de célcio (0,1 g.L™);

Qp (g.L™"h™) - produtividade de xilitol: concentragéo de xilitol produzido (g.L™) por tempo (h).

n (%) - eficiéncia de converséo: razdo entre o fator de rendimento (Yp;s) obtido e o fator de

rendimento tedrico (0,917 grama de xilitol/gramas de xilose).

Yp/s(g.g"l) - rendimento de xilitol: xilitol produzido por massa de xilose consumida

Tempo no qual foi obtida a maxima producao de xilitol.
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Figura 7: Concentragdo de D-xilose, producgéo de células e producao de xilitol exibidos

pelas leveduras testadas em meio de D-xilose suplementado com extrato de farelo de
arroz: (A) Candida tropicalis UFMGBX2-a, (B) Candida tropicalis UFMGBX12-a, (C)
Zygoascus meyerae UFMGBH72, (D) Sugiyamaella smithiae UFMGBH35-a, (E)
Lindnera bimundalis UFMGBH35-b, (F) Lindnera bimundalis UFMGBX21-a.
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5.6 - Ensaio fermentativo de hidrolisado hemicelulésico de

bagaco de cana em escala de bancada

As mesmas leveduras testadas nos ensaio fermentativos em meio de D-xilose
foram avaliadas no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. Os resultados dos
parametros fermentativos Yp/s (g.g™ fator de conversio de xilose xilitol), Qp (g.L™.h,
produtividade em xilitol), n (%, eficiéncia de fermentagéo) e as concentragdes de xilitol
e etanol estdo sumarizados na tabela 12. Os parametros foram calculados de acordo
com o tempo de maxima producédo de xilitol para cada linhagem ou tempo de término
do ensaio (96 horas). O acompanhamento do consumo de xilose, producéo de células
e xilitol (g.L™") ao longo da fermentac&o encontra-se representado na figura 8.

As duas linhagens de C. tropicalis, UFMG BX2-a e UFMG BX12-a,
apresentaram, respectivamente, rendimento de 0,71 e 0,70 g.g™ , produtividade de
0,75e 0,74 g.g* e eficiéncia de fermentagéo de 78,4 e 77,8%. Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos no ensaio fermentativo em meio de xilose suplementado com
farelo de arroz. A linhagem L. bimundalis UFMG BX21-a apresentou 0S maiores
valores para os parametros fermentativos (rendimento de 0,80 g.g™, produtividade em
xilitol de 0,78 g.L* e eficiéncia de fermentacdo de 88,5%) com 48 horas de
experimento. L. bimundalis UFMG BH35-b apresentou rendimento de 0,65 g.g* ,
produtividade de 0,58 g.L™ e eficiéncia de fermentagdo de 72,3%. S. smithiae UFMG
BH35-a apresentou rendimento de 0,71 g.g™, produtividade de 0,70 g.L™ e eficiéncia
de fermentacédo de 79%. Diferentemente, UFMG BH72 apresentou os menores valores
de Ypis, Qp e n (%) (0,53; 0,25; 58,5 respectivamente), semelhante ao encontrado no
meio de xilose suplementado com farelo de arroz.

Dentres as leveduras testadas, L. bimundalis UFMG BX21-a merece destaque,
pois apresentou resultados de paramentros fermentativos que podem ser
considerados promissores. Nao sdo conhecidos dados quanto a producdo de xilitol
para essa espécie, no entanto, existem relatos sobre a bioconversao de xilose a xilitol
para outras espécies pertencentes a esse género. Kamat et al. (2012) mostraram que
Lindnera saturnus foi capaz de produzir xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagaco
de cana-de-agtcar contendo 20 g.L™" de xilose. A linhagem apresentou rendimento de
0,51 g.g™* ap6s 72 horas, com consumo de 3,74 g.L™ de xilose. Burneo (2013) mostrou
a producao de xilitol por uma nova espécie do género Lindnera isolada de amostras

de madeira em decomposicdo coletadas nas llhas Galapagos, Equador. A autora
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mostrou que a linhagem Lindnera sp. CLQCA-24SC-025 apresentou 0,64 g.g™ de
rendimento, produtividade de 0,33 g.L™ e 70,58% de eficiéncia de fermentacao.

