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RESUMO

Frente a instabilidade de microrganismos geneticamente modificados na
aplicacdo industrial para producdo de etanol a partir de biomassas
lignocelulésicas (etanol de segunda geracao), a utilizacdo de cepas nativas
ganha destaque, tendo em vista que seu desenvolvimento € mais simples e mais
barato. Sendo assim, leveduras naturalmente capazes de fermentar pentoses
provenientes de material lignocelulésico sdo desejadas, destacando-se a
levedura Spathaspora passalidarum. Esse microrganismo € classificado como
Crabtree negativo, requerendo condicoes especificas de disponibilidade de
oxigénio no meio de cultura para favorecer o consumo de substrato e a producao
de etanol, através da re-oxidagao de coenzimas que atuam na via bioquimica
para a metabolizagdo da xilose. Sabendo-se que uma das formas de se
mensurar a concentracao de oxigénio dissolvido no meio fermentativo é através
do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa), a determinacao de
valores 6timos de k.a para este microrganismo se torna um importante aspecto
a ser estudado para otimizacao da producao de etanol, uma vez que diferentes
valores empregados fornecerao diferentes valores de potencial de oxirredugao
(ORP), alterando a atividade das enzimas XR (xilose redutase) e XDH (xilitol
desidrogenase). Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido para fornecer
uma investigacao detalhada e abrangente sobre a influéncia da disponibilidade
de oxigénio na capacidade fermentativa da levedura nativa S. passalidarum,
estabelecendo-se uma correlagdo com o potencial de oxirredugdo, em que o
objetivo principal € a determinagdo de uma faixa de valores de ki a 6tima para
maximizacao da producédo de etanol. Além disso, foi realizado um estudo da
atividade das enzimas XR e XDH frente as diferentes condi¢ées de oxigenagao
empregadas nas fermentagdes. Com os resultados deste trabalho, foi possivel
observar que a levedura S. passalidarum requer niveis de aeragao controlados
para otimizar o processo fermentativo, sendo que, em condigbes de
anaerobiose, foi registrado baixo titulo (19,75 g.L”') e baixa produtividade
volumétrica (0,39 g.L".h'"), além de elevada concentracdo de aglcares
redutores ndo metabolizados ao fim de 48h de processo (38,81 g.L"). Em
contrapartida, em aerobiose, a rota metabdlica foi completamente desviada para
o crescimento celular, ndo sendo registrada formacdo de etanol. Para as



diferentes condicdes de microaeracdo, a producdo de etanol foi,
aproximadamente, 1,5 vezes maior quando comparada a anaerobiose, além de
apresentar uma produtividade volumétrica entre 0,58 e 1,12 g.L'.h". Ou seja, a
elevacao do oxigénio dissolvido esta diretamente relacionada com a elevagao
das velocidades de consumo e de formacédo, acelerando 0 processo
fermentativo. Para o maior kia (45 h), todo aglcar disponibilizado para a
levedura (aproximadamente 90 g.L") foi metabolizado em 24 h, metade do
tempo requerido para um coeficiente de aeracdo menor (como € o caso do kra
8 h'"), sem causar variagoes significativas em rendimentos. A disponibilidade de
O2 também afetou a atividade enzimatica, bem como a preferéncia da enzima
XR por determinada coenzima. Quando somente a via fermentativa estava ativa,
a XR nao apresentou preferéncia. Entretando conforme a via era desviada para
o metabolismo oxidativo, a preferéncia por NADH aumentou. No caso da
propagacao celular (condicdo de aeracao e via oxidativa ativa), a preferéncia foi
por NADPH. Devido ao Oz atuar como aceptor final de elétrons, sua presenca
influenciou na estabilizac&do das faixas de potencial de oxirredu¢do, uma vez que
o carater redutor do meio é diminuido, sendo que as maiores velocidades de
formacao de etanol foram registradas em faixas de potencial redox préximas a
-100 mV.

Palavras-chave: S. passalidarum, atividade enzimatica, parametros cinéticos

respiratorios, xilose, coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio.



ABSTRACT

Due to the instability of genetically modified microorganisms in industrial
application for the production of ethanol from lignocellulosic biomasses (second-
generation ethanol), the use of native strains is a potential alternative, since its
development is simpler and cheaper. Thus, yeasts that are naturally capable of
fermenting pentoses from lignocellulosic material are desired, which is the case
of Spathaspora passalidarum. This microorganism is classified as a negative
Crabtree yeast, requiring specific conditions of oxygen availability in the culture
medium to favor substrate consumption and ethanol production, through the re-
oxidation of coenzymes that act in the biochemical pathway of xylose
metabolism. Since one of the ways to measure dissolved oxygen concentration
in the fermentation medium is through the volumetric oxygen transfer coefficient
(kLa), the determination of optimal k.a values for this microorganism becomes an
important aspect to be studied for optimization of ethanol production, since
different values will provide different values of oxidation potential (ORP), affecting
the activity of the enzymes XR (xylose reductase) and XDH (xylitol
dehydrogenase). Therefore, the present work was developed to provide a
detailed and comprehensive investigation on the influence of oxygen availability
on the fermentative capacity of the native yeast S. passalidarum, establishing a
correlation with the oxireduction potential, with the main objective to determine a
range of ki.a values to maximize ethanol production. In addition, a study of the
activity of XR and XDH in function of oxygen availability was carried out. With the
results of this work, it was possible to observe that the yeast S. passalidarum
requires controlled aeration levels to optimize the fermentation process. Under
anaerobic conditions, a low etanol titer (19,75 g.L”") and a low volumetric
productivity (0.39 g.L'.h") were registered as a consequence of the high
concentration of non-metabolised reducing sugars after 48 h of the process
(38.81 g.L"). On the other hand, in complete aerobiosis, the metabolic pathway
was completely diverted to cell growth, with no formation of ethanol. For the
different microaeration conditions, the ethanol production was approximately
1.5 times higher when compared to the anaerobiosis, besides presenting a
volumetric productivity between 0.58 and 1.12 g.L-".h"'. Thus, the increase of the
dissolved oxygen is directly related to the elevation of consumption and formation



rates, accelerating the fermentative process. For the highest ki a (45 h'), all the
available sugar (approximately 90 g.L") was metabolized within 24 h, half of the
time required for a lower aeration coefficient (k,a 8 h'), without causing
significant variations on yields. The availability of Oz also affected the enzymatic
activity, as well as the preference of XR for a certain coenzyme. When only the
fermentation route was active, XR showed no preference. As the pathway was
diverted to oxidative metabolism, the preference for NADH increased. In the case
of cell propagation (complete aeration condition and active oxidative pathway),
the preference was for NADPH. As O: acts as final electron acceptor, its
presence influenced on the stabilization of the oxireduction potential bands, since
the reducing character of the medium is decreased, and the higher rates of
ethanol formation were recorded on a range of ORP values aroung -100 mV.

Keywords: S. passalidarum, enzymatic activity, respiratory kinetic parameters,
xylose, volumetric oxygen transfer coefficient
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Devido a sua extensao territorial e aos seus recursos naturais, o Brasil
conta com excelentes condi¢des para o desenvolvimento da agroenergia, a qual,
segundo dados do governo, € responsavel por cerca de 32 % da energia
ofertada no pais, colocando o Brasil na lideranga mundial do setor. Os
biocombustiveis, obtidos a partir de biomassa, podem substituir combustiveis
fosseis, sendo uma boa alternativa do ponto de vista econémico e ambiental
(MAPA, 2011; MALUF, 2014).

Através da utilizacao do etanol de primeira geracao, isto é, produzido a
partir do caldo de cana-de-acucar, ha uma reducao da emissao de compostos
quimicos, assim como o estabelecimento de um balango energético favoravel e
a reciclagem do carbono presente no ciclo. Porém, usinas sucroalcooleiras
geram um elevado volume de residuos e a recuperacdo dos compostos
presentes neste material torna-se um adicional do processo (MAPA, 2011;
MALUF, 2014). O bagago de cana-de-agUcar, classificado como biomassa
lignocelulésica, € uma matéria-prima composta por aglcares mistos, os quais, a
partir de tratamentos especificos, como a hidrélise, resultam em licores
fermentaveis, possibilitando a obtencao de biocombustiveis (etanol de segunda
geracao), agregando valor ao residuo (CADETE e ROSA, 2018; ROSSELL e
ZAINAGHI, 2008).

Sendo assim, o etanol de segunda geracao surge como uma importante
opcao na matriz energética brasileira. Além de se apresentar viavel, pode ser
obtido a partir da hidrolise de uma vasta gama de matérias-primas além do
bagaco de cana-de-agucar, dentre as quais destacam-se recursos florestais,
como pedacos de arvores e madeiras, e descartes de lixo urbanos ou agricolas,
como residuos de colheitas e do processamento industrial (RAMIREZ, 2010;
PINTO 2010; MALUF, 2014).

O material lignocelulésico € composto, principalmente, por celulose,
hemiceluloses e lignina. As fragdes celuldsica e hemiceluldsica sdo formadas por
unidades de agucares, majoritariamente, hexoses e pentoses, respectivamente
(SILVA et al, 2012; FENGEL e WEGENER, 1989). As pentoses podem
representar até 20 % do agucar constituinte do material, sendo primordial a
utilizacdo desta fracao para elevar a eficiéncia da producao de biocombustiveis
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(PAULY et al., 2013; CADETE e ROSA, 2018). A partir da acao de
microrganismos capazes metabolizar pentoses, esse carboidrato pode ser
utilizado para obtencao de uma variedade de compostos, como etanol e produtos
de valor agregado com diferentes aplicagdes industriais (CGEE, 2001; MALUF,
2004; CHATURVEDI e VERMA, 2013). Dentre esses microrganismos, as
leveduras Scheffersomyces stipitis (antes denominada Pichia stipitis) e
Spathaspora passalidarum (recentemente isolada, NGUYEN et al., 2006)
possuem a capacidade natural de fermentar pentoses, demonstrando potencial
para serem utilizadas na fermentacao alcodlica para obtencdo de bioetanol a
partir de biomassa lignocelulésica ou como fonte de genes responsaveis pelo
metabolismo da xilose para modificacdo genética de cepas ja utilizadas
industrialmente, como é o caso da Saccharomyces cerevisiae (CADETE e
ROSA, 2018).

A fermentacao eficiente desses carboidratos € um importante pilar para a
producdo em larga escala de biocombustiveis, sendo que a otimizagdo do
processo € de extrema importancia para elevar a produtividade e acelerar a
producdo. A levedura S. stipitis se destaca pela superioridade de rendimentos e
produtividades quando comparada a fungos e bactérias nativas capazes de
utilizar xilose, porém requer condicdes de baixa disponibilidade de oxigénio para
elevar as velocidades especificas de consumo de carboidratos e formacao de
etanol. Estudos que apresentaram os melhores resultados fermentativos
estavam na faixa de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a)
entre 2,3 e 4,9 h'' (MCMILLAN, 1993; SILVA et al., 2012, SANTOS et al., 2015).

A levedura S. passalidarum, assim como S. stipitis, foi isolada do intestino
de besouros vivendo no interior de madeira podre, sendo que a capacidade de
metabolizar os acucares presentes em material lignocelulésico com pouca
disponibilidade de oxigénio é atribuida a este fato (NGUYEN et al., 2006;
GARCIA-OCHOA E GOMEZ, 2009; WOHLBACH et al.,, 2011). Hou (2012)
realizou experimentos comparando essas leveduras e observou melhores
resultados em condicdo de anaerobiose para S. passalidarum. Nesse mesmo
estudo, foi observado que, em condi¢cdo de maior disponibilidade de oxigénio, S.
passalidarum consumiu a mesma quantidade de carboidratos em menos tempo,

porém o excesso de oxigénio causou o desvio do metabolismo para o
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crescimento celular, diminuindo os rendimentos em etanol, o que é caracteristica
de um microrganismo Crabtree negativo.

Outro trabalho de comparacao dessas leveduras, porém, em condicao de
microaeracao, registrou velocidades especificas mais elevadas para a producao
de etanol em meio composto por xilose para S. passalidarum, assim como as
maiores produtividades tanto para um meio contendo somente pentose quanto
em uma mistura de xilose e glicose (80 e 20 % respectivamente (Su et al. 2015).
Ja Veras et al. (2017), avaliando o desempenho da levedura S. passalidarum em
condicbes de aeracdo, microaeracao e anaerobiose, obteve os melhores
resultados relacionados a producao de etanol em um menor tempo na condicao
de oxigénio limitado (aeragéo de 0,5 L.min"" em 0,5 L de meio, sem valor de k.a
definido).

A condicdo de baixa concentracdo de oxigénio (quando comparada a
anaerobiose), além de acelerar a velocidade de consumo dos carboidratos e
formacéao de etanol, auxilia na producéo de energia (ATP) e na reoxidacao das
coenzimas essenciais na rota metabdlica da xilose, influenciando na
determinacao do fluxo de carbono dentro da célula. A xilose é transportada para
dentro da célula e reduzida a xilitol pela acdo da enzima xilose redutase (XR),
dependente das coenzimas NADH e NADPH. Em seguida, xilitol é oxidado a D-
xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH), utilizando a coenzima NAD*.
Em auséncia de oxigénio, a coenzima NADH nao é suficientemente oxidada a
NAD*, resultando em um desbalango redox e causando a interrupgcédo da via
oxidativa da xilose. Em aerobiose, por mais que ndo ocorra o desequilibrio
devido ao oxigénio ser aceptor final de elétrons, o fluxo metabdlico respiratério é
favorecido, elevando o crescimento celular e afetando os rendimentos em etanol.
Ja em condicdo de microaeragdo, existe uma regeneracdo de coenzimas,
minimizando o desequilibrio, porém sem grandes desvios da via metabdlica,
melhorando o fluxo da via oxidativa da xilose (HAHN-HAGERDAL et al., 2007;
HOU, 2012; CAMPQOS, 2015).

Com isso, conhecer o real efeito da disponibilidade de oxigénio no
metabolismo desta levedura, possibilitando, assim, a determinagcdo da melhor
faixa de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a), se torna um
importante pilar para a otimizagdo da fermentagdo alcodlica com S.
passalidarum, tendo em vista o potencial deste microrganismo para aplicacao
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industrial na producao de etanol de segunda gerag¢do. O acompanhamento do
potencial de oxirredugao auxilia no entendimento dos efeitos que ocorrem dentro
da dorna de fermentagdo em baixos niveis de oxigénio, sendo uma ferramenta
para compreensao do equilibrio redox relativo a rota de assimilagéo da xilose, o
qual pode ser relacionado as atividades das enzimas XR (xilose redutase) e XDH
(xilitol desidrogenase).

1.1 Objetivos

O trabalho tem como objetivo central estudar a influéncia do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) no desempenho fermentativo da
levedura S. passalidarum, determinando, portanto, a melhor faixa de operacao

para maximizar a producao de etanol.

1.1.1 Objetivos especificos:

e Realizar propagagéao da levedura em modo batelada, utilizando xilose e
glicose comerciais como fonte de carbono, com baixa concentragéo
celular inicial e em processo com oxigénio dissolvido mantido em 50% em
relacdo a saturacdo com ar atmosférico e k.a variavel, com o objetivo de
determinar parametros cinéticos respiratérios da levedura;

e Realizar fermentagcbes em modo batelada, utilizando xilose e glicose
comerciais como fonte de carbono (na propor¢cao 70% e 30%,
respectivamente, totalizando 90 g.L" de aglcar), com alta concentracéo
celular inicial (17 g.L™"), em anaerobiose, visando conhecer a cinética de
X, P e S nesta condicéao;

e Realizar fermentacbes em modo batelada, utilizando xilose e glicose
comerciais como fonte de carbono (na proporcdo 70% e 30 %,
respectivamente, totalizando 90 g.L™" de acglcar), com alta concentracéo
celular inicial (17 g.L"'), empregando diferentes condigdes de
microaerofilia (k.a 4,9; 8,0 e 45,0 h"), visando conhecer a cinética de X,
P e S nestas condicées;

e Definir pardmetros e variaveis de processo: pmax (velocidade especifica
maxima de crescimento celular, h''), Qo2X (velocidade especifica de
consumo de oxigénio, mgo..geel'.h"), Qo. (velocidade de consumo de

oxigénio, mgo..L'.h"), Qco=X (velocidade especifica de formagao de CO»,
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Mgcos.geel-h"), Qco. (velocidade de formagdo de CO2, mgco..L'.h),
mO2 (velocidade especifica de consumo de oxigénio para a manutencao
celular, mgo..geer'.h"), Hs (velocidade especifica de consumo de
carboidratos, gs.gecer.h™"), pp (velocidade especifica de produgéo de
etanol, getor.gee .h"), Qe (produtividade volumétrica, g.L'.h"), Ypis (fator
de conversido de carboidratos em etanol, geon.g'), Yxs (fator de
conversido de carboidratos em células, gee.g'),Yxo: (fator de conversédo
de oxigénio em células, gee.go: ') € rendimento (%);

Avaliar a influéncia da disponibilidade de oxigénio sobre a atividade
enzimatica na via de metabolizacao da xilose — enzimas xilose redutase
(XR) e xilitol desidrogenase (XDH);

Avaliar a influéncia da disponibilidade de oxigénio sobre o potencial de
oxirredugdo, e determinar a melhor faixa para favorecer a producao de

etanol;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa lignocelulésica e seu papel na producao de E2G

Como consequéncia do aumento da demanda energética global,
resultado do crescimento populacional e da industrializacdo, houve uma
elevacao da utilizagao de fontes nao-renovaveis de energia (petréleo, carvao e
gas). A fim de reduzir a dependéncia desses combustiveis e minimizar os efeitos
ambientais causados pelo seu uso, novas politicas de apoio a pesquisa e
incentivos ao uso de combustiveis renovaveis tém sido criadas (IPCC, 2014;
GUPTA e VERMA, 2015; UNCTAD, 2016).

O desenvolvimento da industria de biocombustiveis mostra vantagens
em relacdo aos combustiveis fosseis para o abastecimento sustentavel,
diversidade de fontes de biomassa, independéncia e seguranca elétrica,
desenvolvimento rural, reducao de gases de efeito estufa, promovendo o reciclo
de carbono no processo (TAlI e STEPHANOPOULQOS, 2012). Sendo assim,
como alternativa ao petréleo, novas fontes de energia foram apontadas para
reducdo dos impactos causados pelo setor energético, destacando-se a
producdo de biocombustiveis a partir de matérias-primas de origem agricola
(biomassa) (MAPA, 2006; GOUVEIA et al., 2009; SILVA, 2007).

Nesse contexto, o setor sucroalcooleiro brasileiro tem importante papel
no mercado nacional e internacional, devido ao elevado desempenho produtivo
de etanol e a avangada tecnologia para obtencdo deste biocombustivel,
ganhando destaque na sua utilizagdo como combustivel a partir da criacao do
programa Brasileiro Proé-alcool (SILVA, 2007). Na época, o programa, ja
classificado como o maior programa em larga escala mundial focado em
energias renovaveis, se tornou referéncia mundial, devido a substituicdo de 40%
da gasolina utilizada como combustivel. Com os incentivos gerados pelo
programa, foi observado o aumento da capacidade instalada, tanto de
infraestrutura de processamento (usina) e armazenamento deste material, como
de plantio, tornando o pais lider mundial na producédo de bioetanol (BRASIL,
2006; DUSSAN et al., 2016).

Os numeros para a safra de 2017/2018, na regido Centro-sul do Brasil,
chegam a cerca de 596 milhdes de toneladas de cana-de-agucar processada,
produzindo 26 bilhdes de litros de bioetanol (UNICA, 2018). Como resultado da



26

producao de etanol de primeira geracao (1G), cada tonelada de cana processada
gera, em média, 250 kg de bagaco em base Umida. Sendo assim, estima-se que
foram gerados, aproximadamente, 149 milhdes de toneladas de bagaco em base
umida (VASCONCELOQOS et al., 2013). Em fungcdo do elevado volume, este
material é classificado como o principal residuo lignocelulésico produzido no
Brasil (CGEE, 2001). Parte deste material (com parte da palha) é utilizado na co-
geracao de energia (queima em caldeira para suprir a demanda energética do
processo de producdo de acucar e bioetanol da prépria usina). Entretanto, a
necessidade de melhorar a sustentabilidade do processo tem sido objeto de
pesquisas em todo o mundo, otimizando a utilizagao de energia, juntamente com
a adequacgao dos residuos gerados em grandes volumes (DIAS et al., 2009;
CNA, 2013; CGEE, 2001, STAMBUK et al., 2008).

