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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar microrganismos etanologénicos
eficientes e robustos para aplicagdo industrial. Inicialmente, foi comparada a producéo de
etanol entre 10 linhagens industriais de S. cerevisiae e entre 10 linhagens de Z. mobilis,
pertencentes a Colecdo de Culturas de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da
UFPE. Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio (50 mL), em meios a base de
glicose, com e sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agtcar. O hidrolisado foi
obtido por tratamento hidrotérmico (195° C, 16 min.) em reator descontinuo de 20 L (Regmed
AU/E-20). Por analise estatistica, duas linhagens, uma de cada grupo (S. cerevisiae 1A1238 e
Z. mobilis ZAP), foram selecionadas para caracterizacdo cinética em biorreator de bancada
(New Brunswick Scientific, Bioflo 110). Foram avaliados, tambem, os efeitos individuais e
sinérgicos de inibidores (furfural, HMF, acido acético, acido formico e acido galico) sobre as
duas linhagens selecionadas. Na caracterizacdo cinética em biorreator, na auséncia de
hidrolisado, o rendimento de etanol de S. cerevisiae 1A1238 (0,36 g g™*) foi um pouco inferior
ao de Z. mobilis ZAP (0,42 g g™*). No entanto, S. cerevisiae 1A1238 foi capaz de fermentar na
presenca do hidrolisado, embora com inibi¢do do crescimento, enquanto Z. mobilis ZAP foi
totalmente inibida. Na andlise individual de inibidores, o acido acético e o acido formico, em
concentracdes presentes no hidrolisado, apresentaram maior poder de inibicdo, tanto sobre S.
cerevisiae 1A1238 (53% e 26%, respectivamente) como sobre Z. mobilis ZAP (93% e 73% ,
respectivamente). Embora Z. mobilis apresente vantagem metabdlica em meio de glicose (i.e.
maior rendimento de etanol), S. cerevisiae se mostrou, em geral, mais robusta para aplicacéo
industrial. Em particular, a linhagem 1A1238, utilizada atualmente em processos industriais de
primeira geracdo, mostrou ser uma boa plataforma para modificacbes genéticas futuras, para

aplicacdo em processos de segunda geracéo.

Palavras-chave: Fermentacdo; bagaco de cana-de-aclcar; Saccharomyces cerevisiae,;

Zymomonas mobilis; inibidores.



ABSTRACT

The aim of this work was the selection of efficient and robust ethanologenic microorganisms
for industrial application. Ethanol production were initially compared among 10 industrial
strains of Saccharomyces cerevisiae and among 10 strains of Zymomonas mobilis, deposited
in the Microorganism Culture Collection of the Department of Antibiotics from UFPE. The
experiments were carried out in test tubes (50 mL) on glucose medium, without and with
hemicellulosic hydrolysate of sugarcane bagasse. The hydrolysate was obtained by
hydrothermal pretreatment (195° C, 16 min.) in a 20-L batch reactor (Regmed AU/E-20). By
statistical analysis, two strains, one of each group (S. cerevisiae 1A1238 and Z. mobilis ZAP),
were selected for kinetic analysis in benchtop batch bioreactor (New Brunswick Scientific,
Bioflo 110). The individual and sinergic effects of inhibitors (furfural, HMF, acetic acid,
formic acid and galic acid) on the two selected strains were also evaluated. Kinetic
characterization in medium not containing hydrolysate showed a lower ethanol yield for S.
cerevisiae 1A1238 (0.36 g g™) compared to Z. mobilis ZAP (0.42 g g). However, S.
cerevisiae 1A1238 was capable of fermenting in the presence of the hydrolysate, although
growth was inhibited, while Z. mobilis ZAP was totally inhibited. Individually, acetic acid and
formic acid (in concentrations found in the hydrolysate) showed higher inhibition power on
both S. cerevisiae 1A1238 (53% and 26%, respectively) and Z. mobilis ZAP (93% and 73%,
respectively). Although Z. mobilis has metabolic advantage in fermenting glucose (i.e. higher
ethanol yield), S. cerevisiae showed, in general, to be more robust for industrial application.
In particular, the strain 1A1238, used currently in first generation industrial processes, could
be a good platform for future genetic modifications for application in second generation

processes.

Key-words: Fermentation; sugarcane bagasse; Saccharomyces cerevisiae; Zymomonas

mobilis; inhibitors.



SUMARIO

RESUMO ...ttt bbbt s b et e bt et e st e seebe st et e s e e benbeneanennas viii
A B S T R A T ettt et e e et e e e e e et e e e e e e naae e e areeanae s IX
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt e et e et e e e s e e e snaeeennaeeen Xii
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt bt anas XVi
NOMENCLATURA ..ottt sttt sttt se st sbe e nennas xviii
1 INTRODUGAO ...ttt see et 1
2 OBUIETIVOS. ... e et e et e et e e e e e e et e e e st e e e araeeeanaeeennreeans 3
N O o] (=1 (Ao I T - | USRS 3
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS .....vveivreiiciieiie ettt be e sreenre e 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 4
T8 A =Y o Tod o] 1o LU Y YT PSS 4
3.2 Etanol de Segunda GEraCa0..........ciiveiueiierieeieieeseesteseesteeie s e ste et e s e te e e saeesraenesraesreenneas 6
3.2.1 Inibidores da fermentaca..........cccceiieieeiie it 9
3.3 Fermentag8o AICOONICA........ooveieiiieieese e e 10
3.3.1  SACCRArOMYCES CEIEVISIAR ......ceuveueeietiite sttt et 11
3.3.2 Zymomonas MODIIIS .......ccueiiiiiie e 14
4 MATERIAL E METODOS ......ooviieieieeeiieeeseetsesseeisss s ses s ses s seses s s ssnsnsens 18
4.1 MICIOIGANISIMOS ... .eevieiteeeieiteete et e steeste et e s te e te e esteesteessesteesbeessesseesaeesseassesbeenteansesaeenneanee e 18
Y =T To Lo (o O (] - LSS 19
4.2.1 MEIO A8 CONSEIVAGAD .....eviviiieiiesietete sttt sttt ettt b bbb enes 19
4.2.2 Meio de preparaGao de iNOCUID...........coieiiieie i 20
4.2.3 Meio de fErMENTAGAD ........cceiiiiieiie ettt sre e 21
4.2.4 Hidrolisado hemiCRIUIOSICO .....c..ovveiiiiiiicie e 22
4.3 Procedimento EXPerimental ...t 24
4.3.1 Caracterizacdo inicial e selecdo de liNhagens...........ccceevveie i i 24
4.3.2 Caracterizacdo cinética das linhagens selecionadas ..............cccocveveiieieene e, 26
4.3.3 Caracterizacao do efeito de inibidores em meio SINtEtiCO ........ccevvrivvieerecie e 26
4.4 MELOUOS ANAITTICOS. .. .cviiieiieee ettt ettt re et e e sreenaeenee e 28
4.4.1 Determinacdo de concentragdo CelUIAr ..........occoiviiiiiiiiiii e 28
4.4.2 Determinacgdo das concentracOes de substratos, produtos e inibidores. .............c.c....... 29
4.5 MELOUOS MALEMALICOS ......veveeeeerieiiiesieeiesee e eee s e steesae e e steeseesseesaeeteaseesreenseaneesaeeeeanee e 30

45.1 Calculo de pardmetroS CINETICOS .......ccueivirieriirierieieie ettt 30



Xi

4.5.2  ANALISE BSTALISTICA ...veivviveiiieieieiee et ans 32
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......c.oiiriiiiiiieineieiississsssses s 33
5.1 Caracterizagdo e Selecdo das Linhagens.........cccccveeiieiiiic e 33
5.1.1 Linhagens de S. CErEVISIAR........cuciiiiiiieiie e cee st ee sttt te e e e e 33
5.1.2 Linhagens de Z. MODIIS. ..o s 41
5.2 Caracterizacdo Cinética das Linhagens Selecionadas ...........cc.ccoceoreninniincnnincnenn 46
5.2.1  S.CEreviSiae LA 1238........ooi ittt bbbttt 46
5.2.2  Z.MODIHS ZAP ...ttt et 50
5.3 Efeito de Inibidores sobre os Microrganismos Selecionados.............cccoceevveniivnnnne. 54
5.3.1  S.CereviSiae IA L1238 .......coi ettt st es 54
5.3.2  Z.MODIIIS ZAP ... 59
B CONCLUSAO ...ttt 64

7 REFERENCIAS ..o oo oot ettt e e et et e r et e et e e et e e e e e e e es e, 65



Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 5.1

Figura 5.2

LISTA DE FIGURAS

Estrutura recalcitrante dos materiais lignocelulésicos, 0s quais sdo
constituidos de celulose, hemicelulose e lignina. Fonte: Adaptado de
CANILHA et al. (2010)........coieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeese e

Alteracdes estruturais na microfibrila celuldsica determinadas pelo
pré-tratamento, seguidas pela hidrdlise enziméatica e fermentacéo.
Fonte: Adaptado de CANILHA et al. (2010).......ccccccvvvveveiieiieennnne

Via metabolica de formagdo de produtos da fermentagdo de
carboidratos por S. cerevisiae (via Embden-Meyerhof). Fonte:
Modificado de WALKER (1998)........cccceiiiiiiiniieienieseee e

Via metabolica de formacdo de produtos da fermentacdo de
carboidratos por Z. mobilis (via Entner-Doudoroff). Fonte:
ERNANDES; GARCIA-CRUZ (2009)......cccceveiiierieisienierieeseseerennen,

Reator (REGMED AU/E-20) utilizado para a obtencdo do hidrolisado
NEMICEIUIOSICO. ...t s

Fluxograma do tratamento hidrotérmico utilizado para a obtencdo do
hidrolisado hemicCelulGSICO............ccceevviiiiiieie e

Mesa incubadora rotativa (New Brunswick Scientific, C25KC),

contendo frascos Erlenmeyer de 500 mL com
INOCUIOS. ...ttt re e
Tubos de 50 mL (Falcon) utilizados na selecdo de
TINNAGENS. ...

Biorreator de bancada instrumentado (New Brunswick Scientific,
Bioflo 110) utilizado nos experimentos de caracterizacdo cinética das
TINNAGENS. ...

Esquema da Camara de Neubauer e da microscopia em objetiva de
40X. Fonte: Adaptado de ALVES (2006)........c.ccoeeeerrerenenineeeeiennes

Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent,
série 1100) utilizado para a determinacdo de concentracdes de
substrato, produtos e inibidores...........cccovveiecii i,

Concentracdo de biomassa das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18
horas de fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar...........cocvevevvereeriesieennns

Concentracdo de células viaveis das 10 linhagens de S. cerevisiae, em
18 horas de fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar...........ccooevvieiveieeniennen,

7

12

15

22

23

25

25

27

29

30

33

xii



Figura 5.3

Figura5.4

Figura 5.5

Figura 5.6

Figura 5.7

Figura 5.8

Figura 5.9

Figura 5.10

Figura 5.11

Figura 5.12

Figura 5.13

Figura 5.14

Consumo de glicose das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas
de fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr............ccueveerueeieseeiesie e et

Producédo de etanol pelas 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas
de fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr..........ccerverreieieseeeeie e

Producdo de acido succinico, acido acético e glicerol pelas 10
linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meio sem
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
T A Tor: | SRRSO UR PSRRI

Producéo de acido acético pelas 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18
horas de fermentagdo, em meio com hidrolisado hemicelul6sico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr...........cccuevueeeeiieieeie e se e

Concentracdo de biomassa formada pelas 10 linhagens de Z. mobilis,
em 18 horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar...........cccccceveivivcieereennnn,

Consumo de glicose pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas de
fermentagdo, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
CANA-UE-ACUCAN.......cueeiteeireieetie e erte st ste et sre e ste e

Producdo de etanol pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas de
fermentacdo, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de
CANA-UE-ACUCAT .. ...ttt

Producdo de acido acético pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18
horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr............ccvevveeeeieeireeie e

Curvas de crescimento, consumo de substrato e producdo de etanol
por S. cerevisiae 1A1238, durante fermentacdo em alta concentracéo
de glicose (200 g L™), em meio sem hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-aGUCAr...........cccvierieieierieeese e

Curvas de crescimento, consumo de substrato e producdo de etanol e
glicerol por S. cerevisiae 1A1238, durante fermentacdo em baixa
concentracdo de glicose (50 g L™), em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar............cccoveverevecesieennnne.

Velocidade especifica maxima de crescimento de S. cerevisiae
IA1238, em meio de glicose (200 g L™) sem hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar...........cccoovevereieneieeennne.

Velocidade especifica maxima de crescimento de S. cerevisiae
IA1238, em meio de glicose (50 g L™) sem hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar..........cccevvvvereeieerenenne.

36

37

39

39

41

43

43

45

47

47

48

Xiil



Figura 5.15

Figura 5.16

Figura 5.17

Figura 5.18

Figura 5.19

Figura 5.20

Figura 5.21

Figura 5.22:

Figura 5.23:

Figura 5.24:

Curvas de crescimento, consumo de substrato e producédo de etanol e
glicerol por S. cerevisiae 1A1238, durante fermentacdo em baixa
concentracdo de glicose, em meio com hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr...........ccurierirerieieere e s

Variacdo das concentracdes dos inibidores durante a fermentacdo de
S. cerevisiae 1A1238 em baixa concentracéo de glicose (50 g L™), em
meio com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
Yoo | PR SPSR

Curvas de crescimento, consumo de substrato e producao de etanol
por Z. mobilis ZAP, durante fermentacdo em alta concentragéo de
glicose, em meio sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-
AB-BCUCAT ...ttt bttt

Curvas de crescimento, consumo de substrato e producdo de etanol
por Z. mobilis ZAP, durante fermentacdo em baixa concentragdo de
glicose, em meio sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-
(0L Lo ot OSSPSR

Velocidade especifica maxima de crescimento, calculada na fase
exponencial da curva de crescimento, durante fermentacao de glicose
por Z. mobilis ZAP, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico, com
alta concentragdo de glicose (150 g L™).....vvorvereeeeceiereeeersseeeieneons

Velocidade especifica maxima de crescimento, calculada na fase
exponencial da curva de crescimento, durante fermentacao de glicose
por Z. mobilis ZAP, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico, com
baixa concentracéo de glicose (50 g L™)......cvverveerenveireeresissiesninnes

Densidade Optica e concentracdo de biomassa durante fermentacédo
de glicose por Z. mobilis ZAP, em meio com hidrolisado
hemicelulésico, com baixa concentracdo de glicose (50 g L™)............