L. bimundalis UFMG BX2l-a apresentou resultados dos parametros
fermentativos superiores aos obtidos para as duas linhagens de C. tropicalis
encontradas neste e em outros trabalhos, como discutido a seguir. Pessoa Jr. et al.
(1997) e Rao et al. (2006), trabalhando com linhagens de C. tropicalis, a partir de
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana mostraram que as leveduras
apresentaram rendimentos maximos de 0,50 g.g* e 0,43 g.g*, respectivamente.
Arrizon et al. (2012) relataram uma linhagem de C. tropicalis produtora de xilitol
também em hidrolisados de bagaco de cana-de-acUcar, com rendimento maximo de
0,4 g.g* e produtividade de 0,15 g.L*. Trabalhos realizados com a levedura C.
guilliermondii também reportam altos valores de rendimento e produtividade em xilitol.
Alves et al. (1998) obtiveram 0,79 g.g* de xilitol em experimentos com hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar fermentado utilizando esta levedura.
Resultados similares foram obtidos por Arruda (2011), trabalhando com a mesma
espécie, cujo rendimento foi de 0,78 g.g-'de xilitol a partir da fermentacdo de
hidrolisado hemicelulésico de bagacgo de cana. Esses dados confirmam o potencial de
L. bimundalis UFMG BX21-a, visto que os dados dos parametros obtidos por esta
linhagem foram semelhantes ou mesmo superiores aos ja publicados para outras
espécies em relacdo a producao de xilitol, a partir de hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana. De uma maneira geral, os resultados dos parametros fermentativos
para todas linhagens testadas neste trabalho foram promissores. Rao et al. (2007)
ressaltam que isolados com producéo acima de 0,5 g.g™* séo considerados produtores
de elevadas concentracdes de xilitol; os que produzem entre 0,25 e 0,5 g.g* s&o
produtores médios e aqueles isolados que produzem menos de 0,25 g.g* s&o
referidos como produtores de baixas concentragbes de xilitol. Os resultados dos
paramentros obtidos pelas espécies testadas neste trabalho foram similares ou
mesmo superiores aos encontrados nos estudos dos autores citados acima. Isso
sugere que essas leveduras apresentam caracteristicas metabdlicas quanto a
producéo de xilitol que merecem ser exploradas em estudos futuros.

Com relagdo ao consumo de xilose, Z. meyerae UFMG BH72 consumiu 93%
desta pentose até o final do experimento, enquanto que o consumo das outras
linhagens variou entre 99,2 e 100%. A concentracao de células e a producéo de xilitol
verificada por Z. meyerae foi menor (6,42 g.L™'e 24,6 g.L™*, respectivamente) com 96
horas de experimento, em relacdo as outras leveduras testadas. As demais leveduras
apresentaram concentracdo de células entre 10 e 23 g.L™ e producdo de xilitol entre
31,3 a 37,6 g.L™. L. bimundalis UFMG 35-b consumiu 100% de xilose e produziu a
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maior concentracdo de células (23 g.L'). Pode-se concluir que essa linhagem tenha
direcionado, preferencialmente, o consumo de xilose para o crescimento celular, ja
que produziu menos xilitol e mais células do que as outras leveduras. Esses
resultados foram superiores aos verificados no meio com xilose suplementado com
extrato de farelo de arroz, sugerindo que as leveduras apresentaram melhor
adaptacdo ao hidrolisado de bagaco de cana. Isso se deve a composicdo do
hidrolisado, que pode conter além de xilose, pequenas concentracdo de glicose e de
compostos inorganicos como manganés, ferro, magnésio, niquel, calcio, soédio,
potassio, cromo, vitaminas e aminoacidos que podem servir como macro e
micronutrientes para as leveduras (ARRUDA, 2011). A adicdo desses suplementos
acelera o consumo de xilose e a producdo de xilitol pelas células, por prover
precursores essenciais, necessarios para maximizar o crescimento celular
(CARVALHO et al., 2007). O hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana preparado
e utilizado no presente trabalho, continha uma pequena concentracéo de glicose (3,5
g.L' - dados ndo mostrados) que foi totalmente consumido pelas leveduras nas
primeiras vinte quatro horas de experimento, paralelamente ao consumo de xilose.
Conforme relatado por du Preez (1994), existe uma seqiiéncia comum de prioridade
na utilizacao de agucares em meios de cultura, sendo as hexoses utilizadas antes das
pentoses. O uso de xilose em paralelo ao uso de glicose, confirma a existéncia de uma
concentracao limiar de glicose, necessaria para a repressao do metabolismo de xilose
(PARAJO et al., 1998). Além disso, Yahashi et al. (1996) observaram que a xilose foi
convertida em xilitol mais eficientemente por C. tropicalis na presenca da glicose, ja
que esta pode ser utilizada para crescimento celular mais rapidamente do que a xilose,
permitindo a regeneragdo do NADPH pelo metabolismo oxidativo da via pentose
fosfato.

