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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 18

AVALIACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DE
LEVEDURAS ISOLADAS DE FRUTAS VISANDO A
PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE XILOSE

Rosimeire Oenning da Silva

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade de leveduras isoladas de
frutas para fermentar xilose a etanol. Foram
testadas23cepasdelevedurasisoladasdefrutas
em relacao a sua capacidade de fermentacéo a
partir de diferentes substratos (xilose, glicose,
maltose, sacarose e lactose), utilizando o caldo
carboidrato vermelho de fenol. As leveduras que
apresentaram resultado positivo para a xilose,
foram submetidas a cinética de fermentacéao
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alcodlica, sendo acompanhado o consumo
de substrato, viabilidade celular e producéo e
etanol. As cepas que apresentaram a produgao
de etanol em meio sintético foram submetidas
a fermentacao hidrolisado
hemicelulésico de palha de cana de agucar
como meio de cultivo. No teste de fermentacao
de carboidratos foram consideradas positivos
0S ensaios que apresentaram producao de
acido e de gas. A glicose e a sacarose foram
os carboidratos com maior assimilacdo pelas
leveduras avaliadas, sendo que ambos o0s
carboidratos, 65% das leveduras avaliadas
foram capazes de produzir tanto acido quanto
0 gas. A xilose foi o terceiro carboidrato que
obteve o maior percentual de positivos, sendo
que 56% das leveduras apresentaram produgao
de acido e de gas. Das 23 leveduras avaliadas,
7 foram submetidas a ensaios de fermentacao
alcodlica e 3 delas se destacaram na producéo
de etanol a partir de xilose, sendo elas a BB 146,
BB 149 e BB169, com uma producéo de alcool
de 0,78+0,011 g/L, 0,92+0,0008 e 0,65+0,085
g/L, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVES: Fermentacao alcodlica;
Cana de agucar; Xilose.
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FROM XYLOSE

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the ability of isolated yeasts of fruits to
ferment xylose to ethanol. Twenty-three strains of yeast isolated from fruits were tested
for their fermentation capacity from different substrates (xylose, glucose, maltose,
sucrose and lactose) using red phenol carbohydrate broth. The yeasts that showed
positive results for xylose were submitted to alcoholic fermentation kinetics, followed by
substrate consumption, cell viability and ethanol production. The yeasts that presented
the ethanol production in synthetic medium were submitted to the fermentation using
hemicellulosic hydrolyzate of sugar cane straw as culture medium. In the carbohydrate
fermentation test, acid and gas production tests were considered positive. Glucose and
sucrose were the carbohydrates with the highest assimilation by the evaluated yeasts,
and both carbohydrates, 65% of the yeasts evaluated were able to produce both acid
and gas. The xylose was the third carbohydrate that obtained the highest percentage
of positives, and 56% of the yeasts presented acid and gas production. Of the 23
yeasts evaluated, 7 were submitted to alcoholic fermentation tests and 3 of them were
highlighted in the production of ethanol from xylose, being BB 146, BB 149 and BB169,
with an alcohol production of 0.78 + 0.011 g /L, 0.92 + 0.0008 and 0.65 + 0.085 g / L,
respectively. Keywords: Alcoholic fermentation; Sugar cane; Xylose.

KEYWORDS: Alcoholic fermentation; Sugar cane; Xylose.

11 INTRODUCAO

No Brasil, o etanol é majoritariamente obtido pela fermentacdo usando
matérias primas como o caldo e 0 melago de cana de agucar, empregando como
micro-organismo fermentador a levedura Saccharomyces cerevisiae. No entanto, no
cultivo e processamento da cana de agucar também sao gerados subprodutos como
o0 bagaco e a palha, sendo estas, interessantes fontes de celulose e hemicelulose.
A hemicelulose € um polimero de hexoses e pentoses, que quando hidrolisadas, a
maior quantidade de acgucar liberado é a xilose (ZHANG et al., 2010). A producéo do
etanol de segunda geracéo utilizando a palha da cana de agucar apresenta beneficios
econOmicos, uma vez que a palha que antes era queimada ou deixada no solo sem
qualquer utilidade passa a gerar um aumento em torno de 30% na producédo do
etanol utilizando a mesma area de plantio, tendo custo zero e diminuindo o impacto
ambiental. Além disso, a utilizacdo da palha de cana de agucar para producéo de
etanol pode contribuir para a reducao do risco de incéndio e auxiliar no controle da
proliferacdo de pragas e doengas causadas pelo excesso desse material no solo
(GOMEZ et al., 2010; TEODORO et al., 2011). Outro fator importante que merece
destaque é o fato que tanto o cultivo de cana de acucar quanto o seu beneficiamento
pelas usinas produtoras de agucar e alcool sao atividades econ6micas de grande
impacto na cidade de Barra do Bugres, onde encontra-se a Instituicdo de Ensino
executora do presente projeto de pesquisa. As leveduras utilizadas atualmente
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na producdo desse biocombustivel sé&o leveduras Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificada. No entanto, mesmo esse micro-organismo apresenta
problemas no rendimento e eficiéncia fermentativa devido ao estresse no momento
da fermentacao. Para produzir etanol aproveitando a fracdao hemicelulésica da palha
€ necessaria uma levedura com potencial de assimilar e fermentar esta pentose
com bom rendimento fermentativo e resisténcia aos estresses do processo. Tendo
em vista que, na natureza existe uma infinidade de cepas de leveduras ainda
nao estudadas que podem apresentar caracteristicas favoraveis para tornar esse
processo biotecnoldégico mais eficiente, justifica-se a importancia da pesquisa
voltada para a bioprospeccéo de leveduras consumidoras e fermentadoras de xilose
(SANTOS et al., 2012). Dentro deste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar o
potencial fermentativo de leveduras isoladas de frutas em relagdo a sua capacidade
de metabolizar a xilose para producéo de etanol.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismos

Para realizacdo desta pesquisa foram previamente avaliadas 23 cepas de
leveduras previamente isoladas de frutas e selecionadas pela capacidade de consumir
e fermentar xilose em testes de tubos de ensaio com tubos de durhan. Desta foram
selecionadas sete BB146, BB149 e BB169 BB147, BB157, BB158 e BB159 para o
desenvolvimento da presente pesquisa. Estas cepas foram armazenadas em tubos
com YEPD inclinados, preservados pela técnica de Castellani (CASTELLANI,1939)
no Laborat6rio de Microbiologia da Universidade do Estado do Mato Grosso - Campus
de Barra do Bugres.

2.2 Fermentacao em meio sintético

Para avaliar a capacidade das cepas, selecionadas na etapa anterior, em
produzir etanol a partir de xilose as leveduras foram pré-cultivadas em meio YEPX
2%, em frascos erlenmeyer de 125 mL, a temperatura de 30°C e agitacdo de 180
rpm, por 24 a 48 horas. ApOs esse periodo, aliquotas foram centrifugadas a 2000 rpm
por 15 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado de células sera inoculado
a uma, (concentracao celular inicial de aproximadamente 1,0 x 108 mL-1) em 25 ml
do meio YEPD 7% com pH corrigido para 4,0 utilizando-se frascos erlenmeyers de
125 ml fechados com valvula propria para fermentacéo.

A fermentacéo foi realizada durante 72 horas sob agitacao de 100 rpm em
temperatura de 30°C. Para efeitos de comparacdo, a fermentacdao também foi
conduzida utilizando meio contendo glicose como fonte de carbono. As amostras foram
retiradas a cada 24 horas. Os parametros avaliados na fermentac¢édo foi: consumo
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de substrato, producéo de etanol e viabilidade celular. A partir dos resultados dessas
analises, foram selecionadas as melhores cepas produtoras de etanol a partir da
xilose para posterior fermentacdo em hidrolisado hemicelulésico de palha de cana.

2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Viabilidade Celular

A determinacéo da viabilidade celular foi periodicamente acompanhada pelo
método de coloracdo com azul de metileno descrito por Lee, Robinson e Wang (1981).
Amostras de 200 pL foram transferidas para 200 pL da solucao de azul de metileno
e homogeneizadas. A contagem foi feita em camara de Neubauer. As células viaveis
ficaram incolores, enquanto as néo viaveis, azuis.

2.3.2 Determinacédo das Concentracbes de Etanol

Para a determinacdo de etanol, o mosto fermentado foi destilado em
microdestilador de alcool (Tecnal, TE-012) e a concentracdo foi realizada por
densidade em medidor de etanol (Density Meter, DMA 4500M). Os resultados foram
expressos em °GL (Gay-Lussac).

2.3.3 Determinacédo do Teor de Sdlidos Soluveis Totais

O método de determinacao de sélidos soluveis foi efetuado com refratdbmetro
de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.4 Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos da fermentagcdo alcoodlica calculados foram
produtividade (g/L.h), rendimento (%) e eficiéncia da fermentacao (%) utilizando as
Equacbes de 1 a 3 (Tessaro et al., 2010)

etanol produzido {%}

Produtiviade (%) = Equacéao 1

tempo (h)
Etanol produzido(g/L)
Actcar consumido ( g/L)

RendimentoY = P/C =

Equacao 2

Cra e farYy Etanol produzido (g/L) ~
Eficiéncia (%) = Ftool tebrica (g/L) X100 Equacao 3
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fermentacao em meio sintético

As cepas selecionadas em etapas anteriores foram BB146, BB149 e BB169
BB147, BB157, BB158 e BB159. Estas foram submetidas a fermentacdo com
meio sintético usando xilose como fonte de carbono. Como controle, as mesmas
cepas foram incubadas em meio contendo glicose. A Figura 1 apresenta consumo
de substrato e a viabilidade celular na fermentagdo alcodlica para as diferentes
leveduras avaliadas.

