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Sinopse:

Foi feito isolamento e selecdo de leveduras capazes de metabolizar
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-aglcar e de fermentar D-
xilose. Para tanto, a prospeccdo foi efetuada em quatro diferentes habitat
amazonicos: solos de savana, coletados no cerrado roraimense; solos de matas
de terra firme, coletados em floresta urbana na cidade de Manaus; intestino de
besouros da familia Carabidae e conteldo abdominal de cupins do género
Nasutitermes. Foram isolados ao todo 76 leveduras, sendo 28 capazes de
assimilar D-xilose e 3 capazes de fermentar o referido acucar.
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Resumo

Foram isoladas leveduras a partir de diferentes habitats amazonicos, a saber, intestino de
besouros da familia Carabidae, contetdo abdominal de cupins (Nasutitermes sp.), amostras de
solos coletados em areas de savanas (formagdo geomorfoldgica Boa Vista — RR) e em matas de
terra firme (Manaus — AM). As leveduras foram isoladas segundo a capacidade de crescer invitro
usando hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-agtcar (HACA) como fonte Unica de carbono,
sendo selecionadas aquelas que fossem capazes de assimilar e fermentar D-xilose. Para tanto se
utilizou meio de cultura composto por hidrolisado hemicelulésico de cana-de-agucar
(concentracdo de acucar redutor total ajustada para 1%), suplementado por Yeast Nitrogen Base
(YNB - 6,7 g/L) e Agar (20 g/L). A capacidade de assimilar D-xilose foi atestada pela técnica
replica-plating, descrita por Barnett et al. (1990), cultivando as col6nias isoladas em placas de
Petri contendo D-xilose (50 mM), YNB (6,7 g/L) e Agar (20 g/L). A capacidade fermentativa foi
testada em tubos de ensaio contendo meio YUKX liquido, composto por extrato de leveduras (1,5
g/L), uréia (1,25 g/L), KH,PO, (1,1 g/L) e D-xilose (50 g/L). Em cada tubo de ensaio foi
adicionado um tubo de Durham para retencdo de gas liberado pela fermentacdo. Outro teste
qualitativo de fermentagédo foi efetuado, cultivando as leveduras em tubos Falcon® de 50 mL
contendo 10 mL de YUKX. Os tubos foram vedados com rolhas de borracha contendo um
orificio fechado por uma mangueira. Apos sete dias de cultivo, a mangueira foi aberta dentro de
uma coluna de agua, para evidenciar o desprendimento de gas pela atividade fermentativa. Foram
isoladas ao todo 76 colonias de leveduras, sendo duas associadas a solos de savana, oito
associadas a solos de florestas de terra firme, 12 associadas a besouros da familia Carabidae e 54
associadas a Nasutitermes sp. Dentre estas, 28 foram capazes de assimilar D-xilose e trés capazes
de fermentar o referido agucar, sendo duas associadas a Carabidae e uma a Nasutitermes sp. Estes
resultados concordam com o que foi escrito anteriormente por Breznak (1982) e Blackwell
(2004), os quais consideram que o trato digestivo de insetos xiléfagos é uma rica fonte de
microrganismos de interesse biotecnoldgico.

As trés linhagens de leveduras, fermentadoras de D-xilose (LC27, 1B04 e IB09) foram cultivadas
em YUKX e em HACA, a fim de caracteriza-las quanto ao crescimento celular (mensurando a
densidade otica / A = 600 nm) e o consumo de agucar redutor (quantificado pelo método DNS). O
ensaio em fermentdémetro foi executado para avaliacdo da perda de massa por desprendimento de
CO, a fim de se estimar a produtividade de etanol. Avaliou-se ainda a termotolerancia (choque
térmico a 52 °C por 9 minutos) e tolerancia ao etanol (cultivo estacionario por 7 dias em YPD +
20% etanol). Todos os experimentos foram feitos em duplicata, com pH inicial 5,5 e temperatura
a 35 °C. O consumo de agucar redutor total em HACA foi em média de 78,3%, enquanto que em
YUKX o consumo médio foi de 55,9%. Quando cultivadas em HACA, as linhagens
demonstraram ainda potencial de sacarificacdo, elevando a concentracdo de ART em até 48%
durante as primeiras 8 horas de cultivo. As linhagens IB04 e IB09 sdo termotolerantes,
apresentando viabilidade celular superior a 85%, enquanto que LC27 esses valores foram
inferiores a 40%. O teste de tolerancia ao etanol demonstrou resisténcia pelas trés linhagens, com
média de 81 unidades formadoras de col6nia nas primeiras 24 horas, tornando-se incontaveis a
partir das 48 horas. A evolucdo de CO, (valor medio de 3,2 g/L) permite estimar producéo de
etanol, mas com baixo rendimento, com estimativa de 3,34g/L. Todas apresentam potencial para
utilizacdo em processos biotecnolédgicos usando hidrolisado hemiceluldsico como substrato.
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Abstract

Yeasts were isolated from different Amazon habitat: beetles gut (Carabidae), midgut and hindgut
of Nasutitermes sp., soil samples from savanna (Boa Vista city, Roraima state) and Amazon rain
forest. The yeasts were selected according to the capability of metabolize sugarcane bagasse
hemicellulosic hydrolysate (HACA) as one carbon source, assimilate and fermenting D-xylose.
To selective medium preparation, HACA was diluted until reducing sugar concentration was 1%
and supplemented with Yeast Nitrogen Base (YNB — 6,7 g/L) and Agar (20 g/L). Xylose
assimilating ability was investigated using replica-plating, as described by Barnett et al. (1990),
using D-xylose (50 mM), YNB (6,7 g/L) and Agar (20 g/L). Fermenting capability was evaluated
using flasks with 10 mL of YUKX medium (Yeast extract — 1,5 g/L; Urea — 1,25 g/L; KH,PO, —
1,1 ¢g/L and D-xylose — 50 g/L), containing a Durham tube. Another fermentation test was
performed using Falcon® tubes (50 mL) with 10 mL of YUKX, sealed with rubber stopper. A
valve allowed CO; liberation as fermentative evidence. A number of 76 colonies were isolated (2
from savanna, 8 from rain forest, 12 from Carabidae and 54 from Nasutitermes sp.), among these
were detected 28 that have ability to growth on D-xylose as unique carbon source and 3 were able
to ferment that sugar. These results agree with Breznak (1982) and Blackwell et al. (2004), which
consider that insect gut (as termites and beetle) is a rich source of microorganisms that
metabolize hemicelluloses for biotechnology purpose.

Three D-xylose fermenting strains isolated from Amazon insects (LC27, IB04 and IB09) were
cultivated at HACA and YUKX medium. The cell growth and sugar consumption were evaluated
using OD600 and DNS methods, respectively. Thermo tolerance and ethanol tolerance were
investigated using heat-shock (52 °C, 9 minutes) and ethanol-shock (YPD + 20% ethanol during
one week), evaluating cell viability. A fermenting assay was performed, monitoring CO,
releasing to estimate ethanol production. Sugar consumption was 78,3% at HACA medium, while
at YUKX was 55,9%. Both strains are able to do hemicellulosic hydrolysate saccharification,
raising reducing sugar from 42,5 g/L up to 63 g/L. The cell viability after heat-shock was upper
85% for 1B04 and IBQ9 strains, but LC27 had a cell-viability lower than 40%. The cultivation
after ethanol shock shows tolerance by all tested strains. The fermenting assay allows estimate
low ethanol yield, average about 3,34 g/L. These results indicate potential for biotechnological
using of hemicellulosic derived.
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INTRODUCAO

Aquecimento global, combustiveis fdsseis e etanol.

Em meados da década de 70, o preco do barril de petrdleo forcou os governos a buscarem
combustiveis alternativos. O etanol, até entdo visto como subproduto da cana-de-aglcar, ganhou
destaque como fonte de energia. O decreto n°. 76.593 de 14 de novembro de 1975 instituiu o Pro-
alcool, programa pelo qual o governo federal estimulava a produgdo de etanol combustivel a
partir de cana-de-agucar. Na década de 80, o preco do barril de petréleo decresceu em mais de
50%, tornando o &lcool ndo-competitivo. Houve desabastecimento do mercado, haja vista a
producdo de etanol tenha se mantido constante e a producdo de automoveis movidos a alcool
tenha crescido. Até a metade da década de 90 o Prd-alcool atravessou uma fase de estagnacéo.
(Biodieselbr.com)

Com os olhos do mundo voltados para o acimulo de gases que provocam efeito estufa na
atmosfera terrestre (pelo consequiente aumento da temperatura global), a adicdo de etanol a
gasolina, bem como a substituicdo deste hidrocarboneto foéssil pelo etanol, tornaram-se
alternativas atraentes, levando novamente a producdo de alcool a ocupar lugar de destaque no
cenario econdmico mundial. Estima-se que o uso de etanol representou de 1975 a 2000, uma
economia de divisas da ordem de 11,5 bilhdes de dolares. Acrescido a isso, foram evitadas nesse
periodo emissbes de cerca de 110 milhdes de toneladas de carbono (contido no CO;) e a

importacdo de aproximadamente 550 milhGes de barris de petroleo. (Biodieselbr.com)



Microrganismos e fermentacéo:

Leveduras sdo microrganismos integrantes do reino Fungi, predominantemente unicelulares e
com reproducdo assexuada por brotamento, pertencentes aos filos Basidiomycota e Ascomycota,
e com alguns exemplares no filo forma Deuteromycota (ALEXOPOULOS et al., 1996). Diversas
espéecies podem apresentar forma filamentosa em algum momento do ciclo de vida, e os filos
dicaridticos, Basidiomycota e Ascomycota, correspondem a 98% de todas as espécies descritas,
sendo 34 e 64% respectivamente (STAJICH et al., 2009).

A arte da fermentacdo usando a capacidade fermentativa destes microrganismos é muito antiga.
A capacidade das leveduras de produzir alcool na fabricacdo de cerveja ja era conhecida pelos
Sumérios e Babilbnicos antes de 6000 a.C. Mais tarde, por volta de 4000 a.C., os egipcios
descobriram que as leveduras poderiam ser usadas como fermento na panificacdo, processo que
hoje sabemos deve-se a liberacdo de dioxido de carbono decorrente da fermentacdo de agUcares
livres (DEMAIN & SOLOMON, 1981).

No contexto atual, as constantes flutuacdes no preco do petréleo no mercado internacional e a
urgéncia em reduzir a emissdo de gases que provocam efeito-estufa criam a necessidade da
producdo de combustiveis renovaveis que poluam pouco e sejam economicamente viaveis. Os
biocombustiveis, isto é, combustiveis baseados em biomassa, atendem a estes pré-requisitos.
Entre estes, o etanol de cana-de-agucar apresenta o maior rendimento de energia por unidade
energética empregada, bem como menor demanda de area de plantio por veiculo alimentado
(SAGAR & KARTHA, 2007). Goldemberg (2008) argumenta que a substituicdo da gasolina pelo
etanol de cana-de-agUcar reduziria em 91% a emissdo de gases do efeito estufa.

