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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar uma estratégia de fermentacdo em batelada sequencial com
reciclo celular para producéo de etanol. O processo foi realizado utilizando residuo de melancia
como substrato e a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 como microrganismo
fermentador. Os experimentos iniciais foram conduzidos para avaliar o potencial do residuo e do
microrganismo fermentador para producao de etanol. Os resultados demonstraram que a levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 tem potencial para producdo de etanol em substrato de
residuo de melancia, demonstrado pela eficiéncia de rendimento fermentativo de 95% em 9 h de
processo, pelo reduzido rendimento de glicerol, pela capacidade de propagacdo celular, pela
dispensa de suplementacdo com fonte de nitrogénio e, ainda, por apresentar capacidade
fermentativa similar a Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Na sequéncia, a estratégia fermentativa
de batelada sequencial com reciclo celular foi iniciada e conduzida ao longo de trinta ciclos. Os
resultados demonstraram a reducao de 6 h do tempo de fermentacédo apos seis ciclos fermentativos.
Além disso, a fermentacdo conduzida em batelada sequencial beneficiou a propagacdo celular,
destacando ainda 0 aumento em quatro vezes na produtividade. A capacidade de fermentacdo da
levedura foi mantida ao longo das trinta bateladas, com rendimentos superiores a 90% do
rendimento teoérico. A acdo de adaptacdo por pressdo seletiva foi avaliada pelo isolamento de
colbnias advindas do agrupamento celular do trigésimo reciclo, que ao serem expostas a diferentes
fontes de carbono apresentaram diferenca estatistica, destacando o consumo de glicose e xilose. A
utilizacdo de polpa de melancia residual como substrato para fermentacdo alcodlica em estratégia
de batelada sequencial com reciclo celular de uma levedura ndo convencional apresenta-se como
novidade neste estudo.

Palavras-chave: Reciclo celular. Rendimento fermentativo. Residuo de fruta.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate a sequential batch fermentation strategy with cell recycling for
ethanol production. The process was carried out using watermelon residue as a substrate and the
yeast Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 as a fermenting microorganism. The initial
experiments were conducted to evaluate the residue’s potential and the fermenting microorganism
for ethanol production. The results showed that the yeast Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2
has the potential for ethanol production on a watermelon residue substrate, demonstrated by the
efficiency of 95% fermentative efficiency in 9 h of process, the reduced glycerol yield, the cell
propagation capacity, and the dispensing supplementation with nitrogen source, and for presenting
fermentative capacity similar to Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Then, the sequential batch
fermentation strategy with cell recycling was initiated and conducted over thirty cycles. The results
showed a 6 h reduction in the fermentation time after six fermentation cycles. In addition, the
fermentation carried out in sequential batches benefited cell propagation, highlighting the fourfold
increase in productivity. The yeast fermentation capacity was maintained throughout the thirty
batches, with yields above 90% of the theoretical yield. The adaptation action by selective pressure
was evaluated by the isolation of colonies from the cell group of the thirtieth recycle, which when
exposed to different carbon sources showed a statistical difference, highlighting the consumption
of glucose and xylose. The use of residual watermelon pulp as a substrate for alcoholic fermentation
in a sequential batch strategy with cell recycling of an unconventional yeast is a novelty in this
study.

Keywords: Cell recycling. Ethanol yield. Fruit residue.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Fluxograma destacando as principais etapas realizadas neste trabalho........................ 13
Figura 2- Residuo de melancia in natura (a esquerda) e apos processamento (a direita).............. 14

Figura 3- Desempenho da producéo de etanol de Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 utilizando
PMP. *Letras minusculas iguais em mesmo composto nao apresentam diferenca estatistica entre si
pelo Teste de Tukey com nivel de confianga de 95% (Pvaior > 0,05)....c.cccoviiiiiiiiniiiiiieee 21

Figura 4 — Processo fermentativo em meio de polpa de melancia suplementado com ureia (0,3%)
(A) e extrato de levedura (0,3%) e peptona (0,5%) (B) utilizando a levedura Wickerhamomyces sp.
UFFS-CE-3.1.2. *Letras minusculas iguais em mesmo composto ndo apresentam diferenca
estatistica entre si pelo Teste de Tukey com nivel de confianga de 95% (pvaior > 0,05)................. 25

Figura 5 — Dados experimentais de concentracdo de acUcares totais, etanol e biomassa de seis
bateladas com a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 em sistema de reciclo celular. (A)
Primeiro (9 h), segundo (6 h) e terceiro (6 h) reciclo; (B) Quarto (6 h), quinto (6 h) e sexto (3 h)
=T [ [ TSRS 28

Figura 6 - Dados experimentais de concentracdo de acUcares totais, etanol e biomassa de trés
bateladas (10°, 20° e 30°) com a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2...........c.ccue....... 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resultados do processo fermentativo conduzido com a levedura Saccharomyces
cerevisiae CAT-1 utilizando suco de melancia como substrato, em comparagdo com os resultados
obtidos para a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 .........ccccooveiiiieiieie e 24

Tabela 2 — Comparacdo entre 0s processos sem e com adicdo de fontes de nitrogénio em meio
PMP em 9 h de fermentacdo alcodlica. * Letras mindsculas iguais em mesma coluna nao
apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com 95% (pvaior > 0,05) ....oovvveiviveriviiennn, 26

Tabela 3 — Parametros de producdo de etanol e diferenca de crescimento celular na fermentacéo
em batelada sequencial. *Letras mindsculas iguais em mesma linha ndo apresentam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey com 95% (Pvator > 0,05)......ccccviiiiiiiiiiiiiiii i 29

Tabela 4 — Consumo da fonte de carbono avaliado em meio sintético, utilizando cepas isoladas do
conjunto de biomassa do ultimo ciclo em batelada sequencial. *Letras minUsculas iguais em mesma
coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com 95% (pvator > 0,05). .......... 34



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt senans 9
202 | = 1 0 3T 12
2L OBIETIVO GERAL ..o teeteee sttt 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......cociiteieeeeeetieceseeeeisse s teses et se st ss s, 12
3MATERIAL E METODOS .......cooiietieeeieeiess et esisse st es s ss s ses s s s s s s sessnsensans 13
3.1 OBTENCAO DO RESIDUO ..ot ses st 14
3.2 MICRORGANISMO ..ottt sttt 14
3.3 MANUTENCAO DA LEVEDURA E PREPARO DO INOCULO.......c..cocevvrerrrrrrrereene. 15
3.4 MEIO FERMENTATIVO ..ottt 15
3.5 FERMENTACAO ALCOOLICA........cooieteeeeeeeeeeeeee e vessse s ss s 15
3.6 SUPLEMENTAGCAO DO MEIO FERMENTATIVO ..ot 16
3.7 FERMENTACAO EM BATELADA SUCESSIVA COM RECICLO DE CELULAS....... 16
3.8 EFEITO DO SISTEMA EM BATELADA SEQUENCIAL NAS CELULAS DA
LEVEDURA . ....ooetieeeteeeete et sttt st sa s sttt en s st st n st an s s aanensenes 17
3.8.1 Avaliacéo do processo fermentativo com redugdo da densidade celular..................... 17
3.8.2 Fermentacao em meio sintético com diferentes fontes de carbono ...........cc.cccvevvennnn, 17
3.9 ESTIMATIVA DA CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA........cooiieeeeeeeeirseeeeseneseninn, 18
3.10 PARAMETROS DE FERMENTAGCAO.........ciiiieiieeieeeveseseses e sesse s s ssnessenaesnans 19
3.11 METODOS ANALITICOS ..ottt ene e 19
3.12 ANALISE ESTATISTICA ..ottt es st 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oovieieieeiieeseeseee e seses st ssane st 21
4.1 FERMENTACAO ALCOOLICA COM A LEVEDURA Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-
30 25O 21
4.1.1 Fermentagao alcodlica do meio PMP com levedura industrial S. cerevisiae CAT-1....... 23
4.1.2 Influéncia da adigdo de fontes de nitrogénio ao Meio PMP .........ccccoeiveiiieienieieiee, 24

