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RESUMO

Os residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como o bagaco da cana-de-agucar, podem ser
usados como matéria-prima para a producdo biotecnologica de compostos com valor
agregado, como o etanol 2G e o xilitol, visto que esses materiais possuem grandes
quantidades de celulose e hemicelulose. No presente trabalho, observou-se a capacidade de
leveduras ndo convencionais de converterem misturas de glicose e xilose em etanol e xilitol.
Entre as leveduras avaliadas, Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 apresentou a
melhor conversdo de xilose. Em cultivos em frascos sob condi¢bes de aerofilia e
microaerofilia, os fatores de rendimento de etanol foram de 0,25 e 0,39 g.g™, respectivamente.
Condicdes de microaerofilia foram testadas com hidrolisado enzimético de bagaco de cana-
de-acUcar e obteve-se um fator de conversdo de 0,47 g.g™, rendimentos préximos a conversio
tedrica. A mesma linhagem foi usada em cocultivos com Saccharomyces cerevisiae CAT-1
para avaliacdo da dinamica de crescimento das leveduras, através do uso de um meio
diferencial, para distinguir as colonias das duas linhagens. A metodologia possibilitou avaliar
a cinética de crescimento e qual linhagem predomina na fermentacdo. O estudo foi realizado
inicialmente com meio sintético, em Erlenmeyers, para a otimizacdo dos parametros pH e
quantidade inicial de células do indculo, e os resultados mais promissores foram reproduzidos
em biorreatores com 5 L de volume de trabalho. Os cocultivos foram avaliados também em
hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor a 200
°C por 8 min, conduzidos sob condicdo de hidrdlise e fermentacdo separadas (SHF) e
hidrolise e fermentacdo simultaneas (SSF). O uso do cocultivo possibilitou a conversdo de
glicose e de xilose presentes no bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado a etanol, atingindo uma
producdo de 15 g.L! em biorreatores com volume de trabalho de 5 L na condicdo SSF. Como
a linhagem S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 mostrou potencial para a producao de etanol 2G,
foram selecionados variantes genéticos desta linhagem com capacidade de crescer em meio
sintético contendo xilose e 2-deoxiglicose, apds terem sido submetidos a mutagénese por
radiacdo ultravioleta. Um variante selecionado foi submetido a pressao de selecdo e estudado
quanto a fermentacdo de misturas de glicose e de xilose em meio sintético e em meio
formulado com hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar, sendo avaliados 0s consumos de
xilose e de glicose e a producdo de etanol. Um variante denominado M13 apresentou uma
producdo de etanol de 36% e 68% superior ao parental, em meio sintético e hidrolisado de
bagaco de cana-de-agUcar, respectivamente.

Palavras chave: dinamica de crescimento, etanol 2G, pressdo de selecdo, 2-deoxiglicose,
xilose, residuos agroindustriais.




ABSTRACT

The agro-industrial lignocellulosic residues such as sugarcane bagasse can be used as
feedstock in biotechnological production of value-added compounds such as ethanol and
xylitol, due to its high cellulose and hemicellulose content. In the present work it was
observed the ability of non-conventional yeasts to convert mixtures of glucose and xylose to
second-generation ethanol and xylitol. Among them, one strain of Spathaspora hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 showed good bioconversion of xylose. This strain was grown in 5 L
bioreactors under aerobiose and microaerophilic conditions, with the yields of ethanol (Y pss)
of 0.25 and 0.39 g.g™ respectively. Microaerophilic conditions were tested with sugarcane
bagasse enzymatic hydrolyzate and was obtained a Y pis of 0.47 g.g™, near theoretical yields.
This strain was used in co-cultures with Saccharomyces cerevisiae CAT-1 to evaluate the
yeast growth dynamics, using a differential medium to distinguish the colonies of the two
species. This methodology was efficient to evaluate the growth Kkinetics and which strain is
predominant in fermentation. The study was initially performed on synthetic medium using
flasks for pH and inoculum optimization and the best results were reproduced in 5 L
bioreactors. Co-cultures were evaluated in sugarcane bagasse pretreated by steam explosion
at 200 °C for 8 min, under Separate Hydrolysis and co-Fermentation (SHF) and Hydrolysis
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF). The co-cultures were able to
metabolize the xylose and glucose present in pretreated sugarcane bagasse to ethanol,
reaching a final concentration of 15 g L™ in bioreactor with 5 L of working volume in SSF
conditions. Since S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 showed potential for producing ethanol,
genetic variants of this strain that were capable of growing in synthetic medium containing
xylose and 2-deoxyglucose were selected after being treated with ultraviolet (UV) light. One
variant selected was subjected to selection pressure and studied for fermentation of mixtures
of glucose and xylose in synthetic medium and medium containing sugarcane bagasse
hydrolyzates, and xylose and glucose consumption and ethanol production were evaluated.
The variant M13 showed ethanol production 36% and 68% higher than the parental strain in
synthetic medium and medium containing sugarcane bagasse hydrolyzates, respectively.

Keywords: growth kinetics, second generation ethanol, selection pressure, 2-deoxyglucose,
xylose, agro-industrial.



1. INTRODUCAO

As fontes de energia renovaveis vém ganhando cada vez mais destaque, por
diminuirem a dependéncia pelo uso de combustiveis fosseis. No contexto das fontes de
energias sustentaveis, o etanol é uma das alternativas mais promissoras para 0
desenvolvimento de tecnologias limpas, visto a possibilidade desse biocombustivel de
substituir os combustiveis derivados do petréleo, permitindo a diminuicdo da dependéncia por
recursos ndo renovaveis e, a0 mesmo tempo, a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa.

Atualmente, a maior parte do etanol produzido € oriunda de matérias-primas amilaceas
ou sacarineas, como o0 milho e a cana-de-acucar. Entretanto, ha um grande esforco na pesquisa
pelo desenvolvimento de processos economicamente viaveis, visando ao aproveitamento da
biomassa lignocelul6sica, que se constitui de residuos agricolas (palha e bagaco de cana-de-
acucar, casca de arroz, palha e sabugo de milho), residuos florestais (serragem e restos de
madeira) e, também, as culturas que se constituem em biomassa, como capim-elefante, sendo
0 produto mais visado o etanol, que vem sendo conhecido como etanol de segunda geragéo ou
etanol 2G.

No Brasil, dois grandes investimentos para o etanol 2G ja estdo em atividade, a planta
da GranBio®, localizada no Estado de Alagoas e a planta da Raizen®, localizada no Estado de
Séo Paulo.

Entre os gargalos para a aplicagdo da tecnologia do etanol 2G, esta a disponibilidade
de microrganismos capazes de fermentar tanto glicose, proveniente da celulose, como xilose,
oriunda da hidrolise da hemicelulose. Do ponto de vista da economia do processo, se as
fracOes da matéria-prima (celulose e hemicelulose) forem utilizadas eficientemente, o custo

do processo pode ser reduzido e a producdo de etanol 2G pode ser viabilizada, além de néo



ser necessario o aumento das areas plantadas de matéria-prima, o que evita a competicdo com
a producdo de alimentos.

Na atualidade, o microrganismo utilizado na maioria dos processos de fermentagédo
alcoolica é Saccharomyces cerevisiae. No entanto, esta levedura ndo expressa as enzimas que
fermentam pentoses. Entre as leveduras mais usadas capazes de fermentar pentoses,
destacam-se Pachysolen tannophilus, Candida shehatae e Spathaspora arborariae; porém,
estas ndo sdo eficientes para produzir etanol, pois algumas linhagens, na presenca de glicose e
de xilose, fermentam preferencialmente a glicose. Outras linhagens, como Scheffersomyces
(Pichia) stipitis, possuem baixa tolerancia a altas concentragdes de etanol.

Uma alternativa para o consumo de todos os agucares presentes nos hidrolisados € o
emprego de microrganismos geneticamente modificados ou o0 uso de consdrcios microbianos -
um microrganismo tradicional para a fermentacdo de hexoses e outro para a fermentacdo de
pentoses. S0 relevantes as tentativas de encontrar “novos” microrganismos para a
fermentacdo de glicose e de xilose, a utilizacdo de pressdo evolutiva para aumentar 0s
rendimentos de fermentacdo, ou mesmo utilizar estes “novos” microrganismos fermentadores
de xilose em estudos de cocultivo com leveduras da espécie S. cerevisiae, que sdo empregadas
convencionalmente em fermentacdo alcodlica.

Neste contexto, o0 objetivo principal deste trabalho foi contribuir para o
desenvolvimento da tecnologia de producdo de etanol 2G, avaliando leveduras ndo
convencionais e cocultivos. Para tanto, trabalhou-se para atingir os seguintes objetivos
especificos:

v" avaliar a producgdo de etanol e de xilitol em aerobiose e em anaerobiose por diferentes
linhagens de leveduras em meio sintético constituido de glicose e de xilose;

v" aplicar programa de melhoramento genético na linhagem S. hagerdaliae;



obter variantes genéticos desreprimidos para fermentacdo de pentoses, com o uso de 2-
deoxiglicose;

otimizar as variaveis do processo pH e quantidade de indculo, em meio sintético com a
linhagem Spathaspora hagerdaliae e do cocultivo com a linhagem S. cerevisiae CAT-
1;

aplicar as condicGes otimizadas para a fermentacdo em hidrolisados de bagaco de
cana-de-acucar;

avaliar a presenca de inibidores no bagago de cana-de-aglcar tratado por explosédo a
vapor e a influéncia que exercem sobre a linhagem S. hagerdaliae e sobre o cocultivo
com a linhagem S. cerevisiae;

analisar a dindmica de crescimento do cocultivo pelo uso de um meio diferencial;
avaliar rendimentos de hidrolise enzimatica e fermentacdo em separado e de hidrélise

e fermentacdo simultaneas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importéncia econémica do etanol

Devido as crescentes preocupacfes com a exaustdo dos combustiveis fosseis e com o
aumento da emissdo dos gases de efeito estufa, o etanol 2G tem sido visto como uma
alternativa aos combustiveis ndo renovaveis (Wang et al., 2014). Entre os paises produtores
de etanol no mundo, o Brasil se destaca como o segundo maior produtor deste
biocombustivel, sendo que, no periodo de 2014/2015, produziu 28,39 bilhdes de litros de
etanol oriundos da cana-de-acticar (UNICA, 2016). Os EUA sdo os maiores produtores de
etanol, porém, utilizam o milho como matéria-prima, uma cultura menos eficiente se
comparada a cana-de-acucar.

Entre os anos de 1968 e 1973, o Brasil passava por um momento de crescimento
econémico. No entanto, no ano de 1973, ocorreu a primeira crise mundial do petréleo e isso
acabou afetando o setor econémico brasileiro (Kohlhepp, 2010). Os governantes da época,
preocupados com a situacdo do pais, lancaram, em 14 de novembro de 1975, o Programa
Nacional do Alcool (Pré-Alcool), que visava & substituicdo de carros movidos & gasolina por
carros movidos a etanol (Canilha et al., 2010).

Os idealizadores do Pr6-Alcool estimularam o desenvolvimento de uma tecnologia
pioneira no Brasil, uma vez que estavam preocupados com a possibilidade de uma nova crise
do petréleo. O resultado é que o Pais ficou menos dependente da gasolina e reduziu 0 nimero
de carros movidos pelo derivado de petréleo (Balat et al., 2008). A matéria-prima escolhida
para a producdo do biocombustivel foi a cana-de-acUcar, que estava com o preco do agucar
em baixa. Devido a esta politica, o Brasil praticamente ndo foi afetado pela crise energética

de 1979 (Balat et al., 2008). No entanto, logo depois da crise, 0 preco do barril de petroleo



baixou e a producdo do etanol ndo era vantajosa; paralelamente, o preco do acucar também
voltou a aumentar (Lehtonen, 2011).

A discussao da importancia da producao de etanol ressurgiu no final da década de 80,
devido ao grande aumento de gases de efeito estufa e a pressdo dos paises pelo
desenvolvimento de fontes renovaveis de energia. Em marco de 2003, foram desenvolvidos 0s
primeiros carros com motores flex-fuel no Brasil — carros que funcionam com etanol e/ou com
gasolina. As misturas de etanol combustivel sdo usadas em todos os tipos de veiculos e
motores que exijam gasolina (Kohlhepp, 2010).

O etanol ou alcool etilico é um combustivel liquido, com féormula molecular C,HgO,
que pode ser utilizado em motores de combustao interna com ignigéo por centelha (ciclo Otto)
de duas maneiras, basicamente: 1) como etanol puro, geralmente hidratado; ou 2) em misturas
de gasolina e etanol anidro (20 a 25% (v/v)) (Balat et al., 2008; BNDES & CGEE, 2008).

A maior parte do etanol produzido, atualmente, é descrito convencionalmente na
literatura como etanol de “primeira geragdo”, obtido diretamente da fermentagdo de matérias-
primas sacarineas ou amilaceas; o chamado etanol 2G é o proveniente da biomassa
lignoceluldsica; e o etanol de “terceira geragdo”, proveniente de algas (Baeyens et al., 2015).

O etanol 2G pode ser obtido de materiais lignocelulésicos, como o bagaco de cana-de-
acucar, a casca de arroz, a palha e o sabugo de milho, entre outros agroresiduos (Dias et al.,
2012; Sarkar et al., 2012). No Brasil, investimentos na pesquisa e desenvolvimento da
tecnologia do etanol 2G tém aumentado consideravelmente. Como exemplo, podem-se
destacar as plantas industriais GranBio® e Raizen®. A GranBio® foi pioneira na produgéo de
etanol 2G, iniciando seus trabalhos em setembro de 2014, em Alagoas, ja& a Raizen®

inaugurou a primeira unidade de produgéo em julho de 2015, no Estado de S&o Paulo.



2.2 Biomassa lignocelulésica

O complexo lignocelulésico € o maior componente estrutural de plantas lenhosas e nao
lenhosas, como a cana-de-acucar, sendo que os residuos agricolas e florestais sdo os materiais
lignoceluldsicos mais abundantes e renovaveis da biosfera (Kuhad & Singh, 2007; Canilha et
al., 2010). Eles sdo constituidos por trés tipos de macromoléculas majoritarias, celulose,
hemicelulose e lignina (Figura 1), unidas por ligacGes quimicas covalentes e ndo covalentes
(Pérez, 2002). A composicdo quimica dos materiais lignoceluldsicos varia em funcéo do tipo
de biomassa; geralmente, a celulose e a hemicelulose constituem 36-61% e 13-39% da massa
seca total do material, respectivamente, que podem ser utilizadas para a producédo de etanol
(Olsson & Hahn-Haigerdal, 1996; Girio et al., 2010). A Tabela 1 apresenta a composicao de

diferentes materiais lignocelulosicos.
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Figura 1: Arquitetura da parede celular vegetal, destacando-se a presenca dos
polissacarideos celulose e hemicelulose e da macromolécula lignina (adaptado de:

http://www.biofuel.webgarden.com/sections/blog/pictures-for-lignocellulose).
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Tabela 1. Composicéo de diferentes materiais lignoceluldsicos (% massa seca).

Biomassa

Celulose (%)

Hemicelulose (%) Lignina total (%)

Cinzas (%)

Autor

Casca de arroz
Capim-elefante néo tratado
Capim-elefante pré-tratado

Palha de arroz
Bagaco de cana-de-agUcar

Palha de arroz
Bagaco de cana-de-acgUcar

Palha de cana-de-agucar
Sabugo pré-tratado

34,5
37,0
47,0
37,1
39,8
33,2
38,8
33,6
31,2

15,3
22,4
23,9
23,5
28,6
17,7
26,0
28,9
43,1

28,0
20,7
22,6
15,8
22,5
14,7
32,4
31,8
16,5

15,9
8,53
4,6
8,0
2,4
6,1
2,8
5,7
2,0

Hickert et al. (2013b)
Menegol et al. (2014)
Menegol et al. (2014)
Merali et al. (2015)
Oliveira et al. (2012)
Park et al. (2014)
Silva et al. (2010)
Silva et al. (2010)
Silveério et al. (2013)




A celulose € o principal componente da biomassa lignocelulosica, juntamente
com a hemicelulose e a lignina (Pérez, 2002). Trata-se de um polimero linear estrutural
da parede celular de plantas, sendo constituida por longas cadeias de mondmeros de
glicose unidos por ligacdes glicosidicas B-1-4 (Lymayem & Ricke, 2012). As fibras de
celulose contém regides cristalinas e regibes amorfas. A estrutura amorfa é mais
susceptivel a degradacdo enzimatica se comparada a estrutura cristalina (Walker &
Wilson, 1991; Pérez, 2002).

A hemicelulose € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza (Saha,
2003). Esse heteropolimero é composto por diferentes unidades de acUcares, de cinco ou
seis atomos de carbono, incluindo as pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-
glicose, D-manose e D-galactose) e acidos urénicos (acidos glucorénico, 4-O-metil-éter
e acetil) (Saha, 2003; Canettiere, 2004; Girio et al., 2010). Sua estrutura apresenta
ramificacOes laterais de cadeias curtas que interagem com a celulose e que sdo
facilmente hidrolisados quando submetidos a pré-tratamento (Pérez, 2002; Ramos,
2003).

A lignina ¢ uma macromolécula tridimensional amorfa, de elevada massa
molecular, insoltvel em &gua, cuja principal funcdo é conferir resisténcia e rigidez a
planta (Hofrichter, 2002). Ela age como uma parede cobrindo os polissacarideos
celulose e hemicelulose, dificultando o acesso do complexo enzimatico aos carboidratos
(Conde-Mejia et al., 2012). Sua estrutura ndo é homogénea, possui regibes amorfas e
estruturas globulares, formada pela unido de anéis aromaticos unidos por ligagdes
covalentes (Walker & Wilson, 1991). Em funcéo de sua estrutura, a lignina € de dificil
degradacdo quando comparada aos polissacarideos (celulose e hemicelulose) (Silva &
Gomes, 2004). Sua composicdo varia de acordo com o material lignocelulésico,

dependendo da matriz de celulose-hemicelulose (Lu et al., 2002).



Os residuos lignoceluldsicos requerem um processamento extensivo para a
transformacdo em acucares fermentesciveis, devido a forte ligacdo existente entre os
trés componentes poliméricos da biomassa e, posteriormente, uma conversdo biologica
para producdo de etanol. A disponibilidade da biomassa, as estratégias de preé-
tratamento, os agentes hidroliticos eficientes e a disponibilidade de microrganismos
fermentativos influenciam nos custos para viabilizar a producdo de etanol (Knauf &

Moniruzzaman, 2004; Canilha et al., 2010).

2.3 Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

A presenca de lignina envolvendo as cadeias de celulose e hemicelulose dificulta
0 acesso de agentes quimicos e bioldgicos, tornando necessaria a realizacdo de pré-
tratamento para a desestruturacao das ligacdes entre a lignina e os polissacarideos (Sun
& Cheng, 2002; Moiser et al., 2005). O pré-tratamento é um fator chave para a
bioconversdo da biomassa lignocelulésica em etanol, uma vez que esse processo tem
sido visto como a etapa mais onerosa do sistema de producdo de combustiveis 2G
(Moiser et al., 2005; Soccol et al., 2010). Assim, muitos processos de pré-tratamento
tém sido desenvolvidos com o objetivo de converter os carboidratos presentes nos
residuos lignocelul6sicos em aclcares fermentesciveis, buscando por melhores
rendimentos de produto e menores custos de processamento (Jorgensen et al., 2007;
Delabona et al., 2012; Ruiz et al., 2013).

A producéo de etanol 2G a partir de residuos agroindustriais (Figura 2) envolve
quatro etapas: pré-tratamento, hidrolise, fermentacdo e destilacdo do produto (Moiser et
al., 2005). O principal objetivo do pré-tratamento é gerar uma desestruturacdo do

complexo lignocelulosico (celulose, hemicelulose e lignina) (Agbor et al., 2011),



10

aumentando a area superficial e diminuindo o grau de cristalinidade da celulose, 0 que
possibilita incrementos na digestibilidade do complexo enzimatico e,
consequentemente, em elevados rendimentos de carboidratos fermentesciveis (Wooley

et al., 1999; Zhang et al., 2004; Jorgensen et al., 2007).

H H i
EOAE 7 -
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‘_ JCFH ,OH
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OH H
\ Hi\? /#
Pré- tratamento Celulose H
CHOH H, Glicose —  Destilacao
Estrutura da parede celular A, Vo N (on N
. aN -/“m oSN/ pe oI\ -k‘ l

Etanol

Figura 2. Etapas da producdo de etanol proveniente da biomassa lignoceluldsica
(adaptado de Santos et al., 2012).

E importante destacar que a eficacia do pré-tratamento é resultante da interagéo
entre temperatura, acidez do meio e tempo. Alguns trabalhos (Scholl, et al., 2015;
Pappas, et al., 2014; Pitarelo, 2013) tém sido desenvolvidos com um parametro
denominado grau de severidade, que relaciona os trés fatores, com o objetivo de
determinar o grau de severidade 6timo. Pappas, et al., 2014 avaliaram o efeito do grau
de severidade no pré-tratamento de alpista-da-agua (Phalaris aquatica L.). Os pré-
tratamentos foram expressos em grau de severidade que variou de 0,13-1,16. Os
resultados mais promissores foram obtidos com grau de severidade de 1,16 (T = 130°C;
t = 60 min; Ac. Sulfdrico = 2% (v/v)). Nesta condigcio os autores obtiveram a maior

quantidade de agUcares fermenteciveis (85,05%)
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Vaérias estratégias para a bioconversdo de residuos agroindustriais em agucares
fermentesciveis tém sido apresentadas em escala laboratorial e piloto. O conceito geral
envolve pré-tratar a biomassa para, entdo, submeté-la a hidrélise enzimatica (Jorgensen
et al., 2007; Canilha et al., 2010). E importante destacar que a escolha do método de
pré-tratamento também depende do material lignocelulésico (Karimi & Taherzadeh,
2016).

Na teoria, um preé-tratamento ideal deve resultar em uma elevada recuperacédo de
todos os polissacarideos, grande digestibilidade da celulose na hidrolise enzimatica,
elevada concentracdo de carboidratos fermentesciveis no mosto e requerer uma baixa
demanda energética, assim como baixos investimentos e custo operacional.
Adicionalmente, deve evitar a formacdo de compostos inibitérios (fenol, acido acético,
furfural e hidroximetilfurfural) que interfiram no crescimento do microrganismo e no
processo fermentativo (Moiser et al., 2005; Galbe et al., 2007; Conde- Mejia et al.,
2012; Menon & Rao 2012).

Os métodos de pré-tratamento podem ser classificados em fisicos, quimicos,
biolégicos ou uma combinacdo destes, sendo que o objetivo principal de qualquer um
dos métodos é desestruturar a biomassa lignoceluldsica (Sun & Cheng, 2002; Menon &
Rao, 2012; Karimi & Taherzadeh, 2016).

A maior parte dos materiais lignocelulésicos requer algum tipo de
processamento mecanico, como a moagem, para reduzir o tamanho da particula do
material (Menon & Rao, 2012). Os pré-tratamentos fisicos caracterizam-se por
aumentarem a area superficial especifica e diminuirem tanto o grau de polimerizagédo
quanto a cristalinidade da celulose (Agbor et al., 2011). Porém, a demanda de energia

depende do tamanho da particula do material, que geralmente é grande e torna o custo
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do processo muito elevado e economicamente inviavel (Canilha et al., 2010; Karimi &
Taherzadeh, 2016).