O caldo de cana, uma solucdo aquosa de aglcares onde o0 mais abundante é a sacarose, é
fermentado a etanol. A seguir o fermentado é destilado para separacdo do &lcool formado,

empregando grandes volumes de agua no resfriamento. De acordo com Pimentel e Patzek (2007),



a producdo de 1000 litros de etanol (99,5% de pureza) requer o emprego de 21000 litros de agua,
desde a moagem até a destilag&o.

Os substratos tradicionalmente utilizados nos processos de fermentacéo etilica sdo tipicamente
ricos em hexoses. A utilizagdo destes acucares como fonte de carbono para fermentagdo €
amplamente difundida, com bioprocessos otimizados. A producgéo de etanol utilizando pentoses
como xilose e arabinose, abundantes na hemicelulose, carece de otimizagdo, havendo poucos
microrganismos com conhecida capacidade de fazé-lo. O isolamento de microrganismos capazes
de metabolizar pentoses constitui 0 primeiro passo para identificacdo de sua capacidade

fermentativa.

IndUstria da fermentac&o e novos substratos:

Residuos agricolas e industriais (industria de celulose e papel, por exemplo) sdo matérias-primas
utilizaveis pelos microrganismos fermentadores. A utilizacdo destes para producdo de etanol
reduziria a liberacdo de residuos solidos para 0 meio ambiente e seria interessante do ponto de
vista econémico, devido ao baixo custo dos residuos. Residuos agricolas de vegetais amplamente
cultivados, como soja (Glycine max L.) e milho (Zea mays L), podem servir de matéria-prima
para obtencdo de substratos a fermentacdo alcodlica (SCHIRMER-MICHEL et al. 2007;
MONIRUZZAMAN et al. 1997).

O Brasil, maior produtor mundial de cana-de-acucar (CUNHA et al. 2006), tem o caldo de cana
como principal fonte de carbono para fermentacdo alcodlica. Recentemente, a producédo de etanol
a partir de cana-de-agucar tem sido criticada por autoridades internacionais, sob os argumentos de
promover o desmatamento da Floresta Amazonica para abertura de novas areas de plantio, e de

comprometer a producdo de alimentos pela ocupacdo de areas agricultaveis. Neste contexto, a



utilizacdo de residuos agricolas e agroindustriais torna-se uma alternativa interessante, podendo
aumentar a producao de etanol por area cultivada.

O bagago da cana-de-agucar é o principal residuo agricola brasileiro, com producdo anual
estimada entre 5 e 12 milhdes de toneladas. Este contem um terco de toda a energia da cana-de-
acucar (GOLDEMBERG, 2008), e sua utilizacdo para fermentacdo podera elevar a producdo de
etanol do Brasil, que corresponde a cerca de 33% da producdo mundial (CERQUEIRA LEITE et
al., 2008), entre 7 e 12% (TAKAHASHI et al., 2000). Para Rossell (2007) o dominio da
tecnologia de fermentacdo do bagaco e da palha de cana-de-aclcar pode elevar a producdo de
etanol em até 40%, sem a necessidade de aumentar a area plantada em Unico hectare até 2025;
aumentando a participacdo do etanol no PIB para valores entre US$ 250 e US$ 300. Além disso,
se pelo menos a metade do bagaco de cana produzido no Brasil fosse empregado na producéo de
etanol, a necessidade de uso da terra seria reduzida entre 33 e 38%, gerando cerca de 3,7 a 4,0 mil
litros a mais por hectare cultivado (CERQUEIRA LEITE et al., 2008).

A composicdo do bagaco € variavel de acordo com as condigdes ambientais, mas cerca de 30-
35% deste corresponde a hemicelulose (TAKAHASHI et al., 2000). Segundo Saha (2003), a
hemicelulose corresponde de 20 a 40% do bagaco de cana-de-aglcar. E formado de polimeros
heterogéneos de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e agucares
4cidos. E o segundo mais importante polissacarideo estrutural dos vegetais superiores, sendo
menos abundante apenas que a celulose. A proporcdo de cada carboidrato na hemicelulose
também € variavel, mas a xilose ocupa sempre lugar de destaque. Em alguns tipos de madeira, a
xilose chega a representar 89,3% dos carboidratos componentes da hemicelulose (SAHA, 2003).
Cheng et al. (2007), obtiveram xilose em torno de 56% dos componentes resultantes da hidrélise
acida de bagaco de cana. Outros autores obtiveram entre 72 e 82% de D-xilose no conteudo de
acucar redutor total em hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-actcar (CANILHA et al., 2009;

HERNANDEZ-SALAS et al., 2009).



A hidrolise € o processo empregado para sacarificacao, isto &, tornar os carboidratos poliméricos
em acucares sollveis disponiveis a fermentacdo. A hidrolise de bagaco de cana-de-aglcar pode
ser feita por meio de auto-hidroélise, hidrolise enzimaética e hidrélise &cida, pela adicdo de acidos
inorganicos diluidos. A auto-hidrélise consiste em tratamento por choque térmico a temperaturas
superiores a 190 °C, resultando na conversdo de hemicelulose a xilo-oligossacarideos. A hidrolise
enzimatica é feita pela mistura de certa quantidade de enzimas ao substrato lignoceluldsico,
liberando aglcares fermentaveis. O problema destes processos estdo principalmente no custo,
pela intensa producdo de calor, necessaria a auto-hidrolise, e o preco elevado das enzimas, bem
como os investimentos na manutencdo de temperatura e pH 6timos a atividade enzimética. Além
disso, as enzimas hemiceluloliticas ndo podem ser usadas na hidrolise direta, pois sdo inibidas
pela estrutura cristalina da lignocelulose, sendo necessario empregar pré-tratamento fisico ou
quimico para obtencdo de hidrdlise completa (PANDEY et al., 2000; WHITE et al., 2008;
CANILHA et al., 2009). A utilizacdo de acidos inorganicos diluidos, como HCI, HNO3 e H,SOq,
levam a hidrélise quase completa da fracdo hemiceluldsica em unidades monoméricas de
pentoses e hexoses (WHITE et al., 2008).

A hidrélise &cida gera muitos inibidores ao crescimento microbiano, como furfural,
hidroximetilfurfural, &cidos formico, levulinico e acético. Para tornar o crescimento microbiano
viavel, diversas técnicas de detoxificagdo podem ser empregadas. Entre estas temos
centrifugacdo, filtracdo, adicdo de carvédo ativado, biodetoxificacdo, eletrodialise e correcdo do
pH por adicédo de hidréxido de célcio (CANILHA et al., 2009; HOU-RUI et al., 2009).

A correcédo do pH pela adi¢éo de cal é a alternativa mais barata. O processo consiste na adi¢do da
base, elevando o pH a valores entre 8 e 11, seguido de posterior reacidificagdo ou fermentacao
direta em condicdo alcalina (CARVALHO LIMA et al.,, 2000; CARVALHO et al., 2005;
MOHAGHEHI et al., 2006). Algumas técnicas de detoxificagdo podem ainda provocar a reducéo

na concentracao de acucar redutor entre 5 e 12% (CANILHA et al., 2009)



Logo, hidrolisados hemicelulésicos desintoxicados por técnicas simples, como a corre¢do do pH
por adicdo de hidroxido de célcio, apresentam elevados teores de inibidores, podendo ser
empregados como meios seletivos para microrganismos de alta resisténcia. Esta caracteristica
pode baratear os produtos biotecnolégicos de valor agregado baseados em hidrolisados
hemicelulésicos, haja vista a reducdo nos investimentos necessarios a detoxificacao.

Segundo Dien et al. (1998), os microrganismos tradicionalmente usados na fermentagéo para
producdo de etanol, Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis, fermentam hexoses com
eficiéncia, mas sdo incapazes de metabolizar pentoses. Apesar do nimero relativamente grande
de espécies com conhecida capacidade de fermentar pentoses, menos de 1% destas é capaz de
produzir etanol a partir de xilose (HAHN-HAGERDALL et al., 2007).

O metabolismo de pentoses por fungos consiste na producdo de D-xilulose-5-fosfato através de
uma cascata enzimatica (Figura 1), a qual serd metabolizada pela via das pentoses fosfato e
posteriormente reduzida a etanol (HAHN-HAGERDALL et al., 2007).

Leveduras como Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus podem fermentar
xilose a etanol (MONIRUZZAMAN et al. 1997), e P. tannophilus € bastante promissora para
producdo de etanol usando hidrolisados lignocelulésicos (CHENG et al., 2007). Todavia, a
eficiéncia da producéo de etanol lignoceluldsico por estas espécies ainda € baixa se comparada a
fermentacdo alcoolica de glicose por Saccharomyces cerevisiae (AGBOGBO et al., 2006).
Segundo Lebeau et al. (1997), embora incapaz de produzir etanol a partir de xilose, na presenca
de co-fatores como a glicose, S. cerevisiae pode utiliza-la para produzir xilitol, um agucar / alcool
que pode ser utilizado na reducdo de cérie dentaria e que possui grande potencial adocante,
podendo ser usado para conferir sabor a alimentos destinados a diabéticos ou em dietas

hipocaldricas (SAHA, 2003).
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Figura 1: Rota metabdlica para fermentacdo de D-xilose e L-arabinose (extraido de HANH-HAGERDALL et al.,
2007).

A pesquisa biotecnoldgica genética busca atualmente a producdo de enzimas e/ou
microrganismos recombinantes, por engenharia genética, que possam ser empregados na
fermentagdo de pentoses com producéo de etanol economicamente vidvel. Empregando linhagens
recombinantes de S. cerevisiae na fermentagéo alcodlica de D-xilose, Moniruzzaman et al. (1997)
obtiveram producdo correspondente a 66% do maximo teorico de etanol. Katahira et al. (2006),
desenvolveram uma linhagem recombinante de levedura utilizando os genes das enzimas Xilose
redutase, xilitol desidrogenase (ambos de Pichia stipitis), xiluloquinase (de Saccharomyces
cerevisiae) e B-glicosidase (de Aspergillus aculeatus). Esta foi capaz de fermentar completamente
xilose e celooligossacarideos em 36 horas, obtendo 0,39 g de etanol por grama de acUcar.

Matsushika et al. (2008) produziram uma linhagem de S. cerevisiae capaz de consumir 97% da



xilose presente no meio, com produtividade de etanol em valores equivalentes a 69% do maximo
tedrico. O problema das linhagens recombinantes diz respeito principalmente a sua instabilidade
nos processos fermentativos ou em culturas continuas (DIEN et al., 1998), além de todas as
incertezas a respeito do comportamento de um microrganismo recombinante em condicGes
naturais.

O microrganismo ideal, portanto, ser4 aquele capaz de produzir etanol utilizando hexoses e
pentoses geradas da hidrélise de lignocelulose (CHENG et al., 2007), apresentando tolerancia ao
etanol e aos inibidores microbianos gerados durante os processos hidroliticos de residuos

lignocelul6sicos.

Caracterizacao dos habitat pesquisados:

Para este trabalho, foram considerados os seguintes habitat no contexto Amazo6nico: amostras de
solo de savanas amazonicas e de florestas de terra firme, contetdo intestinal de cupins e
coleodpteros que se alimentem de madeira.

