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RESUMO

Os materiais lignocelulésicos sdo uma grande fonte de polissacarideos que
podem ser bioconvertidos a produtos de alto valor agregado, como etanol, a
partir do emprego de pré-tratamentos e fermentacdo. O pré-tratamento de
hidrolise acida diluida produz um hidrolisado rico em pentoses e hexoses, mas
muitas vezes pode conter subprodutos toxicos aos microrganismos, que podem
inibir o metabolismo e a multiplicacdo celular. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi promover a adaptacdo gradativa de Spathaspora arborariae ao
hidrolisado de casca de soja (HCS) com o intuito de avaliar o efeito do
processo adaptativo na producéo de etanol e xilitol. O hidrolisado (concentrado
4 vezes, pH 5,0) foi obtido através de hidrdlise acida diluida. A levedura S.
arborariae foi repicada por 10 vezes consecutivas (a cada 48 h) em meio misto
contendo inicialmente 25% de HCS, apés o décimo repiqgue o teor de
hidrolisado no meio foi elevado para 50%, repetindo o processo até se obter o
cultivo em meio contendo 90% de hidrolisado. As leveduras resultantes do
crescimento do décimo repique de cada concentracdo foram cultivadas sobre
HCS puro por 108 horas a 30°C e 180 rpm, assim como a cepa nao adaptada
(controle). As cepas adaptadas apresentaram um aumento na velocidade de
producdo e produtividade volumétrica de etanol e glicerol, de 0,060 g.L™*.h™* de
etanol e 0,008 g.L™.h™* de glicerol pela cepa controle, para 0,085 g.L".h™ de
etanol e 0,012 g.L™*.h™* de glicerol pela cepa adaptada a 90% de hidrolisado.
Houve o consumo maximo de glicose em 12 horas e de xilose em 24 horas
pelas cepas adaptadas, enquanto que na cepa controle o consumo maximo foi
observado apenas em 24 horas para glicose e 72 horas para xilose. Ao fim do
cultivo o rendimento da converséo de xilose a xilitol pela cepa adaptada a 50%
de hidrolisado foi de Yy = 0,42, enquanto que para a cepa adaptada a 25% de
hidrolisado obteve rendimento de apenas Yys = 0,07. Esses resultados
demonstram a esperada melhoria do rendimento da fermentagcdo devido a
adaptacédo progressiva dessa espécie ao HCS.



ABSTRACT

The lignocellulosic materials are a great source of polysaccharides that can be
bioconverted into high value-added products, such as ethanol, from the use of
pretreatments and fermentation. Diluted acid hydrolysis pretreatment produces
an hydrolyzate rich in pentoses and hexoses, but can often contain toxic
byproducts to microorganisms, which can inhibit the metabolism and cell
multiplication. In this context, the objective was to promote the gradual
adaptation of Spathaspora arborariae to the hydrolyzate of soybean hulls (HSH)
in order to evaluate the effect of the adaptive process in the production of
ethanol and xylitol. The hydrolyzate (concentrated 4 times, pH 5.0) was
obtained through dilute acid hydrolysis. The yeast S. arborariae was serially
inoculated by 10 times (every 48 h) in a mixed medium containing initially 25%
of HSH, after the 10th inoculation the content of hydrolyzate in the medium was
raised to 50%, repeating the process until the obtention of a medium containing
90% of hydrolyzate. The yeast resulting from the growth of the 10th inoculation
of each concentration were grown on pure HSH for 108 hours at 30 ° C and 180
rom, so as the unadapted strain (control). The adapted strains showed an
increased production rate and volumetric productivity of ethanol and glycerol,
from 0.060 g.L™*.h™ of ethanol and 0.008 g.L™.h™* of glycerol by control strain, to
0.085 g.L™*.h* of ethanol and 0.012 g.L™*.h™* of glycerol by the strain adapted to
90% hydrolyzed. There was a maximal consumption of glucose in 12 hours and
of xylose in 24 hours by the adapted strains, while in the control strain the
maximum consumption was observed in only 24 hours to glucose and 72 hours
for xylose. At the end of the growth the efficiency of the xylose to xylitol
conversion by the strain adapted to 50% of hydrolyzate was of Y,s = 0.42,
whereas the strain adapted to 25% of hydrolyzate obtained only Yys =0, 07.
These results demonstrated the expected improvement in fermentation
efficiency due to the gradual adaptation of this species to HSH.
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1. INTRODUCAO

A crescente expansado da atividade agroindustrial ao longo dos ultimos 40
anos tem levado ao acumulo de uma grande quantidade de residuos
lignoceluldsicos em todo o mundo (VILLAS-BOAS; ESPOSITO; MITCHELL,
2002). A fim de evitar a perda do potencial energético e o acumulo no solo
destes materiais, vem-se avaliando processos biotecnoldgicos que sejam
capazes de converter esses residuos lignoceluldsicos agroindustriais em
bioetanol, utilizado como biocombustivel.

