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RESUMO

Avaliagdo da Capacidade de Bioconversdo de Hexoses e Pentoses em

Bioetanol por Spathaspora arborariae.

Autor: Fernanda da Cunha Pereira

Orientador: Professor Marco Antdnio Zachia Ayub

Cada vez mais a busca por fontes de energia renovaveis tem se intensificado.
Isto ndo somente pela preocupagdo ambiental, mas também devido aos
combustiveis fésseis serem limitados. Desta forma, o etanol de segunda geracao
(bioetanol) tem chamado a atencéo por ser uma fonte de energia pouco poluente e
que pode ser obtida a partir de residuos agroindustriais. Residuos lignoceluldsicos
agroindustriais, como a casca de arroz, sao fontes abundantes e de baixo custo para
producédo biotecnolégica de compostos de alto valor agregado. Esse processo
biotecnolégico tem o objetivo de promover o aproveitamento completo das fragdes
celulésica (contém hexoses) e hemicelulésica (rica em pentoses) dos residuos
lignoceluldsicos, para a obtencdo de commodities. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade de conversdo de hexoses e pentoses pela levedura
Spathaspora arborariae, descrita recentemente como boa conversora de pentoses a
etanol. Cultivos sobre meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz, a 180
rom e 28°C, foram realizados em agitador orbital utilizando frascos Erlemmeyers,
utilizando leveduras fermentadoras de hexoses e pentoses, como Saccharomyces
cerevisiae, Candida shehatae, Pichia stipitis e Spathaspora arborariae,
respectivamente, em cultivos isolados e em co-cultivo. As cepas testadas
isoladamente apresentaram valores de produtividade de etanol (Ypss) entre 0,35 e
0,46 g g™, enquanto que o rendimento dos co-cultivos variou de 0,30 e 0,77 g g™ de
etanol, sobre ambos os susbstratos. Também foram realizados ensaios em frascos
agitados em aerobiose (180 rpm) e anaerobiose (100 rpm) a 28°C utilizando como
meio de cultura com diferentes acgucares individualmente (glicose, xilose ou
arabinose). O cultivo realizado em anaerobiose, utilizando glicose como substrato foi
o que apresentou maior indices de conversdo de etanol (Y pis) 0,26 g g™'. Cultivos
foram conduzidos em biorreatores submersos utilizando S. arborariae sobre meio

semissintético, contendo glicose e xilose, em condicbes anaerdbicas (150 rpm),



aerobicas (400 rpm e 2 vvm; 150 rpm e 0,5 vvm) e microaerofilia (180 rpm e 0,33

vvm). O maior rendimento de etanol foi obtido no cultivo anaerébico com Y p;s=0,52

gg’.



ABSTRACT

Study of the Bioconversion of Pentoses and Hexoses into Bioethanol by

Spathaspora arborariae,

Author: Fernanda da Cunha Pereira

Supervisor: Professor Marco Anténio Zachia Ayub

It is increasing the search for renewable energy sources due to environmental
concerns and the possibility of fossil fuels shortage in the near future. Thus, the
second generation ethanol (bioethanol) has drawn attention for being a renewable
energy source and can be obtained from organic residues. Lignocellulosic
agroindustrial residues such as rice hulls are abundant resources and have a low
cost for the biotechnological production of compounds of high added value. This
biotechnological process aims to promote the full exploitation of the cellulose
fractions (containing hexoses) and hemicellulose (rich in pentoses) of lignocellulosic
wastes to obtain commodities such as ethanol. This study aimed at studying the
capability of the yeast Spathaspora arborariae, recently discovered, of converting
hexoses and pentoses into ethanol. Cultures on semi synthetic medium and
hydrolyzed rice hull at 180 rpm and 28°C, were performed in shaker, using
fermenting yeast hesoxes and pentoses such as Saccharomyces cerevisiae,
Candida shehatae, Pichia stipitis and Spathaspora arborariae, either isolated or in
co-cultivations. The strains tested alone showed values of ethanol yields (Yps)
between 0.35 and 0.46 g g”', while the yield of co-cultures varied from 0.30 to 0.77 g
g’ ethanol on both substrates. Experiments were also carried out in shake flasks
under aerobic conditions (180 rpm) and anaerobic (100 rpm) at 28°C using culture
medium with different sugars individually (glucose, xylose, or arabinose). The yeasts
cultivated in anaerobic conditions using glucose as substrate showed the highest
ethanol yields (Yps) 0.26 g g™'. Cultures were conducted in submerged bioreactors
using S. arborariae on semi-synthetic medium containing glucose and xylose under

anaerobic conditions (150 rpm), aerobic (400 rpm and 2 vvm, 150 rpm and 0.5 vvm)

Vi



and micro-aerobiosis (180 rpm and 0.33 vvm). The highest ethanol yield was

obtained in anaerobic cultivation with Yp,s =0.52 g g™
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1. INTRODUGAO

Cerca de 80% do consumo energético mundial provém dos combustiveis
fésseis (gas natural, carvao mineral e petrdleo). Entretanto, estas fontes de energia
nao vao durar mais do que algumas décadas, ja que suas reservas sao finitas.
Sendo que, a utilizagao destes combustiveis é a principal fonte dos gases que estao
provocando mudangas climaticas e o aquecimento global. Desta forma, cada vez
mais estudos estdo sendo realizados a fim de descobrir novas fontes de energia
renovaveis e menos poluentes. O fornecimento da energia sustentavel é
fundamental ndo apenas para o desenvolvimento econdmico das nagdes, mas
também para assegurar o bem estar do cidadao. Neste contexto, a producado de
etanol a partir de residuos lignoceluldsicos agroindustriais (RLAs) tem se mostrado
uma alternativa bastante promissora, ja que aumenta a disponibilidade de recursos
energéticos além de diminuir a polui¢ao e o acumulo de CO; no ar.

Estes residuos possuem baixo valor econbmico e a transformacao destes
residuos em material energicamente aproveitavel devera diminuir a competicao
entre a area plantada destinada para alimentos e a destinada a combustiveis, além
de agregar valor a estes materiais.

Uma visdo geral das publicacbes envolvendo RLAs aponta um
aproveitamento regional de produtos verificando-se produgbes cientificas
empregando subprodutos do processamento do arroz por grupos de pesquisadores
da China; do milho, por grupos norte-americanos; e do bagago de cana-de-agucar
no Brasil. Entretando, o Rio Grande do Sul ndo participa do mercado alcooleiro

ativamente, porém este estado é considerado o maior produtor de arroz e o terceiro



de soja do Brasil e, consequentemente, produz uma alta quantidade de residuos
provenientes do processamento desses graos. O Rio Grande do Sul é o maior
produtor brasileiro de arroz, com cerca de 7 milhdes de toneladas por ano (63%) fato
este que reflete nas grandes quantidades de casca e palha geradas desse grao.
Tanto a casca quanto a palha do arroz, que sao RLAs, tém sido objeto de estudos
da conversao de biomassa destes materiais lignocelulésicos a etanol.

Para que os residuos lignocelulésicos sejam bioconvertidos, se faz
necessaria a utilizacao de pré-tratamentos, que liberem os acucares fermentesciveis
existentes na estrutura dos materiais lignocelulésicos. Esses pré-tratamentos podem
ser realizados mediante hidrdlise quimica ou enzimatica. Uma técnica fundamentada
e bastante difundida é a hidrdlise acida diluida. Através dela ocorre a liberagao das
pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e outros) constituintes da
celulose e hemicelulose.

Através do processo fermentativo dos acucares oriundos dos materiais
lignocelulésicos, tanto etanol quanto xilitol (composto amplamente usado na
industria alimenticia e farmacéutica), podem ser formados. No entanto a
fermentacao de hidrolisados oriundos de materiais lignoceluldsicos a etanol seria
mais eficiente e viavel economicamente, se apenas um microrganismo tivesse
capacidade de converter tanto as hexoses quanto as pentoses (que somam em
torno de 60% da composicdo dos RLAs). Atualmente diversas pesquisas tém
direcionado esforgos para solucionar este gargalo biotecnolégico da produgao de
etanol de segunda geracao. Para isso, o desenvolvimento de cepas geneticamente
modificadas de Saccharomyces cerevisiae para a fermentagdo de pentoses, e o

emprego de sistemas de co-fermentacdo (que empregam mais de uma espécie de



microrganismos capazes de converter pentoses ou hexoses) vem sendo
amplamente estudados.

A conversao de RLAs mediante processos biotecnoldgicos permite, também,
o desenvolvimento de tecnologia e ciéncia em paises subdesenvolvidos, onde este
tipo de material € mais abundante justamente pelo fato de esses paises
apresentarem grandes produgdes agricolas, matérias-primas, e baixas produgdes de
materiais manufaturados, cujo valor agregado € superior.

Com o objetivo de ampliar os conhecimentos sobre a produgao biotecnoldgica
de etanol a partir da conversao de hidrolisado de casca de arroz por leveduras,
elaboraram-se estudos que compreenderam: selecao de leveduras produtoras de
etanol, estudo da conversdao do hidrolisado lignocelulésico por co-culturas e
avaliacao do perfil produtivo da levedura selecionada frente a diferentes condi¢des

de cultivo em meio semissintético.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biocombustiveis

A populagao global devera aumentar em cerca de 3 bilhdes de pessoas até
2050. Com este crescimento da populagdo e da industria, o consumo de
combustiveis fésseis também ira crescer drasticamente (SIVAKUMAR et al., 2010).
Este aumento do consumo ird trazer um impacto ambiental negativo, ja que a
queima de combustiveis fésseis gera CO,. Embora ainda haja alguma controvérsia
sobre as mudancgas no clima devido ao aumento dos niveis de CO, na atmosfera,
muitos cientistas acreditam que ele contribui para o efeito estufa e consequente, em
longo prazo, a temperatura da superficie terrestre devera aumentar em nivel mundial
(SEARCHINGER et al, 2008). Assim, um aumento na demanda por etanol, como um
substituto para a gasolina, € esperado devido a preocupagbes relacionadas a
estabilidade econdmica, impacto ambiental e o aquecimento global (DIEN et al,
1998).

A producéo industrial de etanol combustivel € predominantemente de culturas
agricolas. Na América do Norte, o bioetanol é produzido a partir de milho, enquanto
no Brasil, utiliza-se a cana (WHEALS et al., 1999; BOTHAST e SCHLICHER, 2005).
A crescente demanda por etanol pode levar ao aumento de areas plantadas destas
culturas, ao conflito direto com a produgdo de alimentos, e também repercutir
negativamente no manejo da terra devido ao uso crescente de pesticidas e
herbicidas (PIMENTEL, 2003; PIMENTEL e PATZEK, 2007). Para atender a
crescente demanda de biocombustiveis alternativos, fontes de biomassa, com
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excecgao dos que sao utilizados como alimento ou que exijam grandes mudangas no
manejo da terra, precisam ser exploradas. Residuos de biomassa lignoceluldsica
(residuos agroindustriais), de processamento alimentar e florestal representam
fontes renovaveis de acgucares fermentesciveis, que possam ser matéria-prima para
produgao de bioetanol por microrganismos.

As principais caracteristicas de um biocombustivel renovavel adequado sao
as seguintes (JOHNSON et al., 2007):

(i) ter o potencial para substituir os combustiveis fésseis, mas ndo deve afetar
o abastecimento global de alimentos,

(ii) deve ter um balango de energia liquida positiva,

(iii) deve ter um minimo de impacto ambiental negativo.

Nos ultimos anos, o tipo de biomassa mais estudado é a biomassa vegetal,
sendo que, para que ocorra a substituicdo das moléculas fésseis utilizadas hoje
seria necessaria a conversao de toda a planta em fonte de energia, especialmente
as partes nao utilizadas para alimentagao. A biomassa vegetal € composta por duas
classes de carboidratos, a primeira € formada por agucares de reserva como 0
amido e a sacarose que sao amplamente utilizadas pelas industrias alimenticias e
de bioconversao a etanol. A segunda classe € composta pelas partes estruturais da
planta, é o caso da lignocelulose, que é formada por agucares mais complexos e de

dificil acesso (OCTAVE e THOMAS, 2009).

2.2. Residuos lignocelulésicos agroindustriais

Em estimativa feita por KIM e YUM (2006), sdao gerados 1,5 trilhdes de

toneladas de biomassa lignoceluldsica por ano, tornando essa uma fonte inesgotavel



de matéria-prima para formacao de bioprodutos, como o etanol e o xilitol. Esse
enorme acumulo de residuos lignocelulésicos provém em grande parte do
processamento de culturas agricolas. Nesse ambito, merecem destaque as
significativas quantidades de residuos de plantas remanescentes e inutilizadas apos
as colheitas de sementes e graos, bem como os residuos oriundos do
manufaturamento em industrias.

No Brasil, a area ocupada, atualmente, com a cultura de cana-de-agucar, por
exemplo, é de aproximadamente 9 milhées de hectares, superior em 11,5 % a safra
anterior (MAPA/CONAB, 2009). A cada ano s&o produzidas toneladas de residuos
oriundos dessa cultura, o chamado bagago de cana, o qual é massivamente
estudado para bioconversao a etanol por grupos de pesquisa do sudeste brasileiro.
Porém, estados como o Rio Grande do Sul, que nao participam do mercado
alcooleiro, nao produzem bagago de cana com grande expressao, em compensagao
€ um dos maiores produtores de arroz e soja do Brasil e, consequentemente, de
residuos provenientes do processamento desses graos.

O Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro de arroz, com cerca de 7
milhdes de toneladas por ano (63%) fato este que reflete nas grandes quantidades
de casca e palha geradas desse grao (CONAB, 2010). Tanto a casca quanto a palha
do arroz, que sao residuos lignocelulésicos agroindustriais, tém sido objeto de
estudos da conversédo de biomassa a etanol. A casca representa 20% do peso seco
do arroz, e pode servir como um substrato de baixo custo para a producéo de alcool
combustivel nos EUA e em outros paises produtores de arroz como o Brasil (SAHA,
2005). Hoje em dia, mais de 660 milhdes de toneladas de arroz sao produzidas a
cada ano (DOMINGUEZ-ESCRIBA e PORCAR, 2009). Desta forma,

aproximadamente 132 milhdes de toneladas de casca sédo gerados em todo o



mundo, o que torna esse residuo lignocelulésico um dos mais expressivos em
volume e uma alternativa interessante para bioconversdo do seu hidrolisado a

produtos de alto valor agregado.

2.3. Composi¢cao dos materiais lignocelulésicos

Materiais lignocelulésicos compreendem residuos provenientes de
agroindustrias, florestas, tratamento de residuos sélidos municipais, gramas
perenes, entre outros (ADEN et al., 2002). A lignocelulose é o principal componente
da biomassa, que compreende cerca de metade da matéria da planta que é
produzida por fotossintese e representa a mais abundante fonte de energia organica
renovavel no solo. A lignocelulose € constituida por trés tipos de polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina que estdo fortemente entrelagados e quimicamente ligados
por forcas ndo covalentes e ligacdes covalentes cruzadas (PEREZ et al., 2002). A
proporgao destes componentes varia na composi¢cao dependendo da espécie da
planta, idade, tempo de colheita e condigao ou estagio de crescimento (JEFFRIES e
JIN, 2000). A celulose é um polimero linear, que € composto por subunidades de D-
glicose, ligadas através de ligagdes glicosidicas -1, 4, formando o dimero de
celobiose. Estes formam longas cadeias (ou fibrilas elementares), ligadas entre si
por pontes de hidrogénio e forgas de van der Waals. Celulose geralmente esta
presente na forma cristalina e uma pequena quantidade n&o-organizado que se
encontra na forma amorfa. A parte amorfa da celulose € mais suscetivel a
degradagdo enzimatica (PEREZ et al., 2002). Hemicelulose é um polissacarideo
com menor peso molecular do que a celulose. Esta é formada a partir de D-xilose,

D-manose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose, 4-O-metil-glucurénico, D-



galacturbnico e acidos D-glucurénico. Os agucares sao unidos por ligacdes
glicosidicas B-1,4 e, por vezes, 3-1,3.

