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ESTUDO DO DESEMPENHO FERMENTIVO DA LEVEDURA Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907 COM AUXILIO DE MODELAGEM FENOMENOLOGICA

RESUMO

A levedura Kluyveromyces marxianus vem despertando interesse na area da Biotecnologia
por sua grande diversidade metabdlica e elevado grau de polimorfismo. Suas
potencialidades estdo sendo investigadas para diversas aplicacdes, como a producdo de
enzimas de interesse do setor alimenticio como as (-galactosidases, 3-glucosidase e poli-
galactosidase, na producdo de compostos aromaticos e alcoois superiores como o fenil-
etanol e, também, no setor das biorrefinarias na producédo de etanol de segunda geracao.
Assim, essa levedura torna-se interessante para a producdo de bioetanol devido a
capacidade em assimilar diferentes carboidratos da biomassa lignocelulésica, e ao seu
amplo espectro de termotolerancia. O etanol celulésico desponta como uma possibilidade
para o aumento da produtividade nas usinas sucroalcooleiras e como uma das alternativas
para aliviar a crise que afeta o setor. A biomassa da cana-de-acUcar, um subproduto da
indastria sucroalcooleira, como todo o material lignocelulosico, € formada por trés fragdes
principais: celulose, hemicelulose e lignina. As fibras lignocelulésicas ap6s passarem por
pré-tratamentos para a separacdo e quebra desse complexo originam acUcares
fermentesciveis que podem ser biotransformados em etanol. O pré-tratamento por hidrolise
acida é um processo bem estabelecido, em que ha a liberagdo de mondémeros, em maior
propor¢ao a xilose, a partir da hemicelulose, tendo em vista a obtencéo de celulignina. Apés
a deslignificacdo, a celulose deve ser submetida a processos de hidrélise acida ou
enzimatica para a solubilizacdo da glicose. A hidrélise enzimética e a fermentagdo podem
ocorrer separadamente (SHF) ou de forma simultanea (SSF), tendo esta Ultima a vantagem
de realizar essas duas etapas no mesmo reator. Por outro lado, a conducéo desse processo
requer leveduras termotolerantes capazes de suportar temperaturas proximas de 50°C, faixa
otimizada para atuagdo das celulases. Além disso, outro entrave para a producéo de etanol
€ 0 seu acumulo no meio, o qual acarreta na inibicdo pelo produto durante o processo
fermentativo e toxicidade para as leveduras utilizadas. A levedura K. marxianus possui
caracteristicas metabdlicas interessantes capazes de superar tais dificuldades encontradas
na producdo de etanol celulésico. Porém, sdo necessarios maiores estudos, uma vez que
ndo se tem conhecimento sobre as concentracfes iniciais 6timas de substrato para a
producdo de etanol pela levedura e sobre sua toleréncia ao produto. Por essa razdo, este
trabalho teve como objetivos avaliar o comportamento fermentativo da levedura K.
marxianus ATCC 36907 em meio semi-definido, com variagcbes nas concentracdes de
substrato (glicose) e temperatura utilizando a modelagem fenomenoldgica bem como avaliar
o efeito da remocdo de etanol sobre sua atividade fermentativa. Na primeira etapa do
trabalho, as fermentacdes foram conduzidas em incubadora com agitacdo pelo emprego do
meio semidefinido suplementado com peptona, extrato de malte e extrato de levedura, com
variacdes nas concentracdes de glicose (50, 120 e 190 g L) e temperatura (30, 35, 40 e
45 °C). Os resultados experimentais foram agregados matematicamente para obtencéo de
um modelo tedrico do processo por meio de modelagem fenomenoldgica com auxilio do
software Scilab. Os modelos obtidos representaram, de forma satisfatéria, as curvas de
crescimento celular, consumo de substrato e produgéo de etanol. O processo de otimizacéo
da fermentacado etilica indicou a utilizacdo da temperatura de 40 °C e concentracdo de
substrato de 90 g L para maximizacdo da concentracdo de produto, com isso, foram
obtidos, em média, 22,5 g L de etanol e rendimento de 0,24 g g*. Na segunda etapa do
trabalho, as fermentacdes foram conduzidas em triplicatas nas condicfes otimizadas em
fermentador com volume de 1,2 L. As fermentacdes-controle foram realizadas em triplicata
sem a extracdo de etanol por vacuo e alimentadas ap0s 36 horas. Todavia, as outras
fermentacbes, também em triplicata, foram conduzidas nas mesmas condicfes, porém com
extracdo do produto por vacuo. Nas fermentac6es com vacuo, apés o primeiro ciclo de 36
horas, a concentracdo de etanol foi de 34,13 g L (Yps 0,38 g g ' e Qp 0,94 g L h?),
atingindo 40,90 g L ! de etanol (Yeris 0,18 g gt e Qr 0,43 g L h'!) no final do segundo ciclo.
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Um comportamento diferente foi observado no experimento controle, no qual a producao de
etanol ocorreu apenas no primeiro ciclo (36,37 g L2, Yps 0,4 g gt e Qp 1,01 g L hY),
enquanto no segundo ciclo o consumo do substrato foi de apenas 8% e a produgao de
etanol ndo foi observada. A modelagem fenomenoldégica mostrou que os dados
experimentais foram melhor representados pelo modelo, o qual considerou a ocorréncia de
uma fase de laténcia no inicio do segundo ciclo e indicou fortemente a inibicdo do
metabolismo pelo acumulo do produto. A levedura K. marxianus recuperou seu metabolismo
fermentativo e voltou a produzir etanol, demonstrando o papel relevante da remocao do
produto na melhoria do processo.

PALAVRAS-CHAVE: Etanol, metabolismo, inibicdo pelo produto, remoc¢do do produto,
vacuo, modelagem fenomenoldgica
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STUDY OF YIELD PERFORMANCE OF Kluyveromyces marxianus ATCC 36907
YEAST BY PHENOMENOLOGICAL MODELING SUPPORT

ABSTRACT

Kluyveromyces marxianus yeast has been arousing importance in the Biotechnology area
due to its high metabolic diversity and high degree of polymorphism. Its potentialities have
been under study for several applications such as enzymes production of great interest in the
food industry such as B-galactosidases, B-glucosidase and polygalactosidase, in the
production of aromatic compounds and higher alcohols such as phenyl ethanol, also in
biorefineries to produce the second generation ethanol. This yeast has great interest due to
bioethanol production and its ability on assimilating different carbohydrates from
lignocellulosic biomass as well as its broad spectrum of thermotolerance. Cellulosic ethanol
has been presented as a possibility for increasing yield in sugarcane mills and as one of the
alternatives to decrease the crisis that affects this sector. Sugarcane biomass, just like all
lignocellulosic material, is formed by three main fractions: cellulose, hemicellulose and lignin.
The lignocellulosic fiber, after going through pretreatments for separation and break this
complex, originates fermentable sugars that can be biotransformed into ethanol. Acid
hydrolysis pretreatment is a well-established process, in which monomers are released, and
xylose is released from hemicellulose in higher rate, in order to obtain the cellulignin. After
biomass delignification, cellulose must be submitted to acid hydrolysis or enzymatic
processes to solubilize glucose. Enzymatic hydrolysis and fermentation can occur separately
(SHF) or simultaneously (SSF), and this last one has an advantage of performing these two
steps in the same reactor. Furthermore, this process requires thermotolerant yeasts able to
withstand near to 50 °C, an optimized range for cellulase performance. In addition, another
obstacle to produce ethanol is its accumulation in the medium, leading to inhibition by the
product during the fermentation process and toxicity for the yeast. K. marxianus yeast has
interesting metabolic characteristics that are able of overcoming such difficulties during
cellulosic ethanol production. So, it requires more studies, since there is no knowledge about
the optimal initial concentrations of substrate for ethanol production by this yeast and on its
endurance to the product. Thus, this trial aims at evaluating the fermentative behavior of K.
marxianus ATCC 36907 yeast in semi-defined medium with variations in substrate and
temperature concentrations using phenomenological modeling, as well as evaluating the
effect of ethanol removal on its fermentative activity. In the first step of this trial,
fermentations were obtained in a shaking incubator using a semi-defined medium
supplemented with peptone, malt extract and yeast extract, with variations in glucose
concentrations (50, 120 and 190 g L) and temperature (30, 35, 40 and 45 °C). The
experimental results were put mathematically together to obtain a theoretical model of the
process by the phenomenological modeling with Scilab software. The obtained models
represented satisfactorily cell development curves, substrate consumption and ethanol
production. The optimization ethanol fermentation process indicated 40 °C as temperature
and a substrate concentration of 90 g L to maximize the product concentration, resulting in
an average of 22,5 g L! ethanol and 0.24 g g* yield. During its second step, the
fermentations were carried out in triplicates under the optimized conditions in a 1.2-L volume
fermenter. Control fermentations were carried out in triplicate without ethanol extraction by
vacuum and fed after 36 hours, while the other fermentations, also in triplicate, were carried
out under the same conditions, but with the product extraction by vacuum. After the first 36-
hour cycle, ethanol concentration was 34.13 g L (Yes 0.38 g gt and Qp 0.94 g Lt h?),
reaching 40.90 g L * ethanol (Yrs0.18 g g* and Qp 0.43 g Lt h'') at the end of the second
cycle. A different behavior was observed in the control experiment, in which ethanol
production occurred in the first cycle (36.37 g L2, Yps 0.4 g gt and Qe 1.01 g L h?),
whereas in the second cycle, the substrate consumption was 8% and ethanol production was
not observed. The phenomenological modeling showed that the experimental data were
better represented by the model that took into account the occurrence of a latency phase at

viii



the beginning of the second cycle and strongly indicated a metabolism inhibition by product
accumulation. K. marxianus yeast recovered its fermentative metabolism and produced
ethanol again, demonstrating the relevant role of product removal in improving such process.

KEYWORDS: Ethanol, metabolism, inhibition by the product, product removal, vacuum,
decreased inhibition, phenomenological modeling.
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1 INTRODUCAO

O campo da Biotecnologia estd em constante crescimento, uma vez que desperta
grande interesse do setor industrial, por auxiliar na obtencdo de produtos de alto valor
agregado e com reducédo de custos. Nas industrias em que o produto é obtido por meio de
fermentacdo, a escolha de microrganismos resistentes as injurias do processo €
fundamental para garantir a qualidade do produto e maiores rendimentos e,
consequentemente, maior lucro ao setor.

As leveduras vém sendo utilizadas ao longo do tempo nos processos industriais na
obtencdo de produtos alimenticios e farmacolégicos, sendo a Saccharomyces cerevisae
dominantemente a mais utilizada na produc¢do de etanol de primeira geragéo (1G), a partir
da fermentacéo do caldo de cana. Por outro lado, a levedura Kluyveromyces marxianus vem
despertando interesse industrial por sua diversidade metabdlica e tem se mostrado muito
promissora para producdo de etanol de segunda geracdo, devido a sua capacidade de
assimilacéo de diferentes acucares, por ter um amplo espectro de termotolerancia e uma
elevada taxa de crescimento.

O etanol de segunda geracdo é uma fonte de energia alternativa oriunda da
biomassa vegetal e sua producdo € estratégica para o setor automotivo. No Brasil as
atividades agricolas e a agroindustria sdo grandes geradoras de residuos e ou subprodutos
vegetais, ou seja, de biomassa que pode ser transformada em energia.

Esses materiais constituem as fibras vegetais que s&8o compostas por trés
componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, cuja hidrélise resulta no
rompimento das fibras, gerando agucares de menor massa molar que podem ser utilizados
como substrato para fermentacdes e producdo de etanol de segunda geracdo. Os agucares
provenientes da fragdo hemicelulésica sdo em sua grande maioria pentoses (xilose e
arabinose). Entretanto, tornar disponivel as unidades de glicose provenientes da fracdo
celulésica exige a superacdo de alguns entraves: pré-tratamentos com a utilizacdo de
acidos, comumente utilizados para a quebra dos aclUcares provenientes da fracdo
hemiceluldsica, requerem uma alta concentracdo de acidos o que prejudicaria 0 material dos
reatores e levaria a formagédo de inibidores. J& a hidrélise enzimatica € a mais estudada e
realizada por meio reacBes catalisadas por um complexo enzimatico denominado de
celulases, porém, tém custo elevado. Por outro lado, os melhores rendimentos sao
alcancados quando a hidrolise e a fermentacdo acontecem concomitantemente, ou seja, a
sacarificacdo simultdnea a fermentacdo (SSF). Entretanto, a conducdo do processo SSF

requer leveduras termotolerantes, capazes de suportar temperaturas proximas a 50 °C,



temperatura 6tima para atuacao das celulases. Outra dificuldade para a producao de etanol
€ 0 seu acumulo no meio, acarretando na inibicdo pelo produto durante o processo
fermentativo. Apesar da sua reconhecida termotolerancia, ha poucos relatos na literatura de
pesquisas sobre o comportamento de K. marxianus frente a outros fatores de estresse,
como a concentracao inicial de substrato e a presenca de etanol.

Sendo assim, dada a necessidade iminente em contribuir com novas alternativas
para a producdo de etanol a partir da fracdo celuldsica, este trabalho teve como objetivo
avaliar o processo fermentativo da levedura K. marxianus ATCC 36907, em meio
semidefinido com diferentes concentracdes iniciais de substrato (glicose) e temperatura,
utilizando a modelagem fenomenolégica, bem como avaliar o efeito da remocao do etanol

do meio de cultivo sobre o desempenho fermentativo dessa levedura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de etanol no Brasil

No Brasil, as industrias de acucar e alcool estiveram sempre intimamente ligadas
desde o tempo do descobrimento. Deduz-se que a producédo de alcool iniciou na capitania
de S&o Vicente, porque nela foi montado o primeiro engenho de acucar no pais, apds a
vinda das primeiras mudas de cana-de-acUcar trazidas da llha da Madeira, em 1532. Porém,
a primeira destilaria de &lcool anidro s6 foi construida no pais em 1931 e, devido a crise
decorrente da | Guerra Mundial, o governo brasileiro estabeleceu a adi¢éo de 5% de alcool a
gasolina, como alternativa para reduzir a importacdo de combustivel (BORZANI et al., 2008).

Em resposta as crises do petrdleo da década de 70, o governo brasileiro criou o
Programa Nacional do Alcool - Prodlcool. Esse programa, lancado em 1975, tinha como
objetivo garantir o suprimento de combustivel para o pais, substituir a gasolina por um
combustivel renovavel e encorajar o desenvolvimento tecnolégico da industria da cana-de-
acucar e do alcool, o qual deu origem nos dias de hoje ao maior sistema de producéo de
energia comercial a partir da biomassa do mundo. O Prodlcool obteve grande resultados,
pois alcangou que, durante parte da década de 1980, mais de 70% da frota nacional de
automoveis fosse movida a alcool hidratado. A partir de 1989, o programa sofreu uma crise
prolongada, mas o alcool ainda continua sendo um importante componente do combustivel
usado no Brasil, com um percentual atual de 27% de mistura a gasolina, percentual esse
inédito no mundo.

Em 1994, o Brasil tinha mais de 4,6 milhdes de carros movidos a alcool. Contudo,
guando os precos do petrdleo comecaram a cair, a partir do final da década de 1980, o
governo reduziu os subsidios e, assim, comecgou o declinio da produgdo. No final da década
de 1990, a venda de carros a alcool representava apenas 1%. O etanol sO ressurgiu em
meados dos anos 2000 e, atualmente, estima-se que 85% dos automdéveis em circulagdo no
pais sejam do tipo Total Flex (LIMA, 2004; SILVA, 2007, NOVACANA, 2015). Logo, a
motivagdo principal das politicas de estimulo ao desenvolvimento de energia renovaveis
nem sempre foi predominantemente ambiental. Pelo contrario, na maior parte das vezes o
motivo esteve associado a seguranca energética, isto €, a disponibilidade e acessibilidade
dos combustiveis necessarios para se fazer movimentar a frota de veiculos e sua producédo
(FARINA, 2013).



As vendas de etanol, pelas unidades produtoras da regido centro-sul do Brasil,
destinadas ao mercado doméstico totalizaram 2,30 bilhdes de litros, em marco de 2015, que
corresponde a uma aumento de 21,80% sobre o mesmo periodo do ano anterior. Esse forte
crescimento deve-se a expansdo recorde do volume comercializado de etanol hidratado:
1,44 bilhdo de litros, o maior valor para este més na histéria da sua producdo. As vendas
internas de etanol anidro, por sua vez, somaram 866,06 milhdes de litros, ante
905,04 milhdes de litros registrados em marco de 2014 (NOVACANA, 2016).

No acumulado de abril de 2014 a marco de 2015, o volume global comercializado de
etanol alcancou 25,17 bilhGes de litros, praticamente o mesmo valor contabilizado no
mesmo periodo do ano safra anterior - 25,67 bilhdes de litros. Desse volume, 23,67 bilhdes
de litros direcionaram-se ao abastecimento interno (alta de 2,45% sobre o resultado da
dltima safra), sendo 9,62 bilhdes de litros de etanol anidro e 14,05 bilh&es de litros de etanol
hidratado. No tocante as exportacdes acumuladas, totalizaram 1,50 bilh&o de litros na safra
2014/2015, expressiva queda de mais de 1 bilhdo de litros sobre o montante exportado no
ciclo 2013/2014 (2,57 bilhdes de litros) (UNICA, 2015).

No Brasil, a maior parte do etanol é produzido por um processo de fermentacdo em
batelada alimentada com reciclo de fermento (em torno de 80% do total). O restante do
etanol € produzido por fermentagdo continua multiestdgio com reciclo de fermento, cujo
processo é baseado na fermentagdo continua. O processamento industrial da cana para
etanol, como realizado hoje, € uma tecnologia que ja atingiu sua maturidade plena. Houve
grandes avancos entre 1970 e 1990, mas, nos ultimos anos, os ganhos de produtividade e
eficiéncia foram pequenos. Desse modo, o setor industrial devera evoluir de forma mais
destacada, incorporando tecnologias mais radicalmente diferentes e certamente com a
implementacéo de novos produtos (BORZANI et al., 2008; NAE, 2005).