Nesse cenario, o0s polissacarideos presentes nestes materiais
lignocelulésicos despertam interesse como matéria-prima para a producao de
bioetanol de segunda geracao (2G), devido a sua grande disponibilidade, riqueza
em acucares e, principalmente, por ndo competirem com a producao e
fornecimento de alimentos, visto que se trata de matéria-prima nao comestivel,
e nao requererem aumento da area de plantio para elevacdo do volume de
bioetanol produzido (MAPA, 2006; GOUVEIA et al., 2009; SILVA, 2007).

Trabalhos reportados na literatura descrevem que a estrutura dessa fibra
vegetal do bagaco da cana é majoritariamente constituida por porgbes de
celulose (38,4 %), com uma consideravel fragdo de hemicelulose (23,2 %),
entrelagados por lignina e outros compostos em menor quantidade (RABELO et

al., 2011), como é possivel observar na Figura 1.
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Figura 1: Composicéao da parede celular de biomassas lignoceluldsica (amarelo: hemicelulose;
verde: celulose; marrom: lignina).

O www.ScISTELE.com

" Fonte: SCISTYLE, 2018

As hemiceluloses, apesar de fazerem parte de todas as camadas da
parede celular, estdo mais concentradas nas camadas primaria e secundaria,
interagindo com a celulose e conferindo maleabilidade a estrutura. Este
heteropolimero é composto por unidades de acucares tais como pentoses
(acucares de 5 carbonos, como a arabinose e xilose) e hexoses (acuUcares de 6
carbonos, como a galactose, glicose e manose), e também por grupos de
acetilas. Dentre esses compostos, a arabinoxilana € o principal constituinte,
sendo obtido durante a desconstrucado da hemicelulose através da etapa de pré-
tratamento na forma de arabinose e xilose (FENGEL e WEGENER, 1989;
RABELO, 2010; ROCHA et al., 2011).

Nesse contexto, para viabilizar a produgdo de bioetanol a partir de
biomassa lignocelulésica, sdo necessarias etapas de fracionamento desta
matéria-prima em agucares monoméricos. As hemiceluloses, devido ao seu
carater amorfo e ramificado, sdo mais vulneraveis a hidrélise por reagentes
quimicos quando comparada a celulose. Sendo assim, dependendo do tipo de
pre-tratamento, é possivel alcancgar a hidrdlise quase completa da hemicelulose
em monossacarideos (majoritariamente pentoses), correspondendo a fragéo
liquida gerada nesta etapa do processo, a qual é denominada hidrolisado
hemiceluldésico, como é mostrado na Figura 2 (FENGEL e WEGENER, 1989;
SUN e CHENG, 2002; SILVA, 2007; CGEE, 2010; de SALES et al., 2015). Vale
ressaltar que a separacao da corrente de pentoses apds o pré-tratamento para
posterior fermentacéo € apenas uma das op¢des de processo, sendo que outras
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opgoes englobam a ndo separacgao desta corrente com a obtengao de um caldo
rico em hexoses e pentoses (fermentacao simultanea) ou a utilizacdo de outros
pré-tratamentos que liberem ambos os agucares no mesmo caldo, bem como a
possibilidade de realizar a sacarificacdo e a fermentacdo simultaneamente
(RABELO, 2010).

Figura 2: Fluxograma da produgéo de etanol a partir da hemicelulose presente na biomassa
lignocelulésica.
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O pré-tratamento é uma etapa cujo objetivo principal € a preparacao da
matéria-prima, desconstruindo a estrutura da fibra vegetal. Ao mesmo tempo que
causa a dissolucado da hemicelulose, torna a estrutura da celulose acessivel ao
processo de hidrélise enzimatica, etapa responsavel pela obtengdo do
hidrolisado celulésico, uma vez que reduz o grau de cristalizacao das fibras de
celulose e causa alteragdao na composigcao do material (HSU et al., 1980; SUN e
CHENG, 2002; CGEE, 2010; RABELO, 2010). A Figura 3 mostra a
desestruturacdo da matéria-prima lignocelulésica apdés a etapa de pré-
tratamento, onde € possivel observar o aumento da area superficial da fibra e a

remoc¢ao da hemicelulose.
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Figura 3: Desconstrucado da biomassa lignocelulésica causada pelo pré-tratamento (amarelo:
hemicelulose; verde: celulose; marrom: lignina).
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Fonte: SCISTYLE, 2018

Rabelo (2010), ressalta que esta € uma das etapas mais relevantes do
processo no ponto de vista econdémico, devido ao custo direto associado e a
capacidade de influenciar os custos referentes ao restante do processo. Sendo
assim, o pré-tratamento deve apresentar um bom rendimento, funcionalidade e
simplicidade operacional.

As técnicas mais utilizadas para essa finalidade podem ser divididas entre
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, sendo possivel a combinagcao destas
(SUN e CHENG, 2002). A utilizacdo de agentes quimicos como, por exemplo,
acido diluido, tem se mostrado promissora para utilizagdo em escala industrial
por apresentar custos de operagéo relativamente baixos, além de ser rapida e
simples, atingindo elevadas eficiéncias de conversdao da hemicelulose em
monossacarideos (de 80 a 100%), resultando em elevada produgao de xilose
(SANCHEZ e CARDONA, 2008; RABELO, 2010, SANTOS et al., 2012).

A Tabela 1 descreve a composicdo de alguns hidrolisados
hemiceluldsicos obtidos pela etapa de pré-tratamento do bagaco de cana-de-
aclicar com &cido sulfarico diluido. E possivel observar uma proporcdo de
acucares média de 70-85% xilose e 15-30% de glicose.
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Tabela 1: Composicao de hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-agucar a partir de
tratamento acido sulfurico.

Rocha et al. Zhang et al.
(2011) (2012)

Acido Sulfurico (%) 1 1 -
Acido Acético (%) 1 1 -
Acido Cloridrico (%) - - 1,2
Temperatura (°C) 190 190 130
Tempo (min) 10 10 30
Proporgcoes Biomassa
(sélido-liquido) 1,5:10 1:10 1:10
Glicose (g.L™) 3,67 3,09 1,00
Xilose (g.L™) 9,04 9,33 5,00
Acido Acético (g.L™) 2,21 2,89 4,60
Furfural (g.L™") 0,05 0,10 5,60
5-HMF (g.L™) 0,01 0,02 0,30

A desvantagem desse tipo de pré-tratamento é que, além da liberacao de
acucares, outros compostos sdo gerados, como é possivel observar na Tabela 1.
Estes compostos sdo classificados como compostos inibitorios, pois sao
prejudiciais ao metabolismo celular (PALMQVIST e HAHN-HAAGERDAL; 2000;
TAHEZARDEH e KARIMI, 2011). Podem ser divididos em grupos de acidos
organicos, compostos furanicos e fendlicos. O acido acético se enquadra no
grupo dos acidos orgéanicos e é gerado durante a desestruturagao do acetil da
molécula de hemicelulose (FENGEL e WEGENER, 1989; ALMEIDA et al., 2007).
Dentre os inibidores, é o que mais prejudica 0 metabolismo das leveduras,
seguido do furfural. Concentragdes desse acido acima de 2,5 g.L " pode afetar
fortemente o0 metabolismo da maioria das leveduras (DU PREEZ, 1994).
Segundo Soares et al. (2018), uma concentracédo de acido de 1,5 g.L ! inibiu o
consumo de 40 % do agucar e a producgéo de etanol caiu 20 % em relagao ao
controle para a fermentacbes com a levedura S. passalidarum NRRL Y-27907,
chegando a conclusdo de que, para que as fermentacbes com essa levedura
tenham um desempenho satisfatério, os valores maximos de inibidores devem
ser de até 0,5 g.L " de acido acético, 1,0 g.L-' de furfural e 3,0 g.L"' de 5-HMF.
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Morales et al. (2017), observou uma queda de quase 90% na produtividade
volumétrica de etanol pela S. passalidarum quando adicionada uma
concentracdo de 4,5 g.L”' de 4cido acético em meio contendo glicose. Sendo
assim, é necessario levar em consideracao a complexidade do meio na selecéao
de microrganismos capazes de metabolizar os carboidratos presentes do
hidrolisado hemicelulésico.

2.2 Fermentacao alcodlica a partir de pentoses

Lima (2002), refere-se a fermentacdo alcodlica como um processo
biolégico que ocorre por meio da acdo de microrganismos sobre 0s acucares
contidos numa solucéo. Trata-se do processo responsavel pela transformacao
de acucares em alcool, gas carbdnico e energia para o crescimento e a
manutengdo das atividades metabdlicas, como mostra a Equacao |, a qual

mostra a conversdo da glicose em etanol.

C6H1206 — 2C2H5OH + 2C02 |

Estequiometricamente, a cada kg de glicose metabolizada é possivel
produzir 0,51 kg de etanol e 0,49 kg de diéxido de carbono, admitindo-se o
maximo rendimento tedrico.

No caso da xilose (Equacao Il), cada 3 moles deste aclcar possibilita a
obtencao tedrica de 5 moles de etanol e 5 moles de CO2. Mas, na pratica, assim
como na conversdo de glicose, esse rendimento estequiométrico nédo é
alcancado em virtude de que parte deste substrato € utilizado pelo
microrganismo para o seu crescimento e manutencdo celular, formando outros
subprodutos (OLIVEIRA, 2010).

3CsHpO5 — 5C,H;OH + 5CO, Il

Segundo Schmidell (2001), o sucesso de um processo fermentativo
depende de quatro pilares: microrganismo, meio de cultura, condugédo deste
processo e recuperagao do produto. Estes pontos basicos interagem entre si e
a definicdo destas variaveis deve ser feita de modo conjunto, levando em conta
0s aspectos econdmicos e bioldgicos. Diversos fatores podem influenciar no

processo de fermentacdo e alterar a eficiéncia da conversdo de acucar em
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etanol, sendo eles: os fisicos, como a temperatura e a pressdao osmdética; os
quimicos que envolvem o pH, a oxigenacao, nutrientes minerais e organicos,
além da presenca de inibidores; os agentes microbioldégicos dependem da
espécie utilizada, linhagem e concentracdo de levedura e a possivel
contaminagao bacteriana (PIMENTA, 2010). Neste contexto, o aumento da
concentracao celular tem sido utilizado para promover a melhora de processo,
estratégia que vem sendo aplicada nas usinas de primeira geracao. Estudos ja
reportaram a elevacao da produtividade volumétrica (BRETHAUER e WYMAN,
2010; SANTOS et al., 2016), aumento das velocidades de consumo de substrato
e de producao de etanol e, consequentemente, a aceleragdo do processso
fermentativo (AGBOGBO et al., 2007) através da utilizagao de alta densidade
celular, embora mais xilitol tenha sido excretado ao meio.

Diversos microrganismos tém a capacidade de converter carboidratos em
etanol, como bactérias, fungos e leveduras. No Brasil, a levedura
Saccharomyces cerevisiae de diferentes linhagens, como Pe-2, CAT-1 e BG-1
(BASSO et al.,, 2008), ainda é o microrganismo mais utilizado em escala
industrial para fermentagcao de uma ampla variedade de hexoses, como a glicose
e a frutose provenientes do melago de cana-de-acucar, tendo em vista seu bom
rendimento de conversao destes agucares a etanol (1G) (MILLATI et al., 2004).
Vale ressaltar que essas linhagens de leveduras acumularam caracteristicas
geneéticas proprias ao longo das safras, segundo um trabalho publicado pela
Basso e colaboradores (2008). Nesse contexto, a linhagem que comeg¢a um
processo nao é a mesma que chega ao final, devido as condi¢des de elevada
temperatura e crescentes concentragées de etanol no meio, onde somente as
mais robustas sdo capazes de sobreviver (FIORAVANTI, 2009). Uma pesquisa
focada em analisar a linhagem Pe-2 observou que, em comparagdo com a
levedura S. cerevisiae S288c, foi registrada a mesma quantidade de genes e
cromossomos. Porém, a Pe-2 possuia 16 genes diferentes dos registrados na
linhagem de referéncia, sendo esses genes responsaveis pela resisténcia da
levedura no interior da dorna de fermentagdo. Sendo assim, concluiu-se que foi
durante a aplicacédo e os constantes reciclos que leveduras nativas adquiriram
resisténcia e se tornaram os microrganismos mais importantes para a produgao

de etanol brasileiro.
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No caso dessa levedura, ocorrem dois efeitos importantes relacionados
ao oxigénio e a fonte de carbono, denominados Efeito Crabtree e Efeito Pasteur.
S. cerevisiae é considerada uma levedura Crabtree positiva, pois, em altas
concentragbes de substrato e na presenca de oxigénio, seu metabolismo
oxidativo sofre repressao (reducao da taxa de respiracéo), sendo desviado para
a rota fermentativa. Esse desvio ocorre devido a repressao catabdlica causada
pela presenca de glicose, diminuindo a velocidade especifica de consumo de Oo.
Nesse caso, quando o objetivo for a producao de etanol, a fonte de carbono deve
estar em altas concentragbes. Ja em uma baixa concentragdo de glicose, a
quantidade de oxigénio disponivel influencia na via de metabolizacao da glicose,
denominado Efeito Pasteur. Nessa condicdo, em aerobiose, ha uma diminuicao
no fluxo metabdlico na via glicolitica, causando um desvio do metabolismo
fermentativo para o metabolismo respiratério, prevalecendo a producao de
biomassa em detrimento da producao de etanol (CRABTREE, 1929; PASTEUR,
1981; BARNETT e ENTIAN; 2005).

Entretanto, este microrganismo é incapaz de fermentar pentoses
provenientes do pré-tratamento da fragdo hemiceluldsica, como a xilose, (SILVA,
2007; SU et al., 2015), a nao ser que seja geneticamente transformada para
expressar enzimas competentes (KUYPER et al., 2005; SANCHEZ et al., 2010;
FUJIletal.,2011; MA et al., 2012; KIM et al., 2013). Embora tenha uma eficiéncia
aceitavel, a utilizagdo de microrganismos geneticamente modificados (OGM)
pode se tornar invidvel em escala industrial, devido a sua instabilidade e por
requererem meios de cultura complexos, encarecendo o processo em larga
escala (SILVA, 2007; SCHMIDELL, 2001; LI et al., 2015). Além disso, algumas
modificagées genéticas, principalmente as que incluem genes heterdlogos,
requerem contengdo, ou seja, sdo necessarias condigées que ndao permitam o
escape ou a liberagdo do microrganismo para o meio ambiente, sendo que esse
processo requer maiores cuidados de operagdes como plantas que operem com
dornas fechadas e a descontaminacdo de todo material gerado no processo.
Esses cuidados adicionais acaretam num maior custo de operacao e de projeto
de instalagdo (BRASIL, 2018; BRASIL, 2006).

Nesse contexto, a fermentacdo industrial com cepas nativas € mais
simples e mais barata do que a fermentacdo com cepas modificadas, além de

que linhages nativas podem adquirir evolugdes durante sua utilizagao, tornando-
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se mais resistentes e com melhores desempenhos, assim como foi observado
para as linhagens de S. cerevisiae (Pe-2 e CAT) utilizadas hoje nas usinas
brasileiras de primeira geracdo. Sendo assim, leveduras naturalmente capazes

de fermentar pentoses ganham destaque.

2.3 Spathaspora passalidarum — uma levedura consumidora de xilose

Dentre as leveduras naturalmente capazes de converter xilose em etanol,
estdo S. stipitis, cuja utilizacdo para producdo de bioetanol é amplamente
explorada desde a década de 80 (FARIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2015;
SILVA et al., 2012; NAKANISHI et al., 2017) e Spathaspora passalidarum, a qual
foi mais recentemente isolada (NGUYEN, 2006; HOU, 2012; LONG et al., 2012).
Ambas sao encontradas no intestino de besouros (larvas e adultos). Suas
evolugdes associadas a besouros vivendo no interior de madeira podre séo,
provavelmente, responsaveis por sua capacidade de metabolizar uma ampla
faixa de aglcares presentes em materiais lignoceluldsicos e de crescerem em
ambientes com condigbes limitadas de oxigénio, condicdo semelhante do
intestino (GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 2009; NGUYEN et al., 2006; SLININGER
et al., 2015).

O género Spathaspora possui 22 espécies, das quais 3 possuem
metabolismo preferencialmente voltado para a producdo de etanol a partir de
xilose, enquanto as demais sdo consideradas produtoras de xilitol (CADETE e
ROSA, 2018). A levedura S. passalidarum € integrante do pequeno grupo de
leveduras selvagens capazes de assimilar e fermentar a xilose. Ensaios
realizados por Campos (2015) comparando o desempenho fermentativo desta
levedura com S. arborariae e S. stipitis em meio contendo 10% de xilose
resultaram em maior rendimento em menor tempo para S. passalidarum (Ypssde
0,42 g g' em 40 h, com produtividade de 0,94 g.L'h"), destacando-se como a
melhor espécie para a producdo de etanol, com altos rendimentos e
produtividades sob condi¢gdes de baixa disponibilidade de oxigénio (CADETE e
ROSA, 2018).

A utilizagcdo de microrganismos eficientes para conversao de carboidratos
obtidos da biomassa lignocelulésica é fundamental para o sucesso de um
processo fermentativo e viabilizacao da implementacao da tecnologia. Como ja
mencionado, o hidrolisado hemiceluldsico obtido por tratamento acido, além de
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xilose, é composto por, aproximadamente, 30% de glicose e por¢cdes menores
de celubiose (SANTOS et al., 2015; ROCHA et al., 2011). Nesse contexto, deve-
se levar em conta a necessidade da utilizagao de microrganismos capazes de
metabolizar uma ampla gama de agucares. Para algumas leveduras, a presenca
de hexoses pode reprimir a metabolizacdo das pentoses. Entretanto, estudos
realizados com a mistura desses acucares reportaram a capacidade da S.
passalidarum de consumir simultaneamente aclUcares em processos
microaerdfilos (SU et al., 2015) e aerdbicos (HOU, 2012), favorecendo a co-
fermentacdo e destacando essa levedura com uma boa candidata para a
utilizagao industrial na producédo de etanol 2G (LONG et al., 2012; CADETE e
ROSA, 2018).

Estudos reportados na literatura enfatizam a comparagdo de S.
passalidarum e S. stipitis (amplamente investigada), sendo que destacam a
superioridade nos resultados obtidos pela S. passalidarum sob mesmas
condi¢Oes de fermentagao, tornando essa levedura mais promissora. Nakanishi
et al. (2017) compararam o desempenho de ambas as leveduras em hidrolisado
hemiceluldsico obtido de pré-tratamento alcalino seguido de hidrélise da cana-
de-acucar (meio composto por aproximadamente 75% glicose e 25% xilose), em
que foi adotada a estratégia de batelada alimentada com alta densidade celular
e reciclo de células. A cada reciclo, observou-se elevacdo da produtividade
volumétrica em etanol, sendo o maior ganho e o maior titulo associado a S.
passalidarum. Para a levedura S. stipitis, a produtividade aumentou de 0,35 para
0,38 g.L'.h" (primeira e terceira bateladas), sendo 15g.L' a maior
concentragao de etanol, enquanto que, para S. passalidarum, a produtividade foi
de 0,38 a 0,81 g.L1.h" (primeira e quarta bateladas) e a concentragdo maxima
de etanol foi de 21 g.L .

Su et al. (2014) e Hou (2012) também compararam a cinética para essas
duas leveduras em diferentes condicdes e meios, e, em ambos os trabalhos, S.
passalidarum mostrou ser uma levedura nativa fermentadora de xilose superior.
No trabalho de Hou (2012), tanto em anaerobiose como em aerobiose, em meio
contendo mistura de glicose e xilose, a producéao de etanol foi mais eficiente para
a S. passalidarum (valores acima de 25 g.L') do que para S. stipitis (abaixo de
15 g.L") no tempo de completa exaustdo de acgucar. Entretanto, para S.
passalidarum, em anaerobiose, esse consumo foi observado apds 90 h,
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enquanto que na presenca de oxigénio esse tempo reduziu para
aproximadamente 20 h.

Em outro trabalho, Veras et al. (2017), utilizando apenas xilose como fonte
de carbono, obteve fator de conversao de xilose em células 2,5 vezes maior para
a aerobiose do que para a condicdo de oxigénio limitado, ocasionando uma
queda no rendimento em etanol em torno de 60%. Isso pode ser explicado, pois,
segundo du Preez (1994), a disponibilidade de oxigénio determina a divisao do
fluxo de carbono entre crescimento e formacao de produto, interferindo no
rendimento fermentativo. Sendo assim, conhecer a influéncia da disponibilidade
de oxigénio se torna importante para otimizacao do processo.