A principal diferenca entre celulose e hemicelulose € que a hemicelulose tem
ramos com pequenas cadeias laterais que sao constituidas de diferentes agucares e
a celulose consiste de oligbmeros facilmente hidrolisaveis. A lignina esta ligada a
hemicelulose e celulose, formando um selo fisico que € uma barreira impenetravel
na parede celular das plantas. Ela esta presente na parede celular para dar apoio
estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque microbiano e estresse
oxidativo. Constitui um macromolécula amorfa, ndo soluvel em agua e opticamente
inativa que é formado a partir de unidades de fenil-propano unidas por ligagbes nao-
hidrolisaveis. Este polimero é formado através da geragao de radicais livres, que sao
liberados na desidrogenacdo mediados pela peroxidase de trés diferentes alcoois
fenil propandico: guaiacil, siringil e p-hidroxifenil. (SANCHEZ, 2009). A lignocelulose
foi sendo selecionada durante a evolugao para ser o elemento chave da estrutura da
planta e consequentemente ser resistente aos estresses bidticos e abidticos. Porém,
essa caracteristica acaba sendo um problema na industria processadora dessa

biomassa (OCTAVE e THOMAS, 2009).

2.4. Formas de pré-tratamento

Processos de bioconversdo da biomassa lignocelulésica através de
fermentacdo requerem um pré-tratamento, cuja finalidade é disponibilizar os
acucares fermentesciveis. A cristalinidade natural da lignocelulose e a sua

by

resisténcia a hidrélise sdo os maiores obstaculos na producdo de acucares



fermentesciveis, de forma economicamente viavel (KUMAR et al., 2008). Os
materiais lignoceluldsicos podem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos provocando efeitos como o aumento na porosidade dos materiais,
reducdo na cristalizagdo da celulose, despolimerizagdo parcial da celulose,
solubilizacdo da hemicelulose e/ou lignina e a modificagdo da estrutura da lignina,
de forma a aumentar sua susceptibilidade a hidrélise enzimatica ou liberar os
acucares fermentesciveis (LEE, 1997; MARGEOT et al., 2009).

Muitas tecnologias tém sido propostas, geralmente combinando processos
fisicos e quimicos. Os tratamentos fisicos incluem diversos tipos de moagem, ja os
tratamentos quimicos e fisicos incluem exploséo a vapor, extragdo por agua quente,
explosao de fibra com aménia, hidrélise alcalina, hidrélise acida diluida, entre outros
(SUN e CHENG, 2002). Além desses processos, ainda existe o tratamento de
deslignificagédo biolégica e a propria hidrolise enzimatica da celulose, que necessita
de maior tempo de processo e possui alto custo de producao, respectivamente; mas
que por outro lado visam a minimizagao da desidratagao de agucares como glicose
e xilose e formacgao de inibidores (furaldeidos), assim como a limitagdo de consumo
de produtos quimicos, energia, agua e a produgao de residuos (SUN e CHENG,
2002; MARGEOT et al., 2009). Atualmente dentre os diversos processos de hidrélise
empregados, a hidrolise acida configura como o mais antigo e mais bem
estabelecido processo, juntamente com a exploséo a vapor, que € hoje utilizada em
escala piloto (projeto New Improvements forLigno-cellulosic Ethanol — NILE, Agéncia

Eurec) (TORGET et al., 1996).



2.4.1. Formagao de compostos toéxicos a partir de hidrdlise acida diluida,

efeitos e mecanismos de agao

Um fator importante a ser considerado € que durante a hidrélise acida diluida,
dependendo das condi¢gdes empregadas, sdo gerados compostos toxicos produto de
degradacdo dos acucares e da lignina, que inibem o metabolismo dos
microrganismos que serao empregados na fermentacdo (MUSSATO e ROBERTO,
2004). Segundo PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL (2000) quando altas
temperaturas e pressdes sao utilizadas no pré-tratamento, xilose e glicose podem
ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural, que podem ser desidratados a
acidos fracos como férmico e levulinico (Figura 1). O acido acético também pode ser
encontrado nos hidrolisados produto da desacetilagdo da hemicelulose (ALMEIDA et
al., 2007). Além desses compostos outras substancias téxicas aos microrganismos
podem ser formadas durante a hidrélise como compostos fendlicos que sdo gerados
a partir da quebra parcial da lignina, acidos siringico, vanilico, palmitico, entre
outros. As concentracdes desses inibidores no meio de fermentacdo merecem
atengdo, pois podem influenciar negativamente o rendimento fermentativo pela
inativacdo das células de levedura ou pela interferéncia nas vias metabdlicas.

Os compostos toxicos formados durante o pré-tratamento de hidrélise acida
diluida podem reduzir a formagdo de biomassa e o rendimento de etanol. Os
furaldeidos, acidos fracos e os compostos fendlicos promovem diversos efeitos
sobre o0 metabolismo celular microbiano tanto individualmente como
simultaneamente (efeito sinergético). Estes efeitos também dependem das

concentracdes e da cepa de levedura utilizadas (KEATING et al., 2006; BELLISSIMI
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et al., 2009). Apesar do efeito toxico, baixas concentragdes de acido acético,

levulinico e férmico podem aumentar a producao de etanol (ALMEIDA et al, 2007).

Biorrefinaria multiprodutos

Estrutura da Planta

Lignocelulose

Pré-tratamento

Celulose

Hemicelulose

Biotecnologia branca/ Quimica verde

|

Energia
RESIEN

Etanol
Xilitol

Ac. Organicos
Biogas

DMSO
Fibra de carbono

Figura 1:Esquema de biorrefinaria lignocelulésica multi-produtos (Adaptado de
OCTAVE & THOMAS, 2009).

Dependendo das concentragdes de toxicos, o hidrolisado pode necessitar de
algum tipo de tratamento de destoxificagdo, como por exemplo, o emprego de
resinas de troca ibnica, carvao ativado, enzimas lignoliticas, pré-fermentagdo com
fungos filamentosos, tratamentos com alcalis ou sulfitos, entre outros (MUSSATO e
ROBERTO, 2004).

A presenca de inibidores nos hidrolisados e os custos adicionais gerados no

processo de destoxificagdo ou condicionamento de hidrolisados com o objetivo de
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aumentar as taxas de fermentabilidade sado os maiores impedimentos no
desenvolvimento de um processo econémico para a produgao de etanol a partir de

residuos lignoceluldsicos (PIENKOS e ZHANG, 2009).

2.5. Bioconversao de pentoses e hexoses a etanol

A principal via metabdlica envolvida na fermentacdo a etanol é a glicdlise,
através da qual uma molécula de glicose é metabolizada, e duas moléculas de
piruvato sdo produzidas; sob condi¢gdes limitadas de oxigénio, o piruvato € reduzido
a etanol com a liberacao de CO,. Teoricamente, o rendimento de etanol e CO, é de
0,511 e 0,489, respectivamente, para uma base de massa de glicose metabolizada
(BAI et al, 2008).

A conversao das hexoses presentes no caldo de cana-de-agucar e melagos a
etanol no Brasil € um processo bem consolidado industrialmente, que emprega a
levedura S. cerevisiae, microrganismo que possui aplicagdo bem sucedida, pois é
capaz de fermentar glicose de forma rapida e eficiente (MERICO et al., 2007).
Porém a sua utilizacdo na produgcdo de etanol de segunda geragao, sobre
hidrolisados que contém pentoses e hesoxes nao € eficiente, ja que essa levedura
nao consegue converter pentoses a etanol. Atualmente varias pesquisas objetivam o
desenvolvimento de cepas modificadas de S. cerevisiae que consigam utilizar as
pentoses presentes nos hidrolisados, mas estas cepas tem-se apresentado
demasiadamente sensiveis aos hidrolisados (HAHN — HAGERDAL et al., 2007).

Zymomonas mobilis, bactéria gram-negativa, €& outro exemplo de

microrganismo com enorme potencial industrial para conversao a etanol. No entanto,
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assim como S. cerevisiae, Z. mobilis ndo é capaz de fermentar pentoses a etanol.
Sua gama de substratos € limitada, utilizando apenas trés fontes de carbono:
frutose, glicose e sacarose (SAHA e WOODWARD, 1997). Sendo assim, diversas
pesquisas tém desenvolvido sistemas de co-fermentacao, utilizando microrganismos
que convertam simultaneamente glicose e xilose a etanol. Estudo feito por FU e
colaboradores (2009) utilizando co-cultura de células de Z. mobilis imobilizadas e
células de P. stipitis livres em fermentador modificado, preenchido com uma mistura
de xilose e glicose (20 e 30 g L, respectivamente), obtiveram produtividade
volumétrica de etanol de aproximadamente 1,3 g L' h™ e rendimentos de etanol de
0,49-0,50 g g”', em 19 horas. Quando utilizado o mesmo co-cultivo em hidrolisado
de bagaco de cana-de-agucar os resultados para o rendimento de etanol foram de
0,49 g g em 40 horas de cultivo.

A fermentacao de hidrolisados lignocelulésicos a etanol requer a presenga de
microrganismos que fermentem tanto as hexoses (glicose, manose e galactose),
quanto as pentoses (xilose e arabinose) na presenca de compostos inibitérios,
incluindo acidos fracos, furaldeidos e fendis (MARGEOT et al., 2009). Muitas
leveduras sdo conhecidas por fermentar xilose, incluindo géneros como Candida,
Pichia, Hansenula, Debaryomyces, Schawannyomyces, entre outras. Se a xilose for
convertida a xilulose (Figura 2), um isbmero da mesma, muitas leveduras serao

capazes de fermentar a xilose diretamente a etanol (JEFFRIES e SHI, 1999).
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Via Leloir €4— Galactose

Figura 2: Esquema simplificado do metabolismo de xilose e arabinose em leveduras
e fungos em integracdo com a via glicolitica até a producéo de etanol (Adaptado de
STAMBUCK et al., 2008). Abreviagdes: AR, L-arabinose (aldose) redutase; LAD, L-
arabinitol 4-desidrogenase; LXR, L-xilulose redutase; XR, D-xilose (aldose) redutase;
XDH, xilitol desidrogenase; XI, D-xilose isomerase; XK, D-xiluloquinase.

As concentragdes de etanol sao geralmente maiores quando o substrato € a
D-xilulose e o0 acumulo de xilitol € geralmente menor do que quando o substrato é a
propria xilose (SAHA e WOODWARD, 1997). GONG e colaboradores (1983)
avaliaram 20 espécies de Candida quanto a habilidade de fermentar D-xilose. Todas
as espécies cresceram bem no meio. Etanol foi o maior produto formado entre a
maioria das espécies testadas e arabitol o segundo produto com maior formacgao,
sendo que, cerca de 10-50% de xilitol foi produzido pelas mesmas. Porém as
espécies de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras de xilose a
etanol sao Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus e Candida shehatae. Dentre as

leveduras que fermentam xilose, P. stipitis configura como a mais promissora para
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aplicacao industrial, uma vez que € capaz de converter xilose e quase todos os
acucares presentes em hidrolisados lignocelulésicos a etanol, com fatores de
conversdo de 0,3 — 0,44 g g™ de substrato (STAMBUCK et al., 2008).

Um dos fatores que afeta significantemente a taxa de utilizacdo dos
carboidratos disponiveis e sua eventual conversdo a etanol € aeragao do cultivo
(SAHA e WOODWARD, 1997). A limitacdo de oxigénio pode estar associada ao
acumulo de etanol no meio. Sob condi¢gdes aerdbias, grande parte da xilose
metabolizada é convertida a xilitol, que é o principal co-produto formado nos cultivos
de xilose sob condi¢des limitadas de oxigénio, comprometendo assim, a produgao
de etanol. InUmeras causas sdo atribuidas para a ineficiente incorporagcdo das
moléculas derivadas da metabolizacido da xilose, na rota bioquimica central, que
culmina na formacao de etanol. A causa mais importante consiste no desequilibrio
redox entre os co-fatores das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, o qual
ocorre sob condi¢des limitadas de oxigénio, necessarias para que o substrato seja
convertido em etanol e ndo a biomassa. Outra causa consiste nas limitagdes
metabdlicas que ocorrem a partir da xilitol desidrogenase, incluindo a etapa de
conversao de xilulose a xilulose-5-fosfato catalisada pela xiluloquinase
(WALFRIDSSON et al., 1995). Além disso, quando a concentragao de xilose atinge
determinado nivel e a oxigenagao aumenta, alguns microrganismos preferem utilizar
o etanol produzido como fonte de carbono, isso foi demonstrado em microrganismos
como P. tannophilus (MALESZKA e SCHNEIDER, 1982), Candida tropicalis e
Candida guilliermondii (SCHIRMER-MICHEL et al., 2008).

As co-fermentacdes tém sido bastante utilizadas tanto na forma livre como
imobilizada, com o objetivo de utilizar as pentoses e as hexoses presentes em

hidrolisados lignoceluldsicos (HINFRAY et al.,, 1995). Meios de fermentagdo com
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misturas de agucares tém tido sucesso na conversao a etanol utilizando leveduras
geneticamente modificadas e bactérias (MONIRUZZAMAN, 1996). Porém outro
investimento além da produgao de etanol pode ser a formagao simultanea de xilitol
por consorcios de leveduras como C. tropicalis e S. cerevisiae (LATIF e RAJOKA,
2001). Desta forma o residuo é totalmente bioconvertido a produtos de grande

interesse comercial, tornando essa tecnologia mais rentavel.

2.6. Bioconversao de xilose a xilitol

Uma alternativa de formagao de produtos de alto valor agregado através da
bioconversao de hidrolisados lignoceluldsicos dentro do conceito de biorrefinaria é a
produgcdo de xilitol. Este alcool pentahidroxilado possui grande importancia
econdmica, pois pode ser utilizado como substituto de agucares convencionais. Isso
devido seu elevado poder adogante, comparavel ao da sacarose (PEPPER e
OLINGER, 1988), sua propriedade anticariogénica, uma vez que nao é fermentado
por microrganismos da flora bucal e sua propriedade cariostatica, pois reduz caries
ja existentes (MAEKINEN, 1979). Esse adocgante é indicado para pacientes com
diabetes devido sua lenta absorcdo e participagdo das rotas metabdlicas
independentemente de insulina, podendo, portanto, ser utilizado como substituto de
glicose (YLIKAHRI, 1979). Essas caracteristicas fazem do xilitol um insumo de
grande importancia nas industrias alimenticia, odontoldgica e farmacéutica.

O xilitol é produzido em escala comercial por um processo quimico, a
hidrogenagao catalitica de xilose pura presente em hidrolisados hemiceluldsicos.

Devido seu alto custo de producao, dificuldades de purificagdo e o impacto no meio
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ambiente, o uso do xilitol como adogante ainda é muito limitado (HYVONEN et al.,
1982). Fato que encoraja o desenvolvimento de tecnologias alternativas, como € o
caso da produgao biotecnoloégica do mesmo.

Embora os microrganismos assimilem e fermentem mais prontamente glicose
do que xilose existem em menor numero, bactérias, fungos filamentosos e leveduras
capazes de assimilar e fermentar xilose a xilitol e outros metabdlitos como etanal,
dependendo basicamente do microrganismo e das condigdes de cultivo empregadas
(JEFFRIES, 1983). Em geral, dentre os microrganismos, as leveduras sao
consideradas as melhores produtoras de xilitol. Sendo que, as leveduras do género
Candida estao entre as maiores produtoras (Ex. C. guilliermondii, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. biodinii e C. mogii) (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). Outro
género que se destaca na producdo de xilitol € Debaryomyces, em especial, D.

hansenii (PARAJO et al., 1997).