Variacdo das concentracdes dos inibidores durante a fermentacdo de
Z. mobilis ZAP em baixa concentracdo de glicose (50 g L™), em meio
com hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-acUcar.............

Concentracdo de biomassa formada pela linhagem S. cerevisiae
IA1238 e percentual de inibicdo do crescimento, apds 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo é&cido gélico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
1010 | USRS

Concentracdo de células vidveis e a viabilidade de S. cerevisiae
IA1238, apo6s 18 horas de fermentacdo em meio contendo acido
galico e inibidores identificados no hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr...........cooeririerieieieie et

50

51

51

52

52

53

53

54

Xiv



Figura 5.25:

Figura 5.26:

Figura 5.27:

Figura 5.28:

Figura 5.29:

Figura 5.30:

Figura 5.31:

Figura 5.32:

Consumo de glicose pela linhagem S. cerevisiae 1A1238, apds 18
horas de fermentacdo, em meio contendo &cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
T o | SRS

Producdo de etanol pela linhagem S. cerevisiae 1A1238, apds 18
horas de fermentacdo em meio contendo &cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
Yo Tor: | SO SS PRSP

Producdo de glicerol pela linhagem S. cerevisiae 1A1238 ap6s 18
horas de fermentagdo, em meio contendo &cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
T Tor: | SO S PP R S PRPTRR

Variacdo das concentracdes dos inibidores, apds 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo 4&cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
Yo Tor: | SRRSO

Concentracdo de biomassa formada pela linhagem Z. mobilis ZAP e
percentual de inibi¢do do crescimento, ap6s 18 horas de fermentagdo
em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
oL o7 | S SRS USSP

Consumo de glicose pela linhagem Z. mobilis ZAP, ap6s 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo 4&cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
oL o7 | S TS URPP

Producdo de etanol pela linhagem Z. mobilis ZAP, apds 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo 4&cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
Yoo SRRSO PRPSSSR

Variacdo das concentracdes dos inibidores, apds 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo 4&cido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
Yoo | OSSOSO PRPSRRR

56

57

58

59

60

61

62

62

XV



Tabela 3.1

Tabela 4.1
Tabela 4.2

Tabela 4.3

Tabela 4.4

Tabela 4.5

Tabela 4.6

Tabela 4.7

Tabela 5.1

Tabela 5.2

Tabela 5.3

Tabela 5.4

Tabela 5.5

Tabela 5.6

Tabela 5.7

LISTA DE TABELAS

Balango de energia na producdo de etanol, com diversas matérias-

primas. Fonte: MACEDO (2007).......c.ccccuevviiieieeieereeese e 5
Linhagens de S. cerevisiae investigadas neste trabalho...............cc......... 18
Linhagens de Z. mobilis investigadas neste trabalho...............cc.cccevenin. 19

Composigéo dos meios de cultura utilizados nas etapas de ativagéo,
conservacao e reativacao das linhagens de S. cerevisiae e Z. mobilis... 20

Composic¢do do meio de cultura utilizado na preparacdo do inoculo
nas linhagens de S. cerevisiae € Z. mobiliS...........ccccovveviiiiieiciiecn, 21

Composicdo do meio de fermentacdo (por litro de &gua ou hidrolisado
NeMICEIUIBSICO).......ecviiie e 21

Composicéo do hidrolisado obtido e utilizado nas fermentagoes.......... 23

Concentragdes dos inibidores utilizadas (isoladamente e em conjunto)
NOS EXPEITMENTOS. ...eevvevesteetieiieieeee ettt bbb 24

Viabilidade celular das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas de
fermentacdo, em meios sem e com hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de Cana-de-aGUCAr...........cccvevvereeireeie e se e 35

Produtividade e rendimento de biomassa para as 10 linhagens de S.
cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meios sem e com
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agUcar..................... 36

Produtividade e rendimento de etanol das 10 linhagens de S.
cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meios sem e com
hidrolisado hemiCelulBSICO..........cccoerieiiiiiiieee e 38

Rendimento de co-produtos das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18
horas de fermentagdo, em meios sem e com hidrolisado
NEMICEIUIOSICO. ..o 40

Produtividade e rendimento de biomassa para as 10 linhagens de Z.
mobilis, em 18 horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar............cccceveveveiesinennnne. 42

Produtividade e rendimento de etanol para as 10 linhagens de Z.
mobilis, em 18 horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar..........cccooeveivivciinnnennnn, 44

Rendimento de &cido acético das 10 linhagens de Z. mobilis, em 18
horas de  fermentacdo, em meio  sem  hidrolisado
NEMICEIUIGSICO. ......vveee e 45

XVi



Tabela 5.8

Tabela 5.9

Tabela 5.10

Tabela 5.11

Produtividade e rendimento de biomassa para a linhagem S.
cerevisiae 1A1238, em meio contendo inibidores, ao final de 18 horas
de FErMENTACAD. .......eeiieieeie et

Produtividade e rendimento de etanol para a linhagem S. cerevisiae
IA1238, em meio contendo inibidores, ao final de 18 horas de
FEIMENTAGAOD. ... .t

Produtividade e rendimento de biomassa para a linhagem Z. mobilis
ZAP, em meio contendo inibidores, ao final de 18 horas de
FEIrMENTACAD. ... .ccve i

Produtividade e rendimento de etanol para a linhagens Z. mobilis
ZAP, em meio contendo inibidores, ao final de 18 horas de
TEIMENTAGAD. ... .t

XVii

S7

61



CP

Ix
Is

e

Os
Qp

(cp

Yxs
Ypss

Ycpis

Qx
Qp
Qcp

NOMENCLATURA

Concentragdo de biomassa (g L™)
Concentragéo de substrato (g L™)
Concentragéo de produto (g L™)

Concentragéo de co-produto (g L)

Velocidade de crescimento celular (g L™ h)
Velocidade de consumo de substrato (g L™ h™)
Velocidade de formacéo de produto (g L h™)

Velocidade de formacdo de co-produto (g L h™)

Velocidade especifica de crescimento (h™)
Velocidade especifica de consumo de substrato (g g h™)
Velocidade especifica de formag#o de produto (g g™ h™)

Velocidade especifica de formagéo de co-produto (g g™*h™)

Rendimento de biomassa em substrato (g g™*)
Rendimento de produto em substrato (g g™*)

Rendimento de co-produto em substrato (g g*)

Produtividade volumétrica de biomassa (g L™ h™)
Produtividade volumétrica de produto (g L™ h™)

Produtividade volumétrica de co-produto (g L*h™)

XVili



Subscritos

F

MAX

Siglas

ANOVA
CONAB
Furfural
HMF
Proélcool
SSF

SHF

1A

UFPE

UFPEDA

XiX

Final

Maxima

Analysis of variance

Companhia Nacional de Abastecimento
2-furaldeido

5-Hidroximetil- 2-furaldeido

Programa Nacional do Alcool

Simultaneous Saccharification and Fermentation
Separate Hydrolysis and Fermentation

Instituto de Antibioticos

Universidade Federal de Pernambuco.

Colecdo de Culturas de Microorganismos do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco.



1 INTRODUCAO

Para reduzir o consumo de combustiveis fosseis e a emissdo de gases que provocam 0
efeito estufa, rumando para uma matriz energética mais sustentavel, faz-se necessario a busca
por fontes de energia alternativas e renovaveis. Entre as varias possibilidades existentes,
pode-se citar a utilizacdo de etanol, um combustivel produzido principalmente a partir de
fontes renovaveis, por meio da conversdo de acucares presentes em diversas culturas, como,
por exemplo, cana-de-agucar, beterraba e milho.

No Brasil, o etanol produzido ¢ oriundo de processo fermentativo do caldo da cana-de-
acucar ou melago, sendo denominado de etanol de primeira geracdo. Apesar de estar bem
estabelecido, o aumento da eficiéncia deste processo permanece como um aprendizado
constante, e novos desafios se apresentam para a utilizacdo do bagaco como matéria-prima em
processo de segunda geracao (etanol celulésico). Em particular, ainda deve-se dedicar atencéo
a selecdo e ao melhoramento dos microrganismos responsaveis pela fermentacdo, no que diz
respeito a tolerancia as condicdes de estresse industrial.

A fermentacéo alcoolica é um processo que pode ser realizado por leveduras e bactérias.
A levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo mais utilizado na
producdo de etanol de primeira geracdo, por ser bem adaptado as condi¢des industriais e
produzir etanol com alto rendimento. Este microrganismo pode fermentar algumas fontes de
carbono como, por exemplo, glicose, frutose, maltose e sacarose. A principal desvantagem da
utilizacdo de S. cerevisiae para processos de segunda geracdo € a sua incapacidade de
metabolizar as pentoses presentes na hemicelulose (WALKER, 1998). A bactéria Gram-
negativa Zymomonas mobilis € uma alternativa considerada promissora para a producdo de
etanol a partir de glicose, no entanto, como S. cerevisiae, este microrganismo possui limitacdo
para utilizagdo em processo de segunda geracdo, pois metabolizam apenas glicose, frutose e
sacarose (SWINGS, DE LEY, 1977; VIIKARI, 1986).

A primeira etapa para a producdo do etanol de segunda geracdo é o pré-tratamento, cuja
funcdo é remover barreiras estruturais e composicionais dos materiais lignocelulésicos,
promovendo uma melhora na percentagem de hidrolise e aumento dos rendimentos de
acucares fermentesciveis a partir da celulose e hemicelulose (MOSIER et al., 2005). Porém,
durante esse processo ha a formacdo de compostos inibitérios, que podem tornar-se um
entrave ao processo fermentativo. Na tentativa de evitar este obstaculo, faz-se necessario o

desenvolvimento de processos para reduzir a producdo desses compostos inibitorios, através



de pré-tratamento adequado da matéria-prima, e a selecdo de linhagens de microrganismos
tolerantes aos inibidores presentes nos hidrolisados.

A Colecdo de Cultura de Microrganismo do Departamento de Antibidticos da UFPE
(UFPEDA) possui um grande acervo de linhagens industriais de S. cerevisiae, obtidas, em sua
maioria, de destilarias da Regido Nordeste do Brasil. A selecdo de uma linhagem, com
tolerancia ao estresse industrial tradicional e a inibidores presentes em hidrolisados de
biomassa de cana-de-acUcar, podera ter aplicagdo nas destilarias de alcool ja implantadas no
pais, onde hidrolisados sejam utilizados em misturas com melaco, dentro da tecnologia atual
de fermentacdo de hexoses, ou servir como plataforma para futuras modificagdes genéticas.
Por outro lado, um grande nimero de linhagens de Z. mobilis, muitas isoladas e modificadas
geneticamente por pesquisadores do Departamento, estdo também conservadas nesta colecéo.
Embora este microrganismo etanologénico ainda ndo esteja vinculado a industria, €, também,
importante a investigacdo sobre a sua potencialidade para aplicagédo em processos de segunda
geracao.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Investigar o potencial de linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis,

pertencentes a Colecdo UFPEDA, para aplicacé@o na producéo de etanol de segunda geracéo.
2.2 Objetivos Especificos
e Selecionar a linhagem mais eficiente e robusta, entre linhagens de S. cerevisiae e entre
linhagens de Z. mobilis, em meio a base de glicose, com e sem hidrolisado

hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar.

e Determinar e comparar 0s parametros cinéticos das linhagens selecionadas, de S.

cerevisiae e de Z. mobilis, em biorreator instrumentado.

e Investigar os efeitos individuais e sinérgico de compostos inibitorios, identificados no

hidrolisado, sobre as linhagens selecionadas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocombustiveis

Renovaveis, 0s biocombustiveis sdo fontes alternativas de energia que competem
diretamente com os combustiveis derivados do petréleo, sendo considerados ambientalmente
corretos, pois durante o desenvolvimento da planta hd a utilizacdo o dioxido de carbono
produzido durante sua combustdo, neutralizando emissdes de CO, para a atmosfera
(BRANCO; MURGEL, 2000).

Até os anos 70, o consumo dos combustiveis fosseis, considerados inesgotaveis para
essa época, atingiu altos niveis, porém a sociedade desconhecia os impactos ambientais
causados pelo uso desordenado. No entanto, no inicio dos anos 80, com 0 surgimento de
alguns estudos, a sociedade ficou ciente das limitagfes quanto ao consumo de combustiveis
fosseis e dos impactos ambientais derivado do seu uso, gerando, assim, uma tendéncia a
reducdo do consumo e uma possivel diminui¢do da contaminacdo ambiental (ROSEN, 2002;
CABRERA et al., 2000).

A emissdo de gases toxicos, provenientes da reacdo de combustdo, é considerada um
dos principais responsaveis pelo aquecimento global e pela intensificacdo do efeito estufa
(ROSEN, 2002). Harder et al. (2011) e Szwarc (2011) relatam a importancia da utilizacdo de
biocombustiveis em substituicdo aos combustiveis fosseis, obtendo-se, assim, efeitos
positivos na diminuicdo da emissdo desses gases. A participacdo dos biocombustiveis na
matriz energética global torna-se cada vez mais relevante, além da sua facilidade de obtencéo,
muitas vezes provenientes de conjunto de produtos e residuos da agricultura, das florestas e de
industrias relacionadas, tendo como exemplos a madeira, o carvdo de madeira, o alcool
combustivel e o biodiesel (HAHN-HAGERDAL et al., 2006; BNDES/CGEE, 2008). No
Brasil, atualmente, dois combustiveis, o etanol e o biodiesel, vém sendo alvo de politicas para
0 setor energético, sendo que o etanol apresenta um melhor balango energético, que significa
uma alta relagdo entre a energia renovavel produzida em comparacao a energia fossil utilizada
na sua producdo (URQUIAGA; ALVES; BOODEY, 2005).

O investimento em novos estudos para utilizacdo da cana-de-acgUcar para a producgéo do
etanol deu-se apds a crise do petr6leo em 1973, iniciando-se, assim, na década de 1970, o
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL). O PROALCOOL permitiu a implementac&o

no Brasil de bioenergia em larga escala, através do investimento em tecnologia capaz de gerar



motores que se adequassem ao novo combustivel. Esse programa caracterizou-se por
desenvolver um combustivel que colabora com a redugdo da poluicdo ambiental
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009). Apesar dos gargalos e do declinio do PROALCOOL
no final da década de 80, o incentivo de sua producdo, durante o auge do programa, geraram
muitos estudos e avancos na &rea da producdo do etanol, tanto no sentido de aumentar a
quantidade como melhorar a qualidade do alcool produzido no pais. Mesmo com o grande
desenvolvimento cientifico alcancado na producdo de etanol no Brasil, ainda existem
possibilidades de melhoramentos no processo para garantir a competitividade em relacéo ao
combustivel de origem féssil (GOLDENBERG, 2007; AMORIM et al., 2011).