Na Figura 1 A, pode-se observar que as sete leveduras avaliadas foram capazes
de metabolizar a glicose. Porém, cinco dessas leveduras se destacaram no consumo
de glicose, sendo elas a BB 146, BB 147, BB 149, BB 158 e BB 169. Ja na Figura
1B, observa-se que apenas trés leveduras foram capazes de metabolizar a xilose
(BB 146, BB 149 e a BB 169), sendo que as leveduras BB 146 e BB149 foram as que
mais consumiram a xilose.

Em relacdo a viabilidade celular (Figura 1 C e D), a BB 147 foi a que mais
consumiu glicose e apresentou boa estabilidade celular. Porém, esta levedura néo
foi capaz de consumir a xilose. A levedura BB149 apresentou uma redugédo na
viabilidade celular apds 24 h de fermentacao, quando a glicose foi usada como fonte de
carbono. No entanto, quando a fonte de carbono foi a xilose esta levedura apresentou
uma elevada viabilidade celular. Ja a levedura BB 157 apresentou um declinio na
viabilidade celular para ambas as fontes de carbono utilizadas. As leveduras BB 146,
BB158, BB159 e BB169 apresentaram uma elevacao na viabilidade celular, sendo
que a levedura BB146 apresentou a mesma viabilidade celular em ambas as fontes
de carbono. J& para levedura BB169 a xilose contribuiu para uma maior viabilidade
celular, enquanto que a glicose foi melhor para as leveduras BB158 e BB159.

A viabilidade celular representa a relagao entre células vivas e total de células,
de maneira que representa o percentual de levedura que estd consumindo o agucar,
e fermentando para a producdo de etanol (NOBRE, 2005). Alguns fatores podem
influenciar na sensibilidade da levedura ao etanol, como temperatura, aeracéo e
composicdo do meio de cultivo. Segundo Veloso, Rodrigues e ColliBadino Junior
(2018), em concentracbes acima de 40 g/L, o etanol pode afetar o metabolismo celular,
diminuindo a velocidade de formacéo de produto, podendo inibir completamente o
crescimento das leveduras quando s&o atingidas concentracdes em torno de 95 g/L.
Além disso, o efeito toxico do etanol € acentuado em elevadas temperaturas devido
ao aumento da fluidez da membrana celular, que tem como consequéncia o transporte
de substancias tdxicas para o interior da levedura, levando a elevados percentuais
de inviabilidade celular. Desta forma, as baixas concentragdes de etanol e obtidas no
presente estudo e a temperatura relativamente baixa (30°C) usadas nos ensaios de
fermentacao podem justificar os elevados percentuais de viabilidade celular, visto que
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a concentracdo de compostos toxicos presentes no meio provavelmente era baixa.
Na Figura 2, é possivel observar o consumo da levedura BB146 em relacéo a xilose
e glicose, sendo que o consumo de glicose foi maior que xilose. O consumo de xilose
resultou em uma producao de alcool para ambos os substratos, com uma produg¢ao
de 10,30+1,011 e 0,78+0,011 g/L de etanol para a glicose e xilose, respectivamente.
Em relacdo a viabilidade celular, observa-se que a levedura apresentou viabilidade
celular maior quando a xilose foi empregada como fonte de carbono.

Na Figura 3, é possivel observar o consumo da levedura BB149 em relacéo a
xilose e glicose, sendo que o consumo de glicose também foi maior que xilose, como
observado na levedura BB146. No entanto, a BB149, consumiu uma quantidade
menor de substrato, tanto para a xilose quanto para a glicose, em comparacéo
com a BB146. Desta forma, a quantidade de alcool produzida também foi menor,
com uma producédo de 0,70+0,007 e 0,92+0,0008 g/L de etanol para a glicose e
xilose, respectivamente. Apesar do consumo de glicose ser maior que o de xilose,
a concentracao de alcool foi maior quando a xilose foi empregada como fonte de
carbono. Isso pode ter ocorrido pela utilizag&do da fonte de carbono para o crescimento
de biomassa. Em relacéo a viabilidade celular, observa-se que a fonte de carbono
nao interferiu na viabilidade celular.
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Figura 1 — Consumo de substrato e viabilidade celular na fermentagéo alcodlica empregando
xilose e glicose como fontes de carbono e diferentes leveduras:

