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RESUMO

SILVEIRA, Fernando Augusto da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2014. Selecao de leveduras fermentadoras de xilose e analise do exometaboloma
de Meyerozyma guilliermondii UFV-1. Orientador: Wendel Batista da Silveira. Co-
orientadores: Flavia Maria Lopes Passos e Luciano Gomes Fietto.

Existe grande interesse na selecdo de leveduras que possam converter xilose,
principal pentose liberada do pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas, em
metabdlitos de interesse industrial, tais como combustiveis, ingredientes de alimentos,
drogas antimicrobianas e farmacos. Portanto, cinco leveduras fermentadoras de xilose
foram selecionadas a partir da colegcdo de culturas do Laboratério de Fisiologia de
Micro-organismos do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Vigosa. Dentre essas, destacou-se a levedura Meyerozyma quilliermondii UFV-1,
capaz de consumir totalmente a xilose disponivel no meio e converté-la em etanol e
outros metabdlitos de interesse industrial. O potencial fermentativo dessa levedura foi
avaliado em diferentes concentra¢des de oxigénio. A produgdo de etanol foi maior no
cultivo em hipoxia cuja concentracao de oxigénio dissolvido (OD) no meio de cultivo foi
de 10% (1,98 g L). A maior produgéo de xilitol, 5,34 g L™, foi obtida em hipoxia em
Erlenmeyer. Verificou-se o efeito do etanol e dos inibidores acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural, formados no pré-tratamento acido, no crescimento de M.
guilliermondii UFV-1. A levedura foi capaz de crescer em concentragdes de etanol de
13,5 g L™ que correspondem aos valores maximos que podem ser produzidos a partir
da xilose liberada da hemicelulose. Além disso, M. guilliermondii UFV-1 cresceu nas
concentracoes de acido acético, furfural e hidroximetilfurfural normalmente
encontradas em hidrolisados hemicelulosicos. A analise do exometaboloma de M.
guilliermondii UFV-1 revelou que nao houve diferenca no perfil de metabdlitos
produzidos nas duas condicdes de crescimento avaliadas: baixa velocidade especifica
de crescimento e velocidade especifica de crescimento proxima da maxima. Foram
identificados 5 metabdlitos de interesse biotecnoldgico: os acidos valérico, caproico e
butirico, usados como antifungicos; o glicofuranosideo, utilizado pela industria
farmacéutica no controle de diabetes; e 0 acido malico, composto utilizado na industria
alimenticia como acidulante e realcador de sabor. Portanto, a identificacdo desses
metabdlitos extracelulares demonstra o potencial biotecnolégico dessa levedura nao
apenas para a producgdo de etanol e xilitol, mas de outros produtos quimicos de

interesse industrial.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Fernando Augusto da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Selection of yeasts fermenting xylose and exometabolome analysis of
Meyerozyma guilliermondii UFV-1. Advisor: Wendel Batista da Silveira. Co-advisors:
Flavia Maria Lopes Passos and Luciano Gomes Fietto.

There is a great interest in the selection of yeasts able to convert xylose, the main
pentose released from the pretreatment of lignocellulosic biomass, into metabolites of
industrial interest, such as fuel, food ingredients, drugs and antimicrobial drugs.
Therefore, five xylose fermenting yeasts were selected from the culture collection of the
Laboratory of Physiology of Microorganisms, Department of Microbiology, Universidade
Federal de Vigosa. Among them, Meyerozyma guilliermondii UFV-1 was able to
completely consume xylose available in the medium and convert it into ethanol and
other metabolites of industrial relevance. Its fermentation potential was evaluated at
different oxygen concentrations. Ethanol production was higher in hypoxia where the
concentration of dissolved oxygen (DO) in the culture medium was 10% (1.98 g L™).
The higher production of xylitol, 5.34 g L™, was also obtained in hypoxia. The effect of
ethanol and acetic acid, furfural and hydroxymethyl furfural, inhibitors generated during
the acid pre-treatment, on the growth of M. guilliermondii UFV-1 was evaluated. The
yeast was able to grow in ethanol concentration of 13.5 g L™ corresponding to the
maximum amount that can be produced from the xylose released from hemicellulose.
Furthermore, M. guilliermondii UFV-1 grew in concentrations of acetic acid, furfural and
hydroxymethyl furfural which are normally found in hemicellulose hydrolysates.
Analysis of M. guilliermondii UFV-1 exometaboloma revealed no difference in the
metabolites profile produced in the two growth conditions evaluated: low specific
growth rate and near maximum specific growth rate. Five metabolites of
biotechnological interest were identified: valeric, caproic and butyric acids, used as
antifungal; glicofuranoside used by the pharmaceutical industry in the control of
diabetes; and malic acid, compound used in food industry as acidulant and flavor
enhancer. Therefore, the identification of these extracellular metabolites demonstrates
the biotechnology potential of this yeast not only to produce ethanol and xylitol, but

other chemicals of industrial interest.
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1. INTRODUGCAO

O aumento do consumo de combustiveis fosseis tem causado problemas
ambientais devido a emissao de gases do efeito estufa na atmosfera. Além disso, os
combustiveis fésseis sdo reconhecidos como fontes n&do renovaveis de energia, cujo
valor de mercado é fortemente influenciado por crises econdmicas e politicas. Uma
alternativa ao refino do petréleo é o estabelecimento de biorrefinarias para a
conversao de matérias-primas lignoceluldsicas abundantes em biocombustiveis e
compostos quimicos de interesse industrial. O etanol, principal combustivel produzido
no mundo, é obtido a partir de culturas de cana-de-agucar, cereais e sementes. O
etanol produzido a partir dessas matérias-primas € classificado como etanol de
primeira geracao, enquanto a producio a partir de biomassa lignoceluldsica, tais como
subprodutos agroindustriais, residuos florestais e urbanos, é chamada de etanol de
segunda geragao.

A biomassa lignocelulésica €& composta por polimeros de celulose,
hemicelulose e lignina. As biomassas lignocelulésicas devem ser pré-tratadas a fim de
diminuir a cristalinidade e disponibilizar os polimeros constituintes: celulose,
hemicelulose e lignina. Dentre os pré-tratamentos, a hidrdlise acida é comumente
utilizada. A hidrolise acida do bagaco de cana-de-agucar resulta normalmente na
disponibilizagao de 32-44% de celulose, 27-32% de hemicelulose, 20-24% de lignina e
4,5-9% de cinzas (SOUZA et. al., 2012). Contudo, esse pré-tratamento é realizado sob
alta temperatura e pressao levando a produgéo de inibidores a partir da hidrélise de
carboidratos presentes na biomassa lignoceluldsica. Os principais inibidores formados
sdo: acido acético, furfural, formado a partir da hidrélise da xilose, o
hidroximetilfurfural, proveniente da hidrdlise acida da glicose. Esses compostos inibem
a fermentagdo por meio da diminuicdo do pH intracelular, redugcao da atividade de
enzimas essenciais ou diminuicdo da integridade da membrana da levedura.

A pentose xilose €& o principal acucar disponibilizado na hidrélise da
hemicelulose. Todavia, a levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente
empregada na fermentagao alcodlica, ndo assimila esse agucar. De fato, a conversao
de xilose em etanol € considerada do ponto de vista econbmico um dos principais
entraves para a producdo de etanol de segunda geragéo. Algumas leveduras nativas
assimilam o agucar xilose e apresentam potencial para converté-lo em etanol e outros
produtos de interesse industrial, tais como xilitol e riboflavina (vitamina B,) utilizados
na industria de alimentos, nonadecanol e acido 9-octadecendico utilizados pela
industria farmacéutica para a produgdo de antimicrobianos e drogas anticancer,
respectivamente, e o aromatizante acido valérico utilizado pela industria de
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cosméticos. O metabolismo de xilose € dividido em duas vias de assimilagao: a via
oxidorredutiva, mais comum entre as leveduras, e a via isomerase encontrada em
bactérias. Em Scheffersomyces (Pichia) stipitis, levedura nativa fermentadora de
xilose, este acucar € transportado para dentro da célula por dois sistemas de
transporte: baixa afinidade e alta afinidade. As primeiras etapas da via oxidorredutiva
utilizam enzimas que consomem os cofatores NADH* + H*, NADPH e NAD*, o que
acaba provocando um desequilibrio redox dentro da célula em funcdo do nivel de
oxigénio dissolvido no meio. Quando ocorre tal desequilibrio, a producao de xilitol é
maior do que a de etanol.

Tendo em vista que a conversdao de xilose em metabdlitos de interesse
industrial € de grande importancia e que a tradicional levedura da fermentagao
alcodlica, S. cerevisiae, nao assimila tal agucar, este trabalho teve como principais
objetivos a selecao de leveduras fermentadoras de xilose e a andlise do

exometaboloma da levedura Meyerozyma guilliermondii UFV-1.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biorrefinarias

O aumento do consumo de combustiveis fésseis e outros produtos quimicos,
obtidos a partir do refino do petréleo, tem causado problemas ambientais devido a
emissdo de gases do efeito estufa na atmosfera. Além disso, as reservas de
combustiveis fésseis sdo esgotaveis e vém sendo exauridas nos ultimos anos
(DEMIRBAS et al., 2009). Os combustiveis fosseis representam 88% do consumo de
energia primaria, sendo o petréleo (35%), o carvao (29%) e o gas natural (24%), as
principais fontes utilizadas (BRENNAN; OWENDE, 2010). Uma alternativa promissora
para garantir a producao de combustiveis e insumos quimicos de forma sustentavel é
o estabelecimento de biorrefinarias (TAYLOR, 2008; DEMIRBAS, 2009; MENON;
RAO, 2012).

As biorrefinarias devem ser capazes de converter de forma integrada as
biomassas lignocelulésicas em energia, combustiveis e produtos quimicos, tais como
biogas, bioetanol, eletricidade, calor, alimentos e ragdes (SKOOG et al.,, 1988;
TAYLOR, 2008; DEMIRBAS, 2009; MENON; RAO, 2012; KAJASTE, 2014), além de
produtos farmacéuticos e cosméticos, da industria de alimentos e bebidas, como
enzimas industriais, antibioticos, acidos aromaticos, biopolimeros, vitaminas e
flavorizantes (TAYLOR, 2008; MENON; RAO, 2012; KAJASTE, 2014).

O etanol € um combustivel alternativo a gasolina. A emissdo de diéxido de
carbono na atmosfera proveniente da combustao do etanol é 80% menor comparada
aquela obtida com os combustiveis originados de fontes fosseis (HAHN-HAGERDAL
et al.,, 2007). O processo de produgdo do etanol pode ocorrer de duas formas: o
processo de primeira geragdo, que utiliza carboidratos constituintes da cana-de-
agucar, culturas de cereais e sementes (SIMS, MABEE, et al., 2009) e o processo de
segunda geragao, que utiliza matéria-prima proveniente de subprodutos
agroindustriais, tais como residuos florestais, restos de alimentos, galhos e folhas
(BALAT; BALAT, 2009; SIMS et al., 2010).

