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RESUMO — A biomassa lignocelulésica é um recurso abundante e de baixo custo,
que pode ser empregado na producdo de etanol de segunda geracdo (etanol 2G).
Todavia, existem desafios a serem superados para que a fabricacdo de etanol 2G
seja economicamente viavel, como a busca por microrganismos capazes de tolerar
inibidores provenientes do pre-tratamento da biomassa e de metabolizar a xilose,
acucar abundante em residuos lignocelulésicos, uma vez que as leveduras
industriais atualmente empregadas na primeira geragdo do combustivel nédo
conseguem fazé-lo. Isto posto, o presente trabalho analisou o potencial de uma
levedura selvagem, UFFS-CE-3.1.2, pertencente a uma nova espécie do género
Wickerhamomyces. A linhagem foi submetida a experimentos de fermentacdo em
batelada e de avaliacdo do grau de toleréncia a trés inibidores comuns (acido
acetico, acido formico e furfural). Também foram quantificados o consumo de
acucares, glicose e xilose, e a producdo de etanol. A cepa UFFS-CE-3.1.2
demonstrou-se capaz de tolerar altas concentracfes de inibidores, porém
fermentou a xilose com baixa eficiéncia quando comparado a glicose. De todo
modo, sua capacidade de gerar biomassa a partir da referida pentose demonstra
potencial de metabolizacdo do carboidrato, podendo fornecer genes para serem
heterologamente expressos nas leveduras industriais ja selecionadas para as usinas
de primeira geracdo, e com isso contribuir para a otimizacdo da producdo do
etanol 2G.

1. INTRODUCAO

As atuais mudancas ambientais e as flutuacbes de precos dos combustiveis fosseis tém
intensificado as buscas por alternativas limpas e renovaveis (Sharma et al., 2018). Embora o
Brasil seja 0 segundo maior produtor de etanol combustivel do mundo e faga uso da cana-de-
acucar como materia prima, essa producdo gera uma consideravel quantidade de residuos
agroindustrias, isto €, cerca de 140 kg de bagago e 140 kg de palha sdo geradas a cada 1
tonelada de cana-de-agUcar cultivada (BNDES-CGEE, 2008; Mesa-Pérez et al., 2013).
Atualmente, estes residuos sdo utilizados para gerar energia atraves da queima, pela propria
indUstria. Todavia, esses residuos podem ser transformados em etanol de segunda geracdo
(etanol 2G), aumentando a producdo em até 50%, sem aumentar a area de plantio e sem
competir com a producdo de alimentos (Silva et al., 2014).
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O bagaco e a palha da cana-de-agUcar sdo constituidos por celulose, hemicelulose e
lignina. Para que os monémeros de acucares figuem prontamente disponiveis, a lignina deve
ser rompida em uma etapa prévia de pré-tratamento. Deste processo preliminar a fermentagéo
podem resultar inibidores do processo fermentativo, como 4acidos alifaticos, compostos
fendlicos e aldeidos de furanos, responsaveis pela redugdo da eficiéncia da producdo
(Todhanakasem et al., 2018).

Hoje, o microrganismo fermentador mais utilizado na industria do etanol é a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, essa espécie ndo é capaz de fermentar a xilose, o
principal carboidrato da fracdo hemicelulose dos residuos lignocelulésicos, haja vista sua
deficiéncia de enzimas envolvidas na conversdo da xilose até xilulose-5P (xilose-redutase,
xilitol desidrogenase e xiluloquinase), que entdo adentra a via das pentoses-fosfato (Stambuk
et al. 2008). Visto isso, se faz necessaria a busca por leveduras selvagens capazes tolerar 0s
inibidores supramencionados e de metabolizar a xilose. Com isso, é possivel avaliar o
potencial desses microrganismos serem diretamente empregados no ambiente industrial ou de
fornecerem genes as cepas industriais de S. cerevisiae no intuito de torna-las aptas a
fermentacdo da xilose. Nesse contexto, o presente estudo analisou o potencial da cepa
selvagem UFFS-CE-3.1.2, representante de uma nova espécie de levedura (ainda ndo descrita)
do género Wickerhamomyces.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Levedura e Meios de Cultura Utilizados

A cepa UFFS-CE-3.1.2 é uma nova espécie do género Wickerhamomyces, ainda néo
descrita. Essa levedura foi isolada a partir de matéria vegetal em decomposicao, coletada nas
matas do campus Chapecé da Universidade Federal da Fronteira Sul (regido de Mata
Atlantica, no oeste do estado de Santa Catarina). Seu isolamento e sua identificagdo
taxonémica ocorreram conforme descrito por Bazoti et al. (2017).