A substituicdo da gasolina, por exemplo, por biocombustiveis € em geral
uma forma de preservar 0 meio ambiente, pois diminui as emissfes de gases
causadores do efeito estufa. Biocombustiveis oriundos de materiais
lignoceluldsicos diminuem a geracdo de gases poluentes, reduzem os impactos
ambientais e geram menor alteracdo no clima (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A soja (Glycine max) é a planta mais amplamente cultivada no mundo,
atingindo 96,2 milhGes de hectares, resultando em 216,3 milhdes de toneladas
de grdos em 2006 e ainda crescendo (FAO, 2007). O Brasil € o segundo maior
produtor e exportador de soja no mundo, ficando atras apenas dos EUA, sendo
gue as projecdes segundo a USDA (United States Department of Agriculture)
(2008) séo de que o Brasil assuma a primeira posi¢do a partir das proximas
safras. Na safra 2008/2009 a producdo do Brasil atingiu aproximadamente 58
milhdes de toneladas em 21 milhdes de hectares de area plantada
(MAPA/CONAB, 2009). A produtividade média da soja brasileira é de 2823 kg
por hectares, chegando a alcancar cerca de 3000 kg/ha no estado de Mato
Grosso, 0 maior produtor brasileiro de soja (EMBRAPA, 2010). O Rio Grande
do Sul é o terceiro maior estado produtor de soja no Brasil, responsavel por
20% da producéo (MAPA/CONAB, 2009).

A casca de soja € o principal subproduto da indUstria de soja e constitui
cerca de 8% de toda a semente (GNANASAMBANDAN; PROCTOR, 1999),
representando aproximadamente 17,3 milhdes de toneladas de casca de soja
produzidas a cada ano.

A parede celular da casca de soja € constituida por aproximadamente
44% de celulose, 27% de hemicelulose e 9 % de lignina (CASSALES, 2010) e,

portanto, sua hidrolise pode gerar monossacarideos que sao substratos com



potencial para serem bioconvertidos a produtos quimicos de valor agregado,

como o etanol (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do quimica casca de soja (CASSALES, 2010).

Componentes Concentracao (%)

Celulose 43,7
Hemicelulose 26,9
Lignina 9,1
Extrativos 3,2
Cinzas 0,6
Proteina 13,1

Os materiais lignocelulosicos sao constituidos por uma mistura de
carboidratos polimerizados (celulose, hemicelulose) e lignina. A frac&o
celulésica dos residuos agroindustriais pode ser convertida em glicose por
hidrolise enzimatica, utilizando celulases, ou por via quimica, utilizando acidos
como o sulfurico (MOSIER et al., 2005). A hemicelulose se diferencia da
celulose substancialmente por ser um polimero ramificado, mais facil de ser
hidrolisado que a celulose, que € um polimero linear que possui partes amorfas
e cristalinas (SINGH; MISHRA, 1995). O bioetanol serd resultante da
conversdo dos agucares fermentesciveis como glicose e xilose, liberados pela
hidrolise dos residuos lignocelulésicos agroindustriais.

Dentre os diversos processos de hidrélise empregados, a hidrélise acida
configura como o mais antigo e mais bem estabelecido processo (TORGET;
HATZIS; HAYWARD, 1996), sendo a hidrdlise acida diluida a mais empregada
para a liberacdo de acucares monomericos (SAHA; HAYASHI, 2004). Esse pré-
tratamento é necessario para expor as fibras da celulose permitindo que esta
se torne mais acessivel para as enzimas (celulases). Um eficiente pré-
tratamento pode substancialmente reduzir os requisitos enzimaticos reduzindo
os custos de producdo (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

A fase liquida obtida por tal reacdo de hidrolise contém compostos
considerados inibidores do processo fermentativo, ou seja, téxicos aos
microrganismos empregados (PARAJO; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J.,
1998c). Esses compostos incluem produtos de degradacdo de pentoses e
hexoses como furfural e hidroximetilfurfural (HMF) respectivamente; &cido

formico oriundo da degradacéo do furfural e HMF; os &cidos acético, vanilico,



siringico e palmitico e compostos fenolicos decorrentes da degradacdo da
lignina (SAHA; HAYASHI, 2004). Assim, varios métodos de destoxificagdo tém
sido desenvolvidos e os efeitos sobre a composi¢cdo quimica dos hidrolisados
lignocelulésicos tém sido investigados (LARSSON et al., 1999).

Apesar da destoxificagdo melhorar a fermentacdo, é desejavel por
razdes econdmicas limitar as exigéncias para a destoxificagdo a um minimo
(VON SIVERS et al., 1994). A adaptacdo de microrganismos fermentativos a
hidrolisados inibitérios € uma das varias estratégias possiveis para lidar com
esse problema. A adaptacdo pode ajudar a encurtar o tempo de fermentacéo,
bem como aumentar a tolerancia das células aos inibidores (YAMANO; YORK;
INGRAM, 1998; LAWFORD; ROUSSEAU; MOHAGHEGHI, 1999).