L. bimundalis UFMG BX21-a e UFMG BH35-b, C. tropicalis UFMG BX2-a e
BX12-a e S.smithiae UFMG 35-a produziram altas concentra¢des de xilitol (37,6; 31,3;
36,8; 35,6 e 34g.L', respectivamente), com 48 horas de experimento. Vale salientar
que L. bimundalis UFMG BX21-a produziu a maior concentragdo deste poliol. Cadete
et al. (2012a) observaram a producédo de xilitol para Spathaspora suhii UFMG-XMD-
15.2 e S. roraimanensis UFMG-XMD-23.2 nas concentracdes de 18,21 e 17,14 g.Ll
respectivamente, a partir do hidrolisado de bagago de cana, com até 96 horas de
experimento. Silva e Roberto (2001), avaliando C. gulliermondii FTI 20037, relataram
uma producdo de xilitol equivalente a 17 g.L' apés 120 horas no ensaio de
fermentacdo em hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, com 90 g/L de xilose e
suplementado com sais e extrato de farelo de arroz. Burneo (2013), avaliando C.

tropicalis CLQCA-24SC-125, em fermentacdo de hidrolisado de bagaco de cana
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contendo 50 g.L' de xilose suplementado com farelo de arroz e cloreto de célcio,
obteve 27,1 g.L* de xilitol. Carvalho et al. (2007) obtiveram 48,7 g.L™* de xilitol,
produtividade de 0,5 g.L™ e rendimento de 0,55 g.g™ para C. guilliermondii FT120037,
com a adicdo de suplementos. Comparativamente, L. bimundalis UFMG BX21-a
produziu uma menor quantidade de xilitol (37,6 g.L™"). No entanto, o rendimento em
xilitol foi maior (0,80 g.g"), o0 que indica que essa levedura obteve maior producéo de
xilitol por cada grama de xilose presente no hidrolisado. Portanto, essa levedura pode
ser considerada promissora para futuros ensaios de obtencdo desse poliol em
hidrolisados hemicelulésicos.

Em relacdo a concentracdo de xilitol, pode-se observar uma diminui¢do desta,
a partir de 48 horas. Isto indica que o produto passou a ser utilizado como fonte de
carbono pelas leveduras, com excecdo da linhagem UFMGBH72, visto a diminuicao
da concentracdo de xilose a partir desse momento, como pode ser observado na
figura 8.

Outros subprodutos do metabolismo dos agucares pelas leveduras nas
fermentagdes do hidrolisado foram detectados, como o glicerol e o etanol. Para todas
as leveduras houve formac&o de glicerol com concentragdes maximas de 2,07 g.L™ ja
nas primeiras 24 horas de experimento. Para o etanol, apenas uma pequena
concentracdo (1,77 g.L™) foi obtida com 24 horas de fermentacéo pela linhagem de C.
tropicalis UFMG BX2-a. Arruda (2011) observou uma rapida formacado de glicerol e
etanol nas primeiras 24 horas de fermentacdo, com valores maximos de 1,32 e 3,2
g.L', respectivamente, para a linhagem de C. guilliermondii testada, valores que
coincidiram com a completa utilizacdo da glicose, assim como observado no presente
trabalho. Diferentemente, Z. meyerae UFMG BH72 apresentou maior producdo de
glicerol com até 96 horas (2,64 g.L™"), em um momento em que toda glicose ja havia
sido consumida (dados ndo mostrados). De acordo com Arruda e Felipe (2009), a
producéo lenta e continua de subprodutos como o glicerol e etanol pode ocorrer, ndo
estando especificamente relacionada com o metabolismo da glicose, mas também
com o da xilose. Esses dados podem, portanto, justificar o comportamento exibido por
Z. meyerae BH72, quanto a producéo de glicerol.

