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PRODUCAO DE ETANOL 2G E XILITOL A PARTIR DE CONSORCIOS DE

Saccharomyces, Spathaspora E Scheffersomyces

Larissa Werlang*
Anderson Giehl**
Sérgio Luiz Alves Jr.***

RESUMO

Desde a Revolucdo Industrial, a economia linear tem causado sérios impactos ambientais
devido a producao e consumo descontrolados de materiais em larga escala e ao esgotamento de
recursos ndao renovaveis. Para mitigar esses impactos, surge a proposta da economia circular,
que busca reduzir os danos ambientais por meio da reutilizacdo de produtos e da utilizacéo de
matérias-primas renovaveis. Nesse contexto, os residuos lignocelulésicos, majoritariamente
formados por glicose e xilose, tém se mostrado uma solucdo viavel, sendo utilizados em
biorrefinarias para a producéo de bioprodutos como o etanol de segunda geracéao (2G) e o xilitol.
Esses acUcares podem ser fermentados por leveduras. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
amplamente utilizada na producéo de etanol, ndo possui, no entanto, a capacidade de fermentar
xilose de forma eficiente, a menos que seja geneticamente modificada. Por outro lado, algumas
espécies dos géneros Spathaspora e Scheffersomyces tém demonstrado maior potencial
biotecnologico diante da xilose, produzindo etanol ou xilitol, dependendo da cepa. Além disso,
estudos mostram que a combinacéo de diferentes leveduras pode melhorar a producéo de etanol
e xilitol. Portanto, o presente estudo avaliou a eficiéncia de producao de etanol e xilitol por
linhagens de S. cerevisiae, Sathaspora passalidarum, Spathaspora brasiliensis e
Scheffersomyces stipitis, individualmente e em consorcios com diferentes combinacfes e
substratos. Os resultados mostraram que a S. cerevisiae PE-2 foi a mais eficiente na produgéo
de etanol a partir de glicose, enquanto Sp. passalidarum se destacou na conversao de xilose em
etanol. Em relacdo ao xilitol, Sp. brasiliensis demonstrou potencial de acumular o alcool,
especialmente quando cultivada em meio contendo xilose. Embora os consoércios testados
tenham apresentado alguns resultados promissores, a producgéo de etanol e xilitol foi inferior ao
esperado quando comparado aos consorcios encontrados na literatura e aos resultados das
leveduras analisadas isoladamente. Isso sugere que a combinacgéo de trés leveduras, neste caso,
ndo resultou em uma otimizacdo significativa da producdo de ambos os bioprodutos.
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1 INTRODUCAO

A economia linear causa problemas desde a revolucdo industrial, momento em que o
homem iniciou com a producdo e consumo descontrolado de materiais produzidos em larga
escala, eximindo-se da preocupacao com o esgotamento dos recursos ndo renovaveis, a0 mesmo
tempo que gera uma grande quantidade de residuo que ndo é aproveitado. A producgdo
descontrolada de residuos, 0 aumento de desastres ambientais ligados ao aquecimento e o
esgotamento de bens naturais relacionados ao consumismo evidencia a necessidade de mudanca
da economia linear para uma economia circular, que considera a fabricacdo de produtos a partir
de fontes renovaveis. Além disso, a economia circular foca na reducéo, na reutilizacdo ou até
mesmo na substituico de matéria-prima, trazendo assim a tona o uso de residuos em
biorrefinarias. Dentre esses residuos, destacam-se 0s de origem vegetal, que podem servir de
insumo para a obtencdo de bioprodutos como o etanol de segunda geracdo (2G) e o xilitol (Shi
et al., 2024; Ashokkumar et al., 2024; Pacheco et al., 2024; Barros et al., 2024; Feng et al.,
2024).

O etanol de primeira geracdo (etanol 1G) é produzido atraveés de matéria-prima que
contém amido ou sacarose. Esse recurso, que também ¢ utilizado para a producéo de alimento,
cria uma competicdo entre as duas industrias. Enquanto isso, o etanol 2G é produzido a partir
de residuo lignocelul6sico (Santos et al., 2023). A biomassa lignoceluldsica é composta
principalmente por 40% a 60% de celulose, 20% a 40% de hemicelulose e 10% a 24% de
lignina, sendo assim fonte de carbono para processos fermentativos (Yogalakshmi et al., 2022;
Mujtaba et al., 2023). Apds passar por processos termogquimicos, fisicos ou biologicos, dispde
de agUcares como glicose e xilose, passiveis de fermentacdo para producdo de biocombustiveis
(Sharma et al., 2020; Tadioto et al., 2022).