Considerando-se que a hemicelulose € o segundo polimero mais
abundante nos materiais lignocelulosicos, a conversdo de biomassa a energia
atil somente torna-se economicamente viavel, se tanto a xilose quanto a
celulose forem convertidas a etanol. Esta conversdo dependera da habilidade
dos microrganismos em fermentar os diferentes tipos de acUcares resultantes
da hidrdlise (glicose, xilose, manose, arabinose e etc). Matérias-primas ricas
em lignocelulose, em especial madeira e matérias-primas agricolas, podem
conter 5-20% das pentoses como 0s acgucares xilose e arabinose, que ndo sao
fermentados a etanol pelos microorganismos mais comumente usados para a
fermentacao industrial, como a levedura Saccharomyces cerevisiae (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).

O clado Spathaspora contém varias espécies de leveduras
fermentadoras de D-xilose isolados de madeira podre ou insetos xil6fagos.
Uma nova espécie de levedura, descrita como Spathaspora arborariae, foi
isolada de madeira em decomposi¢cao nos ecossistemas da Mata Atlantica e do
Cerrado no Brasil (CADETE et al.,, 2009). A linhagem cresce bem utilizando
como fonte de carbono tanto com glicose como xilose, produzindo praticamente
a mesma quantidade de biomassa e etanol. No entanto, como tipico de outras
leveduras fermentadoras de xilose (PANCHAL et al., 1988; SANCHEZ et al.,
2002; STAMBUK et al., 2003), essa espécie tem uma clara preferéncia para a
fermentacao de glicose (CADETE et al., 2009).

Em curto prazo, apenas co-produtos (ex. bagaco de cana, palha de

arroz e etc.) sdo susceptiveis a serem utilizados para a producéo de calor e



eletricidade, pois € a forma mais eficaz e econdmica; no entanto, em longo
prazo, a tecnologia do bioetanol irhd formar a base para a sustentabilidade.
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a adaptacado da
levedura S. arborariae ao hidrolisado de casca de soja, derivado da hidrdlise
acida diluida, com o intuito de aumentar a produtividade de bioetanol da
mesma, através da fermentagdo alcodlica do hidrolisado proveniente do
residuo lignocelulésico agroindustrial de soja. Os objetivos especificos foram
promover hidrélise acida diluida da casca da soja, realizar a adaptacdo da
levedura S. arborariae NRRL Y-4865 a crescentes concentracoes de
hidrolisado através de repicagens sucessivas, manter em colegdo as cepas
adaptadas a cada concentracdo e avaliar a adaptacdo através da fermentacao
do hidrolisado puro, através da producao de etanol e outros produtos de alto

valor agregado e consumo de substrato.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de realizagcédo da pesquisa

A pesquisa foi realizada nos Laboratério de Tecnologia em Bioprocessos
(BiotecLab) localizados no ICTA - Instituto de Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos. As anélises em CLAE foram realizadas na Central Analitica do

Departamento de Quimica da UFRGS.

2.2. Preparacéao do hidrolisado de casca de soja

O residuo lignocelulésico agroindustrial utilizado foi a casca de soja,
fornecida pela Companhia Solae (Esteio, RS). Para a liberagdo dos agucares
fermentesciveis a casca de soja sofreu hidrélise acida diluida (1% de &cido
sulfurico) em autoclave (PHOENIX) a 1,1 atm utilizando frascos Erlenmeyers
de 2L, contendo 1L de solucdo (978 mL de agua destilada e 11 mL de acido
sulfarico concentrado) e 125¢g de casca de soja moida. A hidrélise foi realizada
na temperatura de 122°C a 1,1 atm e tempo de reacao 40 minutos. O
hidrolisado resultante foi resfriado em banho de gelo e centrifugado a 11.000 g
por 20 minutos (HITACHI, HIMAC CR 21E). O sobrenadante foi filtrado e
estocado em refrigerador a 4 °C para posterior concentracéo e tratamento.

O hidrolisado foi concentrado quatro vezes em rota-evaporador
(Heidolph, Laborota 4000), conectado a bomba de vacuo (Nova técnica) e a um
banho refrigerado (B. Braun Biotech International, Thermomix® BM). A
temperatura de trabalho do rota-evaporador foi de 70 °C. ApdOs a concentracao,
o pH do hidrolisado foi ajustado a 5,0 com NaOH sélido e em seguida

esterilizado em autoclave por 30 minutos a 0,5 atm.

2.2.1. Composicao do hidrolisado
O hidrolisado de casca de soja utilizado no presente trabalho contém 8,4
g.L™ de glicose, 14,4 g.L™" de xilose e 12,9 g.L™* de arabinose, podendo variar

conforme o procedimento da hidrdlise.