As matas de terra firme sdo areas cobertas por florestas densas que ndo sdo inundadas com a
mesma regularidade da varzea. A despeito da exuberante flora de espermatdfitas, o solo da
Floresta Amazébnica é considerado pobre. Sioli (1991) justifica a exuberancia da floresta
Amazoénica afirmando que esta ndo vive do solo, mas sim sobre ele. A floresta é suprida pela
decomposi¢do da matéria organica principalmente vegetal, oriunda do dossel, decomposta pela
intensa atividade microbiana nas camadas mais superficiais do solo.

De acordo com Barbosa (2001), savanas sdo “formagdes tropicais e subtropicais com cobertura
gramindide continua, ocasionalmente interrompida por arvores e arbustos e, que existem na
Africa, América Latina, Asia e Australia”. As savanas podem ser classificadas em savana

gramineo-lenhosa, savana parque e savana estépica-parque. Neste trabalho serdo utilizadas



amostras de solos de savanas gramineo-lenhosas da formacdo geomorfolégica denominada
Formacdo Boa Vista, com predominancia de vegeta¢do graminosa, incluindo diversas espécies de
Cyperaceae e pequenas ervas (AB'SABER, 1997, apud BARBOSA, 2001). O solo é classificado
como Latossolo amarelo, considerado muito argiloso e de grande expressdo geografica na
Amazonia (SOUSA et al., 2004).

A co-evolucéo entre insetos e plantas diz respeito tanto a associagcdes harmonicas (polinizagéo e
dispersdo) quanto desarmdnicas (predacdo e parasitismo). Vérias ordens de insetos apresentam
parasitismo em vegetais em pelo menos uma etapa do ciclo de vida. Para cada aquisi¢do
evolutiva de defesa das plantas, uma nova apomorfia é selecionada entre os insetos para que estes
assegurem sua sobrevivéncia. A associacdo entre insetos e microrganismos foi sem divida um
passo decisivo na evolugdo deste grupo, haja vista a capacidade de produzir enzimas que
degradem polissacarideos estruturais de plantas ser sabidamente baixa entre 0s animais
(RUPPERT et al., 2005).

Blackwell et al. (2004) encontraram diversas leveduras associadas ao intestino de besouros da
familia Passalidae, coletados na América Central. Entre estas, uma intimamente relacionada a
Pichia stipitis, conhecida pela sua capacidade de assimilar e fermentar xilose. E admissivel que a
associacdo entre besouros que se alimentam de madeira e leveduras capazes de fermentar xilose
seja benéfica aos besouros.

Alguns cupins cultivam basidios na madeira em que constroem seus ninhos. O fungo cresce ao
longo da madeira, degradando-a para posterior alimentacdo dos cupins. Em outras ordens de
insetos, formas juvenis ingerem as fezes das formas adultas, adquirindo a microbiota intestinal,
que € decisiva na capacidade de digestdo e assimilacdo de polissacarideos vegetais (RUPPERT et
al., 2005). A endossimbiose de cupins e microrganismos também é conhecida. Fortes evidéncias
apontam que o maior volume de assimilacdo de polissacarideos ocorre no intestino posterior dos

cupins, e que tal atividade é dirigida pela microbiota associada a esta regido do intestino.



No inicio dos anos 1980, estimava-se que o estudo da microbiota intestinal de cupins forneceria
novas estratégias para bioconversdo anaerobia de madeira a combustiveis e outros produtos
quimicos de valor agregado (BREZNAK, 1982).

O ldmen intestinal de insetos que possuem uma dieta rica em madeira é, sem ddvida, um
provavel habitat para microrganismos que metabolizam, entre outros carboidratos, as pentoses
presentes na hemicelulose.

A biodiversidade amazénica possui nimeros estimados para metazoarios e vegetais, mas a
diversidade microbiana da Amazonia, particularmente no que diz respeito aos fungos, permanece
com numeros inestimaveis. As novas técnicas de estudo de diversidade microbiana permitem
inferir que em 1,0 g de solo existam mais de 10* genomas diferentes (TORSVIK et al., 1998).
Considerando a Amazonia como detentora da maior concentracdo de biodiversidade do planeta,
bem como a imensuravel quantidade de matéria organica vegetal diariamente decomposta em
seus dominios, é razoavel estimar que, entre os diversos Taxa que habitam a maior floresta
tropical do mundo, sua desconhecida microbiota abrigue microrganismos capazes de metabolizar
xilose e outras pentoses de origem hemiceluldsica para produzir etanol e outros produtos de
interesse biotecnoldgico.

Dada a importancia que as pentoses, especialmente a xilose, assumem hoje como fonte
alternativa para a producdo de etanol a partir de recursos renovaveis e abundantes, como o0s
residuos agricolas com potencial poluidor, este trabalho propés-se a isolar microrganismos
capazes de metaboliza-la, fornecendo ferramentas para o posterior desenvolvimento de
bioprocessos. A obtencdo de uma levedura capaz de produzir etanol a partir de xilose traduzir-se-
a4, a médio ou longo prazo, em maior producéo de etanol por hectare cultivado, possibilitando a
utilizacdo de residuos agricolas, evitando assim o desmatamento e/ou a ocupacdo de areas

cultivaveis pelo plantio de cana, disponibilizando-as para producéo de outros alimentos.

10



OBJETIVOS

Objetivo geral
Obter, a partir da Diversidade Microbiana Amazonica, leveduras capazes de metabolizar

hidrolisado hemicelul6sico de bagago de cana-de-agucar, selecionando-as segundo a capacidade

de metabolizar D-xilose para producéo de etanol.

Obijetivos especificos

- Isolar de diferentes ambientes do bioma Amazodnia leveduras capazes de metabolizar
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar, produzido por hidrolise acida;

- Caracterizar qualitativa e quantitativamente os isolados quanto a assimilacdo de D-
xilose e agucar redutor total em hidrolisado hemiceluldsico;

- Quantificar o crescimento e viabilidade celular utilizando hidrolisado &cido
hemicelulésico de cana-de-agucar e D-xilose como fonte Gnica de carbono;

- Determinar a produtividade celular (massa de células / massa de agUcar consumido) e
caracterizar o perfil da assimilagdo de agUcar (agucar consumido / intervalo de tempo);

- Determinar a velocidade de crescimento (Mmax) durante a fase log da curva de
crescimento;

- Estimar a producdo de etanol, segundo a evolugdo de CO,, por ensaio em
fermentdmetro;

- Preservar os isolados em colecdo de cultura pelos métodos de Castellani e em Glicerol

25%.
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Capitulo 1: Selecdo de Leveduras Amazonicas Fermentadoras de D-Xilose e
Capazes de Metabolizar Hidrolisado Hemicelulosico.

Introducéo

Leveduras sdo organismos do reino Fungi, pertencentes as divisdes Ascomycota, Basidiomycota
e alguns representantes no filo forma Deuteromycota (ALEXOPOULOS et al., 1996). As duas
primeiras correspondem respectivamente a 64 e 34% das espécies de fungos descritas. Algumas
leveduras podem apresentar fases do ciclo de vida na forma filamentosa. A maioria das leveduras
de interesse industrial pertence ao subfilo Saccharomycotina (STAJICH et al., 2009).

O emprego de fungos na indudstria de fermentacdo da-se nas mais diversificadas areas como no
enriquecimento protéico da racdo animal, producdo de biomassa para suplementacdo e
alimentacdo humana e processos fermentativos na producdo de enzimas, combustiveis e outros
produtos baseados na fermentacdo (PANDEY et al., 2000a). Entre as diferentes matérias-primas
que podem ser empregados como substratos para exploracdo deste potencial encontram-se 0s
residuos agricolas como vagem de soja (SCHIRMER-MICHEL et al., 2007), mandioca, casca de
café, polpa de beterraba e maca e bagaco de cana-de-acicar (PANDEY et al., 2000b). Este altimo
é 0 mais importante residuo agricola brasileiro. Takahashi et al. (2000) estimam que a producgao
anual varia entre 5 e 12 milhdes de toneladas, de acordo com a safra.

As aplicacOes biotecnoldgicas do bagaco de cana-de-aclcar vdo desde a simples combustéo para
producdo de energia termelétrica nas usinas de alcool e agucar (RIPOLI et al., 2000) passando
pela utilizacdo como racdo animal até a hidrélise para posterior fermentacéo etilica (DIAS et al.,
2009). O bagaco contém em torno de 1/3 de toda a energia presente na cana (GOLDEMBERG,
2008) e sua constituicdo quimica € variavel de acordo com as condi¢fes ambientais, mas segundo

Saha (2003), entre 20 e 40% deste corresponde a hemicelulose. Este polissacarideo é formado de
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heteropolimeros de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e
acucares acidos. E o segundo mais importante polissacarideo estrutural dos vegetais superiores,
sendo menos abundante apenas que a celulose. A proporcdo de cada carboidrato na hemicelulose
também ¢ variavel, mas a xilose ocupa sempre lugar de destaque. De acordo com o tipo de
hidrélise e com o procedimento empregado na desintoxicacao, a propor¢do de xilose em relacdo
aos acgucares totais presentes em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana pode oscilar de 56
(CHENG et al., 2007) a até 82% (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009).

Os processos de hidrélise visam a sacarificacdo, isto é, a liberacdo dos monossacarideos presentes
na biomassa lignoceluldsica para sua posterior fermentacdo. A hidrolise pode ser feita por
tratamento térmico (£190 °C); enzimatico, pela acdo de hemicelulases; ou pela adicdo de acidos
inorganicos diluidos, com temperaturas entre 90 e 130 °C. Quando comparados a este ultimo, 0s
dois primeiros processos de hidrolise sdo extremamente dispendiosos, por conta da quantidade de
calor requerida ou pela manutencdo das condi¢Bes 6timas para atividade enzimatica (CANILHA
et al., 2009). Outra inconveniéncia da hidrélise enziméatica € que as quantidades de enzima
empregadas devem ser muito altas, encarecendo ainda mais o processo (PANDEY et al., 2000a).
A hidrdlise &cida pode empregar diversos acidos inorganicos, principalmente HCI, HNO; e
H.SO,. A utilizacdo de acido sulfdrico pode ser mais vantajosa pelo fato deste acido dissociar
dois prétons H, o dobro dos outros acidos (WHITE et al., 2008).

Os processos de hidrélise acida consistem essencialmente na mistura de bagaco moido e
desidratado, proporcéo solido:liquido variando entre 1:10 e 2:10, com solucao de acido sulfurico
diluido a concentragdo de 1 a 3% (v/v) (TAKAHASHI et al, 2000. DUARTE et al., 2008.
WHITE et al., 2008). Este processo gera diversos inibidores do crescimento microbiano, sendo
necessario empregar técnicas fisicas e/ou quimicas para remocao destes, tais como centrifugacéo,

neutralizacdo com hidréxidos, eletrodialise e adicdo de carvao ativado. Estas apresentam
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limitacdes, havendo boas alternativas na biodetoxificacao, isto &, a utilizacdo de microrganismos
que assimilem estes inibidores (HOU-RUI et al., 2009).