2.4 Efeito da aeracao no metabolismo de producao de etanol a partir de
pentoses em leveduras nhao-convencionais

Sabendo que, para leveduras Crabtree negativas, a presenca de
elevada concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura reflete em
desvio do metabolismo para a via oxidativa, favorecendo o crescimento celular
e refletindo em baixos rendimentos em etanol, diversos estudos tém avaliado a
relacdo entre aeracdo e fermentacdo de pentoses para estas leveduras
(SREENATH et al.,, 1986; SKOOG e HAHN-HAGERDAL, 1990; DU PREEZ,
1994; HOU, 2012).

Segundo Du-Preez (1994), a concentragao de oxigénio dissolvido (OD)
no meio é de extrema importancia para favorecer a manutengao das atividades
respiratérias de um conjunto de células envolvidas em um sistema fermentativo.
O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a) descreve as
condi¢des de fornecimento do oxigénio de um processo e esta relacionado a
diversos fatores, entre eles a velocidade de agitacéo, o fluxo de ar, a geometria
do reator, as propriedades do meio (como densidade e viscosidade), aléem de
pressao e temperatura de operacdo. Este coeficiente descreve muito bem a
oxigenacao de um sistema fermentativo e sua definicao possibilita a comparacao
de processos com diferentes caracteristicas.

Neste contexto, ja é conhecido que para S. stipitis a producao de etanol a
partir de xilose é maximizada sob um kia de 4,9 h'', ou seja, esta levedura
necessita de condicbes monitoradas de microaerofilia para otimizar a

produtividade (SILVA et al., 2012). Também foi observado que linhagens de S.
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cerevisiae geneticamente modificadas para o consumo de xilose (com genes
para expressar as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase de S. stipitis)
também necessitam de condigdo de microaerofilia (JIN et al., 2004). Para a
levedura S. passalidarum, entretanto, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura que buscam determinar a melhor faixa de kia para maximizacao da
producéao de etanol.

Na maioria das leveduras consumidoras de xilose, a primeira etapa de
metabolizacdo é a reducdo deste acucar a xilitol através da enzima xilose
redutase (XR), a qual tem especificidade pelas coenzimas NADPH ou NADH.
Em seguida, xilitol € oxidado a D-xilulose pela enzima xilitol desidrogenase
(XDH), a qual tem especificidade pela coenzimas NAD+ (Figura 4). A
fosforizacdo até D-xililose-5-fosfato acontece pela acao catalitica da enzima
xilulose quitanase, ocorrendo consumo de ATP, sendo entdo metabolizado na
via das fosfopentoses, originando os metabdlitos frutose-6P e gliceraldeido-3P.
Na glicélise (via Embdem-Meyerhof-Parnas), estes sao convertidos a piruvato,
que, em condi¢cOes de anaerobiose ou de baixa oxigenagao, originam o etanol
pela acdo das enzimas piruvato descarboxilase e etanol desidrogenase,
promovendo a reoxidagdo de NADH. Em condigbes de aerobiose, o piruvato é
oxidado através do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) na cadeia
respiratéria (SKOOG e HAHN-HAGERDAL, 1990; HAHN-HAGERDAL et al.,
2007; FUGITA, 2010).
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Figura 4: Esquema simplificado do metabolismo da xilose em leveduras.
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Fonte: AGBOGBO e COWARD-KELLY (2008)

Durante o processo fermentativo por estas leveduras ndo-convencionais,
a quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura € um fator critico para
que o microrganismo prossiga com a via de metabolismo desejado, produzindo
os produtos de fermentacdo de interesse ou biomassa celular, visto que a
presenca (ou ndo) de oxigénio esta associada a reoxidacdo de coenzimas
necessarias na via fermentativa de produgéo de etanol (DU PREEZ, 1994; SU et
al., 2015; THANI et al., 2016). Segundo Oliveira (2010), as enzimas XR e XDH
séo catalisadores-chave no metabolismo da xilose, as quais sdo extremamente
dependentes de coenzimas cujas regeneragdes estao relacionadas a respiracao
celular — enquanto a regeneracao de NADH acontece no ciclo das pentoses
fosfato, o NAD* é obtido durante a respiragdo celular com o oxigénio como
receptor final de elétrons (LAPLACE et al., 1991; MUSSATTO e ROBERTO,
2003; OLIVEIRA, 2010).

Através de sequenciamento do genoma da levedura S. passalidarum foi
constatada a presenca de dois genes codificadores de XR (XYL1.1 e XYL1.2),
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sendo que XYL1.2 tem maior expressao durante a metabolizacdo da xilose em
condicao de limitacdo de oxigénio e tem preferéncia por NADH, enquanto
XYL1.1 é dependente de NADPH (WOHLBACH et al., 2011; CADETE et al.,
2016). Essa preferéncia da enzima XR pela coenzima NADH também é
reportada por Hou (2011). Sabendo que a atividade da enzima XDH é
dependente de NAD*, a demanda deste cofator é suprida pela reoxidacao de
NADH pela enzima XR, sendo que o equilibrio dessas coenzimas torna a via
menos dependente da disponibilidade de oxigénio para a levedura S.
passalidarum. Entretanto, caso esse equilibrio ndo seja eficiente e quantidades
insuficientes de NAD* forem regeneradas, a via metabdlica é bloqueada e
elevadas concentracdes do subproduto xilitol sdo excretadas ao meio. Nesse
caso, a presenca de limitadas concentracbes de oxigénio pode auxiliar na
regeneracao de NAD*, evitando a interrupcdo da via metabdlica da xilose
(SKOOG e HAHN-HAGERDAL, 1990; HOU, 2011).

Estudos realizados por Du Preez (1994) e Taniguchi (1997) com a
levedura Pichia stipitis CBS 5773 (S. stipitis) sob condigbes anaerdbicas
observaram que uma grande fragdo da xilose é convertida para xilitol, ndo
produzindo valores significativos de etanol, resultado do desiquilibrio redox e da
baixa concentracdo de NAD* (responsavel pela oxidacdo deste subproduto a
xilulose), reflexo da falta de oxigénio para auxiliar na regeneracdo das
coenzimas.

Portanto, o nivel de oxigénio se torna um importante variavel e deve ser
otimizado para elevar a produgdo de etanol em detrimento do crescimento
celular, sem causar impactos negativos na viabilidade e na capacidade produtora
das células, bem como auxiliar na regeneracdo das coenzimas, impedindo o
desiquilibrio redox (LAPLACE et al., 1991; MUSSATTO e ROBERTO, 2003;
OLIVEIRA, 2010).

2.5 Efeito do potencial redox no metabolismo de producao de etanol a
partir de pentoses em leveduras nao-convencionais
Conforme previamente descrito, para leveduras Crabtree negativas,
elevada aeragéo pode resultar em baixo rendimento em etanol em virtude do
elevado crescimento celular proporcionado (NIGAM, 2001). Por outro lado,

condi¢coes de anaerobiose ou baixo fornecimento de oxigénio podem acarretar
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insuficiente oxidagdo das coenzimas reduzidas, resultando acumulo de
subprodutos, além de refletir no lento consumo de xilose (LAPLACE et al., 1991;
MUSSATTO e ROBERTO, 2003).

De acordo com Liu et al. (2013), o potencial de oxirredugéo reflete a
capacidade de um composto para adquirir elétrons, sendo que dois compostos
S80 necessarios para uma reacao de oxidacao-redug¢ado: o componente redutor
doa elétrons para o agente oxidante. Sendo assim, o potecial de oxirreducao
(ORP) medido no meio fermentativo € uma indicacdo do metabolismo
intracelular, pois reflete a transferéncia global de elétrons e o equilibrio redox
envolvidos. Dessa forma, trata-se de um boa propriedade para definir o teor de
oxigénio no meio de cultura, principalmente quando sua faixa de concentracao
esta abaixo de limites detectados por sondas de oxigénio dissolvido (OD), uma
vez que O oxigénio é um importante receptor de elétrons no sistema
(KJAERGAAR et al., 1977). Du Preez et al. (1988) afirmam que o potencial de
oxirredugao é uma variavel complexa e esta associado ao efeito combinado de
algumas outras variaveis de processo, como oxigénio livre e hidrogénio, pH,
temperatura e presenga de compostos que atuam como agentes oxidantes.
Gases como oxigénio, hidrogénio e mondéxido de carbono podem ser injetados
em sistemas de fermentacao para controlar o ORP (LIU et al., 2013) e fornecer
a melhor condicdo de operacado para a producao de etanol. Sendo assim,
diferentes valores de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a)
fornecerao diferentes valores de ORP, impactando na atividade enzimatica.

Levando em consideracéo esses aspectos e o potencial para aplicacao
industrial do microrganismo S. passalidarum na produgéo de etanol a partir de
hidrolisados lignocelulésicos ricos em pentoses, o presente trabalho foi
desenvolvido para fornecer uma investigacao detalhada e abrangente sobre a
influéncia da disponibilidade de oxigénio na capacidade fermentativa dessa
levedura.

Na literatura, sdo encontrados alguns trabalhos que estudam o efeito da
aeracao sobre o metabolismo de leveduras consumidoras de xilose, como no
caso de S. stipitis (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2016; VERAS et al., 2017).
Entretanto, por ter sido isolada recentemente, ha poucos estudos do processo
fermentativo envolvendo S. passalidarum, sendo que, conforme previamente

mencionado, ndo ha um estudo detalhado para determinacéo da condi¢céo 6tima
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de oxigenacéao e do melhor valor de kia para essa levedura. Considerando seu
potencial de conversao de xilose em bioetanol, uma analise mais detalhada para
se conhecer o real efeito da concentracdo de oxigénio na metabolizacdo da
xilose se faz necessaria, possibilitando a determinagdo da melhor condicao de
operacao para producao de etanol. Visto que é reportado na literatura que essa
levedura é capaz de realizar fermentacdo de pentoses em condicoes
estritamente anaerdbicas (HOU, 2012), uma condicao de anaerobiose (kLa zero)
também sera avaliada e comparada com as condicées de microaerofilia para
estudo do metabolismo celular.

Em um trabalho recentemente publicado (VERAS et al.,, 2017), a
performance de S. passalidarum é avaliada frente a diferentes condigées de
disponibilidade de oxigénio (anaerobiose, aerobiose e microaerofilia).
Entretanto, ndo ha uma correlagéo precisa das condi¢des utilizadas em termos
de valores de kia ou potencial de oxirreducdo relacionados a atividade
enzimatica durante as diferentes condicbes empregadas. Além disso, foram
utilizadas baixas concentragdes iniciais de biomassa celular e substrato. No caso
do presente trabalho, as fermentacdes serdo executadas utilizando substrato
sintético composto por altas concentragdes de xilose e glicose, nas proporcoes
de 70 e 30% (v.v'), respectivamente, com o objetivo de simular uma
concentragdo média presente em hidrolisados hemicelul6sicos obtidos a partir
do pré-tratamento acido da cana-de-agucar. Como mencionado anteriormente,
o aumento da concentragdo celular ja foi reportado como uma estratégia
operacional para elevar a produtividade volumétrica de etanol (Brethauer e
Wyman, 2010), além de favorecer a elevagao das velocidades de consumo e de
producdo (AGBOGBO et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos e meio de cultura

O microrganismo utilizado foi a levedura nativa nao-convencional
Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907. A cepa foi mantida em estoque em
meio liquido YPX e glicerol (50%) a -80 °C.

3.2 Reativacao celular

Com o intuito de realizar a reativacdo celular a partir do meio de
conservagao, 2 mL da cepa em estoque foram transferidos para meio YPX
contendo (g.L™"): extrato de levedura (10), peptona (20) e xilose (20). As células
foram mantidas em incubador rotatério durante 24 h, a 30 °C e 200 rpm. Apés
esse tempo, as células foram centrifugadas a 11970 xg por 20 min e
ressuspendidas em agua estéril. A suspensao de leveduras foi transferida para
0 meio do indculo, contendo (g.L"): extrato de levedura (5), peptona (5), ureia
(2,3), KH2PO4 (2), MgS04.7H20 (0,3), xilose (12) e glicose (1,32). Os frascos de
in6culo foram mantidos em incubador rotatério por 24 h, a 30 °C e 200 rpm
(SILVA et al., 2012). Apds 24 horas, o volume de indculo foi centrifugado nas
mesmas condicdes anteriores e as células ressuspendidas em agua estéril
totalizando um volume de 400 mL (corresponde a 10% do volume de propagacéao

descrito no item 3.3), as quais foram encaminhadas para a etapa de propagacao.

3.3 Propagacao

As células obtidas no item 3.2 foram transferidas para biorreatores de
BioFlo® 115 7 L (New Brunswick Scientific Co.) com 4 L de volume de trabalho.
O meio de crescimento foi composto por (g.L"): xarope de cana-de-agucar
(agucares redutores totais - ART 30), KH2PO4 (2) e ureia (5) (SANTOS et al.,
2016). Apds tempo adequado para o consumo total de ART, foi realizado um
pulso composto por (g.L"): KH2PO4 (2) e ureia (5). Além disso, foi estabelecida
uma alimentacéo continua de xarope de cana-de-agucar com vazao de 3 garr.L
1.h"" a fim de se manter o crescimento celular linear (SANTOS et al., 2015). A
concentragdo de oxigénio dissolvido foi mantida entre 40 e 50% da saturacao

em relagdo ao ar atmosférico para se evitar a limitagdo de oxigénio.
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ApGs o tempo de processo (24 h), a alimentacao foi interrompida e o caldo
fermentado foi centrifugado de maneira estéril a 11970 xg por 20 min. Apés a
centrifugagéo, as células foram ressuspendidas em um volume minimo de agua
estéril. O creme de leveduras obtido foi armazenado a 4 °C e serviu para a etapa
de fermentagdes, sendo estocado por no maximo 15 dias. O intuito desta etapa
foi o de produzir leveduras para as fermentacdes subsquentes. Para este
trabalho, foi necessario realizar duas bateladas de propagacao com um intervalo
de 15 dias para que o tempo do creme de levedura em armazenamento nao

ultrapasse o limite de dias pré-definido.

3.4 Fermentacao

3.4.1 Fermentac&o em batelada com diferentes valores de k.a

Para investigar a producao de etanol por S. passalidarum, inicialmente,
fermentagcdes em modo batelada foram realizadas em duplicata em diferentes
valores de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, determinado a
partir da metodologia descrita no item 3.5.3. Os valores de k.a foram mantidos
em:

e 0 h'' (anaerobiose estabelecida pelo borbulhamento de nitrogénio
durante 30 min antes da inoculagéo, a 150 rpm)

e 49hT;

e 8hT;

e 45hT;

A condicdo de anaerobiose foi realizada para tornar possivel a
comparagcdo com demais trabalhos encontrados na literatura para este
microrganismo (HOU, 2012; SU et al., 2014), assim como para outras leveduras.
Os valores de kia de 4,9 e 8,0 h'' foram escolhidos, pois sdo os melhores
coeficientes reportados na literatura para a levedura S. stipitis em meio sintético
e hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar, respectivamente
(SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2016), sendo que S. passalidarum e S. stipitis
sdo leveduras com metabolismos de conversao de etanol similares. Ja o ki.a de
45 h'' foi investigado para proporcionar um maior crescimento celular sem atingir

condigbes de extrema aeracgao.
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Os ensaios foram realizados em bioreatores BioFlo® 115 3 L (New
Brunswick Scientific Co.) com 1,4 L de volume de trabalho, contendo o inéculo
obtido através do protocolo de propagacao (item 3.3). O meio de cultura foi
composto por (g.L"): glicose (27), xilose (63), extrato de levedura (3),
MgSQO4.7H20 (1) e ureia (2,3) (de acordo com SANTOS et al.,, 2016). As
fermentagdes foram monitoradas através do controle de temperatura, oxigénio
dissolvido, agitacao, fluxo massico de gas de entrada e saida, e monitorados o
pH e potencial de oxirreducao através de sondas.

O meio foi transferido para o biorreator de maneira estéril, o qual foi
inoculado com uma concentracéo celular de 17,23 g.L-' (+ 0,43). A temperatura
foi mantida em 30 °C. As fermentacbes tiveram duracdo de 48 h, com
amostragens no ponto inicial e a cada 4 h. A agitacdo e a aeracdo foram
estabelecidas a fim de se atingir os valores de kia mencioando, para isso foi
utilizada a metodologia descrita no item 3.5.3.

O monitoramento das vazbes de gases de entrada e saida dos
fermentadores foi realizada conforme metodologia descrita no item 3.9.

3.4.2 Propagacao em batelada (condicdo de aerobiose estrita)

Adicionalmente, uma condicao de aerobiose foi realizada mantendo-se o
oxigénio dissolvido entre 40 e 50% em relagao a saturacao com ar atmosférico,
onde a agitacao e aeracao foram alterados automaticamente, variando de 200 a
900 rpm e 0,1 a 2 Lpm, respectivamente. Esse experimento teve como objetivo
a obtencéo de dados de respirometria para a levedura.

Da mesma forma, os ensaios foram realizados em bioreatores BioFlo®
115 3 L (New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ) com 1,4 L de volume de
trabalho, contendo o in6culo obtido no item 3.2. Especificamente nesses
ensaios, para favorecer o crescimento celular, o biorreator foi inoculado com uma
baixa concentracdo de células e de acucares redutores (AR), isto &,
aproximadamente 1,5 e 30g.L", respectivamente. O meio de cultura foi
composto por (g.L"): glicose (9), xilose (21), extrato de levedura (3),
MgS0s4.7H20 (1) e ureia (2,3), o qual foi transferido para o biorreator de maneira
estéril. A temperatura foi mantida em 30 °C. O cultivo teve duragdo de
aproximadamente 10 h (exaustdo da fonte de carbono), com amostragens no

ponto inicial e a cada 2 h. A realizagdo do meétodo dinamico, descrito no
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item 3.5.4, aconteceu no mesmo intervalo das amostragens para obtengao dos
parametros cinéticos respiratorios, como por exemplo, a velocidade especifica

de respiracao (Qo2).

3.5 Transferéncia de massa

As metodologias referentes a transferéncia de massa, que engloba a
transferéncia do oxigénio da fase gasosa para a liquida, sdo apresentadas a
sequir.

A sonda utilizada para monitoramento da concentracdo de oxigénio
dissolvido foi um sensor éptico de OD Visiferm Arc DO (Hamilton, EUA), em que

a medicao é realizada por luminescéncia (Figura 5).

Figura 5: Sensor 6ptico de OD Visiferm Arc DO (Hamilton, EUA)

3.5.1 Determinacao da concentragao de saturagdo em O3 (Cs)
A determinacgao da concentracao de saturacao de oxigénio (Cs) nos meios
(meio fermentativo - descrito no item 3.4.1 - e meio utilizado na propagagéao -
condicao de aerobiose, descrito no item 3.4.2]) foi realizada pelo método
proposto por Kappeli e Fiechter (1981) adaptado as condi¢des de laboratério por
Rossi (2006). O método € baseado na Lei de Henry, a qual descreve a
solubilidade de um gas em um liquido através da relagdo da concentracéo de
oxigénio dissolvido no equilibrio em funcéo da presséo parcial (Equagéo 1), onde
H (mgozL'.atm™) representa a constante de Henry e py (atm) esta relacionado
a pressao parcial de Oz na fase gasosa.
Cs=H.p, (1)

A metodologia consiste na medicdo da porcentagem de saturagéo
correspondente a adicdo de uma quantidade definida de oxigénio, descrita pela

estequiometria apresentada pela Equacao lll.

1
H,O, + catalase = 3 O, + H,O Il
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A determinacéo da concentracdo de saturacao foi realizada em balédo de
vidro de trés bocas de fundo redondo com capacidade de 0,25 L (Figura 6),
contendo 250 mL de meio de cultura. Foram realizados experimentos com agua,
0 meio de cultura utilizado neste trabalho para as fermentagdes (90 g.L ' de AR)
e 0 meio de cultivo celular (condigcdo de aerobiose; 30 g.L " de AR). Em uma das
saidas foi introduzido um sensor de oxigénio dissolvido (sensor 6ptico de OD
Visiferm Arc DO [Hamilton, EUA]), previamente calibrado para cada meio
experimental, na segunda foi instalado a entrada de gas nitrogénio (N2), e na
terceira adicionado um termémetro (Testo 720 e sonda NPT 1000) e por onde
aconteceu a adicao de reagentes. A temperatura do processo foi mantida em
30 °C através de uma chapa de aquecimento com agitador magnético (C-MAG
HS 7, IKA), uma baixa agitacdo foi empregada a fim de garantir a
homogeneidade do liquido.

Figura 6: Sistema utilizado para a determinacao do Cs.