O recente retorno aos aumentos no preco do petroleo, as perspectivas de esgotamento
das reservas e 0s compromissos firmados com a questdo ambiental, provenientes do Protocolo
de Kyoto, fizeram renascer a atencdo mundial as novas pesquisas para geracdo de fontes
alternativas de energia, como o etanol, que passou a constar de forma definitiva nos mercados,
gracas aos novos veiculos bicombustiveis (BASTOS, 2007; KIM et al., 2010). O etanol é hoje
uma fonte de energia alternativa de uso corrente, podendo ser obtido mediante a fermentacao
de mostos acucarados e de hidrolisados de amido (ANDRIETTA; STECKELBERG;
ANDRIETTA, 2007).

No Brasil, o etanol é produzido a partir de caldo de cana-de-acucar, que, dentre as varias
matérias-primas utilizadas para a sua producdo, possui 0 maior balanco energético
(MACEDO, 2007) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Balanco de energia na producdo de etanol, com diversas matérias-primas.
Fonte: MACEDO (2007).

Matéria-prima Energia renovavel/Energia féssil usada
Etanol de milho (USA) 1,3
Etanol de cana-de-acUcar (Brasil) 8,9
Etanol de beterraba 2,0
Etanol de sorgo sacarino (Africa) 4,0
Etanol de trigo (Europa) 2,0
Etanol de mandioca 1,0

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € um dos principais produtos agricolas do Brasil,
cultivada desde a época da colonizacdo. E uma graminea semiperene com parte aérea da

planta composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, e pelas pontas e folhas, que



constituem a palha da cana. Absorvem o didxido de carbono em moléculas de 4 carbonos, que
ficam armazenadas em vacuolos para serem utilizadas durante o dia (ciclo fotossintético do
tipo C4). Todos esses componentes somados totalizam cerca de 35 toneladas de matéria seca
por hectare. A cana-de-agucar constitui um potencial reservatério de energia e a grande
vantagem disso é que ela é completamente renovavel (ANDREOLI, 2008)

O grande impasse na utilizacdo da cana-de-acUcar para a producdo de etanol seria a
concorréncia com os alimentos, porém esse argumento nao se sustenta atualmente, pois 50%
do caldo extraido da cana de acUcar é revertido para a producdo de agucar. Outro ponto que
instabiliza esse argumento é que a producgéo de etanol no mundo, cerca de 50 bilhdes de litros
por ano, utiliza 15 milhdes de hectares de area, ou seja, 1% da area em uso pela agricultura no
mundo, equivalendo a 1,5 bilhGes de hectares. No Brasil, 6 milhdes de hectares sdo utilizados
para a producédo da cana-de-agUcar, sendo cerca de 90% do total na principal regido produtora
do Pais, a Centro-Sul, e 10% no Nordeste, produzindo 569 milhdes de toneladas e obtendo
uma produtividade de 72 (toneladas por hectare), dados da safra 2008/2009 (BASTQOS, 2007,
BNDES/CGEE, 2008; KIM et al., 2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010; UNICA,
2011).

3.2  Etanol de Segunda Geracéao

Atualmente, o Brasil produz 25 bilhdes de litros de etanol por ano a partir da cana-de-
acucar. O plantio dessa matéria-prima, realizado em terras araveis de boa qualidade, devera
ser expandido devido & crescente demanda nacional e internacional de alcool (CONAB,
2012). Uma alternativa para evitar a expansdo desmedida de areas de cultivo, devido a
necessidade de um aumento significativo na producdo de etanol, é o desenvolvimento de
processos de segunda geracdo, que permitam a utilizacdo de biomassas residuais de
composicéo lignocelulésica. Estas biomassas estdo disponiveis nos residuos de colheita, ou do
processamento das principais culturas, como a cana-de-acUcar, milho e trigo. Dentre estas
biomassas, 0s residuos celuldsicos provenientes da producgédo de etanol é uma das fontes mais
promissoras de carboidratos para a producdo de etanol de segunda geracdo (PEREIRA Jr.;
COUTO; SANTA ANNA, 2008; BENEDETTI et al., 2009).

O Brasil, nos Gltimos anos, vem investindo em projeto de aproveitamento de residuos
provenientes da producdo de alcool da cana-de-agUcar, na expectativa de que, futuramente, o

alcool lignocelulosico possa ser produzido em escala comercial e a custos competitivos ao do



etanol de primeira geragdo, possibilitando, assim, um aumento substancial na produtividade
(PEREIRA Jr. COUTO; SANTA ANNA, 2008; HARDER et al., 2011).

A CONAB (2012) estima para a safra de 2010/2011 uma producdo de 625 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar e 168,8 milhdes de toneladas de bagaco, sendo que, para cada
tonelada de cana, obtém-se em torno de 140 kg de bagaco seco, composto basicamente por
celulose, hemicelulose e lignina, na proporgéo aproximada de 40 a 50%, 20 a 30% e 25 a
30%, respectivamente, além de outros componentes em menores quantidades (APTA, 2011).

Os compostos presentes na parede celular das células vegetais sdo responsaveis pela
sustentacdo e protecdo da planta. Essa matriz é altamente ordenada e dindmica, podendo
tornar-se mais rigida ou mais frouxa conforme as necessidades ontogénicas e
comportamentais da célula ou da planta. A estrutura da parede celular é formada por fibras de
celulose que sdo cobertas pela hemicelulose, formando, assim, o chamado dominio celulose-
hemicelulose, sendo este unido por outro componente da parede celular, a lignina (Figura 3.1)
(BUCKERIDGE, 2010).

Parede celular

Macrofibila

Célula vegetal

Hemicelulose

Celulose

Figura 3.1: Estrutura recalcitrante dos materiais lignocelulosicos, os quais sao constituidos
de celulose, hemicelulose e lignina. Fonte: Adaptado de CANILHA et al. (2010).



Toda essa barreira dificulta a disponibilidade da glicose presente na celulose da parede
celular, sendo necessarias quatro etapas para producdo de etanol lignoceluldsico: pré-
tratamento da biomassa, hidrolise enzimatica da celulose; fermentacdo dos agucares liberados
e recuperacéo do etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

O pré-tratamento pode ser fisico, quimico, biol6gico ou a combinagdo desses (SUN;
CHENG, 2002). As técnicas de pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos, consideradas
mais promissoras no processo de obtencédo de etanol a partir da biomassa, sdo a de explosao a
vapor, a hidrotérmica e de utilizacdo de acido diluido. No entanto, a escolha das condicGes de
pré-tratamento dependerd de uma avalia¢do global do processo, rendimento e manutencdo da
integridade dos insumos de interesse (GALBE; ZACHI, 2002; MOSIER et al., 2005;
SANCHEZ; CARDONA, 2008).

As préximas etapas para a obtencdo de etanol, apos o pré-tratamento, sdo a hidrolise
enzimaética e a fermentacdo, que podem ocorrer em separado (SHF - Separate Hydrolysis and
Fermentation) ou simultaneamente (SSF - Simultaneous Saccharification and Fermentation)
(Figura 3.2).
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Figura 3.2: Alteragbes estruturais na microfibrila celuldsica determinadas pelo pre-
tratamento, seguidas pela hidrolise enzimatica e fermentacdo. Fonte: Adaptado de CANILHA
et al. (2010).

A hidrolise enzimatica consiste no uso de enzimas capazes de converter o polimero de
celulose, presente na fracdo celul6sica, em unidades fermentaveis de glicose. Esse processo é
realizado por celulases (endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em
celobiose, que, por fim, sdo convertidas em duas moléculas de glicose pela B-glucosidase.
Esse processo apresenta especificidade da reacdo, auséncia de reagdes secundarias, auséncia
de formacdo de produtos secundérios (inibidores da fermentacdo alcodlica) e reagdo em
condigdes que ndo requerem altas pressdes e temperaturas, ou ambientes corrosivos para 0s
equipamentos (BASTOS, 2007).



No processo SHF, o xarope obtido, apds a hidrdlise da celulose, é usado para a
fermentac&o etandlica, utilizando-se culturas de microrganismos que convertem hexoses em
etanol (RABELO et al., 2011). No processo SSF, a hidrdlise enzimatica e a fermentacéo,
ocorrem em uma mesma etapa, para se evitar, assim, a inibicdo da celulase pela glicose
resultante da hidrdlise (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

3.2.1 Inibidores da fermentacéo

Uma consequéncia da utilizagdo de altas temperaturas, empregadas em muitos pré-
tratamentos, ¢ a formacdo de inibidores originados dos acucares, principalmente da
hemicelulose: furfural, formado a partir da degradacdo das pentoses (xilose e arabinose); 5-
hidroximetilfurfural (HMF), formado como conseqiiéncia da degradacdo das hexoses (glicose,
manose e galactose); &cido férmico, proveniente da degradacdo do HMF; compostos
fendlicos, gerados a partir da degradacdo da lignina; e &cido acético, formado pela
desacetilacdo da hemicelulose. Esses compostos, quando presentes entre 0os componentes do
meio de cultura, podem danificar a parede dos microrganismos, reduzir a absorcdo de
aminoacidos aromaticos do meio, inibir enzimas (&lcool desidrogenase, piruvato
desidrogenase e aldeido desidrogenase), bem como prolongar a fase “lag” de crescimento
(MUSSATO; SANTOS; ROBERTO, 2004; ALMEIDA et al.,, 2007; CHENG et al., 2008;
ALPER; STEPHANOPOQULOS, 2009; YANG et al., 2010).

Os compostos produzidos no pré-tratamento da biomassa podem ser divididos nas
classes dos &cidos carboxilicos, furanos e dos fen6is (MCMILLAN, 1994). Os inibidores
formados nesse processo, que apresentam baixo peso molecular, sdo capazes de penetrar na
membrana celular, enquanto que os de elevado peso molecular ndo penetram na célula, porém
influenciam na atividade de moléculas transportadoras na membrana da célula. Os
mecanismos de acidos fracos, furanos e fendis na inibicdo do crescimento e producdo de
etanol foram avaliadores por Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000).

Linhagens de S. cerevisiae reagem a inibicdo do furfural, em condicdes de anaerobiose,
reduzindo este composto a alcool fufurilico, sendo essa reacdo catalisada pela alcool
desidrogenase, enzima dependente de NADH. A producdo desse co-fator nessa reacdo faz
com que haja uma menor producdo de glicerol, ja que a producdo desse composto também
libera um NADH que seréa utilizado na via metabolica desse microrganismo (PALMQVIST E
HAHN-HAGERDAL, 2000 ; PALMQVIST et al., 1999).
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Estudos tecnoldgicos, na éarea de fermentagdo, buscam o desenvolvimento de
microrganismos robustos, além dos ja conhecidos atualmente, que consigam produzir etanol a
partir dessa biomassa residual com maior eficiéncia, sendo também resistentes aos inibidores
industriais mais relevantes (ALMEIDA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009 PURWADI;
BRANDBERG; TAHERZADEH, 2007).

Na pesquisa de desenvolvimento de novos microrganismos para utilizacdo em processo
de segunda geracdo, sdo utilizadas técnicas de mutacdo e selecdo, engenharia metabdlica e
engenharia evolutiva para introducdo de vias de assimilacdo de substratos, como a xilose e a
arabinose; vias eficientes de producdo de etanol e mecanismos de resisténcia a inibidores
originados do pré-tratamento do bagaco (ALMEIDA et al., 2009).

S. cerevisiae e Z. mobilis sdo microrganismos etanologénicos e, portanto, candidatos
naturais para desenvolvimento e utilizacdo na producéo de etanol. (DELGENES; MOLETTA
NAVARRO, 1996; LAU et al., 2010).

3.3  Fermentacdo Alcoolica

Os microrganismos utilizados na fermentacdo sdo responsaveis pelas caracteristicas do
processo de obtencdo do etanol. Nesse processo, hd algumas caracteristicas particulares
importantes: alta conversdo por unidade de substrato assimilado, alta capacidade de
fermentacdo, termotolerancia, estabilidade e tolerancia a altas concentracdes de etanol e de
substrato e a baixos valores de pH. Algumas leveduras e bactérias sdo capazes de produzir
etanol, entre as quais se destacam as leveduras Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum
(carlsbergenis), Schizosaccharomyces pombe e Kluyveromyces e as bactérias Zymomonas
mobilis, Clostridium sporogenes e Thermoanaerobacter athanolicus (JONES; PAMMENT;
GREENFIELD, 1981; KOSARIC; VARDAR-SUKAN, 2001).

Dentre as diversas opgOes citadas, S. cerevisiae € 0 microrganismo utilizado em nivel
industrial, pelas elevadas produtividade, eficiéncia de fermentacdo e resisténcia ao estresse
industrial. Nas ultimas trés décadas, pesquisadores tém discutido a possibilidade da
substituicdo da cléssica levedura S. cerevisiae pela bactéria Z. mobilis, por apresentar um
maior direcionamento de carbono para a producdo de etanol, podendo fermentar glicose duas
vezes mais rapido do que a levedura (BAl; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).
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3.3.1 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae é um fungo predominantemente unicelular de rapido crescimento e de facil
manipulacdo genética. Suas células podem ser esféricas, ovais ou elipticas, podendo ainda
apresentar-se bastante alargadas. Suas dimensfes variam consideravelmente em funcéo da
linhagem, nutricdo, tempo de brotamento, entre outros fatores. Reproduzem-se sexuada e
assexuadamente por brotamento, fissdo ou cissiparidade, ou combinacdo desses dois
mecanismos (BARNETT, 1992; TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

S. cerevisiae é capaz de crescer até uma temperatura maxima que se encontra na faixa
de 35-43°C (WALKER, 1998). No que diz respeito ao pH, o melhor valor encontra-se entre
4,5-6,5. Quanto a concentracdo de etanol, as células simplesmente se adaptam as mudancas de
concentracdo deste composto no sistema, sendo também instigadas a desenvolver uma
termotolerancia gradativa ao aumento da temperatura (PLESSET; PALM; McLAUGHLIN,
1982). Na industria, as células de leveduras sdo expostas a estresses diversos, tais como alta
temperatura, alto teor de etanol, baixo pH e compostos inibidores presente no caldo de cana
ou melaco, como os &cidos organicos e os compostos fenolicos (TOSETTO, 2003). Na
producdo de etanol a partir de biomassa lignocelul6sica, a formagdo de substancias inibidoras,
durante a etapa de pré-tratamento da biomassa, é uma fonte adicional de estresse (LIN;
TANAKA, 2006).