Apesar de ser um processo bem estabelecido, a producdo do etanol de
primeira geracdo é duramente criticada porque compete com a producao de alimentos
por recursos hidricos e uso de terra aravel (NAIK et al., 2010; SIMS et al., 2010). Por
outro lado, o etanol de segunda geragdo, produzido a partir de biomassas
lignocelul6sicas, ndo compete com a industria de alimentos por recursos hidricos e
terras cultivaveis. A figura 1 destaca algumas fontes de biomassas lignoceluldsicas

que podem ser utilizadas como matéria-prima em biorrefinarias.
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Figura 1. Esquema demonstrando tipos de biomassas renovaveis para biorrefinarias. Fonte
adaptada: (NAIK et al., 2010).

Nos ultimos anos, varios trabalhos vém buscando ampliar a gama de produtos
que podem ser produzidos em biorrefinarias, principalmente por fermentacao
microbiana, tais como: isopropendides, utilizados na industria de cosméticos como
fragrancias, na industria farmacéutica na produgao de drogas anticancer e antibidticos,
e na industria de alimentos como ingredientes de alimentos e vitaminas; policetideos,
usados na industria farmacéutica para a produc¢ao de drogas anticancer, antibiéticos e
imunossupressores; e ainda lipideos, utilizados na industria de alimentos como
suplementos alimentares e na industria de energia para a produgdao de biodiesel
(CHEN et al., 2013).

Além desses produtos, muitos compostos da industria de quimica fina, como o
acido citrico, acido glutédmico e lisina, sdo produzidos em processos fermentativos a
partir de biomassas lignocelulésicas. O glicerol, produzido em biorrefinarias, pode ser
convertido em propileno glicol, um composto de alto valor econémico utilizado na
producao de resinas (MENON; RAO, 2012). Além disso, varios subprodutos e
solventes quimicos para industria de alimentos e de cosméticos podem ser produzidos
em biorrefinarias, tais como: os acidos aromaticos, os ciclohexanos utilizados como
solventes, o acido valinico, um agente flavorizante da industria de cosméticos, e o0 2,3-
pentanodiona, composto aromatico utilizado na produgao de bebidas (MENON; RAO,
2012).

Os produtos produzidos em biorrefinarias variam de acordo com a fonte de

matéria-prima disponivel e o tipo de tecnologia utilizada na produgao (HAHN-
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HAGERDAL et al., 1994). A tabela 1 demonstra alguns produtos quimicos,

biocombustiveis e tecnologias empregadas em biorrefinarias.

Tabela 1. Alguns produtos e tecnologias utilizadas em biorrefinarias. Fonte adaptada: (MENON;
RAO, 2012).

TECNOLOGIAS EMPREGADAS

Processo de fermentacao Refinaria de Madeira Maultiplas tecnologias

Metano (Biogas) Metanol Metano (Biogas)
Etanol Etanol Metanol
Acido acético Acido acético Etanol
Glicerol Acido latico Propano
1,3-propanodiol Acetona Glicerol

Acido fumarico

Acido succinico

Propano-1,2-diol

8 Acido succinico Butanol Butano

S 1-butanol Furfural 1,3-Butadiano

2 1,4-butanodiol Acido levulinico iso-Butanol

g Acido aspartico Acido itaconico Etilenoglicol

7)) Furfural Benzeno Benzeno

g Acido levulinico Tolueno Dimetilfurano

8 Acido citrico Xileno Tolueno

x Lisina Xilitol Proteinas
Glutamina Aminoacidos

5-hidroximetilfurfural
Vitaminas
Biopolimeros
Enzimas industriais

Antibidticos

2.2. Fontes lignocelulésicas

O uso de biomassas lignocelulésicas como matéria-prima para a produgéo de
produtos quimicos de interesse industrial se destaca como uma importante alternativa
sustentavel para substituir o refino do petréleo. A biomassa lignoceluldsica € o
composto organico mais abundante na biosfera, atingindo quantidades de
aproximadamente 50% de toda biomassa formada (ZYI et al., 1991). Estima-se que
essa biomassa lignocelulésica produzida anualmente alcance entre 10-50 bilhdes de
toneladas (CHENG et al., 2008; VASCONCELOQS et al., 2013). Esses compostos séo
produzidos principalmente por meio de atividades agricolas, processamentos
florestais, producdo de alimentos e geragado de residuos organicos (BELLIDO et al.,
2011).

Essa biomassa lignocelulésica é formada por polimeros de celulose,

hemicelulose e lignina, que compde a parede celular das plantas (PALMQVIST;
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HAHN-HAGERDAL, 2000b). A celulose s&o cadeias cristalinas longas de mondémeros
de glicose, com fortes ligagbes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares
(BANERJEE et al., 1981). A lignina € um polimero aromatico complexo de unidades de
p-hidroxifenilpropandide unidos por ligagbes entre carbonos, muito resistentes a
hidrélise enzimatica e quimica(VASCONCELOS et al., 2013). Ao contrario da celulose,
a hemicelulose € um polimero ramificado, composto por heteropolimeros de D-xilose,
L-arabinose, D-manose, D-glicose, D-galactose e D-acido glucurénico, formando
ligacdes ramificadas e lineares (BANERJEE et al., 1981). A figura 2 mostra a parede
celular das plantas, constituida de celulose, lignina e hemicelulose, que compde a

biomassa lignocelulosica.



Biomassa lignoceluldsica

Céoluta vegetal

Microfibrila
celuidsica

Figura 2. Representacdo da parede celular das plantas. Fonte: (SANTOS et al., 2012).

Devido as propriedades inerentes das biomassas lignoceluldsicas, diversos
tipos de pré-tratamentos sdo usados a fim de diminuir a cristalinidade e disponibilizar
os polimeros de celulose, hemicelulose e lignina dessas biomassas. Os pré-
tratamentos podem ser divididos em fisicos, quimicos e bioldgicos (TAHERZADEH et
al., 2000). Normalmente, os tratamentos fisicos sdo empregados na primeira etapa do
pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, tais como: moagem, trituracdo e explosao
a vapor. Posteriormente, podem ser utilizados os tratamentos quimicos (acidos ou

alcalinos) e bioldgicos (enzimas) nessa biomassa (BELLIDO et al., 2011). A figura 3



demonstra o processo de pré-tratamento da cana-de-agucar e a remogao da estrutura

Lignina
//celulose

dessa biomassa.

Figura 3. Pré-tratamento da cana-de-agucar e a liberagao dos polimeros de celulose, hemicelulose
e lignina. Fonte adaptada: (ENERGY, 2007).

Os melhores pré-tratamentos e as condi¢gdes empregadas dependem do tipo e
da composicado da biomassa lignocelulésica utilizada. A hidrélise acida é comumente
utilizada no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agtiicar (HERNANDEZ-SALAS et al.,
2009; CARDOSO et al., 2011). Esse subproduto da produgédo de agucar e etanol de
primeira geragédo possui em torno de 32-44% de celulose, 27-32% de hemicelulose,
20-24% de lignina e 4,5-9% de cinzas (SOUZA et al.,, 2012). A hidrdlise acida é
eficiente para a remogédo de hemicelulose, aproximadamente 100%, todavia produz
diferentes tipos de inibidores de fermentagédo (CARDOSO et al., 2011).

Em condicdes acidas e de altas temperaturas, os inibidores sao formados a
partir da degradac&o dos carboidratos presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos e na
degradagédo e solubilizagdo da lignina (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a,
2000b). Esses inibidores diminuem a atividade biolégica e enzimatica das leveduras. O
perfil e a concentracdao de inibidores formados no pré-tratamento depende da
biomassa e das condi¢des utilizadas no processo. O acido acético, o 2-furaldeido
(furfural), o hidroximetilfurfural ou 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF) e os compostos
fendlicos sdo alguns dos principais produtos formados na hidrélise acida da biomassa
lignoceluldsica (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a, 2000b).

O acido aceético, o acido formico e acido levulinico sdo formados em condi¢oes
de hidrélise acida da biomassa lignocelulésica (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000b). O acido acético em sua forma nao dissociada difunde através da membrana

citoplasmatica e dissocia-se no citoplasma das células, diminuindo o pH para valores
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inferiores aos limites fisiolégicos (ZYI et al.,, 1991; BELLIDO et al.,, 2011). Os
compostos fendlicos formados a partir da degradacao e solubilizagdo da lignina podem
causar a perda da integridade da membrana das células, a inativacdo dos sistemas
enzimaticos e a destruigdo ou inativagdo do material genético (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000b).

Os compostos organicos furanos, furfural e 5-HMF, sdo formados a partir da
degradagcdo dos carboidratos presentes na biomassa lignocelulésica durante a
hidrélise acida (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a, 2000b). O furfural é formado
por meio da degradacao do agucar xilose, sob alta temperatura e pressao, proveniente
da hemicelulose das biomassas lignoceluldsicas (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000b). O furfural pode atuar inibindo os processos de transcricdo e tradugido da
célula, além de reduzir a atividade da sua cadeia respiratéria (BANERJEE et al., 1981;
PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a; HORVATH et al., 2003). O 5-HMF é um
subproduto da hidrélise acida proveniente da degradacéo de hexoses, como a glicose,
manose e galactose, a partir da hemicelulose e da celulose das biomassas
lignoceluldsicas (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b). O 5-HMF atua no
metabolismo das células causando um efeito inibitorio em enzimas essenciais
(SANCHEZ, 1988).

Sendo assim, a formacao desses subprodutos inibidores depende do tipo de
biomassa lignoceluldsica utilizada nos processos de pré-tratamento com hidrélise
acida. Por exemplo, a hidrolise acida do bagaco de cana-de-agucar, sob alta
temperatura e pressdo, pode produzir aproximadamente de 3-4 g L™ de acido acético
(CHENG et al., 2008; VASCONCELOS et al, 2013), 0,51 g L' de furfural
(VASCONCELOS et al., 2013) e 0,05-0,25 g L'de 5-HMF (NEUREITER et al., 2002;
VASCONCELOS et al., 2013). Essas concentragdes podem variar em fungdo do
tempo e da pressao, e nas concentracdes de acido utilizadas nos processos de pré-
tratamento com hidrdlise acida.

Portanto, é importante identificar os potenciais inibidores presentes nas mais
diversas biomassas lignoceluldsicas, a fim de propor processos de destoxificagéo
desses hidrolisados (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a). Outra forma de
possibilitar a utilizacdo desses hidrolisados celuldsicos e hemicelulésicos, € selecionar

leveduras que sejam resistentes as concentragdes de inibidores neles presentes.
2.3. Metabolismo de pentoses em leveduras

Matérias-primas lignocelulésicas apresentam um conteudo de 5-20% de
acglcares pentoses: xilose e arabinose (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b). A
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xilose é a principal pentose disponibilizada na hidrélise da hemicelulose, um dos trés
maiores componentes da biomassa lignocelulésica (SANCHEZ, 1988). Essa pentose
nao € assimilada pela levedura S. cerevisiae, comumente utilizada na producado de
etanol (NEUREITER et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2013). Nesse contexto, a
conversao de xilose em etanol é considerada do ponto de vista econdmico um dos
principais entraves para a produgdo de etanol de segunda geragdo. Sendo assim, o
isolamento e a selecdo de leveduras nativas que assimilam o acgucar xilose e
apresentam potencial para converté-lo em etanol e a outros produtos de interesse
industrial é de grande relevancia. Nos ultimos anos, varios trabalhos tém focado no
isolamento dessas leveduras tendo em vista a produgdo de etanol (CHENG et al.,
2008; CADETE et al., 2009, 2012, 2013; FERREIRA et al., 2011; LONG et al., 2012;
SUH et al., 2013; MATOS et al., 2014), bem como a de outros metabdlitos de interesse
industrial tais como xilitol, utilizado na industria de alimentos (BARBOSA et al., 1988;
RAFIQUL; MIMI SAKINAH, 2012; PAPON et al., 2013), 1-nonadecanol e acido 9-
octadecendico, ambos utilizados na industria farmacéutica para a producao de drogas
antibacterianas e anticancer, respectivamente (JOEL; BHIMBA, 2013).