Os pré-tratamentos quimicos caracterizam-se pelo uso de produtos quimicos
associados a matéria-prima, podendo estar aliado a altas temperaturas e pressdes para
torna-lo realmente efetivo (Hickert, 2014).

Os pré-tratamentos quimicos foram originalmente desenvolvidos pela industria
de papel para a deslignificacdo da celulose com o objetivo de produzir um papel de alta
qualidade (Menon & Rao, 2012). As técnicas de pré-tratamento estudadas tém a
finalidade de melhorar a biodegradabilidade da celulose através da remocao da lignina
e/ou da hemicelulose, diminuindo o grau de polimerizacao e a cristalinidade da celulose
(Mosier et al., 2005). Entre os varios pré-tratamentos quimicos existentes, estdo os pré-
tratamentos por organossolventes, acidos, bases, ozondlise e liquidos ibnicos, entre
outros (Canilha et al., 2010; Menon & Rao, 2012; Toscan, 2013; Hickert, 2014).

O pré-tratamento que faz uso de alcalis é bastante usado para aumentar a
digestibilidade da celulose; no entanto, a grande desvantagem deste processo esta no
custo do hidroxido de sédio, na dificuldade de sua recuperacdo e na geracdo de
efluentes toxicos em grandes quantidades (Sun & Cheng, 2002). Outra desvantagem €
que, durante o processo de deslignificao, parte da hemicelulose é hidrolisada, ou seja, o
efeito ndo ocorre exclusivamente sobre a lignina (Menon & Rao, 2012).

Os pré-tratamentos acidos envolvem tanto o uso de acidos concentrados como
diluidos para quebrar a estrutura rigida do material lignocelulésico. O acido mais usado
¢ o0 é&cido sulfarico e considera-se a juncdo de &cido diluido e temperaturas
intermediarias como um dos processos mais eficientes no que diz respeito a relacéo
custo-beneficio, atuando de maneira a expandir a parede celular através da degradagéo

da hemicelulose (Sivakuman et al., 2008). A realizacdo de um pré-tratamento acido
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(remocdo da hemicelulose), seguido por um pré-tratamento alcalino (remocdo da
lignina), resulta numa celulose relativamente pura (Menon & Rao, 2012). Uma das
desvantagens desse processo € a geracdo de compostos secundarios, como o furfural e o
hidroximetilfural, que podem inibir o crescimento dos microrganismos na etapa de
fermentacao (Hickert, 2014).

Os liquidos idnicos sdo uma nova classe de solventes que tém sido usados em
processos de pré-tratamento. Eles sdo, geralmente, liquidos que consistem somente de
ions, definidos como sais, cujo ponto de fusdo € menor do que 100 °C. Esses liquidos
tém sido usados para a dissolucdo dos materiais lignoceluldsicos. Uma das principais
vantagens do uso desses solventes é que, apds o pre-tratamento, o tempo de hidrolise
enzimatica pode ser reduzido drasticamente e os rendimentos de conversdo de celulose
em glicose podem chegar a 100% (Menon & Rao, 2012).

Outra classe de pré-tratamento quimico € a ozonolise, onde o 0zonio é utilizado
para degradar a hemicelulose e a lignina da biomassa lignoceluldsica. Entre as
vantagens deste processo estdo: as reagdes sdo realizadas em pressdo e temperatura
ambiente, ndo ocorre geracdo de produtos tdxicos e ocorre remocao eficiente da lignina
(Vidal & Molinier, 1988). No entanto, esse processo requer uma grande guantidade de
0z0Onio, o que o torna inviavel economicamente.

Os pré-tratamentos biolégicos empregam o0 uso de microrganismos, tais como
fungos da podriddo branca e marrom e bactérias para a deslignificacdo parcial da
biomassa lignoceluldsica (Alvira et al., 2010). Até o momento, 0 pré-tratamento
bioldgico tem sido pouco utilizado devido as suas limitacGes, pois 0 processo €
extremamente lento e requer um controle rigoroso das condicdes de crescimento do
microrganismo, além de exigir um amplo espaco para a realizacdo do processo (Menon

& Rao, 2012). No entanto, eles apresentam vantagens, por ndo necessitarem de adi¢édo
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de produtos quimicos toxicos, ndo gerarem residuos causadores de polui¢cdo ambiental e
demandarem baixas quantidades de energia (Camassola & Dillon, 2009).

De modo geral, a combinacdo de processos fisicos e quimicos geram 0s
resultados mais promissores (Scholl et al., 2015). Tratamentos fisicos associados aos
quimicos, onde se incluem a explosédo de fibra com amonia (AFEX) e exploséo a vapor,
sdo citados na literatura como sistemas de pré-tratamentos mais eficientes (Sun &
Cheng, 2002).

A AFEX (Ammonia Fiber Explosion) é um pré-tratamento que envolve o uso de
amonia liquida combinado ao processo de explosdo a vapor. Os materiais
lignocelulésicos sdo expostos a altas temperaturas e pressdo, seguida por uma
descompressao rapida. Este processo descristaliza a celulose, hidrolisa a hemicelulose,
remove e despolimeriza a lignina, aumentando o tamanho e 0 nimero de microporos na
parede celular, resultando no aumento significativo da velocidade da hidrolise
enzimatica (Bals et al., 2010). Uma das principais desvantagens do método ¢é a geragédo
de compostos inibitdrios e, também, o custo do processo.

O método de pré-tratamento por explosdo a vapor € um dos mais estudados
(Ramos et al., 1992; Galbe & Zacchi, 2002). O processo consiste no aquecimento da
biomassa com vapor saturado, seguido por uma subita descompressdo do sistema
pressurizado. O vapor penetra dentro do material lignoceluldsico e condensa em forma
de agua liquida dentro da fibra. Depois da subita descompresséo, o vapor é rapidamente
evaporado, gerando, literalmente, uma exploséo dentro da fibra (Allen et al., 2001;
Silvério et al., 2013). Por outro lado, o pré-tratamento por altas temperaturas conduz a
hidrolise de grupos acetil e a liberagdo de acido acético catalisado pela hidrolise de
polissacarideos, principalmente pela hemicelulose, num processo conhecido como auto-

hidrolise (Fengel & Wegener, 1989). Além disso, pode ocorrer a transformagédo ou
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degradacédo parcial da lignina (Chen et al., 2008). A eficacia do pré-tratamento por
explosdo a vapor tem sido mostrada em experimentos em laboratorio e em escala piloto
(Rocha et al., 2012). No entanto, ndo existem muitos trabalhos sobre esse pre-
tratamento, aplicado ao bagaco e a palha da cana-de-agclucar em escala industrial

(Silvério et al., 2013).

2.4  Hidrolise enzimatica

A sacarificacdo é uma etapa importante no processo de producdo de etanol 2G,
onde os hidratos de carbono mais complexos sdo convertidos em mondmeros simples
pela acdo de enzimas (Sarkar et al., 2012). As enzimas requerem condicdes Otimas de
temperatura (45-50°C) e pH (4-5) para que o processo de sacarificacdo seja eficiente. A
hidrolise enzimatica apresenta vantagens quando comparada a hidrolise &cida,
principalmente em termos de diminuicdo de custos totais do processo, devido as
menores temperaturas, o que faz com que o consumo de energia seja baixo e, também,
por evitar problemas de corrosdo (Balat et al., 2008). A principal desvantagem deste
processo ainda continua sendo o custo das enzimas; no entanto, alguns estudos vém
sendo desenvolvidos com o objetivo de aumentar a producdo de enzimas e elaborar
coquetéis enzimaticos para aplicacdo em materiais lignocelulésicos (Banerjee et al.,
2010).

A classificacdo das celulases é fornecida de acordo com a regido de atuacdo na
fibra de celulose, que as divide em trés grupos: endo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4),
exo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.91) e B-1,4-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Dillon et al.,
2008; Arantes & Saddler, 2010). Essas enzimas atuam em sinergia para a liberacéo dos

acucares. As endoglucanases séo propostas para iniciar o ataque aleatdrio nas regides
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amorfas internas da fibra de celulose, abrindo essas regides para o ataque posterior pelas
exoglucanases. As exoglucanases sdo o principal constituinte do sistema de celulases de
fungos, contabilizando de 40 a 70 % das proteinas totais capazes de hidrolisar a celulose
cristalina. As exoglucanases removem 0s monossacarideos e dissacarideos das
extremidades da cadeia de glicose. A B-glucosidase hidrolisa celobiose e
oligossacarideos soltveis em mondmeros de glicose (Lima et al., 2005; Castro, 2010).

As hemicelulases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da hemicelulose em
acucares fermentesciveis. Entre as hemicelulases, destacam-se as xilanases, que atuam
na despolimerizacdo da hemicelulose e catalisam a hidrolise da xilana, produzindo
xilooligossacarideos. As xilanases atuam em sinergia junto com outras hemicelulases:
B-xilosidases, manases e arabinofuranosidases, dentre outras (Girio et al., 2010; Gao et
al., 2011). O processo de despolimerizacdo da celulose e hemicelulose pela acdo das
enzimas € ilustrado na Figura 3.

As celulases e hemicelulases podem ser produzidas por uma grande variedade de
microrganismos, no entanto, poucos sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos,
capazes de degradar naturalmente a celulose e a hemicelulose. Nos processos
industriais, destacam-se o0s fungos filamentosos, devido as suas propriedades
fisiologicas, bioguimicas e enzimolégicas (Florencio, 2011). O fungo Trichoderma
reesei foi um dos primeiros organismos celuloliticos isolados e que serviu de modelo
para os estudos de celulases e hemicelulases. T. reesei e seus mutantes séo usados para a
producdo comercial de celulases e hemicelulases (Scheufele, 2012). Outro
microrganismo que tem apresentado um alto potencial na produgdo de celulases é
Penicillium echinulatum. Sua capacidade secretora € comparavel ao T. reesei (Dillon et
al., 1992; Dillon et al., 2006; Camassola & Dillon, 2010; Dillon et al., 2011; Pereira et

al., 2013; Reis et al., 2013; Reis et al., 2014).
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Figura 3. Enzimas envolvidas no mecanismo de despolimerizacdo da celulose (a)

hemicelulose (b) (adaptado de Zabed et al., 2016).

2.5 Fermentacao de acUcares

Os acucares provenientes da hidrolise da biomassa lignocelulésica podem ser
fermentados a etanol pela acdo de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
(Hamelinck et al., 2005).

Para que o processo de fermentacdo de materiais lignocelul6sicos se torne
economicamente viavel, é necessario ter um microrganismo que fermente tanto pentoses
quanto hexoses. De acordo com as reacfes abaixo (Equacdo la e 1b), 0 maximo

rendimento tedrico para glicose é de 0,51 g de etanol por g de acucar (Balat et al.,
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2008), ja o rendimento tedrico de etanol para a xilose (usando a via oxidativa) é de 0, 46
g de etanol por g de aclcar (Kim et al., 2013). E importante destacar que se a conversio
de xilose for realizada utilizando a via da Xilose isomerase (XI), a conversdo de

aclcares em etanol é a mesma que para glicose (0,51 g.g™).

CeH1206 +2Pi+2 ADP  —»2C; HsOH + 2 CO, + 2ATP + 2 H,0 (a)
Cs HioO5+ Pi + ADP  —» 1,7 C, HsOH + 1,7CO, + ATP+ 1,7 H,O + Energia
extra requerida para regeneracio do NADPH e abastecimento de NAD" (b)

Equacéo 1: (a) e (b) (Kim, et al., 2013).

O processo de fermentacdo pode ser conduzido por sacarificacdo e fermentagéo
separadas (SHF - separate hydrolysis and fermentation) ou sacarificacdo e fermentacéo
simultaneas (SSF - simultaneous saccharafication and fermentation), conforme descrito

a sequir.

2.5.1 Sacarificacdo e fermentacao separadas

O processo de sacarificacdo e fermentagdo ocorre em duas etapas:
primeiramente, a celulose é hidrolisada em celobiose e glicose pela acdo das enzimas e
na segunda etapa, os agUcares sdo fermentados pela acdo dos microrganismos (Paulova
et al., 2014). Neste processo, pode haver um controle mais eficiente das condicdes
operacionais, como a temperatura. A principal vantagem dessa estratégia ¢ permitir que
a hidrolise e a fermentacdo sejam operadas em condi¢fes 6timas. A temperatura étima
para as celulases esta entre 45°C e 50°C, enquanto que a temperatura ideal para o

metabolismo e crescimento dos microrganismos produtores de etanol esta na faixa de
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30°C e 37°C (Olsson et al., 2006). Nestas condicdes, portanto, a atividade de acdo das
enzimas ndo é concomitante com a producdo de etanol e a viscosidade do meio é
reduzida antes da fermentacdo, ao contrario do processo de SSF (Paulova et al., 2014).
No entanto, uma das principais desvantagens desse processo € que as celulases sdo
inibidas pelo produto, ou seja, quando ocorre acimulo de glicose e celobiose no meio, a
taxa de hidrolise reduz progressivamente, levando a baixos rendimentos em etanol
(Szczodrak & Fiedurek, 1996; Balat et al., 2008). Segundo Taherzadeh & Karimi
(2007), a atividade celulolitica pode ser reduzida em até 60% quando a concentracao de
celobiose atinge 6 g.L™.

Embora o processo de SHF possa ser realizado no mesmo biorreator, alguns
autores enfatizam o custo elevado deste método quando o processo é realizado em dois
biorreatores (Santos et al., 2010). Na literatura, existem trabalhos que mencionam o uso
de SHF (da Cunha Pereira et al., 2011; Hickert et al., 2013a e 2013b; Hansen et al.,
2014). No entanto, para tornar a producdo de etanol 2G economicamente viavel, €
necessario alcancar uma producdo minima de 100 g.L™ em etanol. Porém, isso pode ser
atingido somente com o aumento da carga de substrato inicial, o que acaba
desencadeando o acimulo de glicose no meio e a consequentemente inibi¢do enzimatica

(Paulova et al., 2014).

2.5.2 Sacarificacdo e fermentacao simultaneas

A SSF tem sido o método mais usado para a producdo de biocombustiveis, pois,
nesse processo, a hidrolise enzimatica e a fermentacdo sdo realizadas
concomitantemente, no mesmo reator, reduzindo os custos operacionais e evitando a
inibicdo das celulases pela glicose, resultante da hidrdlise (Brodeur et al., 2011). Este

processo requer um menor tempo de fermentacdo e possui menores riscos de
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contaminacdo, devido a alta temperatura de operacédo, presenca de etanol e condicdes
anaerdbias. Apesar destas vantagens, a SSF tem alguns pontos negativos, entre eles as
diferentes temperaturas 6timas para hidrélise enzimatica (45-50°C) e fermentagédo (28-
35°C), a inibicdo dos microrganismos fermentativos e das celulases pelo etanol e por
subprodutos formados na etapa de pré-tratamento, como acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (Szczodrak & Fiedurek, 1996). Uma possivel solucdo para resolver
estes problemas é o uso de leveduras termotolerantes que permitem altas temperaturas
de processamento (Kadar et al., 2004). Neste caso, a temperatura a ser utilizada passa a
contemplar a atividade do microrganismo e das enzimas da hidrélise de matéria-prima.
Algumas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de combinar o pré-tratamento
com SSF, com a finalidade de maximizar a produtividade e tornar o processo geral mais
eficiente (Ballesteros et al., 2004; Brodeur et al., 2011). Ballesteros et al., 2004
avaliaram a producdo de etanol a partir de diferentes materiais lignocelulésicos
(residuos de alamo e eucalipto, palha de trigo, bagaco de sorgo, entre outros), pelo
processo SSF usando Kluyveromyces marxianus CECT 10875. Os experimentos foram
conduzidos em frascos Erlenmeyers de 100 mL, T = 42°C por 160 h. As maiores
concentracdes de etanol (19 e 18,1 g.L™) foram obtidas com residuos de alamo e palha
de trigo, respectivamente, ap6s 72 h de cultivo. Segundo Keller et al. (2003), o uso de
um pré-tratamento microbiano pode melhorar o rendimento em etanol, j& que minimiza

a formacao de substancias toxicas.

2.6  Microrganismos fermentadores de pentoses

Para a producdo de etanol a partir de materiais lignocelulosicos, o

microrganismo ideal deve ser capaz de metabolizar tanto pentoses quanto hexoses



21

(Cheng et al., 2008). A levedura S. cerevisiae, mais utilizada na fermentacéo alcoolica,
é capaz de fermentar apenas hexoses em etanol, ja que ela ndo expressa as enzimas da
via das pentoses. Sua incapacidade de fermentar xilose pode ser revertida atraves do uso
de xilose isomerase exdgena ou por transformacéo génica (Walker, 1998).

Dentre as principais espécies descritas como fermentadoras de Xilose estdo:
Kluyveromyces marxianus (Margaritis & Bajpai, 1982), Candida guilliermondii (Arruda
& Felipe, 2009), Candida blankii, Candida tenuis, Brettanomyces naardenensis, Pichia
segobiensis, Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces
polimorpha e Schizosaccharomyces pombe (Walker, 1998). As espécies de leveduras
reconhecidas com potencial para fermentar xilose a etanol sdo Scheffersomyces (Pichia)
stipitis, Pachysolen tannophilus e Candida shehatae, sendo que a primeira configura-se
como a mais promissora para aplicacdo industrial, uma vez que é capaz de converter
xilose e quase todos os agucares presentes em hidrolisados lignocelulésicos a etanol,
com fatores de conversdo de 0,30 — 0,44 g.g™* de substrato (Stambuck et al., 2008).

Segundo Van Vleet & Jeffries (2009), a levedura S. stipitis apresenta um
conjunto de caracteristicas fisiologicas que a torna muito interessante para a
bioconversdo em etanol, apresenta capacidade para fermentar xilose e, também, é capaz
de fermentar hexoses. Um problema para o emprego de S. stipitis é a existéncia de
repressao catabolica, que ocorre em meio de cultivo contendo glicose e xilose e também
a baixa resisténcia desta levedura a altas concentracfes de etanol. Killan & Van Uden
(1988) realizaram um estudo com S. stipitis IGC e demostraram o efeito inibitorio da
glicose no transporte da xilose. A presenca de glicose no meio de cultivo inibiu a
capacidade de metabolizar xilose eficientemente. Conforme estudo realizado por Bicho
et al. (1988) com S. stipitis NRRL Y7124, a presenca de glicose reprimiu as enzimas

xilose redutase e xilitol desidrogenase. P. tannophilus, também é uma levedura muito
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estudada na fermentacdo de pentoses, mas também apresenta repressdo catabdlica,
assim como ocorre com a levedura S. stipitis (Maleszka & Scheneider, 1982).

Gong et al. (1983), com o intuito de estudar a habilidade de linhagens em
fermentar Xxilose, testaram vinte espécies de Candida, 21 linhagens de Saccharomyces e
oito linhagens de Schizosaccharomyces. A maior producédo de etanol foi obtida com as
linhagens de Candida e a menor produgdo com as linhagens de Schizosaccharomyces.

Outra levedura que tem se destacado na producdo de etanol 2G é a linhagem
Spathaspora arborariae. Hickert et al. (2013a) investigaram a producdo de etanol por
cocultura entre S. cerevisiae ICV D254 e S. arborariae NRRL Y-48658 em meio
hidrolisado de casca de arroz em processo de fermentacdo e sacarificacdo simultaneas e
obtiveram uma producdo de 0,50 g.g™ de etanol, resultados préximos & conversdo
teorica.

Boeira (2013) avaliou a producdo de etanol por linhagens de S. arborariae em
biorreatores de cultivo submerso empregando meio sintético e hidrolisado de casca de
arroz em condicGes anaerébias e microaerofilas. O autor observou que uma cepa
produziu etanol em meio sintético (0,22 g.L"".h™) e néo apresentou producio no meio
hidrolisado, devido a presenca de compostos inibitorios.

Da Cunha Pereira et al. (2011) investigaram a producdo de etanol em hidrolisado
de casca de arroz, em monocultura de S. arborariae e em cocultivo com S. cerevisiae.
Observaram que S. arborariae foi capaz de metabolizar xilose e glicose presentes no
hidrolisado, com rendimento de etanol de 0,45 g.g™*. J4 no cocultivo, o rendimento foi
de 0,62 g.g. Os autores também estudaram a adicdo de compostos téxicos (4cido
acetico, furfural e hidroximetilfurfural) ao meio sintético e observaram que sua presenca

produziu efeitos negativos sobre a formacéo de biomassa e a produtividade de etanol.
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Os microrganismos capazes de metabolizar pentoses podem ser aerdbios,
anaerdbios e anaerdbios facultativos. Os aerdbios necessitam de oxigénio para 0 seu
crescimento e realizacdo das reacfes bioquimicas; os anaerobios crescem na auséncia de
oxigénio e os facultativos crescem em presenca ou auséncia de oxigénio. Em cultivos
em que ndo ha suprimento de ar, 0s microrganismmaos utilizam inicialmente o oxigénio
dissolvido no meio de cultivo, resultando em uma condicdo que pode ser considerada
como de microaerofilia (Zayed et al., 1996; Zaldivar et al., 2001; Jeffries et al., 2007).
A Tabela 2 apresenta algumas caracteristicas dos microrganismos fermentadores de
pentoses quanto ao metabolismo em diferentes condi¢des de oxigenacdo, pH, acucares e

inibidores.



Tabela 2. Principais vantagens e desvantagens de microrganismos fermentadores de pentoses (adaptado de Lymayem et al., 2012).

Microrganismo

Caracteristica

Vantagem

Desvantagem

Autor

Candida Levedura - Fermenta xilose - Baixa tolerancia a etanol Zaldivar et al. (2001)
shehatae microaerofilica - Baixa toleréncia a inibidores

- Baixo rendimento em etanol
Scheffersomyces | Levedura anaerobia | - Fementa xilose - Intolerante a concentracdes de etanol | Jeffries et al. (2007)

(Pichia) stipitis

facultativa

- Fermenta ambos 0s
acucares (glicose e
xilose)

- Alto rendimento de
etanol (82%)

acima de 40 g.L™

- Baixa tolerancia a inibidores

- Néo fermenta xilose em baixos valores
de pH

Pachysolen Levedura aerdbia - Fermenta xilose - Baixo rendimento de etanol Zayed et al. (1996)
tannophilus - Requer condi¢bes microaerofilicas para

a fermentacéo

- Ndo fermenta xilose em baixos valores

de pH
Spathaspora Levedura anaerdbia | - Fermenta ambos os | - Baixa tolerancia a inibidores Hickert et al. (2013a)
arborariae facultativa acucares (glicose e - N&o fermenta xilose em baixos valores

xilose)

de pH

24
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2.7 Rota de fermentacéo das pentoses

O catabolismo de pentoses em fungos e bactérias requer o uso de quatro
cofatores, NADP /NADPH e NAD*/NADH (Verho et al., 2003). Em leveduras, a xilose
é transportada para o interior da célula (Figura 4), onde ocorrem duas reacfes de oxi-
reducdo. Inicialmente, a xilose € reduzida a xilitol, o qual é posteriormente oxidado a
xilulose, que, por sua vez, e fosforilada para xilulose 5-fosfato, envolvendo o consumo
de ATP (Aguiar et al., 2002). A conversdo da xilose a xilitol é catalisada pela enzima
xilose redutase (XR), que é a primeira enzima desta via metabdlica, sendo esta reacédo
dependente de coenzimas reduzidas NADH ou NADPH (Jeffries, 1983; Weeb & Lee,
1990). O xilitol formado pode, entdo, ser liberado no meio ou ser oxidado a Xilulose
pela enzima xilitol desidrogenase, com a participacdo da coenzima NAD" (Slininger et
al.,1987). A xilulose produzida € fosforilada pela xilulose quinase, formando xilulose 5-
fosfato, que é metabolizada na via das pentoses-fosfato (Weeb & Lee, 1990). J& em
bactérias a xilose € levada a xilulose pela acdo da enzima xilose isomerase (XI) (Figura
4), e as demais etapas sao iguais a via oxidativa de leveduras e fungos.