A primeira etapa foi a remoc¢ao do oxigénio dissolvido presente no meio
de cultura através da injegédo de nitrogénio gasoso. Ao se atingir valor de corrente
zero fornecido pelo sensor de OD, a injecao foi transferida para o head space do
baldo a fim de se evitar qualquer transferéncia de oxigénio do gas para o liquido.
Em seguida, foi adicionado um volume em excesso de enzima catalase (200 pL,
C30, Sigma-Aldrich, EUA), seguido da adi¢cao de diferentes volumes de peroxido
de hidrogénio (H202, padrao analitico, Synth, Brasil) previamente padronizado
com permanganato de potassio (KMnOa, Vetec, Brasil), contendo oxalato de
sodio (Na2C20s4, padrao analitico, puro, Sigma-Aldrich, EUA) como padrao
primario. Durante esta etapa, o oxigénio contido na solugao de H20: foi liberado
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pela acao da enzima catalase e detectado pela sonda de OD. O procedimento
foi repetido para diferentes volumes de H20: (15, 30, 45, 60, 90, 100 uL), sendo
que, baseado na reacdo estequiométrica apresentada na Equacao llI, foi
possivel determinar a concentragdo de saturagdo de oxigénio (mgoz.L") para
cada volume usado. Na sequéncia, foi estabelecida uma relacao linear entre o
valor fornecido pela sonda apés a reacdo do H20O> com a enzima catalase e a
concentragao conhecida de oxigénio dissolvido na saturacéo para cada volume
de H202 testado. Assim, com a equacao da reta, foi possivel determinar a
concentragao de saturacao O2z no liquido.

3.5.2 Determinacao da Concentracao Critica de Oxigénio Dissolvido (Ccrir)

A concentracao critica de OD varia de microrganismo para microrganismo
e diz respeito a quantidade minima de oxigénio requerida pela célula para que
nao sejam causados danos ao seu metabolismo. Acima deste valor critico, a
velocidade especifica de respiracao (Qo2) € constante e maxima, como mostra
a Figura 7. Abaixo desse valor, essa velocidade passa a ser limitada, afetando
principalmente o crescimento celular. Sendo assim, se o objetivo for manter essa
velocidade especifica elevada, é necessario condicionar o sistema para que a
concentracao de oxigénio dissolvido fiqgue acima do valor critico (SCHMIDELL,
2001; ROSSI, 2006).

Para determinar o Cqit da levedura S. passalidarum, foi realizada a
interrupgéo da aeracgao durante o cultivo descrito no item 3.4.2, registrando-se a
queda gradual e constante da concentragdo de OD pela sonda, resultado do
consumo do oxigénio dissolvido pela célula. Vale ressaltar que, neste momento,
a transferéncia de oxigénio para o liquido é nula e considera-se que a massa
celular é constante nesse curto intervalo de tempo (Schmidell, 2001).

Plotando-se o grafico de concentracao registrada pela sonda em fungao
do tempo é possivel observar que, até um determinado valor, a velocidade de
respiracdo € constante. Porém, a partir de certa concentragdo de OD, a
inclinagdo da reta é alterada (deixa de ser constante), ou seja, a velocidade de
respiracdo sofreu reducao devido a insuficiéncia de oxigénio. Este ponto, entéo,
é definido como Cecrit, como pode ser observado na Figura 7b.
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Figura 7: Variacdo de Qo2 pela concentracao de Oxigénio disponivel (a); perfil de Oxigénio
Dissolvido (%) observado durante a execugdo do método de interrupcao de aeragdo de um
cultivo (b).

QO,(g0ygeel.h) c

Ccm

C(mgOyL) Tempo
Fonte: ROSSI, 2006

3.5.3 Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

(kLa)

Para a determinacao do k.a, a transferéncia de oxigénio para o meio de
cultura sem inoculagao de microrganismo foi medida a partir de um eletrodo
polarografico, de acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2012). O
método foi baseado na inje¢do de gas nitrogénio em agua com o intuito de
expulsar o oxigénio dissolvido presente no meio. Em seguida, foram impostas
diferentes condicdes de agitacéo e fluxo de ar comprimido ao meio, promovendo
o0 aumento da concentracao de oxigénio dissolvido, a qual foi monitorada.

Os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa [h-
']) foram calculados pela equacéo de transferéncia de oxigénio (Equacéo 2), em
que o valor do kia € dado pelo coeficiente angular da reta obtida pelo ajuste
linear da curva resultante da Equacéo 4, obtida pela integracdo da Equacao 3.
Nesse caso, C refere-se a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio no
tempo t, registrada por meio de um eletrodo (mgo2.L') e Cs refere-se a
concentracdo de saturagao de oxigénio dissolvido no meio (mgo2.L").

dC
= - 2
=7 kia (Cs-0) (2)

Separando as variaveis:

dC
(Cs-0)

(3)

= k,_a. dt

Integrando- se a Equacao 3:

kat=In|1 ¢
-k; a. —n< -Es> (4)
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A determinacéo do kra, bem como as fermentacoes foram realizadas em
biorreator de 3 L, com volume de trabalho de 1,4 L, e para tornar possivel a
reprodutividade destes experimentos foram medidas as principais dimensdes do
biorreator assim como apresentada a disposicao das pecas utilizadas para
equipar o0 processo, sendo que nesses experimentos foram utilizados dois
impelidores de pas planas para agitar o meio. A figura 8, apresenta um esquema
ilustrativo das dimensodes utilizadas para os experimentos e a tabela 2 as

medidas.

Figura 8: Esquema ilustrativo do Biorreator BioFlo® 115 3 L com 1,4 L de volume de trabalho,
equipado com duas pas planas usado para determinagao dos coeficientes volumétricos de
transferéncia de oxigénio (kLa), e fermentacbes nas diferentes condicées de aeracao.
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Tabela 2: Medida das principais dimensbées do Biorreator BioFlo® 115 3 L com 1,4 L de volume
de trabalho, equipado com duas pas planas usado para determinagao dos coeficientes
volumétricos de transferéncia de oxigénio (kLa), e fermentagdes nas diferentes condigdes de

aeracio.

Medida Descricao Medida (mm)
L; Comprimento da pa da turbina 15
H; Distancia entre os impelidores 27
Wi Altura da pé da turbina 18
C Distancia impelidor ao fundo do reator 25
B Distancia entre impelidor e o dispersor de ar 8
H. Altura da coluna de liquido 115
b Distancia entre a chicana e a parede do tanque 4
Wg Largura da chicana 12
D; Diametro do impelidor 53

Dt Diametro do tanque 125
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A condicdo de anaerobiose (kLa zero) foi estabelecida sem injecao de ar
comprimido e empregando-se uma agitacdo de 150 rpm, de modo a se manter
a homogeneidade do meio durante a fermentacado. Vale ressaltar que, antes da
inoculacao da levedura, o meio foi borbulhado com nitrogénio durante 30 min
para gerar a condi¢cao de anaerobiose.

Os valores de kia para aerobiose (propagacao), ou seja, em condicao
transiente (%0OD entre 40-50%) foram determinados pelo método dinamico
(HUMPHREY e TAGUCHI, 1966), descrito no item 3.5.4.

3.5.4 Determinagao do Coeficiente Volumétrico de Transferéncia de Oxigénio
(k,a) e da Velocidade Especifica de Respiracdo (Qoz) para aerobiose
(propagacao)

Para a condicdo de aerobiose (cultivo mantendo OD entre 40-50%), foi
utiizado o método dindmico (HUMPHREY e TAGUCHI, 1966) para a
determinacdo do kia (variavel no sistema) e da velocidade especifica de
consumo de oxigénio (Qo:), a partir da equacao de balanco de oxigénio no meio
liquido (Equacéo 5), onde a diferenga entre a quantidade de oxigénio dissolvido
no meio [k.a(Cs-C)] e a velocidade de consumo de oxigénio (Qoz2X) é igual a
variacao da concentracao de oxigénio dissolvido.

dC
E = kLa(CS - C) - QOQX ()

A determinagéo dos valores foi realizada a partir de dados experimentais
obtidos durante uma curta interrup¢cdo da aeragcédo durante o cultivo celular,
seguida da retomada da injecdo de ar. A Figura 9 mostra o perfil esperado
durante a execucao do método dinamico.
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Figura 9: Variacéo do valor de OD em funcao do tempo, durante a execucédo do método
dindmico.
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Fonte: SCHMIDELL, 2001

Assim, quando a injecao de ar é desligada (fg), 0 oxigénio dissolvido é
consumido pela célula, sendo que a diminuicao (linear) do valor de OD é
registrada pela sonda (Figura 9 — entre t; e t). Esse valor deve ser monitorado e
mantido acima do valor de Ccit do microrganismo. Neste momento a
transferéncia de oxigénio para o liquido é nula (Equacéo 6).

kLa(CS - C) =0 (6)

Assim, substituindo a Equacgéo 6 na Equagéo 5, € possivel obter o valor
da velocidade de consumo de oxigénio (Qu2X), o qual foi obtido através do

coeficiente angular da reta, como descreve a Equacéo 7.

dC
E =- Q02X (7)

Para se obter a velocidade especifica de consumo de oxigénio (Qo2),
deve-se dividir o valor de Qo2X pela concentragdo de biomassa (X) naquele
determinado instante do processo.

Integrando a Equacao 7 entre o tempo to = 0 € 0 tempo t e admitindo-se
que C no momento em que a aeracdo é cessada € igual a Co, obtém-se a

Equacéao 8.

C =Cy - QopX (t-to) (8)
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A determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(kLa) foi realizada através da retomada da aeracdo no meio de cultura, onde as
condicoes de agitacao e aeracao foram impostas pelo controle automatico do
bioreator, acdo que causa o aumento da concentracao de oxigénio dissolvido no
liquido (Figura 9 — a partir de t7). A concentracdo de oxigénio aumenta até a
atingir o valor registrado pela sonda inicialmente (Co) no tempo inicial (fo).
Admite-se que, neste curto espaco de tempo, a velocidade de consumo de
oxigénio pelo microrganismo (Qo2X) € constante e que a concentragao (C) atinge
o valor registrado no tempo que antecede a interrupgcao da aeracéao (to). Entao,
a partir do grafico de concentracao de OD por tempo (i-t1, onde t1 é o instante
onde a aeracao foi retomada) (Equacéao 9) e a partir do ajuste de regressao nao
linear dos dados de aeracéao e agitacao, os valores de kra foram obtidos.
C=Cy-(Cy-Coy).ekalt-ts 9)

3.6 Metodologia Analitica

A concentracao de levedura e metabdlitos, pH e potencial de oxirreducao
foram monitoradas no momento inicial e a cada 4 h, até o término do
experimento. Atividades enzimaticas foram analisadas ao final do processo
(48 h) ou no ponto de exaustao do acucar (para os experimentos onde o AR foi
completamente consumido antes de 48 h, ou seja, condicao de aerobiose e ki.a
45 h"). Além disso, vazdo e composicdo dos gases de exaustdo foram
monitorados por espectrometro de massa (Hider HPR20, Inglaterra).

Concentragdes de levedura foram medidas por andlises gravimétricas em
triplicata, onde 1,5 mL de cada amostra foram submetidos a centrifugacdo
(14000 rpm por 5 min), ressuspendidas duas vezes em agua destilada e
encaminhadas a uma estufa de biomassa a 80 °C.

Carboidratos, &cidos organicos e alcodis foram analisados por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (Agilent Infinity 1260, Santa
Clara, CA, EUA). Amostras foram filtradas através de um filtro de PVDF Millex
22 uym, e o filtrado foi injetado no sistema HPLC. Compostos foram separados
com Aminex HPX 87H (300 7,8 mm, BIO-RAD, Hercules, CA) a 35 °C usando
H2SO4 5 mM como fase mével a uma taxa de 0,6 mL.min"".
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3.7 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi realizada através de microscopia éptica com lente
objetiva de 40X (Eclipse, Nikon, Japao), considerando células viaveis e nao-
viaveis. A contagem foi efetuada por camara de Neubauer e azul de metileno foi

usado para diferenciar células vivas das mortas.

3.8 Calculo de Parametros Cinéticos

O desempenho da levedura S. passalidarum foi avaliado através do
calculo de parametros cinéticos das fermentacdes realizadas por meio do uso
do software Microsoft Excel 2016. Os parametros cinéticos e as respectivas

equacdes estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Par@metros cinéticos e respectivas equacgoes.

A o ~ . N.2 da

Parametros e variaveis Equacao Unidade equacio
Velocidades especificas de _1/dx 4
crescimento celular Hx Hx =% (E) h (10)
Velocidades especificas
maximas de  crescimento U S 1
celular e constante de = max Ux =M. h’ (11)
Saturagao - equagao de K maxKs +S
MONOD *
Velocidades especificas de _ 1 ds A e
consumo de substrato Hs Hs = % (_ E) gs-eel "N (12)
Velocidades especificas de 1 ¢d 1 -
formagao de produto Hp Hr=" (E‘ Qe Geel . (13)
Fatores de conversio de _(P-R) p
substrato em produto Ye/s Yess = ) 9eon.g (14)
Fatores de conversdo de _ (X=Xo) p
substrato em biomassa celular ¥ XIS Yx/s = (So - S) Yeel-9 (15)
Fatores de conversdo de v 1
oxigénio em biomassa celular Yx/,o, — Jcel.Jo2" €
e coeficiente de manutengéo — Qo2 =g + Yx/0, H Mgo2.geel N (16)
equacéo de PIRT (1975)

(52)
Rendimento em etanol** ne N = S0/ 4100 % (17)
0,511
Produtividade volumétrica em P— P A
Produ Q ,= ( — ) GeionGes 1 (18)
0

*A velocidade especifica maxima de crescimento da biomassa residual (umax), observada na fase
exponencial de crescimento, foi obtida a partir do coeficiente angular do ajuste linear dos dados
de In (X) versus tempo. **O rendimento foi calculado considerando todo o aglicar alimentado no
reator no inicio da fermentagao
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De acordo com a equacdao de Monod (Equacao 11), a velocidade
especifica de crescimento estd relacionada com a concentragdo de nutrientes
limitantes no meio de cultivo. Sendo assim, considerando que as fontes de
carbono sejam o reagente limitante, conhecendo-se o perfil da velocidade
especifica de crescimento da biomassa (ux) e aplicando a linearizagdo de
Lineweaver-Burk (Equacao 19), é possivel plotar graficos do inverso da
velocidade pelo inverso da concentracdo de substrato, através dos quais é
possivel obter os valores de pPmax € Ks.

1_Ks 1,1
'UX 'umax.S umax

(19)

Nesse caso, Pmax € representado pelo inverso do coeficiente linear e Ks é
igual ao valor de pmax multiplicado pelo coeficiente angular dessa reta.

Devido a pouca quantidade de amostras retiradas durante o experimento,
resultando em poucos pontos para geracao da reta, foi necessario estimar dados
a partir dos dados experimentais, com o objetivo de elevar a confiabilidade dos
resultados. Para isso, a partir de um ajuste polinomial das curvas experimentais
de concentracao celular e de substrato consumido, a estimacdo desses valores
foi realizada a cada 1 h de experimento. Com esses dados, foi possivel gerar um
novo grafico de 1/ux versus 1/S, obtendo-se novos valores de Pmax € Ks.

3.9 Monitoramento de gases de entrada e saida durante as fermentacoes

O monitoramento das vazdes de gases de entrada e saida dos
fermentadores foi realizado por fluxémetro de massa (MKS Instruments 647C) e
as composi¢des foram analisadas por espectrometria de massas (HPR-20 QIC
Gas Analysis System, Hiden Analitical, Inglaterra) com intervalos de
aproximadamente 5 minutos, com o objetivo de quantificar a produgéo de diéxido
de carbono. O esquema utilizado para este monitoramento sera apresentado na
figura 10.
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Figura 10: Sistema para monitoramento dos gases, onde a seta vermelhas representa

as mangueiras de conducao de gases.

R 2) 3) 4) 5)
Dorna de R Conexéao Espectrémetro
fermentacao Trap Fluxémetro em Y de massa

Durante a etapa de fermentacao (etapa 1) em condicdes de microaeracao
e anaerobiose, a vazao do gas de entrada é conhecida (microaeracao) e sua
composicdo € monitorada por espectrOmetro durante todo o tempo de
fermentagcdo para comparagdo com os gases de exaustdo. Os gases de
exaustao, compostos pelo gas de entrada que nao foi consumido na fermentacao
mais 0s gases excretados pela célula (gas carb6onico) ou arrastados por essa
corrente (vapor d’agua e etanol), deixam a dorna de fermentagdo pelo
condensador. Os gases seguem para um “trap” (etapa 2), para evitar que agua
chegue as garrafas do fluxébmetro (umidade pode danificar o equipamento) e, em
seguida, para o fluxdmetro (etapa 3), onde foram medidas as vazdes dos gases
de exaustdo para cada fermentacgéao.

Na saida do fluxémetro, foi instalado um conector na forma de Y (etapa 4),
dividindo o fluxo de géas - parte bombeado para o analisador de gases (volume
necessario para a andlise) e o excesso liberado ao meio ambiente. E importante
utilizar esse sistema para evitar pressurizacdo das dornas, uma vez que 0
sistema de andlise por espectrometria de massas fecha a linha quando nao
estiver bombeando a amostra. Sendo assim, o0 gas que sai do condensador e é
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medido no fluxémetro ndo teria outro caminho a percorrer, pressurizando a linha
e a dorna de fermentagéo.

No espectrometro de massas (etapa 5), foi analisada a composicao do gas
em % (nitrogénio, oxigénio, CO3, etanol e agua).

Sendo assim, conhecendo-se, a vazao e a composicdo dos gases de
exaustdao é possivel determinar a vazdo de CO2 produzida durante a
fermentacéo.

Conhecendo-se a vazao volumétrica total dos gases de exaustdo (F:
[cm3.min"]) determinada pelo fluxdmetro, o fator de conversdo de cada gas
disponibilizado pelo equipamento (fc [apresentado na Tabela 4]) e a fracao de
cada componente neste gas determinada pelo espectrdmetro (Xcomponente), €
possivel determinar a vazao de cada gas que deixa o processo (Qcomponente) €M

cada ponto de amostragem, conforme a Equacéo 20.

F componente =F t-Xcomponente-f ¢ (20)

Tabela 4: Fator de corregao determinado para cada componente pelo fabricante do fluxémetro
de massa (MKS Instruments 647C).

. Al A Dioxido de ]
Nitrogénio Oxigénio Etanol Agua
N) (0 RO (CaHe0) (HoO)
2 2 PARL 2
(COy)
Fator de
~ 1 1 0,7 0,39 1
correcao

As velocidades de formagao de CO: foram obtidas a partir da diferenca
entre o gas de exaustao e de entrada em cada ponto de amostragem. Sendo
assim, conhecendo-se a vazao (Fcoz [cm3.min’']) e levando em consideragéo a
densidade (pco2 [g/cm?]), é possivel conhecer a vazdo massica de gas carbdnico
produzida (rh [g.min"']). Considerando o volume do reator naquele instante (L),
obtém-se a velocidade de formacdo instantanea (Qco2X [g.L-".h"']). Como a
massa celular é conhecida a cada instante, foi possivel determinar a velocidade
especifica de formacdo de CO2 (Qcoz[Mgcoz.geer’.h]) para os experimentos em
anaerobiose e microaeragao.

Devido ao baixo consumo de O: e a possivel interferéncia no analisador de
gases para este componente, ndo foi possivel a determinagdo do consumo deste

componente.
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3.10 Caracterizacao da atividade enzimatica (enzimas XR e XDH)
A determinacao da atividade enzimatica foi realizada segundo metodologia

elaborada e descrita por Tramontina et al. (trabalho em submissao).

3.10.1 Amostragem e preparacao das células

Para comparar a atividade de enzimas que atuam na via de assimilacao
da xilose em S. passalidarum, foram coletadas amostras nos tempos iniciais e
finais para as fermentacées com diferentes condicbes de aeragao. As células
foram submetidas a centrifugacao a 2348 xg durante 5 min a 4 °C e lavadas com
agua destilada gelada e estéril, conforme descrito por Santos et al. (2016). A fim
de se obter o extrato bruto celular, a mistura foi ressuspensa com solucao
tampao (KH2PO4, 100 mM; MgClz, 2 mM e dithiothreitol (DTT , 0,5 mM - agente
redudor que auxilia na lise da membrana). Em seguida, dirigidas para agitacao
em vortex com esferas de vidro durante 30 min. A fracao liquida foi separada e
submetida a centrifugacdo durante 60 minutos a 4 °C e 2348 xg. ApGs esse
tempo, o sobrenadante (extrato bruto) foi separado em tubos Eppendorfs™ de
2 mL limpos e preservado em gelo para quantificacdo da proteina e ensaios
enzimaticos. Foram realizadas trés repeticbes para cada condicéao.