Tanto para o processo de fermentacdo em batelada quanto para a avaliagcdo do
crescimento celular, as células de levedura foram pré-cultivadas em meio YPD (10 g L de
extrato de levedura, 20 g L™ de peptona e 20 g L™ de glicose) durante 48 h a 25°C e 145 rpm.
Apds o crescimento celular, ambos os processos fizeram uso do meio sintético minimo YNB
(6,7 g L™t de base nitrogenada de levedura e 20 g L™ de glicose ou xilose).

No entanto, para o crescimento celular, cada frasco Erlenmeyer foi acrescido por um
inibidor (acido aceético, acido férmico ou furfural) em concentragcdes crescentes. Também
foram realizados experimentos de controle (0 g L? inibidor), totalizando 24 frascos. As
concentracdes de acido acético foram de 0,6 g L, 1,8 g Lt e 3,6 g L%, para o acido formico
utilizou-se 0,1 g L%, 0,3gL'e 0,6 gL?, japarao furfural, foram utilizadas 0,3 g L?, 0,9 g
L'e18gL™
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2.2. Fermentacdo em Batelada e Crescimento celular

Para dar inicio a fermentacdo em batelada, as células tiveram de ser cultivadas até que
alcancassem a fase exponencial de crescimento celular. Quando isso ocorreu, as células foram
lavadas e colocadas em suspensdo em meio YNB até que a concentragdo de células atingisse
aproximadamente 10 g L. As fermentaces foram realizadas sob agitagio constante de 145
rpm, a 25 °C por 8 h. Aliquotas foram retiradas para andlise de consumo de agUcares e
producao de etanol.

Para o crescimento celular, as células foram inoculadas, em meio YNB, apds um pré-
cultivo de 48h. Para observar o crescimento, foram coletadas amostras periodicamente para
medicdo da absorbancia, no comprimento de onda de 570 nm (DOs7). Amostras foram
coletadas e centrifugadas para retirada do sobrenadante, para posterior quantificacdo de
acucares e de etanol. Todo experimento ocorreu sob agitacdo constante de 145 rpm, a 25 °C
por 48 h.

2.3. Quantificacdo de Acucares e de Etanol

A gquantificacdo do consumo de aclcares e a producdo de etanol foi determinada em
HPLC, com fase movel de 5 mM H>SOs4 a 50 °C, com fluxo de 0,6 mL min*em coluna
Aminex HPX-87H, Bio-Rad, e deteccao por indice de refracdo RID-10, Shimadzu.