Os metabdlitos frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, gerados na via das
pentoses-fosfato, sdo também componentes da via glicolitica. Em leveduras produtoras
de etanol, estdo acoplados com a oxidacdo do NADH, ap6s a descarboxilacdo do
piruvato, gerando aldeido acético que, ao oxidar o NADH, resulta em etanol.

O metabolismo anaerobio, além da formacédo de etanol e CO,, leva também a
formagéo de outros compostos, tais como glicerol, acidos organicos (succinico, acetico,
piravico e outros), alcoois superiores, acetaldeido, acetoina, butilenoglicol. Alem disso,
ocorre, a0 mesmo tempo, o crescimento das leveduras. Calcula-se que 5% do agucar

metabolizado pelo microrganismo seja desviado para formacdo de metabdlitos
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secundarios da fermentacéo, resultando num rendimento de 95% em etanol. Contudo,
em condicBes industriais, nas quais fatores quimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes
minerais e organicos e inibidores), fisicos (temperatura e pressdo osmdtica) e
microbiologicos (espécie, linhagem e concentracdo do microrganismo e contaminacao
bacteriana) afetam a levedura, sdo obtidos rendimentos de 90% (Gutierrez et al., 1991;

Alvez, 1994; Deesuth et al.,2016).

Bactérias Fungos e leveduras

Xilose

naoPH - Xilose redutase (XR)
lg NAD(P)

Xilose isomerase (XI) Xilitol
NAD+
l@ Xilitol desidrogenase (XDH)

NADH

Xilulose
i Xilulose quinase (XK)

Xilulose-5P |
i Via das pentoses fosfato
| |
I

I
Glicolise

Etanol

Figura 4- Vias metabdlicas de assimilagdo de xilose — Xilose isomerase (XI) - em
bacterias; Xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) - em fungos e leveduras.
Ambas as vias requerem a superexpressao da Xilulose quinase (XK). (Adaptado de Kim

et al.,2013).
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2.8 Cofermentacdo de leveduras para a producéao de etanol

Para que o processo de producédo de etanol 2G se torne economicamente viavel,
€ necessario converter todos os acUcares provenientes da hidrolise da biomassa
lignocelulésica. No entanto, o microrganismo que mais tem sido usado para
fermentacdo, a levedura S. cerevisiae, ndo fermenta pentoses, apenas hexoses. Uma
alternativa é o uso de cocultura. Por isso, no momento em que se escolhe trabalhar com
cocultivo, o primeiro passo é escolher um microrganismo para fermentar glicose e outro
para fermentar xilose e, em seguida, avaliar sua compatibilidade e 0 seu comportamento
na cofermentacédo (Chen, 2011).

Alguns trabalhos relatam um aumento de producdo de etanol quando os dois
microrganismos sdo utilizados (Da Cunha-Pereira et al., 2011; Hickert et al., 2013a e
2013b; Karagdz & Ozkan, 2014; Ndaba et al., 2014). No entanto, existem alguns fatores
que limitam o uso de coculturas, um deles é o pH ideal para as duas linhagens e o outro
é encontrar um microrganismo resistente a presenca de inibidores (Huang et al., 2009).

Grootjen et al. (1991) relataram que, enquanto a fermentacdo de glicose numa
mistura de acUcares contendo tanto pentoses quanto hexoses ocorre eficientemente, a
fermentacdo de xilose é mais lenta. Tal fato pode ser explicado pelo fenbmeno de
repressdo catabdlica que ocorre na levedura que fermenta xilose, ocasionado pela
presenca de glicose, ocorrendo inibicdo da transcricdo de diversos genes para o

metabolismo de xilose (Fromanger et al., 2010).

Hickert et al. (2013a) avaliaram a producéo de etanol em hidrolisado de casca de
arroz por S. cerevisiae ICV D254 em cocultura com S. arborariae NRRL Y-48658 e
obtiveram um rendimento de 0,45 g.g”* com a monocultura de S. arborariae NRRL Y-
48658 e 0,48 g.g™* com a cocultura em condicdes limitadas de oxigénio. J& os autores Fu

et al. (2009) relataram o uso de Zymomonas mobilis imobilizada e células livres de S.
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stipitis em meio sintético composto por glicose e xilose e obtiveram um rendimento de
0,49 - 0,50 g.g™"; rendimento semelhante foi obtido em hidrolisado de bagaco de cana-
de-acucar. De acordo com De Bari et al. (2013), a levedura S. stipitis € um dos
microrganismos mais promissores para ser usado em cocultura com S. cerevisiae, pois
ela ndo exerce nenhum efeito inibitério sobre a outra linhagem e também apresenta
parametros de pH e temperatura semelhantes aos de S. cerevisiae. Em estudo realizado
pelos autores em 2013, usando cocultura entre S. stipitis e S. cerevisiae eles obtiveram
um rendimento de 0,45 g.g™ de etanol quando utilizaram uma quantidade inicial de
aclcar de 40 g.L™. Os autores também usaram quantidades iniciais de actcares de 50 e
60 g.L™, no entanto, os resultados de rendimento de etanol foram inferiores aos obtidos
com 40 g.L™". O resultado pode ser explicado pelo estresse osmético causado pelo
aumento da concentracdo de acucar, onde verificaram uma maior producéo de glicerol

que ocorreu provavelmente devido a danos causados na membrana celular.

Ndaba et al. (2014) investigaram a producdo de etanol pelo cocultivo de S.
cerevisiae e Z. mobilis em meio hidrolisado de bagaco de sorgo pré-tratado com &cido
sulfurico (os autores ndo informaram a concentracédo) e radiacdo microondas, utilizando
diferentes estratégias de indculo, e observaram um rendimento de 0,50 g.g™. Da Cunha
Pereira et al. (2011) avaliaram a producdo de etanol pelo cocultivo de S. cerevisiae e S.
arborariae em hidrolisado de casca de arroz pré-tratado por hidrdlise acida diluida em
autoclave, usando &cido sulfarico 1% (v/v) e obtiveram um rendimento de etanol de
0,62 g.g°. Estes resultados disponiveis na literatura indicam que a realizagdo de
cocultivos sdo promissores para producgéo de etanol utilizando tanto de hexoses como de

pentoses.
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2.9 Melhoramento de linhagens produtoras de etanol a partir de pentoses

A engenharia genética tem sido usada com o objetivo de introduzir ou aumentar
a eficiéncia de uma nova via metabolica ou para a obtencdo de um produto de interesse.
Os alvos das alteracGes genéticas sdo geralmente genes estruturais ou mesmo genes
regulatérios envolvidos na expressao génica do produto desejado (Ingrand & Dora,
1995).

Na literatura, alguns autores reportam o0 uso de microrganismos geneticamente
modificados para a producdo de etanol usando como fonte de carbono a xilose. Uma
linhagem de Z. mobilis foi metabolicamente modificada para fermentar glicose e xilose,
ampliando a producdo de etanol (Ingrand & Dora, 1995; Zhang et al., 1995; Sun &
Cheng, 2002).

S. cerevisiae foi geneticamente modificada com a introducédo dos genes da xilose
redutase e de xilitol desidrogenase para desenvolver a capacidade de fermentar Xilose e
cofermentar xilose e glicose. O estudo evidenciou que S. cerevisiae modificada
fermentou eficientemente a xilose e, no meio contendo xilose e glicose, fermentou os
dois acucares (Ho et al., 1998).

Olofsson et al., (2011) usaram S. cerevisiae modificada com a introducdo do
gene xilose redutase mutado (mXR) e um gene de uma proteina facilitadora (Gxf1).
Estudos foram realizados com as linhagens recombinantes contendo os dois genes,
linhagens recombinantes contendo apenas um dos genes e linhagens nativas. Os
resultados mostraram que a linhagem recombinante contendo os dois genes produziu
etanol numa relagdo 0,39 g.g™ de xilose, ja a linhagem nativa produziu 0,33 g.g™.

De Sales et al. (2015) utilizaram linhagens de S. cerevisiae recombinantes
contendo genes transportadores de agUcares de S. stipitis, com auséncia dos principais

genes transportadores de hexoses (hxtIA-hxt7A e gal2A) e com altas atividades das
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enzimas Xilose redutase, xilitol desidrogenase e xiluloquinase. Os autores observaram
que a linhagem recombinante contendo o transportador xutl produziu etanol usando
como fontes de carbono xilose ou xilose e glicose; enquanto que a linhagem contendo o
gene hxt2.6 produziu etanol e xilitol e a linhagem expressando o gene qup2 produziu,
principalmente, xilitol.

Em estudos mais recentes, Li et al. (2016) usaram duas cepas de S. cerevisiae:
em uma das cepas introduziram o gene para expressar Xilose isomerase (XI), ja na outra
cepa introduziram o0s genes para expressdo da Xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH). Os autores realizaram cultivo com as cepas e verificaram que a
levedura que continha o gene para expressar XI apresentou rendimento de etanol de
0,38 g.g™*. J4 a linhagem que continha os genes para expressar XR e XDH apresentou
um rendimento de etanol de 0,45 g.g™. Os autores utilizaram meio sintético contendo
misturas de glicose e xilose.

Outra estratégia empregada com frequéncia nos ultimos anos é a engenharia
evolutiva, uma estratégia de selecdo de microrganismos baseada no principio da selecédo
natural, desde que seja possivel se impor uma pressao seletiva adequada em laboratério,
torna-se viavel “for¢ar” um fenotipo desejado ao microrganismo em estudo. O fenotipo
desejado, neste caso, pode ser, por exemplo, uma maior tolerdncia a fatores como
oxigénio ou altas concentragdes de glicose ou, ainda, xilose. Assim, a pressdo seletiva é
imposta através da variacdo das concentracdes de oxigénio, glicose ou xilose
(Alexandrino, 2012). A obtencdo de linhagens evoluidas em laboratorio é uma
estratéegia comprovadamente eficiente para diversas finalidades. A légica da selecéo ¢
que uma populacdo de microrganismos, que contem milhdes de células num mililitro, os
quais se duplicam num intervalo de poucas horas, ap0s varias geracdes, acabam

sofrendo mutagdes e, dentro de um ambiente que confira pressdo seletiva, passara
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também por selecdo através das células com melhores condi¢cdes de desenvolvimento
neste ambiente (Alexandrino, 2012).

Um exemplo de um processo de selecdo € a metabolizacdo de xilose e arabinose
em anaerobiose utilizando tanto bateladas repetidas como quimiostatos (Sonderegger &
Saur, 2003; Kuyper et al., 2004, 2005a, 2005b; Wisslink et al., 2007, 2009). Outro
exemplo € o0 aumento da tolerancia ao etanol (Brow & Oliver, 1982). As ferramentas
usadas para a sele¢do do microrganismo dependem do objetivo do estudo.

Diante dos assuntos abordados na revisdo bibliogréfica, verifica-se que ainda
existem muitos gargalos na producdo de etanol 2G, principalmente, em relacdo ao
microrganismo usado para fermentacdo de xilose presente nos materiais hidrolisados,
mas também existem muitos esforcos de pesquisadores para o desenvolvimento de
novas técnicas, tanto no que se refere ao pré-tratamento do material lignoceluldsico,
qguanto ao melhoramento de linhagens para uso industrial. Isto tem contribuido para o

aumento da producdo de etanol 2G e para a instalacdo de plantas piloto.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigos cientificos.
Os artigos constituintes desse capitulo estdo apresentados como Artigos I, II, Il e IV,
respectivamente. Em cada um, é apresentada uma introducdo ao assunto abordado,

materiais e métodos detalhados, resultados, discussao e referéncias bibliograficas.

Artigo |

Este artigo consiste no screening de treze linhagens de leveduras com capacidade para a
fermentacdo de xilose e glicose. A levedura Spathaspora hagerdaliae (UFMG-CM-
Y303) apresentou bons resultados na bioconversao de xilose a etanol. Foram realizados
testes em meio sintético simulando o hidrolisado e estudos também foram realizados em
meio hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar em biorreatores de 10 L com volume

operacional de 5 L.
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Abstract

In this study, thirteen strains of yeasts recently isolated from natural environments were
evaluated in relation to their ability to produce ethanol and xylitol. Among them, one
strain of Spathaspora hagerdaliae (UFMG-CM-Y303) showed good bioconversion of
xylose. This strain was cultured in bioreactors using working volume of 5 L under
aerobic and microaerophilic conditions in medium containing glucose and Xxylose as
carbon sources, producing yields of ethanol (Ygss) of 0.25 and 0.39 g g™, respectively.
When the pH was controlled, the strain produced Yps = 0.31 g g in microaerophilic.
The same conditions were tested using hydrolysate sugarcane bagasse, which contained

15.5 g of glucose and 3 g L™ of xylose, producing Yps = 0.47 g g, very close to the
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theoretical yields for glucose conversion into ethanol. These results indicate to the
possible application of S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 for the fermentation of

lignocellulose hydrolysates for the production of second-generation ethanol.

Keywords: bioconversion, lignocellulosic biomass, second-generation ethanol.

1. Introduction

Second-generation ethanol is a promising alternative to fossil fuels, being a
source of clean and renewable energy (Young et al., 2010). The lignocellulosic
materials from agricultural wastes, and industrial wood residues, represent the greatest
amount of globally biomass (Kumar et al., 2008), and is considered an important source
of raw material for the production of ethanol, since these sources are renewable, are
available in large quantities, show low prices, and represent environmental benefits
from use instead of recycling (Bothast et al., 1999; Talebnia et al., 2010; Chen, 2012,
Wang et al., 2014).

For second-generation ethanol production become economically viable, an
effective conversion of all sugars present in lignocellulosic materials is required. Since
the largest components of lignocellulose are cellulose and hemicellulose, their
respective monomers glucose and xylose are the main sugars released as hydrolysates.
These sugars can be fermented to ethanol by microorganisms possessing specific
metabolic routes. However, this approach remains a challenge in the use of
biotechnological lignocellulosic biomass, because there are no known microorganisms
that can efficiently convert glucose simultaneously with xylose, except when genetically

modified (Hou, 2012). The microbial metabolism in the presence of glucose interferes
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with the genetic controls leading to the repression of the production of enzymes
responsible for the transportation of xylose (Chen, 2012).

Saccharomyces cerevisiae is the most commonly used yeast for alcoholic
fermentation because it presents high capacity to ferment glucose. Unfortunately, this
yeast does not convert xylose to ethanol (Hahn-Hégerdal et al., 2007; Hande et al.,
2013), adversely affecting the production of ethanol from lignocellulosic hydrolysates,
in yield terms (Gong et al., 1983).

One important scientific approach has been the search for new yeast strains
capable of metabolising both C-6 and C-5 sugars. For example, strains of
Schizosaccharomyces pombe, Scheffersomyces stipitis, Pachysolen tannophilus,
Spathaspora arborariae and S. passalidarum, have been reported as strains capable to
ferment xylose into ethanol (Hou, 2012; Long et al., 2012; Hickert et al., 2013a 2013b).

Several strategies of metabolic engineering have been adopted for the
fermentation of xylose (Kuyper et al., 2005; Van Maris et al., 2006; Ha et al., 2010;
Zhou et al., 2012), but the recombinant strains suffer repression of the catabolic reaction
in medium containing glucose (Hou, 2012). Another strategy used to obtain
microorganisms able to ferment sugars into second-generation ethanol has been the use
of induced selection for the ability to ferment C-6 and C-5 sugars (Toivola et al., 1984;
Luetal., 2013).

In this context, the main objective of this work was to evaluate the metabolic
capacity of thirteen yeast strains, recently isolated from natural environments, for the
production of ethanol or xylitol from xylose and glucose, comparing their abilities to
control strains of S. stipitis and one of S. arborariae, known to metabolise xylose.
Initially, yeast cultures were run in synthetic medium containing 20 g of glucose and 20

of xylose, under aerobic or microaerophilic conditions. Further on the best strain and
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culture conditions were tested for fermentation of hydrolysate sugarcane bagasse in
bioreactors using working volume of 5 L, following the Kkinetics of sugars consumption,

cellular growth, and the production of ethanol and xylitol.

2. Materials and Methods
2.1 Microorganisms and cell maintenance

The yeast strains used in this study are described in Table 1. The cultures were
grown in a medium containing the following, in g L™: yeast extract, 3; malt extract, 3;
bacteriological peptone, 5; and glucose, 10. The cultures were maintained in glycerol
(20%) and stored in a freezer at -80°C. This medium used for conservation and

inoculums.

2.2 Culture media

For fermentation, YMPX medium was used. This medium was composed of g L’
! yeast extract, 3; malt extract, 3; bacteriological peptone, 5; and xylose, 45. In the
YMPG medium, the glucose concentration was 20 g L™, whereas YMPXG medium
having 10 g L™ of xylose and glucose, each. All media were sterilized at 121°C for 15

min.



Table 1. Yeast strains screened in this work for xylose metabolism

Strains

Source

Schizosaccharomyces pombe Y 698
Schizosaccharomyces pombe CBMAI 0536
Kluyveromyces marxianus CBS 6556
Kluyveromyces marxianus CCT 4086
Kluyveromyces marxianus var. lactis CCT 2653
Kluyveromyces marxianus UFMG-HB63-b
Scheffersomyces stipitis UFMG-43-2
Spathaspora arborariae UFMG-HM19-19
Spathaspora hagerdaliae UFMG- CM-Y303
Schizosaccharomyces pombe UFMG-R-428
Schizosaccharomyces pombe UFMG-CM-Y 1263
Meyerozyma guilliermondii-1 ATM
Meyerozyma guilliermondii-2 ITF
Saccharomycopsis crataegensis BTI-1

Saccharomycopsis crataegensis BO-1

Department of Agriculture (USA)

CBMAII- collection of microorganisms and Industry Environment ( Brazil)
CentraalbureauvorSchimmel-Cultures (Amsterdam, The Nederlands)

Tropical Culture Collection of André Tosello Foundation (Campinas, Brazil)
Tropical Culture Collection of André Tosello Foundation (Campinas, Brazil)
Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais
Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais
Collection of Microorganisms and cells of the Federal University of Minas Gerais
Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais
Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais
Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais
Laboratory of Applied Microbiology (UCS- Brazil)

Laboratory of Applied Microbiology (UCS- Brazil)

Laboratory of Applied Microbiology (UCS- Brazil)

Laboratory of Applied Microbiology (UCS- Brazil)
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2.3 Conditions for fermentation and the selection of strains for ethanol

The selection of yeasts with the ability to metabolise xylose was performed in a
shaker with reciprocal agitation in 250 mL—conical flasks containing 25 mL of YMPX
medium. The pre-inoculum was prepared in 500 mL Erlenmeyer, containing 100 mL
volume of medium, using the same medium for the growth of yeast cultures, after
incubation for 48 h, until the stationary phase was reached. The cells were recovered by
centrifugation and the pellet was washed twice with sterile water and resuspended in
sterilized water. The culture was proceeded with inoculation of 3 x10° cells mL™ in 25
mL of YMPX medium, at 28°C for 72 h in a shaker with reciprocal agitation of 180
rpm. The aerobic culture flasks were closed with a cotton-gauze plug; for cultivation
under anaerobic conditions, the flasks were closed with a rubber plug containing a
hypodermic needle for the output of carbon dioxide. With the purpose of obtaining
initial anoxic conditions, vials were submitted to the aspersion of gas nitrogen for 10

min before addition of the inoculum.

2.4 Cultivation of Spathaspora hagerdaliae strains under aerobiosis and

microaerophilic conditions

The aerobic and microaerophilic cultivations were performed with the selected
strains in synthetic YMPX, YMPG, and YMPXG medium. The consumption of sugar,
ethanol production and xylitol was investigated. The experiment was carried out in 50
mL Duran flasks, containing 20 mL of medium, maintained at 28°C with stirring at 180
rpm, inoculated with 1x10" cells mL™. Samples were obtained in the times: 0, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 24 and 48 h. To each sample, all contents of flasks were used for the
analyses and analytical growth measurements. The flasks maintained under aerobic

conditions were closed with a cotton-gauze plug, while the cultures incubated in
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microaerophilic conditions were closed with the own flask cover. All experiments were
performed in duplicate, and were destructive tests. A volume of 10 mL of sample was
centrifuged for 10 minutes at 2504 g and 4°C. The supernatant was used for the sugar
and ethanol determinations. For biomass data, the pellet was washed twice with distilled

water and was then dried at 105°C until a constant weight was achieved.

2.5 Experimental design to optimisation of the production of ethanol by

Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 in relation to inoculum and pH

A full 22 factorial design with three encoded levels totalling eleven experiments
was performed to optimise the production of ethanol, as a function of the quantity of

inoculum and pH. For the statistical calculations, the variables were coded according to
Eq. (2):

xi = (Xi— Xo)/AXi

Where xi is the value of the independent variable, Xi is the real value of the
independent variable, Xo is the real value of the independent variable in relation to the
centre point and AXi is the step change value. The interval and levels of the variables

investigated in this study are described in Table 2.

The quadratic model for prediction of the ideal point was expressed in

accordance with Eq. (2):

¥Yc=fo + Zﬁixi + Zﬁijxixj + Zﬁiixiz

Where ¥ is the response variable, Be is the constant, Biis the coefficient for
the linear effects, gii is the coefficient for the effects quadratics, 8ij is the coefficient

for the interaction of effect and xixj was coded levels of variables Xi Xj.
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Table 2. Process variables and their levels used in central composite design of ethanol

study
Trial no. Coded variables Uncoded variables Ethanol (g L™)
X1 X2 X1 X2
1 -1 -1 4 1x10° 2.0
2 -1 0 4 2x10° 35
3 -1 +1 4 3x10° 3.7
4 0 -1 5 1x10® 4.4
5 0 0 5 2x108 4.5
6 0 0 5 2x108 4.9
7 0 0 5 2x10° 4.8
8 0 +1 5 3x10° 5.6
9 +1 -1 6 1x10® 1.6
10 +1 0 6 2x10° 2.3
11 +1 +1 6 3x108 2.8

2.6 Cultivation in bioreactors

The fermentations were carried out in duplicate, in a 10 L capacity (New
Brunswick® USA) containing 5 L of medium. Here, 500 mL volumes were used for
inoculums in the bioreactors containing 4.5 L of medium YPMGX. Cultivation in the
bioreactor was conducted under microaerophilic conditions, with stirring at 200 rpm, at
a temperature of 28°C and with the pH controlled at 5 with solutions of 1 mol L™ of
NaOH and 1 mol L™ of HCI. Experiments with an initial pH 5 and without control were
also conducted during cultivation.

