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Avaliacao da adaptacao de Spathaspora
passalidarum na fermentacao de
fragoes hemiceluldsicas

Introducao

Aviabilidade do etanol lignoceluldsico depende também do aproveitamento eficiente da
fragdo hemicelulésica da biomassa que, em base seca, corresponde de 20 a 40% do material.
Esta fragdo é constituida de diferentes carboidratos, majoritariamente pentoses (xilose
em sua maior parte) e pequena fracdo de hexoses. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
utilizada na produgdo comercial de etanol, ndo é capaz de consumir pentoses. Esses
acucares sdo fermentados por outras espécies de leveduras. Spathaspora passalidarum,
avaliada neste trabalho, apresenta rdpido crescimento e habilidade de consumir xilose
apds completo consumo da glicose do meio. Assim, a utilizacdo da S. passalidarum se
torna promissora para a produgdo de etanol a partir de fragdo hemicelulésica (NGUYEN
et al., 2006). A utilizacdo da fragdo hemicelulésica da biomassa para fermentagdo estd
condicionada ao uso de estratégias que superem o efeito de inibicdo de seus compostos
toxicos. A técnica escolhida foi a aclimatagdo do microrganismo, que se baseia no cultivo
sucessivo do microrganismo em concentragdes crescentes dos compostos toxicos (PROMPT,
2012; CARNEIRO, 2011). Neste contexto, o trabalho tem como objetivo avaliar e melhorar
o desempenho da produgcdao de etanol empregando S. passalidarum em hidrolisados
hemicelulésicos de bagaco de cana-de-agucar, obtidos por pré-tratamento 4cido e por
explosdo a vapor. Foi utilizada estratégia de aclimatacdo da levedura.

Métodos

Pré-tratamento: O pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-agucar foi feito com
acido sulfarico, em condi¢bes previamente estabelecidas. A fragdo liquida, contendo as
pentoses recuperadas, teve o pH ajustado até 4,7 foi centrifugada e autoclavada. A fragdo
hemiceluldsica, obtida por explosdo a vapor, foi cedida pelo CTBE e diluida 2,5 vezes para
obtenc¢do da mesma concentragdo de acido acético do pré-tratamento acido (3,75 g/L).
Ambos foram suplementados com 6,7 g/L de YNB e até 50 g/L de xilose.
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Fermentagdo sem adaptacao da levedura: S. passalidarum propagada em meio rico
(YPX 10%) foi inoculada, numa concentragdo de 15 g/L, nas fragdes hemiceluldsicas.

Adaptacgdo da levedura: uma coldnia foi inoculada em meio rico. Antes que ocorresse
todo o consumo de xilose do meio, a levedura foi centrifugada e inoculada em um meio
com 20% de fragdo hemiceluldsica e 80% de YPX. Foram feitas transferéncias sucessivas das
células para meios com concentragdes crescentes de hidrolisado, até que o Ultimo meio
tivesse 80% de hidrolisado e 20% de YPX. Todo o procedimento de aclimatagdo ocorreu em
5 ciclos, para os quais foram monitoradas as concentragGes de células, aglcares e produtos.
O procedimento foi realizado separadamente para o hidrolisado de pré-tratamento acido e
de explosdo a vapor.

Fermentac¢do das fragées hemicelulésicas com as leveduras adaptadas: A levedura
aclimatada foi inoculada nos hidrolisados, numa concentragdo de 15 g/L. Para a
verificagdo da adaptagdo, para o caso do pré-tratamento acido, a cepa fermentada foi
plaqueada, propagada em meio rico e inoculada novamente em meio hidrolisado. Todas
as fermentacGes foram conduzidas em triplicata, em shaker rotativo, a 30°C e 150 rpm,
com retirada periddica de aliquotas. As concentragées de aglcares e produtos foram
determinadas por cromatografia liquida em coluna Aminex HPX 87H.

Resultados e Conclusoes

Fermentag¢do sem adaptagdo da levedura: Para o hidrolisado de pré-tratamento acido,
até 120 horas de fermentacdo, foram consumidos 0,4 g/L de glicose e 2,5 g/L de xilose,
sem formacdo de etanol. Para o hidrolisado de explosdo a vapor, ndo houve consumo de
nenhum dos aglcares do meio, indicando que a levedura ndo esta adaptada as condigGes
dos hidrolisados.

Fermentagdo das fragcoes hemicelulésicas com as leveduras adaptadas: para o
hidrolisado de pré-tratamento acido, a glicose foi consumida em 4 horas de fermentagdo
e a xilose em 48 horas. Foram produzidos 19,64 g/L de etanol, correspondente a um fator
de conversdo de substrato em etanol de 0,404 g de etanol/g de aglcar, produtividade de
0,357 g de etanol/L.h e velocidade de consumo de substrato de 0,884 g de aglcar/h. A
levedura apresentou ligeiro crescimento e viabilidade final de 76,3%. Na verificagdo da
aclimatacdo, apds propaga¢do em meio rico, o consumo de aglcares fermentesciveis do
meio ocorreu apds 110 horas. Nas primeiras 48 horas de fermentagao foram produzidos,
12,38 g/L de etanol, o que corresponde a um fator de conversdo de substrato em etanol
de 0,302 g de etanol/g de aglcar, produtividade de 0,208 g de etanol/L.h e velocidade de
consumo de substrato de 0,689 g de agucar/h. Verificou-se que o aumento da tolerdncia aos
compostos toxicos ocorreu parcialmente em razao da aclimatagdo ter tornado a cepa mais
tolerante aos inibidores presentes no meio de fermentacgdo, visto que estas foram capazes
de manter parte de suas caracteristicas apds propagacdo em meio rico. Porém, como o
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desempenho da fermentagdo com levedura propagada em meio rico foi menor em termos
de rendimento, produtividade e velocidade de consumo do substrato, ha indicagdo de que
parte das caracteristicas observadas na cepa aclimatada ndo foram propagadas para as
novas células.

Para o hidrolisado de explosdo a vapor houve, em 8 horas, completo consumo da
glicose (aproximadamente 10 g/L) e de apenas 5 g/L de xilose em 48 horas. Neste tempo,
a viabilidade da cepa era de 20%, ou seja, esta ainda ndo se mostrou adaptada as drasticas
condi¢des do hidrolisado. Pode-se concluir que a estratégia de adaptagdao da cepa S.
passalidarum melhorou o seu desempenho na fermentacdo de meio hidrolisado de pré-
tratamento acido. Para o hidrolisado de explosao a vapor, a estratégia empregada ainda ndo
se mostrou eficaz.
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