A figura 4 mostra as vias de assimilagdo das pentoses, D-xilose e L-arabinose,
encontradas em fungos e bactérias (CHANDEL, CHANDRASEKHAR, et al., 2011).
Nessa representacdo esquematica estdo representadas duas vias de assimilacdo de

xilose: a via oxidorredutiva e a via isomerase.
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Figura 4. Representacdao esquematica do metabolismo das pentoses D-xilose e L-arabinose em
leveduras e bactérias. Duas vias distintas de assimilagdo de xilose sdo apresentadas: a via
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oxidorredutiva, comum em leveduras, e via isomerase, encontrada em bactérias. Fonte:(CHANDEL
et al., 2011).

A primeira etapa do metabolismo de xilose é o seu transporte para o citoplasma
da célula. Estudos realizados com as leveduras nativas que assimilam e fermentam
xilose, S. stipitis, Pichia heedii e Candida shehatae, determinaram que existe dois
sistemas de transporte para a xilose: um sistema de difusdo facilitada de alta
capacidade e baixa afinidade, que é compartilhado por glicose, e um sistema de
simporte de prétons de alta afinidade (KILIAN; UDEN, 1988; HAMACHER et al., 2002;
CHU; LEE, 2007; YOUNG et al., 2010). Depois que a xilose é transportada pelos
sistemas de transporte, ela pode ser metabolizada pelas vias de assimilacdo. A
levedura nativa S. stipitis CBS 7126 possui um valor de K, de 2,26 mM para o sistema
de transporte de baixa afinidade, e um K, de 0,9 mM para o sistema de alta afinidade
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

A via oxidorredutiva das pentoses € mais conservada entre as leveduras,
utilizando enzimas e cofatores especificos para o conjunto de reagbes que compdbe
essa via. Nessa via, a D-xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose redutase (XR)
dependente de NADH" + H® ou NADPH. Posteriormente, o xilitol € oxidado a D-xilulose
pela enzima xilitol desidrogenase (XDH) dependente de NAD®. Nas reacgdes
posteriores dessa via, o intermediario D-xilulose é fosforilado na posi¢cao do carbono
cinco (C5-0OH) pela enzima xilulocinase (XK), formando outro intermediario, a D-
xilulose-5-fosfato. Esse intermediario segue o fluxo da via das pentoses fosfato, na
qual serdo formados os intermediarios da via glicolitica, gliceraldeido-3-fosfato e
frutose-6-fostato (SKOOG et al., 1988; CHU; LEE, 2007; CHANDEL et al., 2011).

Na via oxidorredutiva, as duas primeiras enzimas do metabolismo consomem
NADH"* + H/NADPH e NAD", provocando um desequilibrio redox (HAHN-HAGERDAL
et al., 2006; CHU; LEE, 2007; YOUNG et al., 2010). Em leveduras fermentadoras de
xilose, a disponibilidade de oxigénio determina a mudanga do fluxo de carbono da
xilose para a producao de biomassa para a célula, pela via oxidativa, ou a producao de
etanol, pela via fermentativa (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; PREEZ, 1994; CHU;
LEE, 2007; WOHLBACH et al., 2011). Na auséncia de oxigénio, ou seja, em
anaerobiose, o cofator NADH + H* n&o pode ser reoxidado eficientemente a NAD" por
meio da cadeia transportadora de elétrons, provocando um desequilibrio dos cofatores
NADH/NAD®. Esse desequilibrio pode ser observado pelo acimulo e excre¢do do
xilitol por essas leveduras (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; PREEZ, 1994). Em
condicbes de limitacdo de oxigénio, a producdo de etanol diminui o desequilibrio
desses cofatores, pois a reoxidagdo do NADH + H' na via fermentativa disponibiliza

NAD" que é requerido pela enzima XR na converséo de xilitol em xilulose. Assim, o
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acumulo de xilitol diminui (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; PREEZ, 1994; CHU; LEE,
2007; WOHLBACH et al., 2011). Em aerobiose, o oxigénio funciona como aceptor final
de elétrons da cadeia transportadora de elétrons dessas leveduras, entdo o fluxo de
carbono da xilose é direcionado para produgdo de energia e conversao em biomassa
celular, e esses cofatores NADH/NAD" ndo apresentam um desequilibrio.

Dessa forma, em leveduras fermentadoras de xilose a producdo de xilitol
aumenta em condicdo de anaerobiose, a produgdao de massa celular aumenta em
aerobiose e a produgdo de etanol aumenta em condi¢des de limitacdo de oxigénio.

Outra forma de assimilacdo de agucares pentoses € a via isomerase. Essa via
consiste de uma unica reacao de conversao da D-xilose, por meio da enzima xilose
isomerase (XI), ao intermediario da via, D-xilulose. Ao contrario da via oxidorredutiva
das pentoses, a via isomerase ndo requer os cofatores NADH" + H'/NADPH e NAD"
para enzima Xl, o que representa uma vantagem adaptativa importante para a
producédo de etanol a partir de pentoses (HAHN-HAGERDAL et al., 1994; CHU; LEE,
2007; YOUNG et al., 2010). Porém, essa via € raramente encontrada em leveduras
nativas, sendo mais comum entre bactérias (SKOOG et al., 1988; CHU; LEE, 2007;
YOUNG et al., 2010).

2.4. Meyerozyma guilliermondii

Meyerozyma gquilliermondii € uma levedura pertencente ao clado
Saccharomycotina CTG, o qual é geneticamente heterogéneo. Também conhecida
como Candida guilliermondii (grupo anamorfo) e Pichia guilliermondii (grupo
telomorfo). A partir de estudos da coenzima Q-9, essa levedura foi atribuida ao género
Meyerozyma sp. (KURTZMAN; SUZUKI, 2010; ROMI et al., 2014). O nome do género
€ uma homenagem ao Prof. Sally A. Meyer, Georgia State University, Atlanta, EUA,
pioneiro em estudos filogenéticos de espécies de leveduras do género Candida
(KURTZMAN; FELL, 1997; KURTZMAN; SUZUKI, 2010).

Espécies do género Meyerozyma sp. tém sido isoladas de diversos ambientes,
como o solo, alimentos, insetos, agua do mar e subprodutos de arvores. Mas, algumas
espécies fazem parte da microbiota da pele e mucosas, podendo causar doengas em
pacientes imunosuprimidos (PAPON et al., 2013). Algumas caracteristicas importantes
podem ser atribuidas a esse género: temperatura padréo de crescimento é de 30°C
(maxima de 42°C); aerdbia, mas pode crescer em condi¢cdes estritas de oxigénio;
possui a capacidade de fermentar agucares; nao utiliza o amido, a lactose e o inositol
como fontes de carbono; sdo leveduras heterotdlicas e possui divisdo celular

multilateral por brotamento; algumas espécies formam pseudohifas; possui um
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genoma de aproximadamente 10.6 Mb, com oito cromossomos (sequenciamento da
linhagem C. guilliermondii ATCC 6260); apresenta um conteudo de GC no DNA de 45-
50%; (KURTZMAN; SUZUKI, 2010; PAPON et al., 2013).

Diversos estudos sdo conduzidos com o género Meyerozyma sp. por
apresentar importancia clinica, aplicagdes biotecnoldgicas e potencial de aplicagdo em
controle biolégico (CODA et al., 2013; JOEL; BHIMBA, 2013; PAPON et al., 2013;
ROMI et al., 2014). Além disso, linhagens de M. guilliermondii podem ser utilizadas
para a producdo de etanol a partir de hidrolisados de biomassas lignoceluldsicas
(SCHIRMER-MICHEL et al., 2008; MATOS et al., 2014). A linhagem C. (Meyerozyma)
guilliermondii NRRL Y-2075 produziu etanol a partir de hidrolisado de casca de soja
destoxificado, que € uma fonte de xilose, alcangando um rendimento de producéo de
0,46 g g de etanol apds 48 horas (SCHIRMER-MICHEL et al., 2008). Isso demonstra
a capacidade de utilizacdo dessa levedura para a producdo de etanol a partir de
biomassa lingocelulésica.

O xilitol € um acucar de cinco carbonos formado a partir da redugao de xilose,
pela enzima xilose redutase, dependente de NADH" + H" ou NADPH (YOUNG et al.,
2010). O xilitol é encontrado naturalmente em fibras de vegetais e frutas e apresenta
um importante valor biotecnolégico: usado como adogante por ser tdo doce quanto a
sacarose e 40% menos caldrico, e anticariogénico, sendo utilizado em férmulas de
pastas de dente (RAFIQUL; MIMI SAKINAH, 2012; PAPON et al., 2013). Entre as
leveduras, a M. (Candida) guilliermondii € a maior produtora de xilitol a partir de xilose,
obtendo uma eficiéncia de conversdo de 77-80% (RAFIQUL; MIMI SAKINAH, 2012;
PAPON et al., 2013), sendo que outra linhagem de M. guilliermondii (C. guilliermondii
FIT-20037) apresentou um rendimento de xilitol de 81% em relacdo ao tedrico
(BARBOSA et al., 1988).

A levedura M. guilliermondii, € uma grande produtora de riboflavina, ou
vitamina Bi,, um importante produto relacionado a nutricdo, o qual é utilizado na
industria de alimentos, corantes e no tratamento de diversas doencas (PAPON et al.,
2013). A capacidade de superprodugcédo de vitamina B;, esta relacionada ao
crescimento dessa levedura sob limitagcao de ferro (PAPON et al.,, 2013). M.
guilliermondii também € capaz de produzir enzimas industrialmente importantes: a
inulinase, enzima que converte a inulina em xarope de frutose, que pode ser
convertido em bioetanol; a-raminase, enzima usada na industria de vinhos (PAPON et
al.,, 2013). Sendo assim, a M. guilliermondii apresenta aplicagdo biotecnoldgica na

producado de enzimas de interesse da industria de alimentos e energia.
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M. guilliermondii VB7 apresenta potencial para a produ¢do de compostos
antibacterianos e antifungicos. Extratos obtidos dessa levedura foram eficazes no
controle do crescimento de bactérias, inibindo as linhagens Bacillus subtilis ATCC
6633, Escherichia coli ATCC 25.922 e Proteus vulgaris ATCC 29.905 (JOEL; BHIMBA,
2013). A levedura M. guilliermondii LCF1353 apresentou atividade inibitoria do
crescimento em fungos dos géneros Penicillium sp., Aspergillus sp. e Rhyzopus sp.,
demonstrando seu potencial para atuar no controle bioldégico. Essa linhagem
apresentou producdo da enzima litica extracelular B-1,3-glucanase, envolvida com
atividade de inibicdo por meio da degradagao da parede celular de fungos (CODA et
al., 2013; PAPON et al., 2013). Sendo assim, M. guilliermondii tem potencial para ser
utilizada no controle biolégico de fungos que contaminam alimentos, diminuindo as
perdas econémicas do setor agroindustrial.