The test was monitored with 5 mL of samples at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 24
hours. The collected samples were stored in a freezer (-80°C) for analytic
determinations. There was no analysis of biomass, because the amount of the initial
inoculum was the amount of cells present in the stationary phase.

Enzymatic hydrolysis of sugar cane bagasse pre-treated by steam explosion,
above 200°C for 8 min, was performed. The bagasse concentration used was 30 g L™.

The studies were initially performed in 250 mL Erlenmeyer flasks, with a total volume
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of 100 mL, including the bagasse, the citrate buffer, the enzyme and the cell suspension.
The studies were conducted by hydrolysis and simultaneous fermentation or by separate
hydrolysis and fermentation. The condition found to be the most promising was

reproduced in the 10 L bioreactor containing 5 L of medium.

2.7 Saccharification and separate fermentation (SHF — Separate Hydrolysis and

Fermentation)

The bagasse pre-treated by steam explosion was hydrolysed for a period of 72 h
using the enzymatic complex Celluclast®1.5, Novozymes® (15 FPU g™) in citrate buffer
with a pH 4.8 and a temperature of 50°C. After this period, the temperature and pH were
adjusted to 28°C and pH 4, respectively, and the medium was supplemented with 0.1%
ammonium sulphate and 0.4% crude yeast extract. The quantity of inoculated yeast was

3 x 10%cells mL™.

2.8 Analytical methods

The xylose, glucose, ethanol and xylitol were analysed by HPLC (Shimadzu,
Japan), using the refractive index detector equipped with a column Aminex HPX-87 H
(Bio-Rad Laboratories Ltd, USA). The conditions of the reaction were: temperature of

55°C; flow of 0.6 mL min™ and 5 mmol L™ H,SO, as a mobile phase.

2.9 Calculation of kinetic parameters

The yields of ethanol Yps were defined as the ratio between the quantity of
ethanol produced and total sugars consumed until the emergence of the production of
xylitol or ethanol. For yields in relation to xylitol (Yps g g™), the ratio between the

xylitol produced and the xylose consumed was calculated.
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3. Results and Discussion
3.1 Selection of yeast producing ethanol and xylitol

Thirteen strains of yeast and two strains controls were evaluated in relation to
the ability to produce ethanol and xylitol from xylose. The tests were conducted in both
anaerobic and aerobic conditions. Table 3 shows the results obtained in the cultures
performed in the absence of oxygen. Under these conditions, all thirteen isolates
produced xylitol and only four produced ethanol, including the two control strains. The
two strains that produced ethanol were Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 and
Kluyveromyces marxianus UFMG-HB63-B. In Table 4, the data from fermentation

under aerobic conditions are presented.



Table 3. Conversion of D- xylose into xylitol and ethanol by yeasts under anaerobic conditions at 72 h.

Strain Xylose consumed (g)  Xylitol (g L)  Xylitol (Ypsgg™) Ethanol (g L™) Ethanol (Yesgg™)
Schizosaccharomyces pombe CBMAI 0536 4.2+0.03 0.26+ 0.02 0.06+ 0.02 0 0
Schizosaccharomyces pombe UFMG-CM-Y

1263 8.1+0.01 0.38+0.10 0.05+ 0.09 0 0
Kluyeromyces marxianus var. lactis CCT

2653 9.2+0.03 0.32+0.01 0.03+0.03 0 0
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 17+0.05 0.37+£0.00 0.02+£ 0.05 0 0
Schizosaccharomyces pombe Y 698 8.3+£0.00 0.15+£0.00 0.01+0.00 0 0
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 18.1+0.15 1.71 £0.07 0.09t£0.11 0 0
Schizosaccharomyces pombe R 428 11.5+0.28 0.80 +£0.18 0.06+ 0.02 0 0
Sacharomycopsis crataegensis BO-1 10.4+0.30 1.01+0.12 0.1+ 0.03 0 0
Sacharomycopsis crataegensis BTI-1 10+0.85 2.85 +0.63 0.28+ 0.7 0 0
Meyerozyma guilliermondii ITF -2 13+0.00 2.72+ 0.07 0.2+ 0.07 0 0
Meyerozyma guilliermondii ATM -1 22.6x0.00 3.50 +0.35 0.15+ 0.35 0 0
Kluyveromyces marxianus UFMG-HB63-b 41.2+0.03 9.6+ 0.00 0.23+ 0.03 1.4+0.00 0.03+£0.03
Scheffersomyces stipitis UFMG-43-2 45+0.00 0 0 8.2 £0.63 0.18 +0.63
Spathaspora arborariae UFMG-HM19-1 44.2+0.01 0 0 8.1+0.11 0.19+0.09
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 42.0+0.1 3.25+ 0.05 0.07+£0.01 6.2+0.4 0.15+0.03




Table 4. Conversion of D-xylose into xylitol and ethanol by yeasts under aerobic conditions at 72 h.
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Strain Xylose consumed(g) Xylitol (g L™) Xylitol (Ypsg g-1) Ethanol (g L™) Ethanol (g g™)

Schizosaccharomyces pombe CBMAI 0536 3.6+0.01 0.20+0.00 0.05+0.01 0 0
Schizosaccharomyces pombe UFMG-Y 1263 6+0.10 0.43+0.02 0.07+£ 0.08

Kluyeromyces marxianus var. lactis CCT 2653 2.5+£0.05 0 0 0 0
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 9.1+0.00 0.24+0.00 0.02+ 0.05 0 0
Schizosaccharomyces pombeY 698 6.8+0.00 0.41+0.02 0.06+ 0.02 0 0
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 12+2.20 0.36+0.00 0.03+1.3 0 0
Schizosaccharomyces pombe R 428 15+0.00 1.70£0.00 0.11+0.00 0 0
Sacharomycopsis crataegensis BO-1 9.3+£0.09 0.11+0.00 0.01+0.09 0 0
Sacharomycopsis crataegensisBTI-1 25+0.00 0 0 0 0
Meyerozyma guilliermondii-2 1TF 45+0.00 0 0 0 0
Meyerozyma guilliermondii-1 ATM 45+0.00 0 0 0 0
Kluyveromyces marxianus UFMG-HB63-b 45+.0.00 0.50+0.00 0.01+0.00 0 0
Scheffersomyces stipitis UFMG-43-2 45+0.00 0 0 0 0
Spathaspora arborariae UFMG-HM19-1 37.5+0.01 0 0 0 0
Spathaspora hagerdaliae UFMG- CM-Y303 45 +0.00 0.3 +0.00 0.006 + 0.00 2.75+0.00 0.06%0.02




45

Under anaerobic conditions, of the thirteen strains evaluated, nine produced
xylitol and only the yeast S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 produced ethanol. K.
marxianus UFMG-HB63-b showed a high yield of xylitol (Yps, 0.23 g g™), while the S.
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 showed a yield of ethanol (Ygss) of 0.15 g g, similar to
the results obtained for the control strains. Wilkins et al. (2008) also verified strain
IMB4 of K. marxianus to have the highest yield of ethanol (Ypis0.1 g g™) in relation to
other strains studied. Already for xylitol production, the strains IMB 2 and IMB 5 of K.

marxianus presented the highest yield, 0.28 g g™* and 0.21 g g, respectively.

Data reported in the literature (Gong et al., 1983) showed that some S. pombe
ferment xylose; however, the strains of S. pombe tested in this work did not produce
ethanol. One interesting fact was that verified for strain Saccharomycopsis crataegensis
BTI-1, which produced xylitol under anaerobic conditions, with Yps of 0.28 g g™, but
under aerobic conditions produced neither ethanol nor xylitol. Lu et al. (2013) evaluated
120 yeast strains isolated from the soil and verified that only six strains were able to
convert xylose to ethanol. These yeasts were identified as being mainly of the genera
Candida and Scheffersomyces and presented a high consumption of xylose (98.8%) and

high yield of ethanol (0.46 g g™).

The data shown in Table 4, under aerobic conditions, did not show ethanol or
xylitol production. Probably, the xylose was used without NADPH oxidation by an
organic carbon source, with the use of mitochondrial system. Silva et al. (2012)
investigated the supplementation of medium with the same nutrients to maximise the
conversion of xylose to ethanol by Pichia (Scheffersomyces) stipitis. The authors also
studied the transfer conditions of oxygen and observed that there was no production of

ethanol when the medium was not supplemented with nutrients (urea, yeast extract and
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MgSQ,). In the absence of these components, the cells used the carbon sources

available only for growth.

Hande et al. (2013) evaluated the production of ethanol by Meyerozyma
caribbica, in batch fermentation, referring the conversion of 30 g L™ of xylose in
ethanol, with a yield of 0.5 g g™*. Hou (2012) found that Spathaspora passalidarum
showed the high production of ethanol under anaerobic conditions, with fast cell growth
and rapid consumption of sugars, while glucose was consumed before xylose. The
higher production of xylitol was verified to K. marxianus UFMG-43-2, (9.6 g L™Y);

under anaerobic conditions, it also showed ethanol production.

Through the optimisation of cultivation parameters, the production of ethanol
and xylitol can be increased (Chen, 2011). Hongzhi et al. (2011) optimised the culture
medium of Candida tropicalis HDY-02, through the use of statistical planning to
determine the ideal conditions for the production of xylitol. The authors obtained a
production of 58 g L™ and yield of 0.73 g g™ in fed batch processes. According to
studies found in the literature, the yields for the production of ethanol and xylitol
depend on the strain and cultivation conditions (Hahn-Hagerdal et al., 1986; Barbosa et

al., 1988; Furlan et al., 1993; Mueller et al., 2011).

Studies described in the literature demonstrate the need to optimise and control
some parameters of cultivation, such as air flow to increase the rate of absorption of
xylose, controlling the production of biomass, reducing the production of xylitol and
increasing the production of ethanol. The fermentation of xylose is greatly affected by
the limitation of oxygen, probably due to the role of oxygen which is the final acceptor
of electrons, and is necessary for the redox balance partial in the two stages of the initial

metabolism of xylose (du Preez, 1994).
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3.2 Spathaspora hagerdaliae growth in different culture media

Before the results, it is possible to assert that the S. hagerdaliae presents
potential for production of ethanol from glucose and xylose. In this way, it becomes
necessary the evaluation of different conditions of cultivation in order to maximise the
production of ethanol. The kinetic parameters were evaluated from S. hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 in different media, YPMX, YPMG and YPMXG being employed
under aerobic conditions and microaerophilic conditions. The data obtained in aerobic
conditions are shown in Figure 1 and the microaerophilic data are in Figure 2. Data of
the production and yield of ethanol are presented in Table 5. The yeast S. hagerdaliae,
in aerobic conditions, produces virtually the same amount of biomass and ethanol, using
xylose or glucose as a source of carbon; the same occurs for the cultivation in
microaerophilic conditions, as observed for Candida succiphila and Kluyveromyces
marxianus by Stambuck et al. (2003). However, in cultures performed with mixtures of
glucose and xylose, the higher production of biomass and lower ethanol was observed
in aerobic condition and a smaller production of biomass and higher ethanol in
microaerophilic conditions. However, as for all other yeasts that ferment pentose, in the

presence of glucose and xylose, this preferably consumes glucose (Cadete et al., 2009).
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Figure 1. Biomass and ethanol production of Spathaspora hagerdaliae in flasks in
aerobic conditions (a) medium with glucose; (b) medium with xylose; medium with
xylose and glucose. Glucose (m); xylose ('V); ethanol (A) and biomass (e). Results in

the mean of duplicates.
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Figure 2. Biomass and ethanol production of Spathaspora hagerdaliae in flasks in
microaerophilic conditions (a) medium with glucose; (b) medium with xylose;
medium with xylose and glucose. Glucose (m); xylose ('V); ethanol (A) and biomass

(®). Results are mean of duplicates.
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Table 5. Ethanol concentration (g L™), yields (Ypss), and ethanol productivity (Qp) of

Spathaspora hagerdaliae under aerobic and microaerophilic conditions.

Substrate Concentration (g L™) Yrs(g g™ Qr(gLthY
Aerobic Xylose 3.75 0.18 0.31
conditions Glucose 2.65 0.15 0.14
Xylose/glucose 4.25 0.25 0.23
Microaerophilic
Conditions Xylose 34 0.33 0.14
Glucose 5.6 0.28 0.24
Xylose/glucose 5.9 0.39 0.25

In aerobic conditions, both in the medium containing only glucose and in the
medium containing glucose and xylose, glucose was completely exhausted in 12 h of
cultivation. It is particularly interesting that, under these conditions, the two sugars were
consumed concomitantly. Already in cultivation in microaerophilic conditions, in the
medium containing glucose only, the substrate was totally consumed in 20 h of
cultivation, and in the medium containing the two sugars, the consumption of glucose
occurred in 12 h; however, the xylose was not fully exhausted and it was found that this
was only consumed after glucose had been consumed. The glucose consumption in the
first place can be explained by the existence of catabolic repression that occurs by
inhibition of the transcription of several genes when microorganisms such as S.
cerevisiae are cultivated in carbon sources with easily fermentable components such as
glucose (Fromanger et al., 2010).

The higher production of ethanol was observed under microaerophilic conditions
if compared with aerobic conditions, probably because the fermentation process under
microaerophilic conditions that were used for growth and energy, as previously

observed by Lima et al. (2001). S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 simultaneously
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consumed glucose and xylose in already restricted oxygen conditions suggests that this
yeast can possibly use different systems for the transport of xylose under aerobic
conditions and strict oxygen conditions. There are two systems for the transport of
xylose in yeasts, one of which occurs by facilitated diffusion and is driven by the sugar
gradient, and the other via an active transport system utilising the driving force of
protons (H") and sugar with ATP consumption (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Hou 2012).
Hou (2012), in studies conducted with S. passalidarum observed similar behaviour in

means consisting of glucose and xylose.

In synthetic medium, on microaerophilic conditions S. hagerdaliae produced
0.39 g g™ of ethanol. These results are similar to other studies reported in the literature
with yeasts which ferment pentose. Hou (2012) evaluated the production of ethanol in S.
passalidarum on synthetic medium containing mixtures of glucose and xylose, under
orbital shaker with stirring of 120 rpm and temperature of 32°C in anaerobic conditions
and obtained a Yps = 0.45 g g™*. The author also evaluated the production of ethanol by
S. stipitis under the same conditions and obtained a Yps = 0.16 g g™. Cadete et al.
(2009) evaluated the production of ethanol by S. arborariae in medium containing
mixtures of glucose, in an orbital shaker with stirring of 160 rpm, at 28°C and observed

aYps=050gg™.

The study conducted with S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 in aerobic and
anaerobic conditions showed the efficient conversion of xylose to ethanol. It is
important to emphasise that the quantity of inoculum used in this study was high (1x10®
cells mL™) because the objective was not to evaluate growth, but the conversion of

substrate in ethanol.
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There is a need to optimise and control the flow of air during cultivation,
because it influences the production of secondary compounds, and increases the
consumption of xylose and also biomass production (Bullet et al., 2001; Agbogbo and

Wenger, 2007; Agbogbo & Coward-Kelly, 2008).

3.3 Optimization of the amount of inoculum and pH

The quantity of inoculum and the pH are two very important parameters in the
production of ethanol. The quantity of inoculum exerts an influence in the point of view
of industrial fermentation, including biomass production, the duration of lag phase,
specific growth rate and also the quality of the final product (Sen Swaminathan, 2004).
Information about the variation of the initial quantity of inoculum has great importance
for the fermentation process at an industrial level (Verbelen et al., 2009) since it is
described in the literature that the ethanol concentration produced increases with the

increased quantity of inoculum (Edelen et al., 1996; Verbelen et al., 2009).

The pH in a fermentation process can influence the control of bacterial
contamination as in the consumption of the substrate (Hahn-Hagerdal et al., 2007). In
this work, the effect of pH and quantity inoculums combined parameters was evaluated
on ethanol production from pentose. The data showed a high significance of linear
effects of pH and quantity of inoculum, with the quadratics effects of the quantity of
inoculum indicating that these variables can act as limiting factors in the ethanol
production process, even when small variations occur. The results also show that the
quadratic effects of the pH were not significant. The reduced model of second order

polynomial equation can be expressed as Eq 3.

¥, = 5,66 + 0,63x, + 0,71x, — 2,52x7
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Where ¥, represents the value of concentration of ethanol as a function of pH

(x,) and quantity of inoculum (x).

ANOVA showed that the model was highly significant (p< 0.000001), with R?=
0.9859, indicating that 98% of the total variation can be explained by the model. This
suggests a satisfactory representation of the process model and a good correlation

between the experimental and predicted values.

The relationship between the process variables and the responses may be best
understood by analysing the surface graph response in Figure 3, plotted based on the

model of the equation that shows an interaction between the pH and quantity of

inoculum.
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Figure 3. Contour plots of ethanol determination of Spathaspora hagerdaliae UFMG-

CM-Y303 in different pH and innoculum size.
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The optimal condition for ethanol production was pH 5.0 and 3.0 x 10° cells
mL™ in twenty four hours of cultivation (Yps = 0.33). As this condition was one of the
points of planning, the model did not need to be validated. From the optimisation of
some conditions of fermentation, cultivations with an increase in scale in the bioreactor

were performed for complete mixing with a volume of 5 L.

3.3 Ethanol production of Spathaspora hagerdaliae in bioreactor using synthetic

medium or hydrolysate sugar cane bagasse

The efficiency of a bioprocess is affected by the composition of the medium and
the operational conditions used. The data obtained in the planning step were used in the
bioreactor in two ways: in the first, the pH was maintained at 5.0 during the whole
period of cultivation, and in the second, the initial pH was 5.0 and the rest of the
cultivation was free pH. The best results were those submitted when the pH was kept

constant.

The results of the consumption of substrate and the production of ethanol can be
observed in Fig. 4. The glucose was completely consumed in both conditions, but the
xylose was not exhausted in the medium. However, it is observed that the rate of

consumption of this substrate was higher when the pH was kept constant.

The concentration of ethanol was 6.7 g L™ in pH free medium and 9.5 g L™ in
medium with controlled pH. This resulted in a Yps = 0.26 and Qp = 0.28 for the medium
without pH control and Yp;s = 0.31and Qp = 0.39 for the medium with pH control. It is
important to emphasise that this microorganism had never been previously tested in
bioprocesses and that the results are also promising, since these experiments were

performed in 5 L bioreactors, and also because the majority of the studies described in
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the literature using micro-fermenters of xylose were performed in flasks or 2 L

bioreactors (Hou 2012; Long et al., 2012; Hickert et al., 2013a).
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Figure 4. Ethanol production of Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 in
bioreactors in microaerophilic conditions in synthetic medium (a) pH controlled; (b) pH
uncontrolled; glucose (m); xylose (V); ethanol (A). Results represent the mean of

duplicates.

The pH control may have favoured the consumption of xylose and the

accumulation of ethanol. In the literature, there are works on the fermentation of
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pentose, which investigated the influence of aeration, but there are few reports on the
role of pH. Hickert et al. (2013b) reported ethanol production of 0.50 g L™ in synthetic
medium under anaerobic conditions, using a microbial consortium of S. cerevisiae and
C. shehatae and keeping the pH controlled at 5.0 Gutiérrez-Rivera et al. (2011)
evaluated the production of ethanol in synthetic medium and obtained a production of
0.46 g g under strict oxygen conditions and 0.46 g g™ in anaerobic conditions, using a
microbial consortium of S. cerevisiae ITVO1 and S. stipitis NRRL Y-7124 and keeping

the pH controlled at 5.0.

In this study, the production of ethanol by S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 was
also evaluated in non-detoxified hydrolysate sugar-cane bagasse. The conditions applied
were the same as in a synthetic medium, but the results for the production of ethanol
were greater in the hydrolysate (5.7 g g™, Y ps = 0.47 and Qp = 0.24).The data are

shown in Figure 5.
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Figure 5. Ethanol production of Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 in
bioreactors with hidrolysate sugar cane bagasse under microaerophile condition.

Glucose (m); xylose ('¥); ethanol (A). Results represent the mean of duplicate.



57

It is important to highlight that the initial concentration of sugars in a synthetic
medium was greater than the concentration obtained in bagasse hydrolysates. Initially,
the studies with hydrolysates were performed in flasks and conducted by separate
saccharification and fermentation (SHF) and saccharification and simultaneous
fermentation (SSF). In SSF, an ethanol yield of 0.29 g g™* was obtained, but in SHF, this

was 0.24 g g™ As a result, SSF was chosen to be employed in the bioreactor.

Hande et al. (2013) evaluated the production of ethanol from non-detoxified and
detoxified hydrolysate sugarcane bagasse, using a yeast strain belonging to clade of
Scheffersomyces; they reported the production of 0.33 g g and 0.45 g g™ of ethanol,
respectively. Hickert et al. (2013b) reported an ethanol production of 0.44 g g* in the
hydrolysate of non-detoxified husk rice medium, using a microbial consortium of S.

cerevisiae and C. shehatae and keeping the pH controlled at 5.0.

The results found in the literature (Hande et al., 2013; Hickert et al., 2013b) are
similar to those obtained in this work; however, it should be highlighted that the present
study was performed with a new strain of Spathaspora and was conducted in a 5 L

bioreactor, which is a larger volume.

4. Conclusion

Only S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 among thirteen strains studied converted
xylose in synthetic medium as well in hydrolysate sugar cane bagasse. The
microaerophilic conditions favoured the production of ethanol, while aerobic conditions
favoured the production of biomass. The optimisation of pH and quantity of inoculum
parameters demonstrated the influence of these variables on the production and yield of

ethanol. The S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 cultures conducted at controlled pH were
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more effective than those conducted at free pH and the results using hydrolysate sugar
cane bagasse were not different to those obtained in the synthetic medium in 5 L

bioreactors.
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Artigo 11

Dynamics of microbial growth during co-cultivation of Spathaspora hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 with Saccharomyces cerevisiae CAT-1 in the presence of glucose

and xylose

Este artigo consiste na avaliagdo da dindmica de crescimento do cocultivo entre
Spathaspora hagerdaliae =~ UFMG-CM-Y303 e Saccharomyces  cerevisiae CAT-1,
através do uso de um meio diferencial para identificar qual das duas linhagens
predominam na fermentagdo. Neste trabalho, também foram otimizados os pardmetros

pH e quantidade de inoculo inicial da cocultura.
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Abstract

This study evaluated growth dynamics during the co-cultivation of Saccharomyces
cerevisiae and Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 using a differential agar
medium Wallerstein Laboratory Nutrient (WLN) with modifications to differentiate the
colonies of the two different species. This methodology allowed to evaluate which

strain predominated during the fermentation process. The optimization of the
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parameters pH (4.0) and quantity of inoculum (3 X 10°) provided an ethanol vyield
(Y pss) Of 0.44 g g™ and a productivity (Qp) of 1.11 g L™ h™. The conditions were
reproduced in 5 L bioreactors, and Y p;s = 0.48 and Qp = 1.17 g L™ h™" were obtained.
Different amounts of inoculum were studied with the purpose of observing the behavior
of the strains and their influence on ethanol production. The combination of S.
cerevisiae and S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 showed promising results for the

production of second-generation ethanol in medium containing glucose and xylose.