2.3. Microrganismo e pré-inoculo
A levedura utilizada para a fermentacéo da casca de soja a bioetanol foi
S. arborariae UFMG-HM19.1A (NRRL Y-48658), isolada de madeira em



decomposicdo no Parque Nacional da Serra do Cip6 e no Parque Estadual do
Rio Doce, em Minas Gerais. A cepa foi gentilmente cedida pelo professor Dr.
Carlos Rosa da UFMG. O pré-inéculo foi preparado através do cultivo da
levedura em frascos Erlenmeyer de 250 mL contento 50mL de meio YM (g.L™):
glicose, 10; peptona, 5; extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3. As células
foram cultivadas em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm, 30 © C por
24 h.

2.4. Cultivo em meio contendo diferentes concentra¢gdes de hidrolisado

O inoculo foi preparado transferindo-se 2,4 mL (10% do volume total) do
pré-indculo, padronizado para que a concentracdo celular atingisse densidade
Optica igual a 1 (DO = 1) em absorbancia de 600 nm, para frascos tipo
Erlenmeyer de 125 mL.

A cultura foi repicada sucessivamente a cada 48h em meio contendo
inicialmente 25% de hidrolisado de casca de soja e completado com meio
sintético contendo (g.L™): xilose, 20; glicose, 20; arabinose, 10; peptona, 5;
extrato de levedura, 3. As condi¢cbes para incubacdo do meio foram de 30°C
em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm.

O teor de hidrolisado foi gradativamente elevado apds 10 repiques
consecutivos, passando pelas concentragdes de 25, 50, 60, 70, 80 e 90% de
hidrolisado. Os indculos para concentracdes maiores de hidrolisado foram
realizados transferindo 2,4mL do cultivo obtido do décimo repique para o novo
meio, pela impossibilidade de medir a densidade 6ptica devido a turbidez do
hidrolisado.

Apés a finalizagdo do processo de adaptacdo para cada concentragdo
de hidrolisado as leveduras adaptadas foram estocadas a -18°C em 20%
glicerol e 80% de meio de cultura, com hidrolisado na respectiva concentracao.

2.5. Meio e condi¢Oes de fermentagéo

ApoOs o crescimento do décimo repique de cada concentracao avaliada,
foram realizados cultivos sobre hidrolisado integral a fim de avaliar o
desempenho da levedura adaptada as diferentes concentra¢des de hidrolisado
e sua eficiéncia na conversdo dos agucares fermentesciveis em etanol. Como

controle foi avaliada a fermentacédo do hidrolisado integral pela levedura néo



adaptada. O cultivo foi executado em Erlenmeyer de 500 ml contendo 130 ml
de hidrolisado, 15 ml de in6culo (obtido do crescimento resultante do 10°
repique de cada concentracdo) e 5 mL de meio sintético contendo (g.L™):
xilose, 20; glicose, 20; arabinose, 10; peptona, 5; extrato de levedura, 3. Os
ensaios foram conduzidos em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm, 30
°C por 108 horas. As amostras foram retiradas no ponto zero e a cada 12 horas
para determinacdo da biomassa e concentracdo de acUcares, xilitol, etanol e
glicerol no meio. O experimento foi realizado em duplicata.

A biomassa foi determinada por Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)
atraves de diluicdo seriada, seguida por plaqueamento em duplicata em meio
YMA, composto por (g.L™): agar, 20; glicose, 10; peptona, 5; extrato de
levedura, 3; extrato de malte, 3. As culturas foram incubadas durante 48 horas
a 28°C.

2.6. Métodos analiticos

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose, etanol, glicerol e xilitol
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Shimadzu) utilizando coluna Bio-Rad Aminex HPX 87H, a 45 °C, com H,SO4
0,05 M como fase mével, fluxo de 0,6 mL.min™ e detector de indice de refracéo
(IR).

As moléculas analisadas em CLAE apresentaram pico de deteccdo em:
glicose, 9 minutos; xilose, 9,6 minutos; arabinose, 10,6 minutos; glicerol, 13,2

minutos; xilitol, 11 minutos; e etanol, 21,1 minutos.

2.7. Determinacdo dos parametros fermentativos
A produtividade volumétrica (Qp g.L™.h™) dos produtos da fermentacéo e
rendimento (Yeis g g) da conversdo de xilose a xilitol e de glicerol a partir de

glicose foram calculados pelas seguintes equacdes:

Qr=(Cpi-Cp) /T

Ypis = (Cpt - Cpi) / (Csi - Csi)



Em que:
Cps = concentracdao final de produto
Cpi = concentracéo inicial de produto
Csi = concentracéo inicial de substrato
Cst = concentracéo final de substrato