Para viabilizar os avangos tecnoldgicos na direcdo do aumento da produgdo de
etanol, nas Ultimas décadas intensificaram os estudos referentes ao uso da biomassa para a
producao de etanol de segunda geracédo (2G). A implantacdo dessa tecnologia em industrias
sucroalcooleiras no Brasil requereria menor investimento, o que tornaria muito promissora a
producdo de etanol celulésico nessas unidades (SCALCOOL et al., 2010). Para o Brasil, o
desenvolvimento dessa tecnologia € de grande importancia, pois representa a manutencao
do dominio tecnoldgico no setor energético e a possibilidade de aprimorar a producdo de
etanol a partir da cana-de-acgucar, principal matéria-prima utilizada no pais (CTBE, 2014).

Nas ultimas décadas, intensificou-se o interesse pela producao de etanol de segunda
geracdo no Brasil, devido a abundéancia de residuos gerados pela agroindustria. A empresa
Bioflex Agroindustrial Ltda., unidade industrial da Granbio, foi a primeira empresa a iniciar a
producdo do E2G no Brasil, com a usina Bioflex | localizada em S&o Miguel dos Campos, no

Estado de Alagoas, em setembro de 2014. Com a capacidade de produzir 82 milhdes de



litros por ano, a unidade utiliza palha e bagaco de cana-de-acicar como matéria-prima. Nao
€ uma usina integrada a uma unidade de E1G e, segundo 0s seus proprietarios, a meta é
atingir um preco do bioetanol 20% mais baixo do que 0 E1G (NOVACANA, 2016).

Em novembro de 2014, a empresa Raizen iniciou sua primeira planta industrial para
a fabricacdo, em escala comercial, do biocombustivel de segunda geracdo em Piracicaba
(SP), inaugurada em julho de 2015. A Raizen prevé em 10 anos a constru¢cdo de mais
7 fabricas de E2G no pais. Em 2016, a usina obteve sua primeira safra com producéo
continua de etanol de segunda geracao (2G), produzindo 7,1 milhdes de litros de etanol. A
meta de producdo para a safra 2016/2017, que se inicia em abril deste ano, € de 15 a
20 milhdes de litros. A empresa pretende atingir uma producdo de 42 milhGes de litros de
etanol 2G, até 2018, apostando em custos de producdo menores do que os do 1G, até o fim
da década. Segundo estudo divulgado em 2015 pelo Banco Nacional de Desenvolvimento
Econbmico e Social (BNDES), em parceria com o Laboratério Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE), a reducdo de custos deve ocorrer mesmo em 2020,
quando produzir o 2G custara entre R$ 0,70 e R$ 0,50 por litro, enquanto o custo do 1G
serd: R$ 0,90 a R$ 0,70 (NOVACANA, 2016; NOVACANA, 2017).

2.2 Principio da utilizacdo da biomassa lignocelulésica para a producado de etanol
de segunda geracao

Nas Uultimas décadas tem havido um grande esforco em utlizar o bagaco de
cana-de-acUcar ou outros residuos agroindustriais para a producdo de etanol de segunda
geracdo, ou seja, obtido a partir dos acUcares derivados da biomassa lignoceluldsica. O
etanol de segunda geracdo deve trazer uma nova onda de expansdo no segmento, que
perdeu competitividade, nos ultimos anos, devido a politica do governo de controle de
precos da gasolina (UNICA, 2015).

De facil obtencdo e presente em altas quantidades na natureza, os materiais
lignocelulésicos constituem uma das principais fontes de matéria organica do planeta. Os
principais componentes das fibras vegetais s&o celulose, hemicelulose e lignina. As plantas
lenhosas tipicas sao constituidas de 40-50% de celulose, 20-30% de hemicelulose e 20-28%
de lignina, além de outras substancias em menores teores (ARAUJO; WALDMAN; DE

PAOQOLI, 2008). Na Figura 1, apresenta-se uma esquematizacao geral de uma fibra vegetal.
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Figural Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico.
Fonte: RURAL PECUARIA (2016).
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A celulose, principal componente da parede celular dos vegetais, é um
polissacarideo linear, formado por unidades anidroglicosidicas interligadas por ligacdes do
tipo B - 1,4 e de formula geral (CsH100s)n. E uma substancia fibrosa, resistente, insoltvel em
agua e constitui a maior parte da massa da madeira (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002;
GOLDSTEIN et al., 1978) (Figura 2). As cadeias de celulose tém uma tendéncia de se
ligarem entre si por pontes de hidrogénio e forgas de Van der Waals intra e intermolecular,
através dos grupos de hidroxila em suas unidades de glicose, o que promove agregacgdes de

celulose e levam a uma estrutura cristalina (PEREZ et al., 2002).
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Figura 2 Estrutura quimica da celulose.

Fonte: Morais, Nascimento e Melo (2005).

Ligada fortemente a celulose por pontes de hidrogénio esta a hemicelulose, que é
formada por varios monossacarideos polimerizados, incluindo carboidratos de cinco
carbonos (como xilose e arabinose), carboidratos de seis carbonos (como galactose, glicose

e manose), acido 4-O-metil glucurénico e residuos de acido galacturdnico. A unidade mais



abundante na hemicelulose, em vegetais lenhosos, € a xilose, que se une por ligacdes
glicosidicas nas posi¢coes 1 e 4 (SILVA et al., 2009). A hemicelulose é bastante hidrofilica,
contém consideravel grau de ramificacdo entre suas cadeias, com natureza altamente
amorfa e grau de polimerizacdo variando entre menos de 100 a no maximo 200. Ela difere
da celulose no fato de apresentar ramificacdes com cadeias laterais curtas e, em contraste
com a celulose, os polimeros sdo mais faciimente hidrolisaveis (PEREZ et al., 2002; SILVA
et al., 2009). Na Figura 3 estd demonstrada a estrutura molecular dos aculcares que

compBem as unidades de hemicelulose.
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Figura 3 Acucares que compdem as unidades de hemicelulose.

Fonte: Morais, Nascimento e Melo (2005).

A lignina é um polimero fendlico cuja fungdo é conferir rigidez, impermeabilidade e
resisténcia mecéanica e microbiolégica aos tecidos vegetais (TSAO, 1986). Sua estrutura é
tridimensional e complexa, altamente ramificada, constituida de um polimero formado por
ligagBes cruzadas, podendo ser classificada como um polifenol, o qual € constituido por um
arranjo irregular de varias unidades de fenilpropano (JOHN; THOMAS, 2008), caracteristicas
quimicas que a tornam insolivel em &agua e altamente recalcitrante (WONG, 2009)
(Figura 4).
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Figura4 Formula estrutural da lignina: (A) unidade de fenilpropano; (B) estrutura quimica
da lignina.

Fonte: Naturplas (2012).

As tecnologias para a obtencéo de etanol de segunda geracao, produzido a partir de
materiais lignocelulosicos, envolvem a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em
acucares fermentaveis e sua posterior fermentacdo. Para executar essa tarefa, o processo
de hidrdlise utiliza tecnologias complexas e multifasicas, com base no uso de rotas acidas
e/ou enzimaticas para a separacdo dos acuUcares e remocgdo da lignina (PEREIRA JR;
COUTO; SANTA ANNA, 2008).

2.3 Etapas da producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, pré-

tratamento e hidrélise da biomassa

Os materiais lignoceluldsicos apresentam teor de celulose que varia de 20 a 60% e
de hemicelulose de 20 a 40%, dependentes do tipo de biomassa vegetal (STICKLEN, 2008).
Tais fracGes sdo passiveis de serem utilizadas para a producdo de etanol, para isso é
necessario um fracionamento seletivo, o que implica a ruptura do complexo lignina-celulose-
poliose e a remocéao de cada fragdo por técnicas de pré-tratamento e deslignificacdo. Esses
processos de separacdo podem ser térmicos, quimicos, fisicos, biolégicos ou uma
combinacdo desses, o que dependera do grau de separacao requerido e do fim a que se
destina o processo. Pré-tratamentos que combinam métodos fisicos, quimicos e enzimaticos
sdo mais eficazes (GHOSH; SINGH, 1993; RAMOS; SADDLER, 1994; RUDOLF et al.,



2007). A Figura 5 esquematiza de forma simplificada a separacdo dos principais

componentes dos materiais lignoceluldsicos e os processos utilizados, citados na literatura.
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Figura5 Esquema simplificado das etapas de producéo de etanol de segunda geragao.

Nota: *Ver Tabela 1, sobre tipos de pré-tratamentos.

A utilizacdo de materiais lignoceluldsicos para produzir etanol envolve basicamente
as etapas de pré-tratamento, hidrélise da celulose e hemicelulose em agulcares
monomeéricos, fermentagdo dos aclUcares em etanol e, finalmente, destilagdo e purificacéo
do etanol (JAFARI et al., 2011).

Para a utilizacdo mais eficiente dos polissacarideos da celulose, haja vista sua
estrutura rigida e complexa é necessario um pré-tratamento a fim de remover eficientemente
a porcao hemicelulésica e a lignina como estratégia para facilitar o rompimento das fibras, e
assim aumenta-se a area superficial da biomassa, expondo e disponibilizando a molécula de
celulose (SANTOS et al., 2008; MOSIER et al., 2005).

Os pré-tratamentos fisicos podem ser classificados em: redu¢cao mecéanica, micro-
ondas e explosdo por vapor. O pré-tratamento de reducdo mecanica é baseado na reducao
do tamanho da particula através de moagem, aumentando o desempenho da enzima pelo
aumento da area superficial e, em alguns casos, pela reducao do grau de polimerizacédo e
cristalinidade da celulose (OGEDA; PETRI, 2010). O método de pré-tratamento com micro-
ondas utiliza a alta eficiéncia do aquecimento de um forno de micro-ondas. As ondas
eletromagnéticas promovem vibragBes sobre as ligagbes polares existentes na estrutura

lignocelul6sica facilitando o rompimento das estruturas (SARKAR et al., 2012). A explosdo
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por vapor consiste no tratamento da biomassa com vapor saturado de &gua, sob alta
pressdo, em seguida a pressdo é diminuida repentinamente, provocando a explosdo das
fibras no momento da descompressao (SUN; CHENG, 2002).

Sem duvida, devido ao baixo custo e facil empregabilidade, pré-tratamentos quimicos
sdo mais estudados e empregados. Os processos quimicos apresentam caracteristicas
variaveis, sendo empregados acidos (sulftrico, cloridrico), bases (hidroxidos de sodio,
potassio e de calcio), liquidos i6nicos (sais organicos compostos por cations e anions),
solventes organicos (metanol, etanol, acetona, etilenoglicol e alcool tetrahidrofurfurilico)
(ALVIRA et al., 2010). O pré-tratamento com acido sulfurico diluido tem se mostrado mais
eficaz do que outros tratamentos acidos. Pré-tratamentos que combinam métodos fisicos e
quimicos tém sido apontados na literatura como os mais eficientes. Em pré-tratamentos
catalisados por &cidos a camada de hemicelulose é hidrolisada, enquanto que nos pré-
tratamentos catalisados por bases parte da lignina € removida e a hemicelulose tem que ser
hidrolisada pelo uso de hemicelulases (OGEDA; PETRI, 2010).

O pré-tratamento biolégico consiste na utilizacdo de enzimas produzidas por
microrganismos, como espécies de fungos, a fim de degradar a lignina da biomassa
lignocelulésica, aumentando a acessibilidade da celulose para posterior hidrolise enzimatica
(SHI et al., 2009).

Tabelal Principais métodos de pré-tratamento das biomassas lignocelulésicas para a
producao de etanol

Métodos

Métodos fisicos Métodos quimicos Métodos hioldgicos combinados

Vapor Ozondlise Pré-tratamento por Exploséo a vapor
fungos (de
decomposicao branca,
parda)

Radiacéo Hidrélise com é&cido Pré-tratamento Hidrotérmico

(micro-ondas)

Moinho de bola e
moinho tipo martelo

Barra giratéria

Umidificacéo e calor
Uumido

diluido (H2S04, HCI,
HNO3, H3sPOs)

Hidrélise com acido
concentrado (H2S04)
Acido Acético
Hidrélise alcalina
(NaOH, Ca(OH)>)
Amonia

Bioorganossolv
(tratado com
Ceriporiopsis
subvermispora
seguido de etandlise)
Uso de enzimas
comerciais (celulases)

SOz e vapor

NO: e irradiagdo
Alcalino e moinho de
bolas

Amébnia e vapor
(AFEX)

Pirdlise SO2 Exploséo com CO:2
Deslignificacao Hidrotermal alcalino
oxidativa
Processo Organossolv

Nota: Adaptado de Silva (2009) e Gongalves (2011).
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A hidrélise enzimética da celulose é o procedimento mais comum para a reducédo dos
polissacarideos em monossacarideos como a glicose. Nesse procedimento, os materiais
sdo submetidos a reducdo dos polimeros, usualmente através de uma mistura de diversas
enzimas (celulases). Os trés maiores grupos de celulases que estdo envolvidas no processo
de hidrolise sé@o as endoglucanases; exoglucanases e B-glucosidases (SUN; CHENG, 2002).
As exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91) hidrolisam a cadeia celul6sica a partir de suas
extremidades, liberando celobioses, as endo 1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.4) hidrolisam a
cadeia celuldsica internamente de maneira aleatéria e as 1,4-p-D-glucosidases (EC
3.2.1.21) promovem a hidrélise da celobiose em glicose e podem também clivar unidades
glicosidicas a partir celuoligossacarideos (ERIKSSON; KARLSSON; TJERNELD, 2002). A
hidrélise enzimatica da celulose, geralmente, é conduzida em condi¢bes brandas de pH e
temperatura e, dessa forma, ndo causa problemas de corrosdo e permite maiores
rendimentos (75-85%), possibilitando o processo de fermentacdo (PHILIPPIDIS; SMITH,
1995; MOSIER et al., 2005; ALVIRA et al., 2010). Na natureza ha varios microrganismos
capazes de produzir celulases, pois se desenvolvem na matéria organica e a utilizam como
fonte de carbono principal, como as bactérias anaerdbias do género Clostridium e fungos
filamentosos, como os fungos do género Trichoderma (usualmente utilizados em escala
industrial para a producéo de celulases) e do género Aspergillus (LYND et al., 2002).

Entretanto, a hidrolise é&cida é bastante eficiente. A quantidade de acucares
fermentesciveis pode ser recuperada em 90% da biomassa vegetal e, em comparagdo com
a hidrélise enzimatica, torna-se mais viavel economicamente (NEVES, 2001). A hidrdlise
acida da celulose é uma alternativa bastante usada além de ser usada a mais tempo. Azzini
et al. (1987) realizaram uma hidrélise com &cido sulfurico diluido em 1%, tempo de reagéo
sob refluxo em chapa de aquecimento por 120 minutos e uma relacdo entre o peso seco da
amostra e o volume da solugéo (1:30) e obtiveram rendimento de até 15 L de etanol por
100 kg de cavacos de bambu e 56% de fibra celuldsica, que foi destinada a fabricagdo de
papel. Silva et al. (2014) realizaram hidrolise com acido sulftrico a 2% do bagaco de cana-
de-agUcar também pré-tratado com &cido sulftrico a 1% e obtiveram 70 gL* de glicose no
hidrolisado celulésico, apds a concentragao.

Porém, a hidrélise acida produz varios compostos inibidores que, potencialmente,
prejudicam o processo fermentativo, como os compostos fendlicos e o acido acético
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004). Esses compostos sdo derivados da propria constituicdo
dos materiais lignoceluldsicos, o acido acético origina-se dos grupamentos acetil da fracéo
hemicelulésica e os compostos fendlicos sédo originados dos materiais lignoceluldsicos ricos
em acucares (a xilose da origem ao furfural e a glicose ao hidroximetilfurfural).
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Além disso, a natureza corrosiva do acido requer
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0 uso de ligas caras na construcdo de canos e trocadores de calor nos biorreatores
(OGEDA; PETRI, 2010).

2.3.1 Fermentacédo dos acUcares provenientes da biomassa lignocelulésica

A fermentacdo etilica é um processo bioquimico que ocorre no citoplasma do
microrganismo, responsavel por converter uma fonte de carboidrato em etanol. As leveduras
sdo capazes de converter glicose em etanol e gas carbdnico, porém o nimero de espécies
envolvidas em processos industriais de producdo de etanol é bastante reduzido
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2002 ; OSTROWSKI; WOODS; RICHARD, 2006).

Para o processo de producdo de etanol a partir de residuos lignocelulésicos, €
utilizada a atividade de microrganismos eficientes e adaptados as condi¢des de realizacao
desse processo (SILVA; MUSSATTO; ROBERTO, 2010).

No processo de fermentacdo da fragcdo hemiceluldsica, proveniente da hidrolise
acida, pré-tratamento mais comumente utilizado, o hidrolisado é rico em pentoses (xilose e
arabinose). Esses carboidratos ndo sdo diretamente fermentesciveis por leveduras
industriais, sendo a biotransformacdo dessas pentoses a etanol um dos desafios mais
importantes a ser resolvido no ambito cientifico e tecnolégico (PARISI, 1989). As espécies
de leveduras mais promissoras que vem sendo estudadas para a fermentacdo das pentoses
sdo a Candida shehatae, Scheffersomyces (Pichia) stipitis e a Pachysolen tannophilus
(KUHAD et al., 2011). A assimilacdo da xilose por leveduras esta condicionada a habilidade
que determinadas leveduras apresentam em sintetizar enzimas especificas para o
metabolismo da xilose (NIGAM, 2001). As leveduras convertem a xilose a xilitol
desidrogenase, por duas reacfes de oxirreducgdo realizadas pelas enzimas xilose redutase
(XR) e pela xilitol desidrogenase (XDH), em seguida, a xilulose, a qual sofre uma
fosforilag@o para a xilulose 5-fosfato por meio da xilulose quinase, resultando nesta primeira
etapa o consumo de ATP, essa segue para a via das pentoses fosfato, na qual é convertida
a piruvato que segue para via Embdem-Meyerhof-Parnas (EMP). Em condi¢cdes anaerobias
ou de baixa oxigenacdo, o piruvato é convertido em etanol por catalise com duas enzimas:
piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase. Em condicbes de aerobiose, o piruvato é
oxidado na cadeia respiratéria (fosforilacdo oxidativa), pelo Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos
(Krebs), como demonstrado na Figura 6 (OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2007; BRITO, 2000;
AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008).