Keywords: bioprocesses, differentiation, dynamic growth, optimization, fermentation.

1. Introduction

Conventional maize and sugar cane crops for ethanol production by fermentation
are unable to satisfy the global demand for ethanol production, since these crops are
also used for the production of food. The employment of lignocellulosic
material present in agricultural waste may be an alternative to increasing ethanol
production (Sarkar et al., 2012; Karagoz and Ozkan, 2014; Ndaba et al., 2014). The
most commonly studied lignocellulosic materials include agricultural residues such as
straw from cereals, corn cobs, sugarcane bagasse, forest residues, sowdust and scraps,
and grasses (Sims et al., 2010; Sarkar et al., 2012; Karagdz and Ozkan, 2014; Ndaba et
al., 2014). However, the process to produce bioethanol or second generation ethanol
presents some difficulties related to the transport and handling of biomass and the
efficiency of the pre-treatment methods for the delignification of lignocellulose. Other
issues are concerned with the release of polysaccharides to promote the action of
enzymes in the process of enzymatic saccharification, as well as enzyme costs and the

availability of a microorganism able to ferment sugars such as glucose and
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xylose concomitantly to produce ethanol. These sugars need to be fully converted to
bioethanol become an economically viable process (Sarkar et al., 2012).

One of the major obstacles to be overcome is the employment of
microorganisms that effectively ferment all sugars present in the hydrolysates of
lignocellulosic material due that the most commonly applied yeast for the production of
ethanol, Saccharomyces cerevisiae, does not ferment xylose. Therefore, it is of great
relevance microorganisms which have the natural ability to ferment both glucose and
pentose to ethanol. Another strategy is the use of genetically modified strains that
ferment both sugars (Kuyper et al., 2005; Feng and Zhao, 2013).

The co-fermentation of two different yeasts may be also an alternative for the
concomitant fermentation of glucose and xylose. For the fermentation of C5 sugars, the
most promising yeasts are Candida shehatae, Scheffersomyces stipitis, Spathaspora
passalidarum and Spathaspora arborariae (Da Cunha Pereira et al., 2011, Su et al.,
2015). There are studies in the literature that describe the use of co-cultures for the
fermentation of both sugars (Taniguchi et al., 1997; de Bari et al., 2013; Hickert et al.,
2013b; Karagéz and Ozkan, 2014; Ndaba et al., 2014). However, none of these studies
carried out an evaluation of the dynamics of microbial growth during co-cultivation. In
this context, the main objective of this work was to evaluate the growth dynamics of co-
culture between S. cerevisiae CAT-1, an industrial strain used by the ethanol industry
in Brazil, and a strain of Spathaspora hagerdaliae, a recently described D-xylose-
fermenting species, that has demonstrated the ability to convert efficiently pentose to
ethanol (Lopes et al., 2016). The study was conducted in a synthetic medium and the
study of the dynamics of the growth of the colonies was performed in the differential

medium in flasks and bioreactors cultures.
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2. Material and Methods
2.1 Microorganisms and maintenance

In this work, it was used S. cerevisiae CAT-1, commonly used in the Brazilian
fuel ethanol industry, obtained from Luiz de Queiroz College of Agriculture (ESALQ),
University of Sdo Paulo, Piracicaba/SP, kindly donated by Prof. Dr. Luiz Humberto
Gomes. The other yeast used was the S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303, obtained from
the Culture Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas
Gerais, isolated from rotting wood of Atlantic Rain Forest (Lopes et al., 2016). The
stock cultures were maintained in a freezer at -80°C with 20% (v/v) glycerol after
growth in medium containing (in g L™): yeast extract, 3; malt extract, 3; bacteriological

peptone, 5; and glucose 10.

2.2 Media used for cultivation

2.2.1 Preparation of the inoculum

For the S. cerevisiae CAT-1 inoculum, cells were grown in YMPG medium
composed of (in g L™): yeast extract, 3; malt extract, 3; bacteriological peptone, 5; and
glucose, 18. The cells of the S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 inoculum were grown in
YMPX medium composed of (in g L™): yeast extract, 3; malt extract, 3; bacteriological
peptone, 5; and xylose, 18. For co-fermentation cultures, YMPGX medium was used,
composed of (in g L™): yeast extract, 3; malt extract, 3; bacteriological peptone, 5;

glucose, 18 and xylose, 18.
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2.2.2. Growth under aerobic and microaerophilic conditions in different media of

Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 and Saccharomyces cerevisiae CAT-1

The cultivation of the strains was performed under aerobic conditions and under
microaerophilic conditions. The consumption of the substrate, as well as xylitol and
ethanol production in the medium containing glucose, xylose or a mixture of both
sugars (YMPG, YMPX and YMPGX) were evaluated. The experiment was carried out
in50 mL Duram flasks, containing 20 mL of medium and 1x10’cells mL? as
inoculums. The flasks were incubated at 28°C under 180 rpm of agitation. Samples were
collected at the following time points (h): 0, 3, 6, 9, 12, and 15. For each time, two
flasks were sampled. For the microaerophilic culture, the flasks were closed with a flask
cover, while under aerobic conditions the flasks were closed with cotton gauze. For the
biomass determination, 10 mL of the sample was collected and centrifuged for 10 min
at 2504 g at 4°C in previously weighed tubes. The supernatant was stored for sugar and
ethanol analysis and the pellet was washed twice with distilled water and dried at

75°C to a constant weight.

2.3 Development of co-fermentation

For co-fermentation, YMPGX medium was used. The experiments were
conducted in 1 L Erlenmeyer flasks, containing 300 mL of medium, incubated at 28°C,
stirred at 180 rpm, with an initial pH of 5.0 and under microaerophilic conditions.
Initially 1x10 cells mL™ of each strain was used as inoculum samples were collected at
0, 12, 18, 24, 30, 36, 48 and 72 h to evaluate the sugar consumption, ethanol production
and growth kinetics. All experiments were carried out in duplicate.

Co-fermentations were also performed varying the amount of inoculum, i.e.

1x107cells mL™* of S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 and 1x10%ells mL™of S.
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cerevisiae CAT-1. Another strategy was to inoculate 1x10"cells mL™ of S. hagerdaliae

UFMG-CM-Y-303 after 24 h of fermentation starting.

2.4 Growth dynamics study using agar plates with differential medium

For the evaluation of population growth, WLN medium plates were used with
modifications in the composition the amount of the bromocresol green. The medium
was prepared and autoclaved at 121°C for 15 min. After sterilization, 20 mL was
distributed onto each plate. For the evaluation of viable cells, the samples were
collected at the following time points (h): 0, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 60 and 72, diluted in

series, plated and incubated at 28°C for 72 h. After this period, the colonies were

counted and also differentiated, using the color (white and green) characteristic of each

strain in the differential medium.

2.5 Experimental design for the optimization of ethanol production by Spathaspora

hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 and Saccharomyces cerevisiae CAT-1

With the purpose of optimizing the production of ethanol as a function of pH
and the quantity of inoculum, a complete 22 factorial design was proposed. In total,
eleven experiments were performed containing five levels. For the statistical

calculation, the variables were coded according to Eq.(1):

. _ (Xi— Xo)

xi Eqg 1.
AXi q

where xi is the value of the independent coded variable, Xi is the real value of

the independent variable, Xeo is the real value of the independent variable in relation to
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the center point and AXi is the step change value. The intervals and the levels of the

variables investigated in this study are described in Table 1.

Tablel. Process variables and their levels used in the central composite design of

ethanol study.

Trial no. Coded and uncoded variables Ethanol g L™
X1 X2
1 4 (-1) 1x10%(-1) 4.4
2 4 (-1) 2x108 (0) 6.2
3 4(-1) 3x10° (+1) 8.9
4 5 (0) 1x108 (-1) 2.1
5 5 (0) 2x108 (0) 35
6 5 (0) 2x108 (0) 3.4
7 5 (0) 2x108 (0) 35
8 5 (0) 3x10° (+1) 6.8
9 6 (+1) 1x108 (-1) 1.0
10 6 (+1) 2x108 (0) 2.4
11 6 (+1) 3x10° (+1) 35

The quadratic model for the prediction of point great was expressed in

accordance with Eq. (2)

Yec = fo + X Pixi + X Pijxixj + % Piixi®

Eq 2.

where ¥c is the response variable, Bo is the constant, #i is the coefficient for the

linear effects, Bii is the coefficient for the effects quadratics, #ij is the coefficient for

the interaction of effects are coded levels of variable e xixjXi Xj

2.6 Fermentation in the bioreactor

In this work, a bioreactor (New Brunswick —USA) was employed with a total

capacity of 10 L, using a working volume of 5 L. A 500 mL aliquot previously

standardized for 3x10° cells mL™? (1.5x10% cells mL™ de S. hagerdaliae and 1.5x10°

cells mL™ de S. cerevisiae) was used as the inoculum in the bioreactor containing 4.5
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L of YPMGX medium. The cultivation in the bioreactor was conducted in anaerobic
conditions, with stirring of 200 rpm, at 28°C. The test pH was conducted automatically
controlled at pH 4 with 1 mol L™ NaOH and 1 mol L™ HCI; some tests were also
conducted without controlling the pH in bioreactor. Aliquots of 5 mL were removed on

0,1,2,4,6,8, 10, 12 h for analytical analyses.

2. 7 Analytical methods

The quantification of the consumption of the substrate and xylitol as well as
ethanol production were analyzed by HPLC (Shimadzu, Japan), using a refractive index
detector equipped with a Aminex HPX-87 H column (Bio-Rad Laboratories Ltd., USA).
The conditions of the analysis were: temperature 55°C; flow 0.6 mL min™ using as the

mobile phase 5 mol L™ H,SO,.

2.8 Fermentation parameters

The ethanol yield (Yes g g™%) was defined as the ratio between the quantity of
ethanol produced and the total sugars consumed until the emergence of the production
of xylitol. The productivity of ethanol [Qp (g L™ h™)] was determined by the ratio

between the concentration of ethanol (g L™) and the fermentation time (h).

3. Results and Discussion

As first step before the co-culture study was relevant to know the Kinetic

parameter to both strains the S. cerevisiae CAT-1 and S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303.

However informations about kinetic parameter for S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303
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were previously obtained (data not showed). The Figure 1 shows the kinetic parameters
of S. cerevisiae CAT-1 evaluated in the medium containing only glucose and a medium
containing a mixture of glucose and xylose. As expected for S. cerevisiae, due it does
not express the enzymes required for the assimilation of xylose, this strain not
metabolize xylose. The goal of the study in the medium containing both sugars was to
assess the influence of xylose on the kinetics of the microorganism. However, the
behavior of S. cerevisiae CAT-1 was similar in both media. It must be emphasized that
the biomass production was greater under aerobic conditions, reaching a 3.8-4.1 g L™,

while under microaerophilic conditions the mass production was 2.3-3.1 g L™
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Figure 1.Biomass and ethanol production of Saccharomyces cerevisiae CAT-1 in
flasks in aerobic conditions. (a) YPMG (medium with glucose). (b) YPMXG (medium
with xylose and glucose). Microaerophilic conditions (c) YPMG (medium with
glucose); (d) YPMXG (medium with xylose and glucose). Glucose (m); xylose (V);

ethanol (A) and biomass (®). Results are the mean of duplicates.
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The data on ethanol concentration, yield and productivity are presented in Table
2. The vyields of ethanol for S. cerevisiae CAT-1 under microaerophilic and aerobic
conditions were similar to the results of S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 under the
same conditions (data not published). The productivity of CAT-1 under microaerophilic
conditions was higher than that of S. hagerdaliae.

Table 2. Data on the concentration (g L™), yield (Ypss) and ethanol productivity (Qp)
of Saccharomyces cerevisiae CAT-1 in flasks.

Strain Condition Substrate Conc (g L7 Y(pss) Qp

S. cerevisiae Aerobic Glucose 4.3 0.26 0.28
conditions

Xylose/glucose 2.2 0.24 0.14

Microaerophilic ~ Glucose 4.4 0.27 0.30

condition Xylose/glucose 2.5 0.35 0.17

The medium with the highest ethanol production was YPMXG under
microaerophilic conditions. As can be seen in Figure 1, YPMG medium under aerobic
conditions after 12 h of culture produced 4.1 g L™ of ethanol; however, the yeast culture
consumed ethanol, probably as an energy source for their growth (Fromanger et al.,
2010). Thus, the medium chosen for the other experiments was YPMXG under

microaerophilic conditions.

3.1 Optimization of pH and quantity of inoculum

The fermentation conditions to co-cultivation are principally dependent on the
choice of microorganism, however, every fermentation process also presents optimum
values for growth parameters (Chen, 2011).

The pH is an important parameter when used in lower values to control of
bacterial contamination and also in relation to its effect on the consumption of the

substrate (Hahn-Hégerdal et al., 2007). The quantity of inoculum is a determinant for
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industrial fermentation, because it influences the product concentration (Edelen et al.,
1996), the quality of the final product, the production of biomass, the duration of the
lag phase and the specific growth rate (Sen Swaminathan, 2004). Obtaining information
about the variation in the initial quantity of inoculum is of great importance for the
fermentation process on the industrial scale (Verbelen et al., 2009). There are many
studies that evaluated the aeration parameter in co-cultures (Taniguchi et al., 1997;
Skoog and Hahn-Hé&gerdal, 1990; Hickert et al., 2013b), but there are few data on the
influence of inoculum size, pH or both. In respect this, it was evaluated the effect of
two combined parameters on co-culture looking forward toobtain higher ethanol
production. The high significance of the linear effects of pH and the quantity of
inoculum and the effects of the interaction between these two parameters indicate that
these variables can act as limiting factors in the ethanol production process, even when
small variations occur. The results also show that the quadratic effect of pH and the
quantity of inoculum were not significant. The reduced model of the second order

polynomial equation can be expressed as Eqg. 3.
¥, =364 —212x, +197x, EQ3.

where ¥; represents the concentration of ethanol as a function of pH (x,) and the

quantity of inoculum (x,).

ANOVA showed that the model was highly significant (p < 0.000018), with R?=
0.9814, which means that 98% of the total variation is explained by the model. This
suggests a satisfactory representation of the process and a good correlation between the

experimental values and the predicted values.

A Pareto diagram was used to show the effects of the studied variables (pH and

quantity of inoculum) and their interactions and their influence on ethanol production. It
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comprises a horizontal bar graph that is associated with the effects of each variable
individually and their interactions; effect is meaningful to the right of the red line at a

significance level of 95% confidence, confirming the results shown in Figure 2.

The calculation of the linear and quadratic effects indicates how much of the
effect is statistically significant. In Figure 2, it is possible to observe that variables 1 and
2 linear had significant effects. The quadratic effect of the two variables was not

statistically significant, nor was the interaction.

pH(L) -11.59
Inoculum(L) 10.77
pH (L) and inoculum (L) -25.35
Inoculum(Q) 1.9&2;
pH(Q) 1.45

Figure 2. Pareto chart of the standardized effects of independent variables ethanol pH

and amount of inoculums depends on the variable ethanol.

The optimal conditions for ethanol production were pH 4.0 and 3.0x10° cells
mL™ for 8 h of cultivation (Yps=0.44 g g* and Qp= 1.11 g L™* h™). This point was also

indicated by the Statistical® software; as this condition was one of the points of the
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planning experiment. These conditions were reproduced in the 10 L bioreactor with a
working volume of 5 L. It should be highlighted that most co-culture studies in the
literature were developed at the laboratory scale with a maximum working volume of

1.5 L (Cunha Pereira et al., 2011; Hou 2012; Long et al., 2012; Hickert et al., 2013Db).

3.2 Growth dynamic evaluation of co-cultivation using differential media

As already mentioned in the course of this work, in the literature, there are
various studies that use yeast co-cultures, however, none of them occurred a study in
dynamic of population growth. The majority of authors evaluates the growth per
colony-forming unit (CFU) in YEPD medium or by dry weight. However these
methodology does not allow assess the real quantities of a strains present in the

fermentation, or if one of them is predominantly the cultivation.

Colonies belong different strains growth in WLN differential medium can be
distinguish by staining (Pasqual et al., 1990). As can be seen in Figure 3 of this work.
The colonies of S. cerevisiae CAT-1 are distinguished easily by its green coloration
(Figure 3a), showing that the acid-base indicator, bromocresol green, is incorporated in
the cells and become green due these cell have an internal alkaline pH (Schuller et al.,
2000). Already the colonies of S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 also incorporated the
dye but exhibit a creamy-white coloration (Figure 3c) due to higher acidity of the cells.
Thus, it was possible to distinguish colonies of two species of yeasts when grown
together in the co-culture and are spread in the WLN plate (Figure 3b). It is important to

highlight that this color in the colonies occurred after 72 h of growth in the WLN plate.
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Figure 3. Morphology of the colonies of yeast in pure or mixed culture. (a)

Saccharomyces cerevisiae CAT-1; (b) mixed culture; (c) Spathaspora hagerdaliae

UFMG-CM-Y3083.

3.3 Dynamic of growth in submerged cultivation in shaker flasks for the co-culture
of Saccharomyces cerevisiae CAT-1 and Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303

As in previous studies, it was observed thatS. cerevisiae CAT-1 has more
accelerated growth compared to S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303, thus, the cultures
were conducted under microaerophilic conditions using three strategies of inoculation:
the first batch was inoculated with the same amount of cells for the two strains, the
second was inoculated with a ten times larger quantity of S. hagerdaliae UFMG-CM-
Y303, and the third strategy used the same quantity of inoculum, but S. hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 was added 24 h after the beginning of the cultivation. The results for

the production of ethanol and growth can be seen in Figure 4.
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Figure 4. Biomass and ethanol production of co-culture of Saccharomyces cerevisiae
CAT-1 and Spathaspora hagerdalie UFMG-CMY-303 in medium YPMGX. In flasks in
anaerobic conditions. (a) Biomass in medium with the same amount of size. (b) Ethanol
production in mediumwith the same amount of size. (c) Biomass in medium with ten
times more Spathaspora hagerdalie UFMG-CMY-303. (d) Ethanol production in
medium with ten times more Spathaspora hagerdalie UFMG-CMY-303. (e) Biomass in
medium inoculated 24 hours late (f) Ethanol production in medium inoculated 24 hours
late. Glucose (m); xylose ('V); ethanol (A) biomass of Saccharomyces cerevisiae CAT-1
(®) and biomass of Spathaspora hagerdalie UFMG-CMY-303 (o). Results represent the

mean of duplicates.
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As can be observed, in the first condition (the same inoculation quantity to both
strains) more accelerated growth of S. cerevisiae CAT-1 occurred. The glucose was
completely consumed within of a period of less than 20 h and xylose consumption was
slower and at the end of fermentation this sugar was present in the medium. Under these
conditions, the ethanol production was 7 g L™ with Yps = 0.31 g g™. In the second
strategy (when the inoculum of S. hagerdaliae UFMG-CMY-303 was ten times greater
than that of S. cerevisiae), the growth of the strains was similar and greater consumption
of xylose was observed. The production of ethanol was 7.5 g L™ with Yps=0.33 g g™
In the third test (S. hagerdaliae UFMG-CMY-303 was added 24 h after the beginning of
the cultivation) only S. cerevisiae CAT-1 growth was observed. This can be explained
by the high cell concentration of S. cerevisiae CAT-1 the growth which prohibited S.
hagerdaliae UFMG-CMY-303 growth. When S. hagerdaliae UFMG-CMY-303 was
added, there was no more glucose in the medium and only xylose was available;
moreover, the cell concentration was very high. Under these condition, xylose was not
consumed and the production of ethanol was5 g L*with  Yps = 0.27 g g™
Competition may have occurred between strains, or some important nutrient for the
growth of cells S. hagerdaliae may have been depleted during the first 24h.

Ndaba et al. (2014) also evaluated different strategies of inoculation in the co-
fermentation of mixtures of glucose and xylose and hydrolysate bagasse of sorghum
using the strains of S. cerevisiae and Zymomonas mobilis. Initially, the conditions were
optimized in synthetic medium and then tested in the mean hydrolysate. The inoculation
strategies used were 1:3 and 5:10 g L™ Z. mobilis to S. cerevisiae. The amount of S.
cerevisiae was less than that of Z. mobilis, which can be explained by the fact that Z.
mobilis is a bacterium and has more accelerated metabolism compared to yeasts. The

authors observed that the best strategy for a mixture of glucose and xylose was
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5:10 g L™ with a production of 9.3 g L™ and Yps = 0.23 g g In hydrolysate bagasse
sorghum medium the authors observed Yp;s = 0.50 g g™* with 5:10 g L™ of Z. mobilis for

S. cerevisiae.

3.4 Submerged cultivation with both Saccharomyces cerevisiae and Spathaspora
hagerdaliae in bioreactors containing mixtures of glucose and xylose

For co-culture in submerged cultivation in bioreactor using working volume of 5
L of medium, the start conditions were pH 4.0 with or without control during
fermentation and 3x10° cell mL™ as of inoculum with the same concentration of S.
cerevisiae CAT-1 and S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 strains. The results can be
observed in Figure 6.

As can be seen (Figure 5) with without pH control (a), the ethanol production
was 4.85 g L™ with Yps = 0.28 g g%, while pH control (b), the ethanol production was
8.2 g L' and Yps=0.48 g g7, a result very near the theoretical value. In this case, there
was practically no consumption of xylose, which can be explained by the pH value
used, as xylose is usually consumed at higher high pH in the 5-6 range (Gutiérrez-
Rivera et al., 2011; Hickert et al., 2013b). In previous studies using only a strain of S.
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 it was observed that the maintenance of pH controlled at

5 favors the consumption of xylose and ethanol production.
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Figure 5. Ethanol production of Saccharomyces cerevisiae CAT-1 and Spathaspora
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 in bioreactors in microaerobic conditions. (a) pH
uncontrolled; (b) pH controlled. Glucose (m); xylose ('¥); ethanol (A). Results represent

the mean of duplicates.

It is important to highlight that these studies were conducted in a 5 L volume
using 10 L bioreactors and that the majority of studies with co-cultivation

are carried out in vials or 2 L bioreactors (Hou 2012; Long et al., 2012; Hickert et al.,
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2013Db). The pH is an important parameter both in the control of bacterial contamination

and its effect on the consumption of the substrate (Hahn-Hé&gerdal et al., 2007).

4. Conclusion

This work showed that the combination of S. hagerdaliae UFMG-CM-
Y303 and S. cerevisiae CAT-1 increased the production of ethanol in synthetic medium
containing glucose and xylose. The optimization of the parameters pH and the quantity
of inoculum provided a yield of 0.48 g g™ in bioreactors; these results approach the
notional production of ethanol. WLN differential medium was used to evaluate the
dynamic growth of the strains by allowing the differentiation of microrganisms and
providing information on the predominance of one strain or another. The different
strategies of cultivation allowed us to assess the behavior of organisms during the
fermentation process and the means WLN was found to be an efficient methodology for

the evaluation of growth dynamics in bioprocesses.

Acknowledgments: The authors thank the Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) and Universidade de Caxias do Sul (UCS). This research
was supported by grants from the Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul FAPERGS (10/1972-5), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPq) (310177/2011-1).