Extratos obtidos a partir de culturas com M. guilliermondii VB7 apresentaram
citotoxicidade contra as células cancerosas Hep2 e MCF-7, indicando seu potencial

para a producéo de drogas anticancer(JOEL; BHIMBA, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Micro-organismos

Foram utilizadas as leveduras pertencentes ao acervo de culturas do
Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos, do departamento de Microbiologia
(DMB) da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Essas leveduras foram isoladas a
partir de madeira em decomposicédo do solo, e do intestino de besouros, das familias

Passalidae e Ciidae.
3.2. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram o meio YPX [extrato de levedura 1% (p/v),
peptona 2% (p/v) e xilose 2% (p/v)] e o meio minimo Yeast Nitrogen Base (YNB)
0,67% (p/v), acrescidos de xilose 2% (p/v). Na determinagéo dos parametros cinéticos
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € constante de saturagao (Ks) foi
utilizado o meio YNB acrescido de diferentes concentracbes de xilose. O meio de
cultura YPX foi suplementado com diferentes concentragdes de etanol, acido acético,
furfural e hidroximetilfurfural, para avaliar o efeito destes inibidores sobre o
crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1. O meio de cultura YPD agar [extrato
de levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v), glicose 2% (p/v) e agar 2% (p/v)] foi utilizado
para ativar as culturas pertencentes ao acervo de cultura do laboratério de Fisiologia
de Micro-organismos do DMB da UFV. O meio de cultura YP [extrato de levedura 1%
(p/v), peptona 2% (p/v)] acrescido de xilose 1% (p/v) e glicose 1% (p/v), denominado
YPXG, foi utilizado para avaliar a capacidade da levedura M. guilliermondii UFV-1 co-

assimilar estes dois agucares.
3.3. Manutencao da cultura e preparo de inéculo

As leveduras pertencentes ao acervo do laboratério de Fisiologia de Micro-
organismos mantidas a -80°C foram ativadas em meio YPX &gar [peptona 2% (p/v),
extrato de levedura 1% (p/v), xilose 2% (p/v) e agar 2% (p/v)]. Essas leveduras foram
mantidas em placas de Petri contendo meio YPX agar a 4°C e em meio de cultura YP
[extrato de levedura1% (p/v) e peptona 2% (p/v)] contendo glicerol 100% (v/v) a -80°C.

Para ativar as leveduras, uma aliquota de 1 mL da cultura estocada a -80°C foi
transferida para 50 mL de meio YPX em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Esses frascos
foram incubados em incubador rotatorio NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC 25D, a

temperatura de 30°C a 150 rpm de rotacao durante aproximadamente 20 horas. Apds
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a incubacgdo, essas culturas foram centrifugadas a 9.000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. O pellet das culturas obtido apds a centrifugacao foi lavado
duas vezes com agua peptonada 0,1% (p/v). Apds a lavagem das células as células

de leveduras foram inoculadas nos meios de cultura descritos no item 3.2.
3.4. Avaliacao do potencial fermentativo

Apoés a inoculacdo das leveduras no meio YNB agar acrescido de xilose, as
placas foram incubadas a 30°C em Camara Incubadora B.O.D. mod. 347 (NEW
BRUNSWICK), durante o periodo de 72 horas. O potencial perfil fermentativo das
leveduras que cresceram nesse meio foi avaliado pelo teste da fermentag¢ao do acucar
xilose. As linhagens foram cultivadas em meio liquido YNB contendo xilose como
unica fonte de carbono e energia. O resultado positivo foi avaliado pela presenca de
bolhas no interior de pequenos tubos invertidos (Tubo de Durham). Foram preparados
50 tubos de ensaios com 15 mL meio de cultura YNB acrescido de xilose 2% (p/v). Os
tubos de Durham estéreis foram colocados dentro dos tubos de ensaio com meio de
cultura YNB, posicionados com as aberturas voltadas para baixo, o que permite o
aprisionamento do gas, caso ele seja produzido. As leveduras inoculadas nesse meio

foram cultivadas a 30° C sem agitacao durante o periodo de 72 horas.
3.5. Extracdo de DNA e sequenciamento da regiao D1/D2 do gene rRNA

A linhagem selecionada em fungao do seu potencial fermentativo foi cultivada
em 5 mL de meio YPX em frascos Erlenmeyer de 50 mL. A extragdo de DNA foi
realizada em culturas puras. A linhagem foi incubada a 30°C sob agitagcao de 200 rpm
durante 24 horas. Apés a incubagdo, 1,5 mL da cultura foi transferido para tubos de
microcentrifuga e centrifugado a 12.000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. O pellet celular obtido foi lavado em agua peptonada 0,01% (p/v) duas
vezes. Posteriormente, o pellet formado foi ressuspendido em 400 yL de tampao de
extragdo [2 mL de Triton 100x (v/v), 10mL de SDS 10% (v/v), 10 mL de NaCl 1M, 10
mL de Tris 1M pH 8,0 e EDTA 0,5M pH 8,0 (v/v)], 200 uL de fenol-cloroférmio (1:1) e
0,3 g de pérolas de vidro. Apds a agitagao, a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm
por 10 minutos, sendo que a fase superior formada foi coletada e transferida para
outro tubo de microcentrifuga. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio. Apds a agitagdo e centrifugacdo realizadas conforme descrito
anteriormente, a fase superior coletada foi precipitada a temperatura ambiente em
uma solugéo de acetato de potassio 5M (p/v) e etanol gelado. Apés a centrifugagéo a

12.000 rpm por 5 minutos, o pellet formado foi lavado com 1mL de etanol gelado 75%
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(v/v) e em seguida mantido a temperatura ambiente para ocorrer a secagem. A
amostra foi ressuspendida em 20uL de agua deionizada estéril e, posteriormente, foi
adicionada a enzima RNAse, concentragao final de 50 ug mL™". Depois de incubado a
37°C por 30 minutos, a amostra foi armazenada a -20°C e sua integridade foi avaliada
em gel de agarose 0,8% (p/v). O DNA obtido foi quantificado em NanoDrop 2000 C
Spectrophotometer (Thermon Scientific).

As amostras de DNA obtidas na extragao foram utilizadas na reacédo de cadeia
da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene do rRNA da regido D1/D2 da
subunidade maior, como descrito por LACHANCE et al. (2003). Para a reagdo de PCR
foram utilizados 0s oligonucleotideos iniciadores NL-1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3').
A reacao foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 uL de tampao de PCR
10X, 3 uL de MgCl, 25 mM, 1 yL de dNTP 2,5 mM, 1 yL do primer NL1 10 mol
(Invitrogen, USA), 1 pL do primer NL4 10 mol (Invitrogen, USA), 0,2 uL de taqg DNA
polimerase 1,25 U e 1 yL de DNA. A reacao foi conduzida em um termociclador PCR
Express (Valpo.protect, Eppendorf) e nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao inicial a
95°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturacao a 95°C por 15 segundos; anelamento a
54°C por 25 segundos e extensao a 72°C por 20 segundos; seguidos de extensao final
a 72°C por 10 minutos. Os amplicons foram separados em gel de agarose a 1% (p/v)
em tampé&o TBE 0,5% (v/v) a 80 V. As amostras de DNA foram coradas pela adigéo de
GelRed e visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de
foto-documentacgao (VilberLourmat, Franga).

Os amplicons gerados pela reagdo de PCR a partir da amostra de DNA foram
purificados utilizando-se uma solugcdo de EDTA. Ao produto de PCR com volume de
45 uL, foram adicionados 11,25 uL de EDTA 125 mM e 135 uL de etanol absoluto.
Esta mistura foi submetida a centrifugagdo a 13.000 rpm durante 25 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado com 120 uL de etanol 70%
(v/v) e homogeneizado por inversao. Apés centrifugagéo a 13.000 rpm por 10 minutos
o sobrenadante foi descartado novamente e a amostra foi seca a 37°C durante 20
minutos. O DNA entéo foi ressuspendido em 10 yL de agua deionizada e o produto
obtido foi quantificado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) para ser
utilizado nas reagdes de sequenciamento.

As reagdes de sequenciamento da amostra de DNA foram realizadas utilizando
o Kit Big Dye versédo 3.1 (Applied Biosystems) em combinagdo com o sistema de
sequenciamento automatizado ABI 3730. As sequéncias foram analisadas utilizando o

programa BLASTn (Basic Locus Alignment Search Tool) disponivel no portal NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e comparadas com aquelas depositadas no banco
de dados GenBank.

3.6. Fermentacao em batelada
3.6.1. Fermentacao em Erlenmeyer

As fermentacbes foram realizadas em hipoxia e aerobiose. Em hipoxia, os
experimentos foram conduzidos em50 mL de meio YP e em 50 mL de meio YNB
acrescidos de xilose 2% (p/v) em frascos Erlenmeyer de 125 mL. A condigdo de
hipoxia foi estabelecida por meio do borbulhamento de nitrogénio gasoso nos meios
de cultivo por 15 minutos antes da inoculacdo das leveduras. Os frascos de
Erlenmeyer foram mantidos vedados com tampdes de borracha para evitar a
permeabilidade ao oxigénio. As culturas foram cultivadas a temperatura de 30°C sob
agitacdo de 150 rpm. Aliquotas de 2 mL foram retiradas a cada 24 horas,
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes das culturas foram
filtrados em membranas de filtro de 0,22 ym e armazenados a -20°C. Posteriormente,
foram determinados o consumo do substrato e a producédo de metabdlitos.

Em aerobiose, foram realizados experimentos em 500 mL meio YPX em
frascos Erlenmeyer de 2 L, a temperatura de 30°C sob agitagao de 150 rpm. Aliquotas
de 2 mL foram retiradas a cada 24 horas, centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram filtrados em membranas de filtro de 0,22 ym e
armazenados a -20°C. Posteriormente, foram determinados o consumo do substrato e

a producao de metabdlitos.
3.6.2. Fermentagao em biorreator

Os experimentos de fermentacdo foram conduzidos em fermentador
BioFlo®115 NEW BRUNSWICK, em dorna de 0,9 L , equipado com sensor de oxigénio
dissolvido (OD) InPro® 6800 sensor METTLER TOLEDO. A levedura foi cultivada em
500 mL de meio YPX sob hipoxia, sendo que a temperatura e agitagcdo foram
controlados. As concentragdes de oxigénio dissolvido (OD) analisadas foram: 2%, 5%
e 10%. Além disso, a levedura foi cultivada em 500 mL de meio YPXG, sob

temperatura de 30°C, agitagéo controlada e concentragao de OD no meio de 10%.
3.7. Medida de crescimento

O crescimento da levedura (M. guilliermondii UFV-1) foi estimado pela

absorbancia em espectrofotémetro (BECKMAN DU série 600) no comprimento de
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onda de 600 nm. O valor da DOgy »m fOi convertido em massa seca celular de acordo
com a curva de calibragdo (massa seca x densidade 6ptica).