As enzimas XR e XDH se apresentam, entdo, como catalisadores-chave no
metabolismo de xilose, sendo altamente dependentes de coenzimas cuja regeneracao esta

ligada ao processo respiratério celular. Dessa forma, € importante determinar um nivel de
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oxigénio que permita altas taxas de producdo de etanol, concomitante com baixo
crescimento celular, sem prejuizo da viabilidade e capacidade produtora da célula (KUHAD
et al., 2011; OLIVEIRA, 2010; AGBOGBO; COWARD-KELLY, 2008).

xilose
Bactérias
NAD [P] H l Xiose redutase Fungos e leveduras
NAD [PT+ *xilitol
. Xilitol
Xilose NAD+ @ ¥ desidrogenase
|somerase NADH Xi
ilulose
ATP : ‘ Xilulose
ADP Quinase
Xilulose -5P
4
" Vias das Pentoses -
N Fosfato 7
Reac&o ndo oxidativa — Conversdo de Ciclo Oxidativo (Regeneracéo de
Pentoses fosfato em trioses e hexoses NADPH)
fosfato
— — __F_rEH?SE ® Aerobiose - Ciclo dos Acidos ™
el Via Embden-Meyerhoff- BN — \ Tricarboxilcos _f__‘,_../
S~ Parnas - I —————
Piruvato . T
. e Cadeia de transporte de ~
1 Anaerobiose .;\ elétrons /.i'
~___ (regeneracdo NAD+e ATP) -~
Etanol + Co, T —

Figura6 Esquema simplificado do metabolismo de xilose em fungos e bactérias para a
producao de etanol.

Nota: Adaptado de Oliveira (2010) e Kuhad et al. (2011).

Com relacdo a producdo de bioetanol a partir da fracdo celulésica, apdés um
pré-tratamento da biomassa para a remocdo da hemicelulose e lignina, a celulose é
submetida mais comumente a hidrélise enzimatica para a transformacdo dos
polissacarideos em monossacarideos como a glicose (SUN; CHENG, 2002). A fermentacdo
da glicose proveniente da celulose pode ser conduzida de forma sequencial ao processo de
hidrélise enzimatica denominada (SHF) ou ainda pode ocorrer de maneira simultanea, ou
seja, sacarificacao simultanea a fermentagdo (SSF) (OGEDA; PETRI, 2010)

No processo SHF, o material lignocelulésico obtido apés o pré-tratamento é
submetido a hidrélise enzimatica por um periodo que varia de 48 a 96 h. Apls a
sacarificacdo da celulose, o hidrolisado resultante é fermentado e convertido a etanol em um
reator separado (SANCHEZ; CARDONA, 2008). O problema na operacdo da SHF é que a

glicose e a celobiose permanecem no mesmo meio que a celulose e as celulases, esses
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mono e dissacarideos inibem a acdo das enzimas (OGEDA; PETRI, 2010). Outra
desvantagem do SHF € a possibilidade de contaminacdo. Como a etapa de hidrdlise requer
tempos muito longos, o hidrolisado rico em acguUcares torna-se uma fonte disponivel para
fermentacgBes secundérias (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

A vantagem da utilizacdo de hidrélise e fermentacdo de forma separada é que
ambos processos podem ser otimizados individualmente (por exemplo, temperatura 6tima
de 45-50 °C, durante a hidrélise e 30 °C para a fermentacao), visto que ocorrem em reatores
diferentes (DASHTBAN; SCHRFAT; QIN, 2009). A hidrélise enzimatica é conduzida em
condi¢cbes amenas de pH (4,8) e de temperatura (45-50 °C) e exibe elevada especificidade,
o que elimina a chance de ocorréncia de substancias toxicas (furfurais e derivados de
lignina) para as células microbianas que serdo utlizadas para fermentacdo do meio
hidrolisado. Porém, sua maior limitacao esta relacionada ao elevado custo de producédo dos
biocatalisadores (DASHTBAN; SCHRFAT; QIN, 2009).

Uma opcao mais atrativa para producao de etanol lignocelulésico é a realizacdo da
hidrélise enzimética juntamente com a fermentacdo, ao invés da forma sequencial, ja que
resulta em um processo mais rentavel (KADAR; SZENGYEL; RECZEY, 2004). No caso do
processo SSF, as enzimas e as leveduras sdo adicionadas ao mesmo tempo no reator, o
gue reduz o tempo de processamento e a inibicdo das celulases pelo acumulo de seus
produtos (celobiose e glicose), uma vez que a glicose liberada por hidrélise é rapidamente
convertida a etanol pelos microrganismos da fermentagdo (SANTOS; SOUTO-MAIOR,;
GOUVEIA, 2010; SANCHEZ; CARDONA, 2008; OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996;
BALLESTEROS et al., 2004). Além disso, 0 processo SSF é menos complexo e requer
menor investimento de capital, quando comparado ao SHF, pois reduz o nimero de reatores
e diminui o risco de contaminagdo, devido & manutencdo de baixas concentragbes de
acucar livre no meio reacional (VASQUEZ et al., 2007).

No trabalho realizado por Santos et al. (2008), comparando os dois tipos de
processo: SHF e SSF, para a producado de etanol a partir de baga¢o de cana deslignificado,
a maior produtividade volumétrica (0,3 g.L™.h?) ocorreu em SSF, com uma etapa de
pré-sacarificagdo em 16 horas de fermentacdo, com conversdo de celulose a etanol em
60%, em 24 horas, enquanto que a SHF apresentou produtividade de 0,2 g.L*.h*. Camargo,
Gomes e Sene (2014) estudaram a SSF, empregando como agente de fermentacdo a
levedura K. marxianus, e relataram rendimentos promissores, sendo 27,88 g L de etanol,
rendimento de 0,47 g g*, produtividade de 0,38 g L™ h' e uma conversédo enzimatica de
87,06%.

Por outro lado, as principais desvantagens da SSF sdo a necessidade de encontrar
condi¢gBes favoraveis (por exemplo, temperatura e pH), tanto para a hidrolise enzimética

como para fermentacdo e a dificuldade de reciclar os organismos e as enzimas
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(OLOFSSON; BERTILSSON; LIDEN, 2008). No entanto, leveduras termotolerantes tém sido
investigadas para que sejam capazes de produzir etanol em temperaturas elevadas.
Isolados da Kluyveromyces marxianus estdo sendo sugeridas como alternativa viavel para

substituir a Saccharomyces cerevisiae (NONKLANG et al., 2008).

2.3.2 Kluyveromyces marxianus

Para um bom desempenho na industria, as leveduras devem apresentar algumas
caracteristicas, como: elevada velocidade de fermentagdo, tolerancia ao &lcool, bom
rendimento, resisténcia e estabilidade (RIBEIRO: BLUMER; HORII, 1999).

As leveduras tém uma longa tradicdo de aplicacdo em Biotecnologia e a
Saccharomyces cerevisiae tem sido a representante dominante e mais utilizada na
fermentacédo e producdo industrial de etanol, sendo capaz de fermentar glicose, manose,
frutose, galactose em condicdo de anaerobiose e pH mais baixo (VAN MARIS et al., 2006).
Entretanto, estudos atuais e abordagens moleculares mais modernas tém seu foco
renovado sobre a Biologia e o potencial industrial de outras leveduras. A levedura
Kluyveromyces marxianus pertence a subclasse dos Saccharomycotina, antigo
Hemiascomycetes, que compreende leveduras unicelulares e elipticas (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011), como pode ser observado na Figura 7. Na Tabela 2 esta a descri¢do de

algumas caracteristicas do metabolismo das espécies de Kluyveromyces.

Figura7 Morfologia da levedura K. marxianus ATCC 36907 em microscopia optica,
aumento de 100x (A) e em microscopia eletrbnica, ampliacdo de 5000X (B).
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Tabela2 Comparagdo entre metabolismo de espécies de Kluyveromyces e
Saccharomyces cerevisiae

Assimilacao de Fermentacéo de Temperatura

Leveduras lactose glicose Mmax maxima (°C)
Saccharomyces - + 0,37 35
cerevisiae
Kluyveromyces - + n/a 35
aestaurii
Kluyveromyces - - n/a 42
nonfermentans
Kluyveromyces - + 0,43 37
wikerhamii
Kluyveromyces + + 0,5 37
lactis
Kluyveromyces + + 0,6 52
marxianus
Kluyveromyces - + n/a 35
dobzhanskii

Nota: *n/a ndo analisado.

Fonte: Lane e Morrisey (2010).

A K. marxianus possui caracteristicas que a tornam interessante em aplicacées
industriais por apresentar taxa mais elevada de crescimento, ser termotolerante e possuir a
capacidade de assimilar uma grande variedade de acucares (LANE; MORRISEY, 2010;
LANE et al., 2011).

Linhagens pertencentes a espécie K. marxianus tém sido isoladas de uma grande
variedade de habitats, 0 que resulta em uma alta diversidade metabdlica e um substancial
grau de polimorfismo intraespecifico. Como consequéncia, diversas aplicacdes
biotecnoldgicas tém sido investigadas com esta levedura, como a producdo de enzimas
(B-galactosidase, B-glicosidase, e poligalacturonases, inulinase entre outras), de proteinas
para alimentacdo animal ou humana, de compostos aromaticos como fenil-etanol e de
biocombustiveis como o etanol (FONSECA et al., 2008). Por ser classificada como
Generally regarded as safe (GRAS) e Qualified presumption of safety (QPS), essa levedura
vem despertando interesse na industria alimenticia e farmacéutica gragas a sua capacidade
de produzir enzimas de interesse no setor, como a B-galactosidase, que desempenha
importante papel no processamento de produtos lacteos, como a obtencdo de leite com
baixo teor de lactose, para consumo por individuos intolerantes e na prevengdo da
cristalizacdo em produtos de laticinio (SANTIAGO et al., 2004). Pinheiro, Belo e Mota
(2003), Bellaver et al. (2004) e inameros outros trabalhos produziram essa enzima usando o
soro de leite como substrato pra a levedura K. marxianus.

A K. marxianus é classificada como Crabtree negativa, enquanto que S. cerevisiae é
classificada como positiva. O metabolismo Crabtree é caracterizado quando na presenca de

excesso de substrato, mesmo em ambientes aerébios, as enzimas do metabolismo
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respiratorio sao inibidas, devido ao excesso transitério de piruvato e este é transferido para
a fermentacdo alcodlica. No entanto, a K. marxianus possui a capacidade de produzir ATP,
de forma a direcionar seu metabolismo, preferencialmente, para o ciclo do &cido
tricarboxilicos ou por meio da fermentacdo alcodlica. Portanto, € considerada como uma
levedura respiro-fermentativa, ou seja, que € capaz de realizar, simultaneamente,
fermentacdo e respiracdo, o que dependera do equilibrio exato entre essas duas vias. Esse
efeito é caracterizado pela fermentacdo alcodlica em aerobiose, em elevadas concentracfes
de carboidratos ou cultivos com alta taxa de crescimento. A intensidade desse efeito varia
dentre as espécies de Kluyveromyces, o que explica a razdo de algumas cepas, mas ndo
todas, serem boas produtoras de etanol e, devido a essas caracteristicas, considera-se que
o fator mais importante para a determinacdo do metabolismo fermentativo da
Kluyveromyces é a concentracéo de oxigénio disponivel no meio (GONZALEZ-SISO et al.,
2000; PRONK et al., 1996; FONSECA et al., 2008; LANE; MORRISSEY, 2010; DELGENES;
MOLETTA; NAVARRO, 1986). No entanto, outros autores assumem, a partir de uma
comparacgéo entre a producdo de CO, e o consumo de O, em diferentes leveduras, que a
taxa de crescimento é o principal fator que aciona a fermentacao aerdbia em leveduras
aerObias-respiratérias e aerdbias-fermentativas (FONSECA et al., 2007).

Outra caracteristica peculiar desta levedura é a sua capacidade de crescer num
amplo intervalo de temperaturas, variando entre 30 °C e 52 °C (ROSSI et al., 2009; LANE;
MORRISSEY, 2010). Assim, com o0 objetivo de viabilizar o processo de sacarificagdo
simultdnea a fermentacdo (SSF), tem-se buscado o isolamento de leveduras
termotolerantes, especialmente as linhagens pertencentes as espécies S. cerevisiae e K.
marxianus (VAN DEN BROEK; DE BRUIJNE; VAN STEVENINCK, 1987, ABRANCHES et
al., 1997; SINGH et al., 1998, FONSECA et al., 2008; PESSANI et al., 2011).

A K. marxianus IMB3 foi utilizada, na india, na produgdo industrial de etanol de
primeira geracdo a partir de melaco de cana-de-agicar em regime de batelada e
demonstrou rendimentos semelhantes a S.cerevisiae e tempos mais curtos de fermentacao
(20 h) (SINGH et al., 1998). Além disso, a possibilidade do processo fermentativo ocorrer em
temperatura mais elevada diminui o risco de contaminacdo e promove a reducédo de custos
pela continua evaporacdo do etanol do mosto sob pressao reduzida (BANAT et al., 1998), o
que tem tornado a K. marxianus uma boa alternativa para superar esses obstaculos.
Ballesteros et al. (2004) realizaram SSF para a producdo de etanol a partir de diversos
materiais lenhosos (adlamo, eucalipto, sorgo etc.) tratados inicialmente com explosdo a
vapor; a fermentagdo foi conduzida a 42 °C com 15 FPU g* de celulase comercial e
empregaram a levedura K. marxianus estirpe CECT 10875. Esses pesquisadores relataram
a obtencdo de rendimentos promissores de 50-72% em 72-82 horas, com teor de 16-19 g.L*

de etanol, dependendo da biomassa lignocelulésica testada.
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Apesar da importancia dessas caracteristicas e significativa exploracdo do setor de
Biotecnologia, a investigacdo do potencial da levedura K. marxianus em bioprocessos esta
apenas emergindo. Com a disponibilidade de novas ferramentas moleculares e de maiores
estudos sobre a K. marxianus, sobre seu metabolismo e interessantes caracteristicas
celulares, esta provavelmente apresentara grande potencial para se tornar o lider dos
processos fermentativos e biotecnoldgicos (LANE; MORRISEY, 2010).

2.3.3 Fatores de estresse durante o processo fermentativo

Assim como as células do organismo humano necessitam de um meio em equilibrio
para poder regular o meio intracelular, seres unicelulares, como as leveduras, também
necessitam de um meio intracelular especifico e balanceado, pois qualquer perturbacéo ao
meio pode interferir no metabolismo e danificar as estruturas celulares, alterando gradientes
quimicos e levando a inviabilidade celular (GASCH et al., 2001). A resposta aos diferentes
tipos de perturbacdo € uma caracteristica fundamental na adaptacdo dos organismos vivos
as condicoes de estresse geradas nas condi¢des adversas nas quais se encontram (SWAN;
WATSON, 1998).

A resposta ao choque térmico € um programa de transcricdo antigo e altamente
conservado, que resulta na sintese imediata de uma bateria de genes citoprotetores na
presenca de tensdes térmicas e ambientais. Muitos desses genes codificam chaperones
moleculares, potentes modeladores de proteinas com capacidade de proteger e de interagir
com outras proteinas de transporte da transmembrana (VERGHESE et al., 2012). A
temperatura é o fator de estresse mais comumente estudado, em resposta ao choque
térmico em todos os seres vivos, assim como em bactérias e leveduras, ocorrendo a sintese
de proteinas especificas denominadas proteinas de choque térmico ou heat shock proteins
(Hsp), que funcionam como chaperonas nos processos de desnaturagéo e recuperacdo de
proteinas danificadas (MARESCA; LINDQUIST, 1991). Elas também séo sintetizadas em
resposta a alteracdo salina no meio, a concentracdo de etanol, baixos valores de pH,
escassez de nutrientes e presenca de metais pesados no meio (KIANG; TSOKOS, 1998), ou
seja, elas sao sintetizadas em condi¢cdes adversas para auxiliar na sintese e maturacdo de
novas proteinas que irdo substituir aquelas afetadas pelo estresse metabdlico (BUKAU,;
HORWICH, 1998).

A toleréncia cruzada é a capacidade de obtecdo de respostas adaptativas a um
estresse moderado, resultando numa maior resisténcia a diferentes fatores estressantes
num tratamento subsequente. Essa resposta geral ao estresse envolve funcdes celulares

para protecdo celular, metabolismo de energia e produgéo de proteinas de protecdo (HSPs)
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ou estocagem de carboidratos como trealose (STANLEY et al.,, 2010). Células de S.
cerevisiae submetidas ao choque térmico antes da inoculagédo foram capazes de tolerar ndo
somente o calor, como também o estresse osmoético e estresse etandlico através da
producao de trealose (BALAKUMAR; ARASARATNAM, 2012).

O estresse osmotico leva a perda natural de agua da célula microbiana, para sua
protecao alguns microrganismos acumulam alguns compostos na forma de solutos, como
fons, aminoacidos e compostos polihidroxilicos (NEVOIGT; STAHL, 1997). A producédo de
glicerol tem um papel importante para a manutencdo do equilibrio redox além da
regeneracdo de cofatores importantes como o NAD+. Segundo Larsson et al. (1993), o
glicerol estimula a captacdo de agua no meio extracelular, fato verificado na levedura S.
cerevisiae em estresse osmotico, que acumulou em seu meio intracelular o glicerol para
recuperar a perda de agua e, assim, equilibrar a turgidez celular pelo processo de difusédo
passiva. De Gier, Mandersloot e Van Deenen (1968) associaram a possibilidade do acumulo
de glicerol no meio intracelular da levedura S. cerevisiae ao aumento de NaCl no meio e, em
resposta, obtiveram uma modificacdo da composicdo da membrana celular, com a
substituicdo de acidos graxos por cadeias mais longas (C16 para C18), modificacbes que
possivelmente diminuem a difuséo de glicerol. Arruda e Felipe (2008) observaram que além
da protecéo celular em hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, que contém compostos
inibidores, o glicerol também é uma importante fonte de carbono para a levedura Candida
guilliermondii, substituindo até mesmo a xilose como substrato principal.