3.10.2 Determinacao de proteinas e analise enzimatica

A fim de comparar o perfil enzimatico nos diferentes extratos de células
brutas, a concentragdo de proteina em cada amostra foi determinada pelo
método de corante Bradford (BRADFORD, 1976). O kit de ensaio de proteina foi
adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente, foi estabelecida
uma faixa de concentracao linear utilizando BSA (albumina de soro bovino) como
proteina padrdo. Assim, foram misturados 80 yL de amostra diluida
adequadamente com 80 yL de reagente de corante Bradford em ensaios de
microplacas. Apos cinco minutos de incubacao (escuro, 23,5 °C), as amostras
foram medidas a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentragéo total de proteina
no sobrenadante da cultura foi medida em triplicata. Apés essa analise, foi
adicionado imediatamente o coquetel comercial inibidor de protease (Bio-Rad,
EUA) no extrato para evitar a degradacao indesejada das proteinas.
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3.10.3 Atividade de xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH)

As atividades das enzimas XR e XDH foram medidas como relatado em
Santos et al. (2016). Os ensaios foram realizados em pocos de microplacas
(volume final de 200 pL), contendo tampéo de fosfato pH 7,0 (50 mM para
atividades de XR) e tampéo de Tris pH 8,5 (50 mM para atividade de XDH), uma
quantidade apropriada de sobrenadante de lisado de células (10 a 40 L,
dependendo da concentracao de proteinas obtida a partir do método de corante
Bradford, 1976) e 20 uL de substrato em uma concentragdo de 1M (xilose para
XR e xilitol para realizar a atividade XDH). Assim, imediatamente apds a andlise
da absorbancia da amostra “branco”, as coenzimas foram adicionados
especificamente para cada propésito: NADPH ou NADH (2 mM) foi adicionado
para ensaios de XR e NAD* (2 mM) para avaliacdo de XDH. As moléculas
NADPH/NAD+ foram utilizadas neste estudo para determinar as reacodes
enzimaticas de oxidacao/reducao. Durante as reacées, NADPH e NADH, que
absorvem luz a 340 nm, foram oxidadas para NADP+ e NAD+, respectivamente,
correspondente a atividade de XR (seguido de deteccao de diminuicao de
absorbancia), ou NAD* foi reduzido para NADH, correspondente a atividade de
XDH (seguido de deteccao de aumento de absorcéo).

As reacdes foram monitoradas a 25 °C durante 10 minutos (com
medicdes a cada 30 s), a 340 nm, utilizando o leitor de placas Infinite® M200 da
Tecan Trading AG (Tecan Trading AG, Suiga). O coeficiente de absortividade
molar da enzima utilizado () é, a 340 nm, 6,22x103L.mol"".cm™', o qual foi usado
para determinar e calcular a atividade enzimatica especifica (umol.min"'.mg' de
lisado) (HECTOR et al.,, 2013). Os resultados das atividades especificas
relatados neste estudo sédo proporcionais a quantidade de lisado adicionada na
amostra de dilui¢do, utilizando a inclinagéo inicial (Abs.min™'), o coeficiente de
absortividade molar da enzima, o volume de ensaio e lisado e os dados de
concentragéo de proteina obtidos pelo método de corante Bradford (Bradford,
1976). Todas as reacdes foram realizadas em triplicata e o “branco” consistiu na

mesma reagao na auséncia dos substratos ou do extrato bruto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacao da concentracao de saturacao em O, (Cs)

Para determinacao da concentracao de saturagao, foi necessario realizar a
padronizacdo da solucdo de peréxido de hidrogénio (H202 1M) através de
titulacdo com solucdo de permanganato de potassio (KMnOs4 0,02M)
previamente padronizado com a solugdo de oxalato de sédio como padrédo
primario (Na2C204 0,05M). Para a preparacdo dos reagentes, foi utilizada a
metodologia descrita por Morita (2007).

Através da titulacao, foram obtidas as molaridades reais de KMnO4 e H20>
(0,0203M e 1,0826M, respectivamente). Com esses valores, foi possivel saber,
de forma exata, a molaridade adicionada ao balao de reacao através da adicao
de diferentes volumes de H20>, e, pela Equacéo lll, conhecer a quantidade de
oxigénio que foi liberado no meio através da agéo da enzima catalase.

A determinacdo de Cs foi previamente realizada em agua destilada para
validacdo do método, e, em seguida, repetida para os meio fermentativos
descritos nos itens 3.4.1 (fermentagdes com diferentes valores de kia 90 g.L™
de AR) e 3.4.2 (condicdo de aerobiose — 30g.L' de AR). Os volumes
adicionados de H202 variaram de 15 até 100 pL e foram realizadas em triplicata.

A Figura 11 apresenta a solubilidade obtida para os diferentes meios, sendo
que ha uma relacao linear entre o valor medido pela sonda de OD (%) e a
concentracdo de oxigénio (mgoz2.L "), o qual foi calculado a partir da
estequiometria da Equagao Ill com o volume conhecido de H20- (padronizado)
adicionado ao meio.

Figura 11: Resposta da sonda de oxigénio dissolvido em fungéo da concentragao de oxigénio a
30°C.
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E possivel observar na Figura 11 que o meio de propagacéo (condi¢do de
aerobiose) ndo apresentou grande variacdo de saturacdo de oxigénio quando
comparado a agua destilada. J& o meio utilizado para as fermentagdes com
diferentes valores de k,a apresentou uma variagdo maior. Extrapolando as
equacoes das retas obtidas, é possivel determinar a concentragdo de saturacao
de cada meio (Cs), ou seja, o valor de OD quando a saturacao atinge 100%, as
quais sao apresentados na Tabela 5, assim como a variacao em relacao a agua
destilada e a constante de Henry na temperatura de 30 °C.

Tabela 5: Concentracdo de saturacao (Cs), constante de Henry (H), coeficiente de correlacao
(R?) e variacdo dos meios de fermentacio em relagdo a dgua destilada a 30 °C.

] Meio de
A Agua Meio de propagacao .
Parametros fermentacao
destilada (Aerobiose)
(Diferentes k.a)
Cs (mgo2.L™) 7,493 7,317 6,698
H (mgoz.L'atm™)* 35,852 35,010 32,048
R? 0,9999 0,9998 0,9997
Variacao (%)** - -2,36 -10,73

*Pressao parcial Oz2: 0,209 atm (Schmidell, 2001); **Em relagdo a agua destilada na
mesma condi¢ao

Segundo dados de literatura (SCHMIDELL, 2001), a solubilidade de O2 em
agua destilada a 30 °C é de 7,55 mgoz.L™", ou seja, muito préxima do valor obtido
experimentalmente (7,49 mgo2.L), validando o método de determinacéo de Cs.

Segundo Képpeli e Fiechter (1981), a solubilidade do oxigénio da fase
gasosa para a liquida € moderada pela resisténcia de transferéncia de massa da
fase liquida. Sendo assim, a adicao de substratos e sais na adgua causa uma
variacdo na constante de Henry e, consequentemente, na concentracao de
saturacdo desse meio para um dado valor de pressao parcial de oxigénio no gas
(SCHMIDELL, 2001). E por esse motivo que, para o meio de propagacio
(aerobiose), o qual possui menos agucar dissolvido (30 g.L"), a variagdo em
comparag¢ao com a agua foi menor do que o para meio com 3x a concentragao
de agucar.

Na literatura, é reportado que, para um meio fermentativo, o valor de Cs pode
ser de 5 a 15% menor do que para a dgua destilada na mesma temperatura. No
presente trabalho, a diferenca esta na faixa de 2,36 a 10,73%.
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Vendrusco (2009) obteve uma reducao de 12% para o meio utilizado no
crescimento de Monascus ruber, composto por 20 g.L' de glicose, 5g.L" de
glicina e mais adigédo de sais. Rossi (2006) observou a reducao de 8% no meio
de Pridham-Gottlieb (modificado) para fungos ectomicorrizicos.

Sendo assim, é necessario levar em consideracdo essa queda na
solubilidade para cada meio. A n&o correcao desses valores pode acarretar em
erro na determinacdo dos parametros relacionados a transferéncia e consumo
de oxigénio (VENDRUSCO, 2009; SCHMIDELL, 2001).

4.2 Determinacao da Concentracao Critica de Oxigénio Dissolvido (Ccrir)

A Figura 12 apresenta as curvas de concentracao de O2 pelo tempo, durante
interrupcao da aeracao na aplicacao do método dindmico, com o objetivo de se
determinar a concentragdo critica de oxigénio da levedura S. passalidarum,

conforme descrito no item 3.5.2.

Figura 12: Determinacao de Ccrir de Oz para a S. passalidarum.
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E possivel observar que, durante a interrupgéo da aeragao, os valores de
OD (registrado pela sonda) decaem praticamente como uma reta, mudando a
inclinagdo ao atingir 15 % de saturagéo. Isso acontece quando a célula altera
sua velocidade maxima especifica de respiracao, resultado da falta de oxigénio.
Sendo assim, quando se deseja propagar S. passalidarum e manter a maxima
velocidade de crescimento, a concentracdo de oxigénio deve ser mantida
sempre acima de 15% de saturacdo do meio, mantendo a velocidade especifica

de respiracao (Qo2) constante e maxima, promovendo o crescimento celular.
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4.3 Fermentacao em batelada com diferentes valores de k.a

Para determinacao da melhor condi¢ao de transferéncia de oxigénio para
a levedura S. passalidarum na producdao de etanol, foram realizadas
fermentacdes empregando diferentes condicées operacionais de agitacdo e
injecao de ar comprimido, com o objetivo de variar o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (kLa). As condigbes fixadas para cada kia foram
determinados a partir da metodologia descrita no item 3.5.3.

A condicao de anaerobiose (kLa zero) foi estabelecida sem a injecao de
oxigénio, mantendo-se uma agitacao de 150 rpm durante a fermentagédo para
manter a homogeneizacdo do meio. As condi¢cdes estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6: Condi¢cdes empregadas para determinagdo do k.a.

kLa Agitacao Aeracao
(h) (rpm) (Lpm)
Anaerobiose 150 0
4,9 150 0,1
8 170 0,2
45 255 0,9

Os experimentos foram realizados em biorreatores contendo 1,4 L de
meio, composto por mistura de xilose e glicose na proporcdo de 70 e 30%,
respectivamente, com o objetivo de simular um hidrolisado hemicelulésico obtido
através de tratamento &cido do bagago da cana-de-agucar. A formagédo de
produto e subprodutos, o consumo de substratos e a concentragao celular foram
monitorados ao longo de 48 h de fermentacdo para as condigbes de
microaerofilia e anaerobiose, sendo os resultados apresentados na Figura 13.
Vale destacar que o presente trabalho estabeleceu o tempo de fermentacao de
48 h como padrao para comparacgao entre os dados e em todos os experimentos
a viabilidade celular se manteve acima de 95%.
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Figura 13: Perfil das fermentagées utilizando S. passalidarum sob diferentes coeficientes
volumétricos de transferéncia de oxigénio: (A) anaerobiose k.a = 0 h”', (B) kta= 4,9 h!, (C) k.a

=8 h', (D) k.a = 45 h'. Simbolos referem-se a: (m) — Glicose; (m) — Xilose; (A) — CDW; (@) —
Etanol; (©) — Xilitol.
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Pode-se observar que consumo de glicose ocorre em todas as
fermentagdes, inclusive em anaerobiose, antes das 8 h iniciais de processo.
Também €& observado o consumo sequencial de agucares, ou seja, a xilose
comecga a ser consumida ap6s concentragdes limitantes de glicose no meio de
cultura. Isso acontece devido a repressdo catabdlica observada em meios
compostos, onde concentragdes elevadas de hexoses inibem o transportador de
pentoses da célula (FARWICK et al., 2014). Para o experimento com o maior
valor de kia (45 h'), foi registrado o inicio da consumo da xilose quando a
concentracdo de glicose estava abaixo de 8 g.L-'. Esse mesmo efeito foi
observado em trabalhos anteriores para S. passalidarum em condicdo de
anaerobiose (HOU, 2012), bem como para outras leveduras, como S. stipitis, em
condigbes de microaeragdo (AGBOGBO e COWARD-KELLY, 2008; SANTOS et
al., 2015), tanto em meio sintético como para hidrolisado de palha de trigo
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(BELLIDO et al., 2013). Vale ressaltar que os resultados obtidos no presente
trabalho contradizem dados reportados na literatura, em que Su et al. (2015) e
Hou (2012) afirmam que o consumo dos agucares acontece de forma simultanea
pela levedura em condicbes de microaeracdo e aerobiose, respectivamente.
Para atingir a condicdo de microaeracdo, os autores utilizaram frascos
Erlenmeyer de 150 mL com volumes de meio de 50 e 75 mL, aplicando uma
agitacdo de 110 ou 150 rpm, promovendo, assim, 4 diferentes condi¢cées de
microaeragdo. A condicdo de aerobiose também foi realizada em frascos de
100 mL contendo 50 mL de volume de trabalho agitados a 120 rpm.

Para as condi¢cdes de microaeracédo, as concentracdes finais de etanol e
xilitol foram similares para os diferentes experimentos (Tabela 7), com variacao
no tempo de consumo de xilose (Figura 13 [B] - [D]). Ou seja, a disponibilidade
de oxigénio afetou a velocidade de consumo desse acucar (Figura 13), sendo
que a elevagao do kLa possibilitou a exaustao desse agucar em um tempo menor.
Para o kia de 4,9 h'', 48 h de fermentacgao nao foram suficientes para a levedura
esgotar 90 g.L"" de substrato (residual de 9,75 g.L""). Para o kia de 8 h'!, todo o
acgucar foi consumido neste intervalo e, para o maior k.a (45 h''), toda a fonte de
carboidrato foi consumida na metade do tempo (24 h), refletindo na elevacao da
produtividade volumétrica (Qp), apresentada na Tabela 7.

Na Figura 13, também € possivel observar a elevacao da concentragdo de
xilitol, subproduto da via metabolica, excretado ao meio fermentativo ao longo
da reagdo. Para o experimento em anaerobiose, a concentragdo atinge
11,49 g.L-" e é obtido um fator de conversdo de xilose a xilitol (Yixiionxi) de
0,40 gyiitol.gxi'. Para as condigdes de microaeragdo, o valor médio do fator de
conversao entre as trés condigoes é de 0,24 gjiitol. Oxi .

Veras et al. (2017), também realizaram experimentos com S. passalidarum
em meio sintético, somente xilose, em condi¢cées de anaerobiose e oxigénio
limitado, e observaram a diminui¢cdo da velocidade de consumo de xilose, na
auséncia de oxigénio, além da elevacao da concentragao de xilitol no meio. Sem
aeracao, 120 h de fermentacdo n&o foram suficientes para o consumo de
40 g.L" de xilose, produzindo somente 4 g.L ' de etanol e uma consideravel
concentracgdo de xilitol (3 g.L"). Outro trabalho relatou que o acimulo de xilitol
também afetou a produtividade do processo fermentativo, sendo mais acentuado
em meio composto por xilose e glicose (120 e 30 g.L"', respectivamente),
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chegando excretar 3 vezes mais subproduto do que o meio composto somente
por pentose (SU et al., 2015). Como descrito anteriormente, o presente trabalho
realizou experimentos com mistura desses acucares (70% xilose e 30% glicose),
resultando em uma concentracdo de xilitol excretado ao meio durante as
condicoes de microaeracao 5 vezes maior quando comparada ao trabalho de Su
et al. (2015).

Tabela 7: Resultados obtidos durante as fermentacdes com S. passalidarum, sob diferentes
condic¢des de disponibilidade de oxigénio.

kca Tempo Etanol AR.s CDW; Xilitol Ne Qpetanoy  YPis Yxis
(h) (h) (L)  (g.L-1) (g.L) (gL) (%) (gL"h") (9.97) (9.97)

19,75 38,81 16,75 11,49 36,76 038 0,31 0,00

0 48
+ 0,03 +026 +087 +£0,08 0,05 +0,00 +0,01 0,00
a9 g 024 975 2017 1459 5919 058 034 003
+ 0,36 +1,88 +0,05 +£0,38 +1,58 +0,01 +0,00 0,01
8 45 9257 154 1970 1586 6220 062 032 003
+0,13 +092 +1,13 +0,13 *1,44 + 0,00 +0,00 +0,00
45 o4 2861 050 2203 1462 5685 112 029 006

+042 *+064 +024 =040 +050 +0,01 +0,00 +0,00

ARres = agucar redutor residual; CDW: = massa seca final; ne- rendimento em etanol; Qp(etanol) =
produtividade volumétrica em etanol; Ypis = fator de conversao de substrato em etanol, Yxs=
fator de conversao de substrato em célula.

Na Tabela 7, é possivel observar que, para a condicdo de anaerobiose,
foram registrados baixo titulo e baixo rendimento em etanol (19,75g.L" e
36,76%, respectivamente).

A leve queda observada no rendimento em etanol do experimento com kra
de 45 h'', em comparacido ao kia de 8 h', pode ser explicada pelo maior fator
de conversdo de substrato em célula (Yxs de 0,06 g.g™'), ou seja, uma maior
aeracao acarretou em uma maior producéo de biomassa celular. Considerando
que todas as fermentacbes foram langadas com uma concentracao celular de,
aproximadamente, 17 g.L™", a massa celular ao final do experimento com maior
kLa teve um crescimento de 33%, enquanto que para as demais condi¢cdes de
microaeragao esse valor fica em torno de 13 %, correspondendo a um Yxs de
0,03g.g'. J4 para o experimento em anaerobiose, ndo foi observado
crescimento celular ao longo do processo fermentativo (Yxs de 0,00).
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Leveduras Crabtree negativas tém a caracteristica de desviar a rota
metabdlica frente a disponibilidade de oxigénio, favorecendo o crescimento
celular na presenca de maiores concentracdes de oxigénio dissolvido ao meio,
afetando os rendimentos em etanol, o que explica a elevacdo do fator de
conversdo de substrato em célula com a elevagao do kia (DU PREEZ, 1994;
AGBOGBO e COWARD-KELLY 2008; DUSSAN et al., 2016). Para este grupo
de microrganismos, a producao de etanol é favorecida em condicbes de
limitacao de OD.

Um estudo realizado por Silva et al. (2012), com o objetivo de avaliar a
influéncia de diferentes condi¢des de transferéncia de oxigénio para a levedura
S. stipitis, registrou que valores de kia abaixo de 12 h' apresentaram os
melhores resultados para a producao de etanol. Acima desse coeficiente, foi
observado o desvio da rota, favorecendo o crescimento celular e afetando a
producao de etanol. Skoog e Hahn-Héagerdal (1990) observaram que a auséncia
de oxigénio causou inibicdo do crescimento celular para esta levedura (S.
sitipitis). No presente trabalho, foram observados os mesmos comportamentos
para S. passalidarum, isto é, além de nao ser registrado crescimento celular em
anaerobiose (Yws de 0,00), registrou-se lento consumo dos substratos,
impactando na formacao de etanol e no rendimento, ao contrario do que foi
observado no trabalho de Hou (2012), que mesmo em auséncia de oxigénio foi
registrado crescimento celular. Entretando, quando comparada a condi¢do de
aerobiose imposta por esse autor, foi necessario 4,5 vezes mais tempo para
consumo total dos agucares e o crescimento celular foi 4 vezes menor para a
condi¢do de anaerobiose.

