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Quem tem um amigo realmente tem tudo. Este trabalho é para vocés que
estiveram aqui o tempo todo.
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“O pensamento

€ uma folha desprendida
Do galho de nossas vidas
Que o vento leva e conduz
E uma luz vacilante e cega
E o siléncio do cipreste
Escoltado pela cruz”

Cartola em “Siléncio do Cipreste”.



RESUMO

ANDRADE, Julia Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Efeito do etanol, cloreto de soédio e peréxido de hidrogénio sobre o
crescimento de linhagens de Spathaspora passalidarum isoladas do bioma
amazonico. Orientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientador: Wendel Batista da
Silveira.

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol do mundo. O uso de combustiveis
sustentaveis tem sido cada vez mais desejavel visando menor impacto ambiental.
Como forma de suprir a demanda energética sem utilizar hidrocarbonetos e
derivados agricolas, o Etanol de Segunda Geracdo (E2G) surge como uma
possibilidade. No caso deste biocombustivel, os microrganismos e as biomassas
lignoceluldsicas exercem um papel crucial. Por isso, este trabalho teve como objetivo
caracterizar fisiologicamente 12 linhagens da levedura Spathaspora passalidarum
isoladas do bioma brasileiro amazénico, visando futuras aplicagbes na industria
sucroalcooleira. Esta espécie possui potencial para a producao de E2G por ser
fermentadora de xilose. Os experimentos avaliaram o perfil de crescimento das 12
linhagens em estresses provocados por etanol (5%, 6% e 7%), cloreto de sodio (0,5
M, 0,75 M e 1 M), peréxido de hidrogénio (7 mM e 10 mM) e diferentes
concentragdes de glicose (2%, 18%, 20%,25% e 30%). Os ensaios de estresse
foram realizados em meio YPD e meio YPX utilizando o equipamento Growth Profiler
960 (EnzyScreen). Ademais, foram realizados dois experimentos de co fermentacéo
glicose/xilose a fim de identificar fontes de carbono preferenciais e rendimento de
producao de etanol (g/L). Os resultados apontaram que o perfil de crescimento das
linhagens apresentou variacdes de acordo com o estresse e o tipo de fonte de
carbono (glicose ou xilose). Em meio YPX (xilose), as linhagens apresentaram maior
resiliéncia ao estresse por etanol. Em condi¢des de estresse por NaCl, a levedura de
referéncia obteve o maior crescimento em 1 M, com OD (600 nm) de
aproximadamente 1,2. Na primeira cofermentacdo, observou-se consumo
preferencial de glicose (esgotada em até 12 horas por todas as linhagens). A
linhagem 6 demonstrou consumo eficiente de xilose e produziu 10,5 g/L de etanol
em 24 horas. A segunda cofermentacéao foi realizada com a levedura NRRL Y-27907
e 0 a levedura isolada numero 6, sendo o isolado mais bem sucedido na producéo
de etanol. Portanto, conclui-se que a linhagem 6 de S. passalidarum apresentou
melhor desempenho em relagdo aos outros isolados nos ensaios realizados.



Palavras-chave: Leveduras; Spathaspora passalidarum; Resposta ao estresse;
Producdo de etanol; Biocombustiveis; Etanol 2G



ABSTRACT

ANDRADE, Julia Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2025. Effect of ethanol, sodium chloride and hydrogen peroxide on the growth
of Spathaspora passalidarum strains isolated from the Amazon biome. Adviser:
Luciano Gomes Fietto. Co-adviser: Wendel Batista da Silveira.

Brazil is the second largest ethanol producer in the world. The use of sustainable
fuels has become increasingly desirable in order to reduce environmental impact. As
a way to meet energy demand without using hydrocarbons and agricultural
derivatives, Second Generation Ethanol (E2G) has emerged as a possibility. In the
case of this biofuel, microorganisms and lignocellulosic biomass play a crucial role.
Therefore, this study aimed to physiologically characterize 12 strains of the yeast
Spathaspora passalidarum isolated from the Brazilian Amazon biome, aiming at
future applications in the sugar and alcohol industry. This species has potential for
the production of E2G because it is a xylose fermenter. The experiments evaluated
the growth profile of the 12 strains under stress caused by ethanol (5%, 6% and 7%),
sodium chloride (0.5 M, 0.75 M and 1 M), hydrogen peroxide (7 mM and 10 mM) and
different glucose concentrations (2%, 18%, 20%, 25% and 30%). The stress assays
were performed in YPD and YPX medium using the Growth Profiler 960 equipment
(EnzyScreen). In addition, two glucose/xylose co-fermentation experiments were
performed in order to identify preferred carbon sources and ethanol production yield
(g/L). The results indicated that the growth profile of the strains varied according to
the stress and the type of carbon source (glucose or xylose). In YPX medium
(xylose), the strains showed greater resilience to ethanol stress. Under NaCl stress
conditions, the reference yeast showed the highest growth at 1 M, with an OD (600
nm) of approximately 1.2. In the first cofermentation, preferential consumption of
glucose was observed (depleted within 12 hours by all strains). Strain 6
demonstrated efficient consumption of xylose and produced 10.5 g/L of ethanol in 24
hours. The second cofermentation was performed with yeast NRRL Y-27907 and
yeast isolate number 6, being the most successful isolate in ethanol production.
Therefore, it is concluded that strain 6 of S. passalidarum showed better performance
compared to the other isolates in the tests performed.