Os acUcares assimilados por este microrganismo incluem a glicose, frutose, sacarose,
manose, galactose e maltose. O processo catabdlico da glicose em S. cerevisiae ocorre pela
via Embden-Meyerhof, que tem a funcdo de decompor a molécula de glicose até acido
pirivico, através de uma série de reacOes catalisadas por enzimas especificas, situadas na

parede celular e no interior da célula (Figura 3.3).
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Na presenca de oxigénio, o acido pirtvico é destinado, principalmente, ao Ciclo de

Krebs, onde é oxidado a dioxido de carbono e &gua. Porém, na auséncia de oxigénio, S.

cerevisiae destina a fonte de carbono para produzir etanol e didxido de carbono, sendo estes

compostos equivalentes a 95% dos produtos formados a partir da degradacéo dos agucares. Os

outros 5% sdo desviados para a formacéo de glicerol, &cidos organicos (como acido succinico,

acetico e piravico), alcoois superiores e acetaldeido, entre outros (WALKER, 1998; LIMA et

al., 2001;TOSSETO, 2002).

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas em processos industriais possuem, como

principais caracteristicas, a elevada produtividade e a eficiéncia de fermentacao, a tolerancia
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ao etanol e a temperatura, a resisténcia as altas concentracfes de acUcares. A nova
preocupacdo tem sido o desenvolvimento de linhagens capazes de assimilar, aléem das hexoses
(glicose, manose e galactose), as pentoses (xilose e arabinose) presentes em hidrolisados
lignocelulosicos, na presenca de compostos inibitorios, como furfural, HMF, acido aceético,
acido formico e derivados fendlicos (ALMEIDA et al., 2007; HAHN-HAGERDAL et al.,
2007a,b).

O furanos e fendis sdo compostos aromaticos que podem inibir o crescimento e reduzir
a produtividade de etanol, porém néo alteram os rendimentos de etanol em linhagens de S.
cerevisiae e Z. mobilis (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004). O desempenho das
linhagens, em presenca destes compostos, depende da composi¢do do hidrolisado, uma vez
que as concentracdes dos inibidores irdo variar de acordo com a matéria-prima e condicGes de
pré-tratamento utilizados (ALMEIDA et al, 2007; GALBE; ZACCHI, 2007; HEER; SAUER,
2008).

Modig, Liden e Taherzadeh (2002) avaliaram a tolerancia de linhagem de S. cerevisiae
a inibidores, relatando que a inibigdo por furfural e por HFM , na concentracéo de 1,0 g L™,
acarretou em uma disfuncéo no crescimento de 90%, no caso do furfural, e 50% pelo HMF.
Ainda neste trabalho, foi discutido que, durante o crescimento aerdbio e anaerdbio, a
capacidade de S. cerevisiae em tolerar furfural parece estar diretamente acoplada a capacidade
de converter furfural para compostos menos inibitérios como o alcool furfurilico. Misturas
artificiais de inibidores também foram testadas para analisar o poder inibitorio de cada
composto (MARTIN; JONSSON, 2003). Ding et al. (2011) investigaram os efeitos,
individual e sinérgico, do furfural, fenol e do &cido acético em S. cerevisiae, nas
concentracdes 1,3 g L™, 0,5 g L e 53 g L™, respectivamente. Observou-se, nesse trabalho,
que os trés inibidores exibem efeito sinérgico significante sobre o crescimento, fermentacéo e
alguns metabolitos da levedura. Na analise individual, o &cido acético apresentou efeitos mais
graves sobre a levedura.

Almeida et al. (2009) realizou uma selecdo entre 12 linhagens de S. cerevisiae, em
diferentes hidrolisados (pinheiro “Scrupe”, palha do trigo e da cevada), observando uma
inibicdo de crescimentos em todos os casos, sendo o hidrolisado do pinheiro o que apresentou
as maiores concentracdes dos inibidores (acido acético 6,2 g L™; HMF 3,6 g L™ furfural 2,1 g
L™) e a maior inibicdo no crescimento das linhagens.

Tofighi (2010) testou a tolerdncia de S. cerevisiae Lalvin EC1118™, uma linhagem

industrial, em meios com altas concentracGes de furfural, e demonstrou que, na menor
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concentraco utilizada (4,0 g L), o microrganismo ja apresentou uma reducio significativa

no crescimento e na produgéo de etanol.

3.3.2 Zymomonas mobilis

Z. mobilis € uma bactéria Gram-negativa, que apresenta-se em forma de bastonete com
terminacbes arredondas, ocasionalmente elipsoidais, formando pares ou ndo, com
comprimento de 2 a 6 um e diametro de 1 a 1,4 um (SWINGS; DE LEY, 1977). N&o sdo
esporulantes e se reproduzem, na maioria dos casos, por divisdo binaria simples. A posicao
taxondmica de Zymomonas ndo foi totalmente estabelecida, devido a incertezas sobre o
metabolismo aerdbio ou anaerdbio destas bactérias. Porém, Swing e De Ley (1977), ao
estudarem caracteristicas fenotipicas de 38 linhagens de Z. mobilis, observou que ndo havia
diferenca significativa entre elas, sendo estas geneticamente estaveis (DOELLE et al, 1993;
ALTERTHUM, 2001).

Segundo Swings e De Ley (1977), a faixa de pH que as linhagens de Z. mobilis sdo
capazes de crescer é entre 3,85 a 7,55. Gunasekarn, Karunakaran e Kasthuriban (1986),
realizaram analises em diferentes linhagens de Z. mobilis, provenientes de colecdes de
culturas mundiais, e confirmaram que rendimento da fermentacdo foi maxima em pH 7,0, mas
baixa em pH 4,0. A melhor temperatura para Z. mobilis encontra-se entre 25°C e 35°C; em
temperaturas mais altas, acima de 38°, o crescimento do microrganismo diminui cerca de
26%, e, em temperaturas proximas de 40°C, o crescimento € minino, dificultando ou inibindo
a producao de etanol.

Esta bactéria tolera concentracfes de etanol na faixa de 7,7 a 10% e de glicose entre 15
a 25% (v/v) (GONCALVES DE LIMA et al., 1972; SWINGS; DE LEY, 1977; MICHEL;
STARKA, 1986). Calazans, Rios e Falcdo de Morais (1990) estudaram a producéo de etanol
de uma linhagem de Z. mobilis (ZAP), utilizando diferentes concentracdes de glicose,
relatando o aumento da duracdo da fase “lag” ¢ a diminui¢ao do rendimento em etanol com a
utilizacdo de concentracdes acima de 15,6% de glicose.

Em aerobiose, esse microrganismo reduz seu crescimento entre 25 a 40%, além de
produzirem quantidade consideraveis de acetaldeido e &cido acético. Em sistemas onde ha a
adicdo de nitrogénio para efetivar a anaerobiose, ocorre uma reducéo das taxas de crescimento
e rendimento. Quando h& a adicdo direta de CO,, ha uma inibi¢do das taxas metabolicas.
(BRINGER; FINN; SAHM, 1984; VORE; TALBURT, 1993).
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Z. mobilis é uma bactéria obrigatoriamente fermentativa, que produz etanol a partir de
uma fonte de carbono pela via Entner-Doudoroff, comumente utilizada por organismos
estritamente aerobios (Figura 3.4) (SWINGS; DE LEY, 1977).
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Figura 3.4: Via metabdlica de formacdo de produtos da fermentacdo de carboidratos por Z.
mobilis (via Entner-Doudoroff). Fonte: ERNANDES; GARCIA-CRUZ (2009).

Os acucares utilizados para a obtencdo de energia sdo a sacarose, a frutose e a glicose.
Na metabolizacdo de 1 mol de glicose, gera aproximadamente 1,8 moles de etanol, 1,2 moles

de CO,, 0,15 moles de acido acético e pequenas quantidades de outros subprodutos, como
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lactato e acetaldeido. A metabolizacdo da sacarose produz, como principais subprodutos, a
levana (CALAZANS et al., 1989; KANG et al., 2006) e o sorbitol (SHENE; BRAVO, 2001,
CAZETTA et al., 2005; BARROS; CELLIGOI, 2006; VIGNOLI et al., 2006), reduzindo
assim, significativamente, a producédo de etanol. Outros subprodutos sao frutooligossacarideos
(BEKERS et al., 1993), glutamato, acido acético, acetaldeido (COTON et al., 2005) e acido
gliconico (SILVEIRA et al.,, 1999). Linhagens recombinantes foram desenvolvidas para
ampliar o alcance de degradacéo de substratos, permitindo assim a fermentacdo de pentoses,
como a Xilose e arabinose (ZHANG et al., 1995; DEANDA et al., 1996; MOHAGHEGHI et
al.,, 2002; SEO et al., 2005; YANG et al., 2009).

No Brasil, a pesquisa com Z. mobilis foi iniciada pelo cientista Gongalves de Lima em
1952, quando trouxe do México a linhagem Agll e a depositou na Colecdo UFPEDA.
Posteriormente, em 1970, o pesquisador isolou linhagens de amostras de caldo de cana-de-
acucar ligeiramente degradado, nomeando-as de CP1, CP2, CP3 e CP4. Essas culturas foram
consideradas distintas até 1982, quando Dally e colaboradores analisaram o perfil plasmidial
destas linhagens e observaram a analogia entre elas. Por isso, todas as linhagens sdo hoje
igualmente denominadas por CP4. Atualmente, estdo catalogadas na Colecdo UFPEDA 24
linhagens de Z. mobilis, sendo 19 destas consideradas distintas, por estudos do perfil
plasmidial e analises cromossémica. (FALCAO DE MORAIS et al., 1993).

A linhagem CP4 (UFPEDA -202) possui muitas variantes, dentre elas a ZM4 (ATCC
31821), cuja diferenca é de um plasmidio, em relacdo a linhagem de origem. A ZM4 foi a
primeira linhagem desta espécie a ter seu genoma sequenciado (ROGERS et al., 1982;
JOACHIMSTHAL et al., 2000; LAWFORD et al., 2001; SEO et al., 2005).

Z. mobilis é considerada uma alternativa para a producdo de etanol em larga escala, com
algumas vantagens em relacdo a S. cerevisiae, que inclui um melhor rendimento na conversédo
de acUcares a etanol, devido a utilizacdo da via Entner-Doudoroff (BEAVEN et al., 1989).
Segundo Ernandes e Garcia-Cruz (2009), varios paises realizam estudos com o intuito de
substituir a utilizacdo de leveduras por bactérias para reduzir o tempo de fermentacdo
alcoolica. Porém, Z. mobilis possui entraves quanto ao substrato utilizado, pois esses
microrganismos, em presenca de sacarose, sintetizam outros produtos secundarios como
levana e sorbitol, diminuindo, assim, o rendimento fermentativo. Programas de melhoramento
vém sendo desenvolvidos para a obtencdo de linhagens mais tolerantes ao etanol e capazes de
fermentar carboidratos lignocelulésicos (JOACHIMSTHAL et al., 1998).

A viabilidade de utilizagcdo de Z. mobilis para a produgédo de etanol a partir de fontes

ricas em material lignocelulésicos, como residuos agricolas, vem sendo muito pesquisada e
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relatada (ROGERS; JOACHIMSTHAL,; HAGGETT, 1997, RUANGLEK;
MANEEWATTHANA; TRIPETCHKUL, 2006; MOHAGHEGHI; SCHELL, 2009;
ROGERS et al., 2007). O problema em utilizar este tipo de substrato encontra-se no fato da
toxicidade natural dos hidrolisados de lignocelulose resultar em altos custos de processo de
desintoxicacdo do meio reacional (ADEN; FOUST, 2009).

Gutierrez-Padilla e Karim (2005) investigaram o furfural, em concentragcdes baixas e
elevadas, como inibidor do crescimento e producéo de etanol em linhagem recombinante de
Z. mobilis CP4 (pZB5), tendo como resultado uma diminuicdo de 30 e 60% (w/v) na
producdo de biomassa e de 19 e 76% (v/v) na producéo de etanol, respectivamente. Yang et
al. (2010) avaliaram a acédo de inibidores (acetato, vanilina, furfural e HMF) em Z. mobilis
ZM4. Os resultados mostraram que todos os inibidores testados tém efeito negativo na

linhagem, sendo a vanilina o maior efeito inibitorio, sequido do furfural e HMF.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Microrganismos

Foram utilizadas linhagens de leveduras industriais da espécie Saccharomyces
cerevisiae e linhagens de bactérias da espécie Zymomonas mobilis, pertencentes a Colecédo de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco -
UFPEDA (Tabelas 4.1-4.2).

Todas as linhagens de S. cerevisiae utilizadas foram isoladas de destilarias da regido
Nordeste do Brasil, sendo estas registradas na cole¢do da UFPEDA pelo nome da destilaria de
onde foram isoladas. A origem das linhagens de Z. mobilis encontram-se descritas na tabela
4.2.

Tabela 4.1: Linhagens de S. cerevisiae investigadas neste

trabalho.
N° UFPEDA Nome Registrado
1238 1A
1255 1A
1325 MONTE ALEGRE
1326 AGRISA (R)
1327 FERMENTO INEXPORT (R)
1329 OTA-PEMEL
1331 FERMENTO INEXPORT (S)
1333 AGRISA (S)
1337 JP-1

- MARITUBA




Tabela 4.2: Linhagens de Z. mobilis investigadas neste trabalho.

N° UFPEDA Nome Registrado Origem
202 CP4 Caldo de cana fermentado (Recife/PE)
Caldo de cana e melago da Usina
203 21-80 Massauassu (Escada/PE)
205 Z AP Agua residual acucarada (Refinaria de
acucar/PE)
238 ZAG4 Recombinante (AG11+ZAP)
241 ZAG12 Recombinante (AG11+ZAP)
Caldo de cana e melago da Usina
354 21-868B Maravilhas (Goiana/PE)
Caldo de cana e melago da Usina
356 21-88 Laranjeira (Vicéncia/PE)
Caldo de cana da Destilaria PEMEL
362 2197 (Marataca/PE)
388 ZAG6 Recombinante (AG11+ZAP)
633 ZM4 ATCC 31821

4.2 Meios de Cultura

4.2.1 Meio de conservacdo

Os microrganismos cedidos pela Colegéo, liofilizados, foram reativados utilizando-se o0s
meios descritos na Tabela 4.3, em estufa microbioldgica a 30° C, por 24-48 h. Apés a
incubacdo, as culturas de Z. mobilis permaneceram em meio liquido e as de S. cerevisiae
foram repicadas para tubos com meio solido inclinado para a conservagéo (Tabela 4.3). O pH

inicial de ambos os meios foi 7,0. As linhagens foram conservadas em geladeira a 4° C, sendo

repicadas a cada trés meses para o0 meio de conservacédo (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3: Composicdo dos meios de cultura utilizados nas etapas de ativacéo,
conservacao e reativacao das linhagens de S. cerevisiae e de Z. mobilis.