2.7. Spathaspora arborariae

Spathaspora arborariae (Figura 3) foi isolada de madeira apodrecida coletados
no Parque Nacional da Serra do Cip6 e no Parque estadual do Rio Doce localizados
em Minas Gerias. Ensaios em frascos agitados (28°C, 160 rpm e pH 5) foram
realizados a fim de verificar o crescimento celular e fermentacéo utilizando xilose
e/ou glicose como substrato. A cepa apresentou uma curva de crescimento tipica
em que o acgucar é eficientemente fermentada e depois que o agucar é exaurido do
meio, etanol produzido passa a ser consumido e utilizado como fonte de carbono. A

produtividade de etanol para glicose foi 0,35 g etanol g ™' glicose e quando foi
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utilizada glicose e xilose no meio de cultura foi obtido Yps de 0,50 g etanol g ' de

acucar (CADETE et al, 2009).

Figura 3: Floracdo células de levedura e asco de Spathaspora arborariae. Barra de
escala =5 mM (CADETE et al, 2009).
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3. OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade da conversao de diferentes
fontes de carbono (glicose, xilose e arabinose) em etanol e xilitos por leveduras.
Desta forma, este estudo foi divido em algumas etapas:

- Determinagao da composicao da casca de arroz e produ¢ao do hidrolisado.

- Avaliacao da producao dos alcodis sobre meio semissintético e hidrolisado de
cascacde arroz por levediras em agitador orbital.

- Avaliacdo da capacidade de conversao de diferentes monossacarideos em
alcodis por S. arborariae sobre meio semissintético.

-Avaliacdo da influéncia da aeracdo nos parametros fermentativos em cultivos

sobre meio semissintético em biorreatores de cultivo submerso por S. arborariae.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos, manuteng¢ao e inéculo

As leveduras utilizadas nos experimentos foram Saccharomyces cerevisiae
(ICV d953), Candida shehatae (HM 52.2), Spathaspora arborariae (HM 19.1a) e
Pichia stipitis (IMH43.2), cepas pertencentes a colecao do Bioteclab. Os estoques de
cultura destes microrganismos foram mantidos em placas de Petri e tubos de ensaio
contendo meio de cultura agar extrato de malte (AEM) composto em g L™': extrato de
levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona, 5; glicose, 10 e agar, 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 soélido foram mantidas a 4°C e as culturas liquidas contendo glicerol em
frezeer (-18°C).

Os pré-inéculos foram preparados através do cultivo de cada espécie em
meio EM, separadamente, 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 centrifugagao a 3000
xg por 20 minutos. O pellet formado foi lavado com solugcdo salina e ressuspenso
diretamente no mesmo meio que sera utilizado na fermentagcdo. Os in6culos dos
cultivos isolados e dos consoércios foram padronizados para que a concentragao
celular da suspensédo atingisse densidade 6ptica (DOggo) igual a 1. O volume de
in6culo perfazia 10% do volume total de cultivo em todos os frascos utilizados nos

experimentos.
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4.2. Obtencao do hidrolisado hemicelulésico de casca de

arroz

A casca de soja foi hidrolisada em autoclave utilizando frascos de vidro Pyrex
de 20L. A relagdo sdlido:liquido (casca de arroz moida:acido sulfurico 1%) foi de
1:10. A hidrolise foi conduzida a 121°C durante 95 minutos (rampa de aquecimento:
15 minutos, tempo de reagao: 60 minutos e rampa de resfriamento: 20 minutos). O
hidrolisado resultante foi resfriado em banho-maria e filtrado em sacos de algodao.
O sobrenadante foi estocado em refrigerador a 4°C para posterior concentragéao e
tratamento. O hidrolisado foi concentrado 2,8 vezes em concentrador a 70 °C, sob

vacuo.

4.3. Avaliagdo da producao de etanol por leveduras do

género Saccharomyces, Candida, Pichia e Spathaspora em

meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz

Foram realizados experimentos sob diferentes condigdes de cultivo (meio de
cultura, agitacdo e aeragao) para avaliar o consumo de agucares fermentesciveis,
producdo de etanol e de outros produtos de fermentacdo por S. cerevisiae, C.
shehatae, P. stipitis e S. arborariae individualmente e em consércio com S.
cerevisiae (co-cultivo).

A fim de selecionar o microrganismo e/ou consoércio com maior potencial de
producdo de etanol a partir da conversdo de glicose, xilose e arabinose foram

realizados ensaios utilizando meio semi-sintético e hidrolisado de casca de arroz
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(HCA, concentrado 2,8 vezes). O meio semissintético (G20X20A10) era composto por
(g L'1): extrato de levedura, 3; peptona, 5; xilose, 20; glicose, 20 e arabinose, 10.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 2L contendo 450
mL de meio semi-sintético G20X20A10, €m agitador orbital (Marconi, MA 830) a 180
rom, 28°C por 108 horas. Os mesmos parametros de cultivo foram empregados no
ensaio utilizando HCA como meio de cultivo, no entanto o periodo de incubacao
chegou a 240 horas. Aliquotas de 10 mL de amostra foram coletadas para
determinacao da concentragao celular (peso seco e UFC — unidades formadoras de
colénia) e quantificacdo de glicose, xilose, arabinose, xilitol e etanol, através de
analise cromatografica em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Todos

os experimentos foram conduzidos em duplicata.

4.4. Perfil de conversao de glicose, xilose e arabinose,

isoladamente, em etanol por Spathaspora arborariae.

Cultivos anaerdbicos e microaerobicos de Spathaspora arborariae foram
conduzidos em meios de cultura contendo glicose ou xilose ou arabinose, com o
objetivo de avaliar a capacidade desta levedura em converter cada um destes
acucares em etanol. Estes experimentos foram realizados em Frascos Duran
(500 mL) contendo 100 mL dos meios semissintéticos Gzg ou X3p ou Asg, em agitador
orbital (Marconi, MA 830), sob microaerofilia (180 rpm) e anaerobiose (100 rpm),
28 °C por 55 horas. As composicdes dos meios utilizados foram em (g L™"): Gso -
extrato de levedura, 3; peptona, 5 e glicose, 30; X3 - extrato de levedura, 3;
peptona, 5 e xilose, 30; e Azo - extrato de levedura, 3; peptona, 5 e arabinose, 30.
Amostras de 10 mL foram retiradas em 0, 6, 12, 24, 36, 48 e 55 horas para
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determinagcao da concentragao celular (peso seco) e quantificacdo de glicose, xilose,
arabinose, etanol e xilitol, através de CLAE. Os experimentos foram conduzidos em

duplicata.

4.5. Estudo da cinética de conversao de glicose e xilose em

etanol através de cultivo de submerso de Spathaspora

arborariae em biorreatores sob condi¢cées anaerobicas,

aerobicas e microaerobicas.

Os ensaios foram conduzidos em biorreatores de cultivo submerso com
capacidade total para 2L (Biostat B model, B. Braun Biotech International,
Alemanha), contendo 1,5 L de meio semissintético sob condigbes anaerdbias (150
rpom), aerébicas (400 rpm e 2 vvm) e microaerdfilas (200 rpm e 0,5 vwm ; 180 rpm e
0,33 vvm) a temperatura de 28°C e pH 5. Os biorreatores foram equipados com
eletrodo de oxigénio dissolvido, eletrodo de pH, termopar e agitador (turbina do tipo
Rushton). O meio de cultivo era composto em (g L™) por: extrato de levedura, 3;
peptona, 5, xilose, 30; glicose, 30 e 0,2% (v/v) de tween 80. O tempo de cultivo foi
de 120 horas e amostras de 10 mL foram retiradas em 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72,
84, 96, 108 e 120 horas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
Foram determinadas as concentragdes de glicose, xilose, etanol e xilitol através de
analise cromatografica em CLAE e a concentragdo celular através de UFC e
biomassa seca. As analises cromatograficas foram realizadas na Central Analitica

do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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4.6. Meétodos Analiticos

4.6.1 Determinagdao da composi¢cao da casca de arroz

A casca de arroz utilizada nos experimentos foi cedida pela Nelson Wendt &
Cia Ltda, localizada no municipio de Pelotas, RS. A casca foi moida em particulas
menores que 1 mm de didmetro, ensacada e armazenada a temperatura ambiente
até a realizagao das hidrolises.

A analise da casca de arroz foi feita de acordo com a metodologia descrita
por DUNNIG e DALLAS (1949), que se fundamenta na sacarificacdo quantitativa dos
polissacarideos de diferentes matérias-primas vegetais. A umidade da casca foi
determinada em balangca de infravermelho (OHAUS) por 30 minutos a 105°C.
Aproximadamente 2g de casca (massa seca) foram pesadas e transferidas para um
béquer ao qual foram adicionados 10 mL de &cido sulfurico 72% (p/p). A mistura foi
agitada continuamente com bastédo de vidro e climatizada em banho-maria a 50 °C
por 7 minutos. Nessa etapa, denominada hidrdlise principal, ocorreu 0 rompimento
das fibras de celulose em oligbmeros. Apés completar o tempo da hidrélise, a
reacao foi interrompida com adicdo de 275 mL de agua destilada e o conteudo foi
transferido para um frasco de Erlenmeyer de 500 mL. Em uma etapa de pés-
hidrdlise, a suspenséo foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Apds resfriamento,
a suspensao foi filtrada em papel de filtro, transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi completado com agua destilada.

O residuo solido, (apds varias lavagens) foi seco em estufa a 105 °C e
pesado até massa constante. A diferenca entre a massa seca do residuo e a massa

seca inicial da amostra foi utilizada para determinar a porcentagem de lignina
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presente na casca de arroz. A fragao liquida obtida foi analisada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinar as concentragcbes dos
componentes do material lignoceluldsico (acido glucurdnico, celobiose, glicose,
xilose, arabinose e acido acético) utilizados para o calculo da porcentagem de
celulose e hemicelulose da casca de arroz.

Para determinacdo das cinzas, 1g de casca de arroz (massa seca) foi
submetida a um tratamento térmico em mufla elétrica a 600 °C, durante 4 horas, até
combustdo total da matéria orgénica. Em seguida, esta foi pesada até obter-se
massa constante (SILVA; QUEIROZ, 2005).

O teor de proteina foi determinado conforme metodologia descrita por
HORWIITZ (1975), utilizando o método de Kjeldahl, empregando-se fator de 6,25
para casca de arroz. A analise de minerais foi feita utilizando a técnica de
espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP —AES).
Foram determinados o fésforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, cobre, zinco,

ferro, manganés, sédio, cromo, aluminio e bario.

4.6.2 Determinagcao da concentragao celular

As concentragdes celulares foram determinadas por turbidimetria em

espectrofotometro (Ultrospec 3100 pro) no comprimento de onda de 600 nm, por

gravimetria através da determinagdo de biomassa seca, utilizando estufa (Fanem

315 SE) a 75 °C até obtengado de peso constante.
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4.6.3 Determinagao da concentragcao de substrato e produtos

Os teores de glicose, xilose, arabinose, etanol e xilitol foram determinados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE, em equipamento Shimadzu, com
auxilio de detector de indice de refracao (RID), empregando-se coluna Bio-Rad
Aminex HPX-87H a 45°C, utilizando como fase mével H,SO4 (5mM) a um fluxo de
0,6 mL min™'. As amostras foram filtradas em filtro “Sep-Pack” C18 (Millipore) ou em
membrana de acetato de celulose (0,2 ym). A concentracdo das substancias foi
determinada através de curvas padrao de calibracdo preparadas com padrdes de

grau analitico, previamente seco sob silica e vacuo.

4.6.4 Determinagcao da concentragao de furfural e hidroximetilfurfural

As concentracdes de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinadas
por CLAE, sob as seguintes condigdes: coluna Nucleosil C-18 mantida a 25 °C;
detector ultravioleta/visivel SPD-M20A a 276nm, tendo acetonitrila/agua (2:8) com
1% de acido acético como eluente em fluxo de 1,1 mL minuto™. O volume de
amostra injetada foi de 20 uL. As amostras foram previamente filtradas em
membrana de acetato de celulose ME25 com 0,45 uL e D13 mm. A concentragao
das substancias foi determinada através de curvas padrao de calibragao preparadas

com padrdes de grau analitico, previamente seco sob silica e vacuo.

4.6.5 Determinagcao dos parametros fermentativos

Para avaliar a cinética dos cultivos alguns parametros foram adotados.
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P/S — (So —S)
YP/S
=051 (2)
0, = L1 3)
tempo

Onde:

Y pss: coeficiente de produtividade de etanol ( g etanol por g acgucar total
consumido)

P : quantidade de produto final (g L)

Po : quantidade de produto inicial (g L)

S : quantidade de substrato final (g L™

So : quantidade de substrato inicial (g L™

n : eficiéncia tedrica de conversao (%)

Q : coeficiente de produtividade volumétrica (g h™ L™)

Tempo : tempo na maxima conversao (h)

4.6.6 Determinagcao de pH e Pressao Osmoética

O pH foi determinado em pHmetro (PHTEK, PHS 3B) e a pressdo osmatica

foi determinada em osmémetro (VAPRO 5520).
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4.6.7 Determinacao de proteina

A analise de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl (HORWIITZ,
1975), o qual se baseia na transformacao do nitrogénio da proteina em borato de
amonio para posterior quantificagdo com solugao acida padronizada. Inicialmente a
amostra foi digerida, para isso foram pesadas 700 mg de casca de soja previamente
moida em tubos digestores. Adicionou-se 2,5 g de sulfato de sodio e entre 12 e 14
mL da solugao sulfo-cuprica. Logo apds as amostras foram colocadas no aparelho
digestor por 50 minutos a 240 °C. Apéds a digestao da amostra, entre 12 e 14 mL de
uma solug¢ado de acido borico a 4% foi vertida em Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-
se 40 mL de agua destilada e 3 gotas de indicador Taschiro. Conectou-se o
Erlenmeyer ao destilador de modo que a ponteira ficasse submersa no liquido. Em
seguida, passou-se quantitativamente a amostra digerida para um baldo de
destilacao Kjeldahl de 800 mL, com o auxilio de agua destilada, novamente foram
colocadas 3 gotas de indicador Tashiro. Adicionou-se hidroxido de sédio a 40 % até
a obtencao da coloragao verde. O balao foi entdo acoplado ao destilador, deixando-
se destilar até atingir a marca de 125 mL no Erlenmeyer. Logo apds a ponta que
estava submersa foi retirada e destilou-se novamente até atingir a marca de 150 mL.
Por fim, a solugcédo destilada foi titulada com solugcdo de acido sulfurico 0,1 N até a
viragem da cor verde para roxo. A equacdo 4 foi utilizada para calcular a

percentagem de proteina da amostra. O resultado é a média de 3 experimentos.

KxVxF
% proteina = M 4)

Em que: K=FC x 0,0014 x 100
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P = peso da amostra

FC = fator de correcdo da solugao de acido sulfurico a 0,1 N
(0,20868)

V = volume da solugao de acido sulfurico 0,1 N gasto

Fator = fator de conversao do nitrogénio para proteina (6,25)

4.6.8 Determinagao do K, a

Neste trabalho a determinagao experimental do K. a foi realizada através do
meétodo dindmico, em que a concentragcdo de oxigénio dissolvido € monitorada
durante o crescimento celular. Este monitoramento foi possivel com a utilizagao de
um eletrodo Polalografico. A equagao para utilizada para o célculo do K,a esta

demostrada abaixo.

Em que:

Ci: concentracao de oxigénio em condigdes de saturacgao;
C: concentracéo de oxigénio no meio de cultura;

Co: concentracéo de oxigénio o tempo t = 0;

to: tempo inicial

t: tempo final
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composi¢cdao quimica da casca de arroz

A Tabela 1 apresenta a composi¢gao quimica da casca de arroz empregada no
presente trabalho. Esta composicdo pode variar conforme o processamento e

condicdes de crescimento desta cultura.

