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Resumo - Hidrolisados hemiceluldsicos tem sido empregados em varios bioprocessos em fungéo de seu
alto teor de xilose na sua fragdo hemiceluldsica e da capacidade de varios microrganismos metabolisarem a
xilose. A levedura Candida guilliermondii tem sido empregada para a fermentacdo do hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-acglcar, tendo sido constatado a formacdo do glicerol como um
subproduto deste metabolismo em fungdo das condi¢des de cultivo. Neste trabalho avaliou-se o efeito da
adicdo ao hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aclcar de diferentes concentracdes de glicerol
(0,7; 1,0; 3,5 e 6,5 g/L) sobre a fermentacdo deste hidrolisado por C. guilliermondii, de forma a se avaliar o
comportamento desta levedura em funcdo da concentracdo deste subproduto no meio. As fermentacdes
foram realizadas em shaker a 200 rpm com 50 mL de meio, pH inicial de 5,5, a 30°C, durante 72h.
Experimento controle, sem adig&o de glicerol, também foi realizado. Nas condi¢gdes experimentais avaliadas,
0 maximo crescimento celular (6,08 g/L) ocorreu com a adicdo ao hidrolisado de menor concentracdo de
glicerol (0,7 g/L) enquanto, o aumento desta concentracdo para 1,0 g/L resultou em favorecimento do
consumo de xilose (97,8%), semelhante ao observado na fermentagcéo controle. Nas fermentacdes em que
a concentracdo de glicerol foi igual ou superior a 3,5 g/L ocorreu o favorecimento da formacao de etanol nas
primeiras 24h, coincidente com a maior assimilacdo de acido acético nesse mesmo tempo. Foi também
constatado que a formacéo de glicerol pela levedura ocorreu em todas as fermentacfes independente da
adicdo deste ao hidrolisado.
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guilliermondii, fermentacao.
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Introducao

A xilose, pentose presente em maior
concentracdo na fragcdo hemicelulésica de
diferentes residuos agroindustriais é considerada
uma fonte de carbono para crescimento celular de
algumas espécies microbianas como a levedura
Candida guilliermondii [1, 2]. Os hidrolisados
obtidos da hidrolise acida destes materiais
conttm acUcares como (glicose, xilose e
arabinose [2]. Nas pesquisas para o0
aproveitamento destas biomassas, destaca-se a
producéo microbiolégica de xilitol um polialcool,
comercialmente produzido por via quimica, com
varias aplica¢des clinicas como no tratamento de
diabéticos [3], obesos [4] e prevengdo de
osteoporose [5].

Dentre 0s microrganismos capazes de
converter a xilose em xilitol, destaca-se a
levedura C. guilliermondii [1, 2, 6] com producédo
além de xilitol, do glicerol e etanol como
subprodutos deste bioprocesso [7,8].

O metabolismo da xilose inicia-se com o seu
transporte através da membrana celular por
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diferentes mecanismos [9]. Uma vez no interior
das células, a xilose é reduzida em xilitol, em uma
reacdo catalisada pela enzima xilose redutase
(E.C. 1.1.1.21) ligada a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfatada ou ndo, em sua forma
reduzida (NADPH/NADH). O xilitol é oxidado em
xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (E.C.
1.1.1.9) ligada a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfatada ou ndo em sua forma
oxidada (NADP*/NAD+). A xilulose ¢é fosforilada a
xilulose-5-fosfato que pode ser convertida em
piruvato através da conexdo da via das
Fosfopentoses com a via Embden-Meyerhof-
Parnas [10].

Em condi¢cbes limitadas de oxigénio, a
reoxidagcdo de NADH fica restrita e, como a célula
precisa manter o equilibrio redox, o NADH ¢é
oxidado através da reducdo de piruvato ou acetil-
CoA, produzindo assim mais etanol, glicerol ou
acido latico [11,12]. No caso da bioconverséo de
xilose em xilitol a regeneracdo do NAD" a partir
da formacdo de glicerol, além de desviar a
utilizacdo da fonte de carbono (xilose) para a
formacdo deste subproduto proporcionaria
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também uma menor disponibilidade do NADH,
coenzima essencial para a enzima xilose
redutase, a qual participa do passo inicial deste
bioprocesso [2].

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
estudar o efeito da adicdo ao hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-aclcar de
diferentes concentracdes de glicerol, visando
avaliar o comportamento da levedura C.
guilliermondii neste hidrolisado buscando a
compreensdo da influéncia do glicerol na
fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco por esta levedura.