Para estimar a relacdo de peso seco x densidade optica, a levedura ativada foi
transferida para 10 mL de meios YPX e YNB em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Tais
frascos foram incubados a 30°C por 18 horas sob agitagdo de 150 rpm. Em seguida,
as leveduras foram centrifugadas a 9.000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o pellet obtido
foi ressuspendido em 6 mL de agua destilada estéril. Foram retiradas quatro aliquotas
de 1 mL para a determinacdo de massa celular seca, a 105°C, durante 24 horas. Além
disso, amostras de 1 mL da suspensao de células foi utilizada nas seguintes dilui¢cdes:
102, 2 x 10% 3 x 10% 4 x 10% 5 x 102 e 6 x 102 A regressao linear entre a
absorbancia (DOgy) € a massa celular seca obtida (mg mL™"), permitiu a determinac&o
da massa celular seca para os meios de cultivo YPX e YNB (ANEXO D). Uma unidade
de DOgyp em meio YPX mostrou ser equivalente a 0,053 mg mL™ de massa celular
seca da levedura M. guilliermondii UFV-1 (ANEXO D), conforme determinado na
equacéao 1.

massa seca =% Equacao (1)

Paro o meio YNB, uma unidade de DOgy mostrou ser equivalente a 0,017 mg
mL™ de massa celular seca da levedura M. guilliermondii UFV-1 (ANEXO D), conforme
determinado na equagéao 2.

_ DO ggo- 0,0954 ~
massa seca 0.2800 Equacao (2)

3.8. Estimativa de parametros cinéticos de crescimento

As velocidades especificas de crescimento (u) da levedura selecionada (M.
guilliermondii UFV-1) foram estimadas por meio da regressao linear entre os valores
das densidades opticas obtidos e o tempo (em horas). Essa levedura foi crescida em
50 mL de meio YNB acrescido de diferentes concentragdes de xilose (variando de 2 a
50 g L") em frascos Erlenmeyer de 125 mL que foram incubados a 30°C sob agitacéo
de 150 rpm. Aliquotas de 1 mL foram retiradas em intervalos de 1 hora até 7 horas de
cultivo e sua DOggo nm foi determinada em espectrofotdmetro (BECKMAN DU série
600). A velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € a constante de
saturagao (Ks) foram estimadas de acordo com o modelo cinético de Monod (1949)
determinado na equagéao 3,

=HméxxS

Ko+ S Equacéo (3)
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na qual o J corresponde a velocidade especifica de crescimento; Ymax, a velocidade
especifica maxima de crescimento; S, a concentragao de xilose e Kgs a constante de
saturagdo. Foi utilizado o software Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., Califérnia,
USA).

3.9. Efeito de inibidores sobre o crescimento da levedura

O crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 na presencga de etanol foi
avaliado em meio YPX acrescido de diferentes concentragées de etanol (variando de 8
a 96 g L") sob hipoxia. A cinética de crescimento foi avaliada em fungdo das diferentes
concentracdes de etanol, destacadas anteriormente. Dessa forma, foi possivel avaliar
as diferentes velocidades especificas de crescimento da linhagem em funcdo das
concentragoes de etanol.

Além do etanol foram avaliados o efeito inibidor dos compostos acido acético,
furfural e 5-HMF sobre o crescimento da levedura em meio YPX em condicdo de
hipoxia. Os inibidores foram acrescidos isoladamente ao meio de cultura em
concentragdes variando de 0,5a 10 g L™.

Os resultados de inibicdo foram representados como a razdo de inibicao do
crescimento: (velocidade especifica de crescimento no meio contendo o inibidor/

velocidade especifica de crescimento na auséncia do inibidor) x 100.

3.10. Analise do perfil metabélico de M. guilliermondii UFV-1 em funcao

da velocidade de crescimento

Apoés a estimativa dos pardmetros cinéticos da levedura M. guilliermondii UFV-
1 foram realizados experimentos em cultura continua no intuito de avaliar a influéncia
da velocidade de crescimento sobre o perfil de produgdo de metabdlitos. Esses
experimentos foram realizados em biorreatores jaquetados Wheaton® de 250 mL
contendo 190 mL de meio YNB acrescido de xilose 2% (p/v). Esse sistema foi ligado
por conexdes a dois recipientes: sendo um de entrada contendo o meio YNB acrescido
de 2% de xilose, e outro de saida da cultura (descarte). As culturas foram
homogeneizadas e agitadas por agitagdo magnética a 30°C. Foram utilizados dois
fluxos de alimentagdo 15,3 mL h” e 28,6 mL h™, correspondentes as velocidades
especificas de crescimento de 0,08 h™" e 0,15 h™.

As culturas foram mantidas durante 10 geragdes para se estabelecer o regime
permanente. Entdo, as amostras foram coletadas para anadlises posteriores de

metabdlitos extracelulares.
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Apods o estabelecimento do regime permanente da cultura, duas amostras de
25 mL foram retiradas para cada velocidade de crescimento avaliada. Essas amostras
foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante obtido foi
armazenado a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em membranas de filtro de 0,22 um, e
3 amostras de 1 mL (réplicas técnicas) de cada velocidade de crescimento avaliada
foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 1,5mL. Posteriormente, foram
adicionados 60pL do padrdo interno, solugéo de ribitol 0,2 mg mL™". As amostras foram
agitadas em vortex por 10 segundos e divididas em 3 amostras de 1 mL (réplicas
técnicas) que foram em seguida liofilizadas e armazenadas a -80°C.

A andlise do perfil de metabdlitos extracelulares foi realizada no Nucleo de
Anadlises de Biomoléculas (NuBioMol) da UFV. As amostras obtidas na etapa de
extragao foram derivatizadas e analisadas. As amostras armazenadas a -80°C foram
evaporadas a vacuo em Concentrador plus mod.5305 (Eppendorf) sem aquecimento
por 30 minutos. Depois foram adicionados 40 uL da solugdo de metoxiaminagao (20
mg mL" e 1 mL de piridina) em cada amostra. Posteriormente, as amostras foram
agitadas em um agitador de microtubos Thermomixer comfort (Eppendorf), sob
agitacao de 950 rpm durante 2 horas a 4°C. Depois, foram adicionados 70 uL em cada
amostra de uma solucao de N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacet (MSTFA) acrescida
de 20 pyL mL™" da solugdo de indices padrdes de tempos de retencdo (FAMES). As
amostras foram agitadas em um agitador de microtubos Thermomixer comfort
(Eppendorf), sob agitacdo de 950 rpm a 4°C durante 30 minutos. Posteriormente,
foram transferidas para os vials para analise no sistema de cromatografia a gas (GC)
no Gas chromatograph 7890A (Agilent Technologies), com coluna capilar DB-35MS,
30 m x 0.32 mm x 0.25 ym (Agilent Technologies), acoplado ao espectrometro de
massas (MS) TruTOF®HT TOFMS (LECO Instruments). Para o processamento
cromatografico e deconvolugdo espectral de massas foi utilizado o software
ChromaTOF verséao 4.50.8.0. (LECO Instruments).

3.11. Determinagao do consumo de substrato e producao de etanol e

xilitol

As concentragcdes de etanol, xilose e xilitol foram determinadas por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), no cromatdgrafo Dionex Ultimate
3000 Dual acoplado a um detector de indice de refragdo e coluna de troca ibnica
Phenomenex Rezex ROA (300 x 7.8 mm) a temperatura de 60° C, usando acido

sulftrico 0,005 M como fase mével, em um fluxo constante de 0,7 mL min™.
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3.12. Determinagdo dos parametros fermentativos
O rendimento de etanol (Yp;s etanos 9 9°') foi calculado por meio da equagéo 4,

—Pr-Po =
YP/S etanol ™ So-St Equagao (4)

na qual P; = concentracao final de etanol, P, = concentracao inicial de etanol, S, =
concentragdo inicial de xilose e S;=concentragdo final de xilose, em (g L"). O
rendimento de xilitol (Yps o, 9 9°') foi calculado por meio da equagdo 5,

= PrPo =
YPis xlitol= 575, Equagao (3)

na qual P¢=concentragédo final de xilitol, P, = concentragdo inicial de xilitol, S, =
concentragdo inicial de xilose e S; = concentragdo final de xilose, em (g L™"). Os
rendimentos de etanol e xilitol a partir de xilose foram calculados considerando os
seus rendimentos tedricos: rendimento tedrico de etanol, 0,51 g g” (Cs = 1.67 C, +
1.67 C,); rendimento tedrico do xilitol, 0,91 g g” (Cs + NADH + H* — (5 + NAD*). O
rendimento da biomassa celular (Yx/s, g g™ foi calculado por meio da equacéo 6,

X¢-X ~
Yx/s= s;-sof Equacio (6)

na qual X¢ = concentragao final de células, X, = concentracao inicial de células, S, =
concentragdo inicial de xilose e S; = concentragdo final de xilose, em (g L"). A
produtividade volumétrica de etanol, calculada pela equagéo 7,
_glLt ~
Qp etanol™ T~ Equagao (7)
foi obtida entre o valor maximo de produgdo de etanol nas amostras (g L") e os

respectivos tempos de fermentagdo (h). A produtividade volumétrica de xilitol,

calculada pela equagéo 8,

L ~
Qp ilitol = gh Equagéo (8)

foi obtida entre o valor maximo de produgdo de xilitol nas amostras (g L") e os
respectivos tempos de fermentagcdo (h). A eficiéncia de conversdo de etanol foi

calculada pela equagao 9,
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Ee ano ~
Netanol = YS’; x 100% Equacéo (9)

3 etanol tedrico
e a eficiéncia de conversao de xilitol foi calculada a partir da equacao 10.

YBxi ito
Nailitol = > X 100% Equagso (10)

§xi1itol tedrico
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Selecao de leveduras que assimilam xilose

Um total de 43 linhagens de leveduras cresceu em meio contendo xilose como
fonte de carbono, indicando o potencial dessas linhagens para serem utilizadas no
aproveitamento do hidrolisado hemicelulésico, o qual € uma fonte de xilose (ANEXO
A).

4.2. Avaliagao do potencial fermentativo

O potencial fermentativo das 43 leveduras que assimilaram xilose foi avaliado
em meio YNB acrescido deste agucar. Dessas leveduras, 5 linhagens fermentaram o
agucar xilose (ANEXO B). Essas 5 linhagens de leveduras selecionadas, BEX INT-P1
15D, BEX INT-P1 20D, BEX INT-P1 21D, BEX INT-P1 22D e BEX INT-P4 28C, foram
denominadas FX-1, FX-2, FX-3, FX-4 e FX-5, respectivamente.

As 5 linhagens fermentadoras de xilose tiveram o seu potencial fermentativo
avaliado por meio da determinagdo da producdo de etanol e xilitol e consumo de
xilose. Tais linhagens foram cultivadas em meio YNB e meio YP, ambos acrescidos de

xilose, sob hipoxia.

