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Resumo: O etanol é um dos combustiveis de maior importancia frente as crescentes preocupacdes a respeito da oferta e custo
do petroleo, e também com relacdo ao impacto ambiental negativo devido ao efeito estufa. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a produtividade de etanol e xilitol em meio semissintético com glicose ou xilose ou arabinose por
Spathaspora arborariae, sob condi¢@es anaeroébicas ou aerdbicas. Os ensaios foram realizados em frascos Duran de 500 mL
contendo 20% de meio de cultivo, utilizando agitador orbital a 100 (anaerobiose) e 180 (aerobiose) rpm e temperatura de
incubacdo de 28°C. As amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e a concentracao celular foi
medida através da massa seca. A maior produtividade de etanol foi em cultivo anaerébico utilizando glicose e xilose (6,27 e
3,62 g L, respectivamente). J4 para a arabinose, a maior produtividade foi no cultivo aerdbico (0,94 g L™). Estes resultados
demostram que S. arborariae possui capacidade de converter glicose, xilose e arabinose em etanol, indicando que esta espécie
tem potencial para a conversdo total dos agucares presentes em hidrolisados provenientes de residuos lignoceluldsicos
agroindustriais que sédo a base dos biocombustiveis de segunda geracao.
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1. Introducéo

Com o crescimento da populacdo e da inddstria, o
consumo de combustiveis fosseis deverd crescer
drasticamente, porém este € um recurso ndo renovavel e
limitado (SIVAKUMAR et al, 2010). Sendo assim, um
aumento na demanda por etanol, como um substituto para a
gasolina, é esperado devido a preocupagdes relacionadas a
estabilidade econémica, impacto ambiental e o
aquecimento global.

A produgdo industrial de etanol combustivel provém
predominantemente de culturas agricolas (biocombustivel
de primeira geracdo). Na América do Norte, o etanol é
produzido a partir de milho, enquanto que no Brasil,
utiliza-se a cana-de-aglicar (WHEALS et al., 1999;
BOTHAST E SCHLICHER, 2005). Biocombustiveis de
segunda geracdo, tais como os derivados da biomassa
lignocelulésica, estdo tornando-se amplamente aceitos
como superiores aos biocombustiveis de primeira geracdo,
derivados de culturas alimentares (SIVAKUMAR et al.,
2010).

Os materiais lignocelulésicos sdo amplamente
disponiveis, renovaveis e possuem baixo custo, portanto,
ideais para a bioconversdo a etanol (JONNSON et al.,
2007). Em estimativa feita por KIM & YUM (2006) sdo
gerados 1,5 trilhGes de toneladas de biomassa

lignocelulésica por ano, tornando essa uma fonte
inesgotavel de matéria-prima para formacdo de
bioprodutos, como o etanol e o xilitol. Residuos gerados
pelas culturas de arroz, trigo, cana e algoddo chegam a
contabilizar 66% do total de residuos gerados na producéo
industrial (PRASAD, 2007). A lignocelulose é o principal
componente da biomassa, sendo ela constituida por trés
tipos de polimeros: celulose, hemicelulose e lignina que
estdo fortemente entrelacados e quimicamente ligados por
forcas ndo covalentes e ligagbes covalentes cruzadas
(PEREZ et al.. 2002). A proporgdo destes componentes
varia na composi¢do dependendo da espécie da planta,
idade, tempo de colheita e condicdo ou estagio de
crescimento (JEFFRIES; JIN, 2000). A celulose é um
polimero linear, que é composto por subunidades de D-
glicose ligadas através de ligacBes glicosidicas B-1-4
formando o dimero de celobiose (PEREZ et al.., 2002).
Hemicelulose é um polissacarideo com menor peso
molecular do que a celulose. A hemicelulose é composta
por hexoses como glicose, manose e galactose, e pentoses
como xilose e arabinose, podendo ainda apresentar
quantidades varidveis de &cidos urénicos, grupos acetil e
desoxi-hexoses. A lignina por sua vez é uma
macromolécula tridimensional composta basicamente por
unidades de fenilpropano, que se processa por via
radicalar a partir da reacdo de trés diferentes alcoois
cinamilicos  precursores  (guaiacil, siringil e p-
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hidroxifenil). (FENGEL e WEGENER, 1989).

Atualmente, diversas pesquisas apontam que a
viabilidade econdmica do processo de producdo de
bioetanol depende de uma maior conversdo dos aglicares
(pentoses e hexoses) existentes nos hidrolisados de
materiais lignocelulésicos. Além disso, busca-se alcancar o
processo de biorrefinaria, que consiste na recuperacéo de
diversos produtos de alto valor agregado oriundos da
conversdo dos materiais lignoceluldsicos, como a obtencéo
simultdnea de etanol e xilitol a partir das pentoses e
hexoses provenientes do hidrolisado de um residuo
agroindustrial (LATIF E RAJOKA, 2001).