T =tempo em horas



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil de crescimento

Nos cultivos comparativos em hidrolisado de casca de soja concentrado
guatro vezes, o crescimento celular foi determinado para S. arborariae controle
e adaptadas (Figura 1). A concentragéo celular de S. arborariae aumentou, em
média, de 6,84 X 10’ UFC.mL™ no inicio do cultivo para 2,72 X 10° UFC.mL™
ao longo das 108 horas de cultivo. Segundo Cassales (2010), que determinou a
pressdo osmotica e concentragcdo dos inibidores fermentativos no hidrolisado
de casca de soja, as concentracbes de compostos inibitérios ao processo
fermentativos estdo abaixo dos limites tGxicos aos microrganismos e a pressao
osmética (2149 mOsm.Kg') é em torno de 7 vezes maior do que a
determinada para o meio semi-sintético (316 mOsm.Kg?). De acordo com Liu
et al. (2006), a pressédo osmotica de 2108 mOsm.Kg™* foi suficiente para inibir o
crescimento de leveduras, inclusive para espécies osmofilicas como Candida
krusei. Os resultados sugerem que S. arborariae parece ser osmotolerante ja

gue seu crescimento nao foi inibido pela alta pressdo osmotica deste meio.
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Figura 1. Perfil de crescimento de S. arborariae das cepas controle (—=—), adaptada a
25% (--#--), 50% (--&--), 60% (--=--), 70% (--*--), 80% (--+-) e 90% (-=--) de
hidrolisado, através da contagem da concentragdo celular (UFC.mL) durante a
fermentacdo em frascos Erlenmeyer em meio composto por hidrolisado de casa de
soja puro por 108 horas.



As diferentes concentracdes celulares ndo influenciaram claramente no
consumo de acgucares e na formacao de produtos, sugerindo que as diferentes
eficiéncias de conversdo provavelmente sdo devidas a alteracdes no

metabolismo celular e ndo a concentracdo de células do cultivo.

3.2. Consumo de acucares

Foram avaliados os perfis de consumo de glicose e xilose no cultivo de
S. arborariae em hidrolisado de casca de soja concentrado quatro vezes. A
Figura 2 apresenta os valores obtidos do consumo desses acgUcares pela cepa
controle e as adaptadas a 70, 80 e 90% de hidrolisado. O hidrolisado
apresentou maior concentragdo inicial de xilose no meio, quantificada em
aproximadamente 14 g.L, (Figura 2B), em contraste com a glicose (Figura 2A),
quantificada em 9 g.L™.

Segundo Cadete et al. (2009), S. arborariae cresce bem em ambas
fontes de carbono, consumindo-as totalmente, porém possui uma preferéncia
clara pelo consumo e fermentacdo da glicose. Porém os resultados obtidos
nesse trabalho e em outros realizados pelo Laboratério de Tecnologia em
Bioprocessos (BiotecLab) ndo condizem com o comportamento fermentativo
descrito, pois a cepa demonstrou preferéncia pela fermentacdo de xilose,
utilizando aproximadamente 78% desse aclcar, enquanto que o consumo de
glicose chegou apenas a 33% da concentracéo total.

Em comparacdo com a pesquisa realizada por Cadete et al. (2009), que
utilizou meio sintético rico em nutrientes para analisar a eficiéncia de
fermentacdo, a levedura consumiu totalmente os aglcares do meio, enquanto
gue no presente trabalho os acgucares presentes no hidrolisado de casca de
soja ndao foram completamente fermentados. A levedura poderia estar
alterando seu comportamento quando submetida ao hidrolisado devido o
estresse ambiental, limitando assim o consumo total dos acgulcares. Levando
em consideracdo que as concentracbes dos inibidores fermentativos no
hidrolisado de casca de soja quantificados por Cassales (2010), como furfural,
HMF e &cido acético, permaneceram abaixo dos limites toxicos aos
microrganismos, essa alteragdo no comportamento fermentativo deve ser

resultante da alta pressdo osmatica no hidrolisado.
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Figura 2. Consumo de glicose (A) e xilose (B) durante a fermentacéo por S. arborariae
em frascos Erlenmeyer contendo meio composto por hidrolisado de casa de soja puro
por 108 horas da cepa controle (—®—) e das cepas adaptadas a 70% (--&--), 80%
(--*--) e 90% (--*--) de hidrolisado.

As cepas adaptadas a 70, 80 e 90% de hidrolisado apresentaram um
aumento na velocidade de fermentacdo dos aglUcares em comparagao a cepa
controle. Em 12 horas houve o consumo maximo de glicose para as cepas
adaptadas (destacado pela seta — Figura 2A), enquanto que na cepa nao
adaptada o consumo maximo foi observado apenas em 24 horas,
permanecendo constante ap0s esse periodo. A xilose apresentou seu pico de

consumo em 24 horas (destacado pela seta — Figura 2B) para as cepas
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adaptadas, contrastando com a cepa controle, que atingiu a mesma
concentracdo de xilose obtida pelas adaptadas somente ap0s 72 horas de
cultivo.

