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RESUMO - O efeito de diferentes concentraces de etanol sobre a fermentacéo de
xilose pela levedura recombinante S. cerevisiae MDS 130 foi avaliado. Os experimentos
foram realizados em meio complexo YPX isento de etanol e suplementado com 20, 40 e
60 g/L de etanol (concentracdes iniciais). As fermentagdes foram acompanhadas pelo
perfil de producéo de CO,. As suspensdes obtidas ao final de todas as fermentagdes
foram caracterizadas quanto a densidade ética, viabilidade e concentracgdes de etanol,
subprodutos e xilose.

1. INTRODUCAO

O processamento da cana-de-acucar em Biorrefinaria flexivel, capaz de direcionar fracGes do
bagaco para a producdo de etanol 2G ou energia elétrica de acordo com as flutuagcdes dos precos no
mercado, é um requisito importante para a viabilidade econdmica do negdcio (FURLAN et al.,
2013). Para a otimizacdo do processo de producdo de etanol 2G as cepas industriais devem ser
capazes de utilizar eficientemente as hexoses e pentoses, apresentar rapidas velocidades de
fermentacdo, produtividade e rendimento em etanol elevados, aléem de tolerdncia ao produto de
interesse, acucares e inibidores de processo (PASHA et al., 2007).

Nos ultimos anos, muitas linhagens de S. cerevisiae recombinantes capazes de metabolizar
pentoses vém sendo desenvolvidas e disponibilizadas. Porém, uma das desvantagens do emprego
de microrganismos geneticamente modificados € a possibilidade de perda de caracteristicas
importantes apos a modificacdo genética, resultando em cepas menos robustas que as industriais,
com menor tolerdncia ao etanol e aos inibidores normalmente presentes em hidrolisados de
hemicelulose (DEMEKE et al., 2013; BUCKER, 2014).

O efeito inibidor do crescimento de microrganismos pelo etanol é bem conhecido. Porém, sua
acao sobre as células pode causar danos maiores do que a simples inibicdo. Estudos relatam que
esse composto pode danificar o DNA mitocondrial de leveduras, além de afetar a assimilacdo de
glicose e outros nutrientes por S. cerevisiae, sugerindo interferéncia do etanol nos mecanismos de
transporte relacionados a membrana (THOMAS et al., 1978; IBEAS e JIMENEZ, 1997).

Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do etanol sobre o desempenho do
processo fermentativo utilizando levedura geneticamente modificada capaz de assimilar xilose.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com a linhagem geneticamente modificada da levedura S.
cerevisiae MDS130, gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa do Prof. Johan M. Thevelein (UK
Leuven, Bélgica). Todas as fermentagdes foram conduzidas em micro-reatores de 5 mL (MILESSI,
2017), dotados de saida para o COz, incubados a 35°C em condicéo estatica. Todos 0s experimentos
foram realizados em meio YPX (20 g/L de xilose, 20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura),
em pH inicial de 5,6, suplementado ou ndo com etanol nas concentracdes de 20, 40 e 60 g/L. Para
inocular as fermentacdes, o indculo foi preparado em condicOes aerobias (frascos de 250 mL com
30 mL de meio, mantidos a 300 rpm e 35°C) em meio YPX e transferido na fase exponencial de
crescimento em volume calculado previamente de forma que a densidade 6tica inicial fosse 0,1 em
todas as fermentacgoes.

As fermentacdes foram acompanhadas por meio da massa de CO; liberado (equivalente a
perda de massa do micro-reator), a qual foi correlacionada com a densidade Gtica correspondente.

As suspensoes obtidas ao final das fermentacdes foram caracterizadas em termos de densidade
Otica (leitura em espectrofotdmetro a 600 nm) e viabilidade (coloracdo com azul de metileno e
contagem em camara de Neubauer, descrito por Milessi (2017). A concentracdo de etanol foi
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando o cromatografo
Waters e2695 com detectores de indice de refracdo (MILESSI, 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacéo do efeito do Etanol

A Figura 1 apresenta os dados de massa de gas carbonico liberada em funcéo do tempo de
fermentacdo. Observa-se que a velocidade de producdo de CO2 dos experimentos suplementados
com 40 e 60 g/L de etanol é bem menor que a observada no experimento contendo inicialmente 20
g/L ou do meio YPX isento do alcool. Segundo Ansanay-Galeote (2001), esse comportamento
ocorre porque o etanol, em altas concentrages, pode desnaturar proteinas celulares, alterar a
permeabilidade da membrana plasméatica e inibir a funcdo mitocondrial, fatores que
consequentemente prejudicam o processo fermentativo.