Como mencionado anteriormente, a elevac¢ao da disponibilidade de oxigénio
elevou a produtividade volumétrica, assim como as velocidades especificas de
consumo de substratos e formagédo de etanol e xilitol, como apresentado na
Figura 14 e na Tabela 8, onde é apresentada a meédia das velocidades
registradas durante cada experimento.
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Figura 14: Perfil de velocidades especificas de consumo de substratos: (A) Glicose, (B) xilose,
(C) AR, e velocidades especificas de formacgéao de: (D) etanol, (E) xilitol para as fermentacdes
com diferentes valores de kLa, para a levedura S. passalidarum.
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E possivel observar que a velocidade especifica de consumo de glicose se
manteve similar para todos os experimentos (Figura 14A), tanto em faixas de
microaeragdo como em auséncia de oxigénio. Ja para o consumo de xilose
(Figura 14B), é observada a elevagao da velocidade especifica com o aumento
da disponibilidade de oxigénio, sendo que, para as condigcdes de 49 e 8h' a
velocidade se manteve semelhante, sendo duas vezes maior quando comparada
a condicdo anaerdbica e 2,4 vezes menor que o valor para o kia de 45 h'. No
experimento com maior kLa, a mesma concentragédo de AR (soma de glicose +
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xilose) foi consumida em um tempo consideravelmente menor, o que explica as
velocidades especificas mais destacadas. Esse mesmo comportamento também
€ observado para a velocidade especifica de formacao de etanol e do subproduto
xilitol, sendo que, para a faixa intermediaria de microaerofilia (4,5 e 8 h''), a
velocidade para o etanol é 1,5vezes maior do que para a condicdo de
anaerobiose e 2,2 vezes menor do que para o maior k.a. Ja para a velocidade
especifica de formacgao de xilitol, a diferenca significativa estd no experimento
com maior coeficiente de aeracdo, ressaltando que foram observadas
concentracdes similares desse analito para todas as condi¢des, ou seja, o tempo
novamente é responsavel pela variacao nas velocidades especificas.
Tabela 8: Média das velocidades especificas registradas durante o consumo de substratos e

formagé&o de produto e subproduto para as fermentagdes com diferentes kiLa, para a levedura
S. passalidarum.

k.a P pXIL HGLI HAR pXilitol
(h")  (g.97h7") (9.g7'h") (9.g7'h") (9.g7h")  (g.97h")
0 0,017 0,037 0,185 0,061 0,014

+ 0,000 + 0,001 + 0,001 + 0,007 + 0,000

49 0,026 0,069 0,186 0,084 0,015
’ + 0,002 + 0,005 + 0,005 + 0,005 + 0,000
8 0,027 0,075 0,196 0,090 0,018
+ 0,002 + 0,002 + 0,011 + 0,001 + 0,001

45 0,058 0,175 0,199 0,182 0,034
+ 0,001 + 0,009 + 0,000 + 0,001 + 0,000

P = produto (etanol); XIL= xilose; GLI = glicose; AR= agucar redutor.

Nakanishi et al. (2017) realizou fermentagbes com S. passalidarum
utilizando como substrato um hidrolisado lignocelul6sico obtido a partir de pré-
tratamento alcalino seguido de hidrolise enzimatica da celulose e hemicelulose
(meio composto por aproximadamente 75% glicose e 25% xilose), empregando
a estratégia de reciclo celular em batelada alimentada. Os autores registraram
uma velocidade instantdnea de consumo de xilose na primeira batelada de
0,45 g.L'h", a qual elevou-se a cada reciclo, chegando a uma velocidade de
0,60 g.L'h"". Neste trabalho, sob a mesma condicéo de operagio (anaerobiose),
essa velocidade foi de 0,665 g.L'h"', vale ressaltar que existe um grande
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diferenca na propor¢do e concentracdo de xilose entre os 2 trabalhos que
explicaria a diferenca no resultado. No caso da glicose, a velocidade instantanea
de consumo foi similar para ambos os trabalhos (préximo a 3,4 g.L'h).

Devido a proximidade dos rendimentos obtidos para as fermentagdes nas
diferentes condicdes de microaeracao, conforme apresentado na Tabela 6, foi
realizado o teste de Tukey com 95% de confianca com o auxilio do software
Statistica, com o objetivo de se avaliar se ha diferenca significativa entre tais
rendimentos. O resultado gerado pelo software estao apresentado nos Anexos
A (Tabela A.1), onde os valores em vermelho indicam as médias de rendimento
significativamente diferentes a 95% de confianca. Com esses resultados, foi
possivel gerar a Tabela 9, onde as médias estatisticamente iguais a 95% de
confianga sao representadas pela mesma letra. Pode-se concluir que os
rendimentos em etanol para os ensaios com kia de 8 e 45 h™' sdo diferentes
estatisticamente. Ja para as condigoes de 4,9 e 8 h'' sdo estatiscamente iguais,
sendo os maiores valores de rendimento observados.

Tabela 9: Teste de Tukey realizado para os rendimentos em etanol das fermentagbes com
diferentes valores kia, para a levedura S. passalidarum.

k,a Meédia dos rendimentos DP

Oh™! 36,762 0,05
4,9h™ 59,19bc¢ 1,58
8h 62,20° 1,44
45h™ 56,85°¢ 0,50

Este teste também foi realizado para a produtividade volumétrica (Qp),
(analises apresentadas no Anexo A — Tabela A.2), gerando a Tabela 10. Como
nenhuma média de Qp esta associada a mesma letra, é possivel afirmar, a 95%
de confianga, que a produtividade volumétrica difere para todas as fermentagdes

realizadas, tanto em microaeragcao quanto em anaerobiose.

Tabela 10: Teste de Tukey realizado para as produtividades volumetricas em etanol das
fermentag¢des com diferentes valores kia, para a levedura S. passalidarum.

Média de produtividade DP

kia volumétrica

Oh™ 0,3802 0,05
4,9h™ 0,584 1,58

8h 0,622° 1,44

45h1 1,1284 0,5
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Sendo assim, por mais que os rendimentos nado difiram estatisticamente nas
fermentagbes com kia de 4.9 e 8 h' e que a concentracdo de etanol para as
fermentagdes em microaeracao sejam similares, o que difere esses processos é
a produtividade volumétrica, sendo que o aumento da disponibilidade de
oxigénio gerou um aumento de Qp, bem como das velocidades especificas de
consumo e formacao, resultando em uma fermentagdo mais rapida. Em termos
de escalonamento de processo isto implacaria em reducdo no CAPEX (capital
ou investimento em bens de capital), uma vez que reduziria 0 nimero de dornas
de fermentagdo em uma instalagao industrial, por exemplo.

O mesmo resultado foi observado por Bellido et al. (2013), que, ao avaliar o
efeito da aeracdo para a levedura S. sitipitis, verificou que um k.a de 3,8 h'
refletiu na reducédo de 42,9% do tempo de fermentacao de um hidrolisado de
palha de trigo quando comparado ao mesmo experimento sem aeragao.

Sendo assim, o kia de 45 h se destaca, uma vez que a média dos
rendimentos é similar as médias registradas nas demais condi¢des de
microaeragdo e a produtividade volumétrica € maior, refletindo em uma
significativa redug¢do do tempo de processo (metade do tempo). Dessa forma,
nessa condicao, é possivel realizar duas bateladas de fermentacées no mesmo
tempo em que se realiza apenas uma com k.a de 8 h™', produzindo-se o dobro
da quantidade de etanol.

Outra grande vantagem desta condicdo (kca 45 h') é a renovacéo celular
proporcionada durante a fermentacdo sem causar perdas significativas de
rendimento, o que se torna um diferencial uma vez que a reutilizagdo do creme
de leveduras durante bateladas consecutivas (reciclo celular) requer células
ativas e viaveis. Essa caracteristica € observada em usinas de 1G, onde a
Saccharomyces cerevisiae, mesmo em condi¢gdo de anaerobiose, promove a
renovacgao celular, possibilitando a reutilizacdo deste creme por longos periodos
sem perda de viabilidade.

4.4 Propagacao em batelada (condicao de aerobiose)

Nesse experimento, o oxigénio dissolvido foi mantido entre 40 e 50% em
relacdo a saturagdo com ar atmosférico através de controle automatico em
cascata que variou agitacédo (de 200 a 900 rpm) e aeracéo (0,1 e 2 Lpm). Como

o objetivo principal desse experimento foi a obtencao de paradmetros cinéticos
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respiratérios da levedura, o meio foi composto por uma concentragdo menor de
acgucares (30 g.L") quando comparado ao meio utilizado nos experimentos com
valores de kia definidos, assim como uma menor concentracdao de levedura
inoculada (1,5 g.L").

Na Figura 15 é possivel ver o perfil da propagacao celular de S.
passalidarum (condicao de aerobiose).

Figura 15: Perfil de propagacéo de S. passalidarum (condicdo de aerobiose), com concentracao
de oxigénio dissolvido mantido entre 40 e 50% através do controle automatico. Simbolos

referem-se a: (m) — Glicose; (m) — Xilose; (A) — CDW; (@) — Etanol; (©) — Xilitol.
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E possivel observar que, em condicdo de aerobiose, o fluxo metabdlico é
totalmente desviado para crescimento celular, também favorecido pelas
condicoes aplicadas no experimento (concentracao de celulas e de AR). Como
jA& comentado anteriormente, leveduras Crabtree negativas favorecem o
crescimento celular quando submetidas a uma elevada disponibilidade de
oxigénio, reduzindo a producdo de etanol (DU PREEZ, 1994; AGBOGBO e
COWARD-KELLY 2008; DUSSAN et al., 2016). Dessa forma, justifica-se a
auséncia de etanol e xilitol ao final de 1 h de fermentagdo, mesmo sob completa
exaustdo da fonte de carbono, resultan o em uma produtividade de etanol igual
a zero (Tabela 11), bem como auséncia de velocidade especifica de formacao
de etanol (Tabela 12). Neste experimento, a massa celular inoculada (em base
seca) foi de 1,35 g.L"', e a massa seca final obtida foi de 21,57 g.L " (16 vezes
maior), o que reflete em um fator de conversao de substrato em célula elevado
(0,65 g.g™"). Veras et al. (2017) também observou a influéncia da disponibilidade
de oxigénio, sendo que o crescimento celular foi 2 vezes maior para a condicdo

de aerobiose quando comparada a condicdo de limitacdo de oxigénio,
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decrescendo a producgao de etanol. Ja Long et al. (2012) observou o completo

desvio de rota, assim como o0 registrado nesse trabalho, frente a elevada

disponibilidade de oxigénio, onde nenhuma producao de etanol foi registrada.
Tabela 11: Dados obtidos durante propagacéao celular de S. passalidarum (condigdo de

aerobiose), com concentracdo de oxigénio dissolvido mantido entre 40 e 50% através do
controle automatico.

Tempo Etanol ARresiguai CDWiinal Ne Qpyetanol) Yxis

(h) (gL (gL (oL (%) (g.L.h7") (9.9
032 000 21,57 0,00 0,00 065
£0,00 +0,00 £0,09  +0,00 £0,00  +0,00

AR = agucar redutor; CDW = massa seca; nge- rendimento em etanol; Qpietano) = produtividade
volumétrica; Yys = fator de conversao de substrato em célula.

12

Assim como nos experimentos com kia fixo, foi observado o consumo
sequencial de AR, visto que houve um maior consumo de xilose a partir de 4 h,
quando a concentragéo de glicose ja estava abaixo de 8 g.L".

Na Figura 16 é apresentado o perfil das velocidades especificas de consumo
de substratos e de formacao de etanol e xilitol. Na Tabela 12 é apresentado o
valor médio das velocidades especificas registradas durante a propagacao
celular.

Figura 16: Perfil de velocidades especificas de consumo de substratos e de formagéo de

produto e subproduto durante propagacgao celular de S. passalidarum (condigao de aerobiose),
com concentracido de oxigénio dissolvido mantido entre 40 e 50% através do controle

automatico. Simbolos referem-se a: (m) — Glicose; (m) — Xilose; (®) — AR; (A) — CDW; (o) —
Etanol; (©) — Xilitol.
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Tabela 12: Média das velocidades especificas registradas durante o consumo de substratos e a
formacéo de produto para propagacao celular da S. passalidarum (condicdo de aerobiose), com
concentracao de oxigénio dissolvido mantido entre 40 e 50% através do controle automatico.

MuP MXIL MGLI HAR pX pXilitol
(9.9'h") (g9.97h") (g9.97h") (g.g7h") (g.97h") (g.g7h")
0,000 0,187 0,310 0,332 0,251 0,004

+ 0,000 + 0,001 + 0,028 + 0,007 0,018 + 0,000
P = produto (etanol); XIL= xilose; GLI = glicose; AR= agucar redutor.

E possivel observar que foram registradas velocidades especificas elevadas
de formacdo celular que acompanham o perfil da velocidade especifica de
consumo de acgucares. A velocidade especifica de crescimento é maior durante
o consumo de glicose, antes das 8 h de experimento, obtendo-se a maior
velocidade especifica nesse periodo (0,42 h''). Apds esse tempo, inicia-se o
consumo, unicamente, da xilose, causando diminuicao da velocidade especifica
de crescimento, a qual se estabiliza em torno de 0,14 h' até a exaustio dessa
fonte de carbono.

Comparando-se as velocidades especificas obtidas no experimento em
aerobiose (Tabela 12) com as obtidas nos experimentos em microaeracao
(Tabela 8), nota-se uma elevacao nas velocidades de consumo de acucares.

Tanto a velocidade especifica de consumo de xilose (uxiL) quanto o fator de
conversao de substrato em célula (Yx/s) sdo maiores para o presente trabalho
(0,187 g.g'h"' e 0,65 g.g™", respectivamente) do que os obtidos por Veras et al.
(2017) (0,13 g.g'h"" e 0,33 g.g"", respectivamente), sendo que, no trabalho de
Veras et al. (2017), a injecdo de ar manteve a concentracdo de oxigénio
dissolvido acima de 60% durante todo o tempo de fermentagdo e o meio era
composto somente por xilose. Entretanto, os autores reportaram o desvio
metabolico para a via fermentativa, causando a producdo de etanol em
detrimento do crescimento celular. Su et al. (2015) observaram a queda na
conversao de substrato em etanol ao elevar a disponibilidade de oxigénio em
meio composto por mistura de glicose e xilose, refletindo na elevacdo da
conversao em células. Em experimentos realizados sob menor disponibilidade
de oxigénio, a levedura ndo foi capaz de utilizar todo o agucar em 120 h.
Entretanto, ao elevar a concentragdo de oxigénio disponivel em duas vezes (79
para 151,4 mgoz2.L'h""), o aglcar foi consumido em 96 h (SU et al., 2015).
Comparando-se a condicdo de anaerobiose com a condi¢cdo de aerobiose, a
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reducao do tempo foi ainda mais significativa (5 vezes menor) e a producao de
célula foi visivelmente maior (HOU, 2012).

Devido ao controle automatico para manter a faixa de OD elevada, a
agitacdo e a aeracado nao sao constantes ao longo do experimento, ou seja, 0
kLa ndo pode ser conhecido previamente. Sendo asim, para determinacao dessa
garndeza e também da velocidade especifica de respiracao (Qo2), foi aplicado o
método dindmico (descrito no item 3.5.4).

A Figura 17 apresenta os dados de velocidade de consumo de oxigénio
(Qo2X) e velocidade especifica de consumo de oxigénio (Qoz).

Figura 17: Perfil da velocidade de consumo de oxigénio e velocidade especifica de consumo de
oxigénio para condigao de aerobiose com S. passalidarum.
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De acordo com a Figura 17, observa-se que a velocidade de consumo de
oxigénio (Qo2X) se manteve entre 120 e 200 mgo2.L'.h"". J&4 a velocidade
especifica de consumo de oxigénio (Qo2) permaneceu entre 5
e 62 mgo2.geer !, Cabe ressaltar que o perfil obtido para Qo2 € similar ao perfil
observado para ux (Figura 16), onde o maior Qo2 foi registrado em 2 h de
processo, durante o consumo de glicose (61,5 mgo2.gee'.h!), apresentando
uma queda durante o consumo de xilose. Pode-se dizer que o consumo de
oxigénio se mantém particamente estavel ao longo das 12 h de fermentacao
(Qo2X). Porém, devido a variagéo celular de 1,5 até 21,6 g.L', a velocidade
especifica (Qo2) diminui ao longo do tempo.

Taniguchi et al. (1997) observaram Qo2 inferiores para cultivo de S. stipitis
em xilose quando comparados a glicose. Nesse trabalho, os autores obtiveram

um Qo2 maximo de 50 mgoz.L-'.h"! em xilose e de 200 mgoz.L".h"! em glicose.
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Entretanto, essas altas velocidades de respiracdo afetaram a velocidade
especifica maxima de formacao de etanol. Sendo assim, os autores concluiram
que, para otimizar a formagao de produto, as velocidades devem ser mantidas
em 14,3 e 66,7 mgo2.gcer'.h™! para xilose e glicose, respectivamente.

Através da execug¢do do metodo dinamico, foi possivel obter o perfil do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) durante a retomada da
aeracdo controlada automaticamente pelo biorreator (modo cascata),
considerando que a velocidade de respiracao é constante, ou seja, nao tenha
sido afetada. Plotando-se os dados de concentragdo de oxigénio dissolvido (C
[mgo2.L"]) versus o tempo, os valores de kia foram obtidos a partir da Equacgao
9 com auxilio do software Statistica. A figura 18 exemplifica a execucao desta
metodologia.

Figura 18: Exemplo da determinagéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
durante a execugao do método dinamico para experimentos em condigdo de aerobiose com S.

passalidarum. Onde Var1 refere-se ao tempo (s) e Varz a concentragdo de oxigénio (mgoz.L 7).

Model: var2=(3,671671)-(3,671671-1,099745) "exp(-Ka"var 1)
Y=(3,671671)-(3,671671-1,099745)"exp(-(,036286) )

aa

Var2

Var1

O exemplo apresentado acima refere-se ao reestabelecimento da
concentragdo de OD pelo controle automatico apés a execucdo do método
dindmico no tempo de 2 h de propagacao. Nestas condi¢des, o kia foi de
0,036286 s', ou seja, 130,63 h''. Seguindo essa metodologia, foi possivel
determinar o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio para cada
aplicagdo do método dindmico durante o cultivo celular (condigéo de aerobiose).
As médias dos coeficentes obtidos a cada condigdo de retomada de aeracao sao

mostradas na Figura 19.
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Figura 19: Perfil do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio obtidos na retomada
da aeracao, impostas pelo controle automatico, para fermentacéao em aerobiose com S.

passalidarum.
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Os valores de kLa obtidos durante a execucao do metodo dinamico (Figura
19) variaram de 127,7 até 238,4 h™', sendo o maior valor registrado em 4 h de
processo. De acordo com a metodologia citada na literatura se deveria realizar
a medigao de Kp (constante de atraso do eletrodo) para verificar a necessidade
de correcao dos valores de kLa. No entanto, usando a metodologia de correcéo
de valores de kia se teria valores da ordem de 750 h' para o trecho de
crescimento exponencial. Porém, devido a incerteza da confiabilidade dos
dados, optou-se por nao realizar a corre¢ao nesta versao do trabalho. Acredita-
se que os valores elevados podem ter ocorrido, pois com a retomada da aeracéo
e como esta variavel estava sob controle automatico (modo cascata), pode ter
havido uma grande injecdo de ar visto que as células estavam em fase de
crescimento exponencial, com uma alta necessidade de Oz apds o periodo de
interrupgéo da aeragao.

A utilizagcao de elevada concentragao celular ja € amplamente aplicada
em usinas de primeira geracdo e apresentou bons resultados para as
fermentacdes desse trabalho. Sendo assim, para tornar essa metodologia viavel,
€ necessaria uma etapa de propagacao celular bem estabelecida e eficiente. No
presente trabalho, a etapa de propagacao apresentou elevadas velocidades de
conversao de substrato em célula, sem desvio de rota metabdlica para producéo
de etanol ou subprodutos. Ou seja, a aplicacao desse protocolo, em que se
controla o consumo de oxigénio pela alimentacdo linear de agucar, € uma

possivel alternativa para obtencdo de uma alta densidade celular para ser
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aplicada nas fermentagbes. A estimacao dos parametros cinéticos referentes a
essa etapa € de fundamental importdncia para dimensionamento dos
biorreatores de propagacao celular em larga escala para que a aeragao esteja
sempre em um nivel adequado, uma vez que o0 processo adotado é similar ao

encontrado nas usinas de etanol 1G.

4.5 Estimacao de parametros cinéticos e de respiracao

A velocidade especifica maxima de crescimento da biomassa (Umax) foi
obtida a partir do ajuste linear dos dados na fase exponencial de crescimento,
sendo representada pelo coeficiente angular da reta In (X) versus tempo. Os
valores de px para as fases de desaceleracdo do crescimento e estacionaria
foram obtidos a partir da derivagao do ajuste polinomial dos dados de massa
seca versus tempo. A Figura 20 apresenta a determinacdo das velocidades
especificas de crescimento para cada replicata.

Figura 20: In(x) versus tempo para para o cada replicata do cultivo celular (condicéo de
aerobiose) para S. passalidarum. O coeficiente angular dos ajustes lineares na fase

exponencial representam o valor da velocidade especifica maxima de crescimento celular
(pontos em vermelho).
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Para a replicata A, a fase exponencial se estende de 2 a 8 h, refletindo
em um pxde 0,3347 h''. Para a replicata B, esse valor € de 0,2916 h™', com uma
fase exponencial que varia entre o tempo inicial e 8 h. Realizando a média
desses valores e considerando as velocidades especificas de crescimento além
faixa exponencial, € obtido o gréafico da Figura 21.
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Figura 21: Perfil da velocidade especifica de crescimento celular (ux) para o cultivo celular
(condicao de aerobiose) para S. passalidarum.
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Sendo assim, conhecendo-se o perfil da velocidade especifica de
crescimento da biomassa (ux) e aplicando a linearizagédo de Lineweaver-Burk
(Equacéao 19), é possivel obter os valores de pmax € Ks. Onde pmax € representado
pelo inverso do coeficiente linear e Ks é igual ao valor de pumax multiplicado pelo
coeficiente angular dessa reta. A Figura 22 apresenta as retas obtidas para cada
replicata de cultivo celular.