A fermentacdo da glicose pode ser realizada com rendimento proximo ao maximo
tedrico (92% da conversdo estequiométrica, que corresponde a 0,511 gramas de etanol por
grama de glicose) por leveduras Saccharomyces cerevisiae (Della-Bianca et al., 2013; Barros
etal., 2024). A levedura S. cerevisiae, conhecida como espécie modelo para producéo de etanol,
é altamente eficaz na fermentagdo de aglcares como glicose, frutose e sacarose (Jawad et al.,
2024; Vargas et al., 2023). Por ser uma levedura Crabtree positiva, tende a fermentar
carboidratos mesmo em aerobiose, diferentemente de muitos outros microrganismos, que s
possuem essa capacidade em condi¢fes anaeordbicas. Ela tem como pratica produzir etanol,
acumular esse alcool (o que torna o meio toxico para a maioria dos microrganismos) e s6 entdo

consumi-lo (Parapouli et al., 2020).



Outro produto de interesse que pode ser produzido no aproveitamento de residuos
lignocelulosicos por leveduras é o xilitol. Este agucar-alcool de cinco carbonos é produzido por
leveduras durante o metabolismo da xilose, 0 segundo monossacarideo mais abundante (atras
apenas da glicose) na biomassa lignocelulosica. Assim que adentra as células das leveduras, a
xilose é reduzida a xilitol em uma reagdo catalisada pela enzima xilose-redutase (XR),
utilizando NADH ou NADPH como doador de elétrons. Na sequéncia, o xilitol pode ser
oxidado pela xilitol-desidrogenase (XDH) dependente de NAD™, gerando xilulose. Por fim, a
xilulose é fosforilada a xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase (XK) antes de seguir para a via das
pentoses-fosfato. Esta rota pode promover a fermentacéo alcodlica, gerando etanol e energia
para a célula, ou a respiracdo, gerando energia e biomassa celular. Contudo, se a XR presente
na levedura utilizar NADPH como coenzima, havera um desbalancgo redox na célula (decorrente
da falta de reciclagem de cofatores) que acarretara a interrup¢do do metabolismo da xilose e,
consequentemente, o acumulo de xilitol. Assim sendo, em vez de etanol, obtém-se o agUcar-
alcool em questdo (Alves et al., 2022; Tadioto et al., 2022; Albarello et al., 2023).

No entanto, leveduras do género Saccharomyces ndo possuem a capacidade de produzir
etanol a partir de xilose, a menos que a levedura seja modificada geneticamente com introducéo
de XR, XDH e XK (Talukder et al., 2019). Em contrapartida, a xilose pode ser um substrato
com potencial biotecnoldgico diante de algumas leveduras dos géneros Spathaspora e
Scheffersomyces, que tém se apresentado como boas fermentadoras e/ou acumuladoras de
xilitol (Cadete & Rosa, 2018; Cadete et al., 2017; Tadioto et al., 2022).

Comumente encontradas em besouros perfuradores de madeira e ambientes em que estes
insetos habitam, a levedura Spathaspora passalidarum possui o etanol como principal produto
do metabolismo da xilose, enquanto a levedura Spathaspora brasiliensis produz principalmente
xilitol diante da referida pentose (Cadete et al., 2016; Cadete & Rosa, 2018; Nguyen et al.,
2006). Além dessas espécies, a Sc. stipitis possui alto rendimento de etanol em meios com xilose
(Cadete et al., 2012; 2017). Essa espécie também é encontrada em troncos em decomposicgéo e
em galhos espalhados por florestas (Urbina & Blackwell, 2012).

Por serem aptas a produzir etanol e xilitol a partir da xilose, as leveduras citadas
possuem grande interesse a nivel industrial. Spathaspora passalidarum, por exemplo, é capaz
de fermentar toda a glicose e mais de 90% de xilose presente em hidrolisados de biomassa
lignocelulosica de cana-de-agucar, com rendimentos de até 0,46 g de etanol por g de acuUcar
(Nakanishi et al., 2017). Além disso, de acordo com 0s mesmos autores, Sc. stipitis € capaz de

produzir um rendimento maximo de etanol de 0,32 gg* ao utilizar o mesmo meio.



Nesse sentido, um consorcio de leveduras, que consiste na combinacdo de diferentes
cepas ou espécies, pode ser Util para unir suas principais funcGes e aumentar a eficiéncia de
geracdo de etanol e xilitol. Um trabalho apresentado por Unrean e Khajeeram (2016) mostrou
que um consoércio com 1,94 g de Sc. stipitis e 1,94 g de S. cerevisiae foi suficiente para aumentar
23% de produtividade de etanol utilizando cana-de-aglcar como matéria-prima. Ao utilizar
fermentacdo em frasco agitado de batelada alimentada, o rendimento de etanol chegou a 70%
do tedrico, baseado na quantidade total de agucar do bagaco de cana, com uma producédo de 60
g/L de etanol (Unrean & Khajeeram, 2016). Enquanto isso, Suriyachai et al. (2013)
encontraram, a partir da palha de arroz, 28,6 g/L como maxima concentracdo de etanol,
utilizando o consorcio entre S. cerevisiae e Sc. stipitis. Hickert et al. (2013) utilizaram
hidrolisado de casca de arroz e um consércio entre S. cerevisiae e Sp. arborariae em
biorreatores, com quantidade limitada de oxigénio. O resultado foi a producdo de etanol e
xilitol, com rendimentos de 0,48 gg* e 0,39 gg!, respectivamente.