A tolerancia a acidez é outra caracteristica importante para as leveduras industriais.
Sabe-se que valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda de nutrientes como
nitrogénio e potassio, podem aumentar a sensibilidade ao etanol e aos &cidos orgéanicos
(LIMA et al., 2001). Maiorella, Blanch e Wilke (1983) observaram em seu trabalho, com
extracdo a vacuo de etanol, a influéncia de metabdlicos secundérios na inibicdo do processo
fermentativo. A viabilidade e a morfologia da células da levedura S. cerevisiae ndo foram
alteradas pela concentracdo inibitéria de etanol (25 g L), porém, foram prejudiciais a
concentracdo de acido acético (0,5-9 g L?), pois o acetato é sollvel nos lipidios da
membrana celular e inibe por interferéncia no mecanismo de transporte de ions fosfato. O
transporte de fosfato pela membrana é ativo, ou seja, ha gasto de ATP. A interferéncia de
acido acético resulta num aumento de ATP para a fungdo de manutencéo e a producao de
célula diminui. Da mesma forma outros acidos gerados pelo metabolismo secundario da
levedura atuam no processo de inibicdo, como o &cido férmico e o &cido latico.

No processo de hidrélise quimica, principalmente acida, do material lignocelulésico
ha a formacdo de compostos toxicos que conferem a capacidade de retardar ou, até
mesmo, impedir completamente a etapa de fermentacdo do hidrolisado (CASTRO;

PEREIRA JR, 2010), isto porgue esses inibidores atuam sobre a expressdo de
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transportadores de acUcares e transporte de ions na membrana da célula, essencial para a
producao de etanol (KLINKE; THONSEN; AHRING, 2004). Na hidrélise da hemicelulose h&a
a formacdo de &cido acético e furfural, na fracdo celulésica ha a formacdo de
hidroximetilfurfural (GOUVEIA et al., 2009) e na fracdo de lignina hd a formacdo de
compostos fendlicos (FELIPE, 2004). Varios tipos de tratamentos podem ser aplicados com
0 objetivo de diminuir a toxicidade ou reduzir os efeitos inibitérios desses compostos, como
os procedimentos que incluem submeter o hidrolisado a alteracées do pH do meio, pela
adicdo de acidos/bases e a utilizacdo de carvao ativo (TAMANINI; HALLY, 2004).

Outro fator de estresse comum em processos fermentativos é a inibicdo pelo
excesso de substrato, comumente explicado pelo modelo cinético de Michaelis-Menten.
Esse modelo explica a influéncia das concentragdes iniciais de enzima e de substrato na
velocidade da reacao enzimatica. Umas das hipGteses basicas consiste na concentracao do
substrato maior que a concentracdo da enzima (BORZANI et al., 2008). Em fermentacdo
alcodlica por S. cerevisae, 0 excesso de glicose no meio inibe as enzimas do metabolismo
respiratorio e, assim, aumenta a producao de etanol. Esse fendbmeno é conhecido por efeito
Crabtree. A levedura Kluyveromyces marxianus é Crabtree negativo, ou seja, seu
metabolismo ndo é tdo sensivel quanto o da S. cerevisae as concentracdes de substrato
(GONZALEZ-SISO et al., 1996; PARRONDO; GARCIA; DIAZ, 2009; VAN URK et al., 1990).
Bellaver et al. (2004) observaram que aumentando a concentracdo de substrato (lactose e
glicose) da levedura K. marxianus CBS 6556, a atividade de algumas enzimas como a
fosfoglicomutase e glucose-6 fosfato desidrogenase aumentaram ou permaneceram
inalteradas. Os autores sugerem que a baixa tendéncia para a formagéo de etanol em seu

trabalho se deve a capacidade dessa levedura de manter o fluxo glicolitico constante.

2.3.3.1 Efeitos inibitérios do etanol no processo fermentativo

Cepas que apresentam elevada tolerancia ao etanol sdo bastante desejaveis nos
processos fermentativos industriais, o que pode trazer muitas vantagens. Pode-se citar,
entre elas, a economia de vapor na destilagdo e ganho de produtividade dos aparelhos de
destilagdo. Quanto maior for a tolerdncia da levedura ao etanol, mais elevada pode ser a
concentracdo deste produto no meio (MISHRA; PRASSAD, 1989).

Observa-se que durante a fermentacdo alcodlica, a presenca do alcool etilico
ocasiona queda na viabilidade celular, ou seja, ocorre inibicdo pelo acumulo do produto
durante a fermentacao alcodlica (ROFFLER; BLANCH; WILKE, 1984, BROWN et al. 1981).
Essa queda é de maior intensidade quando o alcool é gerado endogenamente, pois, durante
0 processo fermentativo, ocorre a formagéo de outros &lcoois em menor propor¢do, como o

n-propanol, isobutanol, isoamilico e amilico que afetam a membrana lipoprotéica (LEAO;
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VAN UDEN, 1984). Portanto, a presenca de etanol no meio afeta o crescimento e a
viabilidade celular, bem como a composicao celular (THOMAS; ROSE, 1979).

Algumas substancias quimicas chamadas desacopladores podem impedir que a
energia liberada pelo sistema de transporte de elétrons seja armazenadas ha forma de ATP.
Descobriu-se que essas substancias, na verdade, acabam destruindo a for¢ca promotiva, por
atuarem como condutores de elétrons (PELCZAR: REID; CHAN, 1996). Segundo Ledo e
Van Uden (1984), o etanol é uma destas substancias que promove um aumento exponencial
da constante de difusdo do fluxo de prétons e, consequentemente, aumenta o pH citosolico.
Meyral et al. (1995) observaram que a atividade da enzima ATPase foi reduzida em até
60%, em presenca de etanol proveniente do processo fermentativo, o que afetou o
transporte de agucar transmembrana, reduzindo o crescimento celular e a producéo de
etanol por Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis). Rosa e Sa-Correia (1992) verificaram
que a atividade da ATPase era inibida, na presenca de etanol no meio, em 5-7% (v/v) para
K. marxianus e 8-10% (v/v) para S. cerevisae.

Sancha, Correia e Novais (1988) observaram que a tolerancia maxima a etanol das
leveduras S. cerevisae, K. marxianus e Saccharomyces bayanus, sob condi¢ées isotérmicas
(30°C), ocorreu com o volume maximo de etanol no meio de 20% (v/v). Em trabalho com a
linhagem S. stipitis NRRI Y-7124, esses autores verificaram que a méaxima concentracao de
etanol que inibiu o crescimento foi de 33,6 g.L* de etanol, em meio com glicose, e 44,7 g.L*
de etanol em meio com xilose (LEE et al., 2000).

O fluxo de ions H* para o exterior da membrana da levedura é acionado por uma
proteina transmembrana H*-ATPase, sendo esta a mais abundante na membrana
plasméatica da levedura S. cerevisiae. Esta ATPase é o principal mecanismo responsavel
pelo controle de pH citosdlico e para criacdo de forca motriz de protons através da
membrana plasmatica. O movimento deste ion para o meio intracelular ndo é tdo bem
caracterizado, mas sabe-se que ions H* podem cruzar a membrana plasmatica de forma
passiva (LEAO; VAN UDEN, 1984).

Ha trabalhos que citam, entre outras observacdes, que o etanol esta envolvido na
inibicdo de mais de 9 enzimas da via glicolitica (MILLAR; GRIFFITHS-SMITH; ALGAR,
1982), além de varios trabalhos que descrevem o efeito inibitério do etanol no transporte de
aclcares e aminodacidos pela membrana celular (THOMAS; ROSA, 1979; LEAO; VAN
UDEN, 1984).

As concentracdes crescentes de etanol no meio fermentativo também revelam o
aumento do teor de &acidos graxos monoinsaturados nos lipideos que constituem a
membrana celular em resposta a sua toxicidade, o que afeta a fluidez e o transporte de
membrana (BEAVEN; CHARPENTIER; ROSE, 1982).
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Segundo You, Rosenfield e Kniple (2003), a tolerancia ao etanol apresentada por
algumas leveduras se deve a incorporacdo de &cido oleico em membranas lipidicas,
causando uma reducdo compensatéria da fluidez da membrana que neutraliza os efeitos de
fluidizacdo de etanol. Porém, acima da concentracdo na qual a levedura é tolerante ao
etanol, é relatado dano ao DNA mitocondrial e desativacdo de algumas enzimas, como a
hexoquinase e desidrogenase, essenciais para sua sobrevivéncia. Um estudo das
membranas de leveduras com microscopia de forca atdmica e microscopia de fluorescéncia
confirmou o papel de lipideos insaturados e ergosterol na tolerancia ao etanol (VANEGAS et
al., 2012).

A incorporacgédo de &cidos graxos insaturados & membrana lipidica de Kluyveromyces
fragilis (JANSSENS et al., 1983) e de S. cerevisiae (YOU; ROSENFIELD; KNIPLE, 2003),
resultante da suplementacdo do meio com esses acidos, bem como a sua incorporagéo via
engenharia genética mostraram-se determinante na tolerancia ao etanol. Diferentemente, a
resposta adaptativa de Kluyveromyces lactis ao etanol foi a reducdo da insaturacdo dos
acidos graxos da membrana (HEIPIEPER; ISKEN; SALIOLA, 2000).

E importante ressaltar que a maioria dos estudos sobre K. marxianus s&o
direcionados a exploracdo do seu potencial biotecnolégico, porém, poucos trabalhos tem
dado énfase a sua biogquimica, metabolismo e fisiologia, ou seja, 0 que ocorre ao nivel
intracelular (FONSECA et al., 2008). Comparado com o seu congénere e organismo modelo,
K. lactis, o conhecimento acumulado sobre K. marxianus € muito menor e distribuido entre
um numero de cepas diferentes (LLORENTE et al.,, 2000). A estirpe K. marxianus
KCTC17555 teve seu genoma sequenciado recentemente (JEONG et al., 2012).

Sendo assim, devido a diversidade metabdlica da levedura K. marxianus e seu
potencial emprego na producdo de etanol celulésico, h4 necessidade de um maior
conhecimento sobre seu metabolismo fermentativo, 0 que pode ser possivel através da
modelagem matematica, ferramenta que vem sendo utiizada ndo somente para a
otimizacdo do processo, mas que também permite a sua melhor compreenséo. A inibicdo
pelo produto é algo comum nos processos fermentativos e estratégias para contornar esse
problema vém sendo amplamente estudadas, sendo a extracdo por vacuo uma alternativa
de operacdo simples e barata, o que justifica sua empregabilidade. No entanto, seu uso
podera trazer prejuizos a morfologia e ao metabolismo da levedura, fazendo-se necessarios

maiores estudos nesse campo.
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2.3.4 Recuperacao do produto

A recuperacado do etanol de primeira geracdo ocorre por destilacdo. O principio da
destilacdo baseia-se no ponto de ebulicdo da mistura, agua (100°C) e etanol (78,4°C). Essa
mistura apresenta ponto de ebulicdo variavel em funcdo do grau alcodlico. Assim, o ponto
de ebulicdo de uma solucéo hidroalcodlica € intermediario entre aquele da dgua e do alcool
e sera tanto mais préximo deste Ultimo quanto maior for o grau alcodlico da solucdo. A
destilagdo ocorre em colunas, fazendo-se a alimentag&o continua do aparelho e retirando-se
continuamente a vinhaca pela base e o destilado no topo (BORZANI et al., 2008).

Varios processos podem ser usados para a recuperacdo de etanol de segunda
geracdo durante o processo fermentativo, como: adsor¢do, pervaporagdo, gas stripping,
extracdo liquido-liquido, osmose reversa, membrana de destilacao, extracdo hibrida etc.
(VANE, 2008).

Se, por um lado, processos como a destilagdo por membrana e adsor¢cdo sdo menos
onerosos no que diz respeito ao gasto de energia e possibilita a obtencdo de um etanol
“mais seco”, por outro lado, sdo processos que devem superar grandes desafios técnicos
como a obtencdo de membranas mais seletivas (SRIVASTAVA; VOLESKY, 1990). As
membranas usadas na destilagdo por membrana séo porosas e hidrofébicas. O transporte
através da membrana depende do gradiente de presséo de vapor causada pela diferenca
de temperatura através da membrana. A taxa de fluxo e a seletividade dependem das
temperaturas de alimentacéo e do liquido de refrigeragéo, como também da volatilidade dos
compostos em que se tem interesse (BANAT; SIMANDL, 1999).

O método de pervaporacao foi estudado como um processo para a recuperacao de
produtos volateis produzidos durante a fermentacdo, como etanol e butanol, entretanto, a
obstrucdo da membrana e baixos fluxos de permeabilidade impuseram limitacdes sobre a
eficacia do processo (SCHMIDT et al., 1997).

A extracdo por solventes € um método que consiste em manter uma baixa
concentracdo de etanol no caldo de fermentacdo. Em particular, se o agente de extracéo for
de baixa volatilidade, a purificacdo e evaporacdo de etanol seria um processo simples e
consideravelmente econdmico quanto ao gasto de energia. Os requisitos para um extrator
sdo um alto coeficiente de distribuicdo para o etanol, uma elevada seletividade ao etanol
em comparacdo com a agua do meio e nao apresentar toxicidade aos micro-organismos.
Matsumura e Markl (1984) investigaram a capacidade de 25 solventes organicos para
extrair etanol e examinaram os seus efeitos sobre o crescimento de varios micro-
organismos produtores de etanol. A maior parte dos solventes inibiram o crescimento

celular.
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Novos processos estdo em desenvolvimento, nos quais o etanol é removido
seletivamente a partir do caldo da fermentacdo para eliminar os efeitos da inibicdo de
etanol. Esses processos podem concentrar produtos secundarios menores para o ponto em
que eles se tornam téxicos para a levedura. A fermentacdo a vacuo concentra
seletivamente produtos volateis no caldo de fermentacéo e, assim, mecanismos diferentes
sdo propostos para os diversos efeitos de inibicdo observados no processo (MAIORELLA;
BLANCH; WILKE, 1983).

O sistema de recuperacdo a vacuo foi desenvolvido para a producdo de forma
continua, assim seria possivel a reciclagem celular e o aumento da velocidade do processo
(CYSEWSKI; WILKE, 1977). Além disso, esse sistema tem algumas caracteristicas
positivas como a facilidade de operacéo, baixo custo, eliminacdo da exigéncia de trocador
de calor, reduz drasticamente a manutencdo e os custos do processo, reduz as condi¢des
inibitérias para as células da levedura e a concentracdo de etanol no meio e, também,
reduz o risco de contaminantes (SILVA; RODRIGUES; MAUGERI, 1999).

Na fermentacdo a vacuo, 0 vacuo € ajustado a pressdo de vapor da solugéo
alcool-agua na temperatura de fermentacdo (30 — 40 °C). Embora a fermentagdo a vacuo
permita que solu¢des de acglcares altamente concentradas sejam fermentadas, existe a
desvantagem de ter que recomprimir grandes quantidades diéxido de carbono que saem
juntamente com o alcool e vapor d’agua. Além disso, a pequena quantidade de oxigénio
requerida pela levedura deve ser suprida como oxigénio puro, por sua baixa solubilidade a
pressdo reduzida do fermentador. Por outro lado, na fermentacdo flash, o fermentador
permanece a pressdo atmosférica, enquanto o0 meio circula numa camara de vacuo ou
evaporador flash, acoplado & unidade de fermentacdo. Ao separar a camara de vacuo e o
fermentador, o diéxido de carbono produzido no fermentador ndo precisa ser comprimido
(ROFFLER; BLANCH; WILKE, 1984).

A fermentacdo utilizando o sistema de vacuo para retirar o etanol do meio foi uma
estratégia utilizada no trabalho de Lee et al. (1981), utilizando estipe de Zymomonas mobilis.
O sistema foi desenvolvido com o fermentador a pressdo atmosférica de 50 mm Hg e uma
camara de vacuo exterior, sendo que a operacao sequencial da camara de vacuo estava
sob controle de um microprocessador. O uso de Z. mobilis, juntamente com o desenho de
duas fases do sistema de vacuo, foi encontrado para superar os problemas de adicdo de
oxigénio e a possibilidade de contaminacao relatada anteriormente para fermentacfes de
vacuo com leveduras. A produtividade de 85 g.h! encontrada nas experiéncias de
reciclagem continua de células foi semelhante a relatada anteriormente para uma estirpe de
Saccharomyces cerevisiae, em trabalho realizado pelos mesmos autores.

Silva e Maugeri (1999), com o objetivo de aumentar o rendimento e a produtividade

na extragdo de etanol no processo fermentativo, estudaram o método de fermentagédo e
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extracdo a vacuo. Trata-se de um tanque acoplado a uma bomba de vacuo, tanque flash,
acoplado ao tanque de fermentacdo continua. Estudou-se a otimizacdo da fermentacao
alcodlica extrativa através de simulacdo em computador e uso de métodos de planejamento
fatorial e posterior analise de superficie de resposta. Assim, foi possivel otimizar o processo
para a conversdo de 99,2% dos aclcares do meio com uma produtividade de 21 g.L*h™.
Este valor de produtividade foi 166% superior ao obtido no processo convencional.

Em seu trabalho, Cheng et al. (2009) sugeriram a necessidade de estudar e melhorar
0 processo de extracdo a vacuo do produto, uma vez que submeter a levedura S. cerevisae
ao vacuo gera estresse e requer a sua adaptacdo ao processo, através de mudancas de

proteinas de membrana.

2.3.5 Utilizagcdo da modelagem matematica para descrever sistemas bioldgicos

A utilizacdo de modelos matematicos para descrever o comportamento de sistemas
biol6gicos tem sido muito reconhecida, pois pode reduzir o nimero de experimentos
necessarios, eliminar as possibilidades extremas de inibicdo e fornecer expressoes
matematicas que descrevam quantitativamente o mecanismo de processos fermentativos,
conforme a sua necessidade de otimizacdo e controle (AMENAGHAWON; OKIEIMEN;
OGBEIDE, 2012).

A equacéo ou conjunto de equagdes que compde um modelo é uma aproximacao do
processo real, no entanto, o0 modelo ndo pode incorporar todas as caracteristicas tanto
macroscépicas como microscopicas do processo real. Os modelos matematicos podem ser
obtidos de forma tedrica, empirica ou por analogia (GARCIA, 2005).