4.2 FERMENTACAO EM BATELADA SEQUENCIAL COM RECICLO DE CELULAS.... 27
4.3 AVALIACAO DAS CELULAS DA LEVEDURA APOS O RECICLO CELULAR EM

FERMENTAGAO BATELADA ...ttt ne s en s anessnes 33
B CONCLUSODES. ..o oo e e et e e e e e e s et e e et er e e e e et e eer e 35
REFERENGCIAS ..o e ettt e e et e e et e e et e e e s e e s et e e et e e e s e e es et e e e e e esste s e e e esaaens 36

ANEXO A- PRODUCOES CIENTIFICAS DURANTE O PERIODO DO MESTRADO
(2019-2021) VINCULADAS AO TEMA DA DISSERTACAO.......oooveeoeereeeeeeeeereceeeseerereenen 38



1 INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos tem aumentado globalmente devido a uma serie de fatores como
0 crescimento populacional, econémico e principalmente por falhas durante a cadeia de
abastecimento e consumo alimentar (Pramanik et al., 2019). A geragdo destes residuos tornou-se
um tépico muito discutido pelo poder publico e érgdos de grande influéncia mundial, como a ONU
(Organizacdo das Nacdes Unidas) e FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations). Consequentemente, estas questdes se tornaram foco de pesquisas que abordam seguranca
alimentar, protecdo ambiental e valorizacéo de residuos.

Frutas e vegetais estdo entre os alimentos com maior indice de perdas na cadeia produtiva,
gerando impactos econémicos, ambientais e sociais. A ONU designou 2021 como o Ano
Internacional das Frutas e Vegetais, buscando chamar atencédo para a problematica do desperdicio
e da perda destes alimentos e por inovacgdes tecnoldgicas que objetivem minimizar as questdes
ambientais atreladas a estes fatores (ONU, 2021).

A geracdo destes residuos precisa ser evitada, reduzida, processada e reciclada para que
seja possivel desenvolver uma economia circular em um mundo de rapido aumento populacional e
expansao urbana. A exploracdo de tecnologias de aplicacdo de perdas ndo evitaveis de alimentos
oferece uma oportunidade para mitigacdo de impactos ambientais. Uma estratégia possivel é a
utilizacdo na cadeia de producdo de biocombustiveis visando a reducdo na demanda por
combustiveis fosseis e de emissdo de gases do efeito estufa (Karthikeyan et al., 2018).

Os residuos de frutas sdo ricos em carboidratos e minerais, e tém altos teores de aclcares
fermentesciveis, podendo ser aplicados como matéria-prima na producdo de biocombustiveis.
Surge assim uma estratégia para o gerenciamento de residuos do setor e para a valorizacdo das
perdas de alimentos ndo apropriados para o consumo (Evcan e Tari, 2015; Hegde, Lodge e Trabold,
2018).

Dentre as frutas com maior perda nas colheitas e com potencial de aproveitamento integral
ainda pouco explorado, a melancia (Citrullus lanatus) € uma cultura desenvolvida principalmente
em regides tropicais com uma producdo global de 103 milhGes de toneladas no ano de 2018
(FAOSTAT, 2020). Estima-se que cerca de 20% da colheita anual ndo seja comercializada devido
a imperfei¢des na superficie ou deformidades, permanecendo na lavoura (Fish, Bruton e Russo,
2009). Além disso, um grande percentual é descartado nos locais de comercializagdo por

amadurecimento excessivo, manchas na superficie, regiGes esbranquigadas e amassamentos.
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Considerando o cenario brasileiro, com producdo de 2 milhdes de toneladas no ano de 2018
(FAOSTAT, 2020), as perdas sdo de aproximadamente 400 mil toneladas. A utilizagdo de residuos
de melancia como substrato na producdo de etanol pode fornecer uma alternativa para o acumulo
deste residuo nas lavouras e valorizar economicamente as frutas ndo adequadas para
comercializac¢do, sendo uma matéria-prima alternativa de baixo custo econdémico.

Ainda ha poucas informac6es disponiveis sobre producéo de etanol utilizando residuos de
alimentos em que 0 processo esteja otimizado, possua alto rendimento e tempo de fermentacéo
relativamente curto, que despertem o interesse econébmico para adequacdo e incorporacdo de
plantas industriais. Para garantir o aumento na matriz energética faz-se necessario que 0 processo
possa ser ampliado até atingir o nivel comercial, com sistemas fermentativos bem estabelecidos e
otimizados, rendimentos elevados a produtos de interesse e microrganismos altamente adaptados
ao meio (Bonatto et al., 2020).

Os microrganismos fermentadores sdo uma parte crucial na producdo de etanol, e em
escalas industriais este processo é geralmente realizado por leveduras, sendo as cepas de
Saccharomyces tradicionalmente utilizadas, devido a elevada eficiéncia e tolerancia a etanol
(Souza et al., 2018; Zabed et al., 2014). Ainda assim, muitos pesquisadores exploram e
caracterizam diferentes espécies de leveduras que possuam caracteristicas relevantes, iguais ou
superiores as encontradas em espécies de Saccharomyces, como maior tolerancia a inibidores e a
elevadas temperaturas e concentracdo de substratos.

Muitas espécies ja foram isoladas de diferentes ambientes, e apresentam-se como um
recurso ainda pouco explorado, oferecendo inovacdo aos processos fermentativos estabelecidos
(Nandal, Sharma e Arora, 2020). Cepas ndo convencionais podem apresentar caracteristicas
interessantes para processos industriais, independente do organismo modelo Saccharomyces
cerevisiae, sendo de interesse cientifico a exploracdo de recursos bioldgicos que permitam
vislumbrar o desenvolvimento de novas estratégias fermentativas.

Recentemente, uma nova especie de levedura Wickerhamomyces foi isolada de amostras de
madeira em decomposicdo e apresentou potencial para fermentar hidrolisado de cana de agucar a
etanol na presenca de inibidores (Bazoti et al., 2017). Essa mesma espécie foi avaliada para
processo baseado no uso de dgua do mar e efluente de camardo utilizando residuos de mamao
(Carica papaya), no qual demonstrou capacidade fermentativa na presenca de altas concentracfes
salinas e inibidores (Bonatto et al., 2021). Sendo assim, por ser uma levedura ainda pouco
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explorada, estudos que visem diferentes substratos e sistemas de fermentacao séo interessantes para
avaliar os potenciais desta cepa para producgéo de etanol.

Neste cenario, destaca-se a relevancia deste estudo na area de desenvolvimento de
biotecnologias com potencial para expandir as matrizes energéticas, dando énfase a processos
ambientalmente sustentiveis e com viabilidade de escalonamento. A exploracdo da levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 em sistema de batelada sequencial para producdo de etanol,
juntamente com o potencial de utilizacdo de uma biomassa ainda pouco explorada, como residuo

de polpa de melancia, apresentam os elementos de novidade deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial do residuo polpa de melancia processado como substrato na producéo
de etanol pela levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2, bem como o reciclo celular e o

comportamento de tal levedura no processo fermentativo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a capacidade fermentativa da levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 para
producdo de etanol utilizando o residuo polpa de melancia, baseado na comparacdo do processo
realizado com a levedura S. cerevisiae CAT-1.

- Investigar os efeitos da suplementacdo do meio fermentativo para a levedura Wickerhamomyces
sp. UFFS-CE-3.1.2.

- Avaliar o potencial de reciclo celular e a capacidade fermentativa da Wickerhamomyces sp.