Devido a utilizacdo de consorcios, para a produgdo de etanol, ser pouco explorada, nao
ha até o presente momento, estudos de producdo de etanol e xilitol a partir do consorcio
contendo os trés géneros Saccharomyces, Scheffersomyces e Spathaspora juntos. No entanto,
os trabalhos cientificos ja publicados demonstram a vasta oportunidade de desenvolvimento de
novas pesquisas utilizando consorcios. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a eficiéncia de producéo de etanol e xilitol mediante o consércio das leveduras S. cerevisiae,
Sp. passalidarum, Sp. brasiliensis e Sc. stipitis em diferentes combinacdes e em diferentes

acucares (glicose e xilose).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 LEVEDURAS UTILIZADAS

Foram utilizadas cinco cepas cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular e
Biotecnologia de Leveduras (LBMBL) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC):
duas linhagens de S. cerevisiae (PE-2 e JDY-01), previamente descritas como produtoras de
xilitol e etanol, respectivamente (Tadioto et al., 2023), uma linhagem Sc. stipitis (HM 45.1)
produtora de etanol (Cadete ef al., 2012) e duas linhagens do género Spathaspora (Sp.
passalidarum HMD 2.1 e Sp. brasiliensis HMD 19.3) produtoras, respectivamente, de etanol e
xilitol a partir da xilose (Cadete et al., 2012; 2016). Todas essas cepas foram preservadas em

ultrafreezer a uma temperatura de -80 °C em criotubos contendo glicerol 30% (v/v).



2.2 CONDICOES DE CULTIVO

Antes de cada ensaio, foram realizados pré-cultivos das linhagens em meio sélido
inclinado (slant) constituido de YP (10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de peptona) com 20
g/L de glicose e 20 g/L de agar. Os tubos foram mantidos em estufa microbioldgica durante 48
h a 30 °C para os ensaios posteriores (descritos abaixo).

Inicialmente, a analise do crescimento das leveduras foi realizada em microplacas de 96
pocos com o equipamento Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific) por meio de leitura de
densidade Optica com comprimento de onda de 600 nm a cada 15 minutos durante 30 horas.
Para isso, 1 uLL de biomassa celular foi transferido (com alga calibrada) de cada pré-cultivo para
1 mL de &gua destilada. Apds, inoculou-se 1 puL dessa suspensdo de células em cada poco da
microplaca contendo 100 puL de meio YP (pH 5,0) acrescido de 20 g/L de glicose (YPD), 20
g/L de xilose (YPX) ou 10 g/L de glicose e 10 g/L de xilose conjuntamente (YPDX). A
microplaca foi mantida a 30°C sob agitacdo de 180 rpm. Os cultivos de cada levedura nos
diferentes meios foram realizados em duplicata.

Para a avaliacdo da capacidade de producdo de etanol e xilitol, as leveduras também
foram avaliadas em frascos agitados, individualmente e em consorcio. Para isso, foram
inoculados 3 pL de cada cepa em Erlenmeyers estéreis de 50 mL com 10 mL de meio YP
acrescido de 20 g/L de glicose (YPD), 20 g/L de xilose (YPX) ou 10 g/L de glicose e 10 g/L de
xilose conjuntamente (YPDX). Além disso, inoculou-se 1 puL de cada cepa, nos meios citados
anteriormente, combinadas da seguinte maneira:

e PE-2+HMD 2.1+ HM 451,

e PE-2+HMD 19.3 +HM 45.1;

e JDY-01+HMD 2.1 +HM 45.1;
e JDY-01+HMD 19.3 + HM 45.1;
e PE-2+HMD 2.1+ HMD 19.3.

Os frascos foram mantidos sob agitacéo de 145 rpm a uma temperatura de 30 °C durante
24 h. Apos 12 h e 24 h de cultivo, coletaram-se amostras para leitura de densidade optica (em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 570 nm — DOs7onm) € para posterior
determinacdo do consumo de agucares e da producdo de etanol e xilitol. Para isso, as amostras
foram centrifugadas e seus sobrenadantes foram filtrados (em filtros de poros de 0,45 um) e
transferidos para vials antes de serem encaminhados as analises cromatograficas, conforme

descrito abaixo. Os ensaios em frascos agitados foram realizados em triplicata.