Figura 22: Relagao entre a concentragao do substrato limitante e a velocidade especifica de

crescimento celular para determinagéao dos parametros da equagédo de Monod, onde cada cor
representa uma replicata.
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E observado que, no inicio do cultivo (Figura 22), onde a concentragio de
substrato é maior, sdo registradas as maiores velocidades especificas de
crescimento, valores mais proximos a Pmax. A partir do grafico gerado do inverso

de px (1/px) pelo inverso da concentragdo de substrato (1/S), sdo obtidos os
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valores de pumax para cada replicata, com uma média de 0,44 h' (+0,03), além
dos valores de Ks, com uma média de 8,9 £0,32. Ks refere-se a concentracéo de
substrato na qual a velocidade especifica de crescimento € a metade do seu
valor maximo, conforme indicado pela equagéo de Monod (Equacao 11).

Como pode ser observado na Figura 22 B, para obtengao dos parametros
de Monod, uma reta com poucos pontos é obtida, devido a pouca quantidade de
amostras retiradas durante o experimento. Para elevar a confiabilidade desses
dados foi gerado um novo grafico de 1/ux versus 1/S com dados estimados a
partir dos dados experimentais, como descrito no item 3.8. A Figura 23 apresenta
os dados obtidos a partir desta metodologia.

Figura 23: Determinagéo dos parametros da equagao de Monod a partir de dados estimados,
onde cada cor representa uma replicata.
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A partir dos dados estimados, foi obtido um pmax de 0,49 (+0,02) e um Ks
de 13,95 (+0,38). Sendo assim, os valores de velocidade especifica
apresentaram uma proximidade aos valores obtidos anteriormente (Figura 22 B),
porém com elevagao da constante de saturagdo em 5 g.L™".

Campos (2015) obteve uma velocidade especifica maxima de
crescimento de 0,43 h'' para a cofermentagcdo com suplementacdo de 2 % de
glicose em xilose (totalizando 120 g.L-' de AR) para a levedura S. passalidarum,
obtida a partir da inclinacdo da reta de Inpo versus tempo durante a fase
exponencial de crescimento. Entretanto, os autores registraram uma queda na
produtividade volumétrica quando comparada ao experimento sem glicose
suplementada, onde a velocidade especifica maxima de crescimento (Pmax) foi
de apenas 0,11 h''.
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Segundo Schmidell (2001), microrganismos com elevada velocidade de
crescimento (ux) refletem em altas velocidades especificas de respiragao (QO2).
Pirt (1975), sugere uma relacdo linear destes parametros (Equacédo 16).
Plotando-se os dados de QO: por px obtém-se a velocidade especifica de
consumo de oxigénio para a manutencao celular (mo) e o fator de conversao de
oxigénio em biomassa (Yxo2). A Figura 24 apresenta a reta obtida para a

condicao de aerobiose (propagacao celular) para S. passalidarum.

Figura 24: Relacao entre a velocidade especifica de respiragédo (QO:2) e a velocidade especifica
de crescimento celular () para determinacdo de mo e Yxoz para a condi¢géo de aerobiose

(propagacao celular) para S. passalidarum.
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A partir da Figura 24 e da equacgédo de Pirt (Equacdo 16), foi possivel
determinar os parametros relacionados a respiragao celular para o cultivo celular
(condigao de aerobiose). O fator de conversdo de oxigénio em biomassa é
representado pelo inverso do coeficiente angular da reta formada a partir do
gréafico de Qo2 por px. Neste caso, Yyozfoi de 6,9213 gx.go2'. J& o coeficiente de
manutencao (moz) refere-se a velocidade especifica de consumo de Oz para
manter as células viaveis representado pelo coeficiente linear da reta. Sendo
assim, moz é de 11,134 mgoz. gx'.h™.

Era esperado que com a metodologia descrita no item 3.9 (Monitoramento
de gases de entrada e saida durante as fermentacdes) fosse possivel determinar
os dados de respirometria durante as condi¢gées fermentativas (anaerobiose e
aerobiose). Porém, devido ao baixo crescimento celular, ndo foi possivel
estabelecer um perfil de velocidade de crescimento durante o processo.

Acredita-se que esse baixo consumo de oxigénio registrado durante as
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fermentagdes estd associado a manutencao celular, mantendo a producéao de
etanol, e ndo ao crescimento celular e as varidveis associadas a estes
parametros como, por exemplo, Ux. Dessa forma, a relacao de Pirt ndo é valida
para condi¢cdes onde a via fermentativa € mais expressiva refletindo em baixo ou
zero crescimento celular.

Entretanto, com a metodologia de monitoramento de gases, foi possivel
acompanhar e obter perfis de formagédo de CO2, uma vez que a formacao deste
gas foi mais significativa. Os perfis de velocidade de formacao (Qco2X) e
velocidade especifica de formacao de gas carbbdnico (Qco2) Sd0 apresentados na
Figura 25.

Figura 25: Perfil da velocidade de formagao de CO2 (A) e velocidade especifica de formagéo de
COz2 (B) para condicao de anaerobiose e microaeragdo com S. passalidarum. Simbolos
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Como pode ser observado na Figura 25, a velocidade de formagéo de CO:2
¢ intensificada com a elevagao da disponibilidade de Oz, com um valor maximo
durante o consumo de glicose, como ja foi observado nas demais velocidades
de consumo e de formacdo, bem como a similaridade dos perfis entre os
coeficientes 4,9 e 8 h'' e os valores mais elevados para o maior kia (45 h'). O
consumo de xilose acontece a partir de 8 h de processo, sendo possivel observar
a alteragéo das velocidades de formacao de CO: a partir deste momento, onde,
majoritariamente, é registrado producao de etanol.

Para a condicdo de anaerobiose, uma pequena producdo de CO: é
registrada durante o consumo de glicose e, apds exaustdo desse agucar, esse

valor é reduzido até atingir valores muito préximos a zero.
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No trabalho de Kolling (2017), a concentracao de OD para cultivos do fungo
T. harzianum variaram entre 0,2 a 50%, ou seja, diferentes disponibilidades de
oxigénio. Assim como neste trabalho, a formacao de CO2 foi superior durante os
niveis mais altos de OD.

No presente trabalho que tem o foco na producédo de etanol de segunda
geragao, a formacdo de gas carbdnico esta diretamente relacionado com a
formacao de etanol, como pode ser observado na Figura 26, a qual apresenta
os perfis de velocidades especificas de formacao de etanol e de gas carbbnico.

Figura 26: Perfil de velocidade especifica de formagéo de CO:2 e etanol para as fermentagdes

utilizando S. passalidarum sob diferentes coeficientes volumétricos de transferéncia de
oxigénio: (A) anaerobiose kia = 0 h', (B) kta=4,9 h”', (C) kka=8 h', (D) kka=45h".
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A partir das curvas de velocidades especificas de formacao de CO: e etanol
apresentadas na Figura 26, é possivel observar a similaridade entre os perfis.
Na Figura 27, a relagéo entre formagédo de gés carbbnico e etanol é ressaltada
através dos dados de velocidade de formacédo de CO2 (Qco2X) e produtividade

volumétrica de etanol (Qp) durante o consumo de xilose.
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Figura 27: Relacéao entre a velocidade especifica de formacao de CO:2 e a proditividade
volumétrica de etanol para condicdo de anaerobiose e microaeragdo com S. passalidarum

durante o consumo da xilose. Simbolos referem-se a: (*) —kia=0h"'; (®) —kia=4,9h"; (®)
—kia=8h';(®) —ka=45h".
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A Figura 27 comprova a relagao linear entre formacao de etanol e COso,
principalmente para as condigdes onde somente a via fermentativa estava ativa
(anaerobiose e kia de 4,9 e 8h'"). Como mencionado anteriormente, a
disponibilidade de O: afeta a velocidade de consumo de xilose, 0 que exerce
influéncia sobre velocidade de formacao de etanol e, consequentemente, na
formacdo de CO.. Novamente, h4 uma similaridade de resultados entre os
coeficientes 4,9 e 8 h''.

Para a condicdo de kia 45 h', devido ao leve desvio de rota para o
crescimento e ao rapido consumo de xilose, a velocidade de formagao de CO2 é
mais elevada, uma vez que este gas também é produzido durante o crescimento
celular. Sendo assim, a relagao linear entre Qco2X € Qp observada nas outras
condi¢des nado é vélida para o k,a 45 h'.

4.6 Caracterizacao da atividade enzimatica (enzimas XR e XDH)

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada conforme
metodologia descrita no item 3.9 (TRAMONTINA et al., em submisséo). Para a
enzima XR, foram realizados experimento variando as coenzimas entre NADPH
e NADH (Figura 28), enquanto que para a enzima XDH a coenzima utilizada foi
NAD* (Figura 29).
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Figura 28: Atividade enzimatica da XR para as coenzimas NADPH e NADH.
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Pode-se notar que a atividade enzimatica em microaerofilia € maior do que
a atividade enzimatica em anaerobiose para as duas coenzimas. Considerando
a atividade enzimatica nos ensaios em microaerofilia, a maior a atividade da
enzima XR (para coenzimas NADPH e NADH) foi para o ensaio com k.a 45 h™',
seguida pela atividade dos ensaios a kia 4,9 e 8 h''. Em anaerobiose, k.a 4,9 e
8 h'', nao foi observada preferéncia da enzima XR por nenhuma das duas
coenzimas. Ja para o maior kia (45 h'"), a preferéncia foi pela utilizacdo de
NADH e em aerobiose a preferéncia foi por NADPH.

Segundo a sequéncia de genoma publicada por Wohlback et al. (2011) e
estudos de Cadete et al. (2016), S. passalidarum possui duas enzimas XR (gene
XIL1.1 e XIL1.2), sendo a primeira estritamente dependente de NADPH e a
segunda, apesar de usar as duas coenzimas, com maior preferéncia por NADH.

No trabalho de Veras et al. (2017), em condicdo de microaeracédo, as
atividades especificas da XR para as coenzimas NADH e NADPH foram de 0,60
e 0,46 U.mgproteina ' €m meio contendo somente pentose, resultando em uma
razdo de 1,29 (NADH/NADPH). No presentre trabalho, as atividades médias para
os valores de kia de 4,9 e 8h' foram de 0,87 e 0,89 U.mgproteina’,
respectivamente, com uma razdo (NADH/NADPH) média de 0,97 entre as
coenzimas. Sendo assim, a enzima XR ndo teve uma preferéncia significativa
por coenzima nessas faixas de k.a. Para o maior kia (45 h'), porém, esta razéo
foi de 1,41, ou seja, a preferéncia por NADH foi mais significativa.

No trabalho de Hou (2012), a XR da S. passalidarum teve uma preferéncia

por NADH em experimento realizado com mistura de pentose e hexose (50:50)
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em anaerobiose. A atividade especifica de XR para a coenzima NADH foi de
0,51 U.mgproteina’ !, enquanto que para NADPH foi de apenas 0,11 U.mgproteina ',
ou seja, valores maiores do que os observados em meio contendo somente
glicose e menores do que os observados em xilose na mesma condicdo de
aeracao.

No presente trabalho, na mesma condicao de transferéncia de oxigénio, as
atividades especificas para NADH e NADPH foram de 0,51 e 0,65 U.mgproteina ',
respectivamente. Sendo assim, a atividade especifica de XR utilizando a
coenzima NADH foi a mesma registrada por Hou (2012), porém a atividade para
NADPH foi mais elevada para o presente trabalho. Diferentemente do que foi
observado por Hou (2012), apesar de ambos os trabalhos terem sido realizados
em condicdo de anaerobiose e em meio composto por mistura de acucares, a
levedura nao teve preferéncia marcada por coenzima. Um fator que difere os
dois trabalhos é a massa celular inoculada, pois, enquanto Hou (2012) inicia
seus experimentos com baixa concentracdo celular e registra crescimento, no
presente trabalho é inoculada uma alta concentragdo celular, nao sendo
registrado crescimento em anaerobiose. Cabe ressaltar, também, que os
experimentos em anerobiose realizados por Hou (2012) foram executados em
frascos Erlenmeyer sem eliminagao prévia do oxigénio contido no meio de cultivo
através da injecao de nitrogénio, o que pode ter alterado o metabolismo celular.
No experimento com o maior kia (45 h'), onde sédo observadas as duas rotas de
utilizagédo de xilose ativas (crescimento e producao de etanol), é registrada uma
preferéncia de XR por NADH (citada por Hou (2012)). Sendo assim, supde-se
que a preferéncia por coenzima esta relacionada com a rota metabdlica, isto é,
se ambas as vias estiverem ativas, a preferéncia da XR sera por NADH. Porém,
caso somente a via fermentativa estiver ativa, essa preferéncia sera minimizada.

Em aerobiose, onde a rota metabdlica foi totalmente desviada para a via
respiratoria (promovendo elevado crescimento celular), a XR preferiu a coenzima
NADPH (razdo NADH/NADPH de 0,19), sendo que a atividade de XR com esta
coenzima foi de 2,21 U.mgproteina’. Veras et al. (2017) obtiveram uma razéo de
NADH/NADPH 1,38, porém, ambas as rotas metabdlicas estavam ativas e, como
mencionado anteriormente, quando tanto crescimento celular quanto formacéo

de etanol estiverem sendo observados, XR tera preferéncia por NADH. Com
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isso, supde-se que quando somente a via respiratoria estiver ativa, a preferéncia
serd por NADPH.

Para S. stipitis, as atividades enzimaticas de XR para ambas as coenzimas,
em condicdo de aerobiose ou microaeragdo, foram menores do que O0s
observados para a S. passalidarum. Porém, as razbes NADH/NADPH foram
menores do que 1, ou seja, S. stipitis tem preferéncia por NADPH (Veras et al.,
2017). Como a préxima enzima da via da xilose (XDH) & estritamente
dependente de NAD*, o uso preferencial de NADPH por S. stipitis agrava o
desequilibrio de coenzimas, enquanto que, para S. passalidarum, esse
desequilibrio € amenizado pelo fato de uma das enzimas XR ter preferéncia por
NADH. Como pbde ser observado, a levedura S. passalidarum apresenta melhor
desempenho que S. Stipitis em condicoes de anaerobiose, o que também pode
ser atribuido as preferéncias das enzimas XR da S. passalidarum. Entretanto,
vale ressaltar que condi¢cdes de microaeragcao se mostraram superiores para o
consumo de xilose e producao de etanol quando comparadas a anaerobiose.

Na Figura 29 é possivel observar o perfil da atividade especifica de XR
para as coenzimas NADH e NADPH em comparacao com o perfil da velocidade
especifica de consumo de xilose.

Figura 29: Atividade enzimatica da XR para as coenzimas NADH e NADPH e velocidade

especifica de consumo de xilose. Simbolos refere-se a: (m) — Atividade enzimatica com NADH;
(m) — Atividade enzimatica com NADPH; (A ) — velocidade especifica de consumo de xilose
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E possivel observar que uma elevagao da aeracao reflete em elevagao da
velocidade especifica de consumo de xilose, o que influencia na atividade
especifica de XR. Como mencionado anteriormente, a preferéncia por cofatores
esta relacionada a via metabdlica ativa. Entretanto, independentemente do
cofator preferido, é observada uma estabilidade no perfil de atividade, sendo
que, com um aumento da velocidade de consumo, observa-se uma elevacao na
atividade de XR.

Na Figura 30 é apresentada a atividade enzimatica da enzima XDH.

Figura 30: Atividade enzimatica da enzima XDH para o cofator NAD*.
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Para a enzima XDH (coenzima NAD"), a atividade foi maior nas condi¢des
de microaeracao do que em anaerobiose (Figura 30) e aerobiose, ndo havendo
diferenga significativa para os valores de kia testados nas faixas de
microaeracao.

Segundo a literatura, NADH nao ¢ eficientemente regenerado a NAD* em
condicdes de anaerobiose, provocando um desequilibrio (HAHN-HAGERDAL et
al., 2007; HOU, 2012). No presente trabalho, é observado que, nesta condigéo,
a atividade enzimatica da enzima XDH & menor do que a atividade observada
em condi¢do de microaeragdo, em que a regeneracdo NAD* € mais eficiente.

Em condicédo de aeracéo, a atividade enzimatica observada para a XDH é
baixa devido a preferéncia da enzima XR em usar o cofator NADPH, conforme
previamente discutido, produzindo mais NADP* em detrimento de NAD*.

Hou (2012), em mistura de agucares e em anaerobiose, obteve uma
atividade especifica de XDH (usando coenzima NAD*) de 0,16 U.mgproteina . EM
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xilose, o valor foi de 0,44 U.mgproteina'. NO presente trabalho, esse valor foi de
0,96 U.mgproteina™ .

Veras et al. (2017) obtiveram atividades de 0,21 e 0,30 U.mgproteina ' para as
condicoes de oxigénio limitado e aerobiose para a mesma linhagem de levedura,
respectivamente, valores muito inferiores ao obtidos no presente trabalho (2,41
(média entre os valores de kia) e 1,29 U Mgproteina ', respectivamente).

Hou (2012) observou a preferéncia de S.stipitis por NADPH em misturas de
acucares, o que refletiu em uma baixa atividade especifica de XDH com
coenzima NAD* (0,04 U.mgproteina '), 4 vezes menor do que o valor obtido para
S. passalidarum nas mesmas condicoes.

Na Figura 31 sao apresentadas as concentragdes de xilitol ao final de cada
fermentacéo.

Figura 31: Concentragéo de xilitol para as fermentacdes com diferentes disponibilidades de
oxigénio, para a levedura S. passalidarum.
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Conforme previamente mencionado, xilitol € oxidado a D-xilulose pela
enzima XDH, dependente da coenzima NAD*. Sendo assim, esperava-se que,
em experimentos com maior preferéncia de XR pela coenzima NADH, houvesse
maior regeneracdo de NAD*, amenizando o desbalan¢co de cofatores e,
consequentemente, a ndo interrupgao da via de metabolizagdo da xilose. Porém,
através da Figura 31, é observada uma elevada excre¢cdo do subproduto xilitol
ao meio, mesmo para o experimento onde ha a maior preferéncia por NADH (kLa
de 45 h"). Na Figura 32, é apresentado o fator de conversdo de substrato

consumido em xilitol.
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Figura 32: Fator de conversao de xilose em xilitol para as fermentacées com diferentes
disponibilidades de oxigénio, para a levedura S. passalidarum.
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Conforme a disponibilidade de oxigénio foi sendo elevada, o fator de
conversao de substrato (considerando somente xilose consumida) em xilitol foi
diminuindo. Isso pode ser explicado pela elevacao da concentracao do cofator
NAD* disponivel, resultado da maior preferéncia da enzima XR pela coenzima
NADH. Chung e Lee (1986), observaram o mesmo perfil, onde a elevagéo do k.a
causou uma queda do rendimento em xilitol para Pachysolen tannophilus.

Veras et al. (2017) registraram concentragées muito baixas de xilitol de 0,04
e 0,059g.L" para os experimentos em aerobiose e oxigénio limitado,
respectivamente, com baixa massa celular inoculada (menos de 2 g.L"). Em
contrapartida, Su et al. (2015) registraram uma concentragao superior de xilitol,
sendo que, nesse caso, a concentracdo celular inoculada foi de,
aproximadamente 7 g.L"', chegando a produzir até 4 g.L" de xilitol.

4.7 Potencial de oxirreducao (ORP)

Segundo a literatura, a atividade metabdlica de microrganismos esta
relacionada a diversos fatores, entre eles o potencial redox. O potencial de
oxirreducao é uma medida que regista a transferéncia de elétrons em um meio,
sendo que a presenca e a propor¢ao de nutrientes, como carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio, influenciam essa variavel. A adicdo desses agentes
redutores ou oxidantes pode garantir o controle deste potencial em uma faixa
desejada, principalmente quando os niveis de oxigénio dissolvidos estdo muito
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baixos, ndo sendo detectados pela sonda de OD, a qual, nesses casos, registra
um valor de OD igual a zero (R & D LABORATORY, 2008).

As fontes de carbono (glicose e xilose) sédo classificadas como agentes
redutores; em contrapartida, o oxigénio € classificado como o principal agente
oxidante que pode afetar o potencial redox. Sendo assim, quanto maior a
capacidade de reducao do meio de cultura menor o valor registadro pela sonda,
sendo que a introducao de um agente oxidante eleva os niveis do potencial redox
(R & D LABORATORY, 2008; LIU et al., 2011).