As hexoses sdo eficientemente fermentadas a etanol
pela levedura Saccharomyces cerevisiae, microrganismo
este que possui aplicagdo bem sucedida na producgéo
industrial de etanol a partir de caldo de cana-de-agUcar e
melagos no Brasil (MERICO et al., 2007). Porém a sua
utilizacdo na producdo de etanol de segunda geragdo, sobre
hidrolisados que contém pentoses e hesoxes nao é tao
eficiente, ja que essa levedura ndo consegue converter
pentoses a etanol. Varias pesquisas atualmente objetivam o
desenvolvimento de cepas modificadas de S. cerevisiae que
consigam utilizar as pentoses presentes nos hidrolisados.
Existem alguns microrganismos capazes de fermentar
pentoses a etanol e 0s que mais se destacam sdo: bactérias
anaerébicas, Escherichia coli, Pichia stipitis e fungos
filamentosos (HANH-HAGERDAL et al., 2007).

Um das alternativas para aumentar a produtividade de
etano é a utilizacdo de co-cultivos. Co-cultivos envolvento
dois microrganismos, um fermentador de hexoses e um
fermentador de pentoses tém sido muito estudados, como
S. cerevisiae e P. stipitis (GROOTJEN et al., 1991%).
Porém, deve-se observar certas dificuldades nesta
operacdo, como encontrar uma aeracdo e pHs ideais para a
fermentacdo, além de utilizar microrganismos resistentes
aos inibidores presentes no hidrolisado (ZHANG et al.,
2010).

Um dos fatores que afeta significantemente a taxa de
utilizacdo dos carboidratos disponiveis e sua eventual
conversdo a etanol é aeragdo do cultivo (SAHA E
WOODWARD, 1997). O catabolismo da glicose pela
Saccharomyces cerevisiae pode se dar pela via aerdbia ou
anaerodbia. A via a ser seguida pelo piruvato é a anaerébia
com formac&o de etanol. Por outro lado, na presenca de O,,
0 piruvato seguira a via aerébia promovendo assim um alto
crescimento celular (RETTORI e VOLPE, 2000).

Sob condicdes aerdbias (microaerofilia), grande parte
da xilose metabolizada (aglcar mais abundante nos
materiais lignoceluldsicos) é convertida a xilitol, que é o
principal co-produto formado nos cultivos de xilose sob
condicgBes limitadas de oxigénio, comprometendo assim, a
producdo de etanol (WALFRIDSSON et al.., 1995). Além
disso, quando a concentragdo de xilose atinge determinado
nivel e a oxigenacdo aumenta, alguns microrganismos
preferem utilizar o etanol produzido como fonte de
carbono, isso foi demonstrado em microrganismos como
Pachysolen tannophilus (MALESZKA & SCHNEIDER,
1982), Candida tropicalis e Candida guilliermondii
(SCHIRMER-MICHEL et al.., 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho é verificar a
cinética de conversdo de hexose e pentoses a etanol sob
condicBes anaer6bicas e aer6bicas pela levedura
Spathaspora arborariae em meio sintético.

2. Materiais e Métodos

A levedura utilizada neste estudo foi Spathaspora
arborariae (UFMG-HM 19.1AT = NRRL Y-48658") cepa
gentilemnte cedida pelo Departamento de Microbiologia-
UFMG. Esta levedura foi isolada de amostras de madeira
apodrecida coletadas no Parque Nacional da Serra do Cipd
e no Parque Estadual do Rio Doce, 0s quais estdo
localizados em Minas Gerais na parte sul da Serra do
Espinhago.

O estoque de cultura deste microrganismo foi
mantido em placas de Petri e tubos de ensaio contendo
meio de cultura agar extrato de malte (AEM) composto
em g L de: extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3;
peptona, 5; glicose, 10 e 4agar, 20; e em microtubos
contendo 20% de glicerol e 80% de meio de cultura EM
composto em g L™: extrato de levedura, 3; extrato de
malte, 3; peptona, 5 e glicose, 10. As culturas crescidas
em meio sélido foram mantidas a 4°C e as culturas
liguidas contendo glicerol em Frezeer (-18°C).