2.3 DETERMINACAO DO CONSUMO DE ACUCARES E DA PRODUCAO DE ETANOL
E XILITOL

A andlise do consumo de glicose e xilose e da producdo de etanol e xilitol pelas
leveduras foi realizada conforme descrito por Albarello et al. (2023). As concentragdes foram
determinadas a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; LCMS-2020,
Shimadzu) com detector de indice de refracdo RID-10A (Refractive Indez — IR, Schimadzu) e
coluna AMINEX HPX-87P Bio-Rad, com respectivo pré-filtro e holder. A fase movel utilizou
5,0 mM de &cido sulfarico a 50 °C, com fluxo de 0,6 mL min! durante 25 minutos por amostra.
Para todas as amostras, as curvas de calibragdo variaram em sete concentragdes para uma faixa

de 0,25 a 20 g/L para carboidratos e 0,125 a 10 g/L para etanol e xilitol.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CULTIVO EM MICROESCALA

Com a finalidade de analisar o crescimento das leveduras em diferentes carboidratos, as
linhagens supracitadas foram cultivadas em microescala em meios com glicose, xilose ou
glicose mais xilose (Figura 1). Todas as cepas demonstraram capacidade de crescimento no
meio contendo glicose como carboidrato (YPD), atingindo a fase estacionaria em
aproximadamente 12 h de cultivo. No meio contendo exclusivamente xilose (YPX), no entanto,
os perfis de crescimento foram bastante variaveis. Neste caso, apenas trés cepas (JDY-01, HM
45.1 e HMD 2.1) apresentaram biomassa celular em niveis semelhantes aos seus respectivos
crescimentos em YPD. Ainda assim, seus crescimentos em xilose foram mais lentos do que em
glicose, especialmente para a cepa JDY-01, que apresentou fase lag de aproximadamente 12 h.
Nota-se também que a cepa PE-2 ndo foi capaz de crescer em xilose e que, nesta fonte de
carbono, a HMD 19.3 atingiu apenas metade da densidade Optica observada no meio com a
hexose.

No meio contendo conjuntamente glicose e xilose (YPDX), todas as leveduras
analisadas foram capazes de crescer. Com excecdo da linhagem PE-2, cuja densidade Optica em
YPDX foi aproximadamente 85% daquela observada em YPD, as demais cepas atingiram
niveis de biomassa semelhantes nos dois meios ao fim dos cultivos. Esse perfil distinto da PE-
2 acontece pois, apesar de a S. cerevisiae ndo ser capaz de fermentar a xilose, ela consegue
aumentar sua biomassa celular na presenca dela, ainda mais em co-fermentacdo com outros

acucares — neste caso, a glicose (Van Zyl et al., 1989; Talukder et al., 2019).



Figura 1 — Crescimento celular em microescala das leveduras Saccharomyces cerevisiae (PE
—2eJDY - 01), Scheffersomyces stipitis (HM 45.1), Spathaspora passalidarum (HMD 2.1) e
Spathaspora brasiliensis (HMD 19.3) em meios YP contendo 2% de glicose (YPD), 2% de
xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose (YPDX) como fontes de carbono.
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Todas as linhagens testadas cresceram mais em meio YPD e YPDX do que em meio
contendo apenas xilose. De acordo com Agbogbo & Coward-Kelly (2008), a Sc. stipitis prefere
glicose a xilose para produzir etanol. Esses autores apontaram também gue a taxa de consumo
de glicose € maior do que a de xilose em condicdes parecidas de crescimento.

As cepas JDY-01 e HMD 2.1 precisaram de mais tempo em YPDX para atingir
biomassa semelhante aquela observada em YPD. Segundo Nakanishi et al. (2017) e Ribeiro et
al. (2021), na presenca de glicose e hexoses em geral, o consumo de xilose diminui, pois 0s
monossacarideos que contém seis atomos de carbono podem reprimir a atividade de XR e XDH.
Além disso, sob altas concentracdes de glicose, o repressor Migl da S. cerevisiae inibe genes
que codificam enzimas responsaveis pelo metabolismo de outros aglcares, que assim precisam
de mais tempo para serem fermentados (como a xilose, por exemplo). A medida que a
disponibilidade de glicose no meio diminui, ocorre 0 aumento da fosforilagdo do Migl pela
proteina quinase Snfl, que acaba reduzindo o efeito desse repressor (Schuller, 2003; Klein et
al., 1998). Além disso, os dois monossacarideos em questdo competem pelo mesmo
transportador de agUcar, que possui preferéncia por glicose, ocasionando a inibicdo de captagédo
de xilose (Subtil & Boles, 2012; Farwick et al., 2014).

3.2 CULTIVO EM FRASCO AGITADO

O cultivo em frasco agitado foi utilizado para analisar o consumo de agucar e a producao
de etanol e xilitol pelas leveduras e pelos consorcios. Antes disso, analisou-se 0 crescimento
celular das cepas (Tabela 1) e seus consorcios (Tabela 2) através de densidade dptica as 12 e
24 horas depois do inoculo.

A levedura que mais cresceu, em todos os meios, foi a Sp. passalidarum, tanto nas 12
quanto nas 24 horas depois do inéculo (Tabela 1). Ainda, a maior quantidade de biomassa
celular produzida em YPD reforca dados demonstrados por Ribeiro et al. (2021), que afirmam
que, em aerobiose, a levedura Sp. passalidarum produz mais biomassa em glicose, se
comparado com xilose.