UFFS-CE-3.1.2 em sistema de fermentag&o em batelada sequencial.
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 1 apresenta esquematicamente o desenho experimental realizado neste estudo
relacionado ao desenvolvimento de um bioprocesso para producdo de etanol utilizando residuo de
polpa de melancia e uma nova espécie de levedura do género Wickerhamomyces. Apos a extracao
da polpa da melancia utilizada como substrato no processo, diferentes configuracdes de
fermentacdo foram conduzidas: com o meio bruto (apenas polpa de melancia) e suplementado com
ureia e extrato de levedura + peptona. Além disso, experimentos adicionais com a levedura
Saccharomyces cerevisiae CAT-1 foram conduzidos para analise e comparacdo com os resultados
obtidos para Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. Posteriormente, baseado nos resultados da
primeira etapa, a fermentacdo em batelada sequencial com reciclo celular foi conduzida. Ao final,
experimentos utilizando as células da levedura apds os reciclos foram realizados visando elucidar

algumas observacdes realizadas durante o processo.

Residuo de . FExiragioda ____ S;bstrato para
melancia B polpa ermel}tggao
LE. alcoolica

R

Fermentacio em
Meio batelada sequencial
fermentativo

Separagdo das Etanol
células do mosto
Microrganismo
Ce ( ----- - Fermentagio
) ‘ alcodlica Pellet de células
Wickerhamomyces sp. 4 i
FFS-CE-3.1.2 x
UFFS-CE-3 | Suplementagiio Ressuspensao das
'~ - com ureia e extrato ce}ulas 110 me1o
Expcerimento adicional de levedura fermentativo

comparativo

o\ Succharomyces
5 cerevisiae CAT-1
Células de levedura da
/£ fermentagiio em
=== bhatelada sequencial

1- Diferentes ostratégias no preparo do indeulo; CJ
2- Aplicacdo em diferentes fontes de carbono

Figura 1- Fluxograma destacando as principais etapas realizadas neste trabalho
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3.1 OBTENGCAO DO RESIDUO

Os residuos de melancia foram gentilmente cedidos por um mercado local da cidade de
Erechim, RS, Brasil. Os residuos seriam encaminhados para descarte em aterro sanitario por
estarem inapropriados para o consumo, sendo pelo amadurecimento excessivo ou alteracdes na
superficie da fruta. As amostras coletadas foram transportadas e imediatamente processadas
(Figura 2).

A polpa do residuo foi separada das demais partes e processada em liquidificador industrial.
O liquido proveniente do processamento foi armazenado em frascos de polietileno e mantido sob

refrigeracdo (-60 °C) até a utilizac&o.

Figura 2- Residuo de melancia in natura (& esquerda) e ap6s processamento (a direita).

3.2 MICRORGANISMO

A principal levedura utilizada neste estudo foi a Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2,
isolada de amostras de madeira em decomposicdo coletadas nas matas do Campus Chapecé da
Universidade Federal da Fronteira Sul (SC, Brasil). A cepa da levedura foi identificada conforme
descrito no estudo de Bazoti et al.,, 2017 (NUmero de acesso ao GenBank: MF538579 e
MF538580). Adicionalmente, para efeito de comparacdo, foi utilizada a linhagem industrial de
Saccharomyces cerevisiae CAT-1, uma cepa industrial cedida pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC, S&o Paulo, Brasil) considerada organismo modelo para producdo de etanol
(Basso et al., 2008).
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3.3 MANUTENCAO DA LEVEDURA E PREPARO DO INOCULO

A manutencdo da levedura foi realizada em meio YPD (1% extrato de levedura, 2%
peptona, 2% glicose, 2% &gar) e o armazenamento da cultura estoque foi feito a 4 °C. O repique
para reativacdo celular e preparo do inoculo foi realizado em 10 mL de meio YPD em é&gar
inclinado, mantidos a 30 °C durante 72 h em estufa incubadora BOD (Solab Cientifica® 200). Apds
o0 periodo de crescimento, as células foram transferidas para 10 mL de YPD liquido e mantidas em
BOD durante 24 h a 30 °C.

Para preparo do inéculo, o meio YPD foi separado das células de levedura por centrifugacao
(Nova Técnica® NT815) a 805 RCF (Relative Centrifugal Force) a 4 °C durante 10 min. O pellet
de células foi utilizado como indculo da fermentacéo alcodlica. A contagem de células e estimativa
de viabilidade celular foi realizada no inicio das fermentac6es alcodlicas por microscopia éptica

em camara de Neubauer (com aumento de 40x) utilizando corante azul de metileno.

3.4 MEIO FERMENTATIVO

O liquido resultante da polpa de melancia processada (PMP) foi utilizado como meio
fermentativo, sem quaisquer suplementacdes. Para o preparo do meio fermentativo, o liquido foi
filtrado em papel filtro Whatman n° 1 para reducdo da concentracdo de sélidos insoluveis.
Posteriormente, 200 mL do meio filtrado foram colocados em Erlenmeyers e o material foi
autoclavado (15 min, 121 °C, 1 atm) e resfriado a temperatura ambiente.

3.5 FERMENTACAO ALCOOLICA

O processo fermentativo foi iniciado pela ressuspensdo do pellet de células da levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 no meio fermentativo estéril. A massa celular ressuspensa
correspondeu a um indculo inicial de 10° cél. mL™. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers
de 500 mL contendo 200 mL de caldo fermentativo incubados em agitador orbital (New Brunswick
Scientific, Innova® 42) em 80 rpm a 30 °C durante 24 h (Bazoti et al., 2017). As amostragens foram
realizadas a cada 3 h durante 12 h de fermentacdo e ap6s uma amostragem foi realizada em 24 h,
para quantificacdo da concentracdo de etanol, glicerol e agucares determinados por Cromatografia

Liquida de Alta Performance (HPLC), conforme descrito na se¢do 3.11. Para estimar a
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concentracdo da biomassa foram realizadas medidas de densidade dptica a 600 nm e avaliado
conforme descrito na se¢do 3.9. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O procedimento experimental foi conduzido de maneira idéntica ao descrito para a levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 utilizando a cepa Saccharomyces cerevisiae CAT-1 visando

comparar o comportamento da levedura ndo convencional e da levedura industrial.

3.6 SUPLEMENTACAO DO MEIO FERMENTATIVO

A fermentacdo foi realizada utilizando a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2
com concentracdo celular inicial de 10° cél. mL™ e foi conduzida em Erlenmeyers de 500 mL
contendo 200 mL de meio fermentativo. O meio PMP foi utilizado como Unica fonte de carbono e
a suplementacéo foi realizada em dois sistemas: (I) com adi¢&o de ureia em uma concentracao de
0,3% (m vY); (1) com adicéo de extrato de levedura e peptona, em uma concentragdo de 0,3% e
0,5% (m v1), respectivamente (Raposo et al., 2017). As amostras foram incubadas em agitador
orbital (New Brunswick Scientific, Innova® 42) em 80 rpm a 30 °C durante 24 h (Bazoti et al.,
2017). Os resultados sdo apresentados em termos de concentracdo de agUcares, etanol e glicerol

quantificados por HPLC, e foi realizada a estimativa da biomassa por densidade 6ptica a 600 nm.

3.7 FERMENTACAO EM BATELADA SUCESSIVA COM RECICLO DE CELULAS

A fermentagdo em batelada sucessiva foi realizada em Erlenmeyers (500 mL) com 200 mL
de meio fermentativo, preparado conforme descrito previamente, e incubado em agitador orbital
(New Brunswick Scientific, Innova® 42) a 80 rpm e 30 °C (Bazoti et al., 2017). Apés cada
fermentacdo, o meio fermentado foi centrifugado a 805 RCF, 4 °C durante 10 min, para
precipitacdo celular. O sobrenadante (caldo fermentado) foi separado das células que foram
ressuspensas em meio fermentativo estéril para reiniciar a fermentagdo. Este procedimento de
centrifugacdo e ressuspensdo foi realizado no reinicio de cada ciclo. Durante o processo
fermentativo foram realizadas quantificagdes da concentracdo de etanol, glicerol e acglcares por
HPLC. Foi realizada a contagem das células viaveis para cada inicio de fermentacdo e medida de
densidade dptica (600 nm) para estimativa da biomassa. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
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3.8 EFEITO DO SISTEMA EM BATELADA SEQUENCIAL NAS CELULAS DA LEVEDURA

Com a reducdo do tempo de fermentacdo durante o processo em batelada sequencial e
aumento da densidade celular (~10°cél mL™), uma investigacdo adicional foi conduzida utilizando
as células de levedura do ultimo reciclo para avaliacdo da fermentacdo alcodlica pela reducédo da
densidade celular para 10° cél mL™. Uma segunda estratégia experimental foi realizada, na qual
processos fermentativos com meios sintéticos foram conduzidos utilizando diferentes fontes de
carbono e como inéculo foram utilizadas oito colénias derivadas do agrupamento celular do altimo

reciclo.