Etapa Microrganismo Componente Con(c;rlit_lr)agao
Glicose 20,0
S. cerevisiae Extrato de Levedura 5,00
Ativaco Peptona 3,00
7. mobilis Glicose 20,0
Extrato de Levedura 5,00
Glicose 20,0
S. cerevisiae Extrato de Levedura 5,00
' Peptona 3,00
5 Agar 12,0

Conservacao

7 mobilis Glicose 20,0
' Extrato de Levedura 5,00
o S. cerevisiae Glicose 20,0
Reativacao Extrato de Levedura 5,00
Z. mobilis Peptona 3,00

4.2.2 Meio de preparacao de inoculo

Os microrganismos conservados foram reativados no meio descrito na Tabela 4.3. A
composicdo dos meios de indculo (Tabela 4.4), utilizados para todos os testes realizados, foi
formulada a partir da composicdo elementar média, em base seca, de cada microrganismo
(STANBURY et al., 1995). Apos o crescimento, as culturas foram transferidas para frascos
Erlenmeyer contendo o meio da preparagédo de inoculo (Tabela 4.4). O pH inicial deste meio
foi 6,0.
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Tabela 4.4: Composicdo do meio de cultura
utilizado na preparacdo do indculo nas linhagens
de S. cerevisiae e de Z. mobilis.

Componente Concentracdo (g L™
Glicose 100
MgS0,.7H,0 0,6
KH,PO, 1,2
Extrato de levedura 6,6
(NH,4)2S0,4 6,3

4.2.3 Meio de fermentagéo

O meio de fermentacdo, utilizado para a caracterizagéo inicial das linhagens e para a
caracterizacdo cinética das duas linhagens selecionadas, esta descrito na Tabela 4.5.

A composicdo dos meios de fermentacdo (Tabela 4.5), utilizados na selecdo das
linhagens e na caracterizagdo cinética das duas linhagens selecionadas, foi formulada a partir
da composicao elementar, em base seca, de cada microrganismo (STANBURY et al., 1995),
de forma que a glicose fosse o substrato limitante. Utilizaram-se diferentes concentracdes de
glicose, sendo os demais compostos proporcionalmente reduzidos, e, para a investigacdo do
efeito dos inibidores, os componentes foram dissolvidos em hidrolisado hemiceluldsico. O
valor do pH inicial para todos os meios de fermentacao foi 5,0.

Tabela 4.5: Composicdo do meio de fermentacdo
(por litro de agua ou hidrolisado hemiceluldsico).

Componente Concentracéo (g)
Glicose 150/ 200" 0u 50"
Mg,S0,4.7H,0 0,81

KH,PO, 2,46

Extrato de Levedura 18,0

(NH4)2S04 18,0

* Meio sem inibidores: Z. mobilis (150 g L™); S.
cerevisiae (200 g L™).

** Meio contendo hidrolisado: 50 g L™ para ambas os
microrganismos.
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4.2 .4 Hidrolisado hemicelulésico

O bagaco de cana-de-acgucar utilizado foi originado do residuo da moagem e extracdo do
caldo da cana-de-agucar da Usina Central Olho D’agua, localizada no municipio de
Camutanga no Estado de Pernambuco. O bagagco foi tratado hidrotermicamente, a temperatura
de 195 °C, por 16 minutos, em reator descontinuo com capacidade de 20 L (REGMED AU/E-
20), com sistema de mistura por rotacdo completa (Figura 4.1). Foram utilizados 500 g de
bagaco (massa seca) e 10 litros de agua. Apds o tratamento, duas fracBes foram formadas:
uma soélida (celulignina) e uma liquida (hidrolisado hemiceluldsico) (Figura 4.2). O
hidrolisado foi separado dos residuos sélidos, com auxilio de filtro de pano, e armazenado em
garrafas em camara fria até a sua utilizacdo. A composi¢do do hidrolisado hemicelulésico

encontra-se descrita na Tabela 4.6.

Figura 4.1: Reator (REGMED AU/E-20) utilizado para
a obtencdo do hidrolisado hemicelulésico.



Bagaco
de

Cana-de-agucar

!
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Figura 4.2: Fluxograma do tratamento hidrotérmico utilizado para a

obtencdo do hidrolisado hemicelulésico.

Tabela 4.6: Concentracdo de acUcares e
inibidores identificados por
hidrolisado hemicelulésico obtido e utilizado
nas fermentacdes.

HPLC no

Composto

Concentracdo (g L™)

Arabinose
Celobiose
Glicose

Xilose

Acido Férmico
Acido Acético
Furfural

HMF

Fendis

0,61
0,93
0,35
8,69
0,59
3,22
0,67
0,64
0,32
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Para a avaliacdo dos efeitos individuais e sinérgico dos inibidores presentes no

hidrolisado (acido formico, acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e compostos

fendlicos), foram realizados experimentos no meio de fermentagdo (Tabela 4.5), adicionando-
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se apenas um dos inibidores ou todos os inibidores. O composto fendlico utilizado para esse
experimento foi o &cido gélico. As concentragdes utilizadas, descritas na Tabela 4.7, foram

baseadas nos valores encontrados no hidrolisado hemicelulésico.

Tabela 4.7: Concentragdes dos inibidores
utilizadas (isoladamente e em conjunto) nos
experimentos.

Inibidores Concentragéo (g L™)
Acido Formico 0,6
Acido Acético 3,2
Furfural 0,7
HMF 0,6
Acido Galico 0,3

4.3  Procedimento Experimental

4.3.1 Caracterizacdo inicial e selecdo de linhagens

A caracterizacdo inicial das leveduras e bactérias ocorreu através de fermentacdes em
tubos de 50 mL (Falcon). Os experimentos foram realizados em duplicatas, em meios a base
de glicose (Tabela 4.5).

Cada linhagem de S. cerevisiae foi repicada, com uma alca de platina, do meio de
conservacao para um tubo de 15 mL (Falcon) contendo 5 mL do meio de reativacdo (Tabela
4.3). O repique das linhagens de Z. mobilis foi realizado pela transferéncia, com pipeta
automaética, de 1 mL do meio de conservagdo para um tubo de 15 mL (Falcon) contendo 4 mL
de meio de reativacdo. Todos os tubos, contendo ambas as linhagens, foram mantidas a 30°C
em estufa microbiologica, durante 24 horas.

Apos o crescimento, todo o volume do tubo, contendo o microrganismo crescido, foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 45 mL de meio da preparacdo de
indculo (Tabela 4.4). Cada frasco foi posto em mesa incubadora rotativa (New Brunswick
Scientific, C25KC — Figura 4.3), por 18 horas, a 35°C, com agitacdo de 250 rpm, para a
levedura, e de 150 rpm para a bactéria.
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Figura 4.3: Mesa incubadora rotativa (New Brunswick Scientific, C25KC), contendo
frascos Erlenmeyer de 500 mL com indculos.

Depois do indculo preparado, um volume de 4 mL foi transferido para tubos de 50 mL
(Figura 4.4), contendo 36 mL do meio de fermentacdo (Tabela 4.5). As fermentacOes
ocorreram a 35°C, pH inicial 5, por 18 horas, em meio de fermentacdo, com e sem
hidrolisado, descrito na Tabela 4.5. Foram retiradas amostras no inicio e apés 18 horas de
fermentacdo, para analises de concentracao celular, concentracdo de substrato e concentracdo

de produto e co-produtos. O pH final de cada tubo também foi aferido.

Figura 4.4: Tubos de 50 mL (Falcon) utilizados na
selecdo de linhagens.
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4.3.2 Caracterizagdo cinética das linhagens selecionadas

As linhagens de S. cerevisiae e de Z. mobilis, que demonstraram, estatisticamente,
melhores caracteristicas para a producdo industrial de etanol, foram selecionadas para
comparacdo, através de uma caracterizacdo cinética mais detalhada, em biorreator
instrumentado, em meio de fermentacdo (Tabela 4.5), sem e com hidrolisado hemicelulésico
de bagaco da cana-de-acuUcar.

O ino6culo obtido para a caracterizacdo cinética das linhagens selecionadas seguiu o
mesmo procedimento da caracterizacdo inicial, sendo obtido a partir da repicagem do
microrganismo para quatro tubos de ensaio contendo meio de reativacdo (Tabela 4.3), que foi
mantido a 30°C em estufa, durante 24 horas. Em seguida, toda a biomassa crescida nos tubos
foi transferida para frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo 45 mL de meio de preparacdo do
indculo (Tabela 4.4). O crescimento do indculo foi realizado em mesa agitadora a 35°C, por
18 horas, a 250 rpm para S. cerevisiae e 150 rpm para Z. mobilis. O volume total de 200 mL
do inéculo foi entdo transferido ao biorreator, o qual continha 1800 mL do meio de
fermentacao (Tabela 4.5).

Foi utilizado um biorreator de bancada instrumentado, com capacidade para 2 litros
(New Brunswick Scientific, Bioflo 110 — Figura 4.5). As variaveis controladas foram pH 5,0,
temperatura de 35°C e agitacdo de 500 rpm. O controle de pH foi realizado por sistema
automatico, com a adicao de solugdo de NaOH 3 M ou H,SO,4 3 M. Nitrogénio foi adicionado
ao reator para remocdo de oxigénio, e a anaerobiose foi verificada por meio de eletrodo
detector de oxigénio dissolvido.

Durante todo o processo, foram retiradas amostras para analises de concentracdo

celular, concentracdo de substrato e concentracdo de produto e co-produtos

4.3.3 Caracterizacdo do efeito de inibidores

Foram realizados experimentos adicionais para se investigar os efeitos individuais e
interativo de cinco inibidores presentes no hidrolisado (acido formico, acido acético, furfural,
hidroximetilfurfural e acido galico) sobre as linhagens de S. cerevisiae e Z. mobilis
selecionadas. Os efeitos foram investigados individualmente, ou seja, adicionando-se apenas

um inibidor ao meio de fermentacdo, e em conjunto, adicionando-se todos os inibidores.
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Figura 4.5: Biorreator de bancada instrumentado
(New Brunswick Scientific, Bioflo 110) utilizado nos
experimentos de caracterizacdo cinética das linhagens.

Inicialmente as linhagem foram repicadas para um tubo de 15 mL (Falcon) contendo 5
mL de reativacdo (Tabela 4.3), sendo mantidos em estufa a 30°C por 24 horas. Apds
crescimento, todo o volume do tubo, contendo o microrganismo crescido, foi transferido para
frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo 45 mL de meio da preparacdo de indculo (Tabela
4.4). Cada frasco foi posto em mesa incubadora rotativa, por 18 horas, a 35 °C, com agitagdo
de 250 rpm, para a levedura, e de 150 rpm para a bactéria.

Um volume de 4 mL do in6culo foi transferido para tubos de 50 mL, contendo 36 mL
do meio de fermentacdo (Tabela 4.5), contendo cada inibidor (ou todos) na concentragdo
descrita na Tabela 4.6, com excecdo do controle que possuia apenas 0 meio de fermentacéo.

As fermentacGes ocorreram em estufa a 35°C, com pH inicial de 5, por um periodo 18
horas. Para andlises de concentracdo celular, concentracdo de glicose e concentracdo de etanol
e co-produtos foram retiradas amostras no inicio e apds 18 horas de fermentacdo. O pH final

de cada também tubo foi determinado.
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4.4 Métodos Analiticos

4.4.1 Determinacdo de concentracao celular

Densidade o6tica

A densidade Optica das amostras foi determinada em espectrofotémetro a 600 nm, para

S. cerevisiae, e em 660 nm para Z. mobilis.

Peso seco

Para a determinacdo da concentracdo celular por peso seco, uma amostra de 5 mL foi
filtrada em membrana microporosa de 0,45 um, para as leveduras, e de 0,2 um, para as
bactérias, em um sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). Todas as membranas foram
previamente pesadas (pm) €, apos filtracdo, foram secas em estufa a 80°C por 24 horas. Apds a
secagem, as membranas foram postas em dessecador até atingirem a temperatura ambiente,
sendo, em seguida, pesadas (py). O valor da biomassa seca foi calculado pela diferenca entre o
peso da membrana com a biomassa seca e 0 peso apenas da membrana (p; = pt — Pm). A
concentragdo celular foi obtida dividindo-se o peso das membranas filtradas secas, em
gramas, pelo volume filtrado, em litros (X = pl/0,005).

Contagem por microscopia

O numero de células vidveis e ndo-viaveis de S. cerevisiae foi determinado por
contagem em camara de Neubauer, utilizando-se um microscépio Optico (Zeiss, modelo
Axiolab Hbo). As células foram coradas com solucdo de azul de metileno, preparada com
0,025 g do corante, adicionado a 2 g de citrato de sddio, em 100 mL de &gua. A mistura da
amostra com a solucdo de azul de metileno foi na proporcdo de 1:1. Em seguida, foi
transferida uma aliquota da mistura para a cAmara de Neubauer, procedendo-se a observacao
das células em objetiva de 40x. Foram contados o nimero de células totais e de células
coradas em 5 campos quadrados distintos de 0,2 mm de largura (Figura 4.6). Nos casos em
gue o numero de células era excessivo para ser contado (mais que 300 células por campo), as
amostras foram diluidas nas proporcdes adequadas.

Como a camara tem profundidade de 0,1 mm, o volume total dos campos contados foi
de 2x10™ mL. A concentracdo de células totais foi dada pela razdo entre o nimero total de
células e o volume total dos campos contados. Como apenas as células ndo-vidveis sdo

coradas pela solugdo corante, a concentracdo de células viaveis foi calculada pela diferenca
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entre as células totais e corada, dividindo-as pelo volume total. A viabilidade celular foi
determinada como o percentual de células ndo coradas presente na amostra.
A contagem de células de Z. mobilis ndo pode ser realizada devido a mobilidade das

células na camara de Neubauer.

Figura 4.6: Esquema da Camara de Neubauer e da microscopia em objetiva de
40X. Fonte: Adaptado de ALVES (2006).