A) consumo de glicose; B) consumo de xilose; C) viabilidade celular empregando glicose e D) viabilidade celular
empregando xilose

Desta forma, as leveduras BB 146, BB 149 e BB169, além de metabolizar a
xilose, apresentaram uma elevada viabilidade celular, sendo selecionadas para a
etapa posterior deste trabalho, sendo submetidas novamente a fermentacao alcodlica
usando meio sintético. As cinéticas foram realizadas em triplicata e os resultados
sao apresentados na Figura 2 a 4.
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Figura 2 —-Consumo, viabilidade celular e producéo de etanol na fermentacgéo alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 146

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Figura 3 — Consumo, viabilidade celular e producao de etanol na fermentacao alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 149

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Na Figura 4, é possivel observar o consumo da levedura BB169 em relagcao
a xilose e glicose, sendo que o consumo de glicose também foi maior que xilose,
como observado nas leveduras BB146 e BB149. No entanto, a BB169, consumiu
uma quantidade menor de substrato, tanto para a xilose quanto para a glicose, em
comparacao com a BB146 e maior em relacdo a BB149. Desta forma, a quantidade
de alcool produzida também foi menor que a BB146 e maior que a BB149, com
uma producdo de 7,6+0,426 e 0,65+0,085 g/L de etanol para a glicose e xilose,
respectivamente. Em relagdo a viabilidade celular, observa-se que a levedura
apresentou viabilidade celular maior quando a xilose foi empregada como fonte de
carbono.
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Figura 4 — Consumo, viabilidade celular e producao de etanol na fermentacao alcodlica
empregando xilose e glicose como fonte de carbono para a levedura BB 169

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Desta forma, as leveduras BB146, BB149 e BB169 podem ser consideradas
potenciais micro-organismos para o0 processo biotecnolégico de producdo de
etanol. As concentragdes de etanol obtidas no presente estudo sdo semelhantes as
reportadas na literatura cientifica. Silva et al. (2015), avaliaram a fermentacdo em
meio de cultura com xilose empregando as leveduras Starmerella meliponinorum e
Schizosaccharomyces pombe e obtiveram 0,63 e 2,7 g L™ de etanol, respectivamente.
No mesmo estudo, as cepas de leveduras Wickerhamomyces anomalus BB.10 e
FRP.04 produziram 0,50 g/L. Silveira (2014) avaliou o potencial fermentativo de 43
leveduras e verificou que apenas 5 cepas foram capazes de fermentar a xilose
a etanol, com uma producgéo de etanol variando de 0,13 a 0,36 g/L. Martins (2011)
avaliou 25 cepas de leveduras isoladas de flores e frutas e observou que apesar
de todas elas assimilarem a xilose em aerobiose (formacéo de biomassa), apenas 4
leveduras fermentaram a xilose a etanol, com concentrag¢des variando de 0,63 a 1,9
g/L de etanol.

3.2 Parametros cinético da fermentacdo em meio sintético

A Figura 5 apresenta os parametros cinéticos de produtividade, rendimento
e eficiéncia na fermentacéo alcéolica, empregando xilose e glicose como fonte de
carbono e as leveduras BB146, BB149 e BB169.

Pela Figura 5 é possivel observar que a levedura BB 149 apresentou uma
maior eficiéncia quando a xilose foi usada como fonte de carbono no processo
fermentativo, enquanto para as demais leveduras e eficiéncia foi maior para a
glicose. Esta diferenca pode estar relacionada com a maior produg¢do de etanol a
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Eficiéncia

partir de xilose apresentada pela levedura BB149. Em relacdo ao rendimento, paras

as leveduras BB 146 e BB169, a fonte de carbono na fermentagdo néo interferiu

nesse parametro cinético. Ja para a BB149, a xilose apresentou um maior rendimento

quando comparada com a glicose. A fonte de carbono nao interferiu na produtividade

volumétrica para as 3 leveduras avaliadas.

Os parametros cinéticos sao semelhantes aos reportados na literatura. Martins

(2011) obteve um rendimento em conversao de etanol a partir de glicose variando

de 0,09 até 0,17 g de etanol/g de xilose consumida, para 4 linhagens de leveduras

selvagens isolada de flores e frutos.
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Figura 5 - Parametros cinéticos de produtividade, rendimento e eficiéncia na fermentagéo
alcoolica empregando xilose e glicose como fonte de carbono e as leveduras A) BB146, B)

BB169 C) BB149

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019

41 CONCLUSAO

Nos ensaios de fermentagcéo alcoodlica as leveduras BB 146, BB149 e BB169
apresentaram potencial para serem utilizadas na produgcao de etanol, sendo que
as BB149 foi a que produziu maior concentracao de etanol e a BB 169 a menor
concentragéao.
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