A modelagem fenomenolégica é obtida de forma tedrica, ou seja, esse modelo é
desenvolvido aplicando-se principios basicos da fisica e/ou da quimica. Neste caso,
divide-se o sistema em subsistemas, cujas propriedades sejam bem compreendidas de
experiéncias anteriores. Basicamente, isso significa que se empregam “leis da natureza”
(relagbes do sistema, que correspondem as leis basicas da fisica, como as de Newton, de
Kirchhoff e equacbBes de balango) e outras relacdes bem definidas que sdo baseadas em
trabalhos experimentais anteriores. Esses subsistemas sdo entdo agregados
matematicamente e um modelo do sistema completo é obtido. Ao se desenvolver um
modelo tedrico ha a necessidade de se conhecer certos parametros do processo, 0s quais
usualmente devem ser avaliados a partir de experimentos feitos no processo ou obtidos de
dados operacionais do mesmo (GARCIA, 2005; BORZANI et al.,2008).

Na Engenharia Bioquimica, a modelagem fenomenoldgica € comumente utilizada na

formulacdo de um modelo matematico fenomenoldgico convencional cujo objetivo principal é
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prever o comportamento dindmico e estacionario do processo, inclusive em condi¢cdes néo
testadas empiricamente, possibilitando a determinacdo das condi¢cdes operacionais
economicamente 6timas para o sistema, auxiliando no projeto e ajuste de algoritmos de
controle. Os processos fermentativos incorporam uma série de caracteristicas que 0s
diferenciam dos processos quimicos, o que pode explicar as dificuldades encontradas na
formulacdo de modelos mateméaticos que representem adequadamente esses processos,
entre essas caracteristicas, pode-se citar a complexidade do meio que é dinamico e
eventuais toxicidades no processo fermentativo (BORZANI et al.,2008).

Lee (1997) utilizou a modelagem matematica para otimizar a produgéo de acido poli
B hidroxibutirico (PHB) por Alcaligenes eutrophus. Para isso, foi necessario modelar as
concentracdes experimentais de glicose e hidroxido de aménio. A modelagem permitiu uma
producdo maxima de células em 40 horas de 141 g L e 105 g L de PHB, o que antes s6
conseguia uma concentragdo celular de 117 gL' e PHB de 83,8 g L.

Rufino et al. (2008) utilizaram a estratégia da otimizacdo por design experimental
para a producdo de biosurfactante por Candida lipolytica, utilizando residuo da extracdo do
Oleo de soja. Para isso realizaram um fatorial completo, variando nutrientes como extrato de
levedura, &cido glutdmico e o substrato residuo. A modelagem permitiu avaliar a
concentragdo 6tima desses nutrientes, em comparacdo com a qualidade do biosurfactante
produzido diante de caracteristicas como estabilidade frente as faixas de calor, pH e
concentracdes de NaCl, o que € muito importante para compostos tensoativos.

Tavares, Sene e Christ (2016) também utilizaram a estratégia da otimizacdo da
fermentagéo de hidrolisado hemicelulésico de farelo de girassol para a produgéo de etanol
por Scheffersomyces stipitis, trabalhando fatores como temperatura, agitacdo e pH, o que
permitiu realizar a analise de um fatorial completo com poucos ensaios e aumentou a

producéo de etanol em 4,1%, no final do processo.
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ARTIGO1 AUXILIO DA MODELAGEM FENOMENOLOGICA NA COMPREENSAO
DOS FATORES DE ESTRESSE DURANTE O PROCESSO FERMENTATIVO DA
LEVEDURA Kluyveromyces marxianus ATCC 36907

RESUMO: A levedura Kluyveromyces marxianus tem se mostrado promissora para a
producdo de etanol de segunda geracédo devido a sua capacidade em assimilar diferentes
acucares da biomassa lignoceluldsica e pelo amplo espectro de termotolerancia. Porém, ndo
se tem conhecimento sobre o comportamento metabdlico dessa levedura na presenca de
fatores como o estresse osmatico e a presenca de etanol. Por essa razéo, este trabalho teve
0 objetivo de avaliar o desempenho fermentativo da K. marxianus ATCC 36907 frente a
diferentes concentragcbes de substrato, temperaturas e tolerAncia ao etanol. Foram
realizados ensaios em triplicata com 12 condi¢cdes experimentais em shaker a 200 rpm, os
quais variaram na concentracao inicial de substrato (50, 120 e 190 gL ') e a temperatura (30,
35, 40 e 45 °C). Os resultados experimentais foram agregados matematicamente para
obtencéo de um modelo tedrico do processo por modelagem fenomenologica com auxilio do
software Scilab. Os modelos obtidos representaram de forma satisfatéria as curvas de
crescimento celular, consumo de substrato e producdo de etanol. O processo de otimizagéo
da fermentacdo alcodlica indicou a utilizacdo da temperatura de 40 °C e concentragédo de
substrato de 90 g L para maximizacdo da concentracdo de produto, com isso, foram
obtidos, em média, 22,5 g L™ de etanol com rendimento de 0,24 g g*. Foi possivel observar
que a producdo de etanol em todas as condi¢ées ndo ultrapassou 22 g L, demonstrando o
limite de toler&ncia ao produto, exceto na otimizagcdo. Ressalta-se que a temperatura 6tima
obtida pela modelagem situa-se proxima a temperatura de atuagdo das celulases, o que
reforca a importancia do emprego da levedura K. marxianus em processos como o0 de
sacarificagcdo simultanea a fermentacao (SSF).

Palavras-Chave: Modelagem fenomenoldgica, etanol de segunda geracdo, inibicdo pelo
substrato, inibicdo pelo produto
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PAPER 1 SUPPORT OF PHENOMENOLOGICAL MODELING IN UNDERSTANDING
STRESS FACTORS DURING THE FERMENTATION PROCESS OF Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907

ABSTRACT: Kluyveromyces marxianus has shown to be a promising yeast to produce the
second generation ethanol due to it assimilates different sugars from the lignocellulosic
biomass and its broad spectrum of thermo-tolerance. On the other hand, there is no
knowledge on its metabolic behavior in the presence of factors such as osmotic stress and
ethanol. Thus, this trial aims at evaluating the fermentation performance of K. marxianus
ATCC 36907 against different substrate concentrations, temperatures and its tolerance to
ethanol. Triplicate assays were carried out with 12 experimental conditions in shaker at
200 rpm, which varied on the initial glucose concentration (50, 120 and 190 gL?) and
temperature (30, 35, 40 and 45 °C). The experimental results were mathematically put
together in order to obtain a theoretical model of the process by phenomenological modeling
using the Scilab software. The obtained models represented satisfactorily the cell
development curves, substrate consumption and ethanol production. The optimization
process of alcoholic fermentation indicated the use of temperature at 40 °C and an initial
substrate concentration of 90 gL to maximize product concentration. This resulted in an
average of 22.5 g L* ethanol and 0.24 g g yield. It was possible to observe that ethanol
production under all conditions did not exceed 22 g L, demonstrating the tolerance limit to
this product, except in optimization. It should be observed that the optimal temperature
obtained by the modeling is close to cellulase temperature, which reinforces the importance
of using K. marxianus yeast in processes such as simultaneous saccharification and
fermentation (SSF).

KEYWORDS: Phenomenological modeling, second generation ethanol, substrate inhibition,
product inhibition
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1 INTRODUCAO

A producdo de etanol de segunda geracao em escala industrial requer a superacao
de varios desafios. Etapas como a de pré-tratamento e recuperacdo do produto séo
consideradas os maiores gargalos na sua producdo. No entanto, a selecdo de leveduras
com bom desempenho, que possuam elevada velocidade de fermentacédo, tolerancia ao
etanol, bom rendimento e estabilidade sdo fundamentais para a obtencdo do sucesso no
processo fermentativo (VAN MARIS et al., 2006, FONSECA et al.,, 2008). Cepas que
apresentam elevada tolerdncia ao etanol sao bastante desejaveis nos processos
fermentativos industriais, pois, quanto maior for sua tolerancia, mais elevada podera ser a
concentracdo desse produto no meio (MISHRA; PRASSAD, 1989).

A levedura Kluyveromyces marxianus possui ampla diversidade metabdlica e
elevado grau de polimorfismo e, por isso, vem despertando bastante interesse em
aplicacdes biotecnoldgicas (FONSECA et al.; 2008), inclusive para a producgéo de etanol de
segunda geracgdo. Isso porque essa levedura apresenta caracteristicas interessantes para
esse setor, como assimilar uma variedade de agUcares e ser termotolerante (crescer em
temperaturas que variam entre 40 a 45 °C) (LANE; MORRISEY, 2010; LANE et al. 2011), o
que auxiliaria na etapa de sacarificacdo, pois as celulases apresentam melhor atuacdo em
temperaturas em torno de 50 °C (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

A utilizagdo de modelos matematicos para descrever o comportamento de sistemas
em reacdes fisico-quimicas € bastante comum, porém, ainda € pouco explorada em
processos bioldgicos. Os bioprocessos sdo bastantes dificeis de modelar, uma vez que a
sua operagdo envolve o crescimento microbiano em condigbes bastante dinamicas.
Entretanto, tem sido muito reconhecida atualmente a necessidade de se obterem modelos
matematicos simples, porém, realistas, o que pode reduzir o nimero de experimentos
necessarios para eliminar as possibilidades extremas de inibicdo e fornecer expressoes
matematicas que descrevam quantitativamente o mecanismo do processo fermentativo,
conforme a sua necessidade de otimizagdo e controle (RIVERA et al., 2007,
AMENAGHAWON; OKIEIMEN; OGBEIDE, 2012)

Apesar das importantes caracteristicas de K. marxianus, 0s estudos sobre as
diversas potencialidades dessa levedura estdo apenas emergindo. Portanto, este trabalho
teve o propésito determinar o efeito da concentracdo inicial de substrato no cultivo da
levedura K. marxianus ATCC 36907, sob diferentes condi¢cdes de temperatura, utilizando a
modelagem fenomenoldgica como ferramenta na compreensao do processo em termos de

inibicdo pelo substrato e pelo produto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Manutencéao celular

Os ensaios foram conduzidos com a levedura termorresistente Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907, adquirida da Colecdo de culturas tropicais, da Fundacdo André
Tosello. A levedura foi mantida em tubos com meio Malt Extract Agar (Extrato de malte

3 gL, peptona micolégica5gLte agar 15gL1), a4°C.

2.2 In6culo

O preparo do inéculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo
100 mL do meio Yeast malt peptone medium — YMP (10 g L* glicose, 3 g L? extrato de
malte, 3 g L extrato de levedura e 5 g L'*de peptona) a 200 rpm, temperatura de 30 °C,
pH 5,5, por 16 horas. As células foram centrifugadas assepticamente a 2240 g por
20 minutos, lavadas com agua destilada estéril e apés nova centrifugacéo, ressuspensas em
agua destilada estéril, para entdo serem utilizadas como in6culo, a uma concentracéo

celular inicial de 0,05 g L.

2.3 Fermentacéo

O teste fermentativo foi realizado em triplicata em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do meio Yeast malt peptone medium (YMP), variando a concentracdo de
glicose no meio em 50, 120 e 190 g L*. O pH inicial do meio era de 5,5 - 5,7, sem
tamponamento. As fermentagcdes foram conduzidas em diferentes temperaturas (30, 35, 40
e 45°C) a 200 rpm, durante 96 horas. Em intervalos regulares, foram retiradas amostras, as
quais, apoés determinacdo da D.O.s0onm, foram centrifugadas a 2240 g e armazenadas em

freezer a -20 °C para analises posteriores.
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2.4 Métodos analiticos

Para a quantificacdo de glicose, etanol, acido acético e glicerol, as amostras foram
previamente filtradas em Seppak® e analisadas em cromatografo liquido, empregando
coluna Phenomenex Rezex ROA_Organic Acid H* (8%); 150 X 7,8 mm; fase movel H.SO.,

0,005 mol L?; fluxo de 0,6 mL min e temperatura do forno de 65 °C.

2.5 Modelagem mateméatica e estimativa de parametros

A modelagem fenomenolégica foi realizada a partir da analise dos resultados
experimentais com base em modelos classicos descritos na literatura. O ajuste do modelo
aos dados experimentais foi realizado utilizando-se o0 método de Levenberg-Marquadt
disponivel no software Scilab, funcdo Isqgrsolve. A solucdo do sistema de equacbes
diferenciais foi obtida utilizando-se a funcdo ode do Scilab. O método de Levemberg-
Marquardt foi utilizado para minimizar a fun¢do objetivo (fo), dada pela Equacéo 1:

Co[s-s\ (g-x\" (B-p\
fo= S * X * P _

i=1
em que: n € 0 numero de pontos experimentais distintos; S, X, e P sédo os valores

(1)

experimentais, calculados a partir da média entre os valores replicados, para a concentracédo
S X

P

de glicose, células e etanol, respectivamente; e © sdo, os valores estimados pelo

modelo para X, S e P; Sm, Xm e Fm sdo os valores maximos obtidos experimentalmente

para X, SeP.

2.5.1 Analise da variancia

Para verificar a qualidade da regresséo, foi realizada uma analise da variancia. A
partir dos resultados obtidos pelo modelo foram calculados os parametros a seguir:

- soma quadratica ponderada da regressao (SQR):

SR = Ty, T, () @
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- graus de liberdade da regressao (GLR): GLR = 1 (uma Unica variavel independente,
0 tempo);

- soma quadratica ponderada dos residuos (SQr):

5Qr =X, Ty, (BT

¥m (3)
- graus de liberdade dos residuos (GLr):
GLr=n*m-np (4)
- soma quadratica ponderada do erro puro (SQep):
_ %'me m ¥ i3
saep =it 27 (47)
- graus de liberdade do erro puro (GLep):
GLEP = ne*m — NE (6)
- valor de F (Fischer):
_ SQR/GLR
LQr/GLr (7)

- analise da significancia da regressao (p): se p<0,05 a regressao é significativa para
o nivel de confianga de 95%;

- coeficiente de determinacao (R?):

-
A

SQR+5Gr (8)

- coeficiente de correlagdo maximo (R2max):
R2 _ SUR—SQep
max SQR (9)

- yij = variavel dependente (X, S ou P), obtida experimentalmente para cada ponto
experimental obtido (i) em cada réplica experimental (j);

- ¥ = valor médio entre todos os valores de cada variavel dependente, entre todos os
experimentos (para cada valor de temperatura);

- ¥: = valor estimado para cada variavel dependente para cada valor de tempo;

- ¥: = valor médio entre as réplicas experimentais de cada varidvel dependente para

cada valor de tempo;
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- ne = numero de pontos com relagdo a variavel independente tempo ou nimero de
tempos experimentais, calculado pelo nimero total de pontos experimentais dividido pelo
namero de réplicas experimentais;

- m = nimero de replicatas experimentais.

- Ym = valor maximo experimental para a variavel dependente, estimado entre os
valores médios entre as réplicas experimentais, utilizado para uma melhor distribuicdo de
pesos entre os residuos, pois a variacdo dos valores numéricos das variaveis dependentes
ndo séo uniformes (S pode variarde 0a190g Lt Xde0,05a10gL*ePde0a2lglL?),o
que poderia gerar uma preferéncia na minimizacdo dos quadrados dos residuos para a

concentracdo de substrato em detrimento das variaveis de menor valor numérico.

2.6  Otimizagado das condi¢cfes do processo

Para a obtencdo de melhores condicbes de concentragdo inicial de substrato e
temperatura, foi realizada uma otimizacdo, utilizando-se a interpolacdo por spline cubico
com auxilio das fungdes splin e interp do Scilab. A interpolacdo foi realizada com a
finalidade de se obterem os valores dos pardmetros para o0s valores intermediarios de
concentracdo inicial de substrato e temperatura, respeitando os limites utilizados no
experimento (50 a 190 g L™ e 30 a 45°C).

A otimizagéo foi realizada com o algoritmo genético, presente na fungéo optim_ga do
Scilab utilizando como refinamento o algoritmo de Nelder-Mead, funcdo fminsearch do
Scilab. Para a otimizacdo, consideraram-se valores de tempo fixos (entre 48 e 120 horas) e

como fungao custo, a ser minimizada, a concentracdo de produto multiplicada por -1.

3 RESULTADOS

3.1 Cinética de fermentacéo

Nas figuras a seguir (1, 2 e 3), sdo exibidos os perfis cinéticos dos valores

experimentais, dados ndo modelados, utilizando a média dos principais produtos obtidos
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durante o processo fermentativo: etanol, acido acético e biomassa celular, nas diferentes

condicbes de temperaturas e concentracdes de glicose no meio com a levedura K.

marxianus.

A

-

12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

012 24 36 48 60 72 8 96
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Figura 1 Producédo de etanol por K. marxianus nas temperaturas de 30 (™), 35 (*®),
40 (&) e 45°C (%), com concentracdo de glicose (A) 50 g L%, (B) 120 g L e
(C)190¢g L™
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Observa-se, na Figura 1, que a producdo de etanol tem inicio apés 24 horas de
fermentacdo e que a maior producado etanol ocorreu nas temperaturas de 35 e 40 °C, sendo
a temperatura de 30° C a condicdo menos favoravel a formacdo desse produto,
independente da concentracdo de substrato empregada. Quando a concentracao inicial de
substrato foi de 190 g L ocorreu a producdo maxima de etanol de 21,06 e 19 g L
enguanto que na concentracao inicial de 120 g L de glicose a producdo de etanol foi de
16,9 e 18,15 g L%, nas temperaturas de 35 e 40 °C, respectivamente, no tempo final de
96 horas de fermentacdo. Observa-se que houve pouca variacdo na concentracao final de
etanol quando a concentragdo de substrato variou 120 a 190 g L™ nas temperaturas de 35 e
40 °C, tendo um desvio médio da producdo de etanol nestas condi¢cdes de 1,74, o que é
muito baixo, j& que o acréscimo em substrato foi de 58 % de glicose.

Quanto a producdo de &cido acético (Figura 2), nota-se um comportamento
semelhante ao da producéo de etanol, com maior producdo nas temperaturas de 35 e 40 °C,
sendo a temperatura de 30 °C menos favoravel a sua formacdo, independente da
concentracdo de substrato inicial utilizada. Além disso, a concentragéo inicial de substrato
parece nao ter exercido efeito na producdo de acido acético, visto que as concentracdes
finais maximas variaram de 8 a 10 g L, na temperatura de 35°C e 5,3a 7,2 g L' em 40 °C.
A maior producdo ocorreu na temperatura de 35 °C, na qual foi obtida uma concentracdo
final média de 9,8 g L%, quando a concentracéo de substrato era de 190 g L™.