—8— FX-1YPX
—O0— FX-2 YPX
—w— FX-3 YPX
—A— FX-4 YPX
—— FX-5YPX

Densidade 6ptica (DOgy, )
H
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Tempo (h)

Figura 5. Crescimento dos isolados fermentadores de xilose em meio YP acrescido de xilose como
fonte de carbono e energia sob hipoxia.

O perfil de crescimento das linhagens FX-1, FX-2 e FX-4 foi similar no meio YP
acrescido de xilose (Figura 5). Verificou-se que no periodo de 48 horas, o crescimento
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das linhagens FX-3 e FX-5 foi similar e apdés esse periodo, a linhagem FX-5
apresentou os maiores valores de densidade populacional.

No meio YNB contendo xilose como unica fonte de carbono e energia, os
valores de densidade populacional foram similares entres as linhagens FX-1, FX-2,
FX-3 e FX-4, sendo que a linhagem FX-5 apresentou os maiores valores de densidade

populacional (Figura 6).

—8— FX-1YNB
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54 —v— FX-3 YNB
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Figura 6. Crescimento dos isolados fermentadores de xilose em meio YNB acrescido de xilose
como Unica fonte de carbono e energia sob hipoxia.

A producao de xilitol pelas 5 linhagens foi maior que a produgédo de etanol. A
linhagem FX-5 apresentou o maior consumo de xilose, 55,3%. Além disso, observou-
se que tanto a produgao de etanol, quanto a producio de xilitol foram maiores nessa
linhagem (Tabela 2). Sendo assim, a linhagem FX-5 foi selecionada para avaliar o
potencial da mesma para converter o agucar xilose em etanol, xilitol e outros

metabodlitos de interesse industrial.
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Tabela 2. Consumo de xilose (g L'1), producéo de xilitol (g L'1) e de etanol (g L'1) obtidos por cinco
isolados fermentadores de xilose com 120 horas de fermentagao.

Consumo de xilose Produgao de xilitol Produgao de etanol
Linhagens de leveduras

(gL’ (@L” (@L”
FX-1 5,71 1,72 0,26
FX-2 5,61 1,32 0,13
FX-3 2,69 1,15 0,20
FX-4 5,98 1,41 0,25
FX-5 9,7 4,13 0,36

4.3. Identificagcao taxonomica da levedura FX-5

A identificacdo da linhagem FX-5 foi realizada por meio da comparagido da
sequéncia do gene do rRNA da regido D1/D2 da subunidade maior do ribossomo,
como descrito por LACHANCE et al. (2003), com as sequéncias disponiveis no
GenBank(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), utilizando o programa BLASTn (Basic
Locus Alignment Search Tool). A identidade da sequéncia obtida foi de 99% (532/533)
para a levedura Meyerozyma gquilliermondii NRRL Y-2075. Sendo assim, a linhagem

FX-5 foi designada como Meyerozyma guilliermondii UFV-1.

4.4. Efeito da concentracdo de oxigénio sobre a produgao de etanol e xilitol

pela levedura M. guilliermondii UFV-1

Tendo em vista que o nivel de oxigénio dissolvido no meio de cultivo influencia
substancialmente a conversao do agucar xilose em etanol e xilitol por leveduras, o seu
efeito sobre a producéo destes metabdlitos pela levedura M. guilliermondii UFV-1 foi
avaliado em experimentos conduzidos em biorreatores e frascos de Erlenmeyer
(ANEXO C). No citoplasma da levedura, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilitol
redutase (XR), dependente de NADH + H* ou NADPH. Em seguida, o xilitol & oxidado
a xilulose pela enzima xilulose desidrogenase (XDH) que segue a via das pentoses, ou
ele acumula-se quando ha um desequilibrio de cofatores (NADPH, NADH + H' e
NAD"), em fung&o do nivel de oxigénio dissolvido no meio (SKOOG et al., 1988; CHU;
LEE, 2007; YOUNG et al., 2010; CHANDEL et al., 2011). Com o acumulo de xilitol, a
producao de etanol é reduzida.

Os parametros fermentativos apresentados na tabela 3 mostram que a

producao de etanol e xilitol por M. guilliermondii UFV-1 é fortemente influenciada pelo
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nivel de oxigénio no meio de cultivo. A produgao de etanol foi maior na condigdo em
que a concentracdo OD foi de 10%. Nessa condicdo, a eficiéncia de conversao de
xilose em etanol foi de 18,47%, bem superior as obtidas nas demais condigdes
avaliadas. Nas concentracdes de 2% e 5% de OD, a producao de etanol foi de 0,25 e
0,59 g L™, respectivamente, inferior & obtida na concentracdo de 10% de OD. Nos
cultivos em frascos de Erlenmeyer, as producdes de etanol em hipoxia e em aerobiose
foram baixas, 0,36 g L' e 0,11 g L™, respectivamente. Tanto em aerobiose como em
hipoxia, o rendimento de produgao de etanol foi menor que o rendimento de produgao
de xilitol. Como esperado, em aerobiose o rendimento celular foi superior aos
rendimentos obtidos nas demais condi¢des avaliadas.

Nos cultivos conduzidos em biorreatores sob hipoxia, a produgéo de xilitol foi
maior na concentragdo de OD de 2% (2,88 g L™"). Como pode ser observado na tabela
3, tanto o rendimento quanto a producéo de xilitol diminuiram com o aumento da
concentracao de OD no meio. O contrario foi observado para o rendimento e producéo
de etanol, ou seja, estes parametros fermentativos aumentaram com aumento da
concentracao de OD no meio. Esses resultados reforcam a importancia do controle do
nivel de oxigénio no estabelecimento das condicbes que favorecem a producgido de
etanol ou xilitol.

A producdo de xilitol foi maior em cultivos realizados em frascos de
Erlenmeyer, principalmente sob hipoxia (5,34 g L"), condicdo na qual a eficiéncia de
conversao de xilose em xilitol foi de 55,3%. Esses resultados indicam o potencial da
levedura M. guilliermondii UFV-1 para converter xilose em xilitol. De fato, as linhagens
M. (Candida) guilliermondii estdo entre as leveduras que se destacam na producao de
xilitol, apresentando uma eficiéncia de conversao de 77-80% (RAFIQUL; MIMI
SAKINAH, 2012), sendo que a linhagem de M. guilliermondii (C. guilliermondii FIT-
20037) apresentou um rendimento de xilitol de 81% em relagao ao teérico (BARBOSA
et al., 1988). Em todos os cultivos a xilose foi totalmente consumida, exceto no cultivo
em Erlenmeyer sob hipoxia, no qual a levedura consumiu 55,3% da xilose disponivel.
Esses resultados mostram que a levedura mostra potencial para crescer em meio
constituido de hidrolisado hemiceluldsico, pois foi em geral capaz de assimilar toda a
xilose disponivel no meio.

Apesar da producao de etanol nao ter sido tdo elevada quanto a de xilitol, o
cultivo conduzido com 10% de OD no meio, no qual a produgao do primeiro metabdlito
foi maior que a do segundo, mostrou o potencial dessa levedura para a produgéo de
etanol a partir de xilose. Tal potencial também foi observado em outra linhagem de M.

guilliermondii (C. guilliermondii NRRL Y-2075). Essa linhagem obteve um rendimento
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de etanol de 0,46 g g™, bem préximo ao rendimento teérico (0,51 g g™'), em hidrolisado
de casca de soja (Schirmer-Michel et al., 2008).

E possivel que a produgado de alcool por M. guilliermondii UFV-1 seja maior em
concentracbes de oxigénio dissolvido superior a 10%, pois como apontado
anteriormente, a produgdo do mesmo aumentou com o aumento do nivel de oxigénio
(Tabela 3). Experimentos devem ser conduzidos para avaliar se o aumento da
concentragdo de OD no meio de fermentacao pode favorecer a producao de etanol em

detrimento a de xilitol.

Tabela 3. Produgdo de etanol e xilitol, rendimento de etanol (Yp;s etanol), rendimento de xilitol (Yps
xilitot), rendimento celular (Yxs), produtividade volumétrica de etanol (Qp etanol), produtividade
volumétrica de xilitol (Qp xiitor), eficiéncia de conversdo em etanol (Netanol) € eficié€ncia de conversao
em xilitol (Nxiitol) obtidas pela levedura M. guilliermondii UFV-1 sob diferentes niveis de oxigénio.

condictodotomentagto S8 VxS Mo el Ve S N v
Hipoxia 2% OD (Biorreator) 0,25 0,01 0,01 5,62 2,88 0,14 0,05 154 0,21
Hipoxia 5% OD (Biorreator) 0,59 0,03 0,01 2,42 1,88 0,09 0,02 10,0 0,27
Hipoxia 10 % OD (Biorreator) 1,98 0,09 0,03 18,47 0,13 0,01 0,002 0,67 0,21
Hipoxia (Erlenmeyer) 0,36 0,04 0,005 7,23 5,34 0,51 0,06 55,30 0,18
Aerobiose (Erlenmeyer) 0,11 0,005 0,001 0,96 4,51 0,21 0,06 23,4 0,35

4.5. Producao de etanol em meio contendo xilose e glicose

Visto que a levedura M. guilliermondii UFV-1 converte o acucar xilose em
etanol, esta apresenta potencial ser utilizada no aproveitamento de hidrolisado
hemiceluldsico, o qual € uma fonte desse agucar. Todavia, a biomassa lignoceluldsica
também é constituida por celulose, polimero que é fonte de glicose. No intuito de
verificar se essa linhagem apresenta potencial para fermentar uma mistura de
hidrolisado hemiceluldsico com hidrolisado celuldsico, a mesma foi cultivada em meio
YP contendo uma mistura de glicose e xilose para avaliar o potencial dessa linhagem

co-assimilar esses agucares.
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Figura 7. Consumo de glicose e xilose, produgido de etanol e de xilitol obtidos pela levedura M.
guilliermondii UFV-1 em meio YP acrescido de xilose com 10% de OD no meio.

Apods 12 horas de crescimento, a levedura M. guilliermondii UFV-1 produziu 7 g
L™" de etanol e consumiu 24,3% de xilose e 53,9% de glicose, disponiveis no meio de
fermentacgdo. No tempo 24 horas a levedura consumiu toda glicose presente no meio e
produziu 10,1 g L™ de etanol (Figura 7), alcangando uma produtividade volumétrica de
0,42 gL' h™. A producdo final de xilitol foi de 2,5 g L, com um rendimento de 0,25 g
g

Podemos observar na Figura 7 que a levedura n&o foi capaz de assimilar
eficientemente o agucar xilose no periodo entre 12 e 24 horas. Por outro lado, a
glicose foi consumida rapidamente nesse periodo, indicando que este agucar é
assimilado preferencialmente pela levedura M. guilliermondii UFV-1. Essa preferéncia
pode estar relacionada ao sistema de transporte desses agucares, assim como ocorre
em outras leveduras que fermentam xilose. As leveduras S. stipitis NRRL Y-7124 e
CBS 7126 possuem um sistema de transporte de xilose de baixa afinidade e outro de
alta afinidade. O sistema de baixa afinidade transporta tanto xilose quanto glicose,
enquanto o sistema de alta afinidade transporta somente xilose e é inibido em
presenga de glicose (HAHN-HAGERDAL et al., 1994). Nessas leveduras a glicose é
transportada de forma mais eficiente do que a xilose. Embora ndo tenham sido feitos
neste trabalho experimentos de cinética de transporte desses acucares, estima-se que
o transporte de glicose e xilose em M. guilliermondii UFV-1seja mediado pelo mesmo
sistema de transporte, e que este apresente maior afinidade por glicose.