Tabela 1:Composi¢ao quimica da casca de arroz

Componentes |Concentragao (%)
Celobiose 0,40
Glicose 341
Xilose 12,7
Arabinose 1,25
Acido acético 1,27
HMF 0,32
Furfural 0,89
Lignina insoluvel 22,94
Lignina soluvel 6,13
Extrativos 3,06
Cinzas 16,91
Insoluveis 9,7
Proteina 2,03

O principal agucar da casca de arroz em concentragéo é a glicose, seguido de
xilose e arabinose, assim como na maioria residuos lignocelulésicos (HOWARD et
al., 2003). A alta concentragao de cinzas presente na casca do arroz é um dos fatos
que restringe a utilizagdo deste residuo como ragao animal. Ja a presenga de lignina
e cinzas em grandes proporgdes pode dificultar a bioconversdo da casca do arroz a

etanol segundo SAHA e colaboradores (2005). A comparagdo da composi¢cao
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quimica da casca de arroz com a composi¢cdo de outros residuos lignoceluldsicos
agroindustriais utilizados para a bioconversdao em etanol, e com este mesmo
residuo, reportadas em diferentes referéncias bibliograficas, encontra-se na Tabela

2.

Tabela 2: Composicdo quimica de residuos lignocelulésicos agroindustriais
utilizados para a bioconversdo em etanol.

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina

. L . Referéncia
Lignocelulésico (%) (%) 'I'(cz/:?l Bibliografica
Casca de arroz 34 13 29 Este trabalho
Casca de arroz 30 28 22 Mansilla et al., 1998
Casca de arroz 35 12 15 Saha et al., 2005
Palha de arroz 43 22 17 Roberto et al., 2003
Palha de trigo 31 26 24 Canilha, et al., 2006
Bagaco de cana 39 26 24 Laser et al., 2002
Casca de soja 38 10 3 Mielenz et al., 2009

Conforme observado na Tabela 2, a quantidade de acucares fermentesciveis
(celulose e hemicelulose) neste trabalho (47%) foi semelhante a encontrado por
SAHA e colaboradores (2005) (47%) e inferior a 58% relatado por MANSILLA e
colaboradores (1998). Os teores de lignina total foram 25 e 50 % maiores que os
descritos por MANSILLA e colaboradores (1998) e SAHA e colaboradores (2005). A
diferengca entre a quantidade de componentes dos materiais lignoceluldsicos
avaliados pode estar associada a origem da casca e também na diferengas das
técnicas de analise. Outros residuos que vem sendo empregados com sucesso em
processos de hidrélise para posterior conversdo a etanol como bagago de cana de
agucar, bagacgo de malte, palha de arroz e palha de trigo possuem em torno de 18%,
27%, 17% e 20% de lignina, respectivamente (SUN et al., 2004; MUSSATTO e

ROBERTO 2006; SUN et al., 2005). Um dos possiveis problemas gerados pelo alto
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conteudo de lignina de um residuo lignocelulosico esta relacionado ao pré-
tratamento de hidrélise acida diluida, que pode gerar o aparecimento de compostos
fendlicos inibidores do processo fermentativo, oriundos da degradacao parcial desta

macromolécula (ALMEIDA et al., 2007).

5.2. Avaliagdo da producdo de etanol por leveduras do

género Saccharomyces, Candida, Pichia e Spathaspora, em

agitador orbital, sobre meio semissintético e hidrolisado de

casca de arroz

Atualmente, diversas pesquisas apontam que a viabilidade econémica do
processo de producido de bioetanol, depende da conversdo de todos os agucares
(pentoses e hexoses) que compdem os hidrolisados de materiais lignoceluldsicos.
Além disso, busca-se alcancar o processo de biorrefinaria, que consiste na
recuperacéo de diversos produtos de alto valor agregado oriundos da converséo dos
materiais lignocelulésicos, como a obtencdo simultanea de etanol e xilitol a partir das
hexoses e pentoses provenientes do hidrolisado de residuo agroindustrial (LATIF e
RAJOKA, 2001). Sendo assim, a utilizagdo de microrganismos competentes em
fermentar hexoses (glicose, manose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose),
e/ou consoércios de microrganismos que fermentem ambos os agucares a etanol
e/lou xilitol é bastante desejavel (MARGEOT et al., 2009; FU et al., 2009). A
excelente eficiéncia de conversao de glicose a etanol por Saccharomyces cerevisiae
€ bastante reconhecida, no entanto, apesar de um grande numero de espécies de
levedura metabolizar xilose e arabinose, apenas cerca de 1% desses

microrganismos s&o capazes de fermentar xilose a etanol, como P. stipitis (HAHN-
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HAGERDAL et al., 2007). A fermentacdo de xilose a xilitol &€ bastante comum entre
leveduras do género Candida, onde sdo encontradas as espécies conhecidas como
maiores produtoras de xilitol a partir de xilose (ex. C. guilliermondii, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. biodinii e C. mogii) (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). Outro
género que se destaca na producdo de xilitol € Debaryomyces, em especial, D.

hansenii (PARAJO et al., 1998a).

5.2.1. Cultivo em meio semissintético

Com o intuito de avaliar a capacidade de conversdo dos acgucares
fermentesciveis por leveduras selecionadas conforme a capacidade da linhagem
e/ou género para produzir xilitol e/ou etanol ja descrito na literatura, ensaios
utilizando meio semissintético G,0X20A10, Sem a presencga de inibidores provenientes
do processo fermentativo (comum nos hidrolisados) e com menor pressao osmaotica
do que a do hidrolisado (402 mOsm.Kg™"), foram realizados em agitador orbital, a

180 rpm e 28°C.

5.2.1.1 Avaliagao da cinética do crescimento celular, consumo dos agucares e
producao de etanol e xilitol pelos microrganismos cultivados isoladamente em

meio semissintético

O crescimento celular do meio semissintético foi avaliado com base no peso
seco. Todas as leveduras testadas tiveram crescimentos similares, podendo-se
observar o inicio da fase exponencial a partir das 6 horas de cultivo. C. shehatae e
P. stipitis obtiveram o maximo crescimento em 108 horas de cultivocom 4,5gL" e 4

g L respectivamente, S. cerevisiae obteve um maximo de crescimento apds 96
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horas de cultivo 3,8 g L' e S. arborariae em 84 horas de crescimento (4,7 g L)

(Figura 4).
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Figura 4: Cinética de crescimento de cultivos das leveduras isoladas em meio
semissintético, a 180 rpm, 28°C, por 120 horas de cultivo (agitador orbital).
Concentracdo celular (g L™") de P. stipitis (A), S. cerevisiae (B), S. arborariae (o) e
C. shehatae (V).

A cinética de consumo dos acucares e producdao de etanol e xilitol dos
cultivos sobre meio semissintético, por C. shehatae, P. stipitis, S. cerevisiae e S.
arborariae, isoladamente, estao apresentados na Figura 5.

C. shehatae, P. stipitis, S. arborariae e S. cerevisiae consumiram toda a
glicose disponivel no meio, sendo que mais de 83% da xilose foi consumida pelas
trés primeiras leveduras, separadamente em meio semissintético. O consumo de
arabinose foi de 69% para a C. shehatae, seguida por 49 e 37% para P. stipitis e S.
arborariae, respectivamente. Nos cultivos com S. cerevisiae a xilose e a arabinose
nao foram consumidas, o que é caracteristica do metabolismo desta espécie

(STAMBUCK, et al., 2008) que é citada na literatura como excelente fermentadora
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de hexoses a etanol (MERICO et al., 2007). Sendo assim, se faz necessario
ressaltar que os calculos do coeficiente de rendimento de etanol para S. cerevisiae é
especifico, pois € calculado somente com base na conversado de glicose a etanol;
enquanto que para as demais leveduras este calculo se refere a conversao do total

de agucares (glicose, xilose e arabinose) presente nos meios em etanol.
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Figura 5: Cinética de consumo de glicose, xilose e arabinose e producéo de etanol
e xilitol pelas leveduras: (A) S. cerevisiae, (B) S. arborariae, (C) P. stipitis e (D) C.
shehatae sobre meio semissintético. glicose (L), xilose (O), arabinose (A), xilitol
(@) e etanol (H).
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C. shehatae e P. stipitis consomem glicose e xilose simultaneamente desde o
inicio do cultivo, com comportamentos semelhantes para ambos os agucares. S.
arborariae apresenta um comportamento diferente destas leveduras, pois consome
a maior parte da xilose apenas apds o esgotamento da glicose. E possivel verificar
este fato através do calculo da taxa de consumo de glicose e xilose por hora de
cultivo (quantidade de agucar consumido, dividido pelo tempo em horas). Nas
primeiras 60 horas de cultivo a taxa de consumo de glicose para S. arborariae foi de
045 ¢g h™', enquanto que a de xilose foi 0,08 g h™', mostrando que esta levedura
apresenta clara preferéncia pela glicose. Apés a exaustdo da glicose a taxa de
consumo de xilose aumentou para 0,41 g h™'. Em trabalho utilizando a mesma
levedura, CADETE e colaboradores (2009) constataram que a xilose foi consumida
apenas apos o consumo total da glicose, semelhante ao comportamento encontrado
neste trabalho. Para C. shehatae e P. stipitis, as taxas de consumo de glicose e
xilose foram semelhantes até o periodo de cultivo em que a glicose foi exaurida,
sendo estas 0,46 g h™' de glicose e 0,47 g h™' de xilose e 0,25 g h™" de glicose e 0,26
g h™ de xilose, respectivamente, mostrando que estas leveduras n3o apresentam
preferéncia por nenhum dos dois agucares.

Comparando a produtividade de etanol entre as cepas avaliadas, verificou-se
que S. cerevisiae apresentou maior coeficiente de rendimento de etanol (Ypss) de
0,53 g de etanol g de glicose, seguida por S. arborariae, C. shehatae e P. stipitis
(0,46; 0,40 e 0,36 g de acucar g™ de etanol). O rendimento maximo de conversio a
etanol obtido por S. arborariae foi ligeiramente inferior ao encontrado por S.
cerevisiae, nas mesmas condi¢des de cultivo.

Taxas de conversao de acgucares contidos no meio em etanol, semelhantes

as obtidas neste trabalho, foram encontradas por ROUHOLLAH e colaboradores
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(2007), em experimento conduzido sobre meio sintético composto em por glicose,
xilose, manose, e galactose (agitador orbital a 100 rpm) onde S. cerevisiae e P.
stipitis apresentaram a mesma produtividade de etanol (0,4 g etanol g™ de glicose).

A levedura S. arborariae € uma espécie recentemente isolada e descrita
como uma promissora fermentadora de xilose a etanol (CADETE et al., 2009), assim
como a C. shehatae e a P. stipitis, ja conhecidas na literatura. STAMBUCK e
colaboradores (2008) concluiram que dentre as leveduras que fermentam xilose, P.
stipitis configura como a mais promissora para aplicagédo industrial, uma vez que é
capaz de converter xilose e quase todos os acgucares presentes em hidrolisados
lignocelulésicos a etanol, com fatores de conversdo de 0,3 — 0,44 g g™’ de substrato.
Em experimento contendo apenas glicose como fonte de carbono, em agitador
orbital com 160 rpm e 28°C, CADETE e colaboradores (2009) relataram que S.
arborariae teve uma produtividade de etanol de 0,35 g etanol g’ de glicose, ja em
cultivo sobre meio semissintético contendo uma mistura de glicose e xilose, nas
mesmas condicdes de cultivo, S. arborariae apresentou rendimento de etanol maior,
chegando aproximadamente a 0,50 g etanol g de acucar (Ypys).

A maior produtividade de xilitol foi obtida no cultivo que empregou C.
shehatae, Ypis = 0,45 g de xilitol g™' de xilose, seguida por P. stipitis e S. arborariae
(Yes = 0,17 e 0,13 g de xilitol g' de xilose, respectivamente). CADETE e
colaboradores (2009) reportaram que a produtividade S. arborariae em cultivo
somente sobre xilose (160 rpm), foi de 0,37 g etanol g xilose. Como uma maior
aeracao (maior agitacdo 180 rpm, utilizada neste trabalho) privilegia a produg¢ao de
xilitol (van MARIS et al., 2006), esperava-se obter um maior coeficiente de
rendimento de xilitol que o encontrado nos experimentos referidos por CADETE e

colaboradores (2009), no entanto, é possivel que a presenga de todos os agucares
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no meio possam ter afetado a conversao especifica de xilose pela preferéncia por

glicose.

5.2.1.2. Avaliagao do crescimento celular, consumo dos agucares e produgao
de etanol e xilitol, por co-cultura de leveduras em meio semissintético, em

agitador orbital

Para melhorar a competitividade de custos da producdo de bioetanol e
maximizar a rentabilidade de um processo industrial, se faz necessaria a conversao
eficiente de todos os monossacarideos presentes no hidrolisados lignoceluldsicos
(GUPTA et al, 2009; FU et al, 2009). A conversdo microbiana de pentoses, que
representam 25-40% de acgucares presentes nos materiais lignocelulésicos, foi
identificada como um dos principais desafios a ser superado para tornar a tecnologia
do etanol de segunda geracgéo viavel industrialmente (FROMANGER et al., 2010).
Como a xilose ndo pode ser fermentada por linhagens selvagens de S. cerevisiae, e
cepas recombinantes desta espécie ainda ndo se mostraram tao eficientes na
escala industrial (HAHN-HAGERDAL et al., 2007), uma possivel solugdo para
conversao de pentose em etanol seria a utilizagdo de co-cultivos de cepas eficientes
em fermentacdo de xilose simultaneamente a S. cerevisiae. A utilizagdo de co-
culturas pode ser vantajosa em relacdo a fermentacdo individual por causa do
potencial para a utilizagdo sinérgica das vias metabodlicas de todas as cepas
envolvidas em uma situagéo de co-cultura. (BADER et al., 2009).

Objetivando maximizar a conversdo dos agucares (hexoses e pentoses) em
etanol, foram realizados co-cultivos (consorcio) em meio semissintético descrito em

4.3.1., combinando uma levedura conhecidamente fermentadora de glicose, como S.
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cerevisiae, a leveduras fermentadoras de pentoses como S. arborariae, C. shehatae
ou P. stipitis.
O crescimento celular dos consorcios (Figura 6) foi avaliado com base no

peso seco.
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Figura 6: Cinética de crescimento de cultivos das leveduras em consorcio em meio
semissintético, a 180 rpm, 28°C, por 120 horas de cultivo (agitador orbital).
Concentracdo celular (g L) de S. cerevisiae e P. stipitis (e); S. cerevisiae e C.
shehatae (A); S. cerevisiae e S. arborariae (R).

A partir das 9 horas de cultivo pode-se observar o inicio da fase exponencial
para os trés cultivos, sendo que S. cerevisiae e P. stipitis demonstraram um
crescimento mais lento inicialmente, obtendo valores menores de concentragao
celular até 9 horas de cultivo. O maximo crescimento obtido para esse consorcio foi
de 4,1 g L™ ao final do cultivo. Os consércios S. cerevisiae e C. shehatae e S.
cerevisiae e S. arborariae obtiveram o maximo crescimento em 108 horas de cultivo
(3,8gL™M.

Na Figura 7 esta grafada a cinética do consumo de glicose, xilose e arabinose

e producao de etanol e xilitol, pelos co-cultivos de S. cerevisiae e S. arborariae (Sc-
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Sa), S. cerevisiae e P. stipitis (Sc-Ps) e S. cerevisiae e C. shehatae (Sc-Cs) sobre

meio semissintético, em agitador orbital.

Glicose, Xilose, Arabinose (g L) Glicose, Xilose, Arabinose (g L")

Glicose, Xilose, Arabinose (g L")

Figura 7: Cinética de consumo de glicose, xilose e arabinose e produgao de etanol e
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S. cerevisiae e P. stipitis (Sc-Ps) e (C) S. cerevisiae e C. shehatae (Sc-Cs) em meio
semissintético (agitador orbital): glicose (L), xilose (O), arabinose (A), xilitol (@) e
etanol (H).