A demanda por xilitol nas industrias de alimentos e farmacéutica como um
adocante alternativo tem estimulado o desenvolvimento de estratégias de producao
deste poliol a baixo custo. De acordo com Saha (2003), a selegcdo de um micro-
organismo que converta xilose em xilitol eficientemente na presenca de acucares
hemicelulésicos se faz necessario. Aliado a isso, hidrolisados hemicelulésicos séo
considerados atrativos e economicamente viaveis para serem utilizados como

substratos na producao biotecnolégica do xilitol, ao invés do método tradicional que
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emprega a xilose pura, reduzindo-se dessa maneira 0s custos da producdo (RAO et

al., 2006). No presente trabalho, L. bimundalis UFMG BX21-a obteve os maiores

valores de parametros fermentativos e a maior concentracdo de xilitol no ensaio em

hidrolisado de bagaco de cana. Portanto, esta levedura apresentou potencial para a

producao de xilitol a partir de hidrolisado hemicelul6sico de bagago de cana.

Tabela 12 - Parametros fermentativos obtidos durante experimentos de fermentacdo

com hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-aclUcar em escala de bancada.

Linhagens Y ps(9.97) Qp(g.L*) n(®) Etanol Xilitol Tempo de
(g.L")  (g.L'') fermentagéo (h)

Candida tropicalis 0,71+ 0,04 0,75 + 0,04 78,4 1,77 36,08 48
UFMG BX2-a

Candida tropicalis 0,70 + 0,05 0,74 + 0,01 77,8 1,63 35,65 48
UFMG BX12- a

Zygoascus meyerae 0,53 + 0,05 025+0,02 585 1,75 24,64 96
UFMG BH72

Sugiyamaella smithiae 0,71 +0,01 0,70+0,06 79,0 1,63 34,04 48
UFMG BH35-a

Lindnera bimundalis 0,65 + 0,04 058+0,14 723 2,0 31,38 48
UFMG BH35-b

Lindnera bimundalis 0,80 + 0,05 0,78+0,05 885 1,98 37,60 48
UFMG BX21-a

Qp (g.L™h™) - produtividade de xilitol: concentragéo de xilitol produzido (g.L™) por tempo (h).

n (%)- eficiéncia de conversdo: razdo entre o fator de rendimento (Yp;s) obtido e o fator de

rendimento tedrico (0,917 grama de xilitol/gramas de xilose).

Yp/s(g.g™) - rendimento de xilitol: xilitol produzido por massa de xilose consumida

Tempo no qual foi obtida a maxima producao de xilitol.
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Figura 8: Concentracdo de D-xilose, producéo de células e producédo de xilitol exibidos pelas
leveduras testadas em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana em escala de bancada:
(A) Candida tropicalis UFMGBX2-a, (B) Candida tropicalis UFMGBX12-a, (C) Zygoascus
meyerae UFMGBH72, (D) Sugiyamaella smithiae UFMGBH35-a, (E) Lindnera bimundalis
UFMGBH35-b, (F) Lindnera bimundalis UFMGBX21-a.
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5.7 - Ensaio fermentativo de hidrolisado hemicelulésico de

bagaco de cana em biorreator

Nesta etapa foram realizadas fermentagbes em biorreator para se verificar a
producdo de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. A
levedura L. bimundalis UFMG BX21-a foi selecionada para a realizacdo deste ensaio,
em funcéo dos parametros fermentativos e producdo de xilitol observados para essa
levedura no ensaio de fermentacdo de xilose em hidrolisado de bagaco de cana em
eescala de bancada. No ensaio em biorreator foi avaliada a influéncia de fatores como
agitacdo e aeracdo no metabolismo da xilose em hidrolisado de bagacgo de cana. Os
resultados dos parametros fermentativos Yp/s (g.g* fator de conversdo de xilose
xilitol), Qp (g.L™.h, produtividade em xilitol), n (%, eficiéncia de fermentacéo) e as
concentracdes de xilitol e etanol estdo sumarizados na tabela 13. Os parametros
foram calculados de acordo com o tempo de maxima produgéo de xilitol para cada
linhagem ou tempo de término do ensaio (72 horas). O acompanhamento do consumo
de xilose, producdo de células e xilitol (g.L™") ao longo da fermentacdo esta
representado na figura 9. Os resultados foram representados de acordo com as duas
condi¢cbes de aeracdo e agitagdo (0,4 VVM e 300 rpm — fermentagéo 1 e 0,2 VVM e
150 rpm — fermentacgéo 2) empregadas.