4.4.2 Determinacdo das concentracdes de substratos, produtos e inibidores.

A quantificacdo do substrato (glicose), do produto (etanol), co-produtos (&cido acético,
glicerol, &cido succinico) e inibidores (HMF, furfural, acido formico) foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent, Série 1100 — Figura 4.8). Foi utilizada uma
coluna Aminex HPX-87HX (Bio-Rad) de 300 x 7,8 mm, com &cido sulfdrico 5 pmolar como
fase mével, a um fluxo de 0,6 mL min™, a 50°C; o detector utilizado foi o de indice de
refracdo. A fase movel foi preparada com agua ultrapura e, posteriormente, filtrada em
membrana microporosa de 0,2 um. O método do padrdo externo foi utilizado para quantificar
a concentracdo dos compostos. Todas as amostras e 0s padrdes foram diluidos em fase movel,

filtrados em membrana 0,2 um e injetados automaticamente em um volume de 5 pL.
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Figura 4.7: Equipamento de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (Agilent, série 1100) utilizado para
a determinacdo de concentracfes de substrato,
produtos e inibidores.

Os fendis totais foram determinados pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON et al., 1999). Adicionaram-se 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (10%
v/v) e 2,0 mL de carbonato de sédio (7,5% p/v), a 0,5 mL do hidrolisado diluido, incubando-
se em banho termostatizado a 50° C, durante 5 minutos. Para a preparacdo do branco, o
mesmo procedimento foi utilizado, sendo que no lugar da amostra foi utilizado 0,5 ml de 4gua
destilada. Foi construida uma curva de calibracdo com diferentes concentracbes de acido
galico, nas mesmas condi¢des do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau.

45 Métodos Matematicos

4.5.1 Caélculo de parametros cinéticos

Considerou-se o biorreator perfeitamente agitado, de forma que, para o sistema

descontinuo, o balango material foi expresso como:
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[Taxa de variacao] = [Velocidade de reacao]

dX 1dX

T yar @
ds 1dS

= Y xge = O (2)
dP 1dP

T xgr 9 (3)
dcp 1dCP

TP Y x g — (4)
onde:

X = concentracao de biomassa (g L™)

S = concentracao de substrato (g L™)

P = concentracéo de produto (g L™)

CP = concentragao de co-produto (g L™)

rx = velocidade de crescimento celular (g L™* h™)

rs = velocidade de consumo de substrato (g L h™)

rp = velocidade de formacéo de etanol (g L™ h™)

rcp = velocidade de formacao de co-produto (g L™ h™)

1 = velocidade especifica de crescimento (h™)

gs = velocidade especifica de consumo de substrato (g g™ h™)
ge = velocidade especifica de formacéo de produto (g g™ h™)
gce = velocidade especifica de formacéo de co-produto (g g™*h™)

Fatores de conversdo, Y, foram obtidos através das relacBes, considerada constantes,

entre as velocidades especificas definidas acima (Eq. 1-4):

Vs = L= 2% 5

ks = = 33 )
qp AP

Yoo = —=— 6
qcp ACP

Y, = —=— 7
CP/S as AS )
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onde:
Yxss = rendimento de biomassa em substrato (g g*)
Ypss = rendimento de produto em substrato (g g™*)

Ycpss = rendimento de co-produto em substrato (g g™)

A eficiéncia das fermentacdes foi calculada pela relagdo entre Ypis € 0 rendimento

méximo tedrico (0,511 g g™):

Eficiéncia % = oss o 100 (8)
°~ 0,511

A produtividade de biomassa, Qx, e as produtividades de produto, Qp,e co-produto, Qcp,

foram calculadas como:

X

Qx = ? 9)
P

Qp = ? (10)
CcP

Qcp = e (11)

4.5.2 Andlise estatistica

Os resultados experimentais obtidos na caracterizacdo inicial, em duplicatas, foram
analisados pelo método ANOVA seguido pelo teste de comparacdo mdultipla de médias de
Tukey a 5% de significancia. Na caracterizacdo do efeito de inibidores individuais, 0s
resultados obtidos, em duplicatas, foram analisados pelo método ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett a 5% de significancia. Os calculos foram realizados no programa computacional
EXCEL 2007 da Microsoft Corporation.



33

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgao e Selecdo das Linhagens

A caracterizagédo inicial foi realizada com o objetivo de selecionar linhagem de S.
cerevisiae e linhagem de Z. mobilis que apresentassem resultados mais significativos de
rendimento e produtividade de etanol, em meios de fermentacdo a base de glicose, na

presenca e na auséncia de hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-aguUcar.

5.1.1 Linhagens de S. cerevisiae

Nas Figuras 5.1 e 5.2, encontram-se 0s resultados obtidos para as concentracfes de
biomassa (g L™) e de células viaveis (células mL™), em 18 horas de fermentacdo, para todas
as linhagens de S. cerevisiae estudadas. As amostras coletadas no inicio e no final das
fermentacdes geraram resultados com desvios padrdo abaixo de 10 e coeficientes de variacdo
inferiores a 30%. O pH inicial dos meios foi de 5,0, e, ao final das fermentacgdes, os valores

estavam em torno de 3,5, no meio sem hidrolisado, e de 4,0 no meio com hidrolisado.
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Figura 5.1: Concentracdo de biomassa das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas de
fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-
acucar.
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Figura 5.2: Concentracdo de células vidveis das 10 linhagens de S. cerevisiae, no
final das 18 horas de fermentagdo, em meios com e sem hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana-de-acUcar.

As linhagens 1A1238 e 1A1255 atingiram as maiores concentracfes celulares ao final
de 18 horas de fermentacdo no meio sem hidrolisado. No meio contendo hidrolisado, todas
as linhagens de S. cerevisiae apresentaram uma visivel reducdo na concentracao celular
quando comparadas ao meio sem inibidores. Entre as linhagens investigadas, S. cerevisiae
IA1238 apresentou 0 maior crescimento na presenca dos inibidores com, no entanto, uma
reducdo de 76% de biomassa em relacdo ao meio sem hidrolisado.

Em relacdo a viabilidade celular, ao final de 18 horas, observaram-se valores entre
96-99% para todas as linhagens, em ambos os meios de fermentagdo (Tabela 5.1). No meio
sem hidrolisado, a menor viabilidade foi observada para a linhagem INEXPORT-R (96%),
sendo esta diferenca significativa quando comparada com as das linhagens 1A1238,
MARITUBA e INEXPORT-S, que apresentaram 99% de viabilidade.

34
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Tabela 5.1: Viabilidade celular das 10 linhagens de S.
cerevisiae, no final das18 horas de fermentagéo, em meios
sem e com hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-

de-acUcar.
Viabilidade celular (%0)*
Linhagem s o
hidrolisado hidrolisado
IA 1238 99,34 2 99,15 °
IA 1255 0705  9645¢
b bed
MONTE ALEGRE 97502 97.04 ¢
AGRISA - R 0875  gg74%°C
b a
INEXPORT - R 96,57 96,74
OTA PEMEL 0821 9o
a d
INEXPORT -S 99,63 96,82
AGRISA -S 909,002 97,7420
IP1 0890  9665°
MARITUBA 99,44 2 9g.37 2P

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nédo
apresentaram diferenca significativa, de acordo com Teste de Turkey a
5% de significancia.

As produtividades de biomassa, Qx, calculadas para todas as linhagens, em meios
sem e com hidrolisado, estdo apresentadas na Tabela 5.2. Com os valores de concentragdo
de glicose consumida nos dois meios de fermentacdo (Figura 5.3), foram, também,

calculados os rendimentos de biomassa em glicose, Yxss, apresentados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2: Produtividade e rendimento de biomassa para as 10 linhagens
de S. cerevisiae, em 18 horas de fermentagdo, em meios sem e com
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agUcar.

. Qx (@L*hh)* Ys (@97 *
Linhagem sem com sem com
hidrolisado hidrolisado hidrolisado hidrolisado
IA 1238 0,272 0,052 005% 0052
IA 1255 0,24 % 0.032 0,09 2 0,01 °
MONTE ALEGRE ~ 013" 0.02° 006%°  o0m®
AGRISA - R 0,16 % 0.03° 006®  001°
INEXPORT —R 014" 0.01° 004® 0062
OTA PEMEL 015" 0.022 005®  001°
INEXPORT —S 014" 0.022 004® 003"
AGRISA —S 014" 0.11° 003" 0,01 °
P1 014" 0.032 003" 0,04 %
MARITUBA 013" 0.032 003" 0,01 °

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentaram
diferenca significativa, de acordo com Teste de Turkey a 5% de significancia.
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Figura 5.3: Consumo de glicose das 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas de
fermentagdo, em meios com e sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.
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No meio sem hidrolisado, a linhagem 1A1238 apresentou a maior produtividade (Qx =
0,27 g g%), ndo apresentando diferenca significativa entre as linhagens 1A1255 e AGRISA-

R, porém, diferiu das outras sete linhagens. No meio com hidrolisado, ndo houve diferenca
significativa na produtividade entre as linhagens estudadas.

Em relagdo ao rendimento de biomassa, Yxs, a linhagem 1A1238, no meio sem
hidrolisado, ndo apresentou diferenca significativa entre as outras linhagens. No meio com
hidrolisado, o rendimento das linhagens 1A1238, INEXPORT-R e JP1 diferiram das
demais linhagens, com excecdo da INEXPORT-S, que apresentou diferanca somente da
INEXPORT-R.

Quanto ao consumo de glicose, houve uma maior assimilacdo no meio sem hidrolisado,
comparado ao meio com hidrolisado, para todas as linhagens. Dentre as linhagens, 1A1238
assimilou mais glicose em ambos os meios. No meio com hidrolisado, a INEXPORT-R
apresentou 0 menor consumo de glicose.

A producéo de etanol pelas diferentes linhagens de S. cerevisiae, nos meios sem e com
hidrolisado, estd apresentada na Figura 5.4. A linhagem 1A1238 produziu a maior
concentracdo de etanol nos dois meios de fermentacdo. A partir destes resultados e dos
resultados apresentados na Figura 5.3, foram calculados os rendimento e produtividade de

etanol das linhagens (Tabela 5.3)
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Figura 5.4: Producdo de etanol pelas 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas de
fermentacdo, em meios com e sem hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-
acucar.
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Tabela 5.3: Produtividade e rendimento de etanol das 10 linhagens de S.
cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meios sem e com hidrolisado

hemiceluldsico.

Linhagem Qe (gLhH > Yes (@97) *
sem com Sem com
hidrolisado hidrolisado hidrolisado hidrolisado

IA 1238 2,20 0,057 2 0,392 0,040 2
IA 1255 0,72° 0004 028" 0003
MONTE ALEGRE  0,81° 0008% 0342 0,008
AGRISA - R 1,23° 0,019 ¢ 036%  0020°
INEXPORT —R 0,79 00065 025° 0,011 %
OTA PEMEL 1,21° 0,002 0,36 2 0,002
INEXPORT —S 1,23° 0004 034 o003
AGRISA S 1,60° 00111 0,372 0,016
P1 1,62° 0,029 ° 0,35° 0,032°
MARITUBA 1,57° 0003 0362 0,002"

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentaram
diferenca significativa, de acordo com Teste de Turkey a 5% de significancia.

Em relacdo a produtividade, a linhagem 1A1238 apresentou o maior valor, tanto no
meio sem hidrolisado (Qp= 2,2 g L™ h™®) quanto no meio com hidrolisado (Qp = 0,057 g L™ h"
1), com diferenca estatisticamente significativa em relacdo as demais linhagens estudadas. No
meio sem hidrolisado, as linhagens 1A1255 e INEXPORT-R apresentaram menores
rendimentos de etanol, sendo significativamente diferentes das linhagens 1A1238, AGRISA-
S, AGRISA-R, MARITUBA, OTA-PEMAL, JP1, MONTE ALEGRE e INEXPORT-S, que
tiveram maiores conversdes de glicose em etanol. No meio com hidrolisado, a 1A1238
apresentou o maior rendimento (Yps = 0,04 g g*), sendo estatisticamente diferente das demais
linhagens estudadas.

As concentragdes dos co-produtos, acido succinico, acido acético e glicerol, produzidas
em meio sem hidrolisado, estdo descritas na Figura 5.5. No meio com hidrolisado, ndo foi
detectada a presenca de &cido succinico e de glicerol, sendo quantificado apenas a

concentracdo de &cido acético (Figura 5.6). A auséncia do glicerol no meio sem hidrolisado
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pode ter origem na presenca do furfural no meio, pois linhagens de S. cerevisiae convertem
esse composto a alcool fufurilico, liberando um NADH, funcdo igualmente exercida na
conversdo de glicerol-3-fosfato a glicerol na via metaboOlica desse microrganismo
(PALMQVIST; ALMEIDA; HAHN-HAGERDAL, 1999).
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Figura 5.5: Producdo de acido succinico, acido acético e glicerol pelas 10 linhagens de S.
cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado hemicelulosico de
bagaco de cana-de-agUcar.
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Figura 5.6: Producdo de &cido acético pelas 10 linhagens de S. cerevisiae, em 18 horas
de fermentacéo, em meio com hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-agucar.
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Todas as linhagens de S. cerevisiae investigadas produziram altas concentracbes de
glicerol no meio de fermentagdo sem hidrolisado. Os rendimentos deste co-produto (Tabela
5.4) ndo apresentaram diferenca significativa entre as linhagens. No meio sem hidrolisado, as
linhagens 1A1238, MARITUBA e JP1 apresentaram 0s menores rendimentos de acido
acético, diferindo das linhagens 1A1255, MONTE ALEGRE e INEXPORT-R.

A producéo de glicerol é um fator que afeta o desempenho fermentativo, uma vez que
parte do glicerol formado estd acoplado a manutencdo do equilibrio redox intracelular.
Diversos fatores interferem e designam a formacéo de glicerol, dentre elas a composicao do
meio (RANKINE; BRIDSON, 1971), pH do meio (NEISH; WOOQOD, 1950) e a pressdo
osmotica (PANCHAL; STEWART, 1980).

A linhagem AGRISA-S apresentou o maior rendimento de acido acético, no meio com
hidrolisado (Tabela 5.4), tendo diferenca significativa das demais linhagens. A 1A1238

apresentou um valor intermediario, ndo diferindo de outras seis linhagens.

Tabela 5.4: Rendimento de co-produtos das 10 linhagens de S.
cerevisiae, em 18 horas de fermentacdo, em meios sem e com
hidrolisado hemicelulésico.