O pré-indculo foi preparado através do cultivo da
levedura em meio EM, em frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 150 mL de meio. As células foram cultivadas em
agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180 rpm, 30 °C por
24 horas. Em seguida as células foram recolhidas por
centrifugacdo a 3000 xg por 20 minutos. O pellet formado
foi lavado com solucdo salina e ressuspenso diretamente
no mesmo meio que foi utilizado na fermentacdo. O
inéculo foi padronizado para que a concentragdo celular
da suspensdo atingisse densidade éptica igual a 1 em
comprimento de onda de 600 nm (DOgg=1). O volume de
in6culo perfazia 10% do volume total de cultivo em todos
os frascos utilizados neste experimento.

Cultivos anaerdbicos e microaerébicos de S.
arborariae foram conduzidos em meios de cultura
contendo glicose ou xilose ou arabinose. Estes
experimentos foram realizados em Frascos Duran (500
mL) contendo 100 mL dos meios semissintéticos Gsg ou
Xsg 0U Az, em agitador orbital (Marconi, MA 830), sob
condigBes microaerdbica (180 rpm) e anaerdbica (100
rpm). As composi¢des dos meios utilizados foram em (g
L™Y): Gy - extrato de levedura, 3; peptona, 5 e glicose, 30;
Xsg - extrato de levedura, 3; peptona, 5 e xilose, 30; e Asg
- extrato de levedura, 3; peptona, 5 e arabinose, 30. A
temperatura de cultivo e o perido de incubagdo foram de
28°C e 55 horas, respectivamente. Aliquotas de 10 mL
foram retiradas as 0, 4, 8, 12, 24, 46 e 55 horas de cultivo,
para acompanhamento da cinética de crescimento,
consumo de substrato e producdo de etanol e xilitol. Os
experimentos foram conduzidos em duplicata.

A concentracdo celular foi determinada através da
guantificacdo de massa seca e a glicose, xilose, arabinose,
etanol e xilitol, foram quantificados através de andlise em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. As amostras
foram previamente filtradas em membrana de acetato de
celulose com porosidade igual a 0,2 um. A analise
cromatogréafica foi feita em um cromatografo liquido de
alta eficiéncia utilizando uma coluna BIORAD HPX-87H,
aquecida a 45°C e H,SO, 5 mM a 0,6 mL/min como
eluente e um detector de indice de refracdo
(SHIMADZU). A concentragdo de agUcares foi
determinada através de curvas de calibracdes preparadas
com padrdes de grau analitico, secos sob silica e vacuo.
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Figura 3. Cinética de producédo de biomassa, consumo de xilose
e producdo de etanol e xilitol, sob anaerobiose, por S.
arborariae. Biomassa (), xilose (O), etanol (m) e xilitol (®).
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Figura 4. Cinética da producéo de biomassa, consumo de xilose
e producdo de etanol e xilitol, sob aerobiose por S. arborariae.
Biomassa (), xilose (O), etanol (m) e xilitol (®).



IX Oktoberférum — PPGEQ 4

www.eng.ufrgs.br/oktoberforum

o,
1
) w
a =]
L
1
©

o
1
)
=]
1

Biomassa (g L")
o o
) )
Arabinose (g L)
> I
! )
- -
nN -
Etanol (g L")

o
L

o
]
’
| ]
]
"
o

=)

)
=)
'S
°
-3
-]

Tempo (h)

Figura 5. Cinética da produgdo de biomassa, consumo de
arabinose e producdo de etanol, sob anaerobiose, por S.
arborariae. Biomassa (%), arabinose (A) e etanol (m).
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Figura 6. Cinética da produgdo de biomassa, consumo de
arabinose, e producéo de etanol, sob aerobiose, por S. arborariae.
Biomassa (), arabinose (A) e etanol (m).

No ensaio em que se utilizou glicose como substrato
foi possivel observar que 96% deste aclcar foi consumido
sob condicdes anaerdbicas, em 55 horas de cultivo (Figura
1), com um coeficiente de rendimento de etanol (Ypss)
igual a 0,27 g g*. No entanto, em condicdes aerébias
(Figura 2), pouco etanol foi produzido, resultando em um
baixo Yps = 0,09 g g*. Neste cultivo observou-se que a
quantidade de biomassa foi maior que no cultivo
anaerdbico, mostrando que em aerobiose ocorre um desvio
na rota metabodlica para a multiplicacdo celular (RETTORI
e VOLPE 2006). ROUHOLLAH et al. (2007) avaliaram a
conversdo de glicose em etanol em cultivos com S.
cerevisiae, Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus, a
100 rpm em agitador orbital, obtendo coeficientes de
rendimento de etanol (Yes) de 0,40, 0,41 e 042 g g,
respectivamente. Esta diferenca de rendimento pode ser
explicada pela diferenca da relacdo volume de
meio/volume do frasco, j& que esta foi de 20% neste
trabalho enquanto que para ROUHOLLAH et al. (2007) foi
de 40%. Esta modificacdo altera a oxigenagdo do meio e
interfere no metabolismo celular, ou seja, com um maior
volume de meio dentro frasco a quantidade de oxigénio
disponivel para o cultivo é menor, diminuindo a difusdo de
O, no meio, favorecendo a formacao de etanol. Em Unico
estudo publicado sobre S. arborariae CADETE et al.
(2009) relataram que esta levedura produziu etanol com
um rendimento especifico para bioconversdo de glicose