3.8.1 Avaliacao do processo fermentativo com redugédo da densidade celular

Uma investigacdo adicional foi realizada com as células da levedura apés o ultimo reciclo
celular. Para tal, ao finalizar o processo de batelada sequencial as células foram separadas do mosto
fermentado por centrifugacio (Nova Técnica® NT815) a 805 RCF, 4 °C durante 10 min. Na
sequéncia, as células do ultimo reciclo foram reintroduzidas em 200 mL de meio PMP, apenas com
reducdo da densidade celular.

A fermentacéo foi iniciada com indculo de 10® cél mL™, preparado pela ressuspensio de
uma aliquota da biomassa centrifugada apds a Gltima batelada. O meio fermentativo foi preparado
conforme secdo 3.4, e as condi¢Oes experimentais foram realizadas conforme se¢éo 3.5. O processo
foi avaliado por 24 h, e as amostras foram quantificadas em termos de acgucares, etanol e glicerol
utilizando HPLC.

3.8.2 Fermentagdo em meio sintético com diferentes fontes de carbono

Ao final dos reciclos as células foram transferidas para uma placa de petri com meio YPD
utilizando a técnica de esgotamento de indculo para separar col6nias. Apos crescimento por 48 h a
30 °C, oito coldnias foram separadas por processo de repique para placas com YPD para aumento
da quantidade de células (72 h, 30 °C). Posteriormente, as oito colonias foram avaliadas para
diferentes fontes de carbono visando comparar com o desempenho das celulas da levedura em
estoque.

As coldnias isoladas foram repicadas para meio YPD (2% glicose), YPF (2% frutose), YPS
(2% sacarose), YPX (2% xilose) e YPG (2% glicerol) e foram mantidas durante 72 h a 30 °C.
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Posteriormente, o indculo foi preparado transferindo as células para meio YP liquido (sem &gar),
com a respectiva fonte de carbono durante 24 h a 30 °C.

O inoculo respectivo de cada fonte de carbono foi adicionado ao meio fermentativo em
relagdo de 10% (v v'). O meio para o processo fermentativo foi preparado com uma unica fonte
de carbono (glicose, frutose, sacarose, xilose ou glicerol) com concentragdo de 5% (m v?)
(Yamakawa et al., 2020). O procedimento experimental foi realizado em Erlenmeyers (125 mL)
com 25 mL de meio fermentativo composto, além da fonte de carbono, por 3 g L™ de extrato de
levedura, 5 g L fosfato de aménio ((NH4).HPOQ4), 3 g L fosfato de monopotassio (KH2POa) e
0,05 g L sulfato de magnésio (MgSQ4.7H20) (Yamakawa et al., 2020).

As amostras foram mantidas em agitador orbital (New Brunswick Scientific, Innova® 42)
a 30 °C, 80 rpm durante 24 h, sendo amostrado ao inicio (0 h) e ao final (24 h) do processo
fermentativo. O experimento foi realizado em triplicata, e a amostras foram quantificadas em

HPLC. Os resultados sdo apresentados em termos de consumo da fonte de carbono (%).

3.9 ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA

Para estimar a concentracdo de biomassa nos processos fermentativos foi elaborada uma
curva de calibracdo de densidade dptica (600 nm) versus concentracdo de células em termos de
massa seca (g L™1). Quatro suspensdes concentradas de células de levedura preparadas de mesma
maneira foram utilizadas para este procedimento. Sendo assim, a levedura estoque foi repicada
para meio YPD so6lido e mantida em crescimento durante 72 h. Posteriormente, transferidas para
YPD liquido. Trés das amostras de suspensdo celular foram filtradas em cadinho de vidro tipo
Gooch (50 mL) com filtro de fibra de vidro 22 pum previamente seco (105 °C por 24 h) e pesados.
Apos a filtragem, as trés amostras foram secas a 65 °C em estufa de circulacdo de ar até massa
constante e transferidas para dessecador para atingir temperatura ambiente. As amostras foram
pesadas para estimar a massa celular (g L™). A concentracdo da amostra de suspensdo de células
ndo filtrada foi estimada pela massa seca quantificada na triplicata. Com concentragéo estimada, a
amostra ndo filtrada foi utilizada em diferentes diluicdes que foram lidas em espectrofotdmetro
UV-Vis em 600 nm. A curva de calibracdo (Equacéo 1) foi validada com faixa de densidade Optica
de 0,08 a 0,7 (R20,99).

Células (g L)=0,5034*0D
(Equacéo 1)
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3.10 PARAMETROS DE FERMENTACAO

A determinacdo do rendimento fermentativo (Ypss), produtividade de etanol (pe),
rendimento de biomassa (Yxss), eficiéncia de fermentagdo em termos de rendimento teérico maximo
(me) e coeficiente de rendimento de biomassa em etanol (Yex) foram calculados, conforme
equagdes abaixo. Sendo, EtOH, a concentragdo de etanol produzida (g L™), Sre S, as concentracdes
final e inicial de substrato (g L), X; e X, refere-se a concentracio celular (g L) e t corresponde

ao tempo de fermentacdo (h) (Shuler, Kargi, 2002).

s (g) _ (EtOH,)

g B (Sf'so)
(Equacéo 2)
Y
1 ()= 2100
(Equacéo 3)
(g) — (Xf' Xo)
Yi\g) T (5180
(Equacéo 4)
gy EtOH,,
Pg (ﬂ) St
(Equacéo 5)
v (g)_(EtOHp)
e (XX,
(Equacéo 6)

3.11 METODOS ANALITICOS

A quantificacdo dos agucares totais, etanol e glicerol das amostras de fermentacdo foram
determinados por HPLC, utilizando um cromatégrafo Shimadzu equipado com detector de indice
de refracio RID-10A, operado com coluna Aminex® Biorad HPX-87H, utilizando fase movel de
acido sulftrico (H2S04) 0,005 mol L™, modo isocratico, volume de injecdo de 20 uL, vazio de 0,6
mL min™ e temperatura de 45 °C. A fase movel foi preparada utilizando H2SO4 (Sigma-Aldrich)

na concentracéo adequada (0,005 mol L), filtrada a vacuo em membrana 0,45 pum, e degaseificada
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em banho ultrassénico (UNIQUE USC-1800A) por 40 minutos. Para quantificar os aglcares das
amostras de fermentacéo utilizando a coluna Aminex® Biorad HPX-87H foi necessario realizar
hidrolise das amostras com enzima invertase (Sigma-Aldrich, EUA), sendo este procedimento
necessario para evitar que ocorresse a hidrolise catalisada pelo eluente (H2SO4) das ligacGes de
glicose-frutose durante o tempo das inje¢cbes no cromatografo (Fish, Bruton e Russo, 2009). A
hidrélise enzimatica foi realizada com 200 pL de amostra e 200 L de enzima invertase a 50 °C
durante 30 min. A atividade enzimatica foi determinada utilizando sacarose como substrato, e 0
produto da hidroélise foi quantificado por método padrao utilizando p-hidroxibenzohidrazida 0,5%.
Apos a hidrolise, as amostras foram preparadas para quantificagdo em HPLC.