Os consorcios 3 e 5 tiveram valores de crescimento parecidos nos trés meios, apesar do
consorcio 5 se sobressair nos dois momentos analisados (Tabela 2). Os consorcios nao
demonstraram o crescimento celular esperado, o que pode ocorrer em razdo de uma levedura

ter inibido o consumo de aglcar da outra (Chen, 2011; Unrean e Khajeeram, 2015).
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Tabela 1 — Crescimento celular das leveduras em culturas puras em meios YP contendo 2% de
glicose (YPD), 2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose (YPDX)

Crescimento celular (DO 570 nm) nos meios:

Leveduras YPD YPX YPDX
12 h:

S. cerevisiae PE-2 7.85+0.59 1.17+0.08 5.93+0.10
S. cerevisiae JDY-01 8.17+0.68 6.37+0.13 7.40+0.98
Sc. stipitis HM 45.1 15.18+0.85 10.22+0.14 10.02+0.93
Sp. passalidarum HMD 2.1 20.80+0.75 15.22+1.18 16.82+1.01
Sp. brasiliensis HMD 19.3 13.63+0.50 8.83+0.60 11.45+0.55
24 h:

S. cerevisiae PE-2 9.75+1.26 1.65+0.13 8.45+0.49
S. cerevisiae JDY-01 13.82+1.54 15.95+1.45 16.02+3.49
Sc. stipitis HM 45.1 24.43+1.07 26.20+1.52 22.88+2.78
Sp. passalidarum HMD 2.1 30.48+0.81 26.68+0.90 27.33+1.31
Sp. brasiliensis HMD 19.3 24.15+1.84 18.62+0.18 20.45+0.98

Fonte: Os autores (2024).

Tabela 2 — Crescimento celular dos consércios em meios YP contendo 2% de glicose (YPD),
2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose (YPDX)

Crescimento celular (DO 570 nm) nos meios:

Consorcios YPD YPX YPDX
12 h:

Consorcio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 14.00+1.00 10.43+0.55 11.90+0.52
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3 + HM 45.1) 11.47+0.15 9.47+0.99 9.12+1.20
Consoércio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1) 15.03+0.89 12.60+0.73 13.27+0.28
Consorcio 4 (JDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1)  12.10+0.23 9.93+0.71 10.52+1.03
Consorcio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1) 18.17+0.73 13.4040.78 15.15+0.88
24 h:

Consorcio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 20.85+0.92 21.95+0.19 22.75+0.50
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3 + HM 45.1) 19.80+0.98 21.80+0.13 20.07+1.43
Consoércio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1) 24.25+1.22 25.38+1.65 24.23+0.65
Consorcio 4 (JDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1)  19.500.74 23.48+2.43 21.40+1.24
Consércio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1) 27.58+0.64 29.40%2.07 25.90+1.21

Fonte: Os autores (2024).
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Além disso, analisou-se o percentual de consumo de aglUcar das leveduras
individualmente (Tabela 3) e em consércio (Tabela 4). As leveduras PE-2, JDY-01 e HMD 2.1
consumiram toda glicose disponivel dentro das primeiras 12 horas apds o inéculo (Tabela 3).
O consumo rapido de glicose da PE-2 e uma maior demora de consumo pela HM 45.1 é descrito
por Unrean e Khajeeram (2015) e Nakanishi et al. (2017), assim como o rapido consumo de
glicose pela JDY-01 e HMD 2.1 foi demonstrado por Tadioto et al. (2023) e Nakanishi et al.
(2017), respectivamente. Cadete et al. (2013) comprovaram que HMD 19.3 leva mais tempo

para consumir a glicose do meio.

Tabela 3 — Percentual de consumo de acgucar pelas leveduras em culturas puras em meios YP
contendo 2% de glicose (YPD), 2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose

(YPDX).

% Consumo de glicose em: % Consumo de xilose em:
Leveduras YPD YPDX YPX YPDX
12 h:
S. cerevisiae PE-2 100.00 100.00 0.00 0.00
S. cerevisiae JDY-01 100.00 100.00 9.45+2.84 21.37+£1.37
Sc. stipitis HM 45.1 94.52+5.21 100.00 35.13+2.64 37.12+3.77
Sp. passalidarum HMD 2.1 100.00 100.00 74.8618.35 62.07+11.32
Sp. brasiliensis HMD 19.3 63.17+1.11 97.47+4.38 38.30£1.04 46.23+3.27
24 h:
S. cerevisiae PE-2 100.00 100.00 0.00 0.00
S. cerevisiae JDY-01 100.00 100.00 85.58+0.54 87.13+1.09
Sc. stipitis HM 45.1 100.00 100.00 100.00 100.00
Sp. passalidarum HMD 2.1 100.00 100.00 100.00 100.00
Sp. brasiliensis HMD 19.3 100.00 100.00 99.48+0.91 100.00

Fonte: Os autores (2024).