(Yese) de 0,35 g g, em agitador orbital a 160 rpm (28°C e
pH 5). O maior rendimento obtido por CADETE et al.
(2009) quando comparado ao rendimento apresentado
nesse trabalho (aerobiose) pode também ser explicado
pela diferenca de oxigenacdo, pois apesar da rotacdo
utilizada por este autor ser 20 rpm menor que a aplicada
nestes experimentos, ndo se pode garantir que a
transferéncia de oxigénio seja semelhante uma vez que o
agitador orbital empregado nesses experimentos S&o
diferentes e existe uma diferenca diametro de agitacao.

Quando xilose foi utilizada como fonte de carbono
sob condicBes anaerdbicas (Figura 3), foi consumido 87%
da concentracdo inicial deste agutcar tendo como produtos
etanol e xilitol com coeficientes de rendimento (Ypss) de
0,16 g gte 0,02 g g*. Em condicdes aerdbicas (Figura 4),
a Xilose foi exaurida em 55 horas, no entanto a producéo
de etanol e xilitol foram baixas com Y5 0,03 g g™ e 0,01
g g*. Verificando os resultados observa-se que em
anaerobiose S. arboriarae tem preferéncia para a
conversao de xilose a etanol, isso provavelmente se deve
ao fato de que a reducdo da xilose a xilitol promovida por
esta levedura depende de NADH ou NADPH, ja que o
cofator NAD" pode ser recuperado em uma etapa seguinte,
seja em condicdes anaerobicas ou de limitacdo de O..
Sendo assim, na auséncia de oxigénio o principal produto
do metabolismo de xilose é o etanol. Em estudo realizado
com Pachysolen tannophilus, fermentacGes foram
conduzidas utilizando meio semissintético, em frascos
Erlenmeyer, incubados em um agitador a 30°C e 100 rpm
apresentou um rendimento de conversdao de xilose em
etanol 0,13 g g™ (ZHAO et al.., 2008). Este resultado foi
semelhante ao encontrado neste trabalho, mostrando que a
S. arborariae é uma promissora fermentadora de xilose a
etanol em condices anaerdbicas, assim como P.
tannophilus que é reconhecida como excelente produtora
de etanol a partir de xilose (STAMBUCK et al., 2008).
CADETE et al. (2009) mostraram que S. arborariae
produziu etanol a partir de xilose com um coeficiente de
rendimento de bioconversdo especifico de 0.37g g (Yex).
Comparando todos os resultados descritos acima com 0s
do experimento realizados, os resultados sugerem que
existe uma faixa 6tima de agitacdo para oxigenacdo do
meio para gerar um a maior conversao de xilose a etanol.

Arabinose foi o aglcar menos consumido por S.
arborariae em ambas as condi¢des de cultivo (38% em
média), tendo como consequencia baixa produtividade de
etanol, apresentando coeficientes de rendimento de etanol
de 0,04 g g* e 0,09 g g*, para anaerobiose e aerobiose,
respectivamente (Figuras 5 e 6, respectivamente). DIEN et
al.., (1996), realizou uma selecdo de leveduras capazes de
converter L-arabinose em etanol utilizando agitador em
condicdes de microaerofilia e obteve um coeficiente de
rendimento de bioconversao especifico de 0.13g g™ (Ypss)
em 14 dias e consumo de 33 + 5% do substrato por
Candida sp. (YB-2248). Assim, observa-se que os valores
encontrados neste estudo foram semelhantes ao descrito
acima, porém em um tempo menor de cultivo.

4. Concluséo

A partir dos resultados apresentados nesse trabalho,
pode-se concluir que a levedura Spathaspora arborariae
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apresenta-se como um microrganismo com grande
potencial para converter pentoses e hexoses em etanol.
Através dos resultados também é possivel verificar que a
maior produtividade de etanol foi para a glicose e xilose
em anerobiose e por fim arabinose em aerobiose. Desta
forma, como esta levedura apresentou boa conversdo dos
aclcares em etanol em condi¢des de anaerobiose, co-
cultivos com esta levedura e S. cerevisiae se mostra uma
alternativa promissora para aumentar o rendimento em
etanol.
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