Consequéncias da adigdo do etanol ao meio de cultivo também podem ser observadas pelos
resultados de produtividade em etanol calculados a partir dos dados da figura 1. Para os cultivos
YPX, 20, 40 e 60 g/L de suplementacéo, obtiveram-se produtividades de 0,189; 0,180; 0,092 e
0,0302 g/L.h, respectivamente. Portanto, os valores decrescem significativamente para 0os meios
contendo mais etanol. Li et al. (2017) obteve 0,271 g/L.h de produtividade, para a levedura S.
cerevisiae O7E15 em meio YPX 4%, valor superior ao encontrado no presente estudo para 0 meio
YPX 2% sem etanol, porém seus experimentos foram realizados em condi¢Ges microaerdbias, sob
120 rpm de agitagéo. Bucker (2014) analisou a influéncia de diferentes concentragdes de etanol na
velocidade de crescimento da linhagem recombinante de S. cerevisiae ABH-4 em meio YPS (2%)
e observou que a mesma é afetada pelo composto, com a cessacdo do crescimento na presenca de
10% (v/v) de etanol no meio.
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Assim, a comparacao entre os perfis de liberacdo de CO> na fermentacdo conduzida no meio
contendo a menor concentracdo de etanol e no meio YPX sem etanol sugere que as células
apresentam tolerancia ao etanol na concentracao de 20 g/L.
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Figura 1 — Dados de massa de CO2 em fungéo do tempo de fermentacéo para as quatro condi¢bes
analisadas.

O efeito da exposicdo prolongada ao etanol na concentragdo de 20 g/L foi entdo avaliado
(Figura 2). O experimento foi conduzido em trés bateladas repetidas, com duracéo total de 120 h e
os dados de massa de COz2 liberada s&o apresentados na forma normalizada em relagéo ao valor
méaximo obtido ao final da fermentacdo para facilitar a visualizacdo da inclinacdo das curvas.
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Figura 2 — Dados de massa de CO> versus tempo de cultivo para as bateladas repetidas 1, 2 e
3 realizadas na concentracdo de 20 g/L de etanol. B1- Batelada 1; B2- Batelada 2; B3- Batelada 3

Observou-se que mesmo com a exposi¢ao por mais tempo ao etanol, o perfil da velocidade de
fermentacao ndo sofreu mudancas significativas (Figura 2), concluindo-se que o alcool presente no
meio em concentracdes inferiores a 20 g/L ndo atua de forma inibitéria ou toxica sobre o
metabolismo celular. Adicionalmente, os resultados de produtividade para as bateladas 1, 2 e 3 dessa
condigéo foram 0,180; 0,175; 0,171 g/L.h, respectivamente, entre os quais ndo se observa variag0es
significativas.

Com relacdo a andlise de viabilidade celular ao final dos cultivos, obteve-se 98 % de
viabilidade para o meio YPX sem adicdo de etanol e 97, 88 e 33% para 20, 40 e 60 g/L,
respectivamente. As densidades Oticas finais também demostraram a diminui¢do da concentragéo
de celulas em suspensdo com o aumento da concentracao do etanol, sendo 3,10; 2,32; 2,08 e 0,3 em
ordem crescente de adigédo de etanol ao meio. Desta forma, tanto os dados de viabilidade como de
densidade ética confirmam o efeito nocivo do etanol em concentracao mais elevada sobre as células.
Como nota, o pH dos meios se manteve em aproximadamente 5,5 ao final das fermentagdes.
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4. CONCLUSAO

Constatou-se a expressiva influéncia do etanol sobre as células de S. cerevisiae MDS 130.
Com um limite de toleréncia extremamente baixo, em torno de 20 g/L, a levedura recombinante se
mostrou mais suscetivel aos efeitos nocivos do etanol do que as leveduras selvagens normalmente
utilizadas em processos fermentativos industriais.
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