O Brasil desponta como o maior produtor de cana-de-agticar do mundo, respondendo por 33% da
producdo mundial de &lcool (CERQUEIRA LEITE et al., 2008). Ainda assim a necessidade de
competitividade no mercado internacional cria a demanda de expansdo da producdo. Diversos
estudos sdo realizados no sentido de elevar a producéo brasileira de etanol sem comprometer a
preservacdo ambiental nem a producdo de alimentos (GOLDEMBERG, 2008). Segundo Rossell
(2007), “o futuro energético do Pais esta no bagaco”, com a expectativa de que o dominio das
tecnologias de fermentacdo das pentoses presentes no hidrolisado hemicelulésico eleve a atual
producdo brasileira de etanol em 40% até 2025.

A fermentacdo de glicose e outras hexoses a etanol é uma tecnologia amplamente dominada.
Polimeros como amido e celulose, quando hidrolisados, liberam moléculas de glicose que podem
ser fermentadas com relativa facilidade por Saccharomyces cerevisiae, a levedura mais
comumente empregada na usina alcooleira. Todavia a fermentagdo alcodlica das pentoses,
abundantes nos hidrolisados hemicelulésicos, s6 pode ser feita por um numero relativamente
baixo de leveduras do género Candida, Kluyveromyces, Pachysolen e Pichia, com eficiéncia
ainda nao equiparavel a fermentacao de hexoses (YABLOCHKOVA et al., 2003).

Diversos trabalhos tém sido realizados no sentido de construir linhagens recombinantes de
bacterias e leveduras pela expressao de enzimas oriundas de espécies selvagens fermentadoras de
pentoses. Todavia a utilizacdo de microrganismos transgénicos esbarra na sua falta de
estabilidade fenotipica (DIEN et al., 1998), o que torna a selecdo de linhagens selvagens
fermentadoras de pentoses uma boa alternativa para solucao desse problema.

O microrganismo ideal é aquele capaz de fermentar pentoses e hexoses (CHENG et al., 2007) e

que apresente elevada tolerancia aos inibidores formados durante a hidrolise acida.
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Neste contexto, a ciéncia deve concentrar esfor¢os no sentido de selecionar linhagens selvagens
(wild-type) capazes de metabolizar hidrolisados hemiceluldsicos quer para emprego direto no pré-
tratamento e/ou fermentacdo, quer como fontes ou hospedeiros de genes.

Objetivou-se com este trabalho selecionar leveduras em diferentes habitat amazonicos capazes de
assimilar os agUcares presentes no hidrolisado hemiceluldsico de cana-de-agtcar (HACA), as

assim como as capazes de assimilar e fermentar D-xilose.

Material e Métodos

Preparo do hidrolisado e meio de cultura:

O hidrolisado foi preparado embebendo-se 100g de bagaco de cana-de-agUcar desidratado e
triturado (espessura < 1,0mm) em 400 mL de solucdo aquosa de acido sulfarico 3% (v/v) por 24
horas (2,5:10 p/v entre bagaco de cana e acido sulfarico). Decorrido este prazo, a mistura foi
autoclavada a 1,1 kgf/cm? (121 °C) por 40 minutos. A seguir o material foi prensado, coletada a
fase liquida e descartada a fase sélida. A fase liquida teve o pH, cujo valor inicial era de 0,8 +
0,1, corrigido para 5,5 pela adicdo de solucdo de Ca(OH), 1,0 M. O sal formado durante a
neutralizacdo foi separado por filtracdo a vacuo.

O HACA obtido teve o agticar redutor total (ART) dosado pelo método Acido 3,5 — Dinitro -
Salicilico (DNS) (BERTOLINI et al., 1991 apud ZHAO et al., 2008). Em um microtubo coletou-
se 20uL da amostra diluida dez vezes (10x), acrescentou-se 180uL de H,O destilada e 300uL de
solucdo de &cido dinitro-salicilico. O sistema foi fervido em banho-maria por 5 minutos e, a
seguir, adicionou-se 1,0mL de H,O destilada. A solugdo foi submetida a leitura em
espectrofotometro (A = 550nm) e a concentragdo de ART calculada conforme a curva padréo

apresentada na figura 2, elaborada usando D-xilose como agUcar padréo.
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O rendimento de ART (Rart) por grama de biomassa foi calculado segundo descrito por
Hernandez-Salas et al. (2009), aplicando-se a férmula [Rarr=(C.V/W).100], onde C é a
concentracdo de ART (g/L), V é o volume final recuperado de hidrolisado (L) e W é 0 peso seco
de bagaco usado para hidrolise.

O meio seletivo foi preparado por diluicdo do HACA, ajustando-se a concentracdo de agucar

redutor total para a concentragéo de 1% (p/v) adicionado de Yeast Nitrogen Base (YNB, 6,7g/L)

e Agar (20 g/L).
Curva padrao (ART)
1
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08 R?=0,9979 =
07 "
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< 53 /
0,1 -~
0
0027 0040 0053 0067 0080 0093 0107 0,120
ART (mg/mL)

Figura 2: Curva padrdo para dosagem de agUcar redzutor total (mg/mL) pelo método DNS (y=0,1035x + 0,0442;
R“=0,9979)

Cultivo, Isolamento e Sele¢ao:

As leveduras foram selecionadas segundo a capacidade de metabolizar os aglUcares presentes no
hidrolisado acido de bagaco de cana-de-actcar (HACA) a partir de quatro ambientes amaz6nicos:
solos de savanas, solos de matas de terra firme, intestino de besouros xiléfagos e cupins. Todas as
coletas foram executadas com autorizagcdo prévia das autoridades competentes, conforme o0s
documentos N° 21164-1 e 22163-1, obtidos junto ao Instituto Chico Mendes de Conservagédo da
Biodiversidade por via eletrénica (www.icmbio.gov.br/sisbio).

As amostras de solo de savana foram coletadas na area experimental do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Roraima, numa area ndo manejada de savana gramineo-

lenhosa da Formacdo Boa Vista, com predominio de vegetacdo graminosa nativa, incluindo
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diversas espécies de Cyperaceae e pequenas ervas (BARBOSA, 2001). As amostras de solos de
florestas de terra firme foram coletadas no campus da Universidade Federal do Amazonas
(Manaus — AM), em area de floresta primaria e coberta pela liteira.

Um total de dez amostras de solos de cada ecorregido (savana e mata de terra firme) foi coletado
com uso de trado a profundidade de até 15 cm. O material coletado foi acondicionado em sacos
plasticos (pré-esterilizados por exposi¢do a luz UV durante 30 minutos) e homogeneizado. Em
seguida uma aliquota de 10g de solo foi suspensa em 90mL de solucdo de NaCl 0,9%
esterilizada. Uma aliquota de 100uL da suspensdo foi inoculada em placas de Petri contendo
meio seletivo, cultivando-se por espalhamento com alga de Drigalski (spread-plate) e incubacao
por 48 horas a 35 °C.

Dois exemplares da familia Carabidae (Coleoptera, Insecta, Artropoda) foram coletados em ocos
de castanheira na regido do municipio de Maués-AM. Os animais foram decaptados e tiveram o
tubo digestivo retirado (figura 3). A seguir o tubo digestério foi fracionado e os fragmentos
inoculados em 1,0 mL de meio HACA+YNB liquido, incubados a 35 °C por 24 horas. Decorrido
este prazo, uma aliquota de 100 pL foi cultivada por spread-plate em meio HACA+YNB em

placas de Petri, tempo de incubacdo de 48 horas.

Figura 3: Intestino de besouro Carabidae dissecado.

Exemplares de Nasutitermes sp. (Termitidae, Isoptera, Insecta, Artropoda) foram coletados de um

ninho localizado sobre o tronco de Mangifera indica L. no campus da Universidade Federal do
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Amazonas (Manaus-AM). O abdome foi separado do restante do corpo e manipulado com
alfinetes esterilizados até a extrusdo do contetdo abdominal (figura 4). Este foi entdo inoculado
em 1,0 mL de meio HACA+YNB liquido (figura 5) e acondicionado a 35 °C por 24 horas. A
seguir, uma aliquota de 100 pL foi semeada por spread-plate em meio HACA+YNB em placas
de Petri, que foram entdo incubadas por 48 horas.

Decorridas as 48 horas, as colénias microbianas reconhecidas como leveduras foram repicadas

para placas contendo meio HACA+YNB (ART = 1%) para obtencdo de culturas puras.

Figura 4: Extruséo de conteido Figura 5: Inoculagéo de Nasutitermes sp.
abdominal de Nasutitermes sp. em 1,0 mL de HACA+YNB liquido.

Teste de assimilagdo e fermentacéo de D-Xilose:

Apos isoladas, as leveduras foram testadas com relacdo a capacidade de assimilacdo e
fermentacdo de D-Xilose. O teste de assimilacdo foi executado pela técnica replica-plating,
usando YNB (6,7 g/L) e D-xilose 1,0 mM. Foram considerados capazes de assimilar o agUcar
aqueles isolados que formassem colénia tipica de leveduras, de forma néo filamentosa, conforme
descrito por Barnett et al. (1990).

O teste de capacidade fermentativa foi feito em meio liquido YUKX, composto por D-Xilose (50
g/L), Extrato de Levedura (1,5 g/L), Uréia (1,25 g/L) e KH,PO, (1,1 g/L) com pH 5,5 em tubos
de ensaio rosqueados contendo um tubo de Durham invertido para retencdo de gas, liberado caso
ocorresse fermentacdo (BARNETT et al., 1990). O teste com tubos de Durham foi executado

utilizando Pichia stipitis CBS 5774 como controle positivo para fermentacéo de D-xilose.
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Para atestar qualitativamente a capacidade fermentativa, aplicou-se outro teste de fermentacéo
alternativo ao teste com tubos de Durham, utilizando um tubo tipo Falcon (50 mL), contendo 10
mL de meio YUKX, vedado por rolha de borracha contendo uma véalvula para detec¢do de
desprendimento de gas (figura 6). Os tubos foram mantidos em cultivo estacionério a 35 °C por 7
dias. Decorrido este prazo, a extremidade da mangueira foi posicionada dentro de uma coluna
d’agua ¢ a valvula aberta para visualizar a liberacdo de bolhas, evidenciando atividade

fermentativa pelo desprendimento de gas.

Figura 6: Sistema para teste de fermentacéo qualitatio, alternativo ao teste com tubo de Durham.

Resultados e Discusséo
Hidrolise acida de bagaco de cana-de-acgucar:

A hidrdlise &cida de bagacgo de cana-de-agUcar resultou em 270 mL de volume final recuperado
de hidrolisado hemicelulésico, com pH final 5,5 (obtido pela adicdo de hidroxido de célcio) e
acucar redutor total na concentragdo de 46,3 g/L, valor 63,6% maior do que foi obtido por
Canilha et al. (2009), utilizando acido sulfurico 2% v/v, elevando o pH até 7,0 (CaO) e
reduzindo-o a 5,5 pela adicdo de &cido fosforico. Cheng et al. (2007) obtiveram agUcar redutor a
concentracdo de 67,4 g/L, todavia com pH final 10,2, o que pode representar a necessidade de
neutralizacdo para favorecer o crescimento da maioria das espécies de leveduras.