O preparo das amostras foi realizado pela diluicdo (1:10) em fase moével e filtradas em
membrana de acetato de celulose de 25mm e 0,45 um de tamanho médio de poros (Millipore®). A
concentracdo dos compostos foi determinada por curvas de calibracdo construidas utilizando

reagentes padrdo (Sigma-Aldrich) para HPLC.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Analise de variancia (ANOVA),
efeitos e comparacdo de médias (Teste de Tukey) foram realizadas utilizando um nivel de confianga
de 95% (pvalor < 0,05)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FERMENTACAO ALCOOLICA COM A LEVEDURA Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-
3.1.2

O meio PMP apresentou concentragdo de actcares totais de 76,89 + 2,32 g L%, sendo trés
acucares majoritarios: glicose e frutose (monossacarideos) e sacarose (dissacarideo). Estes sdo 0s
principais agUcares utilizados como substratos na fermentacéo, o que favorece a converséo a etanol
pela levedura pela assimilacéo facilitada. O perfil experimental da producdo de etanol pela levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 durante a fermentacdo do meio PMP sdo representados na
Figura 1. Os resultados sdo expressos em termos de agUcares totais, etanol, glicerol e biomassa.

A maior producio de etanol (35,06 + 0,71 g L) foi obtida apds 9 h, resultando em um
rendimento fermentativo de 0,496 + 0,035 g g™. Apds 9 h, a producéo de etanol, consumo de
acucares e producdo de glicerol estabilizaram, ndo apresentando diferenca estatistica entre as

amostragens apos este periodo (pvator > 0,05).
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Figura 3- Desempenho da producdo de etanol de Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 utilizando PMP. *Letras
minUsculas iguais em mesmo composto ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo Teste de Tukey com nivel
de confianca de 95% (pvator > 0,05).
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Os resultados evidenciam que a concentracdo de agucares diminui rapidamente entre 3 h e
9 h a medida que o etanol € produzido. Com base no teor de aglcares, o0 processo fermentativo
atingiu 95 + 1,97% do rendimento tedrico em 9 h.

O crescimento da levedura no meio aumentou rapidamente, acompanhando a reducdo do
teor de agucares e aumento da concentracdo de etanol, e estabilizando ap6s 12 h de fermentagé&o.
Este aumento acentuado de células é esperado em operacéo de sistema batelada, em que as células
apresentam alta taxa de crescimento e baixa taxa de manutencdo da biomassa (Shuler, Kargi, 2002).
Interessante observar que o aumento da densidade celular ocorre rapidamente logo nas primeiras
horas de fermentacéo, estando em 3,80 +0,03g L em0he5,05+0,09 g L™ em 3 h. Este resultado
evidencia que o periodo de adaptacdo das células no meio PMP foi curto, resultante da elevada
densidade celular e pela presenca de altas concentracdes de mono- e dissacarideos facilmente
assimilaveis pelas células, acarretando rapida adaptacao pela regulacédo dos processos metabélicos.
Em escala industrial é desejavel que a fase de adaptacdo das células seja a menor possivel, o que
pode tornar ainda mais vantajoso o uso de meio PMP.

Os dados de fermentacgdo obtidos sao relevantes, principalmente considerando os esforcos
recentes de caracterizacdo e avaliacdo de leveduras do género Wickerhamomyces isoladas de
diferentes ambientes. Esta levedura tem apresentado resultados interessantes para producdo de
etanol, o que tem despertado interesse e aumentado os estudos relacionados. Em hidrolisado de
residuo industrial de cana-de-agucar a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 tolerou altas
concentracdes de acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (Bazoti et al., 2017). Em estudo
sequencial e complementar com a mesma levedura, constatou-se que o ajuste de pH em 7,0
favoreceu a conversdo dos acUcares a etanol e foi favoravel a levedura para consumo de xilose,
com consequente aumento do rendimento fermentativo (Bonatto et al., 2020). A levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 apresentou resultados promissores em sistemas baseados
em agua do mar e efluente de camardo utilizando residuos de mamao papaia (Carica papaya) como
substrato (Bonatto et al., 2021). Qutras cepas de Wickerhamomyces apresentaram elevados
rendimentos e caracteristicas importantes para o desenvolvimento de processos robustos de
fermentagdo alcoolica, como Wickerhamomyces anomalus X19 que utilizando substrato de seiva
de tamareira apresentou rendimento de etanol de 90% em relagdo ao maximo tedrico (Atitallah,

Ben et al., 2020). Neste cenério, fica evidente a colaboracdo deste estudo para 0s avangos nas
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pesquisas referentes a esta levedura ao utilizar um substrato pouco explorado e um microrganismo
com elevado potencial fermentativo que apresentou eficiéncia fermentativa superior a 95%.

O perfil de producéo de glicerol também foi avaliado e observou-se um aumentou gradativo
no mesmo periodo em que ocorreu decréscimo dos acucares e producdo de etanol, atingindo
3,10+ 0,11 g Lt em 9 h. A avaliacéo da presenca de glicerol em sistemas de producao de etanol é
relevante por ser o segundo maior subproduto de fermentacdo alcodlica em processos industriais
com S. cerevisiae e esta diretamente relacionada ao balango redox da célula, podendo afetar o
desempenho da producéo de etanol (Gutierrez, 1991; Wang et al., 2020). Dependendo da matéria-
prima e do processo, a biossintese de glicerol pode consumir de 4 a 10% da fonte de carbono
biodisponivel durante a fermentacdo, sendo uma questao importante e significativa na inddstria de
etanol (Wang et al., 2020). Portanto, a producdo de glicerol apresentada foi menor que 4% da
concentracdo de acUcares disponiveis, estando menor do que o esperado para 0 processo.

A concentracao residual de agUcares ao final da fermentacéo foi de 7,26% da inicial, sendo
que ndo houve diferenca estatistica (pvaior > 0,05) nas concentracGes de aglcares e de etanol apds
as 9 h de processo, evidenciando que a fermentacao alcodlica poderia ser cessada. Sendo assim,
em experimento posterior, considerou-se o final da fermentacdo alcodlica 0 momento em que a

concentracdo de agucares totais era igual ou inferior a 7% da concentracdo inicial.

4.1.1 Fermentacdo alcoolica do meio PMP com levedura industrial S. cerevisiae CAT-1

O processo fermentativo foi conduzido para a levedura S. cerevisiae CAT-1, uma cepa
industrial com elevada capacidade fermentativa e organismo modelo para producéo de etanol. Esta
etapa adicional foi realizada objetivando comparar o desempenho da levedura ndo convencional
Wickerhamomyces sp. UFFS CE-3.1.2 em relacdo a uma levedura adaptada a sistemas industriais.
Na Tabela 1 sdo apresentados resultados comparativos aos obtidos para a levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2.
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Tabela 1 — Resultados do processo fermentativo conduzido com a levedura Saccharomyces cerevisiae CAT-1
utilizando suco de melancia como substrato, em comparagdo com os resultados obtidos para a levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. * Letras minUsculas iguais em mesmo composto ndo apresentam diferenca
estatistica entre si pelo Teste de Tukey com nivel de confianca de 95% (pvaior > 0,05)

Concentragao Producdo de etanol
inicial de - )
Levedura aclicares Tempo de Concentragao Rendimento
(g LY fermentacao (h) (gL? (9g?)
Wickerhamomyces sp.
UFFS-CE-3.1.2 76,89 + 2,32 9 35,06+ 0,71 0,492+ 0,05
Saccharomyces 68,44° £ 3,29 9 3325°+023  054°%0,03

cerevisiae CAT-1

Os dados experimentais demonstram que em um mesmo tempo de fermentagdo e com
rendimento pouco menor a levedura ndao convencional (Wickerhamomyces sp. UFFS CE-3.1.2)
apresentou um desempenho fermentativo comparavel ao obtido para uma cepa industrial. Este fator
amplia possibilidades de estudos futuros em co-cultura para as cepas avaliadas e evidencia o
potencial industrial da levedura Wickerhamomyces sp. UFFS CE-3.1.2. Ambas as leveduras

apresentaram boa adaptabilidade ao substrato e comportamento fermentativo similar.