Em estudo Fonseca et. al. (2007) com K. marxianus ATCC 26548, quando as
fermentacdes foram realizadas com glicose como Unica fonte de carbono (10 gL™) em
biorreator em batelada e em regime continuo (D = 0,51, 0,5 e 0,1 h'1), a 30 °C, fluxo de ar
6 Lh! e agitacdo de 1000 rpm, verificou-se que, de modo geral, o acetato, o piruvato e o
alfa-cetoglutarato foram os acidos formados em maiores concentragfes e que, em algumas
condigbes, superaram a formacgdo de etanol, sendo o acumulo de alfa-cetoglutarato
atribuido a uma possivel deficiéncia de tiamina. Em regime de batelada, o acimulo desses
metabdlitos foi ainda maior, possivelmente em consequéncia da maior velocidade de
crescimento nessa condicdo. Além disso, esses metabdlitos foram consumidos rapidamente
apos a exaustao da glicose, com excecao do acetato, que foi consumido mesmo antes do
esgotamento da glicose (FONSECA et al., 2007).

A producdo de glicerol também foi estimada, porém sua concentracdo em
comparacgao ao acido acético foi bem inferior (dados ndo exibidos). A maioria dos estudos
tem associado a producédo de glicerol a regulacao do metabolismo da levedura sob estresse
osmotico. A producao de glicerol tem um papel importante para a manutencéo do equilibrio
redox, além da regeneracdo de cofatores importantes como o NAD+. O glicerol estimula a
captacdo de 4gua no meio extracelular. Larsson et al. (1993) observaram que a levedura

Saccharomyces cerevisiae, em estresse osmaético, acumula em seu meio intracelular o
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glicerol, para recuperar a perda de agua e equilibrar a turgidez celular, pelo processo de
difusao passiva.

A formacdo de biomassa de K. marxianus nas diferentes temperaturas e
concentracdes iniciais de glicose avaliadas esta apresentada na Figura 3. Nota-se que, no
tempo de 0 a 4 horas, houve um periodo de adaptacdo, pois nao ocorreram grandes
variacbes no crescimento, enquanto que no intervalo entre 4-8 horas houve grande
multiplicacdo celular, chegando em sua concentracdo maxima no tempo 12 horas de
fermentacéo, exceto para a temperatura de 30 °C e concentracéo de 50 g L?, condicdo na
qual se verifica ainda um crescimento discreto ao longo do processo fermentativo. As
maiores concentracdes de biomassa foram verificadas na temperatura de 35 °C, chegando a
valores médios de 9,40 g L em 50 g L™ de glicose e 8,86 g L' em 120 g L de glicose.

Durante o rapido periodo de crescimento, ou seja, nas 12 primeiras horas, nao foi
verificada producao de etanol, sendo possivel considerar que a baixa concentracao inicial de
biomassa (0,05 g L!) e a disponibilidade inicial de oxigénio do meio direcionou
primariamente o metabolismo da K. marxianus ao crescimento, possibilitando um aumento
da biomassa em até 150 vezes nesse curto periodo. Ademais, a producao inicial de etanol
foi observada somente apds esse periodo de crescimento, por volta das 24-36 horas de
cultivo, sendo a formacédo de produto, portanto, ndo associada ao crescimento. O mesmo
comportamento foi observado no trabalho desenvolvido por Kiers et al. (1998) com a
levedura K. lactis CBS 2359, que néo realizou fermentacdo alcoodlica durante o crescimento
celular em condigbes aerObias. Neste trabalho foi observado que a enzima piruvato
descarboxilase e &lcool desidrogenase aumentaram com a diminuicdo de oxigénio e,
consequentemente, mais etanol foi produzido. Isso difere das leveduras Crabtree positivas,
como a S. cerevisiae, com a qual o etanol é produzido dentro de segundos apds um pulso
de glicose em condi¢éo de aerobiose.

No trabalho de Delgenes, Moletta e Navarro (1986), o metabolismo da levedura K.
marxianus foi investigado em condi¢cbes aerdbicas, anaerdbicas e microaerodfilas. Foi
observado que a taxa de aeracdo influenciou fortemente na taxa de crescimento e de
producdo de etanol, sendo as condi¢cdes de microaerofilia as que proporcionaram a maior
produtividade de etanol e biomassa. No presente trabalho, a presenca de oxigénio foi
bastante determinante para seu metabolismo, visto que no inicio do processo a baixa
concentracdo celular e o oxigénio disponivel no meio foi o suficiente para a predile¢cao da via
respiratoria pela levedura, favorecendo seu crescimento. Apdés 0 seu crescimento maximo,
devido a competicdo por oxigénio no sistema, ocorreu uma troca no tipo de metabolismo,
com favorecimento do processo fermentativo. Problemas de transferéncia de oxigénio séo
acentuados em fermentagbes com alta concentracdo de biomassa, assim, a velocidade de

crescimento celular passa ser um fator determinante no processo (BORZANI et al., 2008). A
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formacdo de produtos tdéxicos como o etanol, &lcoois aromaticos e acido acético inibem o
crescimento celular, mesmo em concentracbes baixas. Dessa forma, é desejavel a
diminuicdo desses compostos inibitorios, possibilitando o crescimento celular (THOMSON et
al. 2005; WIEBE et al., 2008).

Quanto ao consumo de glicose (Figura 4), € possivel perceber que na temperatura

de 45 °C, houve um consumo mais lento, quando comparado com as demais temperaturas.
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Figura 4 Consumo de glicose por K. marxianus nas temperaturas 30 (™), 35 (®), 40
(&) e 45°C (%), com concentragdo de glicose (A) 50 g L%, (B) 120 g L' e
(C)190¢g L™

O consumo de glicose nas temperaturas de 35 e 40 °C foi mais rapido, e os perfis
cinéticos apresentaram comportamento parecidos, que muitas vezes se sobrepuseram
como o ocorrido nas concentracdes de 50 e 120 g L e se diferenciaram um pouco mais na
concentracdo de 190 g L!. No trabalho realizado por Rodrussamee et al. (2011),
observando o consumo de diversos agucares em diferentes temperaturas da levedura K.
marxianus, verificou-se que o consumo de glicose e a producédo de etanol em 35 e 40 °C
foram semelhantes (1,4 g L' h' para ambas as condicdes: 0,47 e 0,48 g g7,
respectivamente), comportamento semelhante foi verificado trabalho de Abdel-Banat et al.
(2010), no qual a cinética para consumo de sacarose e producdo de etanol se
sobrepuseram para as temperaturas de 35 e 40 °C. Nota-se que, em todas as condi¢cbes de

concentracdo de substrato, para a temperatura de 45 °C, o consumo foi mais lento,
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estendendo-se até 84-96 h nas concentracdes de 120 e 190 g Lt. Também nos trabalhos

citados, o consumo de glicose e sacarose foram mais lentos na temperatura de 45 °C.

3.2 Parametros fermentativos

Os parametros foram ajustados utilizando-se todo o conjunto de dados experimentais
obtidos em cada temperatura, sendo que 0s parametros pmax, N, K € Pmax foram estimados
como uma funcdo apenas da temperatura, gerando valores idénticos para um mesmo valor
de temperatura e diferentes valores de concentragéo inicial de glicose.

Os demais parametros foram estimados como uma fungdo da temperatura e da
concentracao inicial de glicose, gerando um valor de parametro distinto para cada condigéo
experimental utilizada. Os parametros estimados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Parametros fermentativos da média dos ensaios realizados com a levedura K.
marxianus em diferentes temperaturas e concentracdes de substrato

T So Hmax Xmax n k Pmax I'X limite Yxis m

30 50 0,577 4,222 1,629 0,185 27,87 0,127 0,216 0,220
30 120 0,577 6,857 1,629 0,185 27,87 0,127 0,185 0,185
30 190 0,577 4,812 1,629 0,185 27,87 0,190 0,162 0,040
35 50 0,662 8,516 1,667 0,165 29,96 0,204 0,176 0,515
35 120 0,662 9,204 1,667 0,165 29,96 0,210 0,261 0,252
35 190 0,662 7,357 1,667 0,165 29,96 0,433 0,249 0,078
40 50 0,937 7,843 1,952 0,474 34,23 0,091 0,155 0,426
40 120 0,937 7,146 1,952 0,474 34,23 0,113 0,408 0,384
40 190 0,937 7,686 1,952 0,474 34,23 0,123 0,468 0,229
45 50 1,074 7,500 2,091 0,383 19,14 0,114 0,1356 1,074
45 120 1,074 6,814 2,091 0,383 19,14 0,120 0,194 0,362
45 190 1,074 7,309 2,091 0,383 19,14 0,090 0,401 0,465

E possivel observar que nas condigdes de 35 °C com concentracdes de glicose de
120 e 190 gL? a producdo méaxima de etanol (Pmax) foi de 29,96 g L' e mesmo com uma
concentracdo de 70 g L (58,3%) de substrato a mais, ndo houve maior producgéo de etanol,
evidenciando, assim, uma inibicdo da levedura K. marxianus pelo substrato ou pelo produto.
A producdo maxima de etanol ocorreu na temperatura de 40 °C (34,23 g L) e novamente a
concentracdo de substrato superior ndo alterou a producao de etanol.

A concentragdo maxima de células (Xmax) Ocorreu na temperatura de 35 °C e
concentracdo de substrato de 120 g L? (9,204 g L) e a menor na temperatura 30 °C e
concentracdo de substrato de 50 g L. No entanto, na temperatura de 40 e 45 °C e
concentracédo de substrato de 190 g L™, ocorreram os maiores indices de favorecimento da
conversao de substrato em células (Yxs) (0,46 e 0,4), ou seja, 0 acréscimo de substrato

favoreceu muito mais ao crescimento celular do que a producdo de etanol. Na temperatura
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de 35 °C com 190 g L de substrato a velocidade maxima de crescimento celular (ry) foi de
0,43, muito superior quando comparada com as demais condi¢cbes. Por outro lado, na
condicdo mais estressante (45 °C e 190 g L de substrato) obteve-se o maior indice para
manutencao celular (m).

Como € de se esperar, para cada temperatura h4 uma velocidade especifica maxima
de crescimento celular (Umax), porém, é possivel observar que as concentracdes de substrato
trabalhadas néo alteraram esses valores. Também foi possivel observar que o aumento da

temperatura favoreceu o aumento da velocidade especifica de crescimento.

3.3  Analise estatistica da regressao

Os valores obtidos para a analise estatistica da qualidade da regressdo séao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Analise estatistica da regressédo para a média dos ensaios para produto (etanol,
P), substrato (glicose, S) e biomassa (X) empregando K. marxianus

T,var. SOR GLR SQr GLr SQep Glep R? R2max F p

30, X 202 1 12,8 98 1,64 76 0,940 0,992 1537 0, 00
30,P 186 1 11,8 98 2,66 76 0,940 0,987 1543 0, 00
30,S 199 1 13,7 98 4,24 76 0,935 0,980 1420 0, 00
35, X 320 1 5,94 74 1,02 60 0,982 0,997 3988 0, 00
35 P 322 1 6,20 74 1,86 60 0,981 0,994 3842 0, 00
35,S 324 1 9,74 74 2,31 60 0,971 0,993 2462 0, 00
40, X 149 1 6,93 65 1,21 54 0,956 0,992 1396 0, 00
40,P 160 1 6,02 65 1,63 54 0,964 0,990 1532 0, 00
40,S 161 1 6,83 65 1,83 54 0,959 0,989 1533 0, 00
45, X 190 1 17,5 77 1,89 62 0,916 0,991 838 0, 00
45, P 189 1 19,9 77 1,03 62 0,905 0,995 732 0, 00
45,S 184 1 17,9 77 1,24 62 0,906 0,994 741 0,00

Na Tabela 2, pose se observar que os valores de soma quadratica da regressao
(SQR), que consiste no desvio com relagdo ao valor médio das variaveis dependentes, foi
similar entre as variaveis, para cada experimento, mostrando que a ponderacao utilizada
diminuiu a possibilidade de se favorecer uma varidvel dependente, em detrimento das
demais. Observa-se que a regressao foi significativa no nivel de confianca de 95% para
todas as regressoes realizadas, o que é indicativo de um bom ajuste. Observa-se que foram
obtidos melhores coeficientes de determinacdo (R?) para os experimentos a 35 e 40 °C,
indicando que, para essas temperaturas, o modelo foi capaz de representar melhor o

comportamento dos dados experimentais obtidos.
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3.4 Modelos obtidos para consumo de substrato, crescimento celular e produgéo

de etanol

A construcdo dos modelos foi baseada nos resultados obtidos experimentalmente

realizados em triplicata nas diferentes concentra¢des de substrato e temperaturas.

3.41 Modelo para o consumo de glicose

O modelo proposto para o consumo de glicose considera o consumo de substrato

para crescimento e manutencao celular, conforme a seguinte equacéao:
ds 1 dX

(10)

em que Yxs € o fator de conversdo de células em substrato e m (h?t) é a constante de
velocidade de consumo de substrato para a manutencao celular. Ambos os parametros sao
parametros aparentes, pois incorporam 0 consumo de substrato para a obtengdo de

produtos, sendo dependentes das condi¢gbes experimentais (So € T).

3.4.2 Modelo para o crescimento celular

O modelo proposto para o crescimento celular consiste na simplificacdo do modelo
logistico generalizado, proposto por Tsoularis (2001), e é apresentado como:

dX_ X(l
dt = Homax

Xmﬂx) (11)

Restricdo: se X>Xmax, dX/dt=0
em que Hmax € a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h?); X é a
concentracdo de células (g L?'); n é o expoente do termo de inibicdo ndo linear.
Considerou se Umax € N dependente apenas da temperatura e Xmax dependente das

condi¢des experimentais (concentraco inicial de substrato e temperatura).
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3.4.3 Producdo de etanol durante o metabolismo fermentativo controlado pela

disponibilidade de oxigénio para o crescimento

Para a obtencdo do modelo de producéo de etanol, foi considerado o comportamento
cinético do processo. Observou-se que, havendo oxigénio disponivel, o microrganismo
prioriza 0 metabolismo de crescimento. A producdo de etanol inicia somente quando a
velocidade de crescimento é reduzida, sendo praticamente nula para elevadas velocidades
de crescimento. Para representar essa evidente mudanca de metabolismo, utilizou-se um
modelo linear em funcdo da velocidade de crescimento celular com a restricdo que
considera que, para valores de velocidade de crescimento acima de um determinado limite
(rx limite) n&o haveréa producéo de etanol.

Outra informacgdo importante € que a producao de etanol continua, mesmo apoés a
escassez total do substrato, sendo assim, conclui-se que a producdo de etanol ndo é
limitada pela escassez do substrato. Por meio da cromatografia liquida, foi possivel observar
a presenca de um pico que se apresenta elevado no periodo de 24-36 horas e cai apés esse
periodo, indicando a existéncia de um produto intermediario que pode ter sido convertido a
etanol. Varios padrbes de &lcoois foram analisados e foi observada a possibilidade de ser
fenil-etanol ou alcool butilico. Segundo Fonseca et al. (2007), K. marxianus ATCC 26458
produziu elevadas concentracdes de acetato, piruvato e alfa-cetoglutarato, principalmente
em regime de batelada (por volta de 20,5 horas), os quais foram rapidamente consumidos
apos a exaustdo da glicose.

Portanto, considerou-se uma concentragdo méaxima possivel de produto como sendo
o fator limitante da producéo de etanol, utilizando um termo de inibigcdo linear por etanol.

dP _ (1 F )( r:i)f)
dr P Yy limies dr (12)

Restricdo: Se P>Pmax ou dX/dt>ry jimie, dP/dt=0;

em que P (g L) é a concentracdo de produto; k (g L) é a constante relacionada com a
velocidade de producdo de etanol (dependente apenas da temperatura); Pmax € a
concentragcdo maxima possivel de produto (dependente apenas da temperatura); rximie € a
velocidade limite de crescimento celular, acima da qual ndo ocorre producdo de etanol
(dependente de Sp e T).
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Gréficos de ajuste para os modelos

A seguir sdo apresentados os gréaficos de ajuste do modelo aos dados experimentais
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Figura 5 Gréficos de ajuste do modelo para consumo de S experimental (+), S modelo (),
P experimental (® ), P modelo (—-), X experimental (<) e X modelo (--) em
ensaios empregando K. marxianus em funcdo da temperatura e concentracdo de

substrato.
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Nessa figura é possivel observar que o crescimento celular da levedura K.
marxianus, em todas as condicbes avaliadas, ocorre entre o intervalo de tempo de 0-15 h,
aproximadamente, o que também foi demonstrado nos graficos de perfil cinético (Figuras 1 e
3). Nesse intervalo, ndo ocorre producdo de etanol, indicando que ha uma possivel nao
associacao entre a producdo de etanol e o crescimento celular, como jA comentado. Além
disso, observa-se que a velocidade de crescimento é praticamente nula, mesmo havendo
substrato no meio, o que indica que o0 substrato ndo é o componente limitante para o
crescimento celular nas condicdes experimentais, provavelmente o limitante seja a
concentracao de oxigénio.

Em tempos préximos a 20 h de fermentacgéo inicia-se a producgéo de etanol, a qual
ocorre até apdés o consumo total do substrato, indicando o consumo provavel de um

subproduto intermediario do processo fermentativo.

3.6  Otimizac&o datemperatura e concentracdo de substrato

A otimizagcdo do processo foi realizada por meio da interpolagdo entre as curvas,
obtidas pelos modelos matematicos, utilizando as fungfes splin e interp do Scilab, seguida
da utilizacéo das func¢des optim_ga (algoritmo genético), para a busca de uma regido 6tima
global e fminsearch (algoritmo de Nelder e Mead), para o refinamento da resposta dentro
dessa regido.

O grafico obtido para as condigbes de temperatura (Tot) e concentracdo inicial de
substrato (Sot) que maximizam a concentragdo de etanol (Pmax), em funcdo do tempo de

batelada, sdo apresentados na Figura 6, a seguir:
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Figura 6 Otimizacdo das condigBes experimentais temperatura (- -) e substrato (---+) para
a fermentacédo empregando a levedura K. marxianus.

Os resultados obtidos pela interpolagé@o entre as curvas indicam a utilizagdo de uma
temperatura em torno de 40 °C e uma concentracdo inicial de substrato préxima a 90 g L.