Segundo Duarte et al. (2008), quando comparado com outros hidrolisados hemicelulésicos (como

de gréos de cevada ou madeira de eucalipto), o hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar possui
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maior concentracdes de inibidores do crescimento microbiano. Considerando que o processo de
hidrélise executado neste trabalho ndo disp6s de outros pré-tratamentos Além da correcéo do pH
pela adicdo de Ca(OH), 1,0 M e posterior filtragem a vacuo do precipitado, a quantidade de
inibidores microbianos presentes no hidrolisado hemicelul6sico obtido foi relativamente alta,
tornando-o um meio de cultura com alta seletividade, conduzindo a prospeccao de leveduras que
apresentam elevada tolerdncia a estes inibidores e, portanto, com elevado potencial
biotecnoldgico, aplicaveis, por exemplo, na producdo de extrato de levedura, yeast single-cell
protein (DUARTE et al., 2008), biodetoxificacdo, producdo de xilitol e fermentacdo etilica
(HOU-RUI et al., 2009).

O rendimento de aglcar redutor total (Rarr) foi de 12,5% por peso seco de material
lignocelul6sico, valor semelhante ao obtido por Hernandez-Salas et al. (2009) na hidrélise &cida
de bagaco de agave (HCI, 90mg/g de bagaco) mas relativamente baixo quando comparado ao
Rart de bagago de cana, que foi de 35,5% em média. Os valores de Rart dos referidos autores

pode estar associado ao tratamento térmico empregado previamente, anterior a hidrélise acida.

Isolamento, testes de assimilacdo e fermentacao de agucares:
A prospeccdo nas amostras de solos resultou no crescimento de incontaveis col6nias de fungos
filamentosos, mas reduzido numero de coldnias de leveduras. Embora nenhum antibiético tenha
sido adicionado ao meio seletivo, nenhuma col6nia bacteriana foi detectada.
Foram isoladas ao todo 76 colbnias de leveduras, confirmadas por meio de reconhecimento
microscopico e microcultivo. As coldnias foram identificadas por um prefixo de acordo com o
habitat do qual foram isoladas seguido por um namero de ordem. O prefixo, de acordo com o

habitat, esta descrito na tabela 1.
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As col6nias isoladas foram cultivadas em meio solido e depositadas em colecdo pelo método de
Castellani e em glicerol a 25%, preservadas a —20 °C, conforme descrito por Rodrigues et al.
(1992).

Tabela 1: Prefixo de identificacdo de leveduras segundo o habitat do qual foram isoladas.

Habitat Prefixo
Solo de Savana LSS
Solo de rr_latas de STF
terra firme
Intestino de
IB
besouro
Nasutitermes sp. LC

No total, somente 36,8% dos isolados demonstraram capacidade de assimilar D-xilose e somente
os isolados LC27, 1B04 e I1B09 (3,9% do total) demonstraram ser capazes de fermentar D-xilose.

O total de leveduras isoladas por habitat avaliado encontra-se na tabela 2.

Tabela 2: Total de coldnias isoladas separadas por habitat pesquisado.

Habitat Total de | Assimilacdo de | Capacidade
Isolados D-Xilose fermentativa
Solo de Savana 2 0 0
Solo de m_atas de 8 4 0
terra firme
Intestino de 12 12 5
besouro
Nasutitermes sp. 54 12 1

Considerando o numero de amostras coletadas de todos os habitat, a maior proporcdo de
leveduras isoladas por amostra é observada no intestino de besouros (6 isolados por amostra),
seguido do conteddo abdominal de Nasutitermes sp. (5,4 isolados por exemplar). As amostras de
solo demonstraram baixa densidade de leveduras capazes de metabolizar hidrolisados
hemiceluldsicos com ndmero de colénias isoladas por amostra inferior a 1.

Estes resultados sdo compativeis com o que € dito por Suh et al. (2005), quando referem-se ao
intestino de insetos como um habitat inexplorado com ampla diversidade microbiana, sendo esta

associacdo indispensavel para promover o aumento na diversidade de fungos e o sucesso dos
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insetos na exploragdo de substratos pobres em nutrientes. Em seu trabalho, amostras de 27
familias de coleopteros, entre elas Carabidae, foram coletadas na América Central ao longo de
trés anos, resultando em 650 colénias de leveduras isoladas dentre as quais 68% eram de espécies
ainda ndo descritas. A analise filogenética apontou que a ampla maioria destas é da classe
Saccharomycetes, algumas do clado Pichia stipitis (fermentadores de xilose). Blackwell et al.
(2004) admitem que a fermentac&o de xilose beneficiaria besouros xil6fagos.

Breznak (1982) sugeriu a ocorréncia de uma densa microbiota fermentativa associada ao intestino
de cupins e de outros insetos Xxil6fagos ou detritivoros, 0s quais seriam responsaveis pela
capacidade destes de assimilar os nutrientes presentes no material lignoceluldsico. Estudos mais
recentes apontam a que um dos exemplos mais interessantes de comunidades simbioticas
complexas de procariontes e eucariontes é encontrado no intestino de cupins (FROHLICH et al.,
2007), todavia ainda com poucos dados quanto a associacdo entre leveduras fermentadoras de
pentoses e estes insetos.

A capacidade de assimilar D-xilose foi observada em STF1, STF3, STF5 e STF6; 1B01, 1B02,
IBO3, 1B04, IB05, IB06, 1BO7, IB0S, I1B09, IB10, IB11 e IB12; LC27, LC28, LC29, LC30, LC31,

LC32, LC33, LC34, LC35, LC36, LC37 e LC38 (figura 7).
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intestino de Carabidae (A) e em associa¢do com Nasutitermes sp. e de solos de savana (B). Col6nias de leveduras em
destaque demonstram assimilagdo de D-xilose.
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O teste de fermentagdo em tubos de Durham apresentou como resultado positivo somente o
isolado LC27 (figura 8), obtido em associacdo a Nasutitermes sp. O teste alternativo de
fermentagdo apresentou resultado positivo para os isolados LC27, IB04 e IB09, estes ultimos
associados a besouros. O cultivo de Pichia stipitis CBS 5774 em tubos de ensaio para controle
positivo de fermentacdo de D-xilose em tubos de Durham apresentou resultado negativo. Diante
da conhecida capacidade fermentativa de D-xilose por P. stipitis, o referido teste tem sua eficacia
questionavel, demonstrando parecer ndo conclusivo quanto a capacidade de fermentar D-xilose.
Este resultado negativo pode estar associado a limitagcbes quanto a aeracdo. O tubo de ensaio
usado no teste proporcionou baixa disponibilidade de oxigénio, e sabidamente a fermentacdo de
D-xilose por P. stipitis é realizado em condicGes aerébias (CONVERTI et al., 1999).
Hahn-Hagerdall et al. (2007) argumentam que fermentacdo de D-xilose e outras pentoses a etanol
da-se por metabolismo aerdbio, sendo necessario controle rigoroso sobre as concentracdes de O,
no substrato para fermentacdo, condicdo ndo proporcionada nos testes executados e que
aumentaria os custos do processo no ambito industrial.

No teste alternativo, P. stipitis apresentou resposta positiva, desprendendo gas na fermentacdo de
D-xilose. Este resultado foi alcancado provavelmente pela maior disponibilidade de oxigénio

dentro do tubo Falcon® de 50 mL.

1B04 LC27 1B09

Figura 8: Retencdo de gas em tubo de Durham, evidenciando capacidade fermentativa de D-xilose por LC27.
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Conclusdes

Diante dos resultados de P. stipitis em tubos de Durham e dos resultados apresentados em outros
estudos, existe a visivel necessidade de desenvolverem-se novos testes para prospec¢do de novas
leveduras capazes de fermentar pentoses. Dentres as 76 colnias de leveduras capazes de utilizar
hidrolisado hemicelulosico de cana-de-acicar como fonte de carbono, 28 sdo capazes de
assimilar D-xilose e 3 sdo capazes de fermentar esta pentose.

A microbiota das amostras de solo analisadas apresenta elevada densidade de fungos
filamentosos, mas relativa pobreza em espécies de leveduras capazes de metabolizar hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar.

Entre os habitats pesquisados, os insetos xil6fagos figuram como os melhores reservatorios de
leveduras capazes de usar hidrolisado hemicelulésico como fonte Unica de carbono e com

capacidade fermentativa frente a D-xilose.
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Capitulo 2: Crescimento Celular, Fermentacédo, Termotolerancia e Tolerancia
ao Etanol por Trés Linhagens de Leveduras Amazonicas Fermentadoras de D-
Xilose.

Introducéo

A crise energética desencadeada no inicio dos anos 1970 impulsionou a pesquisa em busca da
producdo sustentavel de combustiveis e outros produtos quimicos a partir de biomassa
lignocelulésica oriunda de matéria-prima atividade agricola e de residuos florestais (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007). A demanda mundial pelo aumento da producéo de energias limpas
aumenta o debate em torno da sustentabilidade dos biocombustiveis, com argumentos pro e
contra (COCKERILL e MARTIN, 2008).

No Brasil, o programa de biocombustiveis tem como carro-chefe o etanol produzido a partir do
caldo de cana-de-acucar. A producdo brasileira de cana-de-agucar apresentou crescimento anual
de 3,77% ao longo dos Gltimos 29 anos, reduzindo o preco do metro cubico de etanol brasileiro
de US$ 700 para menos de US$ 200 de 1980 a 2005 (GOLDEMBERG, 2008).

Este crescimento reflete-se também na geracao de residuos. O bagaco de cana é o mais abundante
e importante residuo agricola brasileiro (TAKAHASHI et al., 2000). No ano de 1991, a produgao
de bagago de cana alcancou 59 milhdes de toneladas (50% de umidade) (RIPOLI et al., 2000). A
safra de cana-de-agucar estimada para o ano de 2009 é de 693,9 milhdes de toneladas (IBGE,
2009). Considerando que em 2004 foram produzidos 110 milhdes de toneladas de bagaco
(GOLDEMBERG e LUCON, 2007), o que corresponde a cerca de 25% da safra colhida
(BRASIL, 2009), espera-se uma producdo em torno de 173,5 milhdes de toneladas de bagaco de
cana-de-agucar em 20009.

Este bagaco pode ser empregado para diversos fins, entre os quais o principal é a producédo de
energia termelétrica (GOLDEMBERG, 2008). De um modo geral, residuos lignocelulésicos sdo
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potenciais matérias-prima para diversos fins industriais, como a producdo de biomassa de
leveduras para producgdo de suplementos protéicos, como extrato de leveduras e SCP — single-cell
protein; producdo de xilitol, um agucar-alcool com elevado potencial de uso na inddstria de
alimentos para diabéticos e/ou dietas hipocaldricas; e a producdo de etanol combustivel (SAHA,
2003). O bagaco de cana apresenta vantagens quando comparado a outros residuos agricolas,
apresentando maior fermentabilidade e maior rendimento de acUcar redutor apds 0s processos de
hidrélise (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009).