Na fermentacdo 1, a levedura apresentou produtividade (Qp) de 0,24 g.L™,
rendimento (Yp/s) de 0,72 g.g'1 e eficiéncia de fermentacdo de 79,8%. Na segunda
fermentagéo foram observados os maiores valores de rendimento (Yp/s) de 0,74 g.g'1
e eficiéncia de fermentacéo (81,4%), porém , menor produtividade (Qp — 0,11 g.L ™),
com até 72 horas de experimento. Da Silva et al. (2006), realizando ensaios em
biorreator, com C. guilliermondii obtiveram rendimento de 0,59 g.g™" e produtividade de
0,53 g.L', apds 48 horas de fermentacéo, por parte da levedura. Arruda (2011) testou
uma linhagem de C. guilliermondii quanto a producédo de xilitol em biorreator agitado
de 2,4L de volume. Os ensaios fermentativos também foram realizados com
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana, contendo 50 g.L™" de xilose e
suplementado com farelo de arroz, sulfato de amoénio e cloreto de célcio. A
fermentacgé&o foi conduzida sob agitacdo de 450 rpm e aeracéao de 0,7 vwvm. Sob estas
condi¢bes, C. guilliermondii FTI20037 obteve uma maior produtividade (0,28 g.L™),
porém menor rendimento em xilitol e eficiéncia de fermentagédo (0,69 g.g1 e 75%,
respectivamente) quando comparada com a linhagem de L. bimundalis testada no
presente trabalho. Entretanto, Burneo (2013) testando linhagens de leveduras em
biorreator, sob as mesmas condi¢des de fermentacdo empregadas por Arruda (2011),

obteve valores de paradmetros fermentativos superiores para a linhagem de C.
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tropicalis testada. Esta linhagem apresentou rendimento, produtividade e eficiéncia de
fermentacdo de 0,78 g.g™*, 0,46 g.L" e 86%, respectivamente, com 72 horas de
experimento. A autora ainda relata que esses valores foram superiores aos obtidos
nos ensaios realizados com a mesma levedura em escala de bancada. Entretanto, sob
essas mesmas condi¢des, Burneo (2013) néo verificou producéo de xilitol por Lindnera
sp. CLQCA-24SC-025. Isto sugere que as condi¢cdes empregadas pela autora tenham
sido ideais apenas para a linhagem de C. tropicalis. Como dito anteriormente, as
caracteristicas metabdlicas podem variar muito de acordo com o género e a espécie
de micro-organismo testado, e mesmo entre linhagens da mesma espécie. Fatores
como concentracdo inicial do substrato e do in6culo, agitacdo e nivel de oxigénio
podem afetar diretamente a conversdo da xilose a xilitol pela levedura (FERREIRA et
al., 2011). Portanto, para utilizagdo de uma espécie em escala de produgédo e
obtencdo de altas concentragdes de xilitol, os melhores parametros e condi¢gbes de
fermentagdo devem ser estabelecidos e otimizados, bem como a composi¢do mais
adequada do meio de fermentacao.

Apesar do calculo dos parametros fermentativos nédo ter apresentado grande
diferenca entre os valores para as duas condicbes empregadas, nota-se que as
variagbes na aeracdo e agitacdo, exerceram influéncia significativa nos perfis de
consumo de acUcares, producao de células e producéo de xilitol pela levedura testada.
Na primeira condic&o, a levedura produziu 8,76 g.L™" de células e 17 g.L™ de xilitol, a
partir do consumo de 47,8% dos acgUcares a partir do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana, composto por 50,55 g.L™" de xilose e 3,57 g.L" de glicose. J4 na
segunda condicéo foi verificada a producéo de 1,83 g.L™ de células e 8,08 g.L™" de
xilitol, com um consumo de 22,09% de acucares, a partir do hidrolisado hemicelulésico
de bagaco que continha 53 g.L™ de xilose e 3,43 g.L™ de glicose. Os valores obtidos
no trabalho para consumo de xilose, produgédo de células e de xilitol em biorreator
foram inferiores aos obtidos no ensaio realizado em hidrolisado em escala de
bancada, para a mesma linhagem. Canilha (2006), realizando ensaios de fermentacao
de hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo por C. guilliermindii, obteve valores de
consumo de xilose e producéo de células maiores em biorreator do que em escala de
bancada. Arruda (2011) mostrou consumo de xilose de aproximadamente 50% e
producdo de biomassa em torno de 9,0 g.L™ com 72 horas de experimento em
biorreator. Em relacdo as condi¢cdes de transferéncia de oxigénio empregadas no
presente trabalho, pode-se observar que no experimento 1, as condi¢cdes foram mais
adequadas para favorecer o consumo de xilose e producao de células (figura 9). Ja as
condicbes empregadas no segundo experimento, podem ter sido limitantes para o