Material e Métodos

Microrganismo e Preparo do Inéculo

Os experimentos foram realizados com a
levedura C. guilliermondii FTI 20037 obtida de
uma cultura estoque mantida a 4°C em &gar
extrato de malte. O in6culo (1 g/L) foi obtido a
partir do cultivo das células em meio contendo
xilose (30 g/L), sulfato de aménio (2 g/L), cloreto de
célcio dihidratado (0,1g/L) e extrato de farelo de
arroz (20 g/L). Foram empregados frascos
Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mL do meio
(pH 5,5) a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm em
incubadora tipo  “Shaker” rotatério (New
Brunswick, Scientific Co.) por 24 horas.

Tratamento do Hidrolisado Hemicelulésico

O bagaco de cana-de-acUcar foi hidrolisado
em reator de 350 litros a 121°C, por 20 minutos,
empregando 100 mg de H,SO, por grama de
matéria seca (relacao sélido-liquido de 1:10). O
hidrolisado foi filtrado e concentrado a vacuo a
70°C (até obter a concentragéo inicial de xilose
proxima a 70 g/L). Posteriormente o hidrolisado
foi submetido ao processo de tratamento para a
remocao de compostos téxicos a levedura como
0 &cido acético. Este consistiu em adicionar ao
hidrolisado 6xido de célcio até pH 7,0 e acido
fosférico para reducdo do pH para 2,5. Apds esta
etapa, 1,0% de carvdo ativo foi adicionado ao
hidrolisado sob agitacdo (100 rpm, 60°C, 30
min.). Ap6s cada etapa de alteracdo de pH e
adicdo de carvdo, o hidrolisado foi filtrado em
papel de filtro Whatmann para remocdo do
precipitado formado. O hidrolisado tratado foi
autoclavado a 111°C por 15 min e caracterizado
guanto ao pH, a concentracdo dos agucares
(xilose, glicose e arabinose) e acido acético.

Meio e Condi¢cbes de fermentacao

As fermentacdes foram realizadas em frascos
Erlenmeyer (125 mL), em triplicata, por 72 horas.
O meio, obtido a partir do hidrolisado tratado, foi
suplementado com 0S mesmos nutrientes
empregados no preparo do in6culo, com excegao
da xilose. A avaliacdo do efeito do glicerol nesta

IX Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e

fermentacéo foi feita pela adicdo a este meio de
diferentes concentracdes de glicerol de forma que
a sua concentragdo final fosse de 0,7; 1,0; 3,5 e
6,5 g/L. Experimento controle (sem a adicdo de
glicerol) também foi realizado.

Métodos Analiticos

As concentragcBes de xilose, glicose,
arabinose, acido acético, etanol e glicerol foram
determinadas em HPLC (Waters-USA), utilizando
detector de indice de refracéo [7]. A concentragao
celular foi medida por turbidimetria a 600 nm.

Analise Estatistica
Os resultados foram plotados em graficos com
seus respectivos desvio padréo.

Resultados

Os resultados obtidos da adicdo ao hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-aclcar de
diferentes concentracbes de glicerol sobre o
crescimento celular, consumo de xilose e de
acido aceético estdo apresentados na Figuras 1A,
1B e 1C, respectivamente.

No geral, o crescimento celular foi favorecido
pela adi¢do de glicerol ao meio de cultivo (Figura
1A) em comparacdo a fermentacdo em que este
nao foi adicionado. A utilizacdo de 0,7 g/L de
glicerol resultou em maximo crescimento celular
(6,08 g/L), enquanto o consumo de xilose foi
favorecido quando a concentracdo deste foi 1g/L
(Figura 1B). No entanto, o aumento da
concentracdo de glicerol para 3,5 ou 6,5 g/L,
resultou em diminuicdo no consumo de xilose em
relagdo a fermentacdo na qual este ndo foi
adicionado ao hidrolisado, semelhante ao
ocorrido em concentracdo inferior a 1,0 g/L
(Figura 1B).

Com relacdo ao acido acético (Figura 1C),
verifica-se a sua assimilacdo pela levedura
independente das condigcbes empregadas, porém
0 maximo consumo deste acido ocorreu com a
utilizacdo de maior concentragdo de glicerol no
meio.
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Figura 1 — Efeito da concentragdo de glicerol
sobre o crescimento celular (A), consumo de
xilose (B) e de acido acético (C) durante cultivo
de C. guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana.

As Figuras 2A e 2B representam a produ¢éo
de glicerol e etanol pela levedura independente
da adicdo de glicerol ao hidrolisado. Nota-se
nestas Figuras que estes compostos foram
formados ja nas primeiras 10 h de cultivo, tempo
correspondente ao consumo total da glicose
(dado nado apresentado).

A partir do célculo da inclinagdo das retas
obtidas na Figura 2A, verifica-se que a formagéo
de glicerol pela levedura ocorrida no inicio da
fermentacéo (10h) foi favorecida no meio em que
este ndo foi adicionado (controle), observando-se
ao final do processo a sua maxima producgéo (1,3
g/L).