A hidrdlise &cida apresenta algumas vantagens frente a hidrélise enzimaética, relacionadas
principalmente as condi¢cdes demandadas pela hidrdlise enzimatica (manutencdo de temperatura e
pH 6timos, grandes quantidades de enzima, concentracdo de substrato e cofatores enzimaticos).
Esta libera principalmente monossacarideos fermentesciveis a etanol, com notavel destaque para
D-xilose (PANDEY et al., 2000; SAHA, 2003).

Os processos de hidrdlise acida geram diversos inibidores do crescimento microbiano, entre eles
furfural, hidroxi-metilfurfural e principalmente acido acético, sendo necessario empregar diversas
técnicas para desintoxicacdo tais como adicdo de carvdo ativado, eletrodialise, adicdo de
hidréxidos (principalmente de célcio), centrifugacdo e biodetoxificacdo, isto €, o emprego de
microrganismos para assimilacdo dos inibidores formados (HOU-RUI et al., 2009). Hidrolisados
hemiceluldsicos desintoxicados por técnicas simples, como a correcdo do pH por adigdo de
hidroxidos, apresentam elevados teores de inibidores, podendo ser empregados como meios
seletivos para microrganismos de alta resisténcia. Esta caracteristica pode baratear os produtos
biotecnologicos de valor agregado baseados em hidrolisados hemicelulésicos, haja vista a
reducao nos investimentos necessarios a detoxificacéo.

As espécies comumente empregadas na fermentacdo alcodlica de hexoses ndo sdo capazes de

produzir etanol a partir de xilose, havendo somente um restrito nimero de espécies capazes de
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fazé-lo (CANILHA et al.,, 2009) e com necessidade de empenho em estudos que visem a
otimizagao dos bioprocessos.

Trés leveduras fermentadoras de D-xilose isoladas de diferentes insetos, coletados na regido
amazonica, foram avaliadas comparativamente quanto a producdo de biomassa e assimilagdo de
acucar redutor em hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-agucar e meio sintético usando D-xilose
como fonte de carbono. Foi avaliado o desprendimento de CO, para estimar a produtividade de
etanol e dois parametros importantes para a industria de fermentacdo, a saber, termotolerancia e

tolerancia ao etanol.

Material e Métodos

Reagentes
Todos os reagentes utilizados nos experimentos descritos a seguir foram fabricados pela Difco,

Himedia, Sigma e Vetec.

Preparo do Hidrolisado, Meios de Cultura, Linhagens e In6culo.

O hidrolisado &cido hemicelulésico de cana-de-acUcar (HACA) foi preparado como descrito
anteriormente (capitulo 1, pagina 20). O meio HACA, com agucar redutor total (ART) a 46,3 g/L,
foi suplementado com extrato de levedura 1,5 g/L e uréia 1,25 g/L. O meio de cultura YUKX foi
preparado utilizando-se extrato de levedura 1,5 g/L, uréia 1,25 g/L, KH,PO, 1,1 ¢g/L e D-xilose
50 g/L. Em ambos os casos o pH inicial foi ajustado para 5,5 usando HCI ou NaOH 1,0 M.

As leveduras fermentadoras de D-xilose utilizadas neste experimento sdo LC27, isolada de
Nasutitermes sp., I1B04 e IB09, isoladas do intestino de besouros da familia Carabidae, todas
linhagens selvagens (wild-type) nativas da regido amazonica. Os microrganismos, depositados em

colecdo pelo método Castellani (RODRIGUES et al., 1992), foram reativados em Agar
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Sabouraud (glicose 4%), cultivados a 30 °C por 72 horas. O pré-indculo foi preparado cultivando-
se uma algcada em 100 mL de meio YUKX em frascos Erlenmeyer de 250 mL incubados a 35 °C

e 120 rpm por 72 horas.

Ensaio em Fermentdmetro
O ensaio em fermentdmetro foi efetuado em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio
YUKX. Centrifugou-se 40 mL do meio de inéculo por 45 minutos a 3500x g e 4 °C em tubos
Falcon® de 50 mL, descartando-se o sobrenadante e inoculando-se o sedimentado, com massa
total entre 1,52 e 1,68 g para 100 mL de meio. Os frascos foram vedados com rolhas de borracha
e selo de &gua para permitir a saida de ar, sendo mantidos a 35 °C, 120 rpm por 120 horas, sendo
pesados a cada 12 horas para acompanhamento da perda de massa por desprendimento de CO,. A
evolucdo de CO, foi utilizada para estimar a producdo de etanol por calculo estequiométrico,
aplicando-se a férmula [Mgion = (Mcoz X 0,511)/0,489], onde mgion corresponde a massa de
etanol produzido (g) e mco, corresponde a massa de dioxido de carbono (g) desprendido durante

0 ensaio.

Curvas de Crescimento e Consumo de Agucar Redutor
As leveduras foram caracterizadas quanto ao crescimento celular e consumo de agucar redutor em
HACA e YUKX. O cultivo em meio YUKX foi executado em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 125 mL de meio liquido. Em ambos os casos as culturas foram mantidas a 35 °C, 120
rpm. O indculo inicial oscilou entre 15,2 e 16,0 mg de células (peso Umido), totalizando massa
celular inicial de 0,122 a 0,128 g/L. O cultivo em HACA foi feito em frascos Erlenmeyer de 125
mL contendo 50 mL de meio, com indculo inicial de 0,125 mg de células (peso Umido) por mL

de meio.
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O consumo de agucar redutor foi determinado pela dosagem da concentracdo de ART presente no
meio de cultura pelo método DNS (BERTOLINI et al., 1991 apud ZHAO et al., 2008), calculado
segundo uma curva padrédo (figura 2). Para determinacdo da concentracdo de ART as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 8000 x g e 25 °C para separagdo da biomassa. O
sobrenadante foi analisado e armazenado sob congelamento a —20 °C para analises posteriores.

O crescimento celular foi monitorado coletando-se aliquotas das culturas, analisando-se a
densidade ética a 600 nm (ODgoo) (HEER e SAUER, 2008). No meio HACA, a ODgg foi
monitorada coletando-se 100 pL da cultura e diluindo-a dez vezes em agua destilada esterilizada,
haja vista ser um meio mais turvo; enquanto que das culturas em meio YUKX foram coletadas
aliquotas de 1,0 mL. Em ambos os cultivos os frascos foram vedados com gaze e algodao.
Durante as primeiras 48 horas, as aliquotas foram coletadas a cada 4 horas para caracterizacdo da
fase de adaptacdo (fase lag), sendo a partir de entdo monitoradas a cada 12 horas.

Os cultivos foram mantidos por até 12 horas apds o inicio da fase estacionaria da curva de
crescimento ou apds 120 horas de cultivo, quantificando-se a viabilidade celular. O contetido dos
frascos foi centrifugado por 45 minutos a 3500x g e 4 °C. Ap6s avaliado o pH final, o
sobrenadante foi armazenado sob congelamento a —20 °C para andlises posteriores, enquanto o

sedimento foi pesado para determinacéo de biomassa final produzida (peso umido).

Teste de Tolerancia ao Etanol e Termotolerancia
O teste de tolerancia ao etanol e termotolerancia foram executados segundo a metodologia
descrita por Vianna et al. (2008). A termotolerancia foi testada também pelo método descrito por
Ogawa et al. (2000). Os ensaios foram feitos em triplicata.
As leveduras foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL de meio YPD
liquido (extrato de levedura 10 g/L, peptona microbiologica 20 g/L e D-glicose 20 g/L), 120 rpm

a 35 °C, por 72 horas (fase log). A seguir, adicionou-se assepticamente 10 mL de alcool etilico
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absoluto, totalizando a concentracéo final de 20% (v/v) de etanol. Os frascos foram mantidos em
cultivo estacionério a 35 °C (x 1,0 °C) por sete dias. Ao final deste periodo uma aliquota de 100
pL foi cultivada em placas de Petri contendo meio YNBX (base nitrogenada de levedura, yeast
nitrogen base 6,7 g/L, D-xilose 20 g/L e Agar 20 g/L). As placas foram incubadas a 35 °C por até
72 horas e observadas a cada 24 horas para contagem de coldnias.

A tolerancia a altas temperaturas foi avaliada pela aplicacdo de choque térmico letal, cultivando-
se as leveduras em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido YUKX por
72 horas a 120 rpm e 35 °C. A seguir os frascos foram incubados em banho-maria a 52 °C por 9
minutos e logo em seguida a viabilidade celular foi mensurada (VIANNA et al., 2008). A cada 3
minutos uma aliquota de 100 pL foi cultivada em placas de Petri contendo meio YUKX,
suplementado com Agar (20 g/L), por espalhamento com al¢a de Drigalski (spread-plate). As
placas foram incubadas a 35 °C por até 72 horas, observadas para contagem de col6nias a cada 24

horas (OGAWA et al., 2000).

Célculos e Parametros Matematicos

A andlise estatistica foi efetuada no software Mystat®, versdo 12.02.00, por célculo de ANOVA
e teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis, de acordo com as condigdes necessarias para cada
teste (normalidade e homogeneidade, 0=0,05).

A viabilidade celular (%) foi avaliada por coloragdo com solugédo de azul de metileno — citrato de
sodio (1,0 g/L de azul de metileno, 20 g/L de citrato de sodio) e contagem em camara de
Neubauer, determinando-se a razdo entre celulas mortas e o total de células (VIANNA et al.,
2008). A taxa de crescimento especifico (Umax, h™) foi calculada pela regressdo linear do In
(OD/ODi) versus tempo de duracdo da fase log de crescimento, determinada pela obtencéo da
equacédo In(OD/ODi) = pmax.t + a. A produtividade celular (PC, g/g) foi determinada ao final do

cultivo baseado na biomassa produzida por grama de agucar consumido. O consumo relativo de
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acucar (CRA, %) foi calculado pela razdo entre a concentracdo final e inicial de agucar redutor
total, subtraida de 100% (CRA = 100 — [(ART/ARTIi)x100]). Todos os ensaios foram realizados
em duplicata (DUARTE et al., 2008). A quantidade de acucar consumido por hora (g/h) foi
avaliado a cada intervalo de 12 horas, calculando-se a diferenca entre as concentracdes a cada

coleta e dividindo o valor obtido por 12.

Resultados e Discussao

Crescimento Celular e Consumo de Aclcar
O cultivo em YUKX durou um total de 96 horas para as trés linhagens testadas. A fase de
adaptacdo (lag) da linhagem LC27 durou 16 horas, instante a partir do qual a curva de
crescimento entrou em fase exponencial (log). As linhagens IB04 e IB09 apresentaram fase lag
com duracdo total de 8 horas. Todas apresentaram crescimento exponencial até as 44 horas de
cultivo. A partir de entdo a curva passou a apresentar crescimento menos acentuado, entrando em
fase estacionaria a partir das 84 horas de cultivo. A cultura foi interrompida ap6s 96 horas,
quando observadas 12 horas de estagnacdo do crescimento microbiano.
Apesar de ter demandado maior periodo de adaptacdo ao meio, LC27 apresentou producao de
biomassa superior a de I1B04 e IB09. Os valores maximos de densidade otica foram 1,587, 1,525
e 1,497 para LC27, IBO4 e IB09 respectivamente. A curva de crescimento é apresentada
integralmente na figura 9.
O cultivo de LC27 provocou acidificagdo do meio de cultura, reduzindo o pH de 5,5 para 4,0
(£0,1). As linhagens IB04 e I1B09 elevaram o pH do meio para 7,3 (£0,1).
Cultivando Pachysolen tannophilus e Candida shehatae em meio sintético composto por
misturas de D-xilose e D-glicose, a acidificacdo do pH foi observada também por Wilkins et al.