O consumo de glicose teve 0 mesmo comportamento em todos os consorcios,
possivelmente pela presenca da levedura S. cerevisiae, com toda a glicose sendo
consumida em aproximadamente 48 horas. A xilose foi mais consumida pelo
consércio com C. shehatae, seguido por S. arborariae e P. stipitis (85; 49 e 41 %
respectivamente).

A maior produtividade de etanol foi encontrada no consércio com S.
arborariae de 0,77 g de etanol g de acucar, enquanto que os outros consorcios
mantiveram valores muito préximos aos mostrados em cultivo isoladamente (P.
stipitis e C. shehatae, Ypis de 0,30 e 0,42 g g™'). Se o rendimento maximo de etanol
(Ypss) for calculado considerando apenas a glicose como fonte potencial para a
producao de bioetanol, o valor encontrado para S. arborariae (Yp;s = 0,77) € superior
ao rendimento tedrico proposto para esta conversao (Y = 0,51), fato esse que pode
sugerir que uma parte das pentoses também foi convertida em etanol. No entanto,
devido a presencga dos trés agucares (xilose, glicose e arabinose) no meio de cultura
é dificil determinar qual parte de cada agucar foi destinada a producao de biomassa
e que foi tomada para formar subprodutos. O etanol presente no meio foi consumido
nas horas finais do cultivo com os consoércios. MALEZCA e SCHNEIDER (1982)
relataram que quando a concentragdo de xilose atinge determinado nivel e a
oxigenagdo aumenta, alguns microrganismos preferem utilizar o etanol produzido
como fonte de carbono, isso foi demonstrado em microrganismos como P.
tannophilus, Candida tropicalis e Candida guilliermondii (SCHIRMER-MICHEL et al.,
2008). Em estudo realizado com co-cultivo de Z. mobilis e P. tannophilus para

producdo de etanol em meio sintético, contendo glicose (60 g L) e xilose (40 g L™),
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FU e PERIS (2008) obtiveram 26 g L™ de etanol em 12 h de cultivo, originados do
consumo de glicose por Z. mobilis, uma vez que P. tannophilus foi inoculada apds o
consumo da glicose.

A producgado de xilitol também foi maior em cultivo com consércio com S.
arborariae (Yris 0,79 g g') do que o mostrado em cultivo isoladamente (Ypis 0,13 g
g"). LATIF e RAJOKA (2001) em estudo sobre hidrolisado de sabugo de milho
observaram que a produgao de xilitol exibiu uma fase lag de 24 horas, enquanto que
nos cultivos realizados neste trabalho a producédo de xilitol foi detectada apenas

apo6s 48 horas de cultivo.

5.2.2. Avaliagdo do crescimento celular, consumo dos agucares e
producéao de etanol e xilitol, por leveduras sobre hidrolisado de casca de arroz

em agitador orbital

O hidrolisado de casca de arroz utilizado nesses ensaios, nao foi submetido a
processo de destoxificacdo, e foi suplementado com peptona e extrato de malte,
respectivamente. A composi¢cao do meio original e concentrado estad descrita na

Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo (g L") do hidrolisado de casca de arroz original e
concentrado 2,8 vezes.

Hidrolisado Glicose Xilose Arabinose Ac. Acético
Original 13,2 57 0,7 0,9
Concentrado 371 16,0 20 26
2,8 vezes
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Comparando-se os hidrolisados observa-se que o teor dos acucares
presentes no hidrolisado original aumentou de maneira proporcional ao fator de

concentracao utilizado.

5.2.2.1. Avaliagao da biomassa, consumo dos agucares e produgao de etanol e

xilitol por cultivo de leveduras isoladas, sobre hidrolisado de casca de arroz

A avaliacdo da capacidade de fermentacédo do hidrolisado de casca de arroz
pelas leveduras S. cerevisiae, S. arborariae, C. shehatae e P. stipitis foi conduzida
em agitador orbital, a 180 rpm e 28°C. O crescimento dos cultivos sobre esse
hidrolisado foi medido utilizando o método de contagem de colbnias (UFC), e

grafado sob a forma de logaritmo em base 10 (Figura 8).
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Figura 8: Cinética de crescimento de cultivos das leveduras isoladas em hidrolisado
de casca de arroz, a 180 rpm, 28°C, por 240 horas de cultivo (agitador orbital).

Concentracdo celular (g L") de P. stipitis (a); S. cerevisiae (m); S. arborariae (e) e C.
shehatae (v).
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A partir de 9 horas de cultivo todas as espécies apresentam crescimento na
fase log, e apdés 60 horas, a multiplicagdo celular permaneceu praticamente
constante para todas as leveduras.

Uma das caracteristicas dos hidrolisados provenientes de diferentes residuos
lignocelulésicos é a alta pressdo osmaética (PAPOUSKOVA et al., 2007). De acordo
com LIU e colaboradores (2006), uma pressdo osmatica de 2108 mOsm.Kg™' é
suficiente para inibir o crescimento de leveduras, inclusive para espécies osmofilicas
como Candida krusei. Segundo D’AMORE e colaboradores (1988) uma diminui¢cao
do crescimento celular e nas taxas de fermentacdo esta associado com o aumento
na pressao osmotica. Apesar da pressao osmotica do hidrolisado de casca de arroz
concentrado utilizada neste trabalho ser de 1539 mOsmKg™', todas as leveduras
cresceram e mantiveram o crescimento constante nesse hidrolisado. Segundo
HOHMANN (2002), as células de leveduras podem desenvolver mecanismos para
ajustar, dentro de certos limites, a alta osmolaridade externa.

O consumo dos acgucares presentes no hidrolisado (glicose, xilose e
arabinose) e a formagao dos produtos etanol e xilitol pelas leveduras empregadas

nesse ensaio estdo grafados na Figura 9.
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Figura 9: Cinética de consumo de glicose, xilose e arabinose e produgéo de etanol
e xilitol pelas leveduras: (A) S. cerevisiae, (B) S. arborariae, (C) P. stipitis e (D) C.
shehatae sobre meio semissintético. glicose (L), xilose (O), arabinose (A), xilitol

(@) e etanol (H).

Os parametros da cinética de producao de etanol e xilitol a partir de agucares

fermentesciveis do hidrolisado de casca de arroz em cultivos com S. cerevisiae, S.

arborariae, P. stipitis e C. shehatae, isoladamente, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4:Parametros da cinética de producdo de etanol e xilitol em frascos agitados
em hidrolisado de casca de arroz, a 180rpm e 28°C, por S. cerevisiae, S. arborariae,

P. stipitis e C. shehatae.

YpsET(9g") nET (%) Q@@L'h")  YesXL(gg))
C. shehatae 0,40 77,88 0,16 0,13
P. stipitis 0,35 0,14 0,16
S. cerevisiae 0,52* 101,43 0,38 -
S. arborariae 0,45 0,16 0,33

* Ypss calculado com base na glicose
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Toda a glicose disponivel no hidrolisado de casca de arroz foi consumida por
todas as leveduras avaliadas, porém a S. arborariae apresentou um consumo mais
lento quando comparada as demais. C. shehatae apresentou o maior consumo de
xilose (93%), seguida por P. stipitis e S. arborariae (57 e 45%, respectivamente).
Foram consumidos 47; 33 e 19% de arabinose por C. shehatae, S. arborariae e P.
stipitis, respectivamente.

S. cerevisiae apresentou a melhor produtividade de etanol (Ypis 0,52 g g7),
seguida por S. arborariae (Ypis 0,45 g g™'), C. shehatae (Yps 0,40 g g7') e P. stipitis
(Yeis 0,35 g g), como pode ser observado na Tabela 12. ZHONG e colaboradores
(2009), em estudo sobre palha de arroz a 30 °C e 150 rpm, relataram que S.
cerevisiae 424A (LNH-ST) apresentou uma produtividade volumétrica de 0,26 g L™'h"
' maior que o encontrado neste trabalho (0,16 g L'1h'1), que pode ser explicada pela
menor aeragao do meio, o que provavelmente provocou uma fermentacio
anaeroébica dos componentes do hidrolisado. A mesma explicagao pode ser referida
a C. shehatae NCIM 3501 em estudo realizado por CHANDEL e colaboradores
(2007), em bagago de cana de acgucar (150 rpm e 30°C), que demonstrou um
rendimento de etanol 19% maior que o obtido nesse trabalho para a mesma espécie
de levedura (0,48 g g ). Frente ao hidrolisado de palha de arroz, SILVA e
colaboradores (2010) em cultivo com 200 rpm de agitagdo em agitador orbital,
obtiveram Ypis = 0,37 g g ', para P. stipitis, semelhante ao encontrado neste
trabalho (Yps 0.35 g g 7). S. arborariae apresentou rendimentos bastante
satisfatérios quando comparada as demais leveduras reconhecidamente
fermentadoras de pentoses, como as utilizadas nesse trabalho, P. stipitis e C.

shehatae, e as empregadas em diversos estudos (Tabela 5). Nas horas finais do
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cultivo, foi observado que as leveduras utilizadas neste estudo metabolizaram

etanol.

Tabela 5: Produtividade de etanol de cepas fermentadoras de pentoses.

Cepa _ Residu9 _ Yeis(9 g™ F_tef_erén'c_ia
Lignocelulésico Bibliografica
Spathaspora arborariae  Casca de arroz 0,45 Este trabalho.
Candida shehatae Bagaco de cana 0,48 CHANDEL et al.,2007
Pichia stipitis Palha de arroz 0,37 SILVA et al., 2010

Pachysolen tannophilus Bagago de cana 0,35 CHENG et al., 2007

A conversao de xilitol foi maior nos cultivos com S. arborariae (Ypis 0,33),
seguida por C. shehatae e P. stipitis (Yps 0,16 e 0,13). Segundo a literatura, a
producao microbiana de xilitol depende de uma série de condigdes experimentais
que influenciam sobre o desempenho do microrganismo, tais como pH,
concentracado inicial de substrato, nivel de indculo, composicdo do meio e o
suprimento de oxigénio. Dois desses fatores, a concentragao inicial de substrato e
oxigénio, sdo considerados variaveis criticas (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA,
1998). As leveduras C. shehatae e P. stipitis apresentaram perfis semelhantes para
a producado de xilitol com conversdes de 0,13 e 0,16 g g'1, respectivamente. A
producao deste alcool foi detectada apenas nas ultimas 60 horas de cultivo.
Segundo DU PREEZ (1989) este fato pode ser explicado pela menor taxa de
utilizagcao da xilose frente a glicose durante a produgdo de etanol, isso resulta de
uma repressdo catabdlica que a glicose exerce na indugdo da enzima aldose-

redutase (SUGAI e DELGENES, 1995).
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5.2.2.2. Avaliagao da biomassa, consumo dos agucares e producao de etanol e

xilitol por co-culturas em meio hidrolisado de casca de arroz

O crescimento celular dos consorcios em hidrolisado de casca de arroz foi
realizado por contagem de colbénias, em UFC e o resultado encontra-se na Figura

10.
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Figura 10:Cinética de crescimento de cultivos das leveduras em consorcio em
hidrolisado de casca de arroz, a 180 rpm, 28°C, por 240 horas de cultivo.
Concentracdo celular (g L") de S. cerevisiae e P. stipitis (e); S. cerevisiae e C.
shehatae (A); S. cerevisiae e S. arborariae (R).

Todos os co-cultivos tiveram crescimentos semelhantes, com a fase log
podendo ser observada nas 12 horas iniciais de cultivo.

Com o objetivo de converter o maximo de hexoses e pentoses presentes no
hidrolisado de casca de arroz em etanol e xilitol, avaliaram-se co-cultivos, com as
leveduras fermentadoras de pentoses (S. arborariae, C. shehatae ou P. stipitis) e a

levedura S. cerevisiae, conhecida fermentadora de hexoses (Figura 11).
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Figura 11: Cinética do consumo de glicose ([l), xilose (O), arabinose (A) e,
producao de xilitol (@) e etanol (l) em hidrolisado de casca de arroz, a 180 rpm e
28°C pelo consoércio das leveduras: (A) S. cerevisiae e S. arborariae, (Sc-Sa); (B) S.
cerevisiae e C. shehatae (Sc-Cs) e (C) S. cerevisiae e P. stipitis (Sc-Ps)
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Em todos os co-cultivos a glicose foi totalmente consumida, porém no co-
cultivo com Sc-Sa ocorreu mais lentamente. Houve grande consumo de xilose,
sendo 90% para o consércio Sc-Sa ,78% para o consorcio Sc-Ps e 70% para o

consorcio Sc-Cs. Cerca de 30% de arabinose foi consumida nos cultivos testados.

Tabela 6: Resultados obtidos para produgéo de etanol e xilitol em frascos agitados,
em hidrolisado de casca de arroz a 180 rpm e 30°C, pelos consorcios de leveduras
Sc-Cs, Sc-Sa e Sc-Ps.

Yes ET(397) nET (%) Q(9-1|-'1-h' Yeis XIL (g @7)
)

Sc-Sa 0,62 120,79 0,25 0,45
Sc-Ps 0,49 95,15 0,23 0,14
Sc-Cs 0,57 111,75 0,24 0,13

O consorcio Sc-Sa apresentou o maior coeficiente de rendimento de etanol,
com um Ypss de 0,62 g g como pode ser observado na Tabela 6. LATIF e RAJOKA
(2001) utilizaram Candida tropicalis e S. cerevisiae em co-cultura sobre hidrolisado
de sabugo de milho (30°C e 150 rpm), obtendo como resultado para o consorcio na
producdo de etanol e xilitol, Yps de 0,26 g g e 0,15 g g™, respectivamente. Neste
mesmo trabalho utilizando o co-cultivo de S. cerevisiae e C. shehatae obtiveram
maiores rendimentos de etanol, com Yps e Qp de 0,57 g g e 0,24 g L'h™,
respectivamente. Cultivando S. cerevisiae e P. tannophilus em consorcio sobre
hidrolisado de coniferas, em agitador orbital (30°C e 120 rpm), QUIAN e
colaboradores (2006), obtiveram 0,49 g g de etanol. A produtividade encontrada
pelos autores citados foi inferior ou igual a encontrada neste trabalho, apesar da
aeracdo de 180 rpm ser maior que a utilizada pelos mesmos. Segundo
FROMANGER e colaboradores (2010), uma fase aerdbia favoreceria o crescimento

celular, enquanto a limitagdo de oxigénio favorece a produgao de etanol.
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O melhor rendimento de xilitol ocorreu no consorcio Sc-Sa , com uma
conversdo de 0,45 g g, seguida pelos consoércios Sc-Cs e Sc-Ps, com 0,14 € 0,13 g
g’. A conversado de xilitol no meio pode ser explicada pela aeracéo utilizada neste
trabalho de 180 rpm, diretamente ligada a quantidade de oxigénio disponivel. A
aeracao é condicao experimental critica para produgao de xilitol. O suprimento de
oxigénio determina se D-xilose sera fermentada ou nao, regulando o equilibrio do
consumo de carbono para bioconversdao e crescimento (WINKELHAUSEN e
KUZMANOVA, 1998). A produgao de xilitol em meio hidrolisado de casca de arroz
alcangou 7 g L' (Yps de 0,45) para o consércio Sc-Sa, apresentando menor
rendimento que o co-cultivo com Candida guilliermondii, estudada por MUSSATO e
ROBERTO (2006) em agitador horizontal (200 rpm) com (Yp;s de 0,67).

Esperava-se que nas fermentacdes de hidrolisado os valores de parametros
como Yps € Qp, de etanol e xilitol, fossem inferiores aos encontrados no meio
semissintético devido a presenca dos inibidores no hidrolisado (acido acético,
furfural, HMF, a&cidos fracos e compostos fendlicos). Estes sado produtos da
desidratacdo dos acgucares (xilose e glicose) e de degradagao da lignina apds a
hidrélise acida diluida, que podem afetar a eficiéncia de fermentagdo, pois séo
toxicos aos microrganismos e inibem o seu metabolismo (MUSSATTO e ROBERTO,
2004). Nos co-cultivos utilizando S. cerevisiae-P. stipitis e S. cerevisiae-C. shehatae,
este fendbmeno nao foi observado, pois os valores de Yp;s € Qp, foram maiores em
hidrolisado do que no meio semissintético.