consumo de acuUcares e producdo de biomassa, visto 0os baixos valores obtidos. De
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fato, a disponibilidade de oxigénio, definida pelas condi¢cdes de aeracdo e agitacdo
foram maiores no experimento 1. De acordo com Granstrom (2002), um aumento na
taxa de transferéncia de oxigénio permite a otimizacdo do consumo de xilose com
producdo de biomassa celular. No trabalaho realizado por Burneo (2013), tanto as
respostas de crescimento celular quanto o consumo de agucares e producgéo de xilitol
e etanol indicaram que os niveis de oxigénio utilizados no biorreator foram muito
baixos para o metabolismo de Lindnera sp. CLQCA-24SC-025, j4 que a levedura néo
foi capaz de se multiplicar, nem de assimilar elevadas quantidades dos acuUcares do
meio.

Em relacdo a producédo de xilitol, a variacdo nas condi¢des de transferéncia de
oxigénio também exerceram influéncia significativa. A linhagem testada produziu 37,6
g.L™ de xilitol no hidrolisado de bagaco de cana em escala de bancada, enquanto que
no experimento 1 em biorretor produziu no méaximo 17 g.L™ deste poliol. A produc&o
de xilitol foi ainda mais reduzida (8,06 g.L™") nas condicdes empregadas no segundo
experimento. No tabalho desenvolvido por Arruda (2011), C. guiiliermondii produziu
concentracdo maxima de xilitol em torno de 33 g.L*', com até 144 horas de
experimento, também em biorreator, utilizando agitacdo de 450 rpm e aeracédo de 0,7
vvm. Burneo (2013), utilizando essas mesmas condi¢gbes, verificou a producdo de
37,2 g.L-* de xilitol com 96 h, pela linhagem de C. tropicalis CLQCA-24F-125 em
biorreator, apos 96 horas de experimento. No entanto, a linhagem Lindnera sp.
CLQCA-24SC-025 tambem testada sob essas condi¢cdes ndo produziu xilitol.

Em relacdo a producgédo de &cido acético, glicerol e etanol, estes também foram
obtidos nos experimentos em biorreator. Concentracdes maximas destes subprodutos
foram obtidas no experimento 1 (2,23; 1,55 e 2,77 g.L™, respectivamente) enquanto
que no experimento 2, as concentracbes foram de 2,45, 1,72 e 3,68 g.L?
respectivamente (dados ndo mostrados). A formacdo desses subprodutos foi | ao
longo da fermentag&o, ndo coincidindo com o consumo da glicose. A formacéo destes
subprodutos foi lenta durante o metabolismo da xilose por C. guilliermondii foi
observada em diferentes fermentagbes de hidrolisado de bagaco de cana
(RODRIGUES et al.,, 2003; CHAUD, 2010; ARRUDA, 2011; BURNEO, 2013). A
producdo lenta e continua de glicerol pode ocorrer sem estar necessariamente
relacionada com o metabolismo da glicose, mas também com o da xilose (ARRUDA e
FELIPE, 2009). Segundo Nevoigt e Stahl (1997), a formacdo de glicerol € um
mecanismo no qual o micro-organismo evita a perda de agua para o meio extracelular.
Em relacdo a producdo do acido acético, no presente trabalho foi observado que o
pico de concentracdo ocorreu com 36 horas de experimento. Esse subproduto pode

ter sido consumido pela levedura como fonte de carbono, observado pela diminuicédo
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da concentracdo deste com 72 horas de experimento e aumento do pH nha
fermentagéo 1 (pH inicial - 5,15; final — 5,50). O mesmo néo ocorreu na fermentagao 2,
pois a concentracdo de Acido acético ndo diminui no transcorrer do periodo de
fermentacéo e o aumento do pH néo foi verificado (pH inicial — 5,12; final — 5,08).