Por limitagdo da técnica de cromatografia (CLAE), o tempo de retencao
de arabinose e do xilitol s&o muito proximos, o que faz com que o xilitol quando
detectado em baixas concentracbes apareca como um ombro do pico de
arabinose impedindo por vezes a sua quantificacdo. Para ndo subestimar ou
superestimar a concentracdo desses componentes 0s cromatogramas obtidos
para os cultivos nos hidrolisados puros ndo foram manipulados e os resultados
para o consumo de arabinose ndo serdo apresentados. A Figura 3 apresenta o
cromatograma do cultivo em hidrolisado puro de S. arborariae adaptada a 50%
de hidrolisado de casca de soja, obtido em 24 horas de cultivo, onde € possivel
constatar que o pico de xilitol aparece como um ombro da arabinose. Os

tempos de retengéo para cada composto analisado estdo marcados na figura.
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Figura 3. Cromatograma do cultivo em hidrolisado puro de S. arborariae adaptada a
50% de hidrolisado de casca de soja, obtido em 24 horas de cultivo.
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3.3. Producéao de etanol

A producdo méaxima de etanol foi atingida em 24 horas de cultivo sobre
hidrolisado puro, sendo que em 12 horas a cepa controle ndo produziu etanol,
enquanto que as cepas adaptadas a 70, 80 e 90% de hidrolisado apresentaram
um aumento na producédo de etanol (Figura 4 — seta). O mesmo resultado foi
obtido por Sene et al. (2001), que estudou a adaptacdao de Candida
guilliermondii no hidrolisado de bagaco de cana, obtendo uma aceleracdo da
producdo de etanol conforme o aumento do numero de adaptacdes (em
aproximadamente 40%). Este fato € relevante para a industria, uma vez que se
objetiva a fermentacéo dos aguUcares a etanol de forma rapida e eficiente.

Etanol (g.L-)

0 T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

Tempo (h)

Figura 4. Producdo de etanol durante a fermentagcdo por S. arborariae em frascos
Erlenmeyer contendo hidrolisado de casa de soja puro por 108 horas da cepa controle
(—=—) e das cepas adaptadas a 70% (--&--), 80% (--*--) e 90% (--*--) de hidrolisado.

Segundo Sene et al. (2001) a formagéao de etanol por C. guilliermondii foi
inicialmente muito rapida por causa da fermentagdo da glicose e, como a
assimilacdo de glicose foi semelhante para todos os niveis de adaptacédo, a
diferenca na concentragéo final de etanol foi devido as contribui¢cdes de xilose.
O mesmo pode ter acontecido neste trabalho, em que a glicose foi rapidamente
consumida pelas cepas adaptadas nas primeiras 12 horas, gerando um pico na
producdo de etanol, o que nao ocorreu com a cepa controle. Comparando-se
as figuras 2 e 4, pode-se observar que a partir da continua fermentacéo de
xilose pela cepa controle, a producdo de etanol manteve-se constante,

enquanto que para as cepas adaptadas assim que a fermentacdo de xilose
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cessou o etanol passou a ser esgotado do meio. Este fato nos leva a acreditar
gue as cepas adaptadas de S. arborariae apresentaram uma maior propensao
a consumir xilose e a converter este aglcar a etanol.

A produtividade volumétrica de etanol é superior nas cepas adaptadas
nas 12 horas iniciais de cultivo, devido a aceleracdo na fermentacdo. Apos
esse periodo a cepa controle produz etanol, atingindo o equilibrio em 24 horas,
porém em quantidade inferior em comparagdo as cepas adaptadas, como é
possivel de se observar na Tabela 2 pelos valores de produtividade volumétrica
(Qp g.L'~.h™Y) em 24 horas de cultivo. Esses resultados demonstram a esperada

melhoria na fermentacéo a adaptacéo progressiva da biomassa ao meio.

Tabela 2. Produtividade volumétrica (Qp g.L™".h™") de etanol por S. arborariae em
frascos Erlenmeyer contendo hidrolisado de casa de soja puro em 24 horas de cultivo.

Cepa Qe (g.Lh
controle 0,0604
70% 0,0692
80% 0,0684
90% 0,0849

Para os cultivos em HCS puro, foram realizadas quatro hidrélises
separadamente: para a cepa adaptada a 25% de hidrolisado; para a cepa
cultivada em 50%; para a cepa em 60%; e a Ultima para a cepa controle e as
adaptadas a 70, 80 e 90% de hidrolisado. Devido as varia¢gdes intrinsecas do
processo de hidrélise, os hidrolisados obtidos para avaliar a fermentacdo das
cepas cultivadas em meio contendo 25 e 60% de hidrolisado, apresentaram
uma constituicdo de aglUcares semelhantes, porém em concentracées maiores
do que a ultima hidrdlise realizada. Dessa forma, os resultados obtidos da
fermentacao desses dois conjuntos de cepas foram analisados separadamente.
O hidrolisado puro utilizado para a fermentacdo da cepa adaptada a 50% de
hidrolisado apresentou concentragdes iniciais de agucares incompativeis aos
demais hidrolisados, sendo assim inapropriado comparar a sua producédo de
etanol com as outras cepas.