Semelhante ao ocorrido para o glicerol, o
etanol foi formado em todas as condicdes
empregadas, observam-se um rapido aumento de
sua concentragdo nas primeiras 10 h (Figura 2B).
Ap6s este periodo verificam-se pequenas
variacbes na sua concentracdo para todas as
condicbes avaliadas. Observa-se ainda na Figura
2B que a maxima concentracdo de etanol (2,9
g/L) obtida com a utlizacho das maiores
concentracbes de glicerol, correspondeu a um
aumento de producdo de 28,62% no mesmo
periodo em relacdo a obtida quando se utilizou
1,0 g/L de glicerol, concentracdo esta que
favoreceu o consumo de xilose (Figura 1B).
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Figura 2 — Efeito da concentracéo de glicerol sobre
a producao de glicerol (A) e etanol (B) durante o
cultivo de C. guilliermondii em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana.

Discusséo

No presente trabalho o favorecimento da
formacdo de biomassa de C. guilliermondii pela
adicdo de glicerol ao hidrolisado verificado
principalmente nas primeiras 24 h de cultivo pode
estar relacionado ao seu efeito como protetor
contra estresse celular conforme relatado na
literatura [11,12], uma vez que o hidrolisado
contém além de aclcares, compostos prejudiciais
ao metabolismo como acido acético, presente na
concentracdo em torno de 3,5 g/L (Figura 1C),
bem como fendis, furfural e hidroximetilfurfural,
cujas concentracdbes ndo se encontram
apresentadas no presente trabalho [2].

O favorecimento do crescimento celular pela
adicdo de 0,7 g/L de glicerol ao hidrolisado de
certa forma contribuiu para diminuir o estresse
celular, pois esta condicdo favoreceu também o
consumo de &cido acético, proporcionando uma
detoxificacdo do hidrolisado pela levedura. Esta
hipétese pode ser justificada pelo fato de se ter
observado uma reducdo de 17,5% no consumo
de xilose na fermentacdo em que 0,7 g/L de
glicerol foi adicionado ao hidrolisado em
comparacao a fermentacéo ausente de glicerol.

Trabalhos da literatura tém demonstrado a
capacidade de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana em funcgédo da
capacidade desta levedura em assimilar o &cido
acético dependendo das condicbes de
fermentacéao [2, 13].
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No presente trabalho a producéo de glicerol
pela levedura verificada independente das
condigbes de cultivo, mostrou-se comportar
conforme relatos da literatura nos quais ele é
considerado como um soluto compativel
produzido em condicfes adversas de cultivo [12],
pois na fermentacdo sem adicdo de glicerol
(controle), observou-se uma tendéncia de
aumento de sua formacdo, o que pode estar
relacionado ao seu papel osmoregulador. Porém,
nos casos em que a adicdo de glicerol foi igual ou
maior que 1,0 g/L também se observou a sua
formacdo. Nestes casos, provavelmente, esta
producdo deve estar relacionada com a
interferéncia do préprio glicerol na dissolubilidade
de oxigénio no meio proporcionando um estresse
celular em funcéo da diminuicdo da concentragdo
de oxigénio e como conseqliéncia a necessidade
de regeneracao dos cofatores oxidados. Este fato
pode ser comprovado pela maior producdo de
etanol verificada nessas condi¢des, uma vez que
ao ser formado ha regeneracéo do cofator [11].

Além disto, em todas as condi¢des avaliadas o
glicerol adicionado ao meio de cultivo nédo foi
consumido pela levedura o que pode reforcar a
idéia de que a presencga do glicerol no meio de
fermentacéo reduz o estresse celular.

Outro papel exercido pelo glicerol é a reducédo
da quantidade de &gua na superficie das
proteinas presentes na parede celular dos
microrganismos, formando pontes de hidrogénio
com estas proteinas, substituindo a agua e
mantendo a estabilidade celular [14].

Concluséao

O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana de acucar possui além dos acgucares,
compostos téxicos ao metabolismo celular, os
quais podem ocasionar estresse celular. O
glicerol adicionado ao meio de cultivo nédo foi
consumido pelas células de C. guilliermondii,
porém em todos 0s ensaios contatou-se a sua
formagdo, que geralmente estd associada a
condicdes de estresse celular e regeneracéo dos
cofatores oxidados. Na fermentagdo em que foi
adicionado ao hidrolisado 1,0 g/L de glicerol
observou-se o favorecimento do consumo de
xilose em relacdo ao experimento em que este
nao foi adicionado, enquanto que concentracdes
maiores ou iguais a 3,5 g/L favoreceram a
producdo de etanol. O maximo crescimento
celular (6,08 g/L) foi obtido com adicao de 0,7 g/L
de glicerol, indicando que esta concentracdo
reduziu de certa forma o estresse celular
ocasionado ao se cultivar a levedura C.
guilliermondii em meio contendo acido acético e
outros compostos toxicos.
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