Em uma segunda abordagem, considerou-se a interpolagdo nos parametros
utilizando-se equacdes de ajuste. Para isso, foram utilizadas abordagens diferentes para
cada parametro.

Para a validacdo do modelo uma nova corrida experimental foi realizada nas
condicBes indicadas pela otimizacdo. Nesse caso, foi utilizada uma concentracéo inicial de
substrato de 90 g L?, uma temperatura de 40 °C e, para minimizar o efeito da etapa de
crescimento e o consequente retardo da producéo de etanol, foi utilizada uma concentracdo
inicial de células de 1 g LY. O modelo matematico que as ajustou aos dados experimentais
foi apresentado nas seguintes equacdes:

dX X
— = 0.2965X (1 — —)
dt

6.766 (13)
dP P

— = n.z452x(1 — —)

dt 23.34 (14)
ds 1 dx 1 dP

dt  0122dt 0432dt (15)

Considerando-se as alteracdes realizadas para a obtencéo dos dados experimentais

nas condi¢cbes otimizadas, em especial o aumento da concentracdo inicial de células, foi
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possivel reduzir os modelos originais. Os parametros n, rxmax € m foram retirados, pois a
qualidade do ajuste mostrou-se pouco sensivel a variacdo desses parametros.

No modelo obtido para as condicdes otimizadas, o termo de consumo de substrato
para producdo de etanol tornou-se mais relevante do que o aplicado para manutencao, o
que pode ter sido ocasionado pela reducéo no atraso da producédo de etanol, devido a uma
maior concentracao inicial de células.

O gréfico de ajuste do modelo aos dados experimentais para a condicao otimizada é

apresentado na Figura 7.

100 25

S(gL"
X@LyP@L"

Tempo (h)

Figura 7 Ajuste do modelo aos dados experimentais para a condicdo otimizada da
levedura K. marxianus, Substrato, R2 0,99, modelo (—); S experimental ( + );
Produto, R2 0,93, modelo ( @), experimental (=:=); Biomassa, R2 0,97, X modelo
(- =) e experimental ().

Observa-se que houve um bom ajuste dos modelos aos dados experimentais e que a
concentracdo de etanol obtida pela otimizacdo, em torno de 23 g L?, foi muito préxima

aquelas previstas no procedimento de otimizag&o adotado.
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4 CONCLUSOES

Considerando os objetivos propostos e diante dos resultados obtidos na presente
pesquisa, pode-se concluir que:

- O modelo construido a partir dos dados experimentais conseguiu representar de
forma satisfatoria as curvas de crescimento celular para a levedura K. marxianus, consumo
de substrato e a producéo de etanol para todos os experimentos.

- A elevada concentracdo de substrato ndo inibiu o metabolismo da levedura K.
marxianus, no entanto, ndo houve uma maior producdo significativa de etanol ao se
comparar as condi¢cdes concentracdes de 190 e 120 g L de glicose no meio.

- O processo de otimizagdo do processo fermentativo indica a utilizagdo de uma
temperatura de 40 °C e uma concentracdo de substrato de 90 g L para maximizacédo da
concentracdo de produto.

- O valor 6timo de temperatura obtido através da modelagem apresentou-se proximo
a temperatura de atuagdo das celulases, o que confirma a vantagem de se utilizar esta
levedura para a producéo de etanol em processos como SSF, além da possiblidade de se
operar em temperatura de menor risco de contaminagao.

- Os resultados obtidos no ensaio realizado na condigdo otimizada ficaram proximos
aos resultados da otimizag&o obtidos pelo modelo ajustado aos dados experimentais, o que

valida os resultados anteriormente obtidos.
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ARTIGO 2 EXTRACAO DE ETANOL POR VACUO DURANTE A
FERMENTACAO DA LEVEDURA Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 COMO
ESTRATEGIA PARA SUPERAR A INIBICAO PELO PRODUTO

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da remocdo do produto no
desempenho fermentativo de Kluyvermomyces marxianus ATCC 36907, cultivada em meio
semi-definido contendo 90 g L' de glicose e suplementado com nutrientes. Ap6s o
esgotamento do substrato (36 horas de fermentacdo), o sistema foi operado sob vacuo
(82 kPa) durante 30 minutos a fim de reduzir a concentracdo de etanol. Em seguida, o reator
foi alimentado com solucdo saturada de glicose até atingir a concentracdo de 90 g.L? de
glicose. As condi¢cbes de fermentacdo foram ajustadas e o processo foi conduzido durante
mais um periodo de 36 horas. ApOs o primeiro ciclo de 36 horas, a concentracdo de etanol
foi de 34,13 g L1 (Yr/s0,38g g *e Qp 0,94 g Lt h'), atingindo 40,90 g L ** de etanol (ve/s
0,18 g g* e Qr 0,43 g L h'?) no final do segundo ciclo. Um comportamento diferente foi
observado para o controle em que o vacuo néo foi aplicado. Neste caso, a produgéo de
etanol ocorreu apenas no primeiro ciclo (36,37 g L, Yps 0,4 g gt e Qp 1,01 g L h?).
Todavia, no segundo ciclo, o0 consumo do substrato foi de 8% e a producéo de etanol nao foi
observada. A modelagem fenomenol6égica mostrou que os dados experimentais foram
melhor representados pelo modelo que considerou a ocorréncia de uma fase de laténcia no
inicio do segundo ciclo e indicou fortemente a inibicdo do metabolismo pelo acimulo do
produto. A levedura K. marxianus recuperou o metabolismo fermentativo e voltou a produzir
etanol, demonstrando o papel relevante da remog¢é&o do produto na melhoria do processo.

PALAVRAS-CHAVE: etanol, remocdo do produto, vacuo, diminuigdo da inibi¢do,
modelagem fenomenolégica
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PAPER 2 EXTRACTION OF ETHANOL BY VACUUM DURING Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907 YEAST FERMENTATION AS STRATEGY TO OVERCOME
INHIBITION BY THE PRODUCT

ABSTRACT: This study aims at evaluating the effect of product removal in the fermentative
performance of Kluyvermomyces marxianus ATCC 36907, grown in semi-defined medium
containing 90 g.L* glucose and supplemented with nutrients. After the substrate exhaustion
(36 hours of fermentation), the system was operated under vacuum (82 kPa) for 30 minutes
aiming at reducing ethanol concentration. Then, the reactor was fed with a saturated solution
of glucose until it had reached 90 g.L* glucose concentration, fermentation conditions were
adjusted and the process was carried out for one more 36-hour period. After the first cycle of
36 hours, ethanol concentration was 34.13 g L (Yps 0.38 g g and Qp 0.94 g L h),
reaching 40.90 gL ethanol (Yps 0.18 g g* and Qp 0.43 g Lt h?) at the end of the second
cycle. A different behavior was observed for the control in which vacuum was not applied. In
this case, ethanol production occurred only in the first cycle (36.37 g L2, Ypis 0.4 g g and Qp
1.01 g Lt h'?), while in the second cycle, the substrate consumption was 8% and ethanol
production was not observed. The phenomenological modeling has shown that the
experimental data was better represented by the model that took into account the occurrence
of a lag phase at the beginning of the second cycle, and indicated strongly the metabolism
inhibition by the product accumulation. K. marxianus yeast recovered its fermentative
metabolism and produced ethanol again, demonstrating the relevant role of product removal
in process improvement.

KEYWORDS: Ethanol; product removal; vacuum; decreased inhibition; phenomenological
modeling
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1 INTRODUCAO

Entre as varias tensGes a que as células de leveduras podem ser submetidas, o
etanol é o principal fator de estresse durante a fermentacao (RICCI et al., 2004). De acordo
com You, Rosenfield e Kniple (2003), a tolerancia ao etanol por algumas leveduras deve-se
a incorporacdo do 4&cido oleico na membrana lipidica, causando uma reducao
compensatoria da fluidez da membrana, 0 que neutraliza os efeitos do etanol. Contudo,
acima da concentracdo de etanol em que a levedura é tolerante, sabe-se que o &lcool
danifica o0 DNA mitocondrial e desativa certas enzimas, tais como a hexoquinase e a lactato
desidrogenase, essenciais para a sobrevivéncia das células.

Por estas razfes, existe um interesse consideravel na remocdo e recuperacdo de
etanol durante a fermentacdo para evitar a inibicdo pela presenca do produto. Varias
estratégias tém sido investigadas, tais como adsorcdo, pervaporagdo, remocdo de gas,
extracdo liquido-liquido, osmose reversa, destilagdo de membrana, extracdo hibrida e
recuperacao de vacuo (VANE, 2008).

Sistemas de recuperacao a vacuo foram desenvolvidos para a producgdo continua de
etanol ou para processos com reciclagem de células, resultando num aumento na
produtividade global (CYSEWSKI; WILKE, 1977). Além disto, esses sistemas possuem
algumas outras vantagens, como facil operacdo, baixo custo, eliminagdo do trocador de
calor para refrigeracdo, menores condi¢des inibitérias para as células de levedura, bem
como redugdo da concentracdo de etanol no meio, além do menor risco de contaminagéo
(SILVA; RODRIGUES; MAUGERI, 1999).

Pesquisas tém demonstrado que a fermentagéo sob pressao de vacuo € um método
alternativo e eficaz para a remocao continua de etanol. A teoria do processo de fermentagéo
conduzido sob pressdo de vacuo é baseada basicamente nas propriedades fisicas da
mistura etanol-agua e nas propriedades bioquimicas da reacdo de fermentacdo por
levedura. O processo de fermentacao por levedura é conduzido a uma temperatura de 30 a
35 ° C e a mistura de etanol-agua ferve a 78,3 a 100 °C. Quando o processo de fermentacao
€ operado sob pressado de vacuo, a temperatura do ponto de ebulicdo desta mistura diminui.
No entanto, esta abordagem de integracao nao resolve algumas limitacGes praticas, tais
como o alto consumo de energia para manter a condicdo de vacuo e os altos volumes de
trabalho de fermentadores para operar sob vacuo (NAGUYEN et al., 2009).

A Kluyveromyces marxianus tem sido considerada uma levedura promissora para a
producdo de etanol (incluindo etanol de segunda geracao), por suas propriedades, como: a

capacidade de assimilacdo de uma grande variedade de acUcares, o amplo espectro de
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termotolerancia, a alta taxa de crescimento (FONSECA et al., 2008) e por expressar uma
série de proteinas heter6logas (NONKLANG et al., 2008). De acordo com Boyle, Barron e
Machale (1997), a K. marxianus é capaz de crescer a temperaturas entre 45 - 52 °C e de
produzir etanol a temperaturas entre 45 - 50 °C, ou seja, temperaturas mais elevadas em
comparacdo a outras leveduras utilizadas para a producdo do mesmo produto. As
vantagens da producdo de etanol em escala industrial em temperaturas mais elevadas
incluem a reducdo do risco de contaminacdo e a eliminacdo da necessidade de
arrefecimento para manter a temperatura entre 25 - 35 ° C, particularmente em regiées mais
quentes. A K. marxianus IMB3 foi utilizada na produgéo industrial de etanol a partir de
melaco de cana-de-aclcar na india, com rendimentos semelhantes aos de Saccharomyces
cerevisiae e menor tempo de fermentacdo (SINGH et al., 1998). A K. marxianus foi também
estudada como agente de fermentacdo durante a sacarificacdo e fermentacéo simultaneas
(SSF) de diferentes fontes de biomassa a 37 - 45 °C, proximo a temperatura 6tima para o
desempenho das celulases, resultando em rendimentos promissores (71 - 92%),
dependendo da biomassa lenho-celulésica testada (BALLESTEROS et al., 2004; PESSANI
et al.,, 2011; CAMARGO; GOMES; SENE, 2014). Da mesma forma, diferentes fracdes da
biomassa lignocelulésica, celulésica e hemicelulésica podem ser promissoras para a
producao de etanol por K. marxianus, como demonstrado no trabalho de Silva et al. (2015).
Além disso, a capacidade de termotolerancia de uma levedura € interessante para
ser explorada na produgédo de etanol em processos de fermentacdo a vacuo, pois a remogao
do produto é facilitada em temperaturas elevadas. Nesse sentido, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da remocdo do produto por vacuo na producdo de etanol por K.
marxianus, para aumentar o seu desempenho durante o processo fermentativo. Nesta
abordagem, os resultados das fermentacgfes realizadas sem e com a extragdo de etanol por

vacuo, foram comparados os seus perfis cinéticos, pelo uso de modelagem fenomenoldgica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo de microrganismo e inoculo

Os ensaios foram realizados com a levedura termotolerante Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907, mantida em &gar inclinado de extrato de malte (extrato de malte

3g L% peptona5gLledgarl5gLY)a4dcC.
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O inéculo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio
de Yeast malt peptone medium - YMP (10 g L* de glicose, 3 g L'* de extrato de malte, 3 g L*
de extrato de levedura, 5 g L de peptona), pH 5,5 — 5,8, sem tamponamento, a 200 rpm,
temperatura de 30 °C, durante 16 horas. As células foram centrifugadas a 2240 g durante
20 minutos, lavadas com agua destilada estéril, centrifugadas novamente e ressuspensas
em agua destilada estéril para serem utilizadas como inéculo a uma concentracao de células

inicial de 1 g L.

2.2 Efeito da remocéo de etanol na atividade fermentativa de K. marxianus

As fermentacdes foram realizadas em triplicatas em um fermentador de bancada
com capacidade total de 2 L (Bioengineering AG - KLF 2000) contendo 1,2 L de meio,
equipado com eletrodo de pH, eletrodo polarografico para determinacdo de oxigénio
dissolvido, termopar, agitador com duas turbinas de 6 pas tipo flat-blade, chicanas, ar
comprimido e sistema de vacuo acoplado diretamente ao fermentador. O meio tinha a
mesma composicao que aquele utilizado para o preparo do inGculo, exceto a concentragédo
inicial de glicose que era de 90 g L e pH de 5,5 - 5,8. As condicdes no biorreator foram:
temperatura de 40 °C, agitacdo de 200 rpm, 0,1 vvm e KLa 0,2 h*, sendo a concentracéo de
O2 baseada no trabalho de Delgenes, Moletta e Navarro (1986).

Nas fermentacBes com remocao do produto - fermentacdes a vacuo (FV), o processo
foi realizado em duas fases: na primeira fase, ou seja, antes da remoc¢édo do etanol sob
pressao de vacuo, apis a exaustdo do substrato (36 horas), o processo foi interrompido e a
presséo foi reduzida para a remog¢éo do etanol sob vacuo. Este procedimento evitou que a
levedura permanecesse sem fornecimento de ar durante todo o periodo de fermentacao,
mas somente durante a aplicacdo de vacuo que, desse modo, estava limitada apenas a
30 min. O vécuo foi realizado no mesmo recipiente de fermentagdo com o auxilio de uma
bomba que reduziu a presséo para um valor absoluto de 19,3 kPa, a temperatura de 40 °C.

Em seguida, iniciou-se a segunda fase, alimentando o reator com uma solucéo
saturada de glicose e nutrientes, visando restaurar a concentracédo de acucar para90g L' e
dos demais nutrientes para seus valores iniciais (0 volume do meio adicionado foi
equivalente ao volume das amostras tomadas durante a primeira fase da fermentacdo para
ndo alterar o volume da solucdo) e as condi¢cbes de aeracdo, agitacdo e temperatura foram
novamente ajustadas. Como controle, foram realizadas fermentagbes nas mesmas
condi¢cbes, mas sem remoc¢ao de etanol na segunda batelada, denominadas fermentacfes
controle (FC).
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As amostras foram retiradas no inicio de cada lote e em intervalos periodicos até o
final da fermentacdo para determinar os parametros cinéticos relacionados ao consumo de
acucares, crescimento celular e producdo de etanol (levando em consideracdo o etanol

removido do meio por vacuo entre as duas fases do processo.

2.3 Determinagédo da concentragéo celular

A concentracdo celular foi determinada por espectrofotometria utilizando uma curva
padrdo e correlacionando os valores de absorbancia a 600 nm e o peso seco de células
(g LY. A percentagem de células viaveis foi avaliada por contagem microscépica numa
camara de Neubauer de células coradas com azul de metileno.

A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada em microscépio eletrénico de
varredura, marca LEO 1450-VP (DEMAR-EEL/USP), com sistema de microanalise. As
amostras foram lavadas com tampao fosfato 0,1 M e, em seguida, foram desidratadas em
imers@o sequencial em solucdes de etanol:dgua, com concentracdo decresceste de agua

por 10 min. E, posteriormente, secas em estufa a 30 °C.

2.4  Anadlise cromatografica

A quantificacdo de glicose, etanol, glicerol e &cidos organicos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu modelo 20A) com detector de indice de
refraco, utilizando uma coluna Phenomenex Rezex ROA-Acido Organico M + (8%) 150 x
7,8 mm (CAMARGO; GOMES; SENE, 2014). As curvas padréo foram obtidas com padrdes
de elevada pureza (98-99%, Sigma).

2.5 Modelagem matemaética

A modelagem matemética foi realizada a partir da andlise dos resultados
experimentais. Para o modelo cinético de producao de etanol foi considerado o modelo de
Luedeking e Piret para a producéo de etanol ndo associada ao crescimento em condi¢des
de concentracdo celular constante, incorporando ao modelo um termo linear para

representar a inibicdo do produto, conforme mostrado nas equacdes a seguir:
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r:“:"—.ii'.l('l P) to0=P=PE

dt B,/ eu=F=tm (1)
dP

E=ﬂ,tﬂP}Pm

em que: t (h) é o tempo de fermentacdo; b (g L'* h) é a multiplicacdo entre o parametro
Luedeking e Piret para a producdo de etanol, ndo associada ao crescimento e a
concentracdo celular, assumida aproximadamente constante no modelo; Pm (g L) é o
produto Inibic&o.

Para o consumo de substrato foram considerados o consumo de substrato para

producao de etanol e manutencao de células, como mostrado na equacao abaixo:

d5 dP

E=—CE—T‘mJtG 0=5=5; )
em que: ¢ é a constante de proporcionalidade entre as taxas de consumo do substrato e a
formacédo do produto; rn (g L 1 h') é a taxa de consumo de substrato para manutencéo de
células para uma concentracdo de células constante; Sp (g L) é a concentragéo inicial de
substrato.