Yeris (997) *

Linhagem Glicerol Acido acético
sem sem com
hidrolisado hidrolisado hidrolisado

IA 1238 0,043 ° 0,006° 0,006
IA 1255 0,053 % 00132 0002%
MONTE ALEGRE 0,051 ° 0011% 0,009
AGRISA —R 0,051 % 0,000 2P° 0,008
INEXPORT — R 0,040 2 0011% 0010
OTA PEMEL 0,051 ° 0,009 %" 0011°
INEXPORT S 0,045 2 0,008 0,0011°
AGRISA —S 0,038 % 00102 00192
IP1 0,047 0006° 0,010
MARITUBA 0,054 2 0006° 0,010

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentaram
diferenca significativa, de acordo com Teste de Turkey a 5% de
significancia.
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Analisando-se o conjunto de resultados acima, S. cerevisiae IA 1238 se apresentou
como a linhagem com melhores caracteristicas de fermentabilidade, com valores
significantemente maiores de rendimento de etanol, em meio com hidrolisado (Yp;s=0,04 g ¢’
1, e de produtividade em ambos os meios (Qp=2,2 g L™ h%; sem hidrolisado; Qp= 0,06 g L™
h?, com hidrolisado). Em estudo anterior (SANTOS; GUSMAOQO; GOUVEIA, 2010), esta
mesma linhagem apresentou um melhor desempenho fermentativo em condic¢Ges adversas de
temperatura e de agitacdo, visando a producdo de etanol por sacarificacdo e fermentagédo
simultaneas (SSF), quando comparada com as linhagens industriais PEDRA, AGRISA-S e
AGRISA-R.

5.1.2 Linhagens de Z. mobilis

Na Figura 5.7, encontram-se as concentracOes de biomassa produzidas pelas dez
linhagens de Z. mobilis no meio sem hidrolisado hemiceluldsico. Os resultados apresentaram
desvio padrdo abaixo de 10% e o coeficiente de variacdo abaixo de 20%, com dispersao
mediana e boa precisdo. Em meio com hidrolisado, o crescimento dos microrganismos néo
ocorreu, portanto, ndo foram feitas as analises de crescimento e formagdo de produto e co-
produtos. O pH inicial dos meios foi 5,0, e, ao final das 18 horas, os valores estavam em torno
de 4,0.
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Figura 5.7: Concentragdo de biomassa formada pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em
18 horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
cana-de-agucar.
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As produtividades de biomassa, Qx, calculadas para todas as linhagens, em meios

sem hidrolisado, estdo apresentadas na Tabela 5.5. Com os valores de concentragéo de

glicose consumida (Figura 5.8), foram, também, calculados os rendimentos em biomassa,

Yxss, apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5:

Produtividade e

rendimento de

biomassa para as 10 linhagens de Z. mobilis, em 18
horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

Linhagem Qx(@L™h™M* Yyus(ggh™*
CP4 0,003 ° 0,003 &
71-80 0,025 % 0,011 2
ZAP 0,036 % 0,011 2
ZAG-4 00192 008"
ZAG-12 0,021 3¢ 0,009 %
71-86-B 0,022 3¢ 0,006 °°
71-88 0,006 @ 0,001 ¢
71-97 0,013 0,004
ZAG-6 0,026 2 0,011 2
ZM4 0,004 ° 0,002 ¢

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma
coluna, ndo apresentaram diferenca significativa, de
acordo com Teste de Turkey a 5% de significancia.
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Figura 5.8: Consumo de glicose pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas de
fermentacao, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-acUcar.

A linhagem ZAP apresentou produtividade Qx = 0,036 g L™ h™ diferindo
significativamente das linhagens CP4, Z1-88, Z1-97 e ZM4, que apresentaram valores
inferiores a 0,005 g L™ h™. Nos rendimentos de biomassa, as linhagens ZAP, Z1-80 e
ZAG-6, apresentaram maiores valores, diferindo estatisticamente das linhagens CP4, Z1-
86-B, Z1-88, Z1-97 e ZM4. Na Figura 5.9, esta apresentada a producdo de etanol pelas
diferentes linhagens. Na Tabela 5.6, encontram-se os valores calculados de produtividade,

Qp, e de rendimento,Ypys.
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Figura 5.9: Producdo de etanol pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas de
fermentagdo, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar.



Tabela 5.6: Produtividade e rendimento de etanol para as
10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas de fermentagéo,
em meio sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana-de-acucar.

Linhagem Qp (@L*h?)* Yos (907 *
CP4 0,56 9 039 °°
71-80 083 0,37 %
ZAP 1,452 0,442
ZAG-4 0,05 ° 0,40 >
ZAG-12 079" 0,32°
71-86-B 1,30° 0,38
71-88 080" 0,32°
71-97 1,16 035°
ZAG-6 0,88° 0,37
ZM4 1,009 0,39

* As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna,
ndo apresentaram diferenca significativa, de acordo com
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Teste de Turkey a 5% de significancia.

Em relacéo & produtividade, a linhagem ZAP apresentou o maior valor (Qp= 1,45 g L™
h), com diferenca estatisticamente significativa em relacéo as demais linhagens estudadas.
Na andlise dos rendimentos de etanol, a linhagem ZAP apresentou maior conversao de glicose
em etanol (Ypss = 0,44 g g™), sendo significativamente diferentes das demais linhagens.

As concentracdes de acido acético produzidas pelas linhagens estdo apresentadas na

Figura 5.10. Os rendimentos calculados encontram-se na Tabela 5.7.
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Figura 5.10: Producéo de &cido acético pelas 10 linhagens de Z. mobilis, em 18
horas de fermentacdo, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de

cana-de-agucar

Tabela 5.7: Rendimento de &cido acético
das 10 linhagens de Z. mobilis, em 18 horas
de fermentacdo, em meio sem hidrolisado

hemicelul6sico.

Linhagem Yepis (997) *
CP4 0,016 °
71-80 0,011°
ZAP 0,008 °
ZAG-4 0,010 ¢
ZAG-12 0,010 °
71-86-B 0,008 °
71-88 0,009 ©
71-97 0,007 °
ZAG-6 0,010 ¢
ZM4 0,009 ©

* As médias seguidas pela mesma letra, na
mesma coluna, ndo apresentaram diferenca
significativa, de acordo com Teste de Turkey a
5% de significancia.
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As linhagens ZAP, Z1-86-B e Z1-97 apresentaram menores rendimentos de &cido
acético, diferindo das demais linhagens, que geraram rendimentos superiores.

Analisando-se o conjunto de resultados acima, Z. mobilis ZAP se apresentou como a
linhagem com melhores caracteristicas de fermentabilidade, com valores significantemente

maiores de rendimento de etanol (Yp;s= 0,44 g g% e de produtividade (Qp= 1,45 g L™ h™).
5.2 Caracterizacdo Cinética das Linhagens Selecionadas

As linhagens de S. cerevisiae 1A1238 e Z. mobilis ZAP, que apresentaram as melhores
caracteristicas de fermentabilidade, entre os dois grupos, foram selecionadas para
caracterizacdo das cinéticas de crescimento, consumo de substrato e formacdo de produto em
biorreator descontinuo. Inicialmente, foram realizados cultivos em meio com alta
concentracédo de glicose, para se avaliar o comportamento do microrganismo em alta pressédo
osmotica, e, posteriormente, as mesmas linhagens foram caracterizadas em meios contendo 50

g L™ de glicose, na auséncia e presenca de hidrolisado de bagaco da cana-de-agucar.
5.2.1 S. cerevisiae IA1238

Nas Figuras 5.11 e 5.12, estdo apresentados os resultados das fermentacGes de S.
cerevisiae 1A1238, em meio com alta (200 g L™) e baixa (50 g L™*) concentragdes de glicose,
sem hidrolisado hemiceluldsico, respectivamente. Em alta concentracdo de glicose, a
fermentacdo ocorreu em 21 horas, com X; = 9,72 g L e P; = 80,78 g L. Em baixa
concentraco de glicose, a fermentacao ocorreu em 8 horas, com X; = 5,25 g L™ e P; = 23,40
g L™ A relagdo entre a concentragdo de glicerol e etanol foi de 14,9%, no meio com baixa
concentracdo de glicose, e de 18,5% em alta concentracao.

Os rendimentos de biomassa calculados foram Yyxs = 0,09 g g e Yxs = 0,05 g g, para
baixa e alta concentracdo de glicose, respectivamente. Os rendimentos de etanol em glicose
foram de Yps = 0,39 g g%, no meio com baixa concentragdo, e Yps = 0,36 g g™ no meio com
alta concentracdo de glicose. Este valor corresponde a uma eficiéncia de 76% e 71%, cujo
baixo valor pode ser atribuido, em grande parte, a formacdo de biomassa e de glicerol em
altas quantidades (Figuras 5.11-5.12).

As produtividades de etanol foram no meio com baixa concentracdo de glicose foi

Qpr=2,57gL™*h'e, em alta concentracéo, Qp = 3,46 g L™ h™. A baixa produtividade no



meio com baixa concentracdo de glicose pode ser atribuida a ocorréncia de uma fase “lag”
de duas horas, 0 que ndo foi observado no meio com alta concetragdo do substrato.
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Figura 5.11: Curvas de crescimento, consumo de substrato e producéo
de etanol por S. cerevisiae IA 1238, durante fermentacdo em alta
concentracdo de glicose (200 g L™?), em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.
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Figura 5.12: Curvas de crescimento, consumo de substrato e produgéo
de etanol e glicerol por S. cerevisiae IA 1238, durante fermentacdo em
baixa concentragdo de glicose (50 g L™), em meio sem hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.
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As velocidades especificas méaximas de crescimento de S. cerevisiae 1A1238 nos meios
com baixa e alta concentracdo de glicose foram pmax = 0,46 h™ e pwmax = 0,32 h¥,

respectivamente (Figura 5.13 e 5.14). A redugdo de pmax, N0 meio com alta concentragdo pode
ser atribuida a inibicdo pelo substrato.
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Figura 5.13: Velocidade especifica maxima de crescimento de S. cerevisiae 1A1238,

em meio de glicose (200 g L™) sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-
de-agUcar.

N
(6] w
1 ]

N
1

y = 0,2996e0:4568x
R2=0,9998

Biomassa (g L)
=
- ()]

o
ol
1

o

Tempo (h)

Figura 5.14: Velocidade especifica maxima de crescimento de S. cerevisiae 1A1238,

em meio de glicose (50 g L™) sem hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acucar.
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Uma forte inibicdo foi observada quando experimento foi realizado utilizando-se
baixa concentracdo de glicose na presenca do hidrolisado hemiceluldsico. As variacfes das
concentracdes de biomassa, glicose e etanol encontram-se descritas na Figura 5.15.

Apbs 22 horas de fermentacdo, houve pouca variacdo nas concentracdes (AX = 0,26
gLt AS=145gL e AP=0,94 g L ™). Consequentemente, as produtividades também
foram baixas (Qx = 0,01 g L  h™ e Qp =0,04 g L* h™). O rendimento de etanol em glicose

foi Ypis = 0,06 g g, correspondendo apenas eficiéncia de 11%.
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Figura 5.15: Curvas de crescimento, consumo de substrato e producédo de
etanol e glicerol por S. cerevisiae 1A1238, durante fermentacdo em baixa
concentracdo de glicose (50 g L™), em meio com hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana-de-agucar.

Na Figura 5.16, estdo apresentadas as variagdes de concentracdo de inibidores
encontrados no hidrolisado. Pode-se observar que o acido férmico, acido acético e HMF
permaneceram com as concentra¢fes constantes durante 22 horas de fermentacdo. Porém, o
furfural apresentou um declinio na concentracdo durante a fermentacdo, estando totalmente
degradado as 16 horas. A capacidade de conversdao do furfural a alcool furfurilico foi

observada em S. cerevisiae por Taherzadeh et al. (1999).
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Figura 5.16: Variagdo das concentragbes dos inibidores durante a
fermentacdo de S. cerevisiae 1A1238 em baixa concentracdo de glicose (50 g
L), em meio com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

5.2.2 Z. mobilis ZAP

Nas Figuras 5.17 e 5.18, estdo apresentados os resultados das fermentacdes de Z.
mobilis ZAP, em meio com alta (150 g L™) e baixa (50 g L™) concentragdes de glicose, sem
hidrolisado hemicelul6sico, respectivamente.

Em alta concentracdo de glicose, a fermentacdo ocorreu em 18 horas, com X; = 4,36 g
Lte P;=69,11 g L™. Em baixa concentracdo de glicose, a fermentac&o ocorreu em 10 horas,
comX;=148gLteP;=2542¢g L™

Os rendimentos de biomassa em glicose calculados foram Yy = 0,02 g g™, para ambos
os meios. Os rendimentos de etanol em glicose em meio com baixa e alta, Ypis = 0,39 g g™ e
Yes = 041 g g7, respectivamente. Este valor corresponde a uma eficiéncia de
aproximadamente 82%.

As produtividades de etanol foram no meio com baixa concentracdo de glicose foi
Qr=2,04gL*h'e emalta concentragdo, Qp = 3,72 g L h™.
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Figura 5.17: Curvas de crescimento, consumo de substrato e producdo de
etanol por Z. mobilis ZAP, durante fermentacdo em alta concentracdo de
glicose, em meio sem hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar.
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Figura 5.18: Curvas de crescimento, consumo de substrato e producgéo de
etanol por Z. mobilis ZAP, durante fermentacdo em baixa concentracdo de
glicose, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana-de-
acucar.
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As velocidades especificas maximas de crescimento de Z. mobilis ZAP nos meios com
baixa e alta concentragdo de glicose foram pmax = 0,31 h™ e pwax = 0,37 h™, respectivamente
(Figura 5.19 e 5.20). Neste caso ndo foi observado um efeito de inibicdo pelo substrato,
porém, estudos realizados por Calazans et al. (1990) demonstram que, em concentracdes de

glicose superiores a 150 g L™, a linhagem ZAP sofre inibic&o de crescimento.
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Figura 5.19: Velocidade especifica maxima de crescimento, calculada na fase
exponencial da curva de crescimento, durante fermentacéo de glicose por Z. mobilis
ZAP, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico, com alta concentracdo de glicose

(150 g L™Y).
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Figura 5.20: Velocidade especifica maxima de crescimento, calculada na fase
exponencial da curva de crescimento, durante fermentacéo de glicose por Z. mobilis
ZAP, em meio sem hidrolisado hemicelul6sico, com baixa concentracdo de glicose
(50 g L.