Enquanto isso, o consumo de xilose foi maior no meio que continha glicose para as
leveduras JDY-01, HM 45.1 e HMD 19.3 nas 12 horas ap0s o inoculo, o que evidencia que a
hexose nédo interferiu no consumo da pentose (Tabela 3). A PE-2 ndo demonstrou capacidade
de consumir a xilose.

A Tabela 4 demonstra que os consorcios que melhor consumiram a glicose,
individualmente e em concomitante com a xilose, foram o0s consorcios 1, 3 e 5, visto que no

ponto 12 horas o aglcar ja foi consumido totalmente. O consorcio que demonstrou maior
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consumo de xilose, tanto individualmente quanto em conjunto com a glicose foi o consorcio 3,
seguido do consorcio 5, confirmando o melhor crescimento celular destes conjuntos se
comparado com os demais consércios. No meio contendo os dois agucares, 0s consorcios 1, 3

e 5 também consumiram melhor a xilose do que no meio contendo apenas Xilose.

Tabela 4 — Percentual de consumo de agucar pelos consorcios em meios YP contendo 2% de
glicose (YPD), 2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose (YPDX)

% Consumo de glicose % Consumo de xilose
Nnos meios: nos meios:

Consorcios YPD YPDX YPX YPDX
12 h:
Consorcio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 100.00 100.00 45.26+2.39 50.60+2.66
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3+ HM 45.1)  97.50+4.33 100.00 43.87+3.02 41.57+1.62
Consorcio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1) 100.00 100.00 63.902.15 68.55+2.86
Consorcio 4 (JDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1)  99.41+1.02 100.00 47.06+2.22 35.07+4.26
Consorcio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1) 100.00 100.00 54.20+2.14 57.48+3.34
24 h:
Consorcio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 100.00 100.00 100.00 100.00
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3 + HM 45.1) 100.00 100.00 100.00 100.00
Consorcio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1) 100.00 100.00 100.00 100.00
Consércio 4 (JIDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1)  100.00 100.00 99.25+1.30 100.00
Consorcio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1) 100.00 100.00 100.00 100.00

Fonte: Os autores (2024).

Ao comparar com as leveduras individualmente, os consércios com a presenca da PE-2
(1, 2 e 5) demonstraram capacidade de consumo da xilose, evidenciando que as outras duas
linhagens presentes nestas unides tiveram a oportunidade de utilizar este actcar. Além disso, a
capacidade de crescimento celular dos consorcios 1, 2 e 5 nos meios contendo a referida pentose
estdo em consonancia com a capacidade de crescimento. Ao substituir a PE-2 pela levedura
JDY-01 o consumo de xilose aumentou (Tabela 4). Esse fendbmeno também pode ser
visualizado na Tabela 3, em que a JDY-01 individualmente consome xilose, enquanto a outra
S. cerevisiae ndo possui essa habilidade. J& o consumo de glicose ocorreu rapidamente, tanto
nas leveduras testadas individualmente, quanto em consorcios.

A produgéo de etanol e xilitol também foi analisada através de cromatografia liquida de

alta performance, e as concentrag0es em gramas por litro desses produtos estdo apresentadas na
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Tabela 5 para as leveduras em culturas puras e na Tabela 6 para os consércios. A producdo de
etanol pelas leveduras foi predominantemente maior no meio que se utilizou glicose como
carboidrato, 12 horas apés o inéculo (Tabela 5). Depois de 24 horas de inoculo, a quantidade
de etanol presente no meio foi reduzida nos cultivos realizados com as linhagens PE-2, JDY-
01, HM 45.1 e HMD 2.1. Isso era de fato esperado pois, se compararmos com a Tabela 3, a
glicose disponivel ja havia se esgotado, o que forcou as leveduras a utilizarem o etanol como

fonte de carbono.

Tabela 5 — Producéo de etanol e xilitol pelas leveduras em culturas puras em meios YP
contendo 2% de glicose (YPD), 2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose

(YPDX).

Produgdo de etanol (g/L) nos meios: Produgdo de xilitol (g/L) nos meios
Leveduras YPD YPX YPDX YPD YPX YPDX
12 h:
S. cerevisiae PE-2 8.55+2.47 0.00 4.04+0.56 0.00 0.00 0.00
S. cerevisiae JDY-01 7.62+0.75 0.00 4.45+0.63 0.00 0.00 0.00
Sc. stipitis HM 45.1 6.07+1.31 2.80+0.47 3.26+0.13 0.00 0.00 0.45+0.06
Sp. passalidarum HMD 2.1  5.53+0.36  4.87+1.58 4.82+0.44 0.00 0.00 0.00
Sp. brasiliensis HMD 19.3  2.65+0.36  0.19+0.32 1.55+0.31 0.00 1.56+0.32 0.89+0.28
24 h:
S. cerevisiae PE-2 5.76+0.69 0,00 2.85+0.41 0.00 0.00 1.12+0.16
S. cerevisiae JDY-01 5.42+0.50 2.52+0.19 4.07+0.46 0.00 0.84+0.05 0.00
Sc. stipitis HM 45.1 4.63+0.58 4.02+0.39 3.75+0.57 0.00 0.00 0.00
Sp. passalidarum HMD 2.1  3.31+0.34  4.08+0.75 3.72+0.63 0.00 0.00 0.00
Sp. brasiliensis HMD 19.3  3.06+0.41  1.90+0.62 2.10£0.52 0.00 8.12+1.52 4.27+1.34