82

Bibliographical references

[1] Chen Y. Development and application of co-culture for ethanol production byco-
fermentation of glucose and xylose: a systematic review. J Ind Microbiol Biotechnol
2011; 38: 581-597.

[2] Da Cunha Pereira F, Hickert LR, Sehnem N T, Souza-Cruz PB, Rosa C A, Ayub
MAZ. Conversion of sugars present in rice hull hydrolysates into ethanol by
Spathaspora arborariae, Saccharomyces cerevisiae an their co-fermentations.
Bioresour Technol 2011;102: 4218-4225.

[3] De Bari I, De Canio P, Cuna D, Liuzzi F, Capece A, Romano P. Bioethanol
production from mixed sugars by Scheffersomyces stipitis free and immobilized cells,
and co-cultures with Saccharomyces cerevisiae. New Biotechnol 2013; 30: 591-597.

[4] Edelen CL, Miller JL, Patino H. Effects of yeast pitch rates on fermentation
performance and beer quality. Tech Q-Master Brew Assoc Am 1996; 33: 30-32.

[5] Feng X, Zhao, H. Investigating host dependence of xylose utilization in recombinant
Saccharomyces cerevisiae strains using RNA-seq analysis. Biotechnol Biofuels 2013;
6:96.

[6] Fromanger R, Guillouet SE, Uribelarrea JL, Molina- Jouve, C, Cameleyre X. Effect
of controlled oxygen limitation on Candida shehatae physiology is ethanol production
from xylose and glucose. J Ind Microbiol Biotechnol 2010; 37: 437-445.

[7] Gutierrez-Rivera B, Waliszewski-Kubiak K, Zarrabal OC, Aguilar-Uscanga MG.
Conversion efficiency of glucose/xylose mixtures for ethanol production using
Saccharomyces cerevisiae ITVO1 and Pichia stipitis NRRL Y-712. J Chem Technol
Biotechnol 2011; 87: 263-270.

[8] Hahn-Hagerdal B, Karhumaa K, Fonseca C, Martins JS, Gorwa-Grawlund MF.
Towards industrial pentose- fermenting yeast strains. Appl Microbiol Biotechnol 2007;
74:937-953.

[9] Hickert L R, Cunha-Pereira F, Souza-Cruz PB, Rosa CA, Ayub MAZ. Ethanogenic
fermentation of co-cultures of Candida shehatae HM 52.2 and Saccharomyces
cerevisiae ICV D254 in synthetic medium and rice hull hydrolysate. Bioresour Technol
2013; 131: 508-514.

[10] Hou X. Anaerobic xylose fermentation by Spathaspora passalidarum. Appl
Microbiol Biotechnol 2012; 94: 205-2014.

[11] Karag6z P, Ozkan M. Ethanol production from wheat straw by Saccharomyces
cerevisiae and Scheffersomyces stipitis co-culture in batch and continuous system.
Bioresour Technol 2014; 158: 286-293.

[12] Kuyper M, Toirkens MJ, Diderich JA, Winkler AA, van Dijken JP, Pronk JT.
Evolutionary engineering of mixed sugar utilization by a xylose fermenting
Saccharomyces cerevisiae strain. FEMS Yeast Res 2005; 5: 925-934.



83

[13] Long TM, Su YK, Headman J, Higbee A, Willis LB, Jeffries TW. Cofermentation
of glucose, xylose and cellobiose by the beetle- associated yeast Spathaspora
passalidarum. Appl Environ Microbiol 2012; 78: 5492-5500.

[14] Lopes MR, Morais CG, Kominek J, Cadete RM, Soares MA, Uetanabaro APT,
Fonseca C, Lachance MA, Hittinger CT, Rosa CA. Genomic analysis and d-xylose
fermentation of three novel Spathaspora 2 species: Spathaspora girioi sp. nov.,
Spathaspora hagerdaliae f. a., sp. 3 nov., and Spathaspora gorwiae f. a., sp. nov. FEMS
Yeast Research 2016; doi: 10.1093/femsyr/fow044.

[15] Ndaba B, Chiyanzu I, Marx S, Obiero G. Effect of Saccharomyces cerevisiae and
Zymommonas mobilis on the co-fermentation of sweet sorghum bagasse hydrolysates
pretreated under varying conditions. Biomass Bioenerg 2014; 71: 350-356.

[16] Pasqual MS, Carrau-Bonomi J, Serafini LA, Dillon AJP. A simple method to detect
Killer yeast in industrial system. J Ferment Bioeng 1990; 70: 180-181.

[17] Sarkar N, Ghosh SK, Bonnerjee S, Aikat K. Bioethanol production from
agricultural wastes: An overview. Renew Energ 2012; 37: 19-27.

[18] Schuller D, Corte- Real M, Ledo C. A differential mediun for the enumeration of
the spoilage yeast Zygosaccharomyces ballii in wine. J Food Proot 2000; 73: 1570-
1575.

[19] Sen R, Swaminathan T. Response surface modelling and optimization to elucidate
and analyse the effects of inoculum age and size on surfactin production. Biochem Eng
J 2004; 21:141-148.

[20] Sims AP, Barnett JA. The requirement of oxygen for the utilization of maltose,
cellobiose and d-galactose by certain anaerobically fermenting yeasts (Kluyver effect).
Microbiol 2010; 106:277-288.

[21] Taniguchi M, Itaya T, Tohma T, Fujii M. Ethanol production from a mixture of
glucose and xylose by co-culture of Pichia Stipitis and a respiratory-deficiente mutant
of Saccharomyces cerevisiae. J Ferment Bioeng 1997; 83: 364-370.

[22] Su YK, Willis LB, Jeffries TW. Effects of aeration on growth, ethanol and polyol
accumulation by Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907 and Scheffersomyces
stipitis NRRL Y-7124. Biotechnol Bioeng. 2015; 112: 457-69.

[23] Verbelen PI, Dekoninck TM, Saerens SMG, van Mulders SE Thevelein 1M,
Delvaux FR. Impact of pitching rate on beer flavor. Appl Microbiol Biot 2009; 82: 155-
167.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164099

84

3.3. Artigo Il

Producdo de etanol a partir dos agUcares liberados da hidrolise de bagago de cana-de-

acucar por cocultivo

Este artigo se refere a sacarificacdo e fermentagdo simultaneas em volumes operacionais
de 5 L com cocultura de S. cerevisiae CAT-1 e S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303, de
acucares liberados da hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por
explosdo a vapor. Também descreve a influéncia de inibidores, como

hidroximetilfurfural, furfural e &cido acético sobre a producéo de etanol.
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Resumo

A hidrdlise de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por celulases e hemicelulases
resulta em misturas de carboidratos, como pentoses e hexoses, que podem ser
convertidos em etanol pela acdo de microrganismos, como as leveduras. Neste estudo,
foi utilizado o cocultivo entre as linhagens Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 para a producdo de etanol a partir de
acucares liberados da hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-agucar pre-tratado. Os

cultivos foram conduzidos sob condicdo de hidrdlise e fermentacdo separadas (SHF) e
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hidrélise e fermentacdo simultaneas (SSF). O uso do cocultivo possibilitou a conversdo
de glicose e de xilose presentes no bagaco de cana-de-agucar (pré-tratado por explosdo a
vapor a 200 °C por 8 min) a etanol, atingindo uma producéo de 15 g.L™ em biorreatores
com volume operacional de 5 L na condigdo SSF. O efeito dos inibidores
hidroximetilfurfural, furfural e &cido acético foram avaliados para determinacdo da sua
influéncia no rendimento de etanol. Verificou-se que o &cido acético acima da
concentracdo de 2 g.L™ é prejudicial para a producdo de etanol pela linhagem

S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303.

1. Introducéo

Os materiais lignocelulésicos como o bagaco de cana-de-agUcar, a casca de
arroz, a palha e o sabugo de milho, entre outros agro-residuos, sdo matérias-primas
promissoras para a producdo de etanol 2G, como uma alternativa ao uso de
combustiveis ndo renovaveis, como o petréleo e o carvdo mineral (Dias et al., 2012).
Esta tecnologia também tem a vantagem de agregar valor a residuos agricolas que sdo
simplesmente usados como fertilizantes no solo ou queimados para a geracdo de energia
(Sarkar et al., 2012; Karagoz & Ozkan, 2014; Ndaba et al., 2014).

Para as tecnologias de producdo de etanol 2G, existe influéncia do tipo de
residuo lignocelul6sico, dos métodos de pré-tratamento, da presenca de compostos
inibidores, do tipo e da quantidade de enzima, dos microrganismos usados, das
condigdes de cultivo (temperatura, pH, tipo e quantidade de nutrientes, entre outros) e,
também, do tipo de biorreator (Paulova et al., 2014).

O bagaco de cana-de-agucar € o residuo mais abundante gerado no Brasil, visto
que o pais € um grande produtor de agucar e etanol; sdo produzidos 280 kg de bagaco

por tonelada de cana processada (Canilha et al., 2010). O bagaco é proveniente da
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moagem da cana-de-agUcar, cujo caldo é usado para a produgdo de aglcar e etanol,
podendo ser queimado para a producdo de energia térmica ou elétrica, mas, pela
quantidade, ainda constitui um excedente do processo (Canilha et al., 2010). Por isso, 0
bagaco pode ser destinado a producgéo de etanol 2G.

O bagago de cana-de-agucar é constituido, basicamente, por celulose (43,38%),
hemicelulose (25,63%), lignina (23,24%), extraiveis (4,82%) e cinzas (2,94 %) (Dias et
al., 2012). Os materiais lignocelul6sicos possuem uma estrutura rigida, tornando
necessaria uma etapa de pré-tratamento, que promove a desestruturacdo das ligacdes
entre a lignina e os polissacarideos. Essa etapa é fundamental para aumentar o acesso
das enzimas na etapa da hidrélise enzimatica (Moiser et al., 2005b; Galbe & Zacchia,
2007).

Uma estratégia para a fermentacdo de todos os agucares presentes no hidrolisado
¢ o uso de cofermentacdo, usando dois microrganismos diferentes, um para a
fermentacdo de glicose e outro para a fermentacdo de xilose. Alguns trabalhos na
literatura descrevem o uso de cocultura e apresentam resultados promissores para a
fermentacdo de ambos os aglcares (Taniguchi et al., 1997; De Bari et al., 2013; Hickert
et al., 2013a and 2013b; Karag6z & Ozkan, 2014; Ndaba et al., 2014).

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi investigar a producédo de
etanol a partir dos acucares liberados da hidrélise de bagaco de cana-de-agUcar por
complexo enzimatico comercial em SSF e SHF em biorreatores por cocultivo de S.
cerevisiae CAT-1 — uma levedura industrial usada em vérias usinas de etanol no Brasil,
e a linhagem de levedura S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303, que apresenta capacidade
de fermentar xilose (Lopes et al., 2016). Neste estudo, também foram avaliados a
formacdo de compostos inibidores e sua influéncia na etapa de fermentagdo pelas

linhagens selecionadas.
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2. Material e Métodos
2.1 Material

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste estudo foi obtido junto a Casa Bucco
- Destilados Artesanais, localizada no distrito de Tuiuty, Bento Gongalves, RS
(29°03'01.8"S 51°34'37.5"0, 640 m acima do nivel do mar), proveniente da moagem da
cana-de-agucar, onde o caldo é utilizado para a producdo de cachagas. A enzima
comercial empregada neste trabalho corresponde & preparacdo Celluclast® 1,5 L FG,
produzida pela Novozymes® Latin América (Araucéria, PR) gentilmente doada pela

LNF Latino Americana (Bento Gongalves, RS).

2.2 Microrganismos e manutencao das células

As leveduras usadas nesse trabalho foram S. cerevisiae CAT-1, proveniente da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), Universidade de S&o Paulo —
Piracicaba/SP, gentilmente cedida pelo professor Luiz Humberto Gomes e S.
hagerdaliae UFMG- CM-Y303, cedida pelo prof. Dr. Carlos Augusto Rosa, da
Universidade Federal de Minas Gerais. As culturas estoque foram mantidas em glicerol
(20%) e (80%) de suspensdo celular, crescidas em meio contendo (em g.L™): extrato de
levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona bacterioldgica, 5; e glicose, 10. As células

foram armazenadas em freezer a -80 °C.

2.3 Pre-tratamento do bagaco da cana-de-agucar por explosao a vapor
O pré-tratamento por explosdo a vapor foi realizado na Flosul-Industria e

Comeércio de Madeiras, localizada em Capivari do Sul, RS. Para a realizacdo do pré-
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tratamento, utilizou-se um reator de a¢o inox com capacidade para 200 L, provido de
sensores para 0 acompanhamento da pressdo e da temperatura, além de vélvulas de
controle para entrada de vapor e sua subsequente descompressdo. Ao reator, esta
acoplada uma caldeira geradora de vapor, um compressor de ar e um ciclone,
empregado para descarga do material e escape de vapores. Foram introduzidos ao reator
12,2 kg de amostra de bagaco de cana-de-aglUcar ndo tratado, com 12% de umidade
(umidade natural), sendo empregada a temperatura de 200°C e tempo 8 min (Neves et
al., 2016).

O balanco de massa foi realizado para determinar a eficiéncia da condigéo
empregada no pré-tratamento, a partir da diferenca de massa da amostra, antes e depois

do pré-tratamento, considerando-se a umidade da amostra.

2.4 Meios usados para o cultivo

Para o crescimento das células, foram utilizados meios com extrato de levedura,
malte, peptona, glicose (YMPG) ou xilose (YMPX), composto por (em g.L™): extrato
de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona bacterioldgica, 5; e glicose, 18 ou xilose, 18.
O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 min. As células de S. cerevisiae CAT-1 foram
crescidas em meio YMPG e as células de S. hagerdaliae UFMG- CM Y303 foram

crescidas em meio YMPX.

2.5 Avaliacdo da dindmica do crescimento em placas
Para a avaliacdo da dindmica de crescimento foi utilizado o meio WLN com

modificacdes, contendo em g.L™": extrato de levedura, 4; triptona, 5; glicose, 50; agar,
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20; verde de bromocresol, 0,088. O meio também continha em sua formulacdo: solugdo
de sais (50 mL.L™); carbonato de sédio (1% (m/v)) (35 mL.L™). A solucdo de sais foi
composta em g.L™": fosfato monobasico de potéssio, 11; cloreto de potassio, 8,5; cloreto
de calcio, 2,5; sulfato de magnésio, 0,05; cloreto férrico, 0,05; sulfato de manganés,
0,05. O meio foi preparado e autoclavado a 121°C por 15 min e 20 mL dispostos em
placas de Petri. Um volume de 0,1 mL das amostras dos cultivos, previamente diluidos,
foram espalhados na superficie das placas com alga de Drigalski, as quais foram
incubadas em estufa de crescimento a 28°C por 72 h. Apds esse periodo foi possivel
contar as coldnias e, também, diferenciar as linhagens através da diferenca de cor

apresentada pelas colbnias de cada linhagem.

2.6 Fermentacao de hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar

Inicialmente, realizou-se a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-agUcar
pré-tratado por explosdo a vapor, utilizando-se a concentracio de 30 g.L™ de bagaco. Os
estudos foram realizados, inicialmente, em frascos Erlenmeyers de 250 mL, com um
volume total de 100 mL, incluindo bagago de cana-de-acucar (BCA), tampao citrato 50
mmol.L™ pH 4,8, enzima comercial Celluclast® e suspensio celular. Os estudos foram
conduzidos por hidrolise e fermentacdo simultaneas e hidrolise e fermentacdo
separadas. As duas condi¢Oes foram reproduzidas em biorreator de 10 L, com volume

operacional de 5 L.

Para a determinacdo da quantidade de enzima, foram realizadas hidrélises em
frascos de Duran de 50 mL, contendo 3% (m/v) de BCA e tamp4o citrato 50 mmol.L™
pH 4,8, variando a carga enzimética entre 1 a 30 FPU.g™" de BCA. Os testes foram

conduzidos em triplicata, por um periodo de 72 h.
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Foram realizados estudos prévios para a determinacdo da temperatura maxima
de fermentacdo das linhagens usadas neste trabalho. A temperatura compativel para as

duas linhagens foi de 30°C.

2.7 Sacarificacdo e fermentacdo separadas (SHF - Separate Hydrolysis and

Fermentation)

O BCA pré-tratado por explosdo a vapor foi hidrolisado por um periodo de 72 h
usando o complexo enzimatico Celluclast® da Novozymes (15 FPU.g™), em tampdo
citrato 50 mmol.L™ pH de 4,8 a 50 °C. Ap6s esse periodo, a temperatura foi reduzida
para 28°C, o pH ajustado para 4 e o hidrolisado suplementado com 0,1% (m/v) sulfato
de aménio e 0,4% (m/v) de Crude yeast extract. A quantidade de células de S. cerevisiae
CAT-1 e S. hagerdaliae UFMG- CM-Y303 inoculadas foi de 1,5x10° mL™ (totalizando
3,0x10® mL™células da cocultura) e o tempo de fermentacdo foi de 48 h, sendo as

amostras coletadas em 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 e 48 h.

2.8 Sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF — Simultaneous Saccharification
and Fermentation)

Volumes de 5 L de misturas com 30 g.L™ de bagaco de cana pré-tratado por
explosdo a vapor foram tratadas em autoclave a 100°C por 1 h. Ao bagaco tratado, foi
adicionado 0,1% (m/v) de sulfato de ambnio, 0,4% (m/v) Crude yeast extract, 15
FPU.g" de enzima comercial Celluclast® e as leveduras. A quantidade de células de S.
cerevisiae CAT-1 e S. hagerdaliae UFMG- CM Y303 inoculadas foi de 1,5x10® mL™
(totalizando 3x10® mL™ células da cocultura) e o tempo de hidrdlise e fermentacdo foi de

120 h, sendo as amostras coletadas em 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 e 120 h.
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2.9 Métodos analiticos
2.9.1 Caracterizacdo do bagaco de cana-de-acUcar
2.9.1.1 Determinacao de massa seca e cinzas de materiais celul6sicos

Para a determinagdo da massa seca foi utilizado 1 g de amostra em cadinhos
previamente pesados. Este material foi colocado em estufa a 105°C por 24 h para a
eliminacdo da umidade. Logo apos, o material foi esfriado em dessecador, pesado e a
massa seca foi calculada em relagdo a massa seca do material original.

A determinacédo de cinzas foi realizada com 300 mg de bagaco acondicionados
em cadinho de porcelana, previamente limpo, seco e tarado, sendo entdo calcinados em
mufla a uma temperatura de 575°C por 2 h, segundo a metodologia do National
Renewable Energy Laboratory (NREL-TP-510-42621). O teor de cinzas foi
determinado a partir da diferenga de massa entre o cadinho com cinzas e o cadinho

vazio, que foi expresso em relagdo a quantidade de amostra inicial.

2.9.1.2 Determinacao de extraiveis e composicdo quimica do substrato

O teor de compostos extraiveis do BCA foi determinado com o uso do extrator
Tecnal TE-044-8/50, a partir de uma quantidade conhecida de amostra, empregando-se
uma sequéncia de quatro solventes: diclorometano, etanol: tolueno 1:2 (v/v), etanol 95%
(v/v) e agua quente, seguindo as recomendacfes do relatério técnico NREL/TP-510-
42619 (Sluiter et al., 2008b), com adaptacdes.

A composigdo do substrato utilizado foi realizada de acordo com o relatorio
técnico NREL/TP-510-42618 (Sluiter et al., 2011). Uma quantidade conhecida de
amostra seca, livre de compostos extraiveis (300 mg), foi tratada com 1 mL de acido

sulfurico 72% (v/v), a 25°C, por um periodo de 1h, sob agitacdo constante. Apos este



93

tempo, a mistura foi diluida até uma concentracdo de 3% (v/v) em &cido sulfdrico e a
suspensdo aquecida em autoclave (118°C), por 1 h, para promover a hidrélise total de
oligossacarideos e polissacarideos. Posteriormente, filtrou-se a mistura em cadinho de
Gooch de porosidade 2 (30 mL), previamente tarado. O residuo foi lavado com &gua
quente, seco em estufa até massa constante e a porcentagem de lignina insoltvel em
acido foi determinada em relacdo a massa seca de amostra (Gomide & Demuner, 1986).
O filtrado foi recolhido e aferido em baldo volumétrico de 100 mL para determinagdo da
lignina soltvel em &cido, por espectrofotometria na luz ultravioleta (Dence, 1992).

A composi¢cdo em carboidratos dos substratos celuldsicos foi determinada no
hidrolisado resultante. Aliquotas dos hidrolisados foram filtradas em filtros de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 um e analisadas em sistema cromatografico
Shimadzu modelo LC20AD, desgaseificador de fase mdvel modelo DGU 20A, forno de
aquecimento de coluna modelo CTO20A e detectores modelos RID10A para indice de
refracdo. A analise foi realizada em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad®) a 60°C,
precedida por pré-coluna Cation-H e eluida com fase mével H,SO, 5 mmol.L™, a uma
vazdo de 0,6 mL.min . A quantificagdo foi efetuada por padronizacdo externa, com
base em curvas de calibracdo construidas para cada componente monitorado (celobiose,
glicose, xilose, arabinose e &cido acético), levando-se em conta seus respectivos fatores
de hidrolise acida. Estes fatores, que foram de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glicose,
0,88 para xilose e arabinose e 0,72 para 0 acido acético, serviram para converter cada
componente nos seus respectivos derivados anidro. Os resultados obtidos foram

expressos em relacdo a massa seca do material original.

2.9.1.3 Determinacdo de proteinas totais, acucares, etanol, xilitol,

hidroximetilfurfural, furfural e 4cido acético
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A andlise de proteinas totais foi realizada pelo Laboratorio de Analises e
Pesquisas em Alimentos (LAPA), IB-UCS, de acordo com método Kjeldahl - AOAC
INTERNATIONAL (2011).

Xilose, glicose, etanol e &cido acético foram analisados em HPLC (Shimadzu,
Japdo), usando detector de indice de refracdo equipado com coluna Aminex HPX-87 H
(Bio- Rad Laboratories Ltd, USA). As condigdes da corrida foram: temperatura de
60°C; fluxo de 0,6 mL. min™, usando como fase mével 5mmol.L™* de H,SO,. J4 0 HMF
e furfural foram analisados usando o detector UV/visivel equipado com coluna C18. As
condicdes da corrida foram: temperatura de 30°C; fluxo de 0,5 mL.min™, usando como

fase movel H,0 (0,1% &cido férmico):Metanol (1% acido formico), 90:10 (v/v).

2.10 Célculos dos parametros cinéticos
Os rendimentos de producdo de etanol (Ypsg.g ™) foram definidos como a razéo

entre a quantidade de etanol produzido e os agUcares totais consumidos.