A maior conversdo de etanol e xilitol foi obtida utilizando o consércio de S.

Xlos 0,79 g.g' em meio

cerevisiae e S. arborariae, com YE'ps de 0,77 e Y
semissintético e Y5'p/s de 0,62 Y55 de 0,45 g g em hidrolisado de casca de arroz.

Estes valores comprovam a alta conversao de etanol e xilitol produzida por este co-
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cultivo quando comparada aos outros consorcios estudados neste trabalho com as
leveduras conhecidamente fermentadoras de pentoses a etanol e xilitol, P. stipitis e
C. shehatae.

O consumo dos acgucares (glicose, xilose e arabinose), bem como a
produgao de etanol e xilitol, em meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz,
em agitador orbital a 180 rpom e 30°C de temperatura pelas leveduras isoladamente

e em co-cultivo encontram-se no ANEXO 1 deste trabalho.

5.3. Avaliagdo da capacidade de conversao de diferentes
monossacarideos em etanol e/ou xilitol por S. arborariae

sobre meio semissintético.

S. arborariae € uma levedura recentemente isolada cujo perfil fisiologico ainda
nao esta totalmente estudado, sendo assim foram realizados experimentos
avaliando a cinética de consumo de diferentes agucares isoladamente (glicose,
xilose e arabinose) e produgdo de etanol e xilitol. A cinética de consumo de
substrato e produgédo de co-produtos foi avaliada em condigdes aerdbicas (180 rpm
e 28°C)e anaerdbicas (100 rpm e 28°C).

A cinética de producao de biomassa, consumo de consumo do substrato e
produgao de co-produtos por S. arborariae em anaerobiose e aerobiose estao

apresentadas nas Figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17, respectivamente.
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Figura 13: Cinética da produgdo de biomassa, consumo de glicose e producéo de
etanol, por S. arborariae em cultivos em frascos Duran agitados sob aerobiose (180
rpm a 28°C). Biomassa (), glicose (O) e etanol (m

).

53



LN Biomassa (g L")

Xilose (g L")

=y
o

30

N
o

o5
/x -6
O o . N
S
-42 105D
| | ° —_
T o)
| ] E —
_ w x
n n o
/ . i
0
K
- _u a —- . . o Lopo
0 20 40 60
Tempo (h)

Figura 14: Cinética de producao de biomassa, consumo de xilose e produgao de
etanol e xilitol, por S. arborariae em cultivos em frascos Duran agitados sob
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Figura 15: Cinética da producdo de biomassa, consumo de xilose e produgao de
etanol e xilitol, por S. arborariae em cultivos em frascos Duran agitados sob
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Figura 17: Cinética da produgdo de biomassa, consumo de arabinose, e produgéo
de etanol, por S. arborariae em cultivos em frascos Duran agitados sob aerobiose

(180 rpm a 28°C). Biomassa (%), arabinose (A) e etanol (m).

No ensaio em que se utilizou glicose como substrato foi possivel observar que

96% deste acgucar foi consumido sob condi¢gdes anaerdbicas, em 55 horas de cultivo
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(Figura 12), com um coeficiente de rendimento de etanol (Yp;s) igual a 0,27 g g™'. No
entanto, em condi¢des aerdbias (Figura 13), 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 anaerébico, mostrando que em aerobiose ocorre
um desvio na rota metabdlica para a multiplicacdo celular (RETTORI e VOLPE
2006). ROUHOLLAH e colaboradores (2007) avaliaram a conversado de glicose em
etanol em cultivos com S. cerevisiae, P. stipitis e Kluyveromyces marxianus, a 100
rom em agitador orbital, obtendo coeficientes de rendimento de etanol (Yg;s) de 0,40,
0,41 e 0,42 g g-1, respectivamente. Esta diferenca de rendimento pode ser
explicada pela diferenca da relagdo volume de meio/volume do frasco, ja que esta
foi de 20% neste trabalho enquanto que para ROUHOLLAH e colaboradores (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 € menor, diminuindo a difusdo de
O, no meio, favorecendo a formagao de etanol. Em unico estudo publicado sobre S.
arborariae CADETE e colaboradores (2009) relataram que esta levedura produziu
etanol com um rendimento especifico para bioconversao de glicose (Ygg) de 0,35 g
g, em agitador orbital a 160 rpm (28°C e pH 5). O maior rendimento obtido por
CADETE e colaboradores (2009) quando comparado ao rendimento apresentado
nesse trabalho (aerobiose) pode também ser explicado pela diferenca de
oxigenacgao, pois apesar da rotagao 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

sao diferentes e existe uma diferenga didmetro de agitacao.
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Quando xilose foi utilizada como fonte de carbono sob condigbes anaerdbicas
(Figura 14), foi consumido 87% da concentragao inicial deste agucar tendo como
produtos etanol e xilitol com coeficientes de rendimento (Yps) de 0,16 gg'e 0,02 g
g”'. Em condicdes aerdbicas (Figura 15), a xilose foi exaurida em 55 horas, no
entanto a produgdo de etanol e xilitol foram baixas com Yps 0,03 g g e 0,01 g g™
Verificando os resultados observa-se que em anaerobiose S. arborariae tem
preferéncia para a conversao de xilose a etanol, isso provavelmente se deve ao fato
de que a reducao da xilose a xilitol promovida por esta levedura depende de NADH
ou NADPH, ja que o co-fator NAD" pode ser recuperado em uma etapa seguinte,
seja em condi¢des anaerdbicas ou de limitagao de O,. Sendo assim, na auséncia de
oxigénio o principal produto do metabolismo de xilose € o etanol. Em estudo
realizado com Pachysolen tannophilus, fermenta¢cdes foram conduzidas utilizando
meio semissintético, em frascos Erlenmeyer, incubados em um agitador a 30°C e
100 rpm apresentou um rendimento de conversdo 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 € uma promissora fermentadora de xilose a etanol
em condi¢gdes anaerdbicas, assim como P. tannophilus que é reconhecida como
excelente produtora de etanol a partir de xilose (STAMBUCK et al., 2008). CADETE
e colaboradores (2009) mostraram que S. arborariae produziu etanol a partir de
xilose com um coeficiente de rendimento de bioconversdo especifico de 0.37g g™’
(Yexx). Comparando todos os resultados descritos acima com os do experimento
realizados, os resultados sugerem que existe uma faixa 6tima de agitagdo para

oxigenagao do meio para gerar um a maior conversao de xilose a etanol.

Arabinose (Figuras 16 e 17) foi o agucar menos consumido por S. arborariae

em ambas as condigdes de cultivo (38% em média), tendo como consequéncia
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baixa produtividade de etanol, apresentando coeficientes de rendimento de etanol
de 0,04 gg' e 0,09 g g, para anaerobiose e aerobiose, respectivamente (Figuras 5
e 6, respectivamente). DIEN et al., (1996), realizou uma selegcao de leveduras
capazes de converter L-arabinose em etanol utilizando agitador em condi¢gdes 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. A Tabela 7
apresenta a consumo dos acgucares, producdo de etanol e xilitol nas diferentes

condicdes de fermentagao avaliadas neste trabalho.

Tabela 7: Resultados do cultivo para S. arborariae sob condigbes aerdbicas e
anaerobicas utilizando hexose e pentoses separadamente.

Tipode S. Consumo Etanol YpsET nET Q Xilitol Yps XIL Biomassa
Cultivo (%) @L") (g9 (% (@L'hY) (@LY) (gg") (gL
0O G 96 0,56 0,05 10 0,02 - - 0,15

E ~'§ X 100 0,57 0,03 5 0 0,19 0,01 1,54

3 < A 37 0,94 0,09 18 0,02 - - 0,11

o ._g G 96 6,27 0,26 50 0,11 - - 0,06

E "g X 87 3,62 0,16 31 0,07 0,4 0,02 0,72

3 g A 39 0,43 0,04 8 0,01 - - 1,6

Analisando os dados da Tabela acima foi possivel verificar que sob condi¢des
aerobicas, o cultivo utilizando com substrato arabinose, apresentou maior
produtividade de etanol (Yps de 0,09 g g'), enquanto que o que utilizou xilose
apresentou maior quantidade de biomassa (1,54 g L"). J4 para a condicdo em
anaerobiose, quando utilizado glicose foi 0 que apresentou maior Yps de 0,09gg™ e
a maior quantidade de biomassa (1,6 g L) foi obtida quando foi empregado

arabinose como substrato. Segundo SKOOG e HAHN-HAGERDAL (1988), a
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produgcao de etanol a partir de pentoses por leveduras esta estritamente ligada a
presenca de oxigénio em baixas concentragdes. O crescimento em anaerobiose é
raro, sendo Saccharomyces cerevisiae uma das poucas leveduras capazes de

crescer em completa anaerobiose (VISSER et al., 1990).

5.4. Avaliagdo da influéncia da aeragdo na cinética de
consumo do substrato e produgao de co-produtos por S.
arborariae sobre meio semissintético em biorreatores de

cultivo submerso.

Avaliando o perfil de consumo de agucares e producao de etanol e xilitol dos
experimentos realizados sobre cada agucar individualmente foi possivel verificar que
a levedura S. arborariae teve preferéncia pelo consumo de glicose e xilose, portanto
a arabinose nao foi mais adicionada ao meio de cultura nos préximos experimentos.
Observou-se também que esta levedura apresentou diferente comportamento frente
a presenga e auséncia de oxigénio nos cultivos. Sendo assim, novos experimentos
foram realizados em biorreator a fim de avaliar a conversédo de glicose e xilose em
co-produtos sob diferentes condi¢bes de aeracdo (aerobico - 400 rpm e 2 vvm,
microaerobico 1 - 200 rpm e 0,5 vvm, microaerdbico 2 - 180 rpm e 0,33vvm e
anaerobico - 150 rpm, sem adi¢do de ar comprimido) em meio semissintético.a 28°C
e pH 5.

Os resultados referentes a producdo de biomassa, alcodis e consumo de
acgucares no cultivo com S. arborariae sobre meio semissintético, em biorreatores
submersos sob condicbes aerdbicas, microaerébicas 1 e 2 e anaerdbicas
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encontram-se nas Figuras 18, 19, 20 e 21, respectivamente. A Tabela 8 apresenta a
consumo dos agucares, producado de etanol e xilitol nas diferentes condicbes de

fermentacao avaliadas neste trabalho.
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Figura 18: Cinética de consumo de glicose e xilose e producédo de biomassa, etanol
e xilitol, pela levedura S. arborariae em meio semissintético sob aerobiose (400 rpm
e 2vvm): (%) biomassa, ([1) glicose, (O) xilose, (M) etanol e (@) xilitol.

No cultivo aerdbico (Figura 18), S. arborariae metabolizou 79% e 39% de
glicose e xilose disponiveis no meio de cultura, respectivamente. Nesta condi¢do, a
producao de etanol ficou abaixo de 2 g L™ e a de xilitol chegou a 1,35 g L™", obtendo
Yps de 0,08 g g'1 para etanol e 0,16 g g'1 para xilose. A producao de biomassa foi 15
g L' em 84 horas. TOIVARI e colaboradores (2001) obtiveram uma melhor
produtividade de etanol e xilitol do que a realizada neste experimento. Estes
pesquisadores utilizaram Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada
contendo genes de Pichia stipitis, xilose como substrato, agitacdo de 300 rpm e
aeragao de 20% e obtiveram aproximadamente um produtividade de etanol e xilitol

de 0,08 e 0,01 g g'1, respectivamente.
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Figura 19: Cinética de consumo de glicose e xilose e producédo de biomassa, etanol
e xilitol, pela levedura S. arborariae em meio semissintético sob microaerofilia 1(200
rom e 0,5 vvm): (%) biomassa, (L) glicose, (O) xilose, (M) etanol e (@) xilitol.

Sob condigdes de microaerofilia 1 (Figura 19) toda glicose foi consumida e o
consumo de xilose foi de 62%. O crescimento celular foi de 17,74 g L™ obtendo uma
taxa de bioconversdo para etanol e xilitol de 0,22 e 0,09 g g, respectivamente.
Apo6s 72 horas de cultivo, etanol comecou a ser metabolizado pela S. arborariae
como fonte de carbono. Apesar de toda a glicose ter sido metabolizada apenas 55%
da xilose foi consumida na condigdo de microaerofilia 2 (Figura 20), obtendo 13 g L
de biomassa e uma taxa de bioconversdo para etanol de 0,35 g g e para xilitol de
0,14 g g'. Experimentos semelhantes a este estudo realizados por ZHANG e
colaboradores (2010), apresentaram valores semelhantes na produtividade de
etanol e maiores para xilitol. Foi utilizada uma Saccharomyces cerevisiae (cepa
NAN-127) modificada que contém xilose redutase-xilitol desidrogenase (XR-XDH)
em meio contendo glicose e xilose a 200 rpm e com taxas de aeragao de 0,02, 0,03,

0,04 e 0,05 vvm obtendo valores de Yp;s para etanol de 0,41, 0,39, 0,39 e 0,37 e
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para xilitol de 0,47, 0,48, 0,45 e 0,39, respectivamente. Em experimento realizado
por FROMANGER e colaboradores (2010), foi verificada uma produtividade de
etanol semelhante e de xilitol inferior a este trabalho. Candida shehatae foi utilizada
em condi¢cdes microaerdbicas (0,6 vvm e 400 rpm), utilizando como substrato xilose

e obtiveram uma produtividade de etanol de 0,32 g g™ e de xilitol de 0,04 g g™,

— 10 -3

LN Biomassal (g L™
()
Etanol(g L)
Xilitol (g L™

Tempo (h)

Figura 20: Cinética de consumo de glicose e xilose e producédo de biomassa, etanol
e xilitol, pela levedura S. arborariae em meio semissintético sob microaerofilia 2 (180
rom e 0,33 vvm): (%) biomassa, ([1) glicose, (O) xilose, (M) etanol e (@) xilitol.
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Figura 21: Cinética de consumo de glicose e xilose e producédo de biomassa, etanol

e xilitol, pela levedura S. arborariae em meio semissintético sob anaerobiose (150
rpm): () biomassa, (LJ) glicose, (O) xilose, (M) etanol e (@) xilitol.

O crescimento celular da levedura S. arborariae sob anaerobiose atingiu o
maximo em 108 horas de cultivo com 2,26 g L™'. Esta consumiu 64% da glicose e
9% da xilose disponivel no meio, obtendo uma taxa de bioconverséo (Yp;s) de 0,52 g
g'1 para etanol e 0,62 g g'1 para xilitol (Figura 21). No final do cultivo podemos
observar que a S. arborariae comegou a consumir etanol como fonte de carbono.
Estes resultados foram melhores do que os apresentados por JOACHIMSTHAL e
colaboradores (1999), que obtiveram em cultivo utilizando Zymomonnas mobilis
recombinante contendo genes de Escherichia coli para a assimilagao de xilose. em
meio contendo glicose e xilose com uma agitacdo de 200 rpm um coeficiente de
produtividade de etanol (Ypss) de 0,46 g g™'. Ja ELIASSON e colaboradores (2000),
em outro estudo realizado por utilizando S. cerevisiae recombinante contendo genes
de Pichia stipitis para metabolizar xilose, neste foi utilizado meio de cultivo composto

por glicose e xilose a 200 rpm uma produtividade de 0,38 g g™ de etanol foi obtida.
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O mesmo padrdao de consumo dos agucares nos ensaios realizados em
frascos agitados (Item 4.2) foi observado no experimento realizado em biorreator de
cultivo submerso em que S. arborariae consome a maior parte da xilose apenas
apos o consumo da glicose. Comparando as taxas de consumo de glicose e xilose
nos cultivos de microaerofilia este fato pode ser verificado. Nas primeiras 48 horas
de cultivo a taxa de consumo de glicose para S. arborariae foi de 0,57 g h™,
enquanto que a de xilose foi 0,02 g h™' para a primeira condigdo de microaerofilia e
para a segunda a taxa de consumo de glicose e xilose foram de 0,51 e 0,03 g h”
! respectivamente. Desta forma, fica evidente a preferéncia pela glicose por esta
levedura. Apdés o esgotamento da glicose a taxa de consumo de xilose aumentou

para 0,24 g h""em ambas as condicdes.

Tabela 8: Resultados obtidos para producéo de etanol e xilitol em reator submerso
utilizando meio semissintético

Condigao de Co?ézu)mo Etanol T;’f Q,maéx Xilitol ;Fl’f K.a
cultivo (gL 4 (@L'h"y (gL 1 (h™
G X (9g9) (9g9)
Aerobico 29 39 187 0,08 0.01 135 016 51
Microaerofilo
1 100 62 6,07 0,22 0,12 1,67 0,09 26
Microaerofilo
2 100 55 847 0,35 0,18 237 0,14 25
Anaerdbico
64 9 8,5 0,52 0,08 027 0,62

Apos analisarmos a Tabela 8, verificamos que o maior consumo dos
acucares (glicose e xilose) foi em condicbes de microaerofilia. Apesar da condi¢cao
de anaerobiose formar uma maior concentragdo de etanol o tempo para esta

producao € maior e, assim, apresentou um baixo coeficiente de produtividade
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volumétrica (Q=0,08 g L' h™"). A melhor relagdo concentragdo de etanol/tempo de
producgao foi em microaerofilia 2 em que foi obtido Q=0,18 g L™ h™' e também obteve
a maior concentracao de xilitol (2,37 g L'1).

O coeficiente de transferéncia de oxigénio (K a) é importante, pois descreve o
capacidade de aeracado do sistema de fermentagdo e fornece informacgdes para o
scale-up da processo. Ele também determina a quantidade média de oxigénio que
pode ser fornecido para a fermentagcdo (SILVA et al, 1996). No experimento
realizado observamos que quanto menor é o K a maior é a concentragao de etanol
formado indicando assim uma preferéncia pela condicdo anaerdbica pela S.
arborariae. Segundo ROSEIRO e colaboradores (1991), em experimento realizado
com Debaryomyces hansenii uma grande variagdo na producao de etanol foi obtido
ao longo da evolucéo do experimento, e verificou uma estreita ligagdo entre o etanol
taxa de producdo e K,a. Ja para a producdo de xilitol, através dos resultados
descritos na Tabela 8, S. arborariae tem preferéncia por niveis baixos de
oxigenagao, pois na condicdo de menor microaerofilia (2) foi obtido a maior
concentragao de xilitol. De acordo com AGUIAR e colaboradores (2001), uma maior
produtividade de xilitol é obtida quanto o fornecimento de oxigénio é limitado. Em
estudo realizado com Candida guilliermondii, para K.a de 20, 45 e 100 h™' foram
obtidos coeficientes de produtividade volumétrica igual a 0,67, 0,23 e 0,06,
respectivamente. Desta forma, fica evidente que a concentracéo de xilitol produzido
aumenta com a diminuicao do K, a.

A Tabela 9 apresenta a sintese do consumo dos acucares, producdo de
etanol e xilitol nas diferentes condigdes de fermentacdo avaliadas neste trabalho.
Foram conduzidas fermentacdes em biorreatores submersos sobre meio

semissintético empregando S. arborariae.
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Tabela 9: Sintese do consumo dos acucares, producdo de etanol e xilitol nas
diferentes condi¢cdes de fermentagao avaliadas neste trabalho.

Yeis
Ensaio {"’S -1)ET XIL
997 (9g)

Frascos Agitados (glicose, xilose e arabinose) 0,45 0,33
Glicose 0,26

Frascos Agitadosem anaerobiose Xilose 0,16 0,02
Arabinose 0,04

Biorreator em anaerobiose (glicose e xilose) 0,52 0,14

Comparando os resultados obtidos neste experimento com o que foram
realizados em frascos agitados, observou-se que a produtividade de etanol e xilitol
foi maior quando realizada em Biorreator e em anaerobiose (Tabela 9). Segundo
SKOOG e HAHN-HAGERDAL (1988), a producéo de etanol a partir de pentoses por
leveduras esta diretamente ligada a baixas concentra¢des de oxigénio. Desta forma,
podemos observar que esta levedura tem preferéncia por condicbes anaerdbicas.
Uma alternetiva para aumentar a produtividade de etanol, seria utilizar co-cultivos de
S. cerevisiae (fermentadora de hexoses) e S arborariae (promissora fermentadora

de pentoses), ja que ambas possuem capacidade de converter agucares em etanol

em anaerobiose.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que a
casca de arroz € um substrato com grande potencial para bioprocessos apés
tratamento de hidrélise acida diluida ja que apresentou altos niveis de agucares
fermentesciveis (hexoses e pentoses) no seu hidrolisado.

Quanto as fermentagcdes em frascos agitados, foram obtidos resultados
satisfatérios, as maiores concentracbes de etanol foram encontradas nas
fermentacgdes realizadas utilizando o consorcio (S. cerevisiae e S. arborariae), sobre
meio hidrolisado de casca de arroz (Yps 0,62 g g'). A levedura S. arborariae
apresentou-se promissora para a fermentacéao de pentoses.

O cultivo em biorreatores submersos necessita ser otimizado para aumentar a
eficiéncia na conversao dos acgucares fermentesciveis a etanol e/ou xilitol utilizando
S. arborariae, pois esta apresentou resultados satisfatorios para a produtividade de
etanol (Yps 0,52 g g') em meio semissintético, mas o tempo para atingir este
coeficiente de produtividade foi longo (108 h).

Desta forma, é possivel verificar que este estudo € de grande importancia ja
que foi possivel utilizar um residuo agroindustrial na produgéo de etanol. Outro fato
importante deste trabalho é utilizagdo de uma levedura recentemente isolada (S.
arborariae) na fermentagdo de pentoses ja que fermentar este agucar € umas das

dificuldades deste processo.
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7.PERSPECTIVAS

Considerando os investimentos em novas tecnologias para producdo de
biocombustiveis através de residuos lignocelulésicos, um dos objetivos deste projeto
€ encontrar um microrganismo capaz de converter pentose e hexoses a etanol e/ou
xilitol de maneira eficiente. Para que o processo de producdo de combustivel de
segunda geragcdo obtenha um aumento na produtividade dos processos
fermentativos, € fundamental o investimento em pesquisas relacionadas aos
processos que utilizem co-culturas de microrganismos e culturas continuas com
biocatalisadores imobilizados. Tais sistemas, ainda dependem de otimizacdo e
poderdo ser utilizados com vantagem em comparagdo aos modelos
convencionalmente utilizados nas industrias, como € o0 caso do processo em

batelada com células livres.
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APENDICE 1

Tabela contando a sintese do consumo de acgucares (glicose, xilose e

arabinose), producédo de etanol e de xilitol em frascos agitados a 180 rpm e 30°C
sobre meio semissintético e hidrolisado de casca de arroz, por cultivos isolados e

em co-cultura.

Meio Tipo Microrganismo Gli Xil Ara YpsET nET Q Ypis
de (%) (%) (%) (@g") (%) (gt'h") XIL
Cultivo (gg”)

o o § C. shehatae 100 96 69 04 78 022 045
8 235 P stipitis 99 82 49 036 71 0,14 0,17
£ 33 S cerevisiae 100 0 O 053 104 04 ]
% £ S. arborariae 100 84 37 0,46 89 0,21 0,13
€ Eo g COrevisias 400 49 24 0,77 151 069 0,79
g &5 ; arbora_rlge
w Qg S cerevisiae * 4nn 44 49 03 59 011 0,02
.g = g P. stipitis
= OO S.ceevisiae+ 445 g4 44 042 83 027 02
C. shehatae
© o § C. shehatae 100 93 47 04 78 016 013
9 23 P stipitis 100 58 19 035 68 014 016
8 8 % S. cerevisiae 100 O 0 0,52 101 0,38 -
% g £ S. arborariae 100 45 33 0,45 88 0,16 0,33
b S. cerevisiae
o)
g f, EO S arborariae 99 90 26 062 121 025 045
S o e
27T 9o S cerevisiae + ;45 79 35 049 95 023 0,14
° = S P. stipitis
'c . .
T OO S cerevisiae + o 74 o4 057 112 024 0413
C. shehatae
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APENDICE 2

Primeiro artigo intitulado: “Conversion of toxic rice hull hydrolysates into

ethanol by Spathaspora arborariae, Saccharomyces cerevisiae, and their co-

fermentations” que foi submetido ao periddico Bioresource Technology.”
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ABSTRACT

In this research it was studied the production of ethanol by a new yeast
specie, Spathaspora arborariae, using concentrate rice hull hydrolysate as substrate.
Fermentations with Saccharomyces cerevisiae, alone or in co-cultures with S.
arborariae, were also carried out over these substrates and in semi-synthetic
medium in order to gather physiological information on these systems, specially
concerning their ability to grow and produce ethanol in the presence of acetic acid,
furfural, and hydroxymethylfurfural. S. arborariae showed the ability to metabolize
both pentoses and hexoses present in the hydrolysate, with ethanol yields (Ypss) of
0.45 g ethanol g™’ sugars. The highest ethanol yield was achieved in the co-cultures,
with Ypis of 0.77 and 0.62 g ethanol g™ sugars on semi-synthetic medium and on rice

hull hydrolysate, respectively. When the toxic compounds were added to the semi-

* Corresponding author. Phone: +55 51 33086685; fax: +55 51 33087048.

E-mail address: mazayub@ufrgs.br (MAZ Ayub).
#The first and the second authors contributed equally to this research.

83



synthetic medium, either alone or in combination, their presence showed negative
effects on biomass formation and ethanol productivity. This work shows good
prospects for the use of the new yeast S. arborariae and co-cultures with S.

cerevisae.

Keywords: Bioethanol, rice hull hydrolysate, Spathaspora arborariae,

Saccharomyces cerevisiae, culture inhibitors.

1. INTRODUCTION

Global interest in ethanol biofuel has increased during recent years due to
concerns on fossil fuels exhaustions and carbon dioxide emissions (MARTIN and
THOMSEN, 2007). Chief sources of ethanol production are sucrose from sugar cane
and maize starch, as used by the two biggest ethanol producers, Brazil and United
States (SOCCOL et al., 2010; ROUHOLLAH et al., 2007). However, the great bulk of
biomass consists of cellulose, hemicellulose, and lignin, which can be used to greatly
expand the renewable and sustainable resources for fuel ethanol, without competing
with food production (ROUHOLLAH et al., 2007; FROMANGER et al., 2010).
Cellulose and hemicellulose fractions coming from agroindustrial residues can be
depolymerized into fermentable sugars such as the hexoses glucose and mannose,
and the pentoses xylose and arabinose, either by enzymatic or chemical hydrolyses
(MOSIER et al., 2005). An efficient conversion of all sugars present in lignocellulosic
hydrolysates to ethanol is a prerequisite for maximizing the profitability of an
industrial process and to improve the cost-competitiveness of bioethanol production

(GUPTA et al., 2009; FU et al., 2009). The microbial conversion of pentoses, which

84



represent 25-40 % of the total sugars of these polymeric materials, has been
identified as the major research challenge for the second-generation ethanol
technology (FROMANGER et al., 2010). The pentose sugar xylose is the main
monosaccharide liberated from plant hydrolysates, which cannot be fermented by
wild-type strains of Saccharomyces cerevisiae, by far the most extensively used
microorganism for ethanol production. In order to overcome this limitation, several
attempts to develop recombinant strains of S. cerevisiae based on its capacity to
ferment xylulose into ethanol have been reported in the literature, but so far only a
limited number of industrial S. cerevisiae strains with this capacity have been tested
because the metabolic regulations of yeasts are still poorly understood (VAN ZYL et
al., 2007). Consequently, there are relatively few studies on the performance of these
strains under industrial conditions using lignocellulosic hydrolysates (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007).

Yeasts like Pachysolen tannophilus and Candida tropicalis have been shown
to ferment xylose to ethanol (Van MARIS et al., 2006), but since no wild-type strains
of these yeasts are able to efficiently carry out the simultaneous conversion of
pentoses and hexoses, the combination of them and the construction of genetically
modified cells have been reported as special fermentation strategies (FU and
PEIRIS, 2008). Co-cultures of yeasts appear to be advantageous because of the
potential for synergistic utilization of the metabolic pathways of different strains
(BADER et al., 2009).

Another important factor involved in the second-generation bioethanol
production is the formation of cell inhibitory substances such as weak acids, furan
derivatives, and phenolic compounds, which will always be formed during the

chemical hydrolyses of lignocellulosic materials (PALMQVIST and HAHN-

85



HAGERDAL, 2000a; KLINKE et al., 2004). Inhibitors affect the overall cell physiology
and often result in decreased cell viability, ethanol vyields, and productivity
(ZALDIVAR et al., 2001). For instance, for S. cerevisiae, furans at high
concentrations exert an inhibitory effect, interfering with glycolytic enzymes and
macromolecules syntheses, while acetic acid, which is relatively abundant in
lignocellulosic hydrolysates, has cytotoxic effects at elevated concentrations
(KEATING et al., 2006). In this context, the aims of this research were to investigate
the kinetics of glucose, xylose and arabinose conversion to ethanol in cultures of
Spathaspora arborariae, a completely new strain of yeast, Saccharomyces
cerevisiae, and in the combined co-cultures of these strains. Micro-aerobic conditions
were compared against anaerobiosis using semi-synthetic medium and concentrate
rice hull hydrolysate. The individual and combined effects of the toxic compounds
hydroxymethylfurfural (HMF), furfural and acetic acid on sugar consumption, cell

growth, and ethanol productivity were also evaluated in semi-synthetic medium.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganisms, cell maintenance, and materials

The strains used in this study were Saccharomyces cerevisiae |ICV D254
(Lalvin, Institut Coopératif du Vin, France), and Spathaspora arborariae (NRRL Y-
48658). S. cerevisiae ICV D254 is a commercial wild-type strain isolated from Syrah
grapes from the Rhéne Valley region, in France, used for wine fermentation and it
has been chosen for this research due to its good ethanol resistance. S. arborariae
NRRL Y-48658 was recently isolated from rotting wood collected in the Serra do

Cip6é National Park, State of Minas Gerais, Brazil, and was characterized by
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CADETE et al., (2009) as an efficient D-xylose fermenting yeast. Yeasts were kept
frozen at -20 °C in stock cultures of 20 % glycerol and 80 % of culture medium
containing (in g L™'): yeast extract, 3; malt extract, 3; peptone, and glucose, 5.

Rice hull was obtained from a local rice mill as dried material and processed
without any further treatments before hydrolysis (see bellow). All chemicals used in
this research were of analytical grade and purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA), unless otherwise stated.

2.2. Inocula preparation

Inocula for all cultivations were prepared by cultivating the yeasts in synthetic
medium according to compositions described bellow in 500 mL Erlenmeyer flask
filled with 150 mL of medium. Cultivations were carried out in an orbital shaker
(Marconi MA 830, Brazil) at 180 rpm, 30° C for 24 hours. Late exponential-phase
cells were collected by centrifugation at 3,000 g for 10 minutes, and the pellet formed
was washed with sterile distilled water and resuspended directly into the medium to
be used in the fermentation to obtain a cell concentration of optical density 1 at 600
nm. Fractions of 10 % (v/v) of these cell suspensions were then used as the inocula

in all experiments.

2.3. Cultivation conditions

The microorganisms, both isolated and in consortium, were cultivated in semi-
synthetic medium and in rice hull hydrolysate (RHH). The semi-synthetic medium
(G20X20A10) was composed of (in g L™): yeast extract, 3; peptone, 5; xylose, 20;

glucose, 20, and arabinose 10, pH adjusted to 5 with 1 M HCI. Hydrolysate was
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obtained by the acid diluted hydrolysis of rice hull in autoclave (121° C, 60 minutes,
solid:liquid ratio of 1:10, 1 % (v/v) sulfuric acid). The liquid fraction was separated by
filtration and the pH was adjusted to 5 with solid sodium hydroxide. The hydrolysate
was vacuum-concentrated (70 °C) 2.8 times in order to increase sugars
concentration to final amounts of (in g L'1): glucose, 35, xylose, 13 and, arabinose, 4.
No detoxification and supplementation was made. Cultures were carried out in 2 L
Erlenmeyer flasks containing 450 mL of either G20X20A10 or RHH in an orbital shaker
at 180 rpm, 28°C for 108 and 240 hours, respectively. Samples were collected at
stipulated points for determination of biomass by cell counting (CFU) and
quantification of sugars, xylitol, ethanol, and acetic acid. All experiments were

conducted in duplicates.

2.4. Tolerance towards toxic compounds

The effects of furfural, HMF, and acetic acid toxicity on cultures were
evaluated using semi-synthetic medium composed of (in g L") glucose, 20; xylose,
15; arabinose, 3; yeast extract, 3; peptone, 5, added with varying concentrations of
the toxic compounds (in g L™'): furfural 2 and 3, HMF 2.5 and 5, acetic acid 1.6 and
3.2, either alone or in combinations of the three. The same medium without addition
of the toxic compounds was used as control. Cultures were carried out in 250 mL
Erlenmeyer flasks containing 60 mL of medium, initial pH 5, at 28°C, 180 rpm on a
rotary shaker, for 120 hours. Samples were collected at determined times for the

determination of sugars, ethanol, and toxics concentration, and for biomass.

2.5. Analytical methods
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Glucose, xylose, arabinose, ethanol, xylitol, and acetic acid concentrations
were determined by HPLC (Shimadzu, Japan) equipped with a refractive index
detector and Bio-Rad HPX-87H column (300 x 7.8 mm) using 5 mM sulfuric acid as
eluent at 45°C, flow rate of 0.6 mL.min™" and sample volumes of 20 pL. Furfural and
HMF were determined by HPLC with a UV detector (at 276 nm) using a Nucleosil
C18 column (250 x 4.6 mm) at room temperature, using acetonitrile—water (2:8)
containing 10 g L™ acetic acid as eluent, flow rate of 1.1 mL min” and sample
volumes of 20 uL. Cell growth was analyzed and expressed either as dry weight or

as CFU (colony forming units).

2.6 Kinetic parameters calculation

The ethanol conversion vield (Y g, g ') was defined as the ratio of the
concentration of ethanol produced and glucose consumed when S. cerevisiae was
used as the sole microorganism. When cultivation was with S. arborariae, the ethanol
conversion yield (Y pis, g g') was defined as the ratio of the concentration of ethanol
produced and total sugars consumed, while xylitol conversion yield (Y xx, g g') was

calculated as the ratio of the concentration of xylitol produced and xylose consumed.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Culture kinetics of S. cerevisiae and S. arborariae on GyX50A10 and

RHH
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The kinetics of S. cerevisiae ICV D254 cultivation on G2oX20A10 and RHH is
shown in Figure 1 A and B, while the kinetic parameters in comparison with the other
cultivations are shown in Table 1. S. cerevisiae consumed all available glucose,
showing good ethanol conversion yields on both media, with Y g, values of 0.53, and
0.52 in GpX20A10 and RHH, respectively, showing that S. cerevisiae ICV D254 can
be cultivated in hydrolysates containing diluted concentrations of toxic compounds.
Using similar semi-synthetic medium and culture conditions, ROUHOLLAH et al.,
(2007) reported the ability of a commercial strain of S. cerevisiae used in wine
fermentation to produce ethanol with Yp;s = 0.32. SAHA et al., (2005) reported the
cultivation of a recombinant ethanologenic strain of Escherichia coli (FBR 5), under
micro-aerobiosis on RHH (obtained under the same hydrolysis conditions employed
in our paper), obtaining ethanol bioconversions yields of Yps = 0.43. Although the
results for S. cerevisiae ICV D254 were reasonably good compared to E. coli, a
major hindrance for using this yeast for lignocellulosic hydrolysate fermentation is its
inability to metabolize and ferment pentose sugars such as xylose and arabinose to
ethanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007, BERA et al., 2010).

The kinetics of S. arborariae NRRL Y-48658 cultivation in G20X20A10 and RHH
is shown in Figure 2 A and B, and the kinetic parameters, in comparison with the
other cultivations, are shown in Table 1. Unlike S. cerevisiae, this yeast was able to
use all glucose and most of xylose present in the media, following a diauxic kinetic.
The preferential utilization of glucose over xylose is not an uncommon phenomenon,
also shown to occur for Candida utilis, C. shehatae, and P. stipitis, due to glucose
repression of enzymes involved in the xylose metabolism or by inactivation of high

affinity transport systems (PREZIOSI-BELLOY et al., 1997). Arabinose was also
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used, although less efficiently. Ethanol was produced with yields of Y p;s = 0.45 on
G20X20A10 and 0.45 on RHH, respectively, reaching concentrations over 15 g L™ in
both media. Efficiencies of xylose and arabinose utilization by this yeast were 84 %
and 37 % in GoX20A10 and 45 % and 33 % in RHH, respectively. These results
showed that this new yeast compared very well with other yeasts capable of
metabolizing both pentoses and hexoses, converting them into ethanol. For instance,
HAHN-HAGERDAL et al., (2006) reported ethanol yields of Ypis = 0.41 for Pichia
stipitis cultivated in detoxified wheat straw hydrolysate. HUANG et al., (2009),
obtained ethanol yields of Yp;s = 0.40 for non-adapted strains of P. stipitis cultivated
in neutralized rice straw hydrolysate. Moreover, S. arborariae NRRL Y-48658 was
also able to produce xylitol in both media with good vyields, especially in RHH, with Y
x/x Of 0.33. Again, these results are suggesting the good biotechnological potential of
this yeast. Growing in brewers spent grain hemicellulosic hydrolysate, the standard
xylitol producer, Candida guilliermondii, showed yields Yps of 0.37, as reported by

MUSSATTO et al., (2005).

4.2.Kinetics of co-cultures of S. cerevisiae and S. arborariae

Although S. cerevisiae is efficient in converting hexoses into ethanol, it
is unable to metabolize the pentoses present in lignocellulosic hydrolysates.
Co-cultures of this yeast with other genera have been proposed as a way to
overcome this problem (ROUHOLLAH et al., 2007). The kinetics of co-cultures
of S. cerevisiae ICV 254D and S. arborariae NRRL Y-48658 in GzX20A10 and
RHH are shown in Figure 3 A and B. These experiments were aimed at
investigating the synergistic effects of these two yeasts on the consumption of
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substrates and ethanol production. Ethanol yields were consistently higher than
for isolate cultures of these yeasts, reaching Yps of 0.77 in GoX20A10, and Ypss of
0.63 in RHH, respectively. ROUHOLLAH et al., (2007) reported ethanol yields of Yp/s
= 0.41 and Yps = 0.36 for co-cultures of S. cerevisiae and P. stipitis, and for S.
cerevisiae and Kluyveromyces marxianus, respectively, in semi-synthetic medium
containing glucose, xylose, mannose, and galactose, up to a total sugar
concentration of 80 g L. In another study, TANIGUCHI et al., (1997) reported
ethanol yields of Yp;s = 0.50 in semi-synthetic medium containing glucose and xylose
in a co-culture of P. stipitis and a respiratory-deficient mutant of S. cerevisiae.

In these experiments, xylitol was also produced reaching up to 8.2 g L™ (Y xx
= 0.79) in GaoXz20A10and 7 g L™ (Y xx of 0.45) in RHH. Since xylitol must be attributed
to S. arborariae metabolism, these results suggest that this yeast is an excellent

candidate for further studies on xylitol production from xylose-rich hydrolysates.

4.3.Influence of toxic compounds on S. arborariae fermentation

In order to investigate the ability of S. arborariae NRRL Y-48658 to grow and
produce ethanol in the presence of toxic compounds formed during hydrolysis of
RHH, assays were carried out in semi-synthetic medium cultures with HMF, furfural,
and acetic acid, either alone or in combination of the three. The results showing the
kinetics of biomass formation and consumption of toxic compounds for cultures were
the compounds were added isolated are depicted in Figure 4. Table 2 shows the
values for substrate consumption, and ethanol and biomass productions. The
experiment where the 3 toxics were added is not shown, since this condition totally
inhibited cell metabolism. As it can be seen, HMF, furfural, and acetic acid caused

growth inhibition, extending the lag phase until they were completely depleted from
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the medium. Ethanol productivity was also affected when compared to the control.
The lag phase is dependent on the ability of cells to metabolize the inhibitors. Except
for the highest concentration of furfural (3.0 g L"), S. arborariae NRRL Y-48658 was
capable of metabolizing these compounds. Furans degradation has been described
for S. cerevisiae, C. guilliermondii, and in P. stipitis when these yeasts were grown in
semi-synthetic media, but the mechanisms were not elucidated (DELGENES et al.,
1996). Studies indicate that exist a clear dose-dependent inhibition of the yeast by
furfural and HMF (LIU et al., 2008).

Despite the clear negative effects of HMF, furfural, and acetic acid on S.
arborariae metabolism, this yeast was able to efficiently consume the medium sugars
and produce ethanol, except for the cultivation in presence of 3 g L™ of furfural, in
which glucose and xylose consumptions were almost completely inhibited. These
results suggest that HMF has a lower inhibitory effect on S. arborariae than furfural.
High concentrations of furfural and HMF have been reported to affect yeasts survival,
growth rates, cell budding, ethanol yield, and some enzymes activities (GORSICH et
al., 2006). For S. cerevisiae, the presence of HMF has been shown to inhibit triose-
phosphate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase, and
pyruvate dehydrogenase (PETERSSON et al., 2006). Furfural and HMF can be
reduced in NAD(P)H-dependent reactions to less toxic compounds, as furfurilic and
5-hydroxymethyl furfuryl alcohol (LIU et al.,2004; PALMQVIST and HAHN-
HAGERDAL, 2000b ).

Ethanol production was affected by furfural, acetic acid, and HMF even when
sugar consumption was higher than 60 % (for both glucose and xylose), showing
coefficient yields approximately 60 % lower than that for the control (Yps = 0.48).

High concentrations of furans have shown to interfere with glycolytic enzymes and
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macromolecule synthesis, while acetic acid can permeate across cellular
membranes, causing cytosol acidification, impairing metabolic processes essential
for microbial growth, subsequently decreasing ethanol productivity (KEATING et al.,

20086).

4. CONCLUSION

Second-generation ethanol from lignocellulosic materials presents two
important challenges for bioprocesses. While S. cerevisiae remains the most
important yeast in the fermentation industry of ethanol, its incapacity to convert
pentoses into this alcohol is one of the bottlenecks of ethanol production from
lignocellulosic hydrolysates. Co-cultures of S. cerevisiae and other yeasts have been
attempted to overcome this shortcut, with varying degrees of success. On the other
hand, the liberation of toxic compounds during the hydrolysis of these residues
negatively affects the fermentation process. Solutions that are sought to solve this
problem involve the expensive purification of hydrolysates and the search for new
yeast strains capable of either support their presence in the medium or metabolize
them. In this work we demonstrated the possibility of using rice hull hydrolysate as a
substrate for ethanol and xylitol production by S. cerevisiae ICV D254 and S.
arborariae NRRL Y-48658, a totally new yeast strain. In particular, S. arborariae
proved to be a efficient converter of hexoses and pentoses to ethanol. Co-cultures of
these yeasts proved to be efficient for ethanol production, with yields as high as Y P/
S = 0.77 and 0.62 in semi-synthetic medium and RHH, respectively, with lower
product yields in RHH being attributed to the presence of toxic compounds. Further

studies are granted in order to optimize cultures of S. arborariae, either alone or in
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co-cultures with other ethanologenic microorganisms, specially on lignocellulosic

hydrolysates.
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Table 1: Kinetic parameters for S. cerevisiae ICV 254D, S. arborariae NRRL
Y-48658, and for the co-culture of both yeasts in semi-synthetic medium (G20X20A10)
or rice hull hydrolysate (RHH)

For Ethanol

Time  Yxx(99g")

Medium  Microorganism y 1
YE/G(gg ) YP/S(QQ ) (h)

G20X20A10
S. cerevisae 0.53 24 -
S. arborariae 0.46 72 0.13
Co-culture 0.77 24 0.79
RHH
S. cerevisae 0.52 36 -
S. arborariae 0.45 96 0.33
Co-culture 0.62 84 0.45

Y ec: ethanol coefficient yield (g ethanol per g glucose consumed);
Y pis: ethanol coefficient yield (g ethanol per g total sugar consumed);
Y xix: xylitol coefficient yield (g xylitol per g xylose consumed);
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Table 2: Comparison of biomass production; consumption of glucose, xylose
and arabinose; degradation of acetic acid, furfural and HMF; and yield of ethanol
production in different concentration of toxic compounds.

CONTROL
HMF

25gL"
5gL"
FURFURAL
2gL”

3gL"
ACETIC ACID
16gL”
32gL"
SYNERGISM
LC

HC

Consumption (%) Production
Biomass  Ethanol Time (h)

Glucose Xylose Arabinose Acetic Acid Furfural HMF (g L'1) Yeis (9 g'1) for Ypis
100 99 0 - - - 6.87 0.48 24

100 98 0 - - 100 6.60 0.0 48

100 29 0 - - 100 5.39 0.18 96

100 60 0 - 99 - 5.70 0.16 72

2 4 0 - 65 - 0.02 0.00 72

100 67 0 88 - - 7.70 0.03 24

74 0 0 82 - - 4.99 0.09 48

7 2 0 3 36 3 0.02 0.00 72

7 0 0 0 34 0 0.03 0.00 48
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Fig. 1: Kinetics of substrate consumption, ethanol and biomass production of
S. cerevisiae strain ICV D254 cultivated on (A) semi-synthetic medium (G20X20A10),
and (B) rice hull hydrolysate (RHH). Biomass (*); glucose (Ll); xylose; (O)
arabinose (A); ethanol (). Results are the mean of duplicates.
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Fig. 2: Kinetics of substrate consumption, ethanol, xylitol, and biomass
production of S. arborariae strain NRRL Y-48658 cultivated on (A) semi-synthetic
medium (G20X20A10), and (B) rice hull hydrolysate (RHH). Biomass (*); glucose (CJ);
xylose; (O) arabinose (A); ethanol (H); xylitol (®). Results are the mean of
duplicates.
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Fig. 3: Kinetics of substrates consumption, ethanol, xylitol, and biomass
production of co-cultures of S. cerevisiae ICV 254D and S. arborariae NRRL Y-
48658 on (A) semi-synthetic medium (G20X20A10), and (B) rice hull hydrolysate
(RHH). Biomass (*); glucose (LJ); xylose; (O) arabinose (A); ethanol (H); xylitol
(®). Results are the mean of duplicates.
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Fig. 4. Effects of toxic compounds over cultures of S. arborariae NRRL Y-
48658. (A) Concentrations of (in g L™"): furfural 2, HMF 2.5, acetic acid 1.6; (B)
Concentrations of (in g L™"): furfural 3, HMF 5, acetic acid 3.2. Biomass production in
condition control (*); biomass production in culture with of acetic acid (l); biomass
production in culture with of HMF (@®); biomass production in culture with of furfural
(A); acetic acid concentration (L1); HMF concentration (O); furfural concentration
(A).
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