Fonte: Os autores (2024).

No meio com xilose, a producdo de etanol foi maior nas 24 horas apds a inoculag&o,
exceto para a levedura HMD 2.1, que produziu mais etanol nas primeiras 12 horas (Tabela 5).
Além disso, as cepas HM 45.1 e HMD 2.1 demonstraram maior afinidade com a pentose para
a producdo de etanol que as demais cepas testadas. Trabalhos como de Laplace et al. (1991) e
Girio et al. (2010) afirmam a capacidade da Sc. stipitis de utilizar xilose para producéo de
etanol. Além disso, Su et al. (2014) também confirmam a preferéncia da Sp. passalidarum por

xilose para producéo de etanol.
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A quantidade de etanol produzido no meio contendo glicose e xilose diminuiu para as
duas linhagens de S. cerevisiae se comparado com a fermentacdo em YPD (j& que a
disponibilidade de glicose também diminuiu). Além disso, se considerarmos as 20 g/L de agucar
disponivel (glicose e xilose juntas), as cepas PE-2 e JDY-01 converteram apenas 50% dos
carboidratos (possivelmente s6 a glicose) em etanol, o que representa um rendimento
fermentativo muito distante do maximo tedrico para os padrdes de S. cerevisiae. Embora isso
ja fosse aguardado para a cepa PE-2, esperava-se melhor desempenho da JDY-01, que foi
geneticamente modificada com vistas a uma eficiente fermentacdo de xilose (Tadioto et al.,
2023). As demais espécies também diminuiram a producdo de etanol se comparado com a
producéo apenas em glicose. Apesar disso, ao comparar com a produgéo de etanol em xilose,
ocorreu um aumento de producdo de etanol no meio com glicose e xilose pelas leveduras
analisadas.

Enquanto isso, o xilitol foi acumulado principalmente pela cepa HMD 19.3, com quase
50% de converséo de xilose nas 24 horas ap6s o indculo, tanto individualmente (no meio YPX)
como em conjunto com a glicose (YPDX) (Tabela 5). Além disso, este acimulo confirma o
baixo crescimento celular demonstrado na Figura 1: se a levedura esta acumulando xilitol no
meio, a xilose ndo esta sendo utilizada por ela como fonte de carbono (Alves et al., 2022). A
cepa PE-2 também produziu uma pequena quantidade xilitol em YPDX apds 24 horas de
inoculacdo. De acordo com Vargas et al. (2023), o acimulo de xilitol pela PE-2 acontece de
forma facilitada com a utilizacdo de um co-substrato, que no caso do presente trabalho é a
glicose.

Todos os consdrcios produziram etanol nos trés meios utilizados (Tabela 6). Maior
quantidade do alcool foi produzida no ponto 12 horas em YPD, seguido de YPDX. Ja nas 24
horas ap0s o in6culo, a quantidade de etanol diminuiu nos meios supracitados e aumentou em
xilose, evidenciando o consumo de etanol para producéo de energia e a lentiddo de fermentacao
da xilose. A S. cerevisiae PE-2 e 0 consorcio 1 tiveram valores muito parecidos de producéo de
etanol em YPD e YPDX (ao analisar também o desvio padréo), apesar do crescimento celular
ter sido maior pelo consorcio do que pela levedura sozinha (ver Tabela 1 e Tabela 2). Outro
ponto a ser analisado é o fato de o consércio 1 ndo ter acumulado xilitol apesar de ter consumido
toda a xilose do meio, evidenciando que as leveduras testadas neste caso apenas utilizaram o

acucar como fonte de carbono para producdo de energia e biomassa.
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Tabela 6 — Producéo de etanol e xilitol pelos consorcios em meios YP contendo 2% de glicose
(YPD), 2% de xilose (YPX) ou 1% de glicose e 1% de xilose (YPDX).