2.11 Desenho experimental para o estudo do efeito de inibidores na producéo de
etanol por Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303, Saccharomyces cerevisiae

CAT-1 e cocultivo

Um desenho fatorial completo 2%, com cinco niveis codificados, totalizando 18
experimentos, foi realizado para verificar a influéncia dos inibidores furfural, HMF e
acido acético na producdo de etanol. O planejamento foi realizado para as linhagens,
individualmente e, também, para o cocultivo. Para o célculo estatistico as variaveis

foram codificadas de acordo com a Eq.(1):

xi = (Xi— Xo)/AXI Eq. 1
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Onde xi é o valor da variavel independente codificada, Xi é o valor real da
variavel independente, Xo é o valor real da variavel independente em relagdo ao ponto
central e AXi é 0 valor de mudanca. Os intervalos e 0s niveis das varidveis investigadas

neste estudo estdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Variaveis do processo e niveis usados no desenho composto central para estudo de producéo de etanol.

Variaveis decodificadas

Ensaio Variaveis codificadas
X X, X; X X, X
1 -1 -1 -1 0,80 0,16 0,16
2 +1 -1 -1 3,80 0,16 0,16
3 -1 +1 -1 0,80 0,64 0,16
4 +1 +1 -1 3,80 0,64 0,16
5 -1 -1 +1 0,80 0,16 0,64
6 +1 -1 +1 3,80 0,16 0,64
7 -1 +1 +1 0,80 0,64 0,64
8 +1 +1 +1 3,80 0,64 0,64
9 -1,68 0 0 0,00 0,40 0,00
10 +1,68 0 0 4,00 0,40 0,00
11 0 -1,68 0 2,00 0.00 0,00
12 0 +1,68 0 2,00 0,80 0,00
13 0 0 -1,68 2,00 0,00 0,00
14 0 0 +1,68 2,00 0,00 0,80
15 0 0 0 2,00 0,00 0,00
16 0 0 0 2,00 0,00 0,00
17 0 0 0 2,00 0,00 0,00
18 0 0 0 2,00 0,00 0,00
X, = &cido acético X, = Hidroximetilfurfural (HMF)  Xs= Furfural

96



97

O modelo quadratico para a predi¢do do ponto 6timo foi expresso de acordo com

aEq. (2)
Yc = fo + X Pixi + X Bijxixj + X Piixi® Eq. 2

Onde ¥ é a variavel de resposta, fo é a constante, #i é o coeficiente para os
efeitos lineares, Bii é o coeficiente para os efeitos quadraticos, Bij € o coeficiente para

a interacdo dos efeitos xixj sdo os niveis codificados das varidveis Xi e Xj.

3. Resultados e Discussao
3.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco pré-tratado apresentou uma coloracdo marrom escuro, diferente do
bagaco in natura, que possui uma cor levemente amarelada. Essa alteracdo de cor pode
estar relacionada com a quebra quimica da lignina e extrativos durante o pré-tratamento
(Sun et al., 2005b). Do mesmo modo, essa coloracdo pode estar relacionada com o0s
produtos de degradacdo de acUcares (caramelizacdo), que sdo gerados em temperaturas
elevadas do pré-tratamento.

Foram pré-tratados 12,2 kg de bagaco com umidade de 12% e, no final, obteve-
se 18,5 kg de biomassa com umidade de 64%. E importante destacar que ndo houve
formacdo de fracdo liquida, utilizando-se apenas a fracdo sélida, que apresentou um
rendimento massico de 90%. Neste caso, a biomassa perdida foi de 10%. Scholl et al.
(2015) estudaram a melhor condicdo de pré-tratamento por explosdo a vapor para o
capim-elefante, sendo que a condicdo com maior rendimento de biomassa (85%) foi
190°C por 6 min e a condigdo com menor rendimento (71%) foi 190°C por 10 min. Os
resultados obtidos com os parametros 190°C por 6 min assemelham-se aos resultados

obtidos neste trabalho.
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Os dados de caracterizacdo do bagaco in natura e do bagaco pré-tratado por
explosdo a vapor estdo apresentados na Tabela 2. A propor¢do de celulose e
hemicelulose apresentou incremento no bagacgo pré-tratado, o que pode ser explicado
pela desestruturacdo da biomassa lignocelulésica, devido a acdo da temperatura
associada ao tempo e a liberacdo dos extraiveis. O teor de lignina total também
aumentou, porque a quantidade de lignina sollvel detectada no bagaco pré-tratado foi
maior. Em relacdo ao teor de proteinas, a quantidade encontrada no bagaco tratado foi
inferior ao bagaco in natura. Em temperaturas superiores a 100°C, as proteinas podem
ser desnaturadas e complexadas com outras substancias, tais como lignina e celulose, o
que inviabiliza sua remocao.

O teor de cinzas encontrados nos dois materiais foi inferior a 3% (Tabela 2).
Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados com BCA por Oliveira et al.
(2012) , que determinou 2,4%, e com Silva et al. (2010), que obteve 2,8% em estudos

com a palha da cana-de-acucar .

Tabela 2. Composicdo quimica (em porcentagem) do bagaco in natura e pré-tratado por

exploséo a vapor.

Componente Bagaco in natura (%) Bagaco pré-tratado (%o)
Rendimento - 90,0
Celulose 35,4+0,3 39,7+0,4
Hemicelulose 53+0,6 16,8 £4,0
Lignina total 23,2+19 30,4 +3,0
Extraiveis 28,5+0,1 -
Proteinas 1,15+0,0 0,3+0,2
Cinzas 09+0,2 25+0,6
Total 94,5 89,6 +

Pelos dados apresentados, a cana-de-aglcar € um material lignoceluldsico que
pode ser utilizado para a producdo de etanol 2G, sendo um recurso renovavel e

abundante. A industria canavieira gera muitos subprodutos, como: palha, melaco,
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bagaco, torta que fica no filtro e aguas residuais (Gongalves et al., 2008). Em média, sdo
gerados 140 kg de bagaco e 140 kg de palha a cada tonelada de cana processada. Ambos
tém alto potencial para serem utilizados como matéria-prima para a produgéo de etanol

2G (Oliveira et al., 2012).

3.2 Hidrolise e fermentacéo separadas

Os estudos de hidrolise e fermentacdo separadas foram conduzidos em
biorreator. O BCA foi tratado termicamente a 100°C no biorreator para evitar
contaminagfes ao longo do processo enzimatico e fermentativo. Entre as cargas
enzimaticas testadas, a que apresentou resultado superior foi de 15 FPU g (dados ndo
apresentados).

A hidrdlise foi conduzida por um periodo de 72 h e a fermentacdo por 48 h,
totalizando 120 h. Na Figura 1, estdo apresentados a producéo de etanol e 0os consumos
de glicose e xilose pela cocultura de S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 e S. cerevisiae
CAT-1 em processo SHF. No periodo de hidrolise, obteve-se uma quantidade total de
acUcares redutores de 20 g.L™ (17 g.L™ de glicose e 3 g.Lde xilose). A producdo de
etanol foi de 11 g.L™ com rendimento de 0,55 g.g™ e produtividade de 0,22 g.L>.h™ A
conversdo de aglicares em etanol superior a conversdo tedrica (0,51 g.g™') pode ser
explicada pelo fato da enzima continuar atuando na etapa de fermentagéo, porque ao ser
inoculada a levedura a enzima n&o foi desativada. E importante destacar que o bagaco
pré-tratado ndo foi detoxificado, pois apresentou baixa concentracdo de inibidores, que
foram determinados por HPLC. Os valores encontrados para HMF e furfural, para a
concentracdo de biomassa usada neste estudo, foram de 05 gL' e 04 glL*
respectivamente. Observou-se um valor relevante de &cido acético no hidrolisado - 1,8

gL
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Gupta et al. (2009) investigaram a producdo de etanol por hidrélise e
fermentagdo separadas de substrato lenhoso da algaroba, utilizando monoculturas de
Saccharomyces cerevisiae e Scherffersomyces (Pichia) stipitis-NCIM 3498. Segundo 0s
autores, foram realizadas as hidrolises acida e enzimatica, para avaliar qual dos métodos
liberava maior quantidade de acglcares redutores, e obtiveram uma quantidade de 18,24
g.L™" com hidrélise 4cida e 37,47 g.L™ com hidrélise enziméatica. A méxima produgao
de etanol foi observada com o hidrolisado enzimatico e a linhagem de S. cerevisiae
(18,52 g.L™"), com rendimento de 0,49 g.g". Os autores usaram 10% de biomassa
lignocelul6sica, sendo que a composicdo quimica da agaroba apresenta maiores
quantidades de celulose e hemicelulose quando comparadas ao bagaco de cana-de-
acucar utilizado neste trabalho, por isso a quantidade de agucares liberada foi maior.

Patle & Lal (2008) investigaram a producéo de etanol a partir de hidrolisados de
residuos de frutas e vegetais, por coculturas de Zymomonas mobilis e Candida tropicalis
e obtiveram um rendimento méximo de 0,45 g.g™ de etanol.

Segundo Taherzadeh & Karimi (2007), quando a concentracdo de celobiose
chega a 6 g.L™, ela pode inibir as enzimas celuloliticas e diminuir sua atividade em até
60%, o que afeta negativamente a producdo de etanol. Levando em conta
conhecimentos como este, foi realizada também a hidrolise e fermentacdo simultaneas,
que simula um processo de batelada alimentada, pois a celobiose vai sendo liberada aos

poucos e ndo inibe a agdo da enzima.
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Figura 1. Producdo de etanol e consumo de glicose e xilose por cocultura de
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 e Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em
processo de hidrolise e fermentacdo separadas. (A) Etanol, (m) glicose, (V) xilose, (0)

acido acético.

3.3 Hidrdlise e fermentacéo simultaneas

A producdo de etanol e consumo de glicose e Xxilose por cocultura de S.
hagerdaliae UFMG- CM Y303 e S. cerevisiae CAT-1 em processo SSF estdo
apresentados na Figura 2. Pode ser observado gque a producdo de etanol foi superior ao
processo conduzido por SHF, atingindo uma producéo de 15 g.L ™. Quando se compara

ao processo de SHF, verifica-se um aumento na producéo de etanol de 27%.
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Figura 2. Conversdao de glicose e xilose em etanol por cocultura de Spathaspora
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 e Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em processo de
hidrolise e fermentacdo simultaneas e avaliagdo da presenca de acido acético sob a

fermentagdo. (A) Etanol, (m) glicose, (V) xilose, (0) acido acético.

Os rendimentos de etanol superiores em SSF em relacdo a SHF podem ser
explicados pelo fato de a glicose ser liberada e fermentada simultaneamente, nédo
exercendo nenhuma atividade inibitéria sobre a enzima (Olofsson et al., 2008). Esse
processo € um dos mais estudados devido a esta vantagem e, também, por ser um
processo mais rapido. E importante destacar que, neste estudo, os dois métodos foram
conduzidos em 120 h, apenas para comparar 0S processos.

Nos dois métodos de fermentacdo, a xilose foi totalmente consumida. No
processo de SHF, o cultivo iniciou com 2,8 g.L™ de xilose, chegando ao final com
nenhum resquicio de xilose. Importante destacar que a xilose s6 foi consumida depois
que a glicose foi exaurida. JA no processo de SSF, a xilose foi sendo liberada e
consumida concomitantemente com a glicose simulando um processo batelada

alimentada.
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Hickert et al. (2013a) investigaram a producdo de etanol e xilitol por
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas de hidrolisado de casca de arroz néo
detoxificada por monocultura de S. cerevisiae ICV D254, por cocultura com
Spathaspora arborariae NRRL Y-48658 e, também, da cocultura entre as duas
leveduras. Os autores obtiveram uma producéo de 14,5 g.L™" de etanol e 3 g.L™ de
xilitol quando o cocultivo foi utilizado. Esses resultados se assemelham aos obtidos
neste trabalho, no entanto, Hickert et al., (2013b) realizaram cultivos em menor escala
(1,5 L), enquanto neste trabalho realizou-se um escalonamento para volumes de

trabalho de 5 L.

3.4 Dindmica de crescimento microbiano no cocultivo

A quantidade de células usadas como inéculo 3x10° células.mL™, neste estudo,
foi determinada em estudos anteriores (dados ndo apresentados), através da otimizacao
da quantidade de inéculo 3x10® células.mL™. Com essa concentracdo de células,
admite-se baixo nivel de crescimento e a existéncia de fermentacdo. Foram realizadas
coletas durante o cultivo para monitorar a quantidade de coldnias de cada linhagem

(Figura 3).
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Figura 3. Perfil populacional na cocultura de Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-
Y303 e Saccharomyces cerevisiae CAT-1. (a) Hidrolise e fermentacdo separados. (b)
Hidrolise e fermentacdo simultaneas. (e) Saccharomyces cerevisiae CAT-1 (o)
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303.

Como pode ser observado na Figura 3, o emprego da metodologia proposta por
Pasqual et al. (1990) para estudar a dindmica de crescimento de leveduras na presenca
de leveduras killer pode ser aplicada com éxito no presente trabalho. Verifica-se que a

concentracdo de células vidveis de ambas as linhagens manteve-se praticamente

constante durante o processo fermentativo, indicando a ndo interferéncia entre as
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linhagens e, a0 mesmo tempo, sugerindo a conveniéncia do cocultivo de S. cerevisiae
CAT-1 e S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303.

Na literatura, ndo ha trabalhos que descreva a dinamica de crescimento de
leveduras na producdo de etanol 2G, o que limita a discussdo deste topico. No entanto,
destaca-se a importancia do desenvolvimento desta metodologia, que permite
acompanhar a dindmica populacional das leveduras em cocultura, que também pode
detectar interferéncias da composicao dos meios, uma vez que meios sintéticos possuem
uma formulagdo diferente dos meios constituidos de hidrolisados, o que afeta o

crescimento dos microrganismos.

3.5 Avaliacéo da influéncia dos inibidores na producéo de etanol 2G

Como ja& mencionado neste trabalho, os compostos inibidores presentes no
hidrolisado nédo afetaram a producéo de etanol pelo fato da concentragcdo determinada
ter sido baixa. Com a finalidade de identificar as concentragbes que afetam a producgéo
de etanol, um planejamento experimental foi desenvolvido para cada monocultura e
para o cocultivo, onde as concentracdes de HMF e furfural variaram de 0,16 2 0,8 g.L ™.
J4 a concentragdo de 4cido acético variou de 0,8 a 4 g.L™ (Tabela 2).

Por meio do planejamento, foi possivel observar que a linhagem de S.
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 ¢ bastante sensivel a presenca de inibidores, o que ndo
acontece com a linhagem de S. cerevisiae CAT-1 e com o cocultivo. Observou-se que 0
componente que exerceu maior influéncia foi o acido acético (Tabela 2).

Segundo Modig et al. (2002), compostos inibitérios como HMF e o furfural
podem diminuir a atividade das enzimas aldeido desidrogenase, piruvato desidrogenase

e alcool desidrogenase. Alguns autores relatam o uso de hidréxido de calcio e carvéo
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ativado para a remocéo de inibidores (Martinez et al., 2000; Chandel et al., 2007; Gupta
et al., 2009).

Gupta et al. (2009) fizeram uso de hidréxido de célcio seguido por adsorcao
com carvao ativado para a detoxificacdo do hidrolisado de madeira e observaram que a
maioria dos compostos inibitdrios foi removido, com excecdo do acido acético, que foi
removido parcialmente. Taherzadeh et al. (2000) relatam que o &cido acético inibe a
producdo de etanol em concentracdes superiores a 20 g.L™. No entanto, neste estudo, 0s
resultados mostram que concentracdes de acido acético acima de 2 g.L™ inibem a
producdo de etanol por S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para as monoculturas e para o
cocultivo. ConcentracBes de &cido acético superiores a 3,8 g.L™, combinadas a
concentragfes mais elevadas de HMF e furfural, inibem a producdo de etanol, também,
para S. cerevisiae CAT-1 e para a cocultura.

No caso do cocultivo, a alta significancia dos efeitos lineares do acido acético e
do furfural e, também, dos efeitos da interacdo entre o 4&cido acético e o
hidroximetilfurfural, indicam que estas variaveis interferem negativamente na producgéo
de etanol. O modelo reduzido da equacdo polinomial de segunda ordem pode ser

expresso conforme a Eq 3.
¥, = —1,496x, — 0,786x, + 0,368x, x, Eq. 3

Onde ¥, representa o valor de concentracdo do etanol em funcdo do &cido

acético (x4), furfural (x3) e interagdo entre acido acético (x,) e hidroximetilfurfural
(x5) -

ANOVA mostrou que o modelo foi altamente significativo (p < 0,000007), com

R?= 0,97, o que significa que 97% da variacdo total é explicada pelo modelo. Isto
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sugere uma representacao satisfatéria do modelo de processo e uma boa correlacéo entre

os valores experimentais e os preditos.

O diagrama de Pareto foi usado para mostrar os efeitos dos inibidores estudados,
suas interacdes e sua influéncia na producéo de etanol. Este diagrama compreende um
gréfico de barras horizontais que estd associado aos efeitos de cada variavel,
individualmente, e suas interacdes, na qual o efeito é tdo mais significativo quanto mais
a direita da linha pontilhada estiver, no nivel de significancia de 95% de confianca,

confirmando os resultados obtidos pela Figura 4.

O célculo dos efeitos lineares e quadraticos indica 0 quanto deve ser grande o
efeito para ter significado estatisticamente. Na Figura 4, é possivel observar que as
variaveis 1 e 3 linear tiveram efeitos significativos e, também, a interacdo entre as
variaveis 1 e 2. Os efeitos quadraticos das varidveis ndo foram estatisticamente

significativos. Verifica-se que o acido acético € o inibidor que exerce maior influéncia.

(D)A. acético(L) -10,3426
(3)Furfural(L) -4,04887
A. acético L por HMFL 2,562675
(QHMF(L) %2,1496
A. acéticoL por FurfuralL 23,063521
FurfuralL por HMFL -12,01379
A. acético(Q) -,590472
Furfural(Q) ,1097027
HMF(Q) -,104175
P=:05

Figura 4. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes: Acido acético, hidroximetilfurfural e furfural sobre a variavel

dependente: producdo de etanol.
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Tabela 3. Resultados de producéo de etanol por Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-
Y303 e Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em diferentes concentracdes de acido acético,

hidroximetilfurfural e furfural.

Variaveis decodificadas Etanol
X1 X5 X3 S. hagerdaliae S. cerevisiae Cocultivo
0,80 0,16 0,16 1,20 5,25 3,80
3,80 0,16 0,16 0,00 0,00 0,00
0,80 0,64 0,16 0,00 3,76 3,32
3,80 0,64 0,16 0,00 0,00 0,10
0,80 0,16 0,64 0,00 3,70 3,75
3,80 0,16 0,64 0,00 0,00 0,00
0,80 0,64 0,64 0,00 2,94 1,20
3,80 0,64 0,64 0,00 0,00 0,00
0,00 0,40 0,00 0,90 3,64 4,75
4,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00
2,00 0,00 0,00 0,00 3,28 3,21
2,00 0,80 0,00 0,00 1,52 3,29
2,00 0,00 0,00 0,00 3,46 3,46
2,00 0,00 0,80 0,00 1,61 1,87
2,00 0,00 0,00 0,00 3,16 3,26
2,00 0,00 0,00 0,00 3,28 3,21
2,00 0,00 0,00 0,00 3,23 3,32
2,00 0,00 0,00 0,00 3,22 3,28
X,= Acido acético X,= Hidroximetilfurfural (HMF)  Xs= Furfural
4. Concluséao

Os acgucares liberados da hidrdlise enzimatica de bagaco de cana-de-agucar

foram consumidos e ha a producdo de etanol em cocultura de S. cerevisiae CAT-1 e S.

hagerdaliae UFMG-CM-Y 303, tanto em hidrélise e fermentacdo separadas como em

hidrélise e fermentacdo simultaneas. A producdo de etanol obtida com o processo de

cofermentacdo e hidrolise simultdneos sdo superiores aos resultados obtidos no processo

de hidrdlise e cofermentacdo separados. O cocultivo € promissor, pois hd a converséo

tanto da glicose quanto da xilose. A concentracdo de inibidores presentes no hidrolisado

ndo afeta a producdo de etanol, no entanto, estudos em meio sintético com

concentracdes superiores destes compostos mostram que eles sdo prejudiciais e

interferem negativamente na producéo de etanol.
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3.4. Artigo IV

Incremento no consumo de xilose e producdo de etanol por um variante genético de
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y 303 obtido por mutagénese e selecdo em 2-

deoxiglicose

Este artigo descreve a selecdo de variantes genéticos de Spathaspora hagerdaliae
UFMG-CM-Y 303 obtidos por mutagénese através do uso de radiacdo ultravioleta (UV)
e meio contendo xilose e 2-deoxiglicose. O variante genético selecionado em meio
sintético também foi avaliado em fermentacGes contendo bagaco de cana-de acglcar

(BCA) hidrolisado por complexo enziméatico comercial de celulases.
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Resumo

Lignoceluldsicos, quando submetidos a hidrélise enzimatica, liberam misturas
de xilose e glicose. Para aumentar os rendimentos e viabilizar a produgéo de etanol 2G,
€ necessario um microrganismo capaz de fermentar concomitantemente estes acgucares.

Neste estudo, foram selecionados variantes de Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-



116

Y303 — uma levedura que fermenta glicose e xilose — para crescer em meio sintético
contendo xilose e 2-deoxiglicose, apos terem sido submetidos a mutagénese por
radiacdo ultravioleta. Um variante denominado M13 foi selecionado por ter apresentado
maior producéo de etanol e foi submetido a pressédo de selecdo em meio contendo xilose
e 2-deoxiglicose, gerando o clone que foi denominado M13B. A linhagem parental, o
variante M13 e o clone M13B foram estudados quanto a fermentacdo de misturas de
glicose e xilose em meio sintético, sendo que a linhagem parental e variante M13 foram
submetidos a fermentacdo de bagaco de cana-de-acucar (BCA) hidrolisado
enzimaticamente, sendo avaliado o consumo de xilose, glicose e a producédo de etanol.
O estudo em meio sintético formulado com misturas de glicose e xilose mostrou que
M13 produziu cerca de 36% mais etanol do que o parental, enquanto o clone M13B,
apresentou grande reducdo da producéo de etanol e baixo consumo de glicose, mesmo
em relacdo ao parental. O estudo no meio formulado com bagaco de cana-de aclcar
(BCA) pré-tratado por explosdo a vapor e hidrolisado enzimaticamente corroborou a
superioridade da linhagem M13, produzindo 68% mais etanol em relacdo a linhagem

parental.

1. Introducéo

A crescente preocupacdo com a mudanca climatica mundial, o esgotamento dos
combustiveis fosseis e a alta demanda de energia tem estimulado o desenvolvimento de
combustiveis alternativos, como o etanol proveniente de fontes amilaceas e sacarinas e,
mais recentemente, o etanol 2G (Gupta. et al., 2009). O etanol 2G é proveniente de
residuos agricolas, como sabugo e palha do milho, casca de arroz, bagaco e palha de

cana-de-acgucar, casca de soja, restos de madeira, entre outros, que sdo atualmente
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descartados ou empregados em pequenas quantidades como fertilizantes (Dias et al.,
2012; Sarkar et al., 2012).

No processo de produgdo do etanol 2G, que envolve o pré-tratamento da
matéria-prima e a hidrdlise enzimética, os dois agUcares majoritarios presentes nos
lignocelul6sicos hidrolisados sdo a glicose e a xilose (Canilha et al., 2010). No entanto,
0 microrganismo mais comumente usado para fermentacéo, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, metaboliza apenas glicose e ndo dispde de sistemas enzimaticos para utilizar
a xilose (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Hande et al., 2013). Portanto, um dos grandes
problemas da producdo de etanol 2G ¢ a indisponibilidade de um microrganismo que
fermente concomitantemente glicose e xilose (Chen, 2012).