Com 24 horas de fermentacéo, a glicose foi completamente consumida. Apds

esse periodo, a xilose continuou a ser consumida, todavia o etanol produzido também
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foi consumido, mesmo na presengca de um acgucar fermentescivel. Portanto, M.
guilliermondii UFV-1 ndo parece ser uma boa candidata para produzir etanol a partir

de um meio de cultivo contendo hidrolisado celulésico e hemiceluldsico.

4.6. Cinética de crescimento de M. guilliermondii UFV-1 em fungao da

concentragao de xilose

Os parametros cinéticos do crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1
em fungao da concentracao de xilose no meio de cultivo YNB, estao representados na
Figura 8. No meio YNB, M. guilliermondii UFV-1 apresentou um velocidade especifica

maxima de 0,22 h™ e uma constante de saturagdo de 0,46 g L™ para o agucar xilose.
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Figura 8. Cinética de crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 em fungdo da concentragao
de xilose destacando a velocidade maxima (Mmax) € constante de saturagdo (Ks), em fungcao da
concentragao de xilose no meio YNB.

A velocidade especifica maxima de crescimento estimada para a levedura M.
guilliermondii UFV-1 (0,22 h™") foi similar & velocidade méxima estimada (0,25 h™") para
a levedura nativa fermentadora de xilose S. stipitis CSIR-Y633 (CBS 7126).

4.7. Efeito da concentragcdo de etanol sobre o crescimento da levedura M.

guilliermondii UFV-1

A levedura M. guilliermondii UFV-1 foi cultivada em meio YPX contendo
diferentes concentragdes de etanol para avaliar o efeito deste metabdlito sobre o

crescimento da mesma (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do etanol sobre o crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 em meio YPX
contendo diferentes concentragées de etanol

Nas concentragdes mais baixas de etanol, 8 e 16 g L ' ocorreu uma inibigao de
25% em relagdo ao controle. Na concentragéo de 32 g L™ de etanol, o crescimento de
M. guilliermondii UFV-1 foi inibido em 50% (Figura 9). Quando a concentragdo de
etanol atingiu 80 g L™, houve uma inibigdo de 81%. Levando em consideragdo que o
hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar possui aproximadamente
22,5 g de xilose (NEUREITER et al., 2002; CHANDEL et al., 2011) e que o rendimento
tedrico da producéo de etanol a partir de xilose é de 0,51 g g”', a maior concentragao
de etanol que pode ser obtida é de 13,5 g L. Em tal concentragdo o crescimento da
levedura M. guilliermondii UFV-1 ndo é fortemente inibido. Os resultados obtidos com
essa levedura s&o similares aos observados com outras leveduras nativas
fermentadoras de xilose, S. stipitis CSIR-Y633 e C. shehatae CSIR-Y492, que tém
aproximadamente 35% de inibicdo do seu crescimento nas concentracdes de 30 e 33

g L™ de etanol, respectivamente (PREEZ et al., 1989).

4.8. Efeito da concentracao de acido acético sobre o crescimento da levedura
M. guilliermondii UFV-1

O acido acético € formado a partir dos processos de pré-tratamento, que
utilizam acidos diluidos, para liberar monossacarideos provenientes de agucares
acetilados da biomassa lignocelulésica (ZYI et al., 1991). A quantidade de acido

acético liberado nos pré-tratamentos depende da composigao quimica da biomassa
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lignocelulésica escolhida e do método utilizado para hidrolisar essa biomassa. Visto
que esse acido atravessa a membrana plasmatica em sua forma n&o dissociada e se
dissocia no citoplasma, o pH intracelular diminui comprometendo o metabolismo das
leveduras (ZYI et al., 1991). Dessa forma, foi avaliado o efeito do inibidor acido acético

sobre o crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do acido acético sobre o crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 em
meio YPX contendo diferentes concentragées de acido acético.

Observamos nas concentragdes mais baixas de acido acético, 0,5 e 1 g L7,
que a linhagem apresentou 13% e 20% de inibicdo do crescimento, respectivamente
(Figura 10). Na concentragdo de 2 g L™ M. guilliermondii UFV-1 sofreu 34% de inibigdo
do crescimento. Na concentracdo de 4 g L' de acido acético, normalmente encontrada
em hidrolisado de bagacgo de cana-de-agucar pré-tratado com acido diluido (CHENG et
al., 2008; VASCONCELOS et al., 2013), o crescimento da linhagem sofreu uma
inibicdo de 86% (Figura 10). Embora o crescimento tenha sido fortemente inibido
nessa concentracdo de acido acético, essa levedura ainda cresceu, o0 que nao é
observado em algumas leveduras fermentadoras de xilose. A levedura fermentadora
de xilose S. stipitis DSM 3651 tem o seu crescimento e producio de etanol totalmente
inibido em meio contendo 3,5 g L™ de &cido acético (BELLIDO et al., 2011).
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4.9. Efeito da concentracao do furfural sobre o crescimento da levedura M.
guilliermondii UFV-1

O furfural ou 2-furaldeido € um inibidor de fermentacdo formado a partir da
degradacdo do agucar xilose, sob condi¢gdes de alta temperatura e pressdo, o que
ocorre durante a etapa de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica (PALMQVIST,;
HAHN-HAGERDAL, 2000b). Em C. tropicalis, o furfural inibe a sintese de RNA e
proteinas, e ainda reduz a atividade da cadeia respiratdria por diminuir os niveis de
citocromo (BANERJEE et al.,, 1981). Visto que esse subproduto atua inibindo o
processo de fermentacdo, o efeito do furfural sob o crescimento da levedura M.

guilliermondii UFV-1 foi avaliado (Figura 11).
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Figura 21. Efeito do furfural sobre o crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 em fungao
das diferentes concentragées do furfural.

Na concentragdo mais baixa de furfural, 0,5 g L', a levedura M. quilliermondii
UFV-1 teve o seu crescimento inibido em 12% (Figura 11). Nas concentracbes 1e 2 g
L a linhagem ainda é capaz de crescer, embora o crescimento tenha sido inibido em
aproximadamente 58% (Figura 11). Este resultado mostra que a levedura pode
crescer em hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado, uma vez que a
concentragao de furfural encontrada neste hidrolisado varia de 0,05 a 1 g L
(VASCONCELOS et al., 2013).

Na concentragdo de 4 g L' de furfural a inibicdo do crescimento de M.

guilliermondii UFV-1 foi de 71% (Figura 11). Todavia, deve-se ressaltar que nessa
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concentracao de furfural outras leveduras também tém o seu crescimento fortemente
inibido, por exemplo, S. cerevisiae NSI 113, apresenta 80% de inibicdo do seu
crescimento (BANERJEE et al., 1981). A partir da concentracdo de 6 g L™ de furfural
no meio a inibicdo do crescimento foi de aproximadamente 85%, em relacdo ao

controle.

4.10. Efeito da concentragcao do hidroximetilfurfural sobre o crescimento

da levedura M. guilliermondii UFV-1

O hidroximetilfurfural ou 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF) é um aldeido furanico
formado a partir da degradagdo de hexoses, como a glicose, galactose e manose,
provenientes da celulose e da hemicelulose de biomassas lignoceluldsicas. Quando
utilizamos pré-tratamentos com acidos diluidos, sob temperatura e pressao elevadas,
para degradar a biomassa lignocelulésica, ha a formacao de 5-HMF como subproduto
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b). Esse subproduto inibe o metabolismo de
leveduras exercendo um efeito negativo sobre as enzimas ftriose fosfato
desidrogenase e alcool desidrogenase (SANCHEZ, 1988). Visto que o 5-HMF inibe
processos fermentativos, o efeito de diferentes concentracbes de 5-HMF sobre o

crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 foi avaliado (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do 5-HMF sobre o crescimento da levedura M. guilliermondii UFV-1 em meio YPX
contendo diferentes concentragées de 5-HMF.

O hidrolisado do bagaco de cana-de-agucar obtido a partir da hidrélise com
acido diluido possui entre 0,05 a 0,25 g L' de 5-HMF (NEUREITER et al., 2002;
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VASCONCELOS et al., 2013). Nas concentracoes de 5-HMF de 0,5 e 1 g L' a
levedura M. guilliermondii UFV-1 tem o seu crescimento inibido em aproximadamente
9% (Figura 12). Portanto, essa levedura é capaz de crescer bem em concentragdes de
5-HMF maiores do que as normalmente encontradas em hidrolisado hemicelulésico.
Nas concentragdes de HMF de 2 e 4 g L™, o crescimento da linhagem foi inibido em
33% e 68%, respectivamente. Assim como ocorreu com M. guilliermondii UFV-1, o
inibidor 5-HMF também reduziu o crescimento da linhagem S. cerevisiae CBS 8066
em concentracdes proximas a 4 g L™ (TAHERZADEH et al., 2000). De fato, essas
concentragdes inibem substancialmente o crescimento de leveduras. Por exemplo, as
linhagens fermentadoras de xilose, S. stipitis DSM 3651 e C. shehatae ATCC 22984,
tiveram o seu crescimento completamente inibido na concentracdo de 4 g L™ de 5-
HMF (DELGENES et al., 1996; BELLIDO et al., 2011). Nas concentragbes mais altas,
6,8 e 10 g L, o HMF provocou uma inibicdo total do crescimento M. guilliermondii
UFV-1 (Figura 12).

4.11. Analise do exometaboloma de M. guilliermondii UFV-1

No intuito de avaliar a influéncia da velocidade especifica de crescimento sobre
o perfil de metabdlitos extracelulares produzidos pela levedura M. guilliermondii UFV-
1, experimentos foram conduzidos em cultura continua com duas taxas de diluicdo
(velocidades especificas de crescimento) diferentes. A figura 13 mostra os
cromatogramas obtidos nas velocidades de 0,08 h™ e 0,15 h™'. Cabe ressaltar que a
taxa de diluicdo de 0,15 h™", corresponde a condicdo em que velocidade especifica de
crescimento € proximo da maxima, ou seja, crescimento balanceado da cultura,
enquanto a taxa de diluicdo 0,08 h™', corresponde a condigdo em que a levedura tem o

seu crescimento limitado, assim como ocorre na fase de desaceleragao.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos a partir da analise do exometaboloma de M. guilliermondii UFV-
1 em duas condigdes fisiolégicas: baixa velocidade de crescimento (V1) e velocidade proxima a
velocidade maxima de crescimento (V2).