(2008), no cultivo de K. marxianus, e por Sanchez et al. (1999), cultivando Candida shehatae e
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Pachysolen tannophilus. Em ambos os casos ocorreu secre¢do de acido acético, podendo ainda
explicar-se a acidificacdo pela producéo de glicerol e outros alcodis.

Quanto a elevacdo do pH, fato semelhante é observado em ensilagens, onde as leveduras
provocam elevacdo do pH pela deterioracdo aerdbia principalmente de &cidos organicos
produzidos durante a fermentacdo da silagem (PEDROSO, 2004), pela produgdo de pigmentos
carotendides (VALDUGA et al., 2009) e pela secre¢do de proteinas no meio (A. PESSOA et al.,
1996). A secrecdo de outros biocompostos, como exo-biopolimeros em fermentagdo submersa,

por exemplo, também pode provocar elevacao do pH (XU et al., 2003).

Tabela 3: Taxa de Crescimento Especifico (Huax, h™), Consumo Relativo de Actcar e Produtividade Celular.

Linhagem | puax (h™) | CRA (%) | PC (g/g)

LC27 0,09 60,86 0,666
1B04 0,07 44,63 1,275
1B09 0,07 62,48 0,883

——=1.C27
—-1B04
1B09

ABS (600 nm)

Tempao (h)

Figura 9: Curva de crescimento em YUKX das linhagens LC27, 1B04 e 1B09.

Os maiores valores de velocidade de crescimento foram observados no cultivo da linhagem
LC27. De um modo geral, os valores de pvax (tabela 3) foram consideravelmente baixos para as
trés linhagens, sem diferencas significativas. Estes valores demonstram que em meio sintético as

leveduras testadas apresentam aumento pouco significativo na ODggo a cada hora de cultivo. O
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baixo crescimento especifico deve estar associado ao baixo consumo de aglcar redutor. Quando
os valores de vax €m meio sintético sdo comparados aos valores em HACA, €é possivel sugerir
que o meio YUKX apresentou relativa pobreza em co-fatores minerais e/ou vitaminas requeridas
pelas leveduras cultivadas. A comparacdo dos dados de crescimento celular das diferentes
linhagens n&o apresentou diferenca significativa (Kruskal-Wallis v= 0,093, p=0,954). As curvas
de crescimento em meio sintético para as linhagens LC27, IB04 e IB09 apresentam semelhangas
com 0 que é descrito por Sanchez et al. (1999), quando do cultivo de C. shehatae e P.
tannophilus em hidrolisado hemicelulésico de cana-de-agUcar. Apds uma fase de crescimento
tipicamente exponencial, a curva apresenta crescimento continuo, mas com valores de pPmax
relativamente menores.

A linhagem IB04 apresentou maior eficiéncia na produgédo de biomassa, com maior produtividade
celular por quantidade de agucar consumido. Os valores do consumo relativo de aglcar e
produtividade celular pelas trés linhagens encontram-se na tabela 3.

Embora o crescimento celular tenha cessado as 84 horas de cultivo, 0 consumo de agUcar redutor
atingiu o valor maximo as 96 horas (figura 10), isto é, ao final do processo. Todas as linhagens
foram cultivadas com ART inicial de 51,3 g/L, observando-se maior taxa de consumo (g/h) nas
ultimas 12 horas para LC27 e 1B09 (0,062 e 0,087 g/h respectivamente). O maior consumo por
IB0O4 foi observado nas primeiras 12 horas, tendo consumido 0,096 g/h (tabela 4).

Resultados semelhantes de consumo relativo de acucar foram obtidos por Wilkins et al. (2008),
cultivando Kluyveromyces marxianus IMB4 (linhagem termotolerante) em pH 5,5 a 40 °C, com
assimilacdo total de 51,6% da xilose presente no meio de cultura, ndo sendo observado
crescimento celular. No mesmo trabalho, e cultivadas sob as mesmas condicGes, as linhagens
IMB2 e IMB5 assimilaram 64,6 e 68,7% de xilose, padrdes semelhantes aos observados para

LC27 e IB09. A vantagem de 1B04 sobre K. marxianus IMB4 é que a primeira elevou o pH do
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meio para valores que tendem a neutralidade, enquanto que a segunda o acidificou pela liberagdo
de &cido acético.

Tabela 4: Acucar consumido por hora a cada intervalo de 12 horas.

Acucar Consumido (g/h)
Intervalo (h) LC27 1B04 1B09
0-12 0,054 0,096 0,041
12-24 0,016 0,020 0,025
24-36 0,020 0,014 0,029
36-48 0,014 0,007 0,012
48-60 0,015 0,005 0,047
60-72 0,048 0,018 0,016
72-84 0,030 0,018 0,009
84-96 0,062 0,014 0,087

A relacdo observada entre consumo de acUcar e producdo de biomassa para IB04 é coincidente
com a observada para a linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae MA-S4
(MATSUSHIKA et al., 2008), com consumo de somente 52% de xilose mas com elevada
producdo de biomassa. O diferencial de 1B04 com relacdo a S. cerevisiae MA-S4, quando
cultivadas em D-xilose, é que a primeira atingiu maxima producdo de biomassa em 84 horas de
cultivo, com fase lag durando apenas 8 horas, enquanto a segunda o fez em 96 horas de cultivo
com 48 horas de fase lag. A extensdo da fase lag de S. cerevisiae MA-S4 pode estar associada ao
fato de seu pré-indculo ter sido feito em meio YPD por 36 horas, enquanto que IB04 foi pré-
cultivada em meio com xilose (YUKX) por 72 horas.

Os resultados indicam bom potencial biotecnoldgico de 1B04 para producéo de biomassa usando
D-xilose como fonte de carbono.

O cultivo em HACA durou 120 horas, ap6s observada auséncia de crescimento celular por 12
horas. Com relagédo ao cultivo em YUKX, todas as linhagens apresentaram fase lag mais longa,
com duracdo de 24 horas para 1B04 e IB09, e 36 horas para LC27. A partir de 48 horas de
cultura, os isolados de intestino de besouro apresentaram crescimento menos acentuado que
LC27, que apresentou crescimento mais discreto somente apds 60 horas de cultivo. Nos trés

casos a fase estacionaria foi observada a partir de 108 horas. Ao final das 120 horas de cultivo, a
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viabilidade celular foi avaliada, resultando em 90,34% (+£0,42), 75,96% (+2,62) e 65,58% (+3,82)

de células viaveis para LC27, IB04 e 1B09 respectivamente.
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Figura 10: Consumo de acUcar redutor total em 96 horas de cultivo (meio YUKX).

A despeito de apresentar maior viabilidade entre as linhagens testadas, LC27 apresentou reducéo
na ODgp nas Ultimas 12 horas de cultivo em ambas as réplicas do teste. As curvas de crescimento
em HACA sdo apresentadas integralmente na figura 11.

O tipo de tratamento aplicado neste experimento promoveria a hidrélise quase completa dos
polissacarideos hemiceluldsicos, com a liberagdo de monossacarideos fermentesciveis (WHITE
et al. 2008). Apesar desta expectativa, a dosagem de ART durante as primeiras horas de cultivo
demonstrou aumento na concentracdo de acucar redutor (sacarificacdo) do hidrolisado
hemiceluldsico de cana-de-agucar, provavelmente pela conversdo de oligossacarideos formados
durante a hidrélise acida em unidades monoméricas. Trabalhando com residuos de cevada da
indUstria cervejeira, White et al. (2008), obtiveram aumento na concentracdo de ART de 12,1
para 29,2 g/L aplicando hidrolise enzimética posteriormente ao tratamento com &cido sulfarico.
Hernandez-Salas et al. (2009) aplicaram misturas de enzimas comerciais (Xxilanases, celulases,

celobiases e glucanases) para obter maior sacarificacdo de hidrolisado hemicelul6sico de bagago
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de cana-de-acucar (produzido por hidrélise &cida), com melhor resultado aumentando em 20% a
concentracdo de acucar redutor total. Proporcionalmente, a concentragdo inicial de ART (42,5
g/L) em HACA foi elevada pela atividade microbiana em 43,76; 33,18 e 33,41 por cento (%) por

LC27, 1B0O4 e IB09 respectivamente, segundo o que pode ser observado na figura 12.
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Figura 12: Sacarificacdo e posterior consumo de agucar redutor em hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-agUcar.

A alteracdo do pH em HACA seguiu 0 mesmo padréo para as trés linhagens, ocorrendo elevacéo

do pH (de 5,5 inicial nos trés casos) para 7,12 (+0,01) por LC27 e para 7,56 (+0,03) por IB04 e
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IB09. Este resultado mostra que as linhagens avaliadas sdo capazes de assimilar o acido acético e
outros acidos alifaticos presentes no hidrolisado, os quais teriam, a principio, papel inibidor do
crescimento microbiano (DUARTE et al., 2008). Resultado semelhante foi obtido por A. Pessoa
et al. (1996) cultivando Candida tropicalis em hidrolisado hemiceluldsico de cana-de-agUcar para
producdo de proteina microbiana, obtendo consumo total do acido acético presente no meio (3,7
g/L) em até 25 horas de consumo, elevando o pH do meio de 6,0 para 6,7.

Considerando o notavel acréscimo a concentracdo de ART (superior ao obtido pela aplicacdo de
Kits enzimaticos comerciais) e a neutralizacdo do pH promovidos por LC27, 1B04 e IB09, é
possivel afirmar o potencial biotecnoldgico destas linhagens na sacarificacdo e biodetoxificacdo
de hidrolisados hemicelulésicos. Estes resultados indicam ainda potencial na aplicacdo destas
linhagens em processos de sacarificacdo e fermentacdo simultdneos (BANAT et al., 1998)

Os valores de pmax em HACA foram consideravelmente maiores dos que os obtidos em YUKX,
com maior crescimento especifico por LC27. Considerando a ocorréncia de sacarificacdo, o
consumo relativo de acucar redutor e a produtividade celular foram calculados em funcdo da
maior concentracdo de ART observada. A maior propor¢do de biomassa produzida por
quantidade de ART consumido foi observada nos isolados IB0O4 e IB09 (35% maior que por
LC27), com andlise estatistica indicando diferenga ndo significativa entre estes (Kruskall-Wallis,

p=0,882, a=0,05). Os valores encontram-se na tabela 5.

Tabela 5: Taxa de Crescimento Especifico, Consumo Relativo de Agucar e Produtividade Celular dos cultivos em

HACA (valores maximos).