Com base nos dados otidos pode-se observar que as condigfes de oxigenacao
utilizadas no ensaio com biorreator ndo foram adequadas para favorecer o consumo
de aclUcares e consequentemente 0 aumento de células e/ou a producédo de xilitol,
principalmente na fermentacdo 2 (menores valores). No entanto, existe a necessidade
de se estabelecer uma condi¢ao limitada de oxigénio para uma melhor producédo de
xilitol (BRUINENBERG et al., 1983). Comparando-se as fermentacdes 1 e 2 realizadas
em biorreator neste trabalho, pode-se correlacionar o menor consumo de Xxilose,
producdo de células e xilitol com o menor coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (K.a 2,8 h™*- experimento 1 e 1,89 h™ — experimento 2). Os valores de K.,a
observados no presente trabalho foram também bem menores do que os obtidos em
outros estudos. Burneo (2013) obteve K.a de 7 h™, enquanto Silva (2004) e Arruda
(2011), trabalharam com os valores de 17 e 15 h™, respectivamente. De acordo com
Rodrigues (2005), o K.a 15 h™ é ideal para favorecer a conversido de xilose a xilitol
pela linhagem de C. guilliermondii. Entretanto, como discutido anteriormente, esses
valores sdo dificieis de serem padronizados para diferentes leveduras (FERREIRA et
al., 2011).

O ensaio realizado em biorreator foi um teste inicial para a linhagem de L.
bimundalis UFMG BX21-a. A otimizacdo dos parametros de fermentacdo para essa
linhagem devem ser, entretanto, melhor estudada a fim de se obter a bioconversao de
D-xilose em xilitol, a partir de hidrolisados hemiceluldsicos, de forma eficiente. Pdde-se
constatar que o screening realizado em meio sintético, bem como as fermentacdes,
sugerem que as leveduras podem apresentar mecanismos de resposta diferentes aos
meios e as condi¢des utilizadas para o crescimento celular, produzindo diferentes
metabdlitos, ou concentragbes dos mesmos. Sendo assim, a definicdo das condigbes
para a otimizagdo da producdo de xilitol, como agitacdo e aeragdo, precisam ser
melhor estudadas para cada linhagem de interesse. Por fim, foi possivel observar que
as leveduras isoladas, especificamente de bagacgo de cana-de-agucar, e testadas nos
ensaios de fermentacdo, apresentaram potencial para fermentacdo de hidrolisados

hemicelulésicos visando a producao de xilitol.
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Tabela 13 - Parametros fermentativos obtidos para Lindnera bimundalis UFMG BX21-
a durante experimentos de fermentacdo com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana-de-agUcar em biorreator.

Fermentacéo 1 Fermentacéo 2
Lindnera Yrs(g.g-) QP n (%) Xilitol Yrs(g.g-) QP n (%) Xilitol
bimundalis (gL (g.L™h (g.L™ (g.L™h
UFMG BX21-a
Oh i : : 0,0 : i i 0
12 h ) ) . 2,3 - - - 2,01
24h - - - 4,5 - - - 4,0
36h ; . : 7,48 - - - 43
48 h ; . . 10,45 - - - 54
60 h ) ) _ 13,56 - - - 6,9
0,72+ 024+ 798+ 074+ 011+ 814+
72h 0,00 0,00 0,03 17,86 0,00 000 0,03 8,06

Qp (g.L™h™) - produtividade de xilitol: concentracéo de xilitol produzido (g.L™) por tempo (h).
n (%)- eficiéncia de conversado: razdo entre o fator de rendimento (Yp;s) obtido e o fator de
rendimento tedrico (0,917 grama de xilitol/gramas de xilose).

Yp/s(g.g™) - rendimento de xilitol: xilitol produzido por massa de xilose consumida

Fermentagdo 1: Agitacéo — 300 rpm; aeracdo — 0,7 vvm.

Fermentagdo 2: agitagdo — 150 rpm; aeracdo — 0,2 vvm.
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Figura 9: Fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar

em biorreator para a linhagem Lindnera bimundalis UFMG BX21-a. A: Consumo de D-

xilose, producéo de células e xilitol; fermentagdo 1 (agitagdo 300 rpm, aeracdo 0,4

vvm). B: Consumo de xilose, producdo de células e xilitol; fermentacdo 2 (agitacéo

150 rpm, aeracéo 0,2 vvm).
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6 - CONCLUSOES

o As diferentes espécies de leveduras obtidas neste trabalho tém como habitat
outros substratos e podem ser consideradas colonizadoras secundarias do

bagaco de cana de acUcar e/ou torta de filtros.