Para a etapa fermentativa do processo de etanol 2G, uma alternativa que vem
sendo estudada € o emprego de cocultivos, onde um microrganismo tradicional é usado
para fermentar a glicose associado a outro para fermentar a xilose (Ashoor et al., 2015).
Também, esforcos tém se concentrado no desenvolvimento de novos microrganismos
utilizando engenharia metabodlica (Ingrand & Dora, 1995; De Sales et al., 2015).

Mesmo as leveduras com capacidade de fermentar xilose e glicose ndo utilizam
os dois aclucares concomitantemente. Verifica-se que a utilizacdo da xilose ocorre
somente ap6s o consumo da glicose (Cheng et al., 2008). Um dos principais problemas
é a limitacdo do transporte de xilose para dentro da célula, pois a absorcao de xilose é
mediada pelo mesmo sistema de transporte da glicose (Hamacher et al., 2002). A
limitacdo pode ocorrer devido ao sistema de transporte possuir menor afinidade pela
xilose quando comparado a glicose e, também, devido a repressao catabélica que ocorre
na presenca de glicose (Koétter et al.,1993; Eliasson et al., 2000).

Uma alternativa para que o sistema de transporte aumente a absorcdo de xilose

seria a reducéo da atividade da hexoquinase ou da glucoquinase, pois acumalaria glicose
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na célula. Sabe-se que a 2-deoxiglicose (2DOG), um analogo da glicose, que embora
seja fosforilada a 2-DOG-6-fosfato (2-DOG-6-P) na célula, ndo é metabolizada, mas
também ndo existe a metabolizacdo de outros substratos que estejam presentes, levando
a célula a morte. Entretanto, alguns variantes genéticos, espontaneos ou induzidos por
agentes mutagénicos, conseguem metabolizar outros agucares e crescer, mesmo na
presenca de 2-DOG (Martin et al., 1977; Gancedo et al., 1986; Sanz et al., 1994).
Kahar et al. (2011) isolaram mutantes em uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae
com o uso de mutagénese e 2-DOG que apresentaram maior consumo de xilose, mesmo
na presenca de glicose. Deste modo, uma levedura que fermenta xilose poderia
aumentar a quantidade de etanol proveniente de xilose, quando na presenca de glicose,
com um mutante que tivesse a absorc¢ao de xilose favorecida (Eliasson et al., 2000).
Assim, o principal objetivo deste estudo foi selecionar células de Spathaspora
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 com capacidade de crescer em meio sintético contendo
xilose e 2-DOG, apds terem sido submetidos a radiacdo ultravioleta. Posteriormente, o
variante genético selecionado foi submetido a pressdo de selecdo e crescido em meio
sintético e, também, em meio com hidrolisado de BCA, para avaliar o consumo de

ambos os acgucares e a producdo de etanol.

2. Materiais e Métodos
2.1 Microrganismos e manutencéo das células

A linhagem de levedura usada neste trabalho, S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303,
foi gentilmente cedida pelo prof. Dr. Carlos Augusto Rosa, da Universidade Federal de
Minas Gerais. A linhagem foi isolada de amostras de madeira em decomposi¢cdo no
Patriménio Natural Reserva de Serra Bonita. As culturas estoque foram mantidas em

20% de glicerol apos crescimento e 80% de suspensdo celular crescida em meio
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contendo (em g.L™): extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona bacteriolégica,

5; e xilose, 10. As celulas foram armazenadas em glicerol em freezer a -80 °C.

2.2 Meio usado para o cultivo

Para o crescimento das células, foi utilizado meio-YMPX, composto por (em
g.L™): extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona bacterioldgica, 5; e xilose, 20.
O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 min. Para o teste de linhagens obtidas a partir

da mutagénese, foi usado o meio YPMX, com adicéo de 20 g.L™ glicose (YPMXG).

2.3 Mutagénese com luz ultravioleta (UV)

As células de levedura foram crescidas em 5 mL de meio YMPX, em frascos
Erlenmeyers de 25 mL, em shaker por um periodo de 24 h, agitacdo de 180 rpm e 28°C.
Apos o cultivo, 1 mL de suspenséo celular foi misturada a 19 mL de &gua esterilizada
numa placa de Petri com didmetro de 13 cm. A suspensdo foi exposta a luz UV,
mantendo uma distancia de 50 cm, por um periodo de 15 min. Em seguida, foram
coletados 100 pL de suspensdo celular e espalhados em meio sélido YMPX com adicao

de 0,5% (m/v) de 2-deoxiglicose. O crescimento microbiano ocorreu na auséncia de luz.

2.4 Selegdo de mutantes em 2-DOG e cultivo em meio com glicose e xilose

Vinte e uma coldnias cresceram no meio contendo 2-deoxiglicose e xilose e
foram repicadas separadamente em novas placas contendo 0 meio YMPX. As colbnias
foram crescidas por um periodo de 96 h, em estufa a 28°C. Em seguida, foram repicadas
para novas placas. O processo se repetiu por sete geracGes. Cada linhagem obtida foi
testada em meio liquido YMPGX. Os cultivos foram realizados por um periodo de 72 h,

em frascos Duran de 50 mL, contendo 10 mL de meio, em shaker em temperatura de 28
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°C. Apds 72 h foram avaliados os consumos de glicose e xilose e a producdo de etanol
dos 21 variantes e do parental. O variante que apresentou os resultados mais
promissores em relagdo ao consumo de Xilose e & producdo de etanol foi selecionado

para o processo de pressao de selecéo.

2.5 Presséo de selegcdo

A linhagem M13 foi cultivada em meio YMPX com adicéo de 0,5% (m/v) de 2-
deoxiglicose. A colbnia que apresentou maior crescimento apds 96 h foi repicada em
um novo meio contendo YMPX com adicdo de 0,75% de 2-deoxiglicose; novamente, a
coldnia que mais cresceu, apds 96 h, foi repicada em um meio contendo YMPX com
adicdo de 1% (m/v) de 2-deoxiglicose. ApOs esse procedimento, a coldnia que
apresentou maior crescimento foi repicada por sete geragdes em meio YPMX para
estabilizacdo da célula.

Ao final do processo, cultivos foram realizados em meio liquido YMPGX,
comparando os clones selecionados e o parental. Os cultivos foram realizados por um
periodo de 72 h, em frascos Duran de 50 mL, contendo 10 mL de meio, em shaker a

28°C.

2.6 Cultivo em meio formulado com bagaco de cana-de-acUcar hidrolisado

O BCA pré-tratado por explosao a vapor foi hidrolisado por um periodo de 72 h,
em frascos Erlenmeyers de 250 mL com um volume total de 100 mL, incluindo o BCA
(30 g.L™Y), o tampéo citrato 50 mmol. L™ pH 4,8, a enzima e Celluclast® da Novozymes
(15 FPU.g™M) e o indculo. Estes foram mantidos a 50°C. Ap6s esse periodo, a
temperatura foi reduzida para 28°C, o pH ajustado para 4 e o BCA hidrolisado foi

suplementado com 0,1% (m/v) sulfato de amonio e 0,4% (m/v) de Crude yeast extract.
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Inoculou-se 1x10®° mL™? células de S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 e o tempo de

fermentacdo foi de 72 h.

2.7 Determinacéo de acgucares e etanol

A xilose, a glicose e o etanol foram analisados em HPLC (Shimadzu, Japéo),
usando detector de indice de refracdo equipado com coluna Aminex HPX-87 H (Bio-
Rad Laboratories Ltd, USA). As condicBGes da corrida foram: temperatura de 60°C,

fluxo de 0,6 mL.min™* usando como fase mével 5 mmol.L™* de H,SO,.

2.8 Calculos dos parametros cinéticos
Os rendimentos de producéo de etanol (Ypsg.g ) foram definidos como a razdo

entre a quantidade de etanol produzido e os acUcares totais consumidos.

3. Resultados e Discusséo

A partir da mutagénese e selecdo em meio contendo 0,5% (m/v) de 2-
deoxiglicose foram selecionados 21 col6nias variantes. Essas colénias foram repicadas
por sete geracOes para estabilizacdo. Os variantes foram identificados como: M1 a M21.
Ao final da estabilizagdo, as “novas” linhagens foram cultivadas em meio liquido e
comparadas com a linhagem parental. Os resultados sdo plotados na Figura 1, onde se
observa que a linhagem que se destacou em relacdo ao parental foi M13. Enquanto o
parental produziu 2,4 g.L™ de etanol, a linhagem M13 produziu 3,4 g.L?, o que

representa um aumento de 41%.
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O emprego de mutagénese e selecdo em 2-DOG gerou variagdo entre clones para
consumo de glicose e xilose, como observado por Kahar et al. (2011), que trataram
células de S. cerevisiae com metanosulfonato de etila e selecdo em 2-DOG e obtiveram
nove mutantes para aumento da capacidade de absorcdo de xilose. Um clone,
denominado M2, foi o que apresentou melhores resultados quando comparado a
linhagem parental, pois apresentou uma absorcéo de xilose quatro vezes maior do que a
linhagem selvagem. A metabolomica mostrou maior atividade na via das pentoses
fosfato dos mutantes e, segundo os autores, foi o primeiro trabalho a verificar que o uso
de técnicas de mutacdo podem aumentar a absorcéo de xilose.

A linhagem M13 foi escolhida para as etapas posteriores do estudo e foi
submetida a novo processo de pressao de selecdo com 2-DOG. Apds 0s sucessivos
cultivos em placas e estabilizacdo das células, foram realizados cultivos comparando a
linhagem parental, a linhagem M13 e a nova linhagem M13B. Os resultados estdo
apresentados na Figura 2. Enquanto o parental produziu 3,8 g.L™ de etanol, a linhagem
M13 produziu 5,2 g.L™. J& a linhagem M13B, a qual foi submetida & presséo de selecdo,

produziu 0,8 g.L™* de etanol.
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Figura 2. Producdo de etanol e consumo de xilose e glicose por (a) Spathaspora
hagerdaliae UFMG-CM-Y303 (b) M13 (c) M13B. Glicose (m); xilose ('V); etanol (A).

Os resultados sdo apresentados como médias das duplicatas.
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Os dados apresentados na Figura 2, assim como 0s apresentados na Figura 1,
demonstram claramente que a mutagénese e selecdo em meio com 2-DOG produziu
variacdo na linhagem S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 tanto na fisiologia de consumo
de glicose e xilose como na producdo de etanol. A linhagem M13 mostrou consumo
mais rapido de glicose em relagdo a linhagem parental e também maior consumo de
xilose nas primeiras vinte horas, com consequente maior producéo de etanol em relacéo

ao parental, chegando a um aumento de 41%.

O maior consumo de xilose da linhagem M13 pode ser explicado tanto pelo
consumo mais rapido de glicose, fazendo com que o consumo de Xilose ocorresse mais
precocemente ou, alternativamente, pode indicar que o consumo de Xxilose iniciou-se
ainda na presenca de glicose no meio, 0 que esta de acordo com o objetivo do trabalho
no isolamento de mutantes que crescem em Xilose na presenca de 2-DOG. Segundo
Sanz et al. (1994), células resistentes a 2-DOG ndo apresentam repressdo catabdlica e
podem consumir concomitantemente glicose e xilose. As alteracdes sofridas na
linhagem M13 precisam ser esclarecidas e estudos de genémica precisam ser realizados
para justificar os resultados, mas os dados obtidos neste estudo posicionam a linhagem
M13 como uma linhagem melhorada para a producdo de etanol em meios constituidos
de glicose e de xilose. Estudos da rota metabdlica podem esclarecer as modificacdes
causadas durante a mutagénese comparando a linhagem parental com a M13, tal como
observaram Flipphi et al. (2003), em Aspergillus nidulans, em que resistentes parciais
para 2-DOG tratavam-se de mutantes para a enzima hexoquinase, enquanto que a
mutacdo obtida para a enzima glucoquinase, referente a repressao catabolica, diminuiu o

metabolismo de algumas substancias, acarretando deficiéncias nutricionais.

Embora o variante M13B tenha diminuido consideravelmente a quantidade de

etanol liberado em relacdo a linhagem parental, trata-se de uma linhagem interessante
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para ser trabalhada, em vista de ter apresentado diminuicdo relevante no consumo de
glicose, no entanto, apresentou consumo de xilose ja nas primeiras 20 h.

Foram, também, realizados cultivos com a linhagem parental e a linhagem M13
em meio com BCA hidrolisado pré-tratado por explosdo a vapor (Figura 3). Observa-se
que os dados de producdo de etanol apresentam pequenos valores de desvios e
permitem afirmar que os niveis de 3,2 g.L™ apresentados pelo variante M13 s&o

superiores em 68% em relacdo aos valores (1,9 g.L™) da linhagem parental de S.

hagerdaliae UFMG-CM-Y303.
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Figura 3. Producdo de etanol e consumos de xilose e glicose em meio com bagaco de
cana-de-acUcar hidrolisado por processo de sacarificacdo e fermentacdo separados
conduzidos em microaerofilia. (a) Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303. (b)
M13. Glicose (m); xilose ('V); etanol (A). Os resultados sdo apresentados como médias

das duplicatas.

Os dados de cultivo em meio contendo BCA hidrolisado (Figura 3) indicam que
a linhagem variante M13, proveniente de S. hagerdaliae UFMG-CM-Y 303, trata-se de
uma linhagem que pode ter importancia tecnoldgica para aplicagdo em processos de

fermentagdo de hidrolisados enzimaticos de BCA ou de outros lignocelulosicos
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hidrolisados, visto que, nas condi¢fes do estudo realizado, houve o consumo total da

glicose e da xilose antes de 50 h de cultivo.

4. Concluséao

A fermentacdo de todos os agucares liberados na hidrélise enzimatica do bagaco
de cana-de-agUcar € um requisito para o aumento dos rendimentos de biomassa em
etanol e, também, para tornar a producdo de etanol 2G economicamente viavel. No
presente trabalho, mostrou-se que acréscimos no rendimento de etanol podem ser
obtidos via alteracdo genética de linhagens envolvendo estratégias de mutagénese e
selecdo em 2-DOG para crescimento. Um variante genético (M13) de S. hagerdaliae
UFMG-CM-Y 303 mostrou aumentos de rendimentos de etanol com o consumo de todos
0s agUcares liberados de BCA hidrolisados enzimaticamente, sendo, portanto, relevante
entender a causa das variagOes observadas na linhagem M13, utilizando estudos de

secretomica e metaboldmica.
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4. DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho, microrganismos ndo convencionais foram utilizados com a
finalidade de verificar seu potencial para fermentacdo de xilose, conforme relatos
existentes na literatura, resultando em dados que constituiram quatro artigos. Um
resumo dos principais resultados obtidos na realizagdo do presente trabalho estd
apresentado na Tabela 3.

O screening realizado em condicOes aerdbias e anaerdbias resultou na selecdo da
levedura Spathaspora hagerdaliae, devido ao seu potencial para fermentacdo de
pentoses. Cultivos realizados em frascos, sob condi¢fes aerdbias e microaerofilicas em
meios constituidos por diferentes substratos, indicaram que S. hagerdaliae tem um
desempenho superior para producdo de etanol em condi¢des microaerofilicas e pH
controlado em 5,0, no decorrer do cultivo.

Nos cocultivos realizados com Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e S.
hagerdaliae UFMG-CM-Y303, esta ultima foi habil em fermentar xilose em pH 4,0,
inferior ao 6timo da monocultura (pH 5,0). Foi possivel avaliar a dindmica de
crescimento das duas linhagens através do uso de meio diferencial WLN, o que
possibilitou analisar o comportamento dos microrganismos durante 0 processo
fermentativo. Diferentes estratégias de indculo mostraram que S. cerevisiae CAT-1 tem
uma predominancia no crescimento na fermentacdo quando a quantidade inicial de
celulas das duas linhagens é igual.

O cocultivo entre as duas leveduras apresentou resultados relevantes para a
fermentacdo de BCA hidrolisados conduzidos sob diferentes processos (SHF e SSF).
Em SSF, foram observados valores de producéo de etanol proximos a converséo teorica.
Ja nos cultivos conduzidos em SHF foram observados valores de produgéo de etanol

inferiores ao processo SSF. O bagaco pré-tratado ndo foi previamente detoxificado,
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devido a baixa quantidade de inibidores presentes. Deste modo, um planejamento
experimental foi realizado com a finalidade de determinar as quantidades limites de
substancias inibitorias (acido acético, HMF e furfural), capazes de interferir na
producéo de etanol no cocultivo. Observou-se que a combinagdo das trés substancias -
4cido acético, HMF e furfural - em quantidades superiores a 3,8 (g.L™), 0,64 (g.L™) e
0,64 (g.L™), respectivamente, prejudicam a producéo de etanol em meio sintético.

Além da presenca de inibidores nos meios constituidos de BCA hidrolisado,
existe o problema da repressdo catabdlica, exercida pela presenca de glicose. O variante
genético M13 foi obtido da linhagem S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 a partir da
selecdo em meio com 2-deoxiglicose e mutacdo com luz ultravioleta (UV). Apos a
estabilizacdo das células, o variante foi utilizado para a fermentacdo de BCA
hidrolisado apresentou resultados de producéo de etanol superiores a linhagem parental,

de3,2e1,9g.L™, respectivamente.



Tabela 3. Resumo dos principais resultados obtidos na realizacao deste trabalho.

Artigo

Conc. Etanol

Linhagem Condigéo Substrato QL) Yes(@.9) Qp(gLth?)
Xilose 3,8 0,18 0,31
Aerdbia em frasco Glicose 27 0,15 0,14
Xilose/glicose 4,3 0,25 0,23
Xilose 3,4 0,33 0,14
1 Spathaspora hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 Microaerofilica em frasco Glicose 5,6 0,28 0,24
Xilose/glicose 5,8 0,39 0,25
Microaerofilica em biorreator - pH livre Xilose/glicose 6,7 0,26 0,28
Microaerofilica em biorreator - pH 5,0 Xilose/glicose 9,5 0,31 0,39
Microaerofilica em biorreator - pH 5,0 BCA hidrolisado* 5,7 0,47 0,24
. Glicose 4,3 0,26 0,28
Aerodbia em frasco . .
Saccharomyces cerevisiae Xilose/glicose 2,2 0,24 0,14
CAT-1 _ . Glicose 4.4 0,27 0,30
2 Microaerofilica em frasco . .
Xilose/glicose 2,5 0,35 0,17
Cocultivo Microaerofilica em biorreator - pH livre Xilose/glicose 4,9 0,28 0,2
ultiv
Microaerofilica em biorreator - pH 4,0 Xilose/glicose 8,2 0,48 0,34
Microaerofilica ?énHtizlg)rreator - pH livre BCA hidrolisado* 11 0,55 0,22
3 Cocultivo ) » _ _
Microaerofilica em biorreator - pH livre BCA hidrolisado* 15 013
(SSF*)
Microaerofilica em frasco Xilose/glicose 3,8 0,18 0,08
4 Spathaspora hagerdaliae Microaerofilica em frasco Xilose/glicose 52 0,24 0,11
M13 Microaerofilica em frasco BCA hidrolisado* 1,9 0,32 0,04
Microaerofilica em frasco BCA hidrolisado* 3,2 0,48 0,07

*BCA: Bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por explosdo a vapor

*SSF: Sacarificacdo e fermentacéo simultaneas *SHF: Hidrolise e fermentacéo separada
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho, nas condicgdes testadas,
possibilitam concluir que:

- Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303 converte xilose a etanol;

- condi¢Bes microaerdfilas favorecem a produgdo de etanol, enquanto condicdes
aerdbias favorecem a producdo de biomassa para as linhagens Meyrozyma guilliermondii-2
ITF, Meyrozyma quilliermondii-1  ATM, Scheffersomyces stipitis UFMG-43-2,
Kluyveromyces marxianus UFMG-HB63-b;

- a otimizacdo dos parametros de pH e quantidade de indculo favorecem a producéo de
etanol;

- 0s cultivos em biorreatores com pH do meio controlado aumentam o rendimento de
etanol quando comparados aos cultivos com pH livre;

-omeio WLN possibilita a diferenciacdo das linhagens e é uma ferramenta importante
para estudar a dinamica de crescimento das leveduras em cocultivos;

- a combinacdo entre S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 e S. cerevisiae CAT-1 aumenta
a producdo de etanol em meio sintético contendo glicose e xilose;

- 0 processo de fermentacdo conduzido por SSF é mais eficiente do que o processo
conduzido por SHF;

- a quantidade de substancias inibitdrias em meio sintético, simulando meios de
hidrolisados, afeta a producéo de etanol;

- acréscimos no rendimento de etanol sdo obtidos via alteracdo genética de linhagens
envolvendo estratégias de mutagénese e selecdo em 2-DOG para crescimento;

- 0 variante genético (M13) de S. hagerdaliae UFMG-CM-Y303 mostra aumentos de
rendimentos de etanol com o consumo de praticamente todos os agucares em meio sintético e

no meio com BCA hidrolisado;
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- a linhagem M13B apresentou diminui¢do da producao de etanol apos ser submetida a
pressdo de selecao.

Em concluséo, os estudos realizados neste trabalho, demostraram que S. hagerdaliae
UFMG-CM-Y303 é uma levedura promissora para a fermentacdo concomitante de hexoses e
glicose, o que contribui para a producdo de etanol de 2G. Também pode-se observar que o
processso fermentativo conduzido por SSF usando cocultura resultou em concentracfes de
etanol superiores ao processo conduzido por SHF. Diferentes estratégias de inoculo
possibilitaram avaliar a dindmica de crescimento da cocultura durante a fermentacdo. Enfim,
0s resultados obtidos sdo importantes porque contribuem com o aprimoramento e

desenvolvimento da tecnologia de producéo do etanol 2G.
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6. PERSPECTIVAS

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, verificaram-se algumas oportunidades
para 0 aprimoramento e continuidade do projeto desenvolvido. Assim, algumas sugestdes de
trabalhos futuros incluem:

- avaliar a dindmica de crescimento do cocultivo em biorreatores utilizando diferentes
proporcdes de inoculo;

- realizar cocultivos com bagaco de cana-de-acucar hidrolisados enzimaticamente, com
aumento de escala;

- avaliar a tolerancia ao etanol da linhagem Spathaspora hagerdaliae e do variante
genético M13;

- aplicar o cocultivo em capim-elefante e outros lignoceluldsicos hidrolisados
enzimaticamente, avaliando a dindmica de crescimento das linhagens;

- realizar estudos de genémica com as linhagens M13 e M13B, com a finalidade de
observar as mudancas ocorridas na sequéncia do genoma dos variantes;

- realizar cultivos em batelada alimentada com a finalidade de avaliar a inibi¢édo pelo
subtrato sob a linhagem Spathaspora hagerdaliae;

- aplicar o variante genético em estudos de cocultura em meios formulados com bagaco
de cana-de-acucar e capim-elefante hidrolisados enzimaticamente, além de avaliar a dindmica

de crescimento dessa nova linhagem.
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