Keywords: Yeasts; Spathaspora passalidarum; Stress response; Ethanol production;
Biofuels; Ethanol 2G
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as culturas de cana de agucar para biocombustiveis liquidos,
como o etanol de primeira geracdo (E1G), podem impactar corpos d’agua e camadas
de solo. Além disso, um fato complicador ¢ a alta demanda por dgua para irrigagao.
Isso pode reduzir a disponibilidade de agua para irrigar culturas alimentares, atender
ao consumo humano e a demanda industrial e a geragao de energia (BELLEZONI et
al., 2018; ROSSETTO et al.,, 2022). Apesar dos inumeros beneficios dos
biocombustiveis em relacdo aos fosseis convencionais, principalmente no que tange
a emissdo de carbono, as cadeias de produgdo dos biocombustiveis de primeira
geracdo, podem afetar os sistemas alimentares, fundiarios, hidricos e energéticos
(NAMANY etal., 2019; MAHJOUB & SAHEBI, 2020; ABDALI et al., 2021).

O crescente interesse pelo etanol 2G estd diretamente relacionado a
necessidade urgente de enfrentar questdes ambientais. De acordo com o Banco
Nacional do Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) e o Laboratorio
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), esse biocombustivel pode
reduzir em até 90% as emissdes de CO: em comparagdo com a gasolina, tornando-se
uma alternativa amplamente aceita no mercado internacional (BNDES, 2016).
Enquanto o etanol de primeira geracao ¢ produzido a partir do caldo da cana, o E2G
pode ser produzido a partir de residuos agricolas que seriam descartados compostas
por uma biomassa lignocelulosica. Para atender a essa crescente demanda, torna-se
fundamental investir em processos que viabilizem a utilizacdo dessa biomassa, além
de aprofundar pesquisas sobre microrganismos com potencial industrial.

A bioprospecgdo, originalmente definida pela Medida Provisoria
2186-16/2001, refere-se a "atividade exploratéria que visa identificar componentes
do patrimdnio genético e informagdes sobre conhecimento tradicional associado com
potencial de uso comercial" (BRASIL,2001). Atualmente, o conceito foi ampliado e
refere-se a busca por compostos, moléculas, microrganismos € enzimas com
aplicagdo em diversas areas, como saude, industria e comércio. Além de contribuir
para a ampliacdo do conhecimento sobre a biodiversidade ainda inexplorada, esses
estudos buscam desenvolver produtos e processos de elevado valor comercial.

Nesse contexto, as leveduras emergem como organismos promissores, dada sua

versatilidade biotecnologica.
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As leveduras sdo fungos unicelulares com tamanhos e formas variados,
amplamente utilizados em processos fermentativos aplicados as mais diversas areas
da industria. Um exemplo significativo ¢ a producao de etanol de segunda geracao
(2G), biocombustivel obtido a partir de residuos agricolas e industriais. A viabilidade
do etanol lignoceluldsico, como também ¢ conhecido, depende do aproveitamento
eficiente da fracdo hemicelulésica da biomassa, composta principalmente pela
pentose xilose (MACHADO, 2015). Nesse cenario, a levedura Spathaspora
passalidarum, microrganismo central deste estudo, destaca-se por sua capacidade de
consumir, fermentar ¢ converter xilose em etanol, tornando-se uma forte candidata
para aplicacdes na industria sucroalcooleira.

Embora eficiente na fermentagao de xilose, S. passalidarum apresenta baixa
tolerancia ao etanol, limitando seu potencial industrial. Estudos recentes indicam que
essa levedura ndo produz concentragdes superiores a 4% de etanol, possivelmente
devido ao efeito inibitoério do proprio composto sobre seu crescimento (CAMPOS et
al., 2022). Durante o processo industrial, os microrganismos se tornam suscetiveis a
diversos tipo de estresse, ndo somente aquele ocasionado pelo acimulo do etanol. E
comum que ocorra o estresse osmotico e oxidativo, ocasionado pela alta
concentragdo de agucares e sais. Tendo em vista o contexto industrial, para além da
avaliacdo utilizando trés diferentes concentragdes de etanol, o presente trabalho
testou trés concentracdes de cloreto de sodio (NaCl), duas concentragdes de peroxido
de hidrogénio (H202) e cinco concentracdes de glicose. A avaliacdo do crescimento
perante o estresse osmotico e oxidativo ocasionado pelas substancias acima permitiu
analisar qual serd o comportamento da levedura mediante a mais essa etapa de
producao. Diante desse desafio, o presente projeto busca caracterizar
fisiologicamente diferentes linhagens isoladas da Amazonia brasileira, a fim de
identificar microrganismos mais promissores para aplicagdes industriais e outras

inovagoes biotecnologicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Brasil e o etanol: breve contexto historico