O perfil de metabdlitos produzidos pela levedura M. guilliermondii UFV-1 foi o
mesmo nas duas condigdes fisioldgicas avaliadas, ou seja, nas duas velocidades de
crescimento. Esse resultado contrasta com as diferengas observadas nos perfis
metabdlicos das linhagens CEN.PK122 e BY4741 da levedura S. cerevisiae cultivada
em diferentes taxas de diluicdo, isto €&, velocidades de crescimento (AON;
CORTASSA, 2001; ALLEN et al., 2003). Dos sete compostos identificados no
exometaboloma de M. guilliermondii UFV-1 (Tabela 4), os mais abundantes foram: os
acidos valérico, caproico e butirico, e o glicofuranosideo. Os acidos valérico, caproéico
e butirico estdo associados a inibicao do fungo fitopatogénico Fusarium graminearum
623 (CORSETTI et al., 1998), mostrando o potencial de aplicagdo dos mesmos como
agentes antifungicos. Outro metabdlito identificado que apresenta potencial uso como
agente antimicrobiano é o éster malonato de etila, o qual inibe juntamente com outros
ésteres a esporulagao de Bacillus cereus T (GOLLAKOTA; HALVORSON, 1963). O
glicofuranosideo apresenta potencial de utilizagcdo como farmaco, pois este tem sido
do tubulo proximal dos rins. Estudos indicam que o nivel de glicose no plasma
sanguineo de pacientes com diabetes podem ser diminuidos em fungéo da inibicdo
seletiva desse co-transportador (LIN et al., 2013).

Como esperado, pelos resultados previamente apresentados na tabela 4, o
etanol também foi produzido no cultivo em cultura continua. Outro metabdlito

produzido por M. guilliermondii UFV-1 que apresenta potencial biotecnolégico é o
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acido malico. Este acido é utilizado na industria de alimentos e bebidas como
acidulante e realcador de sabor (ZELLE et al., 2008).

Tabela 4. Metabolitos extracelulares produzidos por M. guilliermondii UFV-1 e seus respectivos
tempos de retengdo em segundos

Perfil metabolico extracelular de

R.T. (s)
M. guilliermondii UFV-1
i 447.6
Acido valérico
464,6
. 456,5
Acido capréico
529,5
Etanol 461,4
. 476,0
Acido butirico
489,0
484,1
Glicofuranosideo 492,0
561,7
Malonato de etila 502,8
Acido malico 521,8
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5. CONCLUSOES

Cinco leveduras fermentadoras de xilose foram selecionadas neste trabalho.
Destacou-se a levedura Meyerozyma guilliermondii UFV-1 que foi capaz de consumir
totalmente a xilose disponivel no meio e converté-la em etanol e outros metabdlitos de
interesse industrial.

Experimentos com diferentes concentragbes de oxigénio dissolvido (OD) no
meio de cultura (hipoxia em biorreatores 10%, 5% e 2% de OD, hipoxia e aerobiose
em Erlenmeyer) mostraram que a producdo de etanol e xilitol pela levedura M.
guilliermondii UFV-1 a partir de xilose € influenciada pela concentracao desse gas. A
maior produgdo de etanol, 1,98 g L™, foi na condicdo de 10% de OD, na qual a
eficiéncia de conversao de xilose em etanol foi de 18,47%. A maior producéao de xilitol
foi na condi¢cao de hipoxia em Erlenmeyer na qual a eficiéncia de conversdo em xilitol
foi de 55,30%.

A xilose nao foi assimilada eficientemente por M. guilliermondii UFV-1 na
presenca de glicose, mostrando que esta hexose é o acucar preferencial.

A levedura M. guilliermondii UFV-1 nao teve o seu crescimento fortemente
inibido em concentragcbes de etanol normalmente encontradas em hidrolisado
hemicelulésico fermentado. Além disso, essa levedura apresentou um consideravel
crescimento na presenca dos inibidores acido acético, furfural e 5-HMF quando
comparado ao crescimento de outras leveduras nativas fermentadoras de xilose.

A andlise do exometaboloma da levedura M. guilliermondii UFV-1 revelou que
nao houve diferenca no perfil de metabdlitos extracelulares produzidos nas duas
condigbes de crescimento avaliadas: baixa velocidade especifica de crescimento (fase
de desaceleragao) e velocidade especifica de crescimento proxima da maxima (fase
exponencial).

M. guilliermondii UFV-1 produziu os seguintes metabdlitos de interesse
biotecnoldgico no cultivo em cultura continua: os acidos valérico, capréico e butirico,
usados como antifungicos; o éster malonato de etila, usado como inibidor de
esporulagao de bactérias; o glicofuranosideo, utilizado como farmaco no controle de
diabetes; e o acido malico, composto utilizado na industria alimenticia. A producéo
desses metabdlitos demonstra o potencial biotecnoldgico dessa levedura ndo apenas

para a producgdo de etanol e xilitol, mas outros produtos de interesse industrial.
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8. ANEXOS

ANEXO A. Crescimento das linhagens de leveduras pertencentes ao acervo de culturas do
Laboratoério de Fisiologia de Micro-organismos (UFV-BIOAGRO). As linhagens foram crescidas em
meio YPD sélido e YNB sdlido contendo xilose como unica fonte de carbono e energia

Linhagens de
Meio YP + glicose Meio YNB + xilose
leveduras

BEC INT-C 01 -A
BEC INT-C 02 - A
BEC INT-C 03 -A
BECINT-C 04 - A
BEC INT-C05-A
BEC INT-C 06 -A
BEC INT-C 07 -A
BEC INT-C08-A
BECINT-C09-A
BECINT-C10-A
BECINT-C11-A
BECINT-C12-A
BECINT-C13-A
BECINT-C14-A
BECINT-C15-A
BECINT-C 16 - A
BECINT-C 17 - A
BECINT-C 18- A
BECINT-C19-A
BECINT-C20-A
BECINT-C33-A
BECINT-C 34 -A
BECINT-C35-A
BECINT-C36-A
BEC INT-C37-A
BECINT-C38-A
BECINT-C39-A
BEC INT-C40-A
BEC INT-P143-B
BEC INT-P144-C - -

+ + + + + + + + + F + + + F + + + F + + O+ + o+ o+ O+ o+ o+
+ + + +
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BEC INT-P145-B
BEC INT- P21 - A
BEC INT- P22 - A
BEC INT- P23 - A
BEC INT- P24 - A
BEC INT- P25 - A
BEC INT- P26 - B
BEC INT- P27 - B
BEC INT- P28 - B
BEC INT- P29 - B
BEC INT-P210-C
BEC INT-P2 11 - A
BEC INT-P212 - A
BEC INT-P213-B
BECINT-P214-C
BEC INT-P215-C
BEC INT-P216-C
BEC INT-P217-C
BEC INT-P218-C
BEC INT-P219-C
BEC INT-P220-C
BEC INT- P4 EST-1
BEC INT- P4 EST-2
BEXINT-CO01-A
BEXINT-CO02-A
BEXINT-CO03-A
BEXINT-C04-A
BEXINT-C05-A
BEXINT-CO06 - A
BEXINT-CO07-A
BEXINT-CO08-A
BEXINT-C09-A
BEXINT-C10-A
BEXINT-C11-A
BEXINT-C12-A
BEXINT-C13-A

+ + + + + + + + + + + + + F + + + F + + +F o+ + + + F o+ o+ F O+ O+ o+ o+

+ + + + + + + + +

+

N
~



BEXINT-C 14 -A
BEXINT-C 15-A
BEXINT-C 16 - A
BEXINT-C 17 - A
BEXINT-C 18- A
BEXINT-C19-A
BEXINT-C20-A
BEX INT- C EST-1
BEX INT- C EST-2
BEX INT- C EST-3
BEX INT- C EST-4
BEXINT-C21-A
BEXINT-C22-A
BEXINT-C23-A
BEXINT-C24-A
BEXINT-C33-A
BEXINT-C 34 -A
BEXINT-C35-A
BEXINT-C37-A
BEXINT-C38-A
BEXINT-C39-A
BEXINT-C41-A
BEXINT-C42-A
BEXINT-C43-A
BEXINT-C44-A
BEXINT-C45-A
BEXINT-C49-A
BEXINT-P101-A
BEXINT-P102 -A
BEXINT-P103-A
BEXINT-P104 - A
BEXINT-P105-A
BEXINT-P106 - A
BEXINT-P107 -B
BEXINT-P108 - B
BEXINT-P110-C

+ + + + + + + + + + +

+ + + +

+ + + + + +
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BEXINT-P109 -B
BEXINT-P111-D
BEXINT-P112-D
BEXINT-P113-D
BEXINT-P114-D
BEXINT-P115-D
BEXINT-P116-D
BEXINT-P117-D
BEXINT-P118-D
BEXINT-P119-D
BEXINT-P120-D
BEXINT-P121-D
BEXINT-P122-D
BEXINT-P123-D
BEXINT-P124 -D
BEXINT-P425-A
BEXINT- P4 26 - B
BEXINT-P4 27 -C
BEXINT-P428-C
BEXINT-P429-C
BEXINT-P430-C
BEXINT-P431-C
BEXINT-P432-C
BEXINT-P433-C
BEXINT-P434-C
BEXINT-P435-C
BEX INT-P436-C

+ indica crescimento

- indica que nao houve crescimento



ANEXO B. Avaliacao do potencial fermentativo das linhagens de leveduras que assimilam xilose
como Unica fonte de carbono e energia.

Producao de CO,

Linhagens de .
(via tubos de

leveduras
Durham)

BEC INT-C 09 - A -
BECINT-C11-A -
BECINT-C13-A -
BECINT-C 14 - A -
BECINT-C15-A -
BECINT-C16-A -
BECINT-C37-A -
BECINT-C38-A -
BECINT-C39-A -
BECINT-C40-A -
BEXINT-CO01-A -
BEXINT-C02- A -
BEXINT-C03-A -
BEXINT-C 04 - A -
BEXINT-C05-A -
BEXINT-C 06 - A -
BEXINT-C 07 - A -
BEXINT-C08 - A -
BEXINT-C09-A -
BEXINT-C11-A -
BEXINT-C12-A -
BEXINT-C13-A -
BEXINT-C14-A -
BEXINT-C15-A -
BEXINT-C16-A -
BEXINT-C17-A -
BEXINT-C19-A -
BEXINT-C 20 - A -
BEX INT- C EST - 1 -
BEXINT-CEST -2 -

50



BEX INT-CEST -3 -
BEX INT- CEST -4 -
BEXINT-P114-D -
BEXINT-P115-D +
BEXINT-P118-D -
BEXINT-P119-D -

BEXINT-P120-D +
BEXINT-P121-D +
BEXINT-P122-D +

BEXINT-P123-D -
BEXINT-P125-A -
BEX INT-P427-C -
BEXINT-P428-C +

+ indica producgao de bolhas no interior do tubo de Durham

- indica que ndo houve produgéao de bolhas no interior do tubo de Durham
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Xilose (L")

Xilose (g L")

ANEXO C. Consumo de xilose, producgao de etanol e xilitol, obtidos pela levedura M. guilliermondii
UFV-1 em meio YP acrescido de xilose sob condigcdo de hipéxia em biorreatores com 10% (A), 5%
(B) e 2% (C) de OD, em condigdo de aerobiose (D) e condigao de hipoxia em Erlenmeyer (E).
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ANEXO D. Curva padrdao de massa celular seca (mg mL'1) por absorbancia (DOgoo nm) de M.
guilliermondii UFV-1, em meio YP (A) e meio YNB (B), ambos acrescidos de xilose.
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