Dessa forma, foram avaliados os perfis de alteragdo do ORP (medido
por sensor redox [Pt4805-DPAS-SC-K8S Redox - Mettler Toledo] conectada a
um transmissor Analitico [M300 — Mettler Toledo]) frente a aplicagcdo de
diferentes condicbes de aeracdo, além de se estabelecer uma relacdo com
outros parametros fermentativos. As médias registradas para cada condi¢ao de

aeracao sao apresentadas na Figura 33.

Figura 33: Perfil do potencial redox registrado para as fermentagdes com diferentes condigdes

de aeragdo para S. passalidarum. Simbolos referem-se a: () —kia=0h"; (®)-kia=4,9h”;
(®)—kia=8h"; (®)—kia=45h"; (®) Aerobiose.
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Na condicédo de aerobiose (propagacéo celular), devido ao carater oxidante
do Oq, o potencial se mantém positivo durante todo o tempo de experimento. Nas
demais condi¢cdes, mesmo durante a injecao de oxigénio, o valor € negativo, uma
vez que todo oxigénio dissolvido no liquido é imediatamente consumido pelo
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microrganismo. Nessas condi¢des, vale ressaltar que o valor indicado pela
sonda de OD se mantém em zero.

E possivel observar duas fases no processo fermentativo por S.
passalidarum em condigéo de anaerobiose (kia 0 h') e microaeracéo (k.a 4,9; 8
e 45 h'"). Em um primeiro momento (4 h iniciais), € observada uma rapida queda
dos valores de potencial redox, atingindo valores entre -181 e -121 mV, resultado
da rapida deplecdo dos compostos oxidantes do meio, como o oxigénio
dissolvido, devido a respiracao celular observada durante o consumo de glicose,
deixando o meio com um carater menos oxidativo. Para a condicao de
anaerobiose, cabe ressalter que o valor de potencial registrado inicialmente é
negativo (-60,75 mV), uma vez que foi adicionado nitrogénio no meio durante
30 minutos antes da inoculacao para completa expulsao do oxigénio presente
no liquido. Para os meios em microaeracao, o valor médio registrado no tempo
O héde-134 (x10,6) mV.

Em um segundo momento, o potencial se estabiliza durante o consumo da
xilose, 0 que pode ser resultado da queda das velocidades especificas de
respiracao e da reoxidacao das coenzimas. Ainda pode ser observado que, com
a elevacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, esta faixa
estavel de potencial redox esta situada em valores mais elevados, confirmando
que o oxigénio dissolvido € um fator que influencia no potencial redox.

Lin et al. (2010) observaram um perfil similar ao registrado nas primeiras
8 h deste trabalho, onde, durante o consumo da glicose por S. cerevisiae, foi
registrada uma queda no nivel de ORP, resultado do consumo do Oz dissolvido
no meio para geragao de ATP atraveés da respiracao celular, o que acarretou em
um leve crescimento celular. O mesmo perfil foi observado por Thani et al. (2016)
e por outro trabalho em submissao do grupo de pesquisa onde foi avaliado o
potencial redox durante fermentacdes com S. stipitis. A medida que os aclcares
redutores eram consumidos, atrelados a liberagao de metabdlitos oxidativos ao
meio, observou-se um aumento do potencial redox, favorecendo o poder de
oxidacao do meio.

A variacédo de ORP pode ser explicada por diferentes razdes, dentre as quais
o estado metabdlico das células, sendo um indicativo da atividade oxiredutora
do microrganismo (LIU et al. 2017). Segundo Liu et al. (2013), reacdes de

oxirredugdo ocorrem simultaneamente dentro das células, ndo importando se as
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culturas sdo aerobias, anaerébias ou microaerdbias, sendo que o ORP
detectado no meio (extracelular) € um indicativo do metabolismo intracelular.
Assim como o O2 é um importante aceptor de elétrons, o NADH € um relevante
doador de elétrons, e ambos influenciam nas mudancgas de ORP. Segundo esses
autores, os pares redox NADH/NAD+* e NADPH/NADP+* desempenham papel
importante no ORP intracelular, sendo a razao NADH/NAD* o principal
determinante. As formas reduzidas (NADH e NADPH) sao geradas a partir das
coenzimas oxidadas (NAD* e NADP*), principalmente durante o catabolismo dos
substratos redutores (glicose e xilose), para fornecer energia redutora para as
reacdes redox. O fluxo contrario é regenerado para favorecer o balanco redox.

Segundo Finkler (2002), o ORP parece estar estritamente relacionado ao
crescimento celular e, como mencionado anteriormente (item 4.6), a
disponibilidade de O: afeta na divisdo do fluxo de carbono, o que afeta a
preferéncia da enzima XR por coenzimas (Figura 28). Ou seja, saindo da
condicao de microaeracao para aerobiose, é observado o desvio metabdlico
para via de crescimento celular e, assim, uma maior preferéncia por NADPH em
detrimento a NADH, uma vez que somente a via oxidativa esta ativa. Sendo
assim, a regeneracao de NAD* & comprometida, lembrando que a enzima XDH
tem preferéncia por NAD*. O excesso de NADP+ e falta de NAD* causa um
desequilibrio redox.

Dentre as condicbes de microaeracdo, é observada uma elevacdo da
atividade enzimatica e da preferéncia por NADH com o aumento da
disponibilidade de O, resultado do crescente desvio de rota para o crescimento
celular. Segundo Bruinenberg et al. (1984) e Correia et al. (2018), enzimas XR
ligadas a NADH aliviam o desbalango redox da via XR-XDH. Nestas condicdes,
a ampliagdo da preferéncia pela coenzima NADH ocorre simultaneamente ao
aumento da faixa de estabilizagdo do potencial redox apos as primeiras 4 h de
processo. Nesta mesma fase, também é observada a semelhanca de perfis entre
os valores de kia 4,9 e 8 h'', ocorrendo um acréscimo de 90 mV nesse intervalo.
Esta mesma semelhanga também é observada na atividade enzimatica da XR e
na preferéncia por coenzima. A elevacdo no ORP pode ser resultado de uma
baixa, mas importante, dissolugdo de O2 no meio fermentativo (em niveis téo
baixos que nao sao captaveis pelo sensor de OD), uma vez que somente a via

fermentativa esta ativa e a respiracao € reduzida durante o consumo de xilose.
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Esse comportamento ndo foi observado no kia de 45 h', uma vez que, nesta
condicao, ambas as vias estavam ativas, sendo que a via oxidativa requer mais
oxigénio, elevando a respiragao celular e consumindo todo oxigénio dissolvido,
mantendo, assim, o carater redutor do meio.

No trabalho de Lin et al. (2010), a elevagao de potencial redox é associada
a elevacdo do poder de oxidacdo e ao efeito da toxicidade sobre a
Saccharomyces cerevisiae (Ethanol Red) causada pelo aumento da excre¢ao de
etanol ao meio, o que pode afetar o metabolismo da célula e causar a morte
celular. Porém, no presente trabalho nao foi observada perda de viabilidade e,
caso a concentracao de etanol causasse danos a célula, esse mesmo perfil de
elevacdo de ORP seria observado pra o kia 45 h'.

Como ja mencionado, o comportamento do potencial redox também pode
ser associado a variagao de pH. Na Figura 34 é apresentado o perfil da variagdo
de pH para os experimentos com diferentes condigées de aeracao.

Figura 34: Perfil de valores de pH registrado para as fermenta¢des com diferentes condi¢cdes

de aeragéo para S. passalidarum. Simbolos referem-se a: (¢) —kia=0h"'; (®)—kia=4,9h™;
(®) —kia=8h'; (®)—kia=45h"; (®) Aerobiose.
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Um perfil similar ao registrado para o potencial redox é observado para o pH,
onde, em um primeiro momento (até 8 h), para as fermenta¢cdes em anaerobiose
e microaeragao, ocorre uma queda nos valores, seguido por estabilizacdo. O pH
se manteve, na maior parte do tempo, proximo a 5,00. Segundo Pelczar et al.
(1997), a faixa de pH o6timo para favorecer o processo de fermentagdo com
leveduras € de 5 a 6. Sendo assim, os experimentos sob diferentes condigbes
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de aeracdo mantiveram uma boa faixa para a fermentacdo. Os perfis de pH e
ORP para a condicdo de aerobiose sdo apresentados na Figura 35. E importante

ressaltar que nao houve correcao automatica do pH durante os experimentos.

Figura 35: Perfil de pH e potencial de oxirreducao para condicao de aerobiose com S.

passalidarum. Simbolos referem-se a: (®) —pH; (®) Potencial redox.
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Nessa condicdo (aerobiose), é possivel observar que o pH também
influenciou na variagao do redox, ou seja, quando o pH se elevou (entre 4 e 8 h),
os valores de potencial redox cairam. J4 quando o pH caiu (ao final do
experimento e aumento de inos H+), foi registrada uma elevacao de potencial
redox. Isto esta de acordo com o que estd descrito na literatura, sendo que
alguns autores observaram que diminuigao de pH eleva o poder de oxirredugao
do meio (a variagcdo de uma unidade de pH pode acarretar em uma variagao de
57 mV) (NEEDHAM e NEEDHAM, 1926; CONROY et al., 1978). Neste
experimento, os niveis de ORP se mantiveram positivos, resultado do forte poder
oxidativo provocado pela elevada injecdo de oxigénio no meio. Nas demais
condi¢coes de aeracao (anaerobiose e microaeragao), o pH nao afetou o ORP
devido ao carater redutor do meio, o qual, provavelmente, é mais forte do que a
influéncia do pH. Como ja& mencionado, ndo somente o pH afeta o potencial
redox, mas também a presenca de agentes oxidantes e redutores e o
metabolismo celular.

As Figuras 36 e 37 mostram as relagdes entre as velocidades especificas de
consumo dos acgucares e formagéo de produto e subproduto.



95

Figura 36: Relacao entre velocidade especifica de consumo de agUcares versus potencial
redox. Simbolos referem-se a: (¢) —kia=0h"'; (®)—kia=4,9h';(®)-kia=8h";(®) —k.a=
45 h'; (@) Aerobiose.
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Segundo a Figura 36, é possivel observar que as maiores velocidades
especificas de consumo de aglcares sao registradas durante o potencial redox
positivo, sendo que esses valores se referem a condicdo de aerobiose
(propagacao celular).

Para as fermentacbes em anaerobiose e microaeracao, a velocidade de
consumo de glicose (Figura 36 A) nao sofreu variacdo significativa com a
oscilagéo de ORP. J4& a velocidade de consumo de xilose (Figura 36 B) teve um
maior valor em faixas de ORP ao redor de -100 mV.

Figura 37: Relagao entre velocidade especifica de formagao de produto (etanol) e subproduto
(xilitol) versus potencial redox. Simbolos referem-se a: (¢) —kia=0h"'; (®) —kia=4,9 h'; ()
—kia=8h';(®)—ka=45hT; (e) Aerobiose.
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Diferente do que foi observado para o consumo de acucares (Figura 36),
onde as maiores velocidades foram registradas em potencial positivo, as maiores
velocidades especificas de formagdo de etanol e xilitol (up e pxiito) foram
registradas em potencial redox negativo (entre -75 e -181 mV para etanol), sendo
gue as maiores velocidades foram observadas para o maior kia (45 h'') (Figura
37).

Como mencionado, o potencial positivo registrado nesses graficos refere-se
a condicao de aerobiose. Devido a baixa ou quase inexistente producéo de
produto e subproduto, as velocidades especificas de formacao se mantiveram
em valores proximos a zero.

Sendo assim, valores positivos de ORP aceleram o consumo de acucares,
porém afetam a producao de etanol. Em valores de ORP em torno de -100 mV,
foram observadas as maiores velocidades de consumo de xilose, assim como
as de formacao de etanol. Lin et al. (2010) registraram que um ORP de -150 mV
promoveu uma melhora na fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae,
acarretando em melhor produtividade e rendimentos.

Yu et al. (2007) mantiveram niveis de potencial redox constantes (-50, -100,
-150 e -230 mV) e observaram uma variagao nos parametros de fermentacéao,
como crescimento celular e producéo de etanol. Assim como em outros trabalhos
(Lin et al., 2010), observaram que o melhor nivel de ORP para favorecer a
formacgéo de etanol era de -150 mV. Porém, esse controle é realizado através da
variagao da agitacédo e taxa de aeracao, ou seja, durante esses experimentos,
na tentativa de se fixar os valores de ORP, estava ocorrendo uma variagao da
disponibilidade de oxigénio no processo. Chung e Lee (1986) realizaram
experimentos para verificar a real influéncia do potencial redox sobre
fermentagdes de xilose fixando niveis de ORP a partir de injecdo de ar e
concluiram que a formagdo de etanol esta diretamente relacionada a
disponibilidade de oxigénio e ndo ao ORP, sendo o potencial registrado resposta
a variacado de OD uma vez que estas propriedades estdo associados. Mas esses
autores destacam a eficiéncia de sondas redox no monitoramento de baixos
niveis de OD (n&o detectaveis por sonda de OD). No presente trabalho, foi
observado que as condi¢cbes de aeracao afetaram o potencial redox, assim como
0s demais parametros relacionados a aeracdo, uma vez que esse elemento

auxilia na regeneracao das coenzimas e minimiza o desequilibrio redox.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia da disponibildade
de oxigénio no desempenho fermentativo da levedura S. passalidarum. Para
isso, foram realizadas fermentacées em diferentes condicoes de aeracdo em
elevada concentracao celular (17 g.L'1). As condicbes empregadas foram:
completa anaerobiose, trés condi¢cdes de microaeracgao (k.a 4,9; 8;45 h'') e uma
condicédo de aerobiose (propagacao celular).

Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que a disponibilidade de
oxigénio influencia de forma significativa, além de parametros fermentativos,
outras propriedades relacionados ao metabolismo intracelular do microrganismo,
como atividade enzimatica e o potencial de oxirreducao.

Neste sentido, pudemos constatar que condicbes de microaeracdo se
mostraram mais interessantes do que a condicdo de anaerobiose, uma vez que
as velocidades de consumo e de formacdo sao favorecidas, e, como
consequéncia, o tempo necessario para a completa exaustdo das fontes de
carbono é reduzido. Dentre as condicbes de microaeracao testadas, observou-
se uma elevacdao de rendimento e produtividade volumétrica (Qp) frente a
elevacao de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.La). Para o
maior kia empregado (45 h'), foi registrado um valor de Qp duas vezes maior do
gue o registrado para os coeficientes 4,9 e 8 h™', uma vez que, nesta condigéo
de aeragéo, metade do tempo de fermentagao foi suficiente para obtencdo de um
titulo em etanol similar as outras duas condigbes. Essa reducao de tempo é
vantajosa para a usina, uma vez que podem ser realizadas duas bateladas de
fermentagdo no mesmo periodo de uma quando empregada uma disponibilidade
de oxigénio superior, obtendo o dobro de producédo de etanol. Entretanto, é
necessario realizar uma analise econdmica para avaliar a viabilidade de operar
0 processo nesta condigao, relativizando a producéo de etanol versus o gasto
com a elevada injecéo de ar.

Para a condicéo de aerobiose (propagacao celular), foi possivel determinar
parametros respiratérios desta levedura, dados ainda ndo reportados em
literatura, em que a velocidade maxima de crescimento celular (Umax) estimada
foi de 0,44 h'', o fator de conversdo de oxigénio em célula (Yxoz) foi de

6,9213 gx.goz' e a velocidade especifica de consumo de Oz para manter as
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células viaveis (mo2) foi de 11,134 mgo2. gx'.h'. Nessa condigao, foi observado
o completo desvio metabdlico para crescimento celular, atingindo o objetivo
desse experimento, confirmando que o protocolo definido para esta etapa esta
bem estabelecido e pode ser aplicado para a realizagcao de fermentagcdes com
elevada densidade celular, como ja amplamente utilizado nas usinas 1G.

Para as condi¢coes de anaerobiose e microaeracgao, foi observada uma alta
produgao de xilitol. Nao foi observado crescimento celular significativo, o que
inviabilizou a determinacao de parametros respiratérios para essas condi¢des de
aeracado. Entretanto, com o monitoramento da composicdo dos gases de
exaustao, foi possivel monitorar a producdo de CO2 durante as fermentagdes e
relaciona-la com a producao de etanol. Principalmente para as condicbes de
anaerobiose e para os k.as mais baixos (4,9 e 8 h''), foi possivel observar uma
relacao linear entre velocidade de formacao de CO:2 e produtividade volumétrica
de etanol. Nesta etapa pode-se novamente verificar que a fermentagcao com k.a
45 h'' apresentou os melhores resultados de produgao de etanol e manutengéo
de células.

Como mencionado, a disponibilidade de O. afetou também a atividade
enzimatica na rota de assimilacao da xilose, bem como a preferéncia da enzima
XR entre as coenzimas NADH e NADPH. A elevacdo de kia ocasionou uma
elevacao da ativida enzimatica, o que implica em uma velocidade de consumo
de xilose superior. Sendo assim, a atividade enzimatica registrada em aerobiose
foi superior a observada para as fermentagdes com oxigénio limitante. Além
disso, a preferéncia por certa coenzima também é alterada. Pudemos constatar
que, quando somente a via fermentativa estava ativa (anaerobiose e kia de 4,9
e 8 h'"), a enzima XR n&o apresentou preferéncia significativa por determinada
coenzima. Ja para o coeficiente mais elevado (45 h'), foi observado um leve
desvio metabdlico para a via oxidativa, refletindo em um crescimento celular.
Nesta condi¢cao, houve uma preferéncia na razdo de 1,41 (NADH/ NADPH). Para
a condigao de propagacéao celular, onde somente a via oxidativa estava ativa, a
razdo foi de 0,19 (NADH/NADPH), ou seja, a preferéncia foi significativamente
maior para NADPH.

Por dltimo, foi avaliada a influéncia da aeracdo sob o potencial de
oxirreducao (ORP). Foi observado que as velocidades especificas de consumo
de substrato foram favorecidas em faixas de potencial redox positivos. Porém
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isso nao refletiu em uma maior formacao de etanol, a qual foi favorecida em
valores de ORP préximos a -100 mv. Sendo assim, para otimizar a fermentacéo,
seria interessante manter o ORP nesta faixa, fator que é influenciado pelo poder
oxi-redutor do meio e pela concentragao de oxigénio dissolvido.

Sendo assim, conclui-se que o trabalho desenvolvido atingiu os objetivos

inicialmente propostos.

5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

Com base nos resultados apresentados, € possivel sugerir alguns
experimentos futuros, visando a complementar os dados obtidos pelo presente
trabalho, tais como:

e Monitoramento da formagao acumulativa de CO2 produzido durante toda

a fermentacéao e verificacdo da estequiometria para formacao de etanol;

e Utilizacdo de uma metodologia mais eficiente na quantificacao de O- total
consumido para determinacao de propriedades relacionados a oxigénio,
como rendimento de O2 em células (Yyo2);

e Determinacao de valores de kia correspondentes a condicao de agitacao
e aeracao impostas para manutencao dos niveis de oxigénio em OD 50%,
no caso do experimento em completa aerobiose (propagacao celular),
considerando o atraso do sensor de oxigénio dissolvido;

e Aumento da escala de experimento para comprovar a reprodutibilidade
destes resultados, de modo a avaliar a possibilidade de aplicagdo em
escala industrial;

e Andlise técnico-econbmica para operagdo com uma condicdo de
microaeracdo controlada, destacando-se o kia de 45 h™', considerando a

reducéo do tempo fermentativo observado para este caso.
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APENDICE A

Tabela A.1: Teste de Tukey realizado para os rendimentos em etanol das fermentacdes com
diferentes valores ki.a, para a levedura S. passalidarum.

Tukey HSD test; variable rendimento % (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 1,1578, df = 4,0000

{1} {2} {3} {4}

Kia (36,75) (59,190)  (62,200)  (56,850)

0 h! 0,000361  0,000313  0,000409
4,9 h' 0,000361 0,158817  0,284630
8 h' 0,000313  0,158817 0,027797
45 h'! 0,000409  0,284630  0,027797

Tabela A.2: Teste de Tukey realizado para as produtividades volumétricas em etanol das
fermentacgdes com diferentes valores kiLa, para a levedura S. passalidarum.

Tukey HSD test; variable QP (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = ,00005, df = 4,0000

{1} {2} {3} {4}

kia (0,3800) (0,5848) (0,6221) (1,1178)

Oh™ 0,000300 0,000293 0,000291
4,9h" 0,000300 0,031071 0,000291

8h 0,000293 0,031071 0,000291

45h™" 0,000291 0,000291 0,000291