Linhagem | puax (h™) | CRA (%) | PC (g/g)

LC27 0,29 79,54 0,516
1B04 0,17 75,05 0,697
1B09 0,20 80,16 0,701

Quando cultivado em meio sintético (D-xilose, 30 g/L), Pachysolen tannophilus apresentou

consumo em taxa semelhante, consumindo 85% do agucar ap6s 72 horas de cultivo (ZHAO et al.,
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2008). Converti et al. (1999) obtiveram consumo de 73,3% do ART por P. tannophilus cultivado
a pH 6,0 em hidrolisado hemicelulésico desintoxicado por adi¢do de carvao ativado, com maior
taxa de consumo de agucar (78,6%) a pH 10,5.

A taxa de assimilacdo de aglcar presente no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana
observada para LC27, IB04 e 1B09 € semelhante & obtida por Dien et al. (2000) quando na
construgéo de uma linhagem recombinante de Escherichia coli capaz de produzir etanol a partir

de hidrolisado hemicelulésico de fibra de milho.

Tabela 6: Taxa de aglcar consumido por hora ao longo do cultivo em HACA

Acucar Consumido (g/h)
Intervalo (h) LC27 1B04 1B09
0-12 - - -
12-24 - - -
24-36 0,057 0,039 0,058
36-48 0,026 0,049 0,051
48-60 0,043 0,028 0,018
60-72 0,130 0,127 0,139
72-84 0,028 0,002 -0,024
84-96 0,016 0,014 0,047
96-108 0,027 0,024 0,022
108-120 0,023 0,023 0,022

A taxa de acucar consumido por hora (g/h) foi determinada pela diferenca entre a maior e menor
concentracdo de ART nas primeiras 36 horas, sendo a partir de entdo calculada em turnos de 12
horas. Os valores obtidos sdo apresentados na tabela 6.

Todas as linhagens consumiram maior quantidade de acUcar entre 60 e 72 horas de cultivo, ndo

havendo diferenca significativa no padréo de consumo de agucar.

Ensaio em Fermentémetro
A evolugdo de CO, dos cultivos em meio YUKX é apresentada na figura 13. N&o houve
diferenca significativa de desprendimento de CO; entre as linhagens testadas. Nas condigdes
testadas, a produtividade de etanol estimada apresenta valores baixos e pouco interessantes para

aplicacédo industrial. A producéo de biomassa foi mensurada somente ao final do processo, com
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resultados apresentados na tabela 7. As alteracbes de pH do meio promovidas no ensaio em
fermentometro foram diferentes das observadas na construgdo da curva de crescimento, sendo
que IB04 e IB09 elevaram o pH para 6,31 e 6,53 respectivamente, enquanto LC27 ndo alterou o
pH do meio.

Tabela 7: Biomassa produzida durante o ensaio em fermentdmetro.

Linhagem
LC27 1B04 1B09
Biomassa (g/L) 20,1 24,0 19,2

Observado o aumento da biomassa e os baixos valores de evolucéo de CO,, € possivel estimar
que o tamanho do in6culo tenha sido um fator limitante ao processo fermentativo, com utilizacdo
das fontes de carbono do meio para construcdo de biomassa. Considerando que a Unica condi¢ao
distinta entre o ensaio em fermentdémetro e o cultivo para curva de crescimento foi a vedagéo do
sistema, € possivel que a diferenca na aeracdo tenha sido o fator responsavel pela alteracéo de pH
em padrdes também distintos. Este deve ter sido o mesmo fator limitante para a evolucdo de CO,
(producdo de etanol), j& que as leveduras que produzem etanol a partir de D-xilose o fazem em

condicOes aerdbias (CONVERTI et al., 1999).
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Figura 13: Evolucdo de CO,.
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A maior atividade fermentativa foi observada em LC27 (3,8 g/L). 1B04 atingiu valor maximo
apos 84 horas de fermentagdo. LC 27 e IB09 atingiram méximo de evolucdo de CO, apds 108
horas de cultivo. Os resultados apontam potencial fermentativo, mas com baixa produtividade,
como apresentado por S. cerevisiae recombinante, produzida por Matsushika et al. (2008). A
quantidade de alcool produzida é estimada em 3,97, 3,24 e 3,14 g/L por LC27, 1B04 e 1B09,
respectivamente. A baixa produtividade esta provavelmente associada a capacidade reduzida de

crescimento em condigdes anaerdbias usando D-xilose como fonte de carbono.

Termotolerancia e Tolerancia ao Etanol

A tolerdncia a temperaturas elevadas é apontada como uma das caracteristicas necessarias a
qualguer microrganismo usado em bioprocesso fermentativo, pois o calor é um fator limitante do
crescimento microbiano e um dos maiores gastos da industria de fermentacéo esta relacionado ao
uso de agua para resfriamento e manutencdo das temperaturas vidveis ao metabolismo
microbiano (GOLDEMBERG, 2008). Entre as trés linhagens testadas, a menor viabilidade
celular apds o choque térmico de 9 minutos foi observada em LC27. 1B04 e IB09 apresentaram
valores semelhantes, sem diferenca significativa (figura 13).

Vianna et al. (2008) mencionam dois tipos de choques térmicos. O choque térmico néo letal
consiste na incubacdo dos frascos com as culturas em banho-maria a 52 °C com aclimatacéo
prévia a 40 °C por 60 minutos. A incubacdo a 52 °C sem a aclimatacdo é definida pelo autor
como choque térmico letal, teste aplicado neste experimento. A taxa de sobrevivéncia de 1B04 e
IBO9 ao choque térmico letal foi semelhante ao de linhagens selvagens de S. cerevisiae (UFMG-
A905, UFMG-A1003 e UFMG-A1007), empregadas na fermentacdo para producéo de cachaca,
quando submetidas ao choque térmico nao letal. As referidas linhagens de S. cerevisiae, quando

submetidas ao choque térmico letal, apresentaram taxa de sobrevivéncia inferior a IB04 e 1B09.
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As colbnias foram contadas apds 24 horas de incubacdo, sendo que t;, t, e t3 correspondem
respectivamente a semeadura apos 3, 6 e 9 minutos de incubagdo a 52 °C. O numero de colbnias
tornou-se incontavel a partir das 48 horas. Observou-se reducdo gradual no nimero de unidades
formadoras de colonia em LC27, fato ndo observado para 1B04 e IB09 (tabela 8).

Aplicando-se os conceitos cunhados por Vianna et al. (2008) e Ogawa et al. (2000), 1B04 e I1B09
sdo termotolerantes, mantendo a viabilidade celular ap6s choque térmico em valores equiparaveis
aos observados em linhagens tradicionalmente aplicadas na indlstria da fermentacdo. Esta
caracteristica reduz os custos industriais, principalmente a utilizacéo de agua, no resfriamento dos
reatores, além de permitir o uso do choque térmico como ferramenta seletiva, eliminando

microrganismos contaminantes presentes no reator (NIGAM, 2000).
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Figura 13: Comparacao da proporc¢do de células vidveis de cada linhagem ap6s choque térmico.

Tabela 8: Contagem de colénias formadas em 24 horas apés 3 (ty), 6 () e 9 (t3) minutos de choque térmico (52°C).

Linhagem
Tempo LC27 1B04 1B09
t 87 48 51
t 64 44 46
ts 33 43 45

A contagem do numero de unidades formadoras de col6nias apds cultivo estacionario em YPD

(adicionado de 20% de etanol) apresentou resultados semelhantes para as trés linhagens e, assim
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como o cultivo subsequente ao choque térmico, 0 nimero de UFC tornou-se incontavel a partir

das 48 horas de incubacdo (figura 14). Os nimeros de UFC’s de cada linhagem obtidos em 24

horas estdo expressos na tabela 9.

Tabela 9: Contagem de col6nias formadas em 24 horas apds 7 dias de incubacdo em YPD + etanol (20% v/v).

Linhagem

LC27

1B04

1B09

UFC 71

89

74

Figura 14: Semeadura em placas de Petri contendo YNBX (20 g/L de Agar) ap6s 7 dias de cultivo estacionario em
YPD + 20% de Etanol (v/v). A: LC27, B: I1B04 e C: 1B09.
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Conclusodes

As linhagens selecionadas apresentam bom desempenho na producdo de biomassa, superando
algumas linhagens industriais de K. marxianus, P. tannophilus e S. cerevisiae quando cultivadas
em condic¢des semelhantes.

Todas apresentam tolerdncia ao etanol e elevada tolerancia aos inibidores presentes no
hidrolisado hemicelulésico de cana-de-agUcar, fato evidenciado pela elevagdo do pH, indicando a
assimilacdo de &cidos organicos, podendo ser aplicadas para biodetoxificacdo deste tipo de
substrato.

A elevacdo da concentracdo de acUcar redutor total nas primeiras horas de cultivo evidencia
potencial sacarificante, aumentando a dosagem de ART em valores até duas vezes maiores que 0S
propiciados por Kits enzimaticos comerciais.

Entre as trés linhagens analisadas, LC27 apresenta maior tolerancia frente ao hidrolisado
hemiceluldsico de cana-de-agucar, mantendo maior taxa de viabilidade celular (90,34%) apo6s 120
horas de cultivo. Apesar disso, esta é a que apresenta menor termotolerancia, podendo apresentar
limitacGes quanto a aplicabilidade industrial.

A evolugédo de CO, revela potencial fermentador, todavia com produtividade muito reduzida
quando comparada a outras espécies tradicionalmente usadas na fermentacdo de hidrolisados
hemiceluldsicos, com a clara necessidade de novas pesquisas afim de se definir as condigdes

ideais para exploragdo do potencial biotecnoldgico destas leveduras com maxima rentabilidade.
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CONCLUSAO GERAL

A necessidade de selecionar novas linhagens, ou mesmo espécies ainda nao descritas, no intuito
de possibilitar a fermentacdo de pentoses faz-se cada vez mais evidente. Sendo esta uma
caracteristica ndo tdo disseminada quanto a capacidade fermentativa de hexoses, evidenciado
pelo baixo numero de fermentadores (somente trés) encontrados entre as 76 coldnias isoladas. Os
esforcos devem ser concentrados tanto na selecdo de novos fermentadores como na otimizagéo
dos bioprocessos efetuados pelas cepas fermentadoras.

Conforme predito por Breznak (1982) e Blackwell (2004), cupins e besouros sdo habitat natural
de diversos microrganismos capazes de assimilar e fermentar pentoses. A realidade amazonica,
no tocante aos habitat avaliados, condiz com o que fora postulado por estes dois autores.

Embora as trés linhagens selecionadas demonstrem capacidade fermentativa frente a D-xilose,
ficou evidente que as condicGes utilizadas nos ensaios em fermentémetro ndo sdo as ideiais para
que estas fermentassem a referida pentose com produtividade economicamente viavel.

As linhagens selecionadas demonstram potencial biotecnoldgico, ja que apresentam tolerancia ao
etanol, termotolerancia (duas das trés linhagens) e produzem biomassa em hidrolisado

hemicelul6sico com elevado teor de inibidores do crescimento microbiano.
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