Na fermentacdo de

hemicelulésico ndo houve crescimento celular (Figura 5.21), como foi demonstrado
durante a selecdo das linhagem na caracterizacéo inicial. A partir de 20 horas, observa-se
um declinio na concentracdo celular. Nao foi detectada, também, a degradacdo de nenhum
composto, nem a formagdo de nenhum produto (Figura 5.22). Gutierrez-Padilla e Karim
(2005) investigaram o efeito do furfural, adicionado ao meio de fermentacdo, em linhagem

recombinante de Z. mobilis, nas concentracées de 0,475gL*e19¢gL™

Z. mobilis ZAP utilizando o meio com hidrolisado
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Figura 5.21: Densidade Optica e concentracdo de biomassa durante fermentacdo de
glicose por Z. mobilis ZAP, em meio com hidrolisado hemicelul6sico, com baixa
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Figura 5.22: Variacdo das concentragdes dos inibidores durante a fermentagéo de Z. mobilis
ZAP em baixa concentragdo de glicose (50 g L™), em meio com hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana-de-agucar.
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5.3 Efeito de Inibidores sobre os microrganismos selecionados

Foram realizados experimentos adicionais para se investigar os efeitos individuais e
interativo de cinco inibidores identificados no hidrolisado (acido férmico, acido aceético,
furfural, hidroximetilfurfural e acido galico) sobre as linhagens de S. cerevisiae e Z.
mobilis selecionadas.

5.3.1 S. cerevisiae IA1238

Na Figura 5.23, encontram-se os resultados obtidos para biomassa (g L™) e percentual
de inibicéo e, na Figura 5.24, os resultados de células viaveis (células mL™) e viabilidade
celular, no meio de fermentacdo com adicdo dos cinco compostos inibitdrios individualmente
e como coquetel. O pH inicial em todos os meios foi 5,0 e, no final das 18 horas, estava em
aproximadamente 3,5, com exce¢do do coquetel, onde ndo houve metabolismo,
permanecendo 5,0.

As amostras coletadas no inicio e no final das fermentacbes geraram resultados com

desvios padrdo abaixo de 10 e coeficientes de variagéo inferiores a 30%.
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Figura 5.23: Concentragdo de biomassa formada pela linhagem S. cerevisiae 1A1238
e percentual de inibicdo do crescimento, ap6s 18 horas de fermentacdo, em meio
contendo acido galico e inibidores identificados no hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana-de-agUcar.
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Figura 5.24: Concentracdo de celulas vidveis e a viabilidade de S. cerevisiae
IA1238, ap6s 18 horas de fermentacdo em meio contendo acido galico e inibidores
identificados no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar.

A S. cerevisiae 1A1238 teve o maior percentual de inibicdo, ao final de 18 horas de
fermentacdo, na presenca do coquetel seguido pelo &cido acético (Figura 5.23). A viabilidade
celular no coquetel foi de 63%, apds as 18 horas.

As produtividades, Qx, calculadas para cada inibidor, estdo apresentadas na Tabela 5.8.
Com os valores de concentracdo de glicose consumida nos meios de fermentacdo (Figura
5.25), foram calculados os rendimentos em biomassa, Yxs, apresentados na Tabela 5.8.

Em todos os meios houve consumo completo da glicose, com exce¢do do meio com
coquetel, cujo consumo foi de apenas 3,5 g L™ (Figura 5.25). Em relacdo a produtividade e
rendimento de biomassa (Tabela 5.8), pode-se obervar que apenas os meios com éacido
acético, acido formico e o coquetel diferiram estatisticamente do controle, apresentando

valores inferiores.



Tabela 5.8: Produtividade e rendimento de biomassa para
a linhagem S. cerevisiae 1A1238, em meio contendo
inibidores, ao final de 18 horas de fermentacao.

Inibidores Qx @L*h)  Yws(ggh
CONTROLE 0,17 0,06
i . * *
ACIDO ACETICO 0,08 0,03
HMF 0,17 0,06
FURFURAL 0,14 0,05
ACIDO GALICO 0,14 0,05
. , * *
ACIDO FORMICO 0,13 0,04
* *
COQUETEL 0,00 0,00

* As médias seguidas por asteriscos apresentaram diferenca
significativa do controle, de acordo com o teste de Dunnett a
5% de significancia.
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Figura 5.25: Consumo de glicose pela linhagem S. cerevisiae 1A1238, ap6s 18 horas
de fermentagdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.
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A producéo de etanol por S. cerevisiae 1A1238, exposta aos diferentes inibidores, esta

apresentada na Figura 5.26. A partir destes resultados e dos resultados apresentados na Figura

5.24, foram calculados o rendimento e a produtividade de etanol da linhagem nos diferentes

meios (Tabela 5.9).
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Figura 5.26: Producdo de etanol pela linhagem S. cerevisiae 1A1238, apds 18 horas
de fermentacdo em meio contendo &cido galico e inibidores identificados no

hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agUcar.

Tabela 5.9: Produtividade e rendimento de etanol para a

linhagem S. cerevisiae

em meio contendo

inibidores, ao final de 18 horas de fermentacao.

Inibidores

Qe (gL h?)

Yrs(9g™)

CONTROLE

ACIDO ACETICO

HMF

FURFURAL
ACIDO GALICO
ACIDO FORMICO

COQUETEL

0,40

*

0,36

0,39

*

0,36

*

0,36

*

0,36

0,06

* As médias seguidas por asteriscos apresentaram diferenca
significativa do controle, de acordo com o teste de Dunnett a

5% de significancia.
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Em relacdo ao rendimento e & produtividade de etanol, todos os inibidores diferiram
estatisticamente do controle, apresentando valores menores, com excegdo do rendimento no
meio com HMF.

As concentracdes de glicerol, produzidas em todos os meios com inibidores, estdo

descritas na Figura 5.27.
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Figura 5.27: Produc&o de glicerol pela linhagem S. cerevisiae 1A1238 apds 18 horas
de fermentacdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.

S. cerevisiae 1A1238 produziu glicerol na presenca de todos os inibidores investigados
individualmente. As concentracfes de glicerol variaram de 5 a 7% em relagdo ao etanol
produzido, exceto no meio com coquetel, no qual ndo ocorreu producao de glicerol.

A analise do percentual remanescente dos inibidores utilizados, descrito na Figura 5.28,
pode-se observar que apenas o furfural foi totalmente degradacdo durante as 18 horas de
fermentacdo. O HMF também foi degradado, porém em menor quantidade, apenas 10%. Os
demais inibidores (&cido acético, &cido formico e &cido galico) ndo tiveram alteragdo com

relacdo as concentracdes iniciais.
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Figura 5.28: Variacdo das concentragdes dos inibidores, ap6s 18 horas de

fermentacdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.

Ding et al. (2011) investigaram os efeitos, individual e sinérgico, do furfural, do fenol e
do 4cido acético em linhagem termotolerante de S. cerevisiae, nas concentragdes 1,3 g L™, 0,5
gLte5,3g L™ respectivamente. Foi observado que os trés inibidores exibem efeito sinérgico
significante sobre o crescimento, fermentacdo e producdo de alguns metabdlitos pela
levedura. Na andlise individual dos inibidores, o acido acético apresentou efeitos mais graves
no crescimento sobre essa linhagem de levedura. Neste trabalho, para S. cerevisiae 1A1238, o
acido acético, assim como o acido férmico (ndo investigado por Ding), também apresentaram

efeito inibidor pronunciado.
5.3.2 Z. mobilis ZAP

Nas Figuras 5.29, encontram-se os resultados obtidos para a biomassa (g L) e
percentual de inibicdo para a linhagem Z. mobilis ZAP no meio de fermentacdo com adicao
dos cinco compostos inibitdrios individualmente e como coquetel. As amostras coletadas no
inicio e no final das fermentacdes geraram resultados com desvios padrdo abaixo de 10% e
coeficientes de variagéo inferiores a 30%. . O pH inicial em todos os meios foi 5,0 e, no final
das 18 horas, estava em aproximadamente 4,0, com exce¢do dos meios com acido acético,

acido formico e coquetel, no quais o pH permaneceu inalterado devido a forte inibicao.
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Figura 5.29: Concentragdo de biomassa formada pela linhagem Z. mobilis ZAP e
percentual de inibicdo do crescimento, apds 18 horas de fermentacdo em meio
contendo &cido galico e inibidores identificados no hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana-de-acucar.

Ao final de 18 horas de fermentacdo, a linhagem ZAP apresentou altos indices de
inibicdo nos meios com &cido acético, acido formico e coquetel. Nestes mesmos meios, a
linhagem apresentou baixa assimilacéo da glicose (Figura 5.30).

Ranatunga et al. (1997), analisando a inibicdo do furfural em linhagens de Z. mobilis,
observaram inibicdo de 40% na concentracdo de 0,95 g L™ e de 76% com 1,9 g L™. Outro
composto inibitério é o 4cido acético, que em concentracdes de 8,3 g L™ inibiu 50% do
crescimento de Z. mobilis ATCC 29191, em pH 5,0, e com 11 g L™ a inibic&o foi completa
(100%) (LAWFORD et al., 2001). Yang et al.(2010) reportou que concentra¢des acima de
0,75 g L™ de HMF causam inibi¢cdo em Z. mobilis.

As produtividades, Qx, calculadas para cada meio, estdo apresentadas na Tabela 5.10.
Com os valores de concentragdo de glicose consumida nos meios de fermentagdo (Figura
5.30), foram calculados os rendimentos em biomassa ,Yxs, apresentados na Tabela 5.10.
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Tabela 5.10: Produtividade e rendimento de biomassa
para a linhagem Z. mobilis ZAP, em meio contendo
inibidores, ao final de 18 horas de fermentacao.

Inibidores Qx @@L hY)  Yxs (@g™h)
CONTROLE 0,024 0,008
ACIDO ACETICO 0,002 . 0,003 -
HMF 0,019 0,007
FURFURAL 0,023 0,008
ACIDO GALICO 0,021 0,007
ACIDO FORMICO 0,001 . 0,003 -
COQUETEL 0,000 . 0,000 -

* As médias seguidas por asteriscos apresentaram diferenca
significativa do controle, de acordo com o teste de Dunnett a
5% de significancia.
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Figura 5.30: Consumo de glicose pela linhagem Z. mobilis ZAP, ap6s 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.
Apenas 0s meios com acido acético, formico e o coquetel diferiram estatisticamente do
controle, em relagdo a produtividade e rendimentos de biomassa..
A producéo de etanol de Z. mobilis ZAP esta apresentada na Figura 5.31. A partir destes
resultados e dos apresentados na Figura 5.28, foram calculados os rendimento e produtividade

de etanol nos meios (Tabela 5.11).
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Figura 5.31: Producdo de etanol pela linhagem Z. mobilis ZAP, ap6s 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar.

Todos os meios com inibidores diferiram estatisticamente do meio controle,
apresentando valores inferiores para a produtividade e rendimento de etanol, com excecdo do
meio com HMF para o rendimento.

Na anélise do percentual remanescente dos inibidores utilizados na fermentacédo de Z.
mobilis ZAP, descrito na Figura 5.32, pode-se observar que inibidores utilizados (acido
acetico, HMF, furfural, acido férmico e acido galico) ndo tiveram alteracdo com relacdo as

concentragdes iniciais encontrada.
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Figura 5.32: Variacdo das concentracdes dos inibidores, apés 18 horas de
fermentacdo, em meio contendo acido galico e inibidores identificados no
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar.



Dentre os compostos inibidores individuais, os &cidos acético e formico
apresentaram poder inibitorio mais pronunciado sobre a bactéria Z. mobilis ZAP (93%
e 73%, respectivamente). O mesmo foi observado para a levedura S. cerevisiae
IA1238, com valores de 53% e 26%, respectivamente. Logo, a levedura se mostrou

mais robusta que a bactéria.

Tabela 5.11: Produtividade e rendimento de etanol para a
linhagem Z. mobilis ZAP, em meio contendo inibidores,
ao final de 18 horas de fermentagéo.

Inibidores Qr(gL*h)y  Yes(ggh
CONTROLE 1,26 0,42
ACIDO ACETICO 0,11 . 0,16 -
HMF 118 0,40
FURFURAL 0,97* 0,37
ACIDO GALICO 1,21 - 0,40
ACIDO FORMICO 0,05 . 0,15 -
COQUETEL 0,03 . 0,13 .

* As médias seguidas por asteriscos apresentaram diferenga
significativa do controle, de acordo com o teste de Dunnett a
5% de significancia.
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6 CONCLUSAO

Entre as linhagens da levedura S. cerevisiae e da bactéria Z. mobilis, investigadas neste
trabalho, foi possivel se selecionar duas linhagens, uma de cada grupo, que se destacaram por
suas caracteristicas de fermentabilidade em meio de glicose, na presenca e/ou na auséncia de
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar.

Dentro do grupo de linhagens industriais de S. cerevisiae, a linhagem 1A1238
apresentou, no geral, as melhores caracteristicas para utilizacdo industrial, com valores
significativamente maiores de produtividade de etanol, em meios com e sem hidrolisado
hemiceluldsico, e de rendimento de etanol em meio com hidrolisado.

Dentro do grupo das linhagens de Z. mobilis, a linhagem ZAP apresentou as melhores
caracteristicas de fermentabilidade em meio sem hidrolisado hemiceluldsico: maior
produtividade e maior rendimento de etanol. No meio com hidrolisado, Z. mobilis ZAP néo
cresceu, assim como todas as outras linhagens de Z. mobilis.

Na caracterizacdo cinética de S. cerevisiae 1A 1238, foi observado um efeito de inibicao
pelo substrato, na auséncia de hidrolisado hemicelulésico. Em meio com baixa concentracéo
do glicose, contendo hidrolisado hemicelulésico, o crescimento do microrganismo foi inibido.
A linhagem, no entanto, é capaz de metabolizar glicose, lentamente, e de degradar,
totalmente, o furfural presente no hidrolisado.

Na caracterizacdo de Z. mobilis ZAP, ndo se observou efeito de inibi¢do pelo substrato.
Em baixa concentracdo de glicose, na presenca de hidrolisado, o crescimento da linhagem foi
inibido.

Entre os compostos inibidores, analisados individualmente, o acido acético e o acido
formico apresentam maior poder de inibicdo, tanto para S. cerevisiae 1A1238 como para Z.
mobilis ZAP. A levedura, no entanto, mostrou ser mais resistente a estes inibidores do que a
bactéria.

Embora Z. mobilis apresente vantagem metabdlica em meio de glicose (i.e. maior
rendimento de etanol), S. cerevisiae se mostrou, em geral, mais robusta para aplicacdo
industrial. A linhagem 1A1238, utilizada atualmente em processos industriais de primeira
geracdo, € uma boa plataforma para modificagdes genéticas futuras, para aplicacdo em

processos de segunda geracao.
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