Como demonstra a Figura 5, a cepa adaptada a 60% de hidrolisado
obteve um aumento na quantidade e velocidade de consumo de xilose e maior

producdo de etanol quando cultivado em HCS puro, em comparacdo a cepa
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adaptada a somente 25% de hidrolisado. Esses resultados estdo de acordo
com os obtidos pelas demais cepas adaptadas comparadas ao controle, em
gue a adaptacdo ao hidrolisado de casca de soja resultou no aumento da

produtividade de etanol.
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Figura 5. Consumo de glicose (circulos) e xilose (quadrados) e producao de etanol
(asteriscos) durante a fermentacg&o por S. arborariae em frascos Erlenmeyer contendo
hidrolisado de casa de soja puro por 108 horas das cepas adaptadas a 25% (- -) e
60% (—) de hidrolisado.

Quanto a conversao das hexoses a etanol, a levedura S. cerevisiae € um
microrganismo que possui aplicacdo bem sucedida na producéo industrial de
etanol a partir de caldo de cana-de-acgucar e melaco no Brasil, pois € capaz de
fermentar hexoses de forma rapida e eficiente (MERICO et al., 2007). Porém a
sua utilizacdo na producdo de etanol de segunda geracdo sobre hidrolisados
gue contém pentoses e hesoxes nao € eficiente, jA que essa levedura néo
consegue converter pentoses a etanol. S. arborariae representa uma levedura
promissora para o processo fermentativo, pois converte tanto hexoses como

pentoses a etanol.
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3.4. Producéo de glicerol
Além da producgéo de etanol, ha formacéo de glicerol por S. arborariae. A
Figura 6 apresenta o perfil de producao de glicerol pelas cepas controle e

adaptadas a 70, 80 e 90% de hidrolisado de casca de soja.

Glicerol (g.L-Y)
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Figura 6. Produg&o de glicerol durante a fermentagéo por S. arborariae em frascos
Erlenmeyer contendo hidrolisado de casa de soja puro por 108 horas da cepa controle
(—=—) e das cepas adaptadas a 70% (--&--), 80% (--*--) e 90% (--*--) de hidrolisado.

De acordo com Yablochkova et al. (2004), que estudaram as interacdes
entre volume da cultura e velocidade de agitacdo e mediram as taxas de
transferéncia de oxigénio nesses sistemas, a condi¢éo utilizada no experimento
pode ser classificada como microaerobica (125 mL em frascos Erlenmeyer
contendo 24 mL de meio, sob agitacdo de 180 rpm). Ou seja, havia limitacdes
de oxigénio durante o cultivo, resultando na fermentacdo dos acucares e 0
acumulo de NADH. Entretanto, a célula possui apenas uma pequena
quantidade de NAD", e, se todo NAD" for convertido a NADH, a oxidacdo da
glicose cessara. Essa “barreira” é transposta na fermentacéo pela oxidacao de
NADH por meio de reacfes envolvendo a reducédo do piruvato (originado da
glicolise) a algum dos varios produtos de fermentagdo. Nas leveduras, o
piruvato é reduzido a etanol, com a liberacdo de CO, (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).

Porém, quando um microrganismo cresce em um meio com baixa
atividade de agua (alta pressdo osmdtica), esta pode ser obtida pelo aumento

da concentracdo de solutos internos pela sintese e concentracdo de um
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determinado soluto organico. Por exemplo, as leveduras xerofilicas produzem
glicerol como o principal soluto para o equilibrio osmoético (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004). No presente trabalho foi observada a producéao
de glicerol, possivelmente devido a alta pressdo osmdética do hidrolisado. O
glicerol é produzido a partir da fermentacdo da glicose, possivel de ser
observado pela comparacdo das concentracdes de acucares e glicerol no
periodo de 24 horas. Nesse ponto todas as cepas atingiram o pico de formagéo
de glicerol e 0 maximo de fermentagéo da glicose, enquanto que o consumo de
xilose prosseguiu.

Em comparacdo a cepa controle, as cepas adaptadas a concentracfes
acima de 70% de hidrolisado apresentaram uma maior velocidade na produgéo
de glicerol, tendo o pico de formacéo entre 12 e 24 horas (Figura 6 - seta),
enquanto que a cepa controle adquiriu 0s mesmo valores apenas apos 60
horas de cultivo em hidrolisado puro. A Tabela 3 apresenta a produtividade
volumétrica (Qp g.L™ .h™") e rendimento (Yes g g) da conversdo de glicose a
glicerol entre as cepas avaliadas. As cepas adaptadas obtiveram maior

rendimento e maior produtividade em comparacéo a controle.

Tabela 3. Produtividade volumétrica (Qp g.L".h™) e rendimento (Yps g g*) da
conversao de glicose a glicerol por S. arborariae em frascos Erlenmeyer contendo
hidrolisado de casa de soja puro em 24 horas de cultivo.