o Além das vinte e quatro espécies ja conhecidas, trés possiveis novas espécies
de leveduras foram obtidas neste trabalho, indicando que os substratos
utilizados possam representar um nicho para a colonizagdo de uma grande

diversidade de leveduras assimiladoras de xilose.

o A partir do meio de xilana e do bagaco de cana foram obtidos o maior niumero de
leveduras e a maior diversidade de espécies, mostrando que o meio de xilana e
0 bagaco de cana sdo adequados para o isolamento de leveduras assimiladoras

de xilose.

o Candida tropicalis foi espécie predominante dentre os isolados obtidos, seguida
por Trichosporon mycotoxinivorans e Candida tartarivorans, sendo tais espécies
encontradas em amostras de bagaco de cana e de torta de filtros, em todos os
locais de coleta e nos dois meios de cultivo utilizados. Estes resultados sugerem
uma melhor adaptacdo destas espécies as fontes de carbono da biomassa

vegetal estudada.

o No presente trabalho é feito pela primeira vez o registro do isolamento de 51
isolados da espécie C. tartarivorans, mostrando que o bagaco de cana-de-
aclcar e a torta de filtros podem representar possiveis habitats para esta

espécie.

o Dentre as leveduras obtidas, linhagens de C. tropicalis, Lindnera bimundalis e
Sugiyamaella smithiae foram produtoras de xilitol em fermenta¢cdes com meio de
xilose e em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. Os resultados obtidos
mostram a necessidade de maiores estudos com estas leveduras visando
estabelecer as condicbes experimentais mais adequadas para a producdo de

xilitol.

o O isolado L. bimundalis UFMG BX21l-a foi responsavel pelos melhores
resultados de rendimento em xilitol, produtividade em xilitol e eficiéncia de
fermentagcdo no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana dentre as

leveduras testadas. Esse isolado pode ser considerado promissor tendo em vista
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0 emprego de micro-organismos em pesquisas futuras voltadas para a producgéo

de xilitol.

L. bimundalis UFMG BX21-a quando testada em fermentac¢des de hidrolisado em
biorreator agitado ndo apresentou 0s mesmos valores de parametros
fermentativos e produgdo de xilitol apresentados nos ensaios em escala de
bancada. Isso sugere que as condicbes empregadas nas fermentacdes nao
foram ideais para a otimizacéo da producao de xilitol por esta levedura. Portanto
estudos futuros sdo necessarios para definir as condi¢cdes que favorecam a

eficiente conversao de xilose a xilitol por essa levedura.
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ANEXO 1

Analises Estatisticas:

Diferencas estatisticas entre os resultados obtidos para os parametros
fermentativos foram determinadas por meio do teste de andlise de variancia (ANOVA)
levando em consideracdo andlise do intervalo de confianca para as médias dos
tratamentos, utilizando-se probabilidade maxima de erro de 5%.

Analise 1. Estatistica dos valores de parametros fermentativos obtidos durante
experimentos de fermentagcdo de meio de D-xilose suplementado com extrato de farelo
de arroz em escala de bancada.

Linhagens Y ois Qp (g.L™h Eficiencia %
UFMGBH35-a 0,76 A* 0,59 A 84,02 A
UFMGBH35-b 0,75 A 0,61 A 81,88 A
UFMGBX21-a 0,73 A 0,58 A 79,82 A

UFMGBX2-a 0,7 AB 0,59 A 76,75 AB
UFMGBX12-a 0,67 AB 0,56 A 73,31 AB
UFMGBH72 0,59B 0,3B 64,94 B

* Valores seguidos de letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste ANOVA .
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Andlise 2: Estatistica dos valores de parametros fermentativos obtidos durante

experimentos de fermentacdo com hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-

acucar em escala de bancada.

Linhagens Y pis Qp (g.L")  Eficiencia %
UFMGBX21-a 0,8 AC* 0,78 A 88,22 AC
UFMGBX2-a 0,72 A 0,75 A 79,33 A
UFMGBH35-a 0,72 AB 0,71 A 79,41 AB
UFMGBX12-a 0,71 AC 0,74 A 78,23 AC
UFMGBH35-b 0,65 AC 0,59 A 71,4 AC
UFMGBH72 0,56 C 0,29 B 61,92 C

* Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste ANOVA .
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