4.1.2 Influéncia da adicéo de fontes de nitrogénio ao meio PMP

A fim de testar a influéncia da adicéo de fontes de nitrogénio na producdo de etanol pela
levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 no meio PMP, foram realizados experimentos em
batelada adicionando extrato de levedura + peptona e ureia, separadamente. Na Figura 4 sdo
apresentados os resultados do processo fermentativo para ambas as condigdes.

A adicéo de fontes de nitrogénio ndo afetou o tempo de fermentagdo, mantendo-se em 9 h
a maxima concentracdo de ambos 0s processos. Entretanto, a producdo de etanol, rendimento
fermentativo e a concentracdo de biomassa no meio foram afetadas de maneiras diferentes. Dados

adicionais a Figura 4 sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 4 — Processo fermentativo em meio de polpa de melancia suplementado com ureia (0,3%) (A) e extrato de
levedura (0,3%) e peptona (0,5%) (B) utilizando a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. *Letras mindsculas
iguais em mesmo composto nao apresentam diferenca estatistica entre si pelo Teste de Tukey com nivel de confianca

de 95% (pvator > 0,05).
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Tabela 2 — Comparacao entre os processos sem e com adicdo de fontes de nitrogénio em meio PMP em 9 h de
fermentacdo alcodlica. * Letras mindsculas iguais em mesma coluna ndo apresentam diferenga estatistica pelo teste
de Tukey com 95% (pyaior > 0,05)

, Eficiéncia
. AcUcares Etanol Ypis : Ypix
Condicao fermentativa
¢ (LY (gL CI) (%) CIp)
PMP 76,892 +232 3506%+0,71 0,49°+ 0,05 95,17 0,0522 + 0,01
PM('; ;;:)re'a 87.260+323 322154214 039 +0,04 72.38 0,028 + 0,02

PMP + Extrato de
levedura (0,3%) e 87,11°+1,60 36,32°+0,68 0,43°+0,01 81,59 0,053+ 0,01
peptona (0,5%)

O consumo de agucares foi afetado pela adi¢do de extrato de levedura e peptona, resultando
na absorcdo de 96% da concentracao inicial de agucares, em contrapartida a 93% no processo sem
adicdo de nitrogénio (Figura 3). O aumento da biomassa também foi afetado positivamente na
presenca de extrato de levedura e peptona, sendo observado aumento de 4,43 +0,22gLtem 9 h
de processo fermentativo, 1,2 vezes maior que 0 aumento observado para o meio sem adi¢do de
nitrogénio (ver Yp/x em Tabela 2). Estes fendmenos podem estar atrelados a assimilagdo metabdlica
do extrato de levedura e da peptona, que sdo fontes com alto teor de aminoacidos, como o glutamato
(Yueetal., 2012). A maior absorcao de actcares também pode ser resultante da presenca de extrato
de levedura. Este resultado corrobora com o observado por Atitallah et al. (2020) que evidenciou
aumento da absorcao de sacarose na presenca de extrato de levedura.

Entretanto, mesmo observando a reducdo da concentracdo de glicerol no processo com
adicéo de extrato de levedura e peptona, ndo houve aumento do rendimento fermentativo (Tabela
2). Isso pode ter ocorrido porque o meio fornecido para a levedura foi favoravel para aumentar a
taxa de crescimento e reduzir a energia para uso direto na biossintese dos carboidratos.
Considerando que a combinacdo de fontes de carbono e nitrogénio equilibradas possibilita que vias
metabolicas mais complexas, e consequentemente mais lentas, sejam favorecidas, resultando em
aumento de massa celular, e ndo necessariamente na formacdo de produtos de metabolismo
fermentativo, como etanol (Shuler, Kargi, 2002). Esta hipotese é sustentada pelos dados
experimentais de maior consumo de agucares, aumento da massa celular, reducdo do teor de

glicerol e menor rendimento fermentativo.
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Em se tratando da adicdo de ureia, ndo foram observadas altera¢ées no consumo de aglcares
em comparagdo com o meio sem adi¢do de nitrogénio. Entretanto, a adi¢do de ureia prejudicou o
processo fermentativo, reduzindo a concentragdo de etanol (32,21 + 2,14 g L), atingindo 72,38%
do rendimento teorico, aumentando a producéo de glicerol e reduzindo a sintese de biomassa (ver
Yrix em Tabela 2). Pressupde-se que a concentracao de ureia possa ter afetado o balango redox da
célula, o que pode ter resultado na desregulacdo osmatica e consequente aumento da concentracao
de glicerol (Gutierrez, 1991). O fato de a ureia ndo ter se apresentado como uma fonte de
suplementacdo adequada para a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 corrobora com
dados recentemente publicados por Bonatto et al. (2021), que mostrou que a suplementagédo de
ureia em um meio fermentativo composto por residuos de mamé&o papaia (Carica papaya) afetou
negativamente a fermentacéo alcoolica.

Os resultados mencionados demonstram que a utilizacdo de fonte de nitrogénio ndo é
necessaria no meio PMP. Pode-se inferir a partir deste fato que concentracdes suficientes de
aminoacidos livres estdo presentes no meio, e representam fator relevante para a economia do
processo. Essa constatacdo corrobora com resultados apresentados por Fish, Bruton e Russo (2009)
gue constataram a presenca de nitrogénio amino livre em suco de melancia, que apesar de
apresentar variagdo a depender do cultivar, foram essenciais para o desempenho do processo
fermentativo utilizando a levedura S. cerevisiae (Ethanol Red™). Sendo assim, para experimentos
posteriores, o meio PMP foi utilizado como Unica fonte de nutriente para a levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS.CE.3.1.2.

4.2 FERMENTACAO EM BATELADA SEQUENCIAL COM RECICLO DE CELULAS

A fermentagdo em batelada sequencial com reciclo celular foi conduzida durante 30 ciclos.
Ao final de cada processo as células de levedura foram separadas do caldo fermentado e reinseridas
em novo meio fermentativo. A duracdo dos ciclos de fermentagdo variou ao longo dos
experimentos e foi cessada quando a concentracdo de agUcares totais era igual ou inferior a 7% da
inicial. Sendo assim: (1) o primeiro ciclo foi finalizado em 9 horas de fermentacéo; (I1) do segundo
ao quinto ciclo a fermentacdo foi cessada em 6 horas; e (Ill) do sexto ao trigésimo ciclo a
fermentacdo foi conduzida por 3 horas. Os resultados desse processo sao apresentados nas Figura
5e6e Tabela 3.



Figura 5 — Dados experimentais de concentracdo de agUcares totais, etanol e biomassa de seis bateladas com a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2
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Figura 6 - Dados experimentais de concentracdo de agUcares totais, etanol e biomassa de trés bateladas (10°, 20° e 30°) com a levedura Wickerhamomyces sp.
UFFS-CE-3.1.2.

*Linhas tracejadas de coloracdo cinza estdo sendo utilizadas para facilitar a visualizacdo dos dados experimentais, ndo representando necessariamente tendéncia
de comportamento cinético linear entre as amostragens. **A descontinuidade das linhas que dividem os gréficos indica visualmente que ha espaco
temporal/amostral entre os reciclos apresentados.

Tabela 3 — Parametros de produgdo de etanol e diferenca de crescimento celular na fermentagdo em batelada sequencial. *Letras mindsculas iguais em mesma
linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com 95% (pvalor > 0,05).

R Ciclos
Parametros

1 2 6 10 20 30

Concentracao inicial de

. . 4 79,88 + 1,95 86,96 + 1,32 81,12 + 3,88 85,39 £ 0,53 67,58 + 0,96 78,36 + 2,42
acucares totais (g L™)

Tempo de fermentacéo (h) 9 6 3 3 3 3
Conce”tra‘f'&oi'_[‘)a' deetanol 3 05:+144  3058°+068  3877°%001  41,82°%092  3043°:126  3398°0,72
Rendimento fermentativo (Yess) ) 39724 0 028 0472°¢+ 0,006 0,494°¢+0,020 0,503°+0,011 0,465°° +0,024 0,444% + 0,016

(997
P“’d““("g;(i'_a_?ifff etanol 345°£016  660°+0,11  1292°#0,30 1394°:031  1014°+042  11,337%0,24

Eficiéncia fermentativa (1)

(%) 77,68°+548  9231°°+108 96,60°°+3,82 98,37°+214  91,00°°+ 464  86,96* + 3,14
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De acordo com os resultados, 0 tempo necessario para que ocorresse 0 consumo de agucares
foi reduzido ao longo dos ciclos. A primeira batelada foi realizada durante 9 h, embasado em dados
previamente discutidos neste estudo. Logo no segundo ciclo fermentativo a reducao do tempo de
fermentacao foi evidenciada, sendo que o consumo dos agucares ocorreu em 6 h de processo. Nessa
condig@o, uma maior produtividade de etanol foi alcancada comparado a primeira batelada (ver
Tabela 3). A reducdo do tempo necessario durante esta etapa do processo pode ser resultante do
incremento da concentracdo de biomassa no meio, que aumentou duas vezes, passando de
3,92 + 0,04 g L no primeiro ciclo, para 7,88 + 0,25 g L™ no segundo ciclo.

A medida que as bateladas sequenciais foram conduzidas, uma tendéncia ao consumo
acelerado dos agUcares ocorreu, na qual a amostragem realizada em 3 h (em todos os ciclos)
apresenta uma alteracdo da concentracéo residual de acucares no ponto, que pode ser visualizada
na sequéncia grafica (Figura 5). Conjuntamente a este fato, a propagacdo celular aumentou
intensivamente, atingindo concentracéo de 21,32 + 0,25 g L™ no quinto reciclo celular. O aumento
da densidade celular pode ter levado a reducéo do tempo necesséario para o consumo completo dos
acucares para apenas 3 h de fermentacéo no sexto ciclo, conforme Figura 5 (B).

Outro fenbmeno em evidéncia é a ocorréncia de diferentes taxas de absorcdo de agucares
por uma tendéncia de consumo mais rapida nas primeiras horas de fermentagdo. Esta tendéncia
pode ser observada a partir do segundo ciclo, e apresenta maior clareza no sexto ciclo quando as
amostragens foram realizadas a cada 1 h (Figura 5). Neste ultimo, a absorcdo de agUcares na
primeira hora do processo fermentativo ocorre rapidamente, e mais lento no segundo momento
entre 2 e 3 h de fermentacdo. A partir desta observacdo, pressupde-se que ocorram vias de
assimilacdo preferenciais de algum dos carboidratos que compdem o meio PMP. Destaca-se que 0
meio é composto majoritariamente por aglcares de facil assimilacdo, mas que podem ser
absorvidos pela célula em velocidades diferentes. Esta diferenca acentuada de absorcdo dos
acucares no meio PMP pode ser resultante da rapida absorcéo da glicose, seguida pela taxa mais
lenta de absorcao para frutose (Berthels et al., 2004).

O catabolismo de carboidratos via glicolise € predominante para obtencéo de energia, e a
glicose é a fonte de carbono preferida pela maioria dos microrganismos. O consumo preferencial
de glicose frente a outros carboidratos, denominado repressao catabdlica de carbono, é uma
estratéegia comum entre leveduras de brotamento e fungos filamentosos (Brown, Ries e Goldman,

2014). Esta hipotese corrobora com extensivos estudos realizados para o organismo modelo S.
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cerevisiae, que embora apresente consumo concomitante de frutose e glicose, hd consumo
discrepante para este Ultimo agUcar resultante de repressao catabolica, o que geralmente resulta em
concentracgdes residuais maiores de frutose nos meios avaliados (Berthels et al., 2004; Cason, Reid
e Gatner, 1987; Semchyshyn et al., 2011). Sendo assim, pressupde-se que comportamento
metabdlico similar frente a diferentes fontes de carbono pode ser observado na levedura
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2.

Em seis ciclos de fermentacao, o tempo necessario para a absorcao dos agucares foi de 3 h,
com rendimentos de etanol superiores a 90% do maximo tedrico, alta densidade de células de
Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 adaptadas ao meio e elevado percentual de viabilidade. Esta
estratégia de fermentacdo com reciclo celular em meio PMP levou a um réapido aumento da
biomassa, que consequentemente melhorou o desempenho geral do processo, aumentando em 4
vezes o rendimento fermentativo. E importante realizar uma comparagio deste sistema avaliado
com o processo industrial. Isso porque a producéo industrial de etanol de primeira geragéo no Brasil
é um processo bem estabelecido, que utiliza melago rico em sacarose como principal carboidrato,
advindo da cana-de-agcar. Este processo ocorre com alta densidade celular (10-17% v v! massa
seca) utilizando levedura S. cerevisiae, e realiza o reciclo celular, que resulta em um processo
robusto, com eficiéncia superior a 90% e produtividades de 10-15 g L™ h*! (Basso et al., 2008;
Elioddrio et al., 2019; Farias e Maugeri-Filho, 2021). Portanto, a estratégia de fermentacdo
utilizada promoveu uma melhora no desempenho de uma levedura ndo convencional, e em um
primeiro momento, alcangou rendimentos similares aos da producéo industrial.

Com o avanco dos ciclos, o processo tendeu a estabilidade. Pode-se notar ainda uma
tendéncia de aumento da densidade celular no décimo ciclo (Figura 6), entretanto menor que 0s
observados nos ciclos anteriores. Com 0 avango do processo, os incrementos de densidade celular
foram reduzidos, e na décima quinta (15%) batelada atingiu-se a concentracdo celular de
26,90 + 0,75 g L™1. A biomassa seguiu com valores aproximados até o processo ser finalizado na
trigésima batelada. E a eficiéncia em termos de rendimento tedrico foi mantida proxima a 90%
(Figura 6; Tabela 3). A producdo de glicerol foi baixa, mantendo-se com resultados similares ao
observado em experimentos prévios para todos os ciclos fermentativos, com concentracdes
proximas a 3,5g L™

Na Figura 6 também é possivel visualizar que no vigésimo e trigésimo ciclo o processo

poderia ter sido encerrado em duas horas de fermentacéo, considerando que houve esgotamento do
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teor de carboidratos e ndo houve diferenga estatistica entre as concentragdes de etanolem 2 e 3 h
(pvator > 0,05). Este fator foi observado mesmo sem aumento significativo na biomassa. A partir
disso, pressupde-se que além do aumento da densidade celular, poderia ter ocorrido a melhora no
desempenho da levedura devido a pressdo de selecdo aplicada. Este comportamento pode resultar
na melhora na produgdo de enzimas alvo que permitem o consumo eficiente dos agUcares
disponiveis, aumento da concentracdo celular e desempenho expressivo de brotamento celular da
levedura no meio fermentativo. Ao acelerar o aumento da biomassa, e estando exposto ao ambiente
sucessivas vezes, as células podem apresentar vantagens de crescimento e sobrevivéncia em
relacdo as células originais nas condic¢des de cultivo do estudo (Agrawal, Mao e Chen, 2011; Cakar
et al., 2012). Experimentos foram conduzidos a fim de embasar de maneira preliminar a hipétese
elencada.

O aumento da concentracdo celular ao longo dos ciclos influenciou na velocidade da
formagdo do produto, e o crescimento das celulas recuperadas em cada ciclo contribuiu para
manutencdo do sistema ao longo de trinta bateladas. O aumento da biomassa atingiu relativa
estabilidade ap6s o décimo ciclo, e a eficiéncia do processo fermentativo ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (Tabela 3). Ao longo dos trinta ciclos de fermentacdo ndo foram observadas
elevadas perdas de viabilidade celular, demonstrando que a levedura é relevante para estudos que
aprimorem o processo fermentativo, que demonstrou elevado rendimento e alta densidade celular.
Este fator é relevante, porque a obtencéo de altos rendimentos de etanol em uma longa sucessao de
ciclos de fermentacéo alcodlica rapidos utilizando as células de um ciclo como inéculo do préximo
é um fator relevante para a viabilidade da producdo industrial do sistema proposto (Laluce et al.,
2009). Além disso, os resultados obtidos sdo importantes para o desenvolvimento de estratégias
fermentativas visando aumentar a densidade celular para iniciar o reator, buscando atingir a
méaxima produtividade e estabelecer o processo em sistema de fermentacdo com células viaveis e
elevada atividade metabdlica.

Este estudo ainda propds uma configuracdo estratégica fermentativa para aumentar o
rendimento do sistema, baseado em bateladas sequenciais e reciclo das células da levedura. Embora
existam trabalhos disponiveis sobre a producdo de etanol a partir de sistemas de batelada
sequencial, sdo escassos 0s estudos utilizando como substrato residuos de frutas, como a melancia,

nos quais avalia-se 0 comportamento de leveduras ndo convencionais em sistemas de batelada
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sequencial. Os resultados demonstram a reducgéo de 6 h de fermentacéo realizando reciclo celular,
sem perda de viabilidade e com altos rendimentos em etanol.

4.3 AVALIA(;%O DAS CELULAS DA LEVEDURA APOS O RECICLO CELULAR EM
FERMENTACAO BATELADA

Apbs a reducdo em 6 h do tempo necessario para fermentacdo alcodlica das bateladas
sequenciais, esta etapa experimental foi realizada visando compreender se a redugdo do tempo foi
devido ao aumento da densidade celular. Assim, experimentos adicionais foram realizados no qual
as células do trigésimo ciclo foram inoculadas em meio PMP com concentracdo celular reduzida
para 10° cél. mL™,

Os dados experimentais demonstraram que ao reduzir a densidade celular no inicio do
processo fermentativo o tempo necessario para fermentacdo aumentou para 9 h. O rendimento
fermentativo desta etapa (0,486 + 0,046 g g) ndo apresentou diferenca estatistica significativa
(pvalor > 0,05) em comparacdo com o processo com a cultura original (Figura 3). Sendo assim, o
aumento da densidade celular teve papel importante na reducdo do tempo necessario para
fermentacdo durante a batelada sequencial. Esta determinacdo é relevante considerando que em
processos futuros o reator de fermentacédo podera ser iniciado com densidade celular maior, visando
reduzir o tempo necessario para atingir o maximo rendimento do sistema.

No segundo momento, uma etapa adicional foi realizada na qual células do trigésimo ciclo
foram separadas e testadas para diferentes fontes de carbono em meio sintético. Para tanto, oito
colbnias foram testadas separadamente em diferentes fontes de carbono a fim de avaliar o
desempenho da cepa apds os 30 ciclos. Os dados obtidos neste experimento estdo expressos em
percentual de consumo da fonte de carbono na Tabela 4.

As colbnias apresentaram diferencas entre si e quando comparadas a cultura estoque,
conforme dados apresentados. Em relacdo a glicose, frutose e sacarose, a diferenca de consumo de
carbono entre as amostras foi menor, visto serem trés fontes de carbono facilmente assimilaveis
por microrganismos. Ainda assim, mesmo que todas as colonias isoladas tenham apresentado bom

desempenho em glicose, as coldnias 6, 7 e 8 consumiram 100% da concentracéo inicial.
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Tabela 4 — Consumo da fonte de carbono avaliado em meio sintético, utilizando cepas isoladas do conjunto de
biomassa do ultimo ciclo em batelada sequencial. *Letras mintsculas iguais em mesma coluna ndo apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey com 95% (pvaior > 0,05).

Microrganismo Consumo da fonte de carbono (%)
Glicose Frutose Sacarose Xilose Glicerol

Cultura estoque | 99,49*+0,23 99,51°+0,15 95,53%+ 0,83 0 21,77* + 4,00
Isolado 1 99,64*° + 0,04 99,422+0,01 98,17%+0,17 0 21,82% + 3,96
Isolado 2 99,66*° £ 0,07 99,39°+0,04 97,73*+0,19 0 12,51° + 2,29
Isolado 3 99,67** +£0,02 99,522+ 0,03 94,772+ 3,25 0 0
Isolado 4 99,70** + 0,05 99,08%+0,54 96,85+ 0,72 0 7,18°9+1,83
Isolado 5 99,76°+0,01 99,512+ 0,02 96,93*+ 0,15 0 0
Isolado 6 100° 99,46+ 0,01 99,27°+0,18 14,16+3,05 3,12°+0,99
Isolado 7 100° 99,53%+0,02 9843*+0,32 10,75%+4,00 6,779+251
Isolado 8 100° 99,558+ 0,04 99,57° + 0,09 0 11,63°¢ + 3,76

A capacidade de consumir xilose apresentada pelas coldnias isoladas 6 e 7 destacam-se nos
dados experimentais. Principalmente considerando que nenhuma outra ou mesmo a cultura
estoque, demonstrou tal capacidade. Em termos de glicerol como fonte de carbono outro cenario é
observado, no qual a cultura estoque apresentou melhor desempenho comparado a maioria das
cepas isoladas. Nenhuma producdo de etanol foi observada para glicerol e xilose.

Esta abordagem foi considerada para analisar possiveis alteracdes de consumo de agUcares,
devido ao intenso aumento da densidade celular durante as bateladas sequenciais e a exigéncia de
replicacdo rapida de informacdes bioguimicas, que poderia ser respondido com falhas na resposta
fisioldgica celular (Cakar et al., 2012). De maneira preliminar, pode ser observado que as colénias
apresentaram diferenca estatistica para algumas fontes de carbono, como os isolados 6 e 7 frente a
xilose. Portanto, sugere-se estudos futuros para avaliar se houve possiveis alteracdes benéficas para
a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, além de exploragdes mais especificas das

colbnias 6 e 7.
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5 CONCLUSOES

O resultado do processo de fermentacdo alcodlica utilizando como substrato polpa de
residuo de melancia e como microrganismo a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2
(recentemente isolada de madeira em decomposicdo) mostrou-se promissor como uma via
alternativa ao descarte do residuo e como um estudo de avaliacdo de uma levedura que tem
demonstrado elevado potencial fermentativo.

Em cinética de 24 h de fermentagdo observou-se rendimento maximo tedrico de 95% em
9 h de processo. Em experimento posterior constatou-se ndo haver necessidade de suplementacéo
com fontes de nitrogénio, o que demonstra ser vantajoso economicamente para utilizacdo de
residuos de melancia como substrato para fermentacdo alcodlica. Este estudo ainda propds uma
configuragdo estratégica fermentativa para aumentar o rendimento do sistema, baseado em
bateladas sequenciais e reciclo das células da levedura. Verificou-se que o tempo necessario para
fermentacdo reduziu em 6 h, e esteve fortemente atrelado ao aumento da densidade celular no
sistema. Sendo assim, o reciclo das células beneficiou o processo, principalmente pela reducédo do
tempo de fermentagdo, melhorando em quatro vezes o rendimento fermentativo, e, principalmente,
0 sistema manteve-se relativamente estdvel durante trinta bateladas com rendimento tedrico
méaximo acima de 90%. Além disso, as células apds as bateladas sequenciais foram separadas em
colbnias e avaliadas para diferentes fontes de carbono. Foram observadas diferenca estatistica e
dois isolados demonstraram potencial para consumo de pentose.

Destaca-se ainda que sdo escassos estudos utilizando leveduras Wickerhamomyces em
estratégia fermentativa de batelada sequencial com reciclo celular, e utilizando residuo de melancia
como substrato. Como perspectivas futuras, acredita-se que planejamentos experimentais possam
ser desenvolvidos a fim de otimizar os parametros fermentativos e as configuragdes do processo.
Em um segundo cenario, destaca-se a relevancia da exploracdo dos isolados resultantes das

bateladas sequenciais com potencial para fermentacéo de pentoses.
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