Para o célculo do rendimento de etanol foi utilizada a razéo entre a quantidade de etanol
produzida e a quantidade de agucar consumido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No intuito de analisar o perfil de metabolizacdo de xilose pela cepa UFFS-CE-3.1.2, as
celulas dessa levedura foram inoculadas em meios contendo o carboidrato em questdo.
Segundo Stambuk et al. (2008), grande parte das espécies de leveduras sdo capazes de
fermentar a glicose com eficiéncia; visto isso também foram realizados ensaios com essa
hexose para fins comparativos (Figura 1). De fato, pode-se observar na Figura 1B que
aproximadamente 90% da glicose foi consumida, enquanto a Xxilose teve uma taxa de
consumo por volta de 64%. Entretanto, a Figura LA demonstra que com 4 h de experimento, a
concentracédo celular em ambos carboidratos se aproximou e, com 8 h, essa concentracdo em
xilose chegou a superar a presente em glicose. Isso € explicado pelo que se observa em
relacdo a producéo de etanol nos dois meios testados (Figura 1C), haja vista que a linhagem
UFFS-CE-3.1.2 obteve um rendimento fermentativo de apenas ~0,13 g g™ em meio contendo
xilose. Sendo assim, os dados apresentam-se coerentes com a literatura: quando agucares séo
metabolizados preferencialmente pela via respiratéria (ou seja, Sdo pouco ou quase nada
fermentados), o carbono € desviado para uma maior producdo de biomassa celular (Duval et
al., 2010).
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Figura 1 — Fermentac&o em batelada com glicose e xilose como fonte de carbono.
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Embora o desempenho fermentativo dessa levedura diante da xilose ndo tenha sido tdo
destacado, suas células, por outro lado, apresentaram expressivo potencial de tolerancia ao
acido acético. Como pode ser observado na Figura 2A, a linhagem teve seu crescimento
completamente inibido apenas na concentragdo mais alta testada desse inibidor (3,6 g L™Y).
Entretanto, a literatura demonstra que essa concentracdo do acido é maior do que a presente
normalmente nos hidrolisados (Fonseca et al., 2011). E importante destacar também que esse
nivel de tolerancia € similar ao que Du et al. (2019) observaram recentemente para a levedura
Spathaspora passalidarum, espécie também encontrada na Mata Atlantica (Cadete e Rosa,
2018). Cabe ressaltar ainda que, nos meios com xilose, na auséncia do inibidor e com 0,6 g L
! desse 4cido, a levedura obteve maior crescimento do que em meios com glicose. De fato,
como pode ser visto na Figura 2C, o etanol foi produzido apenas em meios contendo a
hexose, corroborando os dados obtidos na fermentagdo em batelada (Figura 1).

Figura 2 — Crescimento celular (A), consumo de acucares (B) e producéo de etanol (C) com o

inibidor acido acético, nas concentracdes de 0 g L™ (m), 0,6 gL (®),1,8gL*(A)e369gL"

1 (e). As curvas em vermelho representam meios com 20 g L™ de glicose e as curvas em cinza
representam meios com 20 g L* de xilose.
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Apesar de apresentar uma maior fase lag em meios contendo xilose, a linhagem foi
capaz de ter, novamente, maior crescimento em meios contendo xilose, quando a
concentracdo de acido férmico (Figura 3A) e de furfural (Figura 3B) eram baixas. Segundo
Senatham et al. (2016), concentragdes de 0,9 g L™ a 2 g L de furfural podem inibir
completamente o crescimento celular, entretanto, a levedura foi capaz de tolerar 0,9 g L do
inibidor e apresentar um pequeno crescimento em 1,8 g L.

Figura 3 — Perfis de crescimento celular com 20 g L™ de glicose (curvas roxas) e com 20 g L
de xilose (curvas verdes) acrescidos com acido formico (A), nas concentracdes de 0 g L™ (o),
01gL?(mw),03gL(®#)e0,6gL™(A), oufurfural (B), nas concentracdes de 0 g L (e),
03gL(m),09gL?(®#)el18gLt(A).

A B

ne
0

DO 570 nm

DO 570 nm
| |
x wmy @
\\ \

L

o—a—k

b
*

Tempo (h) Tempo (h)

4. CONCLUSAO

A nova espécie do género Wickerhamomyces apresentou satisfatorio nivel de tolerancia
a inibidores de fermentacdo em comparacdo com o que se observa na literatura para outras
leveduras selvagens. Por outro lado, a linhagem aqui testada dessa nova espécie fermentou
pouco eficientemente a xilose. De todo modo, sua capacidade de converter a xilose em
biomassa celular demonstra a presenca de uma maquinaria enziméatica em suas células capaz
de metabolizar por completo essa pentose, mesmo na presenca de inibidores, o que ja
representa uma expressiva vantagem sobre as cepas industriais de Saccharomyces cerevisiae.
Assim sendo, a levedura UFFS-CE-3.1.2 pode contribuir para a otimizacdo da producdo de
etanol de segunda geracdo, fornecendo, as referidas linhagens industriais, 0s genes que
codificam as trés primeiras enzimas envolvidas no metabolismo da pentose em questéo.
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