A histoéria entre Brasil e a cana-de-agucar ¢ antiga. Mesmo apos mais de 500
anos de cultivo, seu papel segue relevante em diferentes aspectos da economia
brasileira, inclusive na tentativa de diversificar o uso de combustiveis em busca da
menor dependéncia de petréleo. Tal possibilidade tomou forma a partir do Programa
Nacional do Alcool, comumente chamado de Pré Alcool, lancado em 1975 (DE
ANDRADE, 2009). A primeira fase do projeto acompanha a crise internacional do
petréleo na década de 70, cujo impacto foi grandioso no Brasil, visto que o pais
importava 80% de sua demanda. Nesse momento, o objetivo era desenvolver
técnicas de producdo de alcool anidro para uso conjunto com a gasolina.
Posteriormente, na segunda fase, a producdo de alcool hidratado para veiculos
movidos exclusivamente a alcool ja era cogitada (MICHELLON, 2008).

Além da diminui¢do do uso de hidrocarbonetos fésseis como fonte de
combustivel, o Proé Alcool também tinha os seguintes objetivos: economizar divisas,
interiorizar o desenvolvimento, evoluir a tecnologia nacional, proporcionar o
crescimento nacional e geracdo de novos empregos e renda. Nota-se que o maior
incentivo do programa foi garantir a seguranca energética do pais e seu
desenvolvimento, ndo a questdo ambiental. Tais objetivos sdo reflexos do contexto
politico no qual o Brasil estava inserido no momento. O programa foi criado durante
a ditadura militar e ndo havia politicas ambientais implementadas, além do grande
foco na interiorizagao do pais.

Um marco importante ocorreu: a constituicao de 1988. No capitulo VI, o
artigo 225 garante que todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente
equilibrado, sendo este um bem comum que deve ser zelado pelo Poder Publico e
toda populacao (STF, 2024). Essa foi a primeira constitui¢do brasileira a abordar a
tematica ambiental. Mesmo assim, nesse momento historico, o Pro Alcool recebia
poucos incentivos do governo mesmo que a demanda pelo alcool e a producdo de
carros movidos a ele continuasse crescendo (MICHELLON, 2008).

Logo apds, na década de 90 e o retorno da democracia, a palavra
“sustentavel” comecgou a ser empregada ao etanol pela sua capacidade de reduzir a
emissdo de gases de efeito estufa em comparagdo com a gasolina. Esse fato,

juntamente com a conscientizagdo global proporcionada pelo Protocolo de Kyoto em
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1997, possibilitou a nova ascensio do projeto Pro Alcool em sua quarta e atual fase.
Além disso, a popularizagdo dos carros flex pressionou o Brasil a atender as
crescentes demandas pelo alcool.

Apesar de parecer milagroso, o uso do etanol possui um grande entrave: o
desmatamento. Tal ponto entra em contradi¢do com a proposta mais sustentdvel de
incentivo ao uso do biocombustivel. Segundo Silva e Miziara (2011), os produtores
de cana-de-actcar argumentam utilizar areas degradadas para o plantio da cultura
para que ndo haja implicacdes a vegetagdo nativa principalmente do cerrado, mas
mesmo assim had aumento dos niveis de desmatamento na regido (SILVA; MIZIARA,
2011). Para que haja um aumento significativo da producdo de etanol sem
comprometer a area de vegetacdo através do aumento da area de plantio, sdo
necessarias estratégias de utilizacdo dos residuos de biomassa para a produgdo do
mesmo.

O Brasil ¢ o segundo maior produtor de etanol do mundo, estando atras
apenas dos EUA. Recentemente, nosso pais alcangou a maior producao de etanol da
historia: 35,6 bilhdes de litros na safra de 2019/2020 (BRASIL, 2020). O Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE), por meio da Resolucdo CNPE n° 07, de 20
de abril de 2021, instituiu o Programa Combustivel do Futuro e criou o Comité
Técnico Combustivel do Futuro (CT-CF). Como o Brasil possui boas, longas e
bem-sucedidas experiéncias com etanol e biodiesel, o Combustivel do Futuro visou
ampliar mais o uso de combustiveis sustentaveis e de baixa intensidade de carbono
(BRASIL, 2021). Portanto, h4 necessidade de resolu¢do dos gargalos de producao
para que os acordos e metas estabelecidos sejam alcancados e as leveduras podem

ser aliadas desse processo.
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2.2 Etanol de Segunda Geracao (E2G)

Dentre as possiveis estratégias para manter a sustentabilidade no contexto
energético e industrial, ha o etanol de segunda geragao, cuja sigla ¢ E2G. Enquanto o
etanol de primeira geracdo ¢ produzido a partir do caldo da cana, o E2G pode ser
produzