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RESUMO
A demanda de etanol tem crescido ultimamente devido ao esgotamento das

reservas mundiais de petréleo e a necessidade de utilizacdo de combustiveis
menos agressivos ao meio ambiente. ApOs 0 sucesso do etanol, recentemente o
bioetanol vem ganhando destaque, em virtude da busca por uma maior producao
deste combustivel por hectare, através do aproveitamento da biomassa
lignocelulésica, sendo que no caso do Brasil o bagago da cana-de-agucar
constitui uma interessante matéria prima para este fim. Para vencer este desafio,
no entanto é preciso disponibilizar os agucares da biomassa para que possam ser
fermentados. Neste sentido o presente trabalho utilizou esta biomassa
lignocelulésica que foi submetida a um pré-tratamento por cozimento a vapor,
este material foi entdo submetido a hidrolise enzimatica por um consorcio de
enzimas produzidas pelos fungos Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus
awamori. Embora os hidrolisados obtidos tenham alcancado razoaveis
concentracdes de acucares fermentesciveis (~18 g L™), o mesmo possibilitou boa
producdo de etanol pelas diferentes linhagens de leveduras fermentadoras de
pentose e hexose aqui avaliadas. Entre as linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae estudadas a que obteve melhor desempenho foi a
linhagem PE-2 com producées méaximas de 10g L™ de etanol em ensaios
fermentativos em batelada com reciclos de célula. Entretanto, a analise da
vitalidade das células apontou para uma perda na capacidade fermentativa desta
cepa, principalmente nas fermentacbes em batelada com reciclos, levando a
hipotese, corroborada pelas fermentacdes em meio definido contendo glicose e
xilose, de que algo presente no hidrolisado foi responsavel por essa queda na
capacidade fermentativa desta levedura. Entre as cepas com habilidade de
fermentar pentose (xilose) Candida shehatae (linhagem HM 52.2) e Spathaspora
arborariae (linhagem HM 19.1a) obtiveram os melhores resultados em producéo
de etanol e consumo de xilose, com producdes maximas de até 11g L™ de etanol.
Além das fermentacbes em batelada do hidrolisado, foi realizado também uma
sacarificacdo e fermentacdo simultanea com a cepa PE-2, onde a producao de
etanol (9 g L™ ) sé n&o foi maior devido & baixa concentracéo inicial de glicose no
meio, aliado a baixa atividade enzimética das celulases utilizadas.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar; hidrolise enziméatica; fermentacéo.



11

ABSTRACT
The demand for ethanol has increased lately due to the depletion of world oil

reserves and the need to use fuels that are less harmful to the environment. After
the success of ethanol, bioethanol has been recently gaining attention, due to the
need for greater ethanol production per hectare through the use of lignocellulosic
biomass. In the case of Brazil, bagasse from sugar cane is an interesting raw
material for this purpose. However, it is necessary that the sugars from the
biomass should be made available, so that they can be fermented. For these
means, the present study used this lignocellulosic biomass subjected to a pre-
treatment by steam cooking, this material was then submitted to enzymatic
hydrolysis by a consortium of enzymes produced by the fungi T. reesei RUT C30
and A. awamori. Although the hydrolysates did not reach high concentrations of
fermentable sugars (~18g L™), it allowed good ethanol production by different
strains of yeast fermenting pentose and hexose studied here. Among the industrial
strains of S. cerevisiae studied, the one that achieved the best performance was
strain PE-2, with maximal production of ethanol of 10 g L™ in batch fermentations
with cell recycle. However, vitality assays showed a drop in the fermentation
capacity of this strain, specially during batch fermentations with cell recycle,
leading to the hypothesis, supported by fermentations in defined medium
containing glucose and xylose, that something present in the hydrolyzate was
responsible for this decrease in the fermentation capacity of this yeast. Among the
strains with the ability to ferment pentose (xylose), C. shehatae (strain HM 52.2)
and S. arborariae (strain HM 19.1a) were the ones that obtained the best results
for ethanol production and xylose consumption, with maximal production of up to
11 g L™ of ethanol. Besides the batch fermentations of the hydrolyzates, a
simultaneous saccharification and fermentation with strain PE-2 was also
performed, where the production of ethanol (9 g L™) was not higher due to a low
initial glucose concentration in the medium, with a low enzymatic activity of the
cellulases employed.

Keywords; bagasse of sugar-cane, enzymatic hydrolysis, fermentation.
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1. INTRODUCAO

Embora a economia mundial esteja ainda muito dependente dos
combustiveis fosseis, novas fontes de energia vém se destacando como possiveis
substituintes destes combustiveis altamente poluentes. Neste cenario, o etanol

tem destaque como um combustivel renovavel e pouco poluente.

O etanol é produzido principalmente a partir da fermentacdo de substratos
ricos em carboidratos oriundas do milho, da cana-de-acgucar, da beterraba e de
outras matérias-primas fermentesciveis. O principal microrganismo produtor de
etanol é a levedura Saccharomyces cerevisiae, que tem sido usada por décadas
para a obtencdo deste combustivel em varias partes do mundo. Esta levedura é
também utilizada em processos industriais para a obtencdo de varios outros

produtos, como paes, vinhos e cervejas (TORTORA et al., 2005).

As tecnologias de obtencdo de etanol a partir de cana-de-agucar e milho,
as duas principais fontes de carboidratos fermentesciveis empregadas pelas
industrias, ja foram otimizadas e hoje rendem altas concentracbes de etanol por
hectare com custo competitivo. Entretanto, a consolidacdo do etanol como
combustivel do futuro deve passar pelo desafio de aumentar ainda mais a
produtividade deste, sem aumentar o seu custo e de forma que suas culturas nao
avancem sobre outras culturas agricolas, o que impactaria a producdo de
alimento. Neste sentido a utilizacdo da biomassa lignocelulésica vem sendo
amplamente estudada para a producéo do etanol chamado de segunda geracéo,
ou Bioetanol como é também conhecido, devido a sua grande disponibilidade,
baixo custo e a grande quantidade de acUcares fermentesciveis, embora nao
prontamente disponiveis (MIYAFUJI et al., 2003).

Estes acucares fermentesciveis da porcao celuldsica e hemiceluldsica da
biomassa podem ser obtidos mediante um pré-tratamento sob alta pressao
seguida da hidrdlise enzimatica, para sua posterior fermentacdo. No entanto esse
processo pode ser otimizado via SSF (Simultaneous Saccharification and

Fermentation) onde a hidrélise enzimatica e a fermentacdo ocorrem juntas,
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aumentando os rendimentos em etanol e diminuindo 0S custos operacionais
(WINGREN et al., 2003; OHGREN et al., 2006).

Outros fatores corroboram a vantagem de se utilizar esta biomassa como,
por exemplo, o fato de que o excedente do bagago de cana-de-aglcar nao
utilizado pelas usinas tende a aumentar proporcionalmente a producao de etanol.
Deve ser destacada ainda a capacidade da biomassa lignocelulésica de se
adaptar a atual infra-estrutura sucro-alcoleira do Brasil, que conta atualmente com
325 plantas em operacdo (GOLDEMBERG, 2008), devendo haver apenas
algumas adaptacdes nestas unidades para a fermentacdo de hidrolisados de

biomassa.

Embora ja existam cepas de S. cerevisiae engenheiradas capazes de
fermentar pentoses (OHGREN et al., 2006), o presente trabalho visa a otimizacdo
da fermentagdo das hexoses da fracdo celulésica deste bagaco por cepas
industriais de S. cerevisiae, visto que seu rendimento final aliado ao custo dos
diversos processos que culminam na obtencdo do etanol no Brasil sugere que
esta estratégia seja a mais eficiente e prontamente aplicavel na induastria
(STAMBUK et al., 2008). No entanto sera abordada também a fermentacdo de
xilose, presente na porcdo hemicelulésica do bagaco de cana-de-aglcar, por
leveduras isoladas no Brasil e que apresentam habilidade de fermentar este

acucar.

Com o objetivo de melhorar o aproveitamento dos acUcares presentes no
bagaco, foram avaliadas também algumas linhagens de leveduras recentemente
isoladas no Brasil pelo grupo do prof. Carlos Rosa (UFMG), cepas essas com
habilidade de fermentar a xilose presente na por¢do hemiceluldsica do bagaco de

cana-de-agucar.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar os parametros fermentativos e a resposta celular de linhagens
industriais da levedura Saccharomyces cerevisiae e de leveduras capazes
de fermentar xilose, quando submetidas a processos de fermentacdo em
batelada de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado enzimaticamente, a fim
de se estabelecer a melhor condi¢ao de fermentacgéo e producao industrial

do Bioetanol.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir celulases, hemicelulases e outras enzimas necessarias a hidrélise
do bagaco de cana-de-acUcar, a partir dos fungos filamentosos
Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus awamori;

2. Produzir hidrolisado enzimatico de bagaco de cana-de-agucar, utilizando as

enzimas produzidas acima;

3. Avaliar o desempenho fermentativo das linhagens industriais de S.
cerevisiae CAT-1 e PE-2, e das leveduras fermentadoras de xilose Candida
shehatae, Pichia stipitis e Spathaspora arborariae em hidrolisados
enziméticos de bagaco de cana, nos processos de fermentacdo em

batelada com reciclo das células;

4. Avaliar o desempenho fermentativo de linhagens industriais de S.
cerevisiae com hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana no sistema
SSF;

5. Avaliar a viabilidade e vitalidade celular das linhagens de S. cerevisiae
durante os processos fermentativos descritos acima, em particular apés

varios reciclos celulares;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aimportancia econémica do Etanol

Apoés a eclosdo da crise do petroleo na década de 1970, com o objetivo
de diminuir a dependéncia dos combustiveis fésseis em sua matriz energética, o
Brasil implementa o programa do Proalcool. Em 1984, os carros a alcool
constituiam cerca de 90% da producdo das montadoras. No entanto, no final de
1985, ocorre uma forte queda no mercado internacional do petréleo, onde o preco
passou de US$ 36/barril para US$ 15/barril; esse episddio, aliado a recuperacdo
dos precos do acucar no mercado externo, demonstrou a vulnerabilidade do
programa Proalcool. Com a recuperacao dos precos do acucar, a atratividade do
etanol foi muito ofuscada, impondo ao governo a necessidade de aumentar os
subsidios aos produtores (ATALA, 2004).

Em alguns casos a Petrobras chegou a pagar mais caro pelo litro de alcool
do que o preco cobrado nos postos de abastecimento. Os precos do diesel e da
gasolina foram artificialmente elevados para cobrir parte do déficit, levando o
Proélcool a um processo de estagnacdo. Apesar dos problemas e do declinio do
programa Prodlcool no final da década de 80, o incentivo de sua producdo
durante o auge do programa geraram muitos estudos e avangos nha area da
producado do etanol, tanto no sentido de aumentar a quantidade como a qualidade
do alcool produzido no pais (ATALA, 2004).

A demanda de etanol no mundo €, atualmente, superior a 1,8 bilhdes de
galBes por ano, e por meio de calculos foi estimado que essa demanda tende a
crescer a uma taxa anual de 1,7 por cento até o ano de 2020 (MDIC, 2008). No
Brasil, a producdo de alcool movimenta, anualmente, cerca de 12 bilhdes de
dolares e emprega, diretamente, aproximadamente um milhao de trabalhadores, e
indiretamente cerca de 3,5 milhées, com a maior parte das unidades produtoras e
de mercado de trabalho localizadas nos estados de Sao Paulo e do Parana. O
Brasil colheu na safra 2006/2007 aproximadamente 470 milhdes de toneladas de
cana para a fabricacdo de alcool combustivel e acucar, possibilitando a destilagéo

de 18 bilhdes de litros de etanol. Nos oito primeiros meses de 2005, as
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exportacdes brasileiras de alcool alcancaram 1,6 bilhdes de litros, o que
representa um faturamento de US$ 450 milh&es.

O Brasil encontra-se desta forma em uma posi¢ao privilegiada em relagao
aos outros paises no que diz respeito ao uso de energia renovavel. Uma das
vantagens € a perspectiva de incorporacdo de areas degradadas destinadas a
pecuaria ao plantio de cana-de-acucar, sem competicAo com a agricultura de
alimentos. Outra vantagem esta relacionada a possibilidade de multiplos cultivos
dentro do ano. O sistema de safra e safrinha, ou de cultivo de inverno e duplo
cultivo de verdo, ja € uma tendéncia dominante na producdo de graos no pais.
Por situar-se, predominantemente, na faixa tropical e subtropical do planeta, o
Brasil recebe intensa radiacdo solar durante todo o ano, 0 que promove uma

maior densidade, por area, na producédo (PEREIRA, 2006).

O agronegdcio no Brasil é responsavel por 20,6% do Produto Interno
Bruto (PIB) brasileiro e gera 14% dos empregos totais do pais, sendo que 6%
devido a cana-de-acucar (CONAB, 2008). Outros paises como Japao, Australia e
da Unido Européia ja ensaiam programas com base na utilizacdo do alcool,

estimulados por preocupacdes ambientais (UNICA, 2008).

No Brasil, o alcool combustivel é obtido por meio da cana-de-acucar, que
oferece grande quantidade de sacarose, um dissacarideo formado por uma
molécula de a-D-glicose e outra de p-D-frutose, ligados por meio de uma ligacao
glicosidica (VOET et al.,, 2000), podendo ser produzido também a partir de
inumeras fontes de carboidratos de matérias-primas vegetais, como amido de
milho, beterraba, batata, sorgo doce e outras. Todas estas fontes de acUcares
contém, em diferentes quantidades e proporgdes, usualmente uma mistura de
mono e dissacarideos (OLSSON; NIELSEN, 1997). A glicose esta sempre
presente nestas fontes de carboidratos e, sendo o monossacarideo mais
abundante no planeta, provocou a adaptacdo do metabolismo dos
microorganismos terrestres a sua pronta detec¢do e rapido consumo, € no caso

das leveduras, a fermentacao alcodlica (JOHNSTON, 1999).
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3.2 Caracteristicas gerais dos microrganismos utili zados

3.2.1 Caracteristicas gerais das leveduras

As leveduras sdo microrganismos eucariontes que vivem como saprofitos
ou parasitas. Normalmente sdo encontradas na natureza associadas a vegetais,
insetos, hiumus e outros substratos. De modo geral, as leveduras preferem usar
glicose, frutose ou manose, porém sdo capazes de crescer em uma grande
variedade de fontes de carbono (CARLE-URIOSTE et al., 1998). Devido a sua
capacidade fermentativa a levedura Saccharomyces cerevisiae é utilizada na
industria de panificacdo, na producéo industrial de cervejas, vinhos, aguardentes
e outras bebidas fermentadas, e na producéao de etanol a partir de caldo de cana
ou melaco, sendo o principal microrganismo utilizado na producdo de alcool
combustivel (TORTORA et al., 2005).

Além de sua aplicacdo na industria de alimentos e combustiveis, S.
cerevisiae € um organismo amplamente utilizado como modelo de organismos
eucariotos em pesquisa cientifica, por ser visto como um organismo seguro, ja
gue ndo produz toxinas e nem possui patogenicidade a humanos. Isto foi de
grande vantagem, pois ndo seriam necessarios extensos e intensos testes antes
que um produto produzido com este microrganismo pudesse ser comercializado
(HENSING, 1995). Os conhecimentos de biologia molecular e genética da S.
cerevisiae sdo extremamente avancados (seu genoma inteiro foi elucidado em
1996), fazendo com que sua manipulacdo genética seja relativamente simples e
rapida, visto que as leveduras séo fungos unicelulares que se reproduzem quase
tdo rapido quanto as bactérias, com uma maquinaria de traducdo tipica de
eucariotos e com um genoma que é apenas 1/100 do de mamiferos (TORTORA
et al., 2005).

bY

Boa parte do sucesso da levedura S.cerevisiae € devido a sua alta
capacidade de fermentar quando exposta a altas concentracbes de acgucar,
resultando em uma producdo rapida de etanol até mesmo na presenca de
oxigénio (HENSING, 1995). Na fermentacado ela utiliza fontes ricas em carbono,

como os monossacarideos (glicose, frutose e galactose) e dissacarideos (maltose
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e sacarose) (FLORES et al., 2000). Um acucar redutor (monossacarideo) € um
hidrato de carbono, que possui um ou mais grupos cetona ou aldeido livres ou
potencialmente livres, e que em meio alcalino tem a capacidade de reduzir
agentes oxidantes. Acucares nao redutores (dissacarideos como a sacarose)
possuem esses grupamentos interligados e tornam-se redutores a partir do
momento em que sofrem hidrélise e liberam monossacarideos nas formas
redutoras (VOET et al., 2000). Células de S. cerevisiae podem utilizar diferentes
tipos de acucares como fontes de carbono, ja que possuem em seu genotipo
genes que codificam diversas enzimas para 0s varios tipos de agucares utilizados
(ERGUN; MUTLU, 2000).

3.2.2 Caracteristicas gerais dos fungos filamen  tosos

Os fungos filamentosos sdo organismos heterotréficos com a capacidade
de utilizar uma ampla variedade de fontes de carbono e nitrogénio. Neste grupo,
muitas espécies sdo saprofitas, capazes de se desenvolver em matéria organica
em decomposicdo, enquanto outras se envolvem em associacdes parasiticas ou
simbidticas com plantas e animais. Além do solo, os principais habitats de fungos
filamentosos sédo plantas vivas ou mortas (BURGSTALLER, 1997). Em cultivos
artificiais, o crescimento de fungos filamentosos pode ocorrer na forma de pellets,
com as hifas emaranhadas formando pequenas esferas, ou na forma filamentosa,

com as hifas dispersas no meio de cultura.

O género Trichoderma compreende fungos saprofitos que habitam o solo.
As espécies de fungos pertencentes a este género sdo tradicionalmente
reconhecidas pela capacidade de produzir um grande espectro de enzimas
hidroliticas, incluindo as celulases, hemicelulases e quitinases. O fungo T. reesei
€ derivado de uma Uunica cepa selvagem conhecida (QM6a), possui hifas
septadas e polinucleadas, e se reproduz de forma assexuada pela producao de
conidios (DORRY, 1997).

O sistema de celulases de T. reesei é provavelmente um dos mais
extensivamente estudados, principalmente no que diz respeito aos mecanismos

de acédo das celulases (HENRISSAT, 1994), sendo que dentre os fungos, T.
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reesei possui um dos mais completos sistemas para a hidrolise de substratos
celulésicos ja descritos. Este sistema extracelular é composto por 60-80% de
celobiohidrolases ou exoglucanases, 20-36% de endoglucanases, e 1% de p-
glicosidases, de modo que a atuacéo sinérgica destes trés grupos de enzimas
garantem a conversao da biomassa lignocelulésica em glicose e outros agucares
fermentesciveis (MUTHUVELAYUDHAM; VIRUTHAGIRI, 2006)

O sistema de celulases de T. reesei € induzido por celulose (CARLE-
URIOSTE et al., 1998), sendo a expresséao do sistema feita de forma coordenada,
ou seja, o nivel relativo das diferentes celulases mantém-se constante em
diferentes condic¢des de cultivo (TORIGOI et al., 1996). O dissacarideo soforose,
constituido de dois residuos de glicose em ligacao B-1,2, € um dos mais potentes
indutores da expressdo de celulases em T. reesei, e acredita-se que seja o
indutor natural do sistema. (STERBERG; MANDELS, 1979). A soforose seria
produzida a partir de celobiose (dois residuos de glicose em ligacao B-1,4), pela
atividade de tranglicosilagdo de [B-glicosidases. Esta hipGtese é sustentada pela
demonstracdo de que soforese e outros dissacarideos sdo produzidos pelo
sistema de celulases de T. reesei in vitro, a partir de celulose e celobiose
(VAHERI et al., 1979).

JA o género Aspergillus constitui um grupo de fungos de grande
importancia econdémica, sendo utilizados ha muito tempo, por exemplo, em
fermentacdes industriais para a obtencdo de &cido citrico, utilizando A. niger,
glicoamilase e varias outras enzimas. Este grupo de fungos se reproduz por meio
de esporos, formando micélios compostos por hifas septadas e ramificadas
(PELCZAR et al.,1980). Nos ultimos anos o fungo A. awamori vem ganhando
destaque devido a sua grande habilidade de secretar B-glicosidases, visto que T.
reesei € conhecido por apresentar baixa expressdo desse grupo de celulases
(DORRY, 1997)

3.3 Biomassa lignoceluldsica
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Atualmente no Brasil é utilizado o caldo extraido da cana-de-acucar para a
producdo de etanol, o que gera diariamente o acumulo de grandes quantidades
de bagaco de cana-de-acgUcar, que geralmente € queimado para a producédo de
calor e energia. Esse material lignocelulésico poderia ser utilizado para a
producdo de etanol, caso sejam desenvolvidos processos que permitam a
extragdo dos agucares fermentesciveis dessa biomassa. Com a implementagéo
deste tipo de processo a producao de etanol no Brasil poderia ter um aumento de
pelo menos 30%, sem a necessidade de aumentar as areas de cultivo da cana-
de-acucar, além de minimizar os problemas ambientais causados pelo depdsito
ou queima destes residuos vegetais (PANDEY et al., 2000).

Os materiais lignocelulésicos constituem um recurso renovavel
amplamente distribuido na natureza, e vém sendo intensamente estudados para a
obtencdo de energia e bioconversdo em produtos comerciais. Sdo também os
compostos organicos de maior abundancia na biosfera, tendo uma producgéo
anual estimada de 10 a 50x10° toneladas, o que corresponde a aproximadamente
60% da biomassa vegetal no mundo (KUHAD; SINGH, 1993).

Atualmente a queima deste residuo contribuiu para o desenvolvimento do
parque sucro-alcooleiro no Brasil, jA que confere auto-sustentabilidade energética
para as usinas e destilarias. Apesar dessa aplicacdo, estima-se que entre 10% e
15% do bagaco néo possui uma destinacdo apropriada, tornando-se importante
residuo poluente (PANDEY et al., 2000).

A palha e o bagaco da cana de aclcar, um dos subprodutos gerados
durante a producdo de acucar e alcool, sdo compostos basicamente por
carboidratos (70-75%) e lignina (20—24%), que juntos formam complexos rigidos
na parede celular (OHGREN et al., 2006). Podem ser encontrados ainda, em
menores propor¢cdes, resinas, taninos, &cidos graxos, fendis, compostos
nitrogenados e sais minerais (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996, NEUREITER
et al., 2002).

Devido a esta composicao, estima-se que cerca de dois tercos da energia
existente na cana-de-agucar esta contida no bagaco e na palha, e pode ser usada
na producdo de alcool combustivel. Para tanto se faz necesséria a hidrélise das
moléculas constituintes da biomassa a fim de se obter um hidrolisado contendo
carboidratos que possam ser fermentados por leveduras industriais. Esta

biomassa constitui importante fonte energética, uma vez que contém pelo menos
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70% de carboidratos, mas que sao pouco aproveitados devido ao alto teor de
lignina (OHGREN et al., 2006).

As galactanas, mananas, arabinanas, e xilanas sdo homopolissacarideos
formados respectivamente por moléculas das hexoses galactose e manose, e das
pentoses arabinose e xilose (OHGREN et al., 2006), acucares que neste trabalho
nao serdao utilizados para a producao de etanol com linhagens industriais de S.
cerevisiae atualmente em uso no Brasil, incapazes de fermentar pentoses
(STAMBUK et al.,, 2008). Entretanto, serdo avaliadas também espécies de

leveduras capazes de fermentar tanto as hexoses quanto as pentoses.

As glicanas sdo os principais carboidratos de interesse na fermentacéo
visando a producéao de etanol. As glicanas sdo homopolissacarideos formados por
moléculas da hexose glicose, o mais abundante monossacarideo do planeta
(SUN; CHEN, 2002). No caso da biomassa da cana, a principal glicana presente é
a celulose. A celulose é a fonte renovavel mais abundante da terra, sendo um
polimero linear de unidades de glicose, unidas através de ligacfes glicosidicas
B(1—4), com regides altamente ordenadas ou cristalinas na sua estrutura. Esta
fracdo € composta por unidades repetidas de celobiose, a qual é formada pela
juncdo de duas moléculas de glicose com a eliminacdo de agua, através das
hidroxilas ligadas aos carbonos 1 e 4. Este dimero se repete constantemente,
apresentando o oxigénio que liga os anéis, na posicdo equatorial (KUHAD;
SINGH, 1993; SUN et al., 2004).

Outro polissacarideo de grande importancia € a hemicelulose, que pode
representar até 40% do material da parede celular dos vegetais. E um polimero
de baixo peso molecular em relagéo a celulose e é composto principalmente por
pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (galactose, manose e glicose), além de
apresentar pequenas quantidades dos acidos acético e urénico (OHGREN et al.,
2006). Portanto, este grupo denominado hemicelulose designa uma classe de
componentes poliméricos presentes em vegetais fibrosos, possuindo cada

componente propriedades peculiares.

Por fim, a lignina é o terceiro maior componente na parede celular dos
vegetais, possuindo uma estrutura polifendlica complexa constituida basicamente

dos alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico, ndo sendo fermentescivel (SUN et
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al., 2004). A lignina € insoluvel em agua e dificulta a degradacdo microbiana da
celulose e da hemicelulose atuando como suporte para as fibras de celulose
(KUHAD; SINGH, 1993). A concentracado de lignina é, portanto um elemento
importante na presuncdo do valor energético de uma planta, uma vez que quanto
menor a quantidade de lignina maior a facilidade na hidrolise dos carboidratos
(FUKUSHIMA et al., 2002).

3.4 Pré-tratamento da biomassa

Um aproveitamento integral e mais eficiente dos materiais lignocelulosicos
pode ser conseguido mediante a separacdo das principais fracOes
lignoceluldsicas em moléculas mais simples (PARAJO et al., 1998; SUN et al.,
2004). Processos tais como hidrolise acida (PESSOA Jr. et al., 1997,
IRANMAHOOB et al., 2002; SUN; CHEN, 2002; MUSSATO; ROBERTO, 2004;
PURWADI et al., 2004, PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005), enzimatica
(PARAJO et al., 1997; PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005), explosdo a vapor
(SUN et al., 2004) e extragcdo com solucdes alcalinas, sdo métodos que permitem

a hidrdlise da fracao celulésica e hemicelulésica em monossacarideos.

Devido a sua natureza, a celulose é extremamente resistente ao ataque
enzimatico, além disso, a hemicelulose e a lignina constituem barreiras que
dificultam o acesso destas enzimas a celulose. Sendo assim, o desafio técnico-
econdmico para a utilizacdo de materiais lignocelulésicos reside em facilitar a
atuacdo das enzimas sobre a celulose contida nestes materiais. Com estas
caracteristicas fica extremamente dificil pensar na utilizacdo dos materiais
lignoceluldsicos sem um pré-tratamento, isto é evidente na maioria dos trabalhos
que tratam da sacarificacdo de materiais lignocelulésicos (MORIYA et al., 2005;
KURABI et al., 2005).

Entre os métodos de degradacao utilizados tem-se o quimico, que pode
ocorrer em meio acido (hidrélise acida) ou alcalino, sendo que quando em meio
com alta concentracdo de &cido, a velocidade de degradacédo é alta, mesmo em

[0}
condigcbes mais bradas de temperatura (temperaturas inferiores a 100 C). Em



23

- Ve - ~ - O
meio basico, essa degradacdo pode ocorrer em temperatura superiores a 150 C e

concentracOes elevadas de alcalis, ou em temperaturas acima de 7OOC, onde o
ataque é realizado na unidade redutora final da molécula de celulose resultando
na retirada de uma molécula de glicose na forma de &cido sacarinico (PESSOA Jr
et al., 1997)

Apesar da grande disponibilidade de matéria prima, a fermentagcédo de
hidrolisados obtidos de materiais lignocelulésicos pelo processo de hidrélise acida
apresenta problemas diferentes aqueles encontrados na fermentacao de misturas
de acUcares puros. Isto porque nestes hidrolisados estdo presentes, além dos
acucares, compostos toxicos a atividade microbiana como &cido acético, furfural,
hidroximetilfurfural e ions metalicos, todos oriundos da hidrélise da estrutura
lignocelulésica e corrosdo de equipamentos (RODRIGUES et al., 1999).

Outro tipo de pré-tratamento bastante utilizado em usinas brasileiras € o
pré-tratamento por explosdo a vapor ou auto-hidrolise, neste processo a biomassa
lignocelul@sica é tratada com vapor de agua saturado em alta presséo, seguido de
uma rapida despressurizagdo. Ja o pré-tratamento conhecido como cozimento a
vapor, bastante parecido com o método de explosdo a vapor, a hidrélise ocorre
em condi¢cdes semelhantes, no entanto, sem a rapida despressurizacdo. Ambos o
tipos de pré-tratamento permitem a solubilizacdo de alguns mondmeros e
liberacdo de variados polissacarideos da fragdo hemicelulésica, além disso,
ocorrem transformacdes na lignina e um aumento da susceptibilidade da celulose

ao posterior ataque das celulases.

3.5 Hidrolise Enzimatica da Biomassa

Diferentes materiais lignocelulésicos vém sendo utilizados para obtencdo
de hidrolisados hemicelulésicos, incluindo bagagco de cana (NEUREITER et al.,
2002), palha de arroz (LIAW et al, 2008) e cavacos de eucalipto (PARAJO et al.,
1998). No entanto, apesar das diferencas intrinsecas de cada material, o que
determina um maior ou menor rendimento de agucares monomericos, a hidrolise

enzimatica da biomassa lignocelulésica ocorre pelo ataque das celulases
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inicialmente na porgcdo amorfa da celulose. Entende-se por celulases um
consorcio enzimatico formado, basicamente, por endoglucanases, exoglucanases
e celobiase, que juntas e de maneira sinérgica hidrolisam ligacdes do tipo B(1,4)
da celulose (LYND et al., 2002).

A hidrélise € iniciada pelas endoglucanases (1,4-R-D-glucana-4-
glucanoidrolases) referenciadas também como endo-1,4-R-D-glucanases, 3-1,4-
glucanases, R-1,4-endoglucana hidrolases, alcali cellulases, celodextrinases e
avicelases. Tais enzimas clivam randomicamente as regides internas da estrutura
amorfa da fibra celulésica, liberando como produtos, oligossacarideos de diversos
graus de polimerizacao e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor
e um nao redutor (LYND et al., 2002). As endoglucanases sdo as enzimas
responsaveis pela rdpida solubilizacdo do polimero celulésico devido a sua
fragmentacao em oligossacarideos (KLEMAN-LEYER, 1996).

7

O préximo passo é dado pelo grupo de enzimas constituido pelas
exoglucanases, celobiohidrolases (CBHs) e pelas glucanohidrolases (GHs). As
GHs (nome sistematico 1,4-R-D-glucana-glucanohidrolases) também podem ser
denominadas exo-1,4-3-glucosidases, exocelulases, exo-3-1,4-glucosidases, exo-
3-1,4-glucanases, R-1,4-3-glucanases e exo-1,4-3-glucanase. Essas enzimas,
embora pouco reportadas, possuem uma a caracteristica de hidrolisar as fibras
celulosicas, liberando glicose diretamente dos terminais do polimero (LYND et al.,
2002).

As CBHs (1,4-3-D-glucana-celobiohidrolases) também conhecidas como
exo-celobiohidrolases, 3-1,4-glucana celobiohidrolases, 3-1,4-glucana
celobiosilhidrolases, 1,4-3-glucana celobiosidases, exoglucanases, avicelases, C1
celulases, exo-(3-1,4-glucana celobiohidrolases e celobiosidases, sdo enzimas
que participam da hidrdlise primaria da fibra ocasionando uma desestratificacéo
dessa fibra pelo aumento das regides intersticiais. Um fendmeno presente nesse
grupo é a amorfogénese, que embora nao tenha seu mecanismo completamente
elucidado, promove aumentos na taxa de hidrolise da celulose, por tornar as
regides cristalinas mais expostas ao processo de hidrélise enzimatica (ZHANG,;
LYND, 2004; LYND et al., 2002). Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo
seu produto de hidrdlise (celobiose) (LAUREANO-PEREZ et al., 2005).
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Finalmente as R-glucosidasicas, ou R-glucosideo glucohidrolases, ou
ainda gentiobiase, celobiase, emulsina, elaterase, aril-3-glucosidase, [3-D-
glucosidase, 3-glicosideo glucohidrolase, arbutinase, amigdalinase, p-nitrofenil 3-
glucosidase, primeverosidase, amigdalase, limarase e salicilinase (LYND et al.,
2005; LAUREANO-PEREZ et al., 2005), hidrolisam celobiose e oligossacarideos
solaveis a glicose. Assim como as celobioidrolases, as enzimas [3-glucosidasicas

também sé&o reportadas por sofrerem inibicdo por seu produto de hidrélise.

O processo de hidrolise enzimatica esta sujeito a diversos fatores que
podem influenciar o rendimento desta hidrélise, destacando-se a temperatura, pH,

teor de solido e relagdo enzima-substrato.

Temperatura e pH: E dependente do intervalo em que o complexo

enzimatico apresenta sua maior atividade. No caso das celulases a temperatura

fica entre 50 e 6OOC e 0 pH entre 5 e 6 (KURABI et al., 2005; MAIS et al., 2002;
FERRER et al., 2002).

Relacdo enzima-substrato: Esta relacdo que estabelece a proporcdo de

enzima e a quantidade de biomassa lignocelulésica € de extrema importancia,
visto que o0 aumento na concentracdo de enzima aumenta a velocidade da
hidrélise. Porém, o excesso na concentragdo de enzima pode compromete a
viabilidade do processo devido ao alto custo da enzima. Desta forma pode se
encontrar na literatura uma ampla faixa para a relacdo enzima-substrato que
oscila de 1 a 100 unidades/g de substrato (KURABI et al., 2005; LAUREANO-
PEREZ et al., 2005)

Embora as etapas do processo de hidrélise enzimatica tenham sido aqui
descritas de maneira separada, em grupos de enzimas, a acdo destas enzimas no
substrato ocorre de maneira sinérgica entre os diferentes grupos. Dentre o0s
diversos sinergismos possiveis, a literatura descreve 0s sinergismos exo-endo
pelo fato de endoglucanases promoverem a quebra da superficie da celulose em
cadeias menores e livres para a agao das celobiohidrolases. Outros tipos de
sinergismo séo o endo-endo e exo-exo (RYU; MANDELS, 1980).

De qualquer forma, o processo de hidrélise enzimatica apresenta diversas

vantagens quando comparado a outros processos, tais como a hidrdlise acida,
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visto que a hidrélise enzimética ocorre sob condicbes brandas de presséao,
temperatura e pH. Além disso sua alta especificidade elimina a chance de
ocorréncia de furfurais que dificultem os processos subseqientes de fermentacéo
(LYND et al., 2002). Atualmente muitos laboratorios tem trabalhado na obtencdo
de complexos enzimatico mais eficientes técnica e economicamente, visto que o
custo da producéo de enzimas ainda limita o uso destas na producédo de aglcares
soltveis (RECZEY et al., 1996; MUTHUVELAYUDHAM; VIRUTHAGIRI, 2006).

3.6 Hidrolise e Fermentacdo em Separado (SHF)

Neste caso a hidrolise ocorre num estagio separado da fermentacéo,
podendo a etapa de hidrélise ser realizada quimica ou enzimaticamente. Quando
utiizado um agente quimico podem ser formados compostos inibidores da
fermentacdo. Por isso, dependendo da severidade da hidrélise, podem ser
requeridas etapas de detoxificacao.

A hidrélise enzimatica € conduzida, como vimos, geralmente em condicdes
brandas de pH e temperatura. No entanto a dificuldade deste processo reside no
acumulo da glicose e polissacarideos, provenientes da hidrélise, que atuam como
inibidores enzimaticos de algumas enzimas envolvidas, decorrendo muitas vezes
numa hidrélise incompleta da celulose. Ao termino da hidrélise, o residuo sélido é
entdo separado e o sobrenadante (hidrolisado) € empregado para fermentacdo
por microrganismos (WINGREN et al., 2003).

3.7 Sacarificagao e Fermentacdo Simultanea (SSF)

Como visto acima, o0 etanol pode ser produzido da biomassa
lignocelulésica usando um pré-tratamento mais brando, seguido da hidrélise
enziméatica e posterior fermentacdo (SONDEREGGER et al., 2004). No entanto a
hidrolise enzimatica e a fermentacdo podem ser conduzidas simultaneamente, tal

processo é referido como SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation)
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ou Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea (TAKAGI et al., 1977 apud OHGREN
et al., 2006).

O processo SSF tem sido comprovado como superior ao processo
separado de hidrélise e posterior fermentacdo (OHGREN et al., 2006), visto que
em SSF a combinacdo de dois processos reduz o custo operacional (WINGREN
et al.,2003) e a elevada concentracdo de etanol reduz a contaminag¢do com &cido
latico produzido por bactérias, além de proporcionar consideravel diminuicdo na
formacdo de produtos inibidores formados durante o pré-tratamento e pela
hidrolise dos acgUcares, uma vez que estes seriam prontamente fermentados pelas
leveduras (OLOFSSON et al., 2008).

Atualmente o organismo mais bem adaptado a todas estas condicdes é a
levedura S. cerevisiae, que no Brasil € amplamente utilizada pelas industrias de
bebidas alcodlicas e producéo de etanol (GOLDEMBERG, 2008). Na fermentacéo
da biomassa pré-tratada pela S. cerevisiae, a glicose contida no meio é
primeiramente transportada para o interior da célula por meio de transportadores
de hexoses. A glicose é entdo degradada pela via Embden-Meyerhof-Parnas, ou
via glicolitica. Nessa via a glicose é quebrada a gliceraldeido-3-fosfato e a
diidroxiacetona fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato € oxidado a piruvato, o qual é
descarboxilado a acetaldeido. Na reacéo subsequiente o acetaldeido é reduzido a
etanol pela enzima alcool desidrogenase as custas de NADH+. Os NAD+
formados séo utilizados na oxidacdo de outra molécula de glicose, mantendo-se
assim o equilibrio redox (reducdo-oxidacdo) na célula. O gliceraldeido-3-fosfato
pode alternativamente ser reduzido a glicerol, um sub-produto da fermentacao
alcodlica (VOET et al., 2000).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens de leveduras utilizadas

Foram utilizadas linhagens de levedura S. cerevisiae industriais (CAT-1 e
PE-2), selecionadas para a eficiente producdo de &lcool combustivel no Brasil
(AMORIM et al., 2004; AMORIM, 2005; ANDRIETTA et al., 2007; BASSO et al.,
2008). Estas leveduras estéo disponiveis tanto na forma de células frescas, como
na forma seca e liofilizada pronta para uso (ADY, “active dry yeast”), fornecidas
pela empresa FERMENTEC Ltda.

Foram utilizadas também linhagens (fornecidas pelo Prof. Dr. Carlos A.
Rosa, do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais) das espécies de levedura Candida shehatae (linhagens HM 43.2 e HM
52.2), Pichia stipitis (linhagem IHM 43.2) e de Spathaspora arborariae (linhagem
HM 19.1a) (CADETE et al., 2009) a fim de se estudar ndo apenas o consumo de
hexoses, mas também o consumo de pentoses presentes no hidrolisado

enzimatico produzido.

4.2 Métodos de cultura e condi¢des de cultivo das leveduras

As leveduras foram crescidas aerobicamente em meio rico YP (Yeast
extract, Peptone) estéril, contendo (em g L™): 10 de extrato de levedura, 20 de
peptona, e 20 de glicose ou xilose como fonte de carbono. Os meios sélidos
continham 20 g L™* de agar bacterioldgico. Os cultivos foram realizados sob
agitacdo a 160 RPM a uma temperatura de 28,0C (x1,0) até atinguir a
concentracéo celular desejada. O pH foi ajustado para 5,0 por meio da adi¢ao de
HCI. A densidade Optica celular foi determinada em espectrofotémetro a 570 nm,
e usada para determinar a concentracdo celular. A densidade éptica foi também
correlacionada com o peso seco das células, obtido apds filtragem e posterior

secagem em forno de microondas como sera descrito adiante.
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4.3 Testes analiticos

Para a determinacdo da glicose foi utilizado o método enzimatico da
glicose oxidase/peroxidase, por meio de kits comerciais, seguindo as instrucdes
dos fabricantes. O etanol produzido foi determinado pela reacéo enzimatica com
alcool oxidase/peroxidase como previamente descrito (ALVES Jr. et al., 2007). Os
acucares redutores foram determinados por método quimico adaptado de Miller
(1959), utilizando 50 yL de amostra e incubada com 150 pL de Reagente DNS
(1% de acido dinitrosalicilico, 2 % de NaOH; 20% de tartarato de sédio e potassio
e 0,2% de fenol) a 100 °C, por 10 min, sendo em seguida adicionados 800 uL de
agua destilada. Através de espectrofotometria a 540 nm, foram realizadas as
determinacdes de absorbancia, correlacionando as absorbancias apresentadas
pelas amostras, com a equagdo de reta extraida de uma Curva Padréo,

construida a partir de uma solucéo de glicose ou xilose 0,2% (2 g L™).

4.4 Producao de celulases

Para a producédo de celulases foram utilizados dois fungos filamentosos,
T. reesei RUT C30 e A. awamori. Este ultimo foi utilizado principalmente pela sua
grande habilidade de secretar B-glicosidases, ao contrario de T. reesei. Os
cultivos de ambos os fungos foram realizados no periodo de Setembro a
Novembro de 2008 no laboratorio de Tecnologia Enzimatica do Instituto de

Quimica da UFRJ, sob a supervisdo da Profa. Dra Elba P. S. Bon.

A propagacdo dos microrganismos e a obtencédo de esporos foram feitas
através de cultivo em placas de Petri contendo meio de cultura PDA (Potato
Dextrose Agar). As suspensdes de esporos foram obtidas através da adi¢do de
solucéo salina 0,85% (p/v) e raspagem das placas esporuladas. As suspensdes
obtidas foram centrifugadas e preservadas em solugéo de glicerol a 10% (p/v) a -
20 °C.

Para a obtencdo do pré-inéculo de T. reesei foi inoculado 1% (v/v) da
suspensao de esporos em Meio Mandels modificado (MANDELS; WEBER, 1969)

(Tabela 1) e crescido em Erlenmeyers durante 24 horas, 30 °C e 200 RPM em
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Shaker horizontal New Brunswick Scientific modelo Innova 4340. Os cultivos

destinados a obtencado de celulases foram realizados inoculando-se 10% (v/v) do

pré-inoculo em Erlenmeyers contendo o meio Mandels modificado (Tabela 1)

durante 4 dias nas mesmas condicdes do pré-inéculo, porém com pH inicial

ajustado para 4,8.

Tabela 1: Composicdo do Meio Mandels modificado, ut ilizado para os crescimentos do
fungo Trichoderma reesei RUT C 30. Neste meio modificado, a celulose foi substituida pela
lactose.
Reagentes Pré- in6culo Crescimento
300 mL 300 mL
Uréia - CO(NH,), 0,099 0,099
Sulfato de aménio - (NH4)»,SO, 0,429 0,42g
Fosfato de Potassio monobasico - KH,PO, 0,69 0,69
Cloreto de Célcio - CaCl, 0,099 0,099
Sulfato de Magnésio heptahidratado - MgS0O,4.7H,0 0,09¢g 0,09¢g
Sulfato Ferroso heptahidratado - FeSO,.7H,0 (solugéo) 300 pL 300 pL
Cloreto de Cobalto hexahidratado - CoCl,.6H,0 (solucéo) 300 pL 300 pL
Sulfato de Manganés tetrahidratado - MnS0,4.4H,0 (solucéo) 300 pL 300 pL
Sulfato de Zinco heptahidratado - ZnSO,4.7H,0 (solucéo) 300 pL 300 pL
Extrato de Levedura (0,6% p/v) 0,079 1,89
Milhoci na (0,6% v/v) - 1,8 mL
Fonte de Carbono (Lactose) - (3,0 % p/v) 2,25¢g 99
Fosfato de sédio monobasico monohidratado - 3,64g
Fosfato de sddio dibasico heptahidratado - 1,44g

O pré-inéculo e os cultivos de A. awamori, para a obtencdo de [-

glicosidase foram realizados em condi¢cbes semelhantes daquelas descritas para

T. ressei, utilizando o meio Breccia (Tabela 2), e o pré-inéculo foi crescido por 48

horas e os cultivos para obtencdo das enzimas foram de 7 dias.
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Tabela 2: Composicdo do Meio Breccia, utilizado par a os crescimentos do fungo
Aspergillus awamori.

Reagentes Pré- inéculo Crescimento
300 mL 300 mL
Nitrato de S6édio — NaNO; 0,369 0,369
Fosfato de Potassio monobasico - KH,PO, 0,99 0,99
Fosfato de Potas sio dibasico — K,HPO, 1,89 1,89
Sulfato de Magnésio heptahidratado - MgS0O,4.7H,0 0,069 0,069
Cloreto de Célcio - CaCl, 0,029 0,029
Sulfato Ferroso heptahidratado - FeSO,.7H,0 (soluc¢éo) 300 pL 300 pL
Cloreto de Cobalto hexahidratado - CoCl,.6H,0O (solugdo ) 300 pL 300 pL
Sulfato de Manganés tetrahidratado - MnS0,4.4H,0 (solucéo) 300 pL 300 pL
Sulfato de Zinco heptahidratado - ZnS0O,.7H,0 (solucédo) 300 pL 300 pL
Extrato de Levedura (0,6% p/v) 3,69 3g
Fonte de Carbono (Farelo de Trigo) 9g 9g

Ao final do periodo de cultivo os meios foram centrifugados a 3000 RPM
durante 15 minutos em centrifuga refrigerada Beckman Coulter Allegra 6R. Os
sobrenadantes contendo as atividades enzimaticas foram entéo filtrados em |a de
vidro (GF-2), tiveram sua atividade enzimatica dosada pelos métodos de
CMCase, FPase e B-glicosidase (descritas a seguir), concentrada através de um
modulo Amicon Millipore® com membrana de 30 kDa e finalmente congeladas a
-20 °C.

4.5 Determinagédo da atividade enzimatica

Todos os ensaios foram determinados de acordo com a metodologia
padrdo pela IUPAC (GHOSE, 1987). Para todos os ensaios de dosagem
enzimatica ou diluicdo do sobrenadante (quando necessario) foi utilizado tampé&o
citrato de sédio 50 mM, pH 4,8.

4.5.1 Atividade de FPase (FPU)

O método baseia-se na dosagem dos acUcares redutores liberados pela
atividade das celulases sobre o substrado celulésico de papel filtro. O meio
reacional € formado por 0,5 mL do sobrenadante do meio de crescimento e uma
tira de papel filtro Whatman n° 1 medindo 1x6 cm (aproximadamente 50 mg). A

mistura reacional foi incubada a 50 °C, durante 60 minutos, sob agitacdo. Apos
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ISso a reacao foi interrompida pela adicao de 0,5 mL dessa mistura reacional em
um tubo contendo 0,5 mL de DNS (MANDELS et al., 1976 apud RECZEY et al.,
1996). O reagente DNS, além de interromper a reacdo enzimatica, possibilita a
realizacdo da dosagem da concetracdo de acucares redutores produzidos pela
acdo enzimética (MILLER, 1959). Uma unidade internacional (Ul) de FPU (“Filter
Paper Unity”) corresponde a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de

acucar redutor por minuto nas condi¢des do teste.

4.5.2 Atividade de CMCase

O método baseia-se na dosagem dos acucares redutores liberados durante
a degradacdo do substrato carboximetilcelulose (CMC). O meio reacional é
formado por 3mL de solu¢do de CMC 4%(p/v) em tampéao citrato de sédio e 3mL
do sobrenadante das fermentagdes. A mistura reacional foi incubada a 50 °C,
durante 10 minutos, sob agitacdo. A cada dois minutos, aliquotas de 0,5 mL foram
retiradas para a determinagéo da concentracdo de acucares redutores. A reacao
enzimatica foi interrompida pela adicdo imediata das amostras em um tubo
contendo 0,5 mL de DNS. Procedendo-se em seguida a determinacdo dos
acucares redutores pelo método de Miller (1959). Uma unidade internacional (Ul)
de CMCase (carboximetilcelulase) corresponde a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 umol de agucar redutor por minuto nas condi¢des do teste.

4.5.3 Atividade de B-glicosidase (BGU)

O ensaio baseia-se na determinacéo da concentracdo de glicose liberada
pela acdo da celobiohidrolase sobre o dissacarideo celobiose. O meio reacional é
formado por 1 mL de sobrenadante e 1 mL de solucdo do substrato (celobiose 15
mM em tampao citrato de sodio). A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 30
minutos, sob agitacdo. A reacéo foi interrompida pela imersédo dos tubos em agua
fervente por 5 minutos e em seguida foi determinada a concentracdo de glicose
por método enzimatico comercial seguindo as instrugbes dos fabricantes
(BADOTTI et al., 2006; BATISTA et al., 2004; DARIO, 2007). Uma unidade
internacional (Ul) de BGU (B-glicosidase) corresponde a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 pmol de glicose por minuto nas condi¢des do teste.
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4.6 Hidrélise Enzimatica do bagaco de cana-de-acuc ar

Para a realizacdo da hidrolise enzimatica foi utilizado bagaco de cana-de-
acucar obtido apos um pré-tratamento por cozimento a vapor, onde o material foi
submetido a pressdo média de 15 atm, elevando a temperatura a 200°C por um
periodo de 7 minutos. Este material foi gentilmente disponibilizado pela professora
Elba Bon do Laboratério de Tecnologia Enzimatica da UFRJ. As enzimas
utilizadas neste processo foram obtidas dos fungos T. reesei RUT C30 e A.
awamori como descrito anteriormente. A carga enzimatica utilizada foi de 10
BGU/mL (10 mmol/min.mL) e 1 FPU/mL (1 pmol/min.mL) em tampao 50 mM.
citrato de soédio, pH 4,8. As hidrolises enzimaticas foram conduzidas em
Erlenmeyers pelo periodo de 48 horas a 50°C sob agitacdo constante (200 RPM)
em shaker horizontal New Brunswick Scientific.

Visando principalmente a obtencdo e quantificacdo de acuUcares
provenientes de biomassa lignoceluldsica, é pratica comum no Laboratorio de
Tecnologia Enzimética, onde as enzimas e hidrolisados foram obtidos, a adigédo
de inibidores do crescimento microbiano no meio de hidrolise, principalmente
azida sodica (NaNs). A adicdo desse aditivo embora controle o crescimento
microbiano durante a hidrélise enzimética, preservando assim o0s acUcares
monoméricos formados, inibiria a etapa seguinte de fermentagdo do hidrolisado

pelas linhagens de levedura produtoras de alcool.

Devido a alta carga microbiana do bagaco e a impossibilidade do uso de
aditivos antimicrobianos, optou-se pela autoclavagem (120 °C por 20 minutos) do
bagaco imerso em tampé&o citrato de sédio pH 4,8, 50 mM. O processo de
esterilizacdo do bagaco foi realizado em Erlenmeyers, e apds isso se adicionou as
enzimas diluidas (descontando-se o volume de tampéao utilizado no processo de

esterilizagao).

4.7 Testes Fermentativos em SHF

Foram realizados os testes de fermentacdo em condi¢cdes que simulam o

principal processo fermentativo utilizado no Brasil para a producdo de alcol
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combustivel, isto €, processos de fermentacdo em batelada com reciclo de
leveduras (DORFLER; AMORIM, 2007; GODOQY et al., 2008).

Inicialmente as células foram crescidas a 28 € e 160 RPM em meios
contendo glicose ou xilose como fonte de carbono, lavadas com &gua, e a
concentracdo final de células foi ajustada em 10 g L™ de meio e/ou hidrolisado
para o teste que simula a fermentacdo em escala industrial (DARIO, 2007). Ao
longo das fermentacdes foram removidas aliquotas do meio, as células
centrifugadas a 3400 g por 1 minuto (BADOTTI et al., 2006), e o sobrenadante
obtido foi utilizado para determinacédo de glicose, etanol e de agucares redutores
totais. No final da fermentacéo, as células foram centrifugadas e re-utilizadas em

sucessivos processos fermentativos por 5 a 7 reciclos.

4.8 Testes Fermentativos em SSF

Foram realizadas também fermentacdes em batelada com SSF, isto €,
apos o inicio da hidrolise do bagaco, células de levedura secas foram adicionadas
ao hidrolisado. As fermentacdes em SSF foram realizadas em frascos Erlenmeyer
de 1 L, utilizando se um volume de 250 mL da mistura bagaco, tampéao (citrato de
sédio 50 mM, pH 4,8) e enzimas. A quantidade de bagaco utilizado foi de 6% (p/v)
(KADAR et al., 2004) e a carga enzimatica foi de 1 FPU/mL e 10 BGU/mL.

Inicialmente o meio reacional, sem a adi¢cdo de levedura, foi submetido a
uma pré-hidrélise (OLOFSSON et al., 2008) a 50°C, sob agitacdo (200 RPM),
visando obter uma concentracdo de acucares suficientes para o inicio da
fermentacdo. Apos o periodo de pré-hidrolise, as condi¢cdes de cultivo foram
ajustadas para 37 °C e agitacdo de 160 RPM (RUDOLF et al., 2005; SASSNER
et. al, 2006; EKLUND; ZANCCHI, 1995) e adicionada entdo a levedura (PE-2) de
modo a obter-se uma concentracéo final de 10g de células L no meio. A
densidade celular foi acompanhada periodicamente durante as 27 horas em que
ocorreram as fermentacdes em SSF. Ao longo das fermentagdes foram removidas
aliquotas do meio, as células centrifugadas a 3400 g por 1 min (BADOTTI et al.,
2006), e o sobrenadante obtido armazenado a -20 °C para posterior determinacéo

de glicose, etanol e de agucares redutores totais.
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4.9 Determinacéo do peso seco de células de levedu ra

Para a determinacdo do peso seco foram retiradas aliquotas de 3 mL dos
meios contendo células crescendo em meio YP e glicose ou xilose como fonte de
carbono. Esta aliquota foi filtrada em membranas de nitrocelulose e acetato de
celulose (0,45 um) previamente pesados, sendo as células lavadas com 5 mL de
agua destilada. Apés a filtragem as membranas foram alocadas em placas de
Petri pequenas (5 cm de diametro), tampadas e secas em microondas na maxima
poténcia (900W) durante um minuto, e também em estufa a 80 °C por 12 hs, e
posterior pesagem (RICE et al., 1980; BADOTTI et al., 2008).

4.10 Determinacédo da viabilidade e vitalidade célu lar

A viabilidade das células foi determinada utilizando-se dois métodos: O
primeiro através do plagueamento de suspensdes celulares em meio YP-glicose
sélido e contagem das coldnias (unidades formadoras de colonias, CFU) apoés 2-3
dias de crescimento a 28 °C. O segundo através do método de coloragdo com
azul de metileno como descrito por Sami et al. (1994). Este método consiste em
dissolver 0,01% de azul de metileno em uma solucéo de 2% citrato de sédio. A
essa solugdo € adicionado igual volume da suspenséo celular a ser analisada e,
apos 5 min a 25 C, analisa-se as células em camara hemocitométrica. As células

mortas aparecem fortemente coradas de azul.

A vitalidade das células foi determinada pelo teste de acidificacdo
(“acidification power”) apos a adicdo de solucdo de glicose a uma suspensao
celular (KARA et al., 1988). A suspensao celular previamente lavada com agua
destilada a 4 C foi ressuspensa de modo a atingir a concentracdo de 20 mg/mL.
Em seguida 1,0 ml desta suspensdao foram adicionados a 7,0 ml de &gua
destilada. Ajustou-se o pH para 5,0 utilizando-se uma solucdo 0,05 N de acido
cloridrico e em seguida adicionou-se 1,0 ml de solucéo 3% de glicose. O pH foi
monitorado constantemente, sendo que o poder acidificante é expresso pela
diferenca entre o pH inicial e o pH apdés 10 minutos da adicdo do acucar
(ApH/10min).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha por um bagaco submetido ao método de cozimento a vapor (o
bagaco cozido foi disponibilizado pelo Laboratorio de Tecnologia Enzimética da
UFRJ, ENZITEC) reside no fato de que este é um eficiente método de pré-
tratamento empregados para a conversao de biomassas, pois além de se adequar
facilmente a estrutura da usina de producédo de alcool, possui relativo baixo custo
de operacdo e bom rendimento. Este processo utiliza altas temperaturas e
pressdo para desestabilizar a estrutura dos materiais lignocelulésicos. Neste
processo a maior parte da hemicelulose é removida, contribuindo para o aumento
da susceptibilidade da celulose ao ataque hidrolitico. Porém, o processo de
cozimento a vapor ndo gera modificacbes sobre a lignina contida na biomassa,
pelo contrario, existe um aumento na porcentagem da lignina disponivel devido a
remocao da hemicelulose da biomassa. Este processo é bastante semelhante ao
processo de explosdo a vapor citado por outros autores (KLINKE, et al., 2004;
RUDOLF et al., 2005; OHGREN, et al., 2006;), no entanto no processo de
cozimento a vapor, nao ocorre a rapida descompressao do material, caracteristica

marcante do processo de exploséo a vapor (SUN et al., 2004).

A primeira etapa deste trabalho (producéo de celulases e hidrolisados
enzimaticos), realizada no ENZITEC, possibilitou a obtencdo de aproximadamente
18 litros de sobrenadante contendo celulases, entre aquelas provenientes do
fungo T. reesei RUT C30 e A. awamori, que foram preservadas em frascos
estocados a -20°C. Embora o volume de sobrenadante obtido seja alto, a
atividade geralmente fica abaixo do ideal para as hidrdlises enzimaticas. Sendo
assim a pratica de concentrar o sobrenadante e desta forma aumentar o
desempenho das enzimas ali contidas € comum no ENZITEC. Através do uso do
sistema Amicon MILLIPORE® foi possivel filtrar o sobrenadante, eliminando
particulas menores que 30 kDa e agua, ndo correndo o risco desta forma de
perda significativa de celulases ou mesmo hemicelulases. Este procedimento
possibilitou a obtencdo de sobrenadantes com aproximadamente 2 Ul/mL de
atividade de FPase e 7,8 Ul/mL de atividade CMCase para a preparacoes
enzimaticas obtidas do T. reesei, e 24 Ul/mL de atividade de B-glicosidase e 6,4

Ul/mL de atividade CMCase para aquelas preparacdes obtidas de A. awamori.
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As hidrolises enzimaticas foram conduzidas a 50°C e agitacdo de 200 rpm
com 6% (p/v) do bagaco explodido a vapor em Erlenmeyers de 1 L. Estas
hidrolises foram realizadas todas no mesmo dia e nas mesmas condi¢des,
diferindo apenas o frasco que as continha, que foram identificados como
hidrolisados A, B, C, e D. Este tipo de diferenciacao permitiu observar que apesar
de estarem todos submetidos as mesmas condi¢cdes de temperatura, agitagao,
carga enzimatica e volume de bagaco, alguns frascos apresentaram rendimentos

de glicose e/ou acucares redutores diferenteses (Tabela 3).

Como pode ser observado na Tabela 3 os hidrolisados apresentaram
rendimentos modestos em termos de acgUcares fermentesciveis, com conversées
em torno de 25 a 30% do total de bagaco utilizado na producéo do hidrolisado, e
contendo ~18-19 g L™ de glicose. Este resultado pode ser conseqiiéncia do n&o
uso de inibidores do crescimento microbiano durante as hidrolises enzimaticas.
Embora fosse pratica comum no ENZITEC o uso de azida sddica (NaNs), a adi¢ao
desse aditivo dificultaria ou mesmo impossibilitaria a fermentagdo destes
hidrolisados pelas linhagens de levedura produtoras de alcool. Desta forma a
opcao pela autoclavagem do bagaco, ao invés do uso de inibidores, permitiu a
conducdo das hidrélises sem aparente contaminacdo microbiana durante as 48
horas do processo, mas com o custo de um rendimento modesto de acUcares
fermentesciveis. No entanto, apesar de modestas, as concentracdes de acgucares
obtidos foram suficientes para a realizagdo dos ensaios fermentativos. O
hidrolisado “C” se destacou por possuir a menor quantidade de acucares

redutores, quando comparado com os outros hidrolisados.
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Tabela 3:Rendimentos obtidos nas hidrélises enzimat icas do bagaco de cana-de-acgucar.
Os valores foram obtidos no sobrenadante filtrado apés as 48 horas de hidrélise enzimatica a 50°
C e 200 RPM.

Hidrolisado pH Glicose (gL ™) Aclica res redutores (g L )*
A 5,36 18,00 12,62
B 5,20 18,30 12,93
C 511 19,25 7,32
D 5,15 17,96 9,12

*Excluindo a glicose

Com relacdo ao pH, como pode ser observado na Tabela 3, os
hidrolisados tiveram pouca variagdo em relacdo ao pH inicial da hidrélise (4,8).
Isto possibilitou conduzir as fermentacdes alcodlicas sem a necessidade de ajuste
de pH, ao contrario do relatado em outros trabalhos (DU PREEZ et al., 1985;
MARTIN et al., 2002; OHGREN et al., 2006)

Os primeiros ensaios fermentativos foram realizados com as cepas de S.
cerevisiae industrais CAT-1 e PE-2. Nestes primeiros ensaios em batelada
simples, as leveduras foram crescidas em YP-2% glicose até atingirem a
concentracdo celular correspondente & 1 g L™, esta concentracdo celular é
desejada por que as células encontram-se na fase final de crescimento
exponencial da levedura, permitindo ao mesmo tempo a obtencédo da biomassa
necessaria para realizar as fermentacbes em batelada com altas densidades
celulares. AplOs atingir a densidade desejada as células foram lavadas e
centrifugadas 3 vezes (afim de eliminar residuos de nutrientes e etanol) e entéo
reesuspendidas diretamente no meio e/ou hidrolisado de modo a ter se uma

concentracdo celular de 10 g L™

Como pode ser observado na Figura 1 tanto a linhagem CAT-1 quanto a
PE-2 consumiram rapidamente a glicose do meio, exibindo um perfil fermentativo
semelhante aquele onde se utilizam meios cladssicos como YP-glicose ou
sacarose. Embora os rendimentos de etanol tenham ficado um pouco abaixo do
esperado (~5 g L™ de etanol obtido), este primeiro ensaio permitiu verificar que
tanto CAT-1 quanto PE-2 exibiram uma alta velocidade maxima especifica de
consumo de glicose (respectivamente 0,9 e 0,98 g/h.[g biomassa]), sendo que

apos duas
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Figura 1: FermentacBes em batelada do hidrolisado “  D” utilizando as linhagens CAT-1 e PE-
2 de Saccharomyces cerevisiae. As células de S. cerevisiae foram pré-crescidas a 28° C em
meio YP-2% glicose até atingirem a concentracao celular de 1 g L™, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no hidrolisado “D”. Crescimento celular (—%—), concentracdo de glicose (- ),
concentracdo de aglcares redutores (exceto a glicose) (-"#) e concentracdo de etanol (——).
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horas do inicio da fermentacéo ja ndo havia mais glicose no meio. Com relacéo a
velocidade de producdo de etanol as cepas CAT-1 e PE-2 apresentaram
respectivamente 0,81 e 0,95 g/h.[g biomassa]. Finalmente, cabe salientar que néo
ocorre queda significativa na concentragcdo dos acucares redutores ao longo da
fermentacdo em batelada utilizando as linhagens de S. cerevisiae (Figura 1),
provavelmente por se tratar de xilose (e outros acucares) ndo fermentados por

esta levedura.

E possivel observar que dentre as duas linhagens, a PE-2 demonstrou um
melhor desempenho tanto no que se refere a velocidade de consumo do acucar,
velocidade de producdo de etanol, além de obter maior concentracdo final de
etanol no meio. Desta forma optou-se pelo uso desta cepa, como representante

das cepas industriais de S. cerevisiae nos ensaios fermentativos subsequentes.

Cabe citar que para todas as fermentacdes realizadas, diferente do
encontrado em alguns trabalhos (MARTIN et al., 2002; OHGREN et al., 2006) foi
utilizado apenas o hidrolisado enzimatico como meio, sem a adi¢cdo de quaisquer
sais ou nutrientes. Este aspecto € relevante a medida que a adicdo de nutrientes

e/ou sais invariavelmente gera maiores custos de producao.

Embora o processo de hidrélise enzimatica caracterize-se pela geracéo
de poucos produtos que podem vir a dificultar ou inibir a fermentacéo, a presenca
destes compostos merece ser levada em consideracédo, visto que nao raro estes
produtos podem ser gerados jA durante o processo de pré-tratamento da
biomassa, sendo que estes inibidores podem causar danos a parede celular e
membranas, inibir o crescimento celular, reduzir a atividade enzimatica, inibir a
sintese de RNA e proteinas além de reduzir a producéo de etanol (KLINKE et al.,
2004).

Embora S. cerevisiae seja uma levedura tradicionalmente usada para a
producdo industrial de etanol, este microrganismo caracteriza-se pela sua
suscetibilidade a esses inibidores (LEWIS et al.,, 2009). Desta forma, visando
simular um processo comumente utilizado em usinas de &lcool e avaliar a
suscetibilidade de S. cerevisiae frente aos hidrolisados enzimaticos, foram

realizadas fermentacfes em batelada com altas densidades celulares e reciclos
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das células. Neste tipo de fermentacdo as células, que foram pré-crescidas em
meio YP-2% glicose até atingirem a densidade celular de 1 g L™, foram lavadas e
ressuspensas diretamente no hidrolisado enzimatico, no entanto apds duas horas
(tempo necessario para o consumo da glicose do hidrolisado, vide Figura 1) o
meio foi centrifugado, o sobrenadante congelado e as células ressuspensas em
igual volume de hidrolisado, caracterizando um ciclo fermentativo. Foram
realizados 7 ciclos de fermentacbes em batelada para a levedura PE-2 em
diferentes hidrolisados. Inicialmente foi utilizado o mesmo hidrolisado “D”
mostrado na Figura 1, onde pode se observar que a cepa PE-2 consumiu toda a
glicose dentro do tempo esperado de 2 horas em todos os ciclos iniciais (Figura
2), no entanto, nos ultimos ciclos (4 a 7) pode-se observar que as células levaram
mais tempo para consumir esse agucar, levando inclusive a sobra de glicose apés
a fermentacdo de 2 horas. Este maior tempo necessdario para o consumo da
glicose refletiu em uma queda na producdo de etanol ao longo dos reciclos , ndo

ultrapassando 7,2 g L™ de etanol .

Entretanto, este comportamento nao foi observado quando o hidrolisado
“A” foi utilizado nas fermentacbes em batelada com reciclo das células da
linhagem PE-2 (Figura 3), uma vez que embora ocorresse uma diminuicdo na
velocidade de consumo da glicose, este agucar foi sempre totalmente consumido
nas 2 horas de fermentacdo e nao foi observada queda significativa na
performance fermentativa ao longo dos reciclos. De fato, as fermentacbes deste
hidrolisado “A” foram melhores dos que as obtidas com o hidrolisado “D”,
atingindo concentracées de 10 g L™ de etanol , mesmo nas Ultimas fermentacées
em batelada apos 5-7 reciclos de células (Figura 3).

Foram realizados também ensaios fermentativos utilizando o hidrolisado
“C”, (Figura 4), onde observa-se que embora nos primeiros ciclos o desempenho
fermentativo tenha sido bom, ocorre também com este hidrolisado 0 mesmo
fendbmeno ocorrido no hidrolisado “D”, onde a diminuicdo na velocidade de
consumo da glicose impossibilitou que a mesma fosse totalmente consumida, o

que gerou uma significativa queda na producdo de etanol ao longo dos reciclos.
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Figura 2: Fermentacdes em batelada com reciclos de células do hidrolisado “D” com a
linhagem PE-2 de Saccharomyces cerevisiae. As células foram pré-crescidas a 28° C em meio
YP-2% glicose até atingirem a concentracdo celular de 1 g L™, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no hidrolisado “D”. Apés um periodo de 2 horas a partir do inicio da fermentacao, as
células foram centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume do hidrolisado enzimatico,
repetindo-se o procedimento por mais 6 ciclos fermentativos. Acima, pode-se observar a
concentracdo de glicose e de acUcares redutores, bem com a producdo de etanol ao longo dos
ciclos, representados por: ciclo 1 (—#%—); ciclo 2 (---<); ciclo 3 (——%—); ciclo 4 (--—&-—); ciclo
5 (- —®% —); ciclo 6 (——O—"); ciclo 7 (—*—).
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Figura 3. FermentacBes em batelada com reciclos de células do hidrolisado “A” utilizando a
linhagem PE-2 de Saccharomyces cerevisiae. As células foram pré-crescidas a 28° C em meio
YP-2% glicose até atingirem a concentracdo celular de 1 g L™, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no hidrolisado “A”. Apds um periodo de 2 horas a partir do inicio da fermentacéo, as
células eram centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume do hidrolisado enzimatico,
repetindo-se o procedimento por mais 6 ciclos fermentativos. Acima, pode-se observar a
concetracdo de glicose e de acguUcares redutores, bem com a producao de etanol ao longo dos
ciclos, representados por: ciclo 1 (—#%—); ciclo 2 (---<-); ciclo 3 (——% —); ciclo 4 (--—& —); ciclo
5 (- —& —); ciclo 6 (-—-—"); ciclo 7 (—*).
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gl™

células do hidrolisado “C” utilizando a

linhagem PE-2 de Saccharomyces cerevisiae. As células foram pré-crescidas a 28° C em meio
YP-2% glicose até atingirem a concentracdo celular de 1 g LY, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no hidrolisado. Apds um periodo de 2 horas a partir do inicio da fermentagéo, as
células eram centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume do hidrolisado enzimatico,
repetindo-se o procedimento por mais 6 ciclos fermentativos. Acima, pode-se observar a
concentracdo de glicose e de aclcares redutores, bem com a producdo de etanol ao longo dos
ciclos, representados por: ciclo 1 (—#%—); ciclo 2 (---<); ciclo 3 (——%—); ciclo 4 (--—&-—); ciclo
5 (- —®% —); ciclo 6 (———"); ciclo 7 (—*—).
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Nos diversos ensaios fermentativos utilizando esta cepa submetida aos
hidrolisados pOde se verificar uma pequena queda na concentracdo celular ao
longo dos reciclos pela remocéo das amostras, onde a concentragdo celular caiu
em média 15%. Embora esta queda néo tenha sido tdo expressiva na maioria das
fermentacdes, este fato aliado ao maior tempo requerido pela levedura para o
consumo de toda a glicose nos ultimos ciclos, levantou a hipotese de que algo
presente no hidrolisado pudesse estar causando algum estresse celular,
interferindo assim no consumo da glicose e portanto performance fermentativa. E
sabido, por exemplo, que a xilose é um inibidor e inativador das hexoquinases de
levedura, podendo portanto interferir diretamente no consumo da glicose pelas
leveduras (FERNANDEZ et. al., 1985).

Desta forma, a fim de avaliar melhor o comportamento da cepa PE-2
guando submetida a varios reciclos, foram realizados também ensaios
fermentativos em meio rico que simulasse as concentracées dos principais
acucares encontrados no hidrolisado enzimatico. Utilizou-se entdo meio rico YP
contendo ~18 g L™ glicose e ~15 g L™ D-xilose (meio YPDX). Como pode ser
observado na Figura 5, a presenca da xilose (na concentragdo testada) teve
pouca influéncia no consumo de glicose e producdo de etanol pelas leveduras,
mesmo apos varios reciclos. Curiosamente, os hidrolisados apresentaram melhor
desempenho no que diz respeito a producdo de etanol, visto que a maxima
concentracéo atingida pela cepa submetida ao meio YPDX nao ultrapassou 6,8 g
L™ de etanol. De fato, outros trabalhos utilizando hidrolisados enziméticos
concordam com os resultados apresentados aqui, onde o desempenho de S.
cereviseae supera os valores estequiométricos esperados para a producdo de
etanol (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1993).

Embora a literatura aponte que S. cerevisiae € susceptivel ao stress ao
longo de reciclos celulares, com perda da sua capacidade fermentativa
principalmente apés 6-8 reciclos (HEGGART et al., 1999; KOBI et al., 2004), os
dados obtidos apontaram para uma grande diferenca no comportamento da PE-2
frente aos dois meios (hidrolisados e YPDX). Como pode ser observado na
Tabela 4, as velocidades maximas especificas de consumo de glicose foram
maiores no meio YPDX do que os valores obtidos com os diferentes hidrolisados,
sendo que nestes ultimos o reciclo das células teve maior impacto (queda de 50 a

75%) neste parametro, quando comparado ao meio YPDX (méaximo de 50%).
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de
Saccharomyces cerevisiae em meio YPDX. As células foram pré-crescidas a 28° C em meio
YP-2% glicose até atingirem a concentracdo celular de 1 g LY, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no meio YPDX. Apés um periodo de 2 horas a partir do inicio da fermentacédo, as
células eram centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume do meio YPDX, repetindo-se o
procedimento por mais 6 ciclos fermentativos. Acima, pode-se observar a concetracéo de glicose e
de acucares redutores, bem com a producédo de etanol ao longo dos ciclos, representados por:
ciclo 1 (—®—); ciclo 2 (- <--); ciclo 3 (——%—); ciclo 4 (--—& —); ciclo 5 (- & —); ciclo 6
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Tabela 4: Velocidade especifica maxima de consumo d e acUcares e producdo de etanol
pela linhagem PE-2 de Saccharomyces cerevisiae: Velocidades especificas maximas da cepa
industrial de S. cerevisiae PE-2 frente aos hidrolisados enzimaticos (A, C, D) e ao meio YPDX ao
longo das fermentacdes em batelada com reciclo das leveduras. Os valores (expressos como
g/h.[g biomassa]) correspondem, respectivamente, a velocidade especifica maxima de consumo
de glicose( USgicese Max), velocidade especifica maxima de consumo de agucares redutores
(exceto glicose) (USac. redutores Max.) e velocidade especifica maxima de producéo de etanol (UPetanol
max.).

Ciclos HSgiicose MaX. HSac. redutores Max. HPetanol Max.

A C D  YPDX A C D  YPDX* A C D  YPDX
1 1,30 1,28 1,38 2,28 0,18 0,003 0,016 0,03 1,19 1,20 129 1,37
2 1,30 1,28 1,27 2,27 0,14 0,007 0,012 0,01 1,27 1,19 1,33 1,15
3 071 1,10 0,76 251 0,09 0,003 0,012 0,004 1,14 099 123 1,14
4 0,39 084 052 2,13 0,06 0,007 0,016 0,01 1,12 0,96 1,17 1,12
5 0,37 0,72 038 1,60 001 011 0021 0,03 1,15 093 1,00 1,09
6 0,42 0,70 0,37 1,52 0,01 0,03 0,008 0,01 1,02 0,74 0,91 1,08
7 0,33 0,67 0,31 1,28 0,03 0,001 0,006 0,01 0,89 060 0,73 0,87

Na Tabela 4 é possivel também verificar o baixo consumo dos outros
acucares redutores (excluindo a glicose), enquanto que a velocidade maxima
especifica de producédo de etanol foi afetada pelo reciclo das leveduras (queda de
30 a 50% neste parametro).

Visto que a viabilidade assim como a vitalidade das leveduras podem néao
permanecer constante durante os varios ciclos de fermentacdo (YAMAGUSHI et
al., 2001 HEGGART et al., 1999; KOBI et al., 2004), avaliamos estes dois
parametros nas células da levedura PE-2 durante as fermentacfes em batelada
do hidrolisado “C” com reciclo das células. A viabilidade foi avaliada atraves do
uso do corante azul de metileno, e também através do plagueamento de amostras
dos meios de fermentacao (apropriadamente diluidas) em placas contendo meio
rico YP-2% glicose.

O uso do corante azul de metileno permite avaliar o estado fisiol6gico da
levedura, através da capacidade que as células em bom estado fisioldgico tém de
expulsar ativamente este corante (SAMI et al., 1994). Os resultados obtidos com
esta técnica apontaram para uma alta viabilidade celular ao longo dos reciclos,
com valores acima de 98% de células viaveis. Ja os resultados obtidos em placas
indicaram uma diminuicdo no numero de unidades formadoras de colonias, de 15-

16 x 108 células/mL no primeiro ciclo, para 12-13 x 10® células/mL no Gltimo ciclo.
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Entretanto, como ja comentado acima, a diminuicdo da densidade celular ao
longo dos reciclos é consequéncia da retirada das amostras dos meios durante as
fermentacdes.

Por outro lado, a vitalidade das células foi determinada pelo teste de
poder acidificante (“acidification power”) apés a adicdo de solucdo de glicose a
uma suspensao celular (KARA et al., 1988). Foi possivel observar que nos dois
primeiros reciclos o teste apontou para um ApH/10 min. de ~0,6, nos reciclos
intermediarios (3-6) foi observado um ApH/10 min. de 0,51 a 0,47, enquanto que
no ultimo reciclo o ApH/10 min caiu para 0,22. Estes resultados mostram uma
gueda significativa da vitalidade celular ao longo dos reciclos, ao contrario da
viabilidade celular, e ajuda a explicar a perda de capacidade fermentativa maxima
exibida pela cepa PE-2 durante os reciclos.

Embora a natureza extremamente complexa do hidrolizado e a
indisponibilidade de testes mais precisos dificultem alguma inferéncia sobre o real
motivo desse comportamento diferenciado ao longo dos reciclos celulares,
Thomsson e colaboradores (2003, 2005) demonstraram que cepas de leveduras
submetidas a deplecdo de fonte de nitrogénio e/ou de carbono durante 24 h
perdem de 70 a 95% de sua capacidade fermentativa. A deplecdo causa uma
queda rapida nos niveis de ATP, fazendo com que as células comecem a
degradar as reservas de trealose e glicogénio com o objetivo de manter os niveis
de ATP. Uma vez utilizada toda a reserva de carboidratos, passariam entdo a
degradar proteinas celulares, sendo as de membrana (transportadores) mais
susceptiveis a degradacéo. A perda na capacidade fermentativa das células seria
entdo explicada ndo sO pela queda nos niveis de ATP, necessario para 0S
primeiros passos da glicolise (conversdo da glicose em glicose-6 fosfato, e de
frutose-6 fosfato em frutose-1,6 bifosfato), como também pela perda de
transportadores de glicose da membrana (fendbmeno denominado inativagao
catabdlica), restringuindo portanto o influxo dos acucares para o interior da célula
(LAGUNAS et al., 1982; ROSSEL et al., 2002).

Complementar as fermentacdes em batelada do hidrolisado enzimatico do
bagaco de cana-de-agucar, foi realizada também uma sacarificacdo e
fermentacao simultanea (processo SSF) utilizando a cepa de S. cerevisiae PE-2.
Inicialmente, foi realizado uma pré hidrolise do bagaco de cana-de-acucar

(OLOFSSON et al.,, 2008), esta pré hidrélise teve por objetivo fornecer uma



49

quantidade inicial de glicose suficiente para o inicio da fermentacdo. Durante o
periodo de pré hidrélise foram retiradas aliquotas em intervalos de uma hora a fim
de acompanhar a geracao de glicose no meio ao longo do tempo. Desta forma,
apos um periodo de pré hidrolise que durou 8 horas a 50°C, foi ajustada a
temperatura para 37°C (RUDOLF et al., 2005; SASSNER et al., 2006; EKLUND;
ZANCCHI, 1995), e adicionada a levedura na forma seca pronta para uso (“active
dry yeast”) de forma a obter-se uma concentracdo celular de 10 g L™ E
importante salientar que foi escolhida a temperatura de 37°C, por ser esta
temperatura mais alta a recomendada para reativar leveduras secas (POIRIER et
al., 1999; LAROCHE; GERVAIS, 2003).

E possivel observar na Figura 6 que a concentracdo de glicose no meio
apos o periodo de pré hidrélise atingiu 13,3 g L™, sendo que apés a adicdo da
cepa PE-2 as células inicialmente levam um maior tempo para iniciar 0 consumo
da glicose presente no meio, sendo que somente apés 1,5 horas a partir do inicio
da fermentacéo é que ha um consumo significativo desse acglcar e conseqlente
producdo de etanol. Entretanto, no processo SSF existe um momento no qual o
fator limitante deixa de ser o consumo de glicose e a atividade fermentativa da
levedura, mas passa a ser a taxa de liberacdo de glicose por parte das enzimas
celuloliticas. De fato, a linhagem PE-2 levou umas 5 horas para consumir toda a
glicose do meio (em contraste com as 1-2 horas verificadas nas fermentacfes em
batelada, vide acima), mas como a producdo maxima de etanol atingiu ~9 g L™,
este resultado indica que as células tiveram disponivel mais glicose (liberada pela
hidrélise enzimatica) do que a concentracdo inicial de ~13 g L™. Apds esse
periodo de 5 horas aparentemente ndo houve mais liberacéo de glicose no meio,
0 que pode ser evidenciado pelo fato das células de levedura passarem a
consumir o etanol produzido (vide Figura 6). Vale ressaltar que a taxa de
liberacdo de glicose € maior a 50°C (temperatura na qual é realizada a pré
hidrolise enziméatica), do que na temperatura na qual foi realizado o processo SSF
(37°C). A estratégia de se manter a temperatura a 50°C néo se aplica ao processo
SSF, ja que a producdo de etanol seria afetada consideravelmente, tendo em
vista que nesta temperatura a atividade microbiana ficaria comprometida
(OLOFSSON et al., 2008).
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Figura 6: Sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (p  rocesso SSF) com a linhagem PE-2 de
Saccharomyces cerevisiae: Liberagdo de glicose durante a pré hidrélise a 50°C do bagaco de
cana-de-aclcar, sendo que no momento indicado pela seta foram adicionadas as células da
linhagem PE-2 (na forma de fermento seco). Crescimento celular (—#—), concentracdo de glicose
(-------) e de acUcares redutores (excluindo a glicose) ('% ), e producéo de etanol (—¥—).
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Com relacdo ao teor de solidos (bagaco) utilizado (6% p/v), a literatura
aponta que um alto teor de sélidos pode diminuir a conversao de celulose a
glicose (VARGA et al., 2002; FERRER et al., 2002; MARTIN et al., 2002). Assim,
a concentracdo de bagaco escolhida pode nao ter sido a maior responsavel pela
baixa liberacdo de glicose ao longo da fermentagcéo. No entanto, experimentos
reportados por outros autores com concentracdes de bagaco semelhantes
obtiveram conversdes a etanol maiores, mas foram realizados com uma carga
enzimatica significativamente maior e em tempos de hidrélise enzimética de 72
horas (FERRER et al., 2002; MARTIN et al., 2002). Cabe salientar que o tempo
total de fermentacédo reportado na Figura 6 para atingir a concentracdo maxima de
etanol foi de apenas 13 horas (8 horas de pré hidrolise mais 5 horas até a
deplecao total da glicose do meio).

Ainda que S. cerevisiae seja uma levedura de alta performance na
fermentacao de diferentes hexoses, este microrganismo nédo é capaz de fermentar
naturamente pentoses (STAMBUK et al.,, 2008). Em razdo da alta carga de
pentoses presentes no material lignoceluldsico (principalmente xilose), nos
altimos anos alguns trabalhos tem buscado a fermentacdo da xilose presente na
porcdo hemicelulésica do material lignocelulésico através da engenharia genética
de leveduras S. cerevisiae (KARHUMAA et al., 2005; OHGREN et al., 2006). A
insercéo da via de utilizagao da xilose em S. cerevisiae, com insergdo dos genes
gue codificam as enzimas xilose-redutase (XR) e xilitol-desidrogenase (XDH) de
outras leveduras, tem se mostrado uma estratégia interessante (TOIVARI et al.,
2001; MATSUSHIKA et al., 2009), mas que no entanto ainda enfrenta problemas
tais como o acumulo de xilitol no meio, maior tempo necessario para consumo
dos acucares do meio, além do fato de que a xilose geralmente s6 é consumida
apos a deplecao da glicose do meio (STAMBUK et al., 2008).

Neste sentido o uso de novas cepas com habilidade de fermentar de
maneira eficiente todos os agUcares presentes no hidrolisado vem se mostrando
uma necessidade crescente para a consolidacdo do bioetanol. Assim, em parceria
como o Prof. Carlos A. Rosa da UFMG, foram estudadas também algumas
leveduras isoladas no Brasil e com habilidade de fermentar D-xilose. Inicialmente
foram analisados diversos isolados provenientes da UFMG durante crescimentos

em meio YP-2% xilose, sendo que aguelas que obtiveram os melhores
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desempenhos (dados ndo mostrados) foram selecionadas para as fermentacdes
em batelada do hidrolisado enzimatico de bagaco de cana-de-acucar.

Como pode ser observado na Figura 7 a levedura fermentadora de xilose
Pichia stipitis (linhagem IHM 43.2) quando utilizada numa fermentacdo em
batelada com o hidrolisado é capaz de consumir a glicose rapidamente, ao passo
que a xilose tem seu consumo mais lento durante toda a fermentag&o. O etanol
para esse isolado tem sua producdo maxima alcancada logo nas primeiras horas
de fermentacéo, atingindo valores aparentemente modestos quando se leva em
consideracdo a disponibilidade de acucares, no entanto muito préximos ao
encontrado por Gupta e colaboradores (2009) que obteve 7,13 g L™ de etanol a
partir de uma linhagem de P. stipitis partindo de um hidrolisado com 18 g L™ de
glicose. Para a linhagem de P. stipitis mostrada na Figura 7 as velocidades
méximas especificas de consumo de acucares foram de 0,72 e 0,16 g/h.[g
biomassa], respectivamente para glicose e agucares redutores, e 1,17 g/h.[g
biomassa] para a producéo de etanol. Deve ser observado ainda que a producao
de etanol ocorreu apenas enquanto havia glicose no meio, sendo que os demais
acucares redutores (provavelmente a xilose) foram utilizados principalmente para
a producgéo de biomassa.

Comportamento bastante semelhante, sobretudo no que diz respeito ao
tempo necessario para consumo dos acucares e rendimento de etanol, foi
observado com a levedura fermentadora de xilose Candida shehatae (linhagem
HM 43.2) que apresentou boa velocidade de consumo de glicose e um consumo
modesto dos acUcares redutores do hidrolisado, com uma producdo tambéem
modesta de etanol (Figura 8). As velocidades especificas maximas de consumo
de glicose e acucares redutores foram de 0,84 e 0,36 g/h.[g biomassa]. Com
relacdo a velocidade especifica méxima de producdo de etanol, esta foi de 1,09
g/h.[g biomassa]. Novamente pode se observar que a glicose foi o Unico agucar
que contribuiu para a producdo de etanol, visto que o consumo dos acgucares
redutores € acompanhado apenas da producéo de biomassa.

Entretanto, outro isolado da levedura C. shehatae (linhagem HM 52.2)
apresentou um desempenho fermentativo melhor (Figura 9), quando comparado a
linhagem HM 43.2, sendo que diante do mesmo hidrolisado enzimatico “A” a
linhagem HM 52.2 produziu 10 g L™ de etanol, contra ~7 g L™ da outra linhagem

ou da P. stipitis (Figuras 7 e 8). Esta maior producdo de etanol deve-se ao fato
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Figura 7: Fermentacdo em batelada do hidrolisado “A " utilizando a levedura Pichia stipitis.
As células de P. stipitis (linhagem IHM 43.2) foram pré-crescidas a 28° C em meio YP-2% xilose
até atingirem a concentracdo celular de 1 g L™, centrifugadas e ressuspensas diretamente no
hidrolisado “A”. Crescimento celular (—%*—), concentracdo de glicose (---¢=-), concentracdo de
acucares redutores (exceto a glicose) (%) e producéo de etanol.
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Figura 8: Fermentacdo em batelada do hidrolisado “A " utilizando a levedura Candida
shehatae HM 43.2. As células de C. shehatae (linhagem HM 43.2) foram pré-crescidas a 28° C
em meio YP-2% xilose até atingirem a concentracdo celular de 1 g L™, centrifugadas e
ressuspensas diretamente no hidrolisado “A”. Crescimento celular (—%—), concentracdo de
glicose (---&-+), concentracdo de agUcares redutores (exceto a glicose) (*# ), e producdo de
etanol (—»).
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Figura 9: Fermentacdo em batelada do hidrolisado “A " utilizando a levedura Candida
shehatae HM 52.2. As células de C. shehatae (linhagem HM 52.2) foram pré-crescidas a 28° C
em meio YP-2% xilose até atingirem a concentracdo celular de 1 g LY, centrifugadas e
ressuspensas diretamente no hidrolisado “A”. Crescimento celular (—*—), concentracdo de
glicose (---&--), concentracdo de aclcares redutores (exceto a glicose) (-F-), e producdo de
etanol (——).
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desta linhagem consumir os acucares redutores do meio, com consequente
producdo de etanol, diferentemente das outras cepas que produziram biomassa
durante o consumo destes acucares.

Outra espécie de levedura avaliada foi a Spathaspora arborariae (linhagem
HM 19.1a), uma nova espécie de levedura fermentadora de xilose recentemente
isolada no Brasil (CADETE et al., 2009). Como pode ser observado na Figura 10,
S. arborariae apresentou bom desempenho fermentativo em hidrolisado
enzimatico de bagaco de cana-de-acuicar, chegando a produzir 9,5 g L™ de etanol.
Devido ao seu bom desempenho e por se tratar de uma nova espécie, descrita
pelo nosso grupo em colaboragdo com o grupo do professor Carlos A. Rosa (vide
CADETE et al., 2009), esta espécie foi submetida também uma fermentagdo em
batelada do meio rico YP contendo 20 g L™ de glicose e xilose. Como pode ser
observado na Figura 11, esta levedura conseguiu fermentar eficientemente ambos
os acUcares, atingindo 21 g L de etanol, embora as células tenham uma
preferéncia para fermentar a glicose (velocidade maxima especifica de 0,74 g/h.[g
biomassa]) antes da xilose (velocidade maxima especifica de 0,33 g/h.[g
biomassa]), fenbmeno ja descrito para outras leveduras fermentadoras de
xilose(SANCHES et al., 2002; STAMBUK et al., 2003).

A seguir foram realizadas também fermentacdes em batelada com reciclo
de células do hidrolisado enzimatico do bagaco utilizando as duas leveduras que
mostraram a melhor performance: a C. shehatae (linhagem HM 52.2) e a S.
arborariae. No caso desta ultima levedura foram realizados 5 reciclos de 7 horas
de duracédo cada (Figura 12), sendo este o intervalo de tempo requerido para o
consumo dos acgucares fermentesciveis por esta cepa, enquanto que no caso da
levedura C. shehatae foram realizados apenas 4 reciclos de 8 horas (Figura 13).
Como pbde ser observado na Figura 12, S. arborariae obteve uma boa
performance fermentativa, com producées maximas de etanol da ordem de 9 g L™
ao longo dos varios reciclos, sendo que tanto a glicose como os outros agucares
redutores (provavelmente xilose) contribuiram para a producéo de etanol.

No caso da levedura C. shehatae (linhagem HM 52.2) a producédo de
etanol foi modesta, com producdes méaximas de etanol da ordem de 6 g L™ ao
longo dos reciclos. No caso desta levedura, o consumo dos acgUcares redutores
(exceto glicose) nao representou ganho significativo na producédo de etanol, ao

passo que a producéo de biomassa se manteve ascendente ao longo de todos os



57

20
15
110 4
o
5 -
|:| -
T I I I T
0 2 4 b 8 10
Tempos (h)

Figura 10: Fermentacdo em batelada simples do hidro lisado “A” utilizando a levedura
Spathaspora arborariae. As células de S. arborariae (linhagem HM 19.1a) foram pré-crescidas a
28° C em meio YP-2% xilose até atingirem a concentracdo celular de 1 g LY centrifugadas e
ressuspensas diretamente no hidrolisado “A”. Crescimento celular (—%—), concentracdo de
glicose (---&--), concentracdo de aclcares redutores (exceto a glicose) (*F-), e producdo de
etanol (—=—).
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Figura 11: Fermentacdo em batelada de meio YP conte ndo glicose e xilose utilizando a
levedura Spathaspora arborariae. Ensaios fermentativos em meio YPDX utilizando a levedura
com habilidade de fermentar D-xilose. As células de S. arborariae foram pré-crescidas a 28° C em
meio YP-2% xilose até atingirem a concentracéo celular de 1 g LY, centrifugadas e ressuspensas
diretamente no meio YP contendo 20 g L™ de glicose e xilose. Crescimento celular (—#—),
concentracdo de glicose (---&--), concentracdo de xilose (- %), e producéo de etanol (—»—).
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Figura 12 : Fermentacdes em batelada com reciclo de células do hidrolisado “C” utilizando

a levedura Spathaspora. arborariae. As células de S. arborariae (linhagem HM 19.1a) foram pré-
crescidas a 28° C em meio YP-2% xilose até atingirem a concentracdo celular de 1 g L™,
centrifugadas e ressuspensas diretamente no hidrolisado “C”. Apds um periodo de 7 horas a partir
do inicio da fermentagdo, as células eram centrifugadas e ressuspensas em mesmo volume do
hidrolisado enzimatico, repetindo-se o procedimento por mais 4 ciclos fermentativos. Crescimento
celular (—*—), concentracdo de glicose (- ), concentracdo de xilose (---F--), e producdo de
etanol (—»—).
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Figura 13: Fermentacdes em batelada com reciclo de
levedura Candida shehatae. As células de C. shehatae (linhagem HM 52.2) foram pré-crescidas
a 28° C em meio YP-2% xilose até atingirem a concentragdo celular de 1 g LY centrifugadas e
ressuspensas diretamente no hidrolisado “C”". Apés um periodo de 8 horas a partir do inicio da
fermentacdo, as células eram centrifugadas e ressuspensas em mesmo volume do hidrolisado
enzimatico, repetindo-se o procedimento por mais 3 ciclos fermentativos. Crescimento celular
(—%—), concentracao de glicose (---&--), concentracdo de xilose ("% ), e produgdo de etanol

(—).

células do hidrolisado “C”

utilizando a



61

reciclos, com uma velocidade especifica maxima de producdo de biomassa da
ordem de ~0,20 h, enquanto que no caso da S. arborariae a producdo de
biomassa foi significativamente menor (velocidade especifica maxima de
producdo de biomassa de ~0,15 h™) por esta levedura estar provavelmente
direcionando preferencialmente o carbono dos agucares para a producédo de
etanol. Outra caracteristica interessante observada ao longo dos reciclos é que a
perda de capacidade fermentativa nestas leveduras nao foi tdo acentuada quanto
aguela observada com S. cerevisiae (PE-2). Isto pode ser visualizado na Tabela
5, onde se observa uma menor oscilagdo das velocidades especificas méxima de
consumo dos acgucares e de producdo de etanol, embora o nimero de reciclos
também tenha sido menor quando comparado aos estudos com S. cerevisiae.

Tabela 5: Velocidades especificas maximas de consum 0 de agUcares e producdo de
etanol pelas leveduras Spathaspora arborariae e Candida shehatae. Velocidades especificas
maximas das leveduras com habilidade de fermentar D-xilose S. arborariae (linhagem HM 19.1a) e
C. shehatae (linhagem HM 52.2) ao longo das fermentacdes em batelada do hidrolisado “C” com
reciclo das leveduras. Os valores (expressos como g/h.[g biomassa]) correspondem,
respectivamente, a velocidade especifica maxima de consumo de glicose (USgicose Max),
velocidade especifica maxima de consumo de aglcares redutores (exceto glicose) (USac. redutores
max.) e velocidade especifica maxima de producéo de etanol (UPetano max.).

Ciclos MSgiicose Max. USac. redutores Max. HP etanol Max.
S.arborariae  C. shehatae S. arborariae C. shehatae S. arborariae  C. shehatae
1 1,98 2,02 0,48 0,40 0,81 0,57
2 1,83 2,01 0,67 0,45 0,76 0,44
3 1,83 2,03 0,53 0,45 0,55 0,44
4 1,55 2,14 0,50 0,39 0,39 0,44
5 1,42 0,54 0,65
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5. CONCLUSOES

1. Os hidrolisados enzimaticos de bagaco de cana-de-acucar mostraram-se
apropriados para a fermentacéo alcodlica visando a producéo de etanol de

segunda geracao.

2. As linhagens PE-2 e CAT-1 de S. cerevisiae demonstrou habilidade em
fermentar o hidrolisado mesmo sem a adi¢cdo de fontes complementares de

nutrientes e sais ou mesmo ajuste de pH.

3. Embora tenha se observado uma queda na capacidade fermentativa de S.
cerevisiae ao longo dos reciclos celulares no hidrolisado enzimatico, o
mesmo nao foi observado em meio YPDX, levando a conclusdo de que
algo presente no hidrolisado foi responsavel pela queda nas velocidades

maxima especifica de consumo de acucares e producéo de etanol.

4. Nao foi observada uma queda significativa na viabilidade celular quando S.
cerevisiae foi utilizada para a fermentacdo em batelada do hidrolisado com
reciclo de células, mas os resultados de queda da vitalidade celular
condizem com a perda de capacidade fermentativa exibida pela cepa PE-2

ao longo dos reciclos.

5. O resultado obtido no processo SSF indicou que este tipo de fermentacao
apresenta uma maior velocidade de producdo de etanol, embora para isso
sejam necessarios novos estudos, incluindo o uso de uma carga

enziméatica maior.

6. Das linhagens de levedura com habilidade de fermentar xilose, a C.
shehatae (linhagem HM 52.2) e S. arborariae (linhagem HM 19.1a) foram
as que obtiveram os melhores resultados em consumo de acUcares e

producéo de etanol a partir do hidrolisado enzimatico de cana-de-agucar.
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