Cepa Qe (@L™hh)  Yes(@g?)
controle 0,0083 0,0604
60% 0,0119 0,0965
70% 0,0155 0,1326
80% 0,0144 0,1087
90% 0,0122 0,0879

Segundo Cadete et al. (2009), S. arborariae exibe uma tipica curva de
crescimento onde os acUcares sdo eficientemente fermentados e, ap0s 0s
acucares serem esgotados do meio, o etanol produzido comeca a ser
consumido e usado como fonte de carbono. O mesmo resultado pode ser
observado neste trabalho, em que os alcoois produzidos passaram a ser
consumidos como fonte de carbono a partir do momento em que as cepas
atingiram o limite de fermentacdo dos agucares, exceto na cepa controle, que

continuou a fermentar xilose e manteve a concentracdo de etanol estavel.
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3.5. Converséao de xilose a xilitol

A formacéo de xilitol foi analisada somente para as cepas adaptadas a
25 e 50% de hidrolisado de casca de soja, pois ndo foi possivel quantificar
esses acucares nos demais experimentos devido as limitagbes da técnica de
cromatografia (CLAE) citados no item 3.2.

Em baixas taxas de transferéncia de O,, a cadeia respiratéria do
microrganismo ndo consegue oxidar o excesso de NADH, evitando a oxidacg&o
do xilitol a xilulose e assim levando ao acumulo de xilitol. Os resultados obtidos
da producéo de xilitol a partir de xilose pelas cepas adaptadas a 25 e 50% de
hidrolisado sdo apresentados na Figura 7.

Observou-se um aumento no consumo de xilose e produtividade de
xilitol para a cepa adaptada a 50% de hidrolisado quando comparado ao
desempenho da levedura adaptada a 25% de hidrolisado, apesar da
concentracao inicial de xilose ter sido menor no hidrolisado puro em que a

levedura adaptada a 50% de hidrolisado foi cultivada.

25
20 7
2
RS
— 15 4
8
'i H-----~ o
o 101
(%]
9
'>2 .
S B b I NN .-©
LT O g T g A TRERI
EF __—— - — L P P N )
0\ T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Tempo (h)

Figura 7. Consumo de xilose (quadrados) e producdo de xilitol (circulos) durante a
fermentacdo por S. arborariae em frascos Erlenmeyer coontendo hidrolisado de casa
de soja puro por 108 horas da cepa adaptada a 25% (—) e 50% (- -) de hidrolisado.

Segundo estudo realizado por Sene et al. (2001), o nivel mais elevado
de xilitol foi obtido com as células mais adaptadas de C. guilliermondii ao
hidrolisado de bagaco de cana, o que correspondeu a um aumento de 34%

guando comparado com o indculo menos adaptado. Tanto o rendimento em
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xilitol (valor maximo de Yp;s = 0.59 obtida pela cepa mais adaptada) quanto a
produtividade volumétrica (Qp) aumentaram progressivamente com o grau de
adaptacao celular, assim como encontrado no presente estudo com S.
arborariae. Ao final do cultivo o rendimento da conversao de xilose a xilitol pela
cepa adaptada a 50% de hidrolisado foi de Yys = 0,42, enquanto que para a
cepa adaptada a 25% de hidrolisado obteve rendimento de apenas Yys = 0,07,
como pode ser observado na Tabela 4. Esses resultados demonstram a
esperada melhoria do rendimento da fermentagédo a adaptacdo progressiva da

biomassa ao meio.

Tabela 4. Produtividade volumétrica (Qp g.L™.h™) em 24 horas e rendimento (Ypsg g™)
final da converséo de xilose a xilitol por S. arborariae em frascos Erlenmeyer contendo
hidrolisado de casa de soja puro.

Cepa Qr (@.Lh™)  Yes(g g™
25% 0,043 0,071
50% 0,074 0,424
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir
gue o processo de adaptacéo de S. arborariae ao hidrolisado de casca de soja
aumentou a velocidade e o volume de produgéo de etanol e glicerol, quando
comparada a cepa ndo adaptada.

O fato de S. arborariae ser capaz de crescer no hidrolisado de casca de
soja concentrado 4 vezes, sugere gque essa levedura € osmotolerante e a sua
adaptacdo progressiva neste meio resultou no aumento da capacidade das
células de metabolizar os compostos presentes no hidrolisado.

A maior adaptacdo ao hidrolisado de casca de soja propiciou um
aumento no rendimento de conversao de xilose a xilitol.

Este trabalho comprovou a possibilidade de melhorar a produtividade de
bioetanol durante o processo fermentativo de S. arborariae, a partir do
processo de adaptacao progressiva ao hidrolisado de casca de soja. Todavia o
processo necessita ser otimizado, uma vez que uma grande gquantidade de
acucar residual foi detectada no hidrolisado ap6s o término do periodo de

fermentacao.
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5. PERSPECTIVAS

Avaliar a produgéo de etanol e xilitol da cepa adaptada de S. arborariae
que apresentou melhor eficiéncia de conversédo dos agucares fermentesciveis
presentes nos hidrolisados provenientes de residuos lignocelulésicos
agroindustriais (como casca de soja e arroz) em biorreatores de cultivo
submerso, através de planejamento experimental, levando em consideracao

parametros como temperatura, agitacdo aeracao.
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