As condi¢bes iniciais usadas para resolver as equacdes diferenciais séo
apresentadas pela seguinte equacéo:

to t:tc. ' 5:5[:. and P:PE. (3)

Nesta Ultima equacao: to € o tempo inicial de cada estagio de fermentagéo, sendo
to= Oh para a primeira etapa de fermentacdo e to = 36 h para a segunda etapa. Po € a
concentracao inicial de etanol, no inicio de cada etapa de fermentacéo, sendo Po=0g L™ na
primeira etapa de fermentacdo e a média, entre as réplicas experimentais, dos valores de
concentracdo de produto medidos no inicio da segunda etapa de fermentacdo. Sp € a
concentracao inicial média, entre repeticbes experimentais, do substrato no inicio de cada

fase de fermentacéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 visualiza-se o perfil cinético médio das fermentacdes realizadas em

triplicatas, com seu desvio padrédo, conduzido em sistema de batelada alimentada, com uma
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Unica alimentacdo em 36 horas, sem remoc¢do do produto, fermentacdo controle - FC, (A) e

com remocdao do produto, fermentacédo com vacuo - FV, (B).
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Figura 1 Gréaficos do perfil cinético das fermentacdes empregando K. marxianus: (A)
fermentacdo controle, (B) fermentagdo com remocgdo a vacuo: consumo de
glicose (%), producédo de etanol (A ), biomassa (—%—), acido acético (®) e
glicerol (V).

Os resultados obtidos na primeira fase de cultivo apresentaram como esperado, ou

seja, as 36 horas iniciais para FC e FV foram similares. Em ambas as fermentages houve

um consumo de glicose rdpido de, aproximadamente, 77% em 12 horas (Qs de 5,65 e

5,73 g L 't h ! para fermentacdes FV e FC, respectivamente) e deplecéo de aclcar no meio

em 24 horas.

O rapido consumo de glicose resultou em uma rapida produgdo de etanol nas

primeiras 12 horas do primeiro ciclo de FC e FV (Qe 1,97-1,99 g L™.h?), atingindo
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concentracdes maximas de 36-38 g L't em 24 horas, correspondentes a rendimentos de
etanol (Yp,s) de 0,41 - 0,42 g g (Tabela 1).

Tabela 1 Concentracbes de glicose e etanol e parametros fermentativos durante as
fermentagBes controle - FC e fermentacdes por extracdo a vacuo - FV com K.
marxianus. O vacuo foi aplicado na segunda fase de VF

Glicose Etanol
Time @@L @L™h Y pis Qp Qs
— (h) FC FV FC FV FC FV FC FV FC FV
% 0 90.83 89.7 0 0 0 0 0 0 0 0
w12 21.16 218 2368 2396 0.34 0.35 1,97 1.99 5.73 5.65
24 1.43 2.2 38.29 36.3 0.42 0.41 1,59 151 3.72 3.64
36 0.01 0.25 36.37 34.13 0.4 0.38 1,01 0.94 2.51 2.48
~ 0 88.06 87.27 34.27 27.77 0.02 0.1 - - - -
® 12 86.57 7834 3196 29.17 - 0.42 - 0.31 - 0.74
& 24 83.6 31.23 33.14 3556 - 0.1 - 0.59 - 2.33
36 8141 0.04 3332 40.9 - 0.18 - 0.56 - 2.42
< 72h 97,48 1769 332 49.67 0,34 0.28 0.68 2.45
g
V]

Na maioria das fermentacdes, houve uma ligeira diminuicdo na concentragdo de
etanol no periodo de 24 a 36 horas (cerca de 5%), provavelmente devido a assimilacdo do
composto como fonte de carbono pela levedura, uma vez que durante esse periodo a
glicose ndo estava mais presente no meio (Figura 1). Foi observada uma reducdo na
concentracdo de etanol apés 24 horas em fermentacbes com esta mesma estirpe de
levedura em meio semidefinido, com concentracdo de glicose em 69 g L, em frascos
agitados, diferindo no fato de o consumo de etanol ocorrer quando a glicose ainda estava
presente (SILVA et al., 2015). O consumo de etanol também foi relatado com K. marxianus
cultivada em soro de leite, quando o acucar tinha sido completamente consumido
(PARRONDO; GARCIA; DIAZ, 2009), bem como com Scheffersomyces (Pichia) stipitis
NRRL Y-7124 cultivada em biorreator e em shaker com hidrolisado de casca de semente de
girassol (TELLI OKUR; EKEN SARACOGLU, 2006, 2008).

No presente estudo, o etanol foi o principal produto, uma vez que houve somente um
ligeiro crescimento de biomassa, atingindo cerca de 2,5 g L células (peso seco) (Figura 1).
Uma explicacdo possivel para a cessacdo do crescimento apos 12 horas, enquanto o agucar
ainda estava presente no meio, seria limitacdo de oxigénio. Na verdade, em apenas alguns
minutos apos a inoculagdo, o O; dissolvido no meio caiu para zero, permanecendo neste
nivel durante todo o processo. Delgenes, Moletta e Navarro (1986) descobriram em seu
estudo que a taxa de aeracdo influencia fortemente a formacdo do produto durante
fermentagbes com a levedura S. stipitis Y 7124, K. marxianus Y2415 e Candida shehatae

Y2415. Diferentemente das outras leveduras, a K. marxianus ndo fermenta
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anaerobicamente, no entanto, em condi¢cdes de microaerofilia (minimo 0,02 VVM) houve alta
formacédo de biomassa e rendimentos de etanol.

O (glicerol apareceu como o0 subproduto principal, atingindo uma concentracdo
maxima em torno de 11,0 g L nas primeiras 24 horas de fermentacdo. Outro subproduto
verificado foi Acido acético (maximo 1-1,5 g L%). Conforme ilustrado na Figura 1, as
concentracdes de glicerol e acido acético permaneceram constantes apos 24 horas.

Durante a fermentacéo ocorre a formacdo de outros subprodutos, incluindo glicerol e
acido acético. A maioria dos estudos tem ligado a producédo de glicerol a uma forma de
regular o metabolismo da levedura sob estresse osmatico. Por sua vez, quanto maior for a
producdo de &cidos orgéanicos, incluindo &cido acético, que sao intermediarios da via
glicolitica, menor € a producéo de etanol (BAl; ANDERSON; YOUN, 2008). Neste trabalho,
podemos observar que a producdo de &cido acético foi baixa, o que pode ter favorecido a
producao de etanol.

Uma observacao interessante em K. marxianus € que a producdo de etanol nao
parece estar associada ao crescimento (Figura 1). Na fermentacdo da lactose por K.
marxianus houve interrupcdo do crescimento, mesmo durante a continuidade do consumo
de acucar e da producdo de etanol. Isso significa que a lactose foi consumida para a
producdo de energia que foi utilizada pelas células para a sua sobrevivéncia (PARRONDO;
GARCIA; DIAZ, 2009).

No presente trabalho, o vacuo foi empregado nas fermentacdes em triplicadas ao fim
de 36 horas, reduzindo a pressao dentro do recipiente para 19,3 kPa, durante 30 minutos a
uma temperatura de 40 °C. ApoOs a remoc¢ao do produto, a alimentacdo do fermentador e a
viabilidade celular foi realizada antes da segunda fase da fermentacao ter sido iniciada.

A microscopia eletrénica de varredura (Figura 2) mostra a morfologia das células
antes e imediatamente apos a aplicacdo do vacuo. Células robustas com gémulas puderam
ser vistas antes do vacuo. No entanto, a superficie das células submetidas ao vacuo mudou
de lisa para um aspecto rugoso, 0 que pode ter afetado o transporte de nutrientes, a
assimilacéo de glucose e a producao de etanol relativamente as células na primeira fase. A
viabilidade das células foi também avaliada antes e apos a aplicacdo do vacuo, na primeira
fase 100% das células estavam viaveis. Apesar de imediatamente apds o0 vacuo as células
parecerem estar mortas, a viabilidade celular foi restaurada para acima de 90% (dados néo

apresentados).



Figura 2 Foto da levedura K. marxianus em microscopia eletrénica de varredura (MEV),
ampliadas 5000X. Células antes da utilizagdo do vacuo (A) e células apés a
extracao de etanol por vacuo (B).

No segundo ciclo das fermentacdes, o efeito inibitorio do etanol sobre o metabolismo
de K. marxianus foi claro nos experimentos controle - FC, uma vez que apenas 7,5% da
glicose foi consumida até o final do processo (Figura 2A). Como nas fermentac¢des FV houve
uma remog¢ao média do produto de 25%, apds a primeira fase, a assimilagéo de glicose foi
favorecida na segunda fase (Figura 2 B). No entanto, o consumo de glicose na segunda fase
foi de apenas 10% nas primeiras 12 horas e a deplecdo do substrato no meio ocorreu
apenas apoés 36 horas.

A levedura reiniciou a producéo de etanol na segunda fase de FV, aumentando sua
concentracdo em 15,54 g L, correspondendo a 45,5% da produzida na primeira fase,
representando uma producéo total de 49,67 g L* (Figura 2B). A maior produtividade de
etanol verificada na segunda fase (Qp 0,59 g L*.h! as 24 horas) foi muito inferior a verificada
no primeiro lote (Qp 1,99 g L h'! as 12 horas) (Tabela 1), representando uma diminuicdo na
produtividade em 70% e sugerindo a necessidade de remoc&o de uma maior quantidade de
produto para reduzir a inibicdo. Os valores maximos de rendimento foram semelhantes na
primeira e na segunda fase de FV, 0,41 e 0,42 g g%, respectivamente, mas diminuiram
drasticamente no decurso da segunda fase. Um comportamento completamente diferente foi
observado na segunda fase de FC, no qual ndo houve crescimento celular nem producgéo de
etanol, sugerindo a ocorréncia de inibicdo pelo produto (Figura 2 e Tabela 1).

Em fermentagBes de etanol em regime de batelada, com véarias pressdes de vacuo
(47-760 mmHg), empregando S. cerevisiae em meio semidefinido, o uso de vacuo permitiu
manter a produtividade numa faixa de 1,7 a 2,2 g L*h’. Ao aumentar o tempo de
fermentagcdo, a produtividade & baixa pressdo (47 mmHg) foi aumentada e superior a
pressédo atmosférica (NGUYEN et al., 2009).
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O efeito de diferentes pressées de vacuo foi também avaliado em fermentagcdes por
S. cerevisiae. O rendimento maximo em etanol e células, em operacdo em batelada sob
vacuo, foi atingido a 141,2 mmHg de presséao e a produtividade maxima em etanol foi obtida
a 166,6 mmHg. No entanto, o aumento da pressao para 700 mmHg reduziu drasticamente o
rendimento de células e etanol, bem como a produtividade de etanol (ABDULLAH, 2012).

A formacao de subprodutos na segunda fase nao foi observada em ambos os casos,
com ou sem o uso de vacuo. O uso de vacuo nao foi capaz de remover o acido acético
produzido durante o primeiro ciclo das fermentagdes, 0 que talvez seja explicado pelo maior
ponto de ebulicdo do acido acético em relagdo ao etanol.

Esta primeira tentativa de avaliar a remogédo de etanol do meio como forma de
diminuir a inibicdo do produto com K. marxianus ATCC 36907 mostrou a importancia desta
estratégia para a melhoria de processos. No entanto, os resultados revelaram que é
necessario promover uma maior remocdo do produto sem afetar a integridade das células,
de modo a tirar melhor partido dos sistemas alimentados em lote ou mesmo continuos.

Com a finalidade de analisar os efeitos da adicdo de substrato e da extracdo do
etanol a vacuo, foram considerados todos os dados experimentais para a estimativa dos
parametros. Em uma primeira abordagem (Abordagem 1), desprezou-se 0 tempo necessario
para a recuperacgéo das células, fase lag, apds as etapas de extracdo de etanol e adicao de
substrato. Na segunda abordagem (Abordagem 2), considerou-se a ocorréncia de uma fase
lag no inicio da segunda etapa de fermentacédo. Essa fase lag foi representada no modelo
por um parametro de tempo A (h), durante o qual a fermentacéo n&o ocorre.

Os parametros estimados e os resultados estatisticos obtidos por uma analise de

variancia para ambas as abordagens estdo resumidos na Tabela 2:

Tabela 2 Comparacgédo dos resultados obtidos no ajuste do modelo matematico dos dados
experimentais

Abordagem 1 Abordagem 2
b (g L'th?) | 3.479572 3.269941
Pm (g L) | 35.36017 39.90735
c | 2.638307 1.427265
Tm (g L'thY) | 0.834218 3.351191
A (h) 0 34.56503 10.04907
(controle) (vécuo)

Analise de

Variancia Etanol Glicose Etanol Glicose
R2 0.905972 0.853044 0.942697 0.991352
R2Zmax ‘ 0.962557 0.991775 0.963963 0.992622
Pregressao ] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Praita de ajuste ’ 0.0030 0.0000 0.0843 0.8401
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Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que o modelo ajustado, usando a
Abordagem 2, poderia representar os dados experimentais com uma regressao significativa
(progresséo <0,025) e insignificante falta de ajuste (falta de ajuste t> 0,025), ao nivel de
confianca de 95% por F-teste.

O modelo ajustado para a Abordagem 1 mostrou uma falta significativa de ajuste e
valores baixos de R?, indicando um fraco ajuste aos dados experimentais.

Com a ajuda da modelagem foi possivel avaliar e comparar melhor os resultados
entre os experimentos de controle - FC e aqueles em que houve a remoc¢ao de etanol por
vacuo - FV. A modelagem demonstrou o processo de inibicdo do metabolismo pela
acumulacdo do produto. Além disso, a Abordagem 2 revelou que apds o estresse causado
pelo vacuo e / ou excesso de produto e de substrato, foi necessario um periodo de
adaptagdo de aproximadamente 12 horas, uma nova fase lag, para que a levedura K.

marxianus recuperasse seu metabolismo fermentativo e voltasse a produzir etanol.

Na Figura 3 é exibido o modelo ajustado aos gréaficos de dados experimentais para

as duas abordagens.
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Figura 3 Comparacdo dos perfis cinéticos para P modelo (—), P experimental (O), S
modelo ¢ =) e S modelo (A) entre as abordagens: (A) Abordagem 1 Controle; (B)
Abordagem 1 Vacuo; (C) Abordagem 2 Controle; (D) Abordagem 2 Vacuo.

Comparando-se os graficos obtidos com o auxilio das duas abordagens, nota-se que

a Abordagem 2 foi capaz de representar o comportamento dos dados experimentais,

principalmente na segunda fase da fermenta¢cdo com a adi¢cdo de substrato tanto para a FC
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quanto para FV. Assim, com a Abordagem 2, foi possivel avaliar o comportamento de dois
parametros relevantes para o processo de fermentacéo: o fator de conversao de substrato
ao produto (Yp,s) e a produtividade em etanol (Qp). Os valores de Yp,sao final da primeira
etapa do processo (Yp s, 1) referentes a um processo em batelada simples e de Yp,s do

processo com um todo sdo apresentados a seguir.

P(t = 36 h,Fase 1) 37,8
YP‘ = = =042
71 S(t=0h)—S(t=36h Fasel) 897 -0 (4)
Ve — P(t=72h) + P(t =36 h,Fase 1) —P(t =36 h,Fase2) 385+37.8-27.8 027
T S(t=0h)+5(t=36hFase2)—5(t=72h) ~ B9.7+4873-0

Observou-se uma redugédo da converséo global do substrato na FV, que pode ser
explicada pela inibicdo pelo substrato. Os valores de produtividade em etanol (Qr) para o
processo com extracdo e a produtividade de um processo em batelada simples com relagdo
ao tempo total (Qp, b), considerando para a batelada simples o tempo total igual ao tempo
da batelada somada ao tempo morto (tempo de esvaziamento + limpeza do reator +

alimentacéo), sdo dados pela equacao a seguir, validas para t>36 horas:
P(t)+378-278
t+ 05

Qp(t) = . parat = 36 h;

()

37.8
Qp,b":ﬂ'=T , parat =36h;

O gréfico abaixo mostra o rendimento de etanol em fung&o do tempo, considerando
apenas a segunda fase com extragdo por vacuo (Figura 4), considerou-se a soma do tempo

de extracdo com o tempo da batelada.

1,2

D T T T T T T T T T T T
36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72

t (h)

Figura 4 Grafico da produtividade de etanol na segunda fase de fermentacdo por K.
marxianus com extragdo a vacuo considerando o tempo morto da batelada, Qp
batelada simples (—) e Qp extracdo (— ).
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O processo com alimentacdo e com extracdo por vacuo obteve maior produtividade
do que o processo em batelada simples para tempos maiores que 46,5 horas (soma entre o
tempo de fermentacéo, 36 h, o tempo de extracdo de vacuo, 30 minutos e o tempo da fase
de lag, 10 h), significando que o processo de extracdo realizado em escala de laboratério s
seria competitivo com um processo de batelada simples, se o tempo morto da batelada
fosse maior que 10,5 h. Para uma melhor avaliacdo de competividade do processo com
extracdo a vacuo, outros parametros a serem considerados sd0 0s custos com energia,

mao-de-obra e matéria-prima.

4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram observar a inibicdo pelo produto no
metabolismo da levedura K. marxianus ATCC 36907 e que a extracdo de aproximadamente
25% de etanol na primeira fase resultou na formacdo de 15,54 g de etanol,
aproximadamente 31,3% a mais quando comparado com a fermentacdo controle. No
entanto, séo necessarios maiores estudos para a obtengédo de uma maior extracdo de etanol
do processo.

O &cido acético, sintetizado durante a fermentacdo, néo foi extraido pelo vacuo e,
dessa forma, permaneceu inalterado até o final do processo, podendo, assim, também ter
prejudicado a producgéo de etanol na segunda fase de fermentagéo.

A modelagem matematica auxiliou na compreensdo do processo fermentativo,
principalmente na segunda etapa. No modelo para o segundo ciclo do processo alimentado,
deve-se considerar o tempo para a recuperacao celular do estresse causado pela extracao
de etanol. Isso explica a menor produtividade do etanol, uma vez que a célula utiliza o
substrato para recuperar seu metabolismo.

A modelagem também permitiu observar que, nas condicbes estudadas, a
continuacdo do processo somente sera vantajosa se o tempo morto da batelada simples for

maior que 10,5 horas, que corresponde ao tempo de vacuo e de recuperacéo celular.
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