Produgdo de etanol (g/L) nos meios: Produgdo de xilitol (g/L) nos meios:

YPD YPX YPDX YPD YPX YPDX
12 h:
Consoércio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 5.49+0.39 1.77+0.35 4.05+0.35 0.00 0.00 0.00
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3 + HM 45.1) 4.95+0.81 1.16+0.18 2.87+0.21 0.00 1.11+0.30 0.28+0.26
Consorcio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1) ~ 4.75+0.80  2.47+0.22 3.7620.80 0.00 0.00 0.00
Consorcio 4 (JDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1) 4.70£0.49  1.12+0.26 2.17+0.25 0.00 1.29+0.16 0.00
Consoércio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1) 6.2240.28  2.03+0.11 4.03+0.54 0.00 0.71+0.03 0.89+0.11
24 h:
Consoércio 1 (PE-2 + HMD 2.1 + HM 45.1) 3.97+0.20  4.09+0.36 3.77x0.15 0.00 0.00 0.00
Consorcio 2 (PE-2 + HMD 19.3 + HM 45.1) 3.12+0.52  2.27+0.10 2.83+£0.33 0.00 2.38+0.32 1.07+0.18
Consércio 3 (JDY-01 + HMD 2.1 +HM 45.1)  2.49+0.17  3.21+0.15 2.96+0.31 0.00 0.00 0.00
Consoércio 4 (JDY-01 + HMD 19.3 + HM 45.1) 2.92+0.35  1.90+0.21 2.89+0.75 0.00  2.54+0.28 1.48+0.41
Consércio 5 (PE-2 + HMD 19.3 + HMD 2.1)  2.49+0.13  2.65+0.15 2.89+0.62 0.00  0.64x0.04 0.67+0.08

Fonte: Os autores (2024).

Os consorcios 3 e 4, em que uma das cepas presentes era a S. cerevisiae JDY-01,
também produziram menos etanol do que a JDY-01 individualmente nos meios YPD e YPDX.
O contrério ocorre no meio YPX, em que os consorcios produzem etanol a partir da xilose e a
cepa individualmente ndo apresentou esta capacidade. Além disso, os consércios 3 e 4 tiveram
uma densidade Optica maior e consumiram mais acgUcares que a JDY-01, o que mostra que 0s
acucares foram utilizados para o crescimento das células.

Apesar do trabalho de Kalyani et al. (2013) descrever que um consércio entre S.
cerevisiae e Sc. stipitis produziu 23% a mais de etanol do que a S. cerevisiae individualmente,
além de ter uma producdo de etanol 38% maior que a Sc. stipitis isoladamente, o consércio
testado que mais produziu o alcool citado ndo possuia a presenca de Sc. stipitis. Portanto, a
adicdo de uma terceira cepa no consorcio ndo aumentou a eficiéncia de producéo de etanol.

Além disso, o xilitol foi produzido por trés consorcios (2, 4 e 5). Das leveduras presentes
nesses consorcios, todas demonstraram capacidade de acumular xilitol, individualmente, em
algum dos pontos analisados (12 e 24 horas). Além disso, a xilose dos meios foi totalmente
consumida apds 24 horas de inoculo, assim como o crescimento celular dos consorcios foi
maior que das leveduras em culturas puras. Portanto, nesses casos, a xilose foi utilizada tanto
como fonte de carbono quanto para fermentagdo. O consércio mais eficiente quanto ao acumulo

de xilitol foi o consorcio 4, que possuia uma levedura de cada espécie dos géneros testados,
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incluindo a Sp. brasiliensis HMD 19.3, que apresentou melhor desempenho nesse quesito

quando em cultura pura.

CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de producdo de etanol e
xilitol pelas leveduras Saccharomyces, Spathaspora e Scheffersomyces, isoladamente e em
consorcio. Dentre as leveduras analisadas, quatro delas consumiram os agtcares dispostos nos
meios de cultura, sendo elas: JDY-01, HM 45.1, HMD 2.1 e HMD 19.3. A linhagem PE-2 ndo
conseguiu utilizar a xilose como fonte de carbono para producéo de energia. Além disso, 0s
consorcios testados também consumiram os aclcares disponiveis.

A levedura que mais produziu etanol a partir de glicose foi a S. cerevisiae PE-2, que
depois consumiu o etanol produzido para produzir energia, visto que ndo havia mais agucar
disponivel no meio. A partir de xilose, a Sp. passalidarum foi a levedura que demonstrou maior
capacidade de producdo de etanol. O consoércio que mais produziu etanol foi o consércio 5,
sobressaindo nos trés meios oferecidos.

O acumulo de xilitol foi expressivamente maior para a cepa Sp. brasiliensis HMD 19.3,
tanto no meio YPX quanto no meio YPDX. Os consdrcios que demonstraram maior capacidade
de acumular xilitol foram o consorcio 4, seguido do consércio 2, que contavam com a presenga
da HMD 19.3.

Os valores de etanol e xilitol produzidos pelos consércios foram menores do que se
esperavam, a0 comparar com 0s consorcios encontrados na literatura, com a quantidade de
acucar consumido e com os resultados das leveduras testadas individualmente. Isto evidencia

gue a unido de trés leveduras ndo otimiza a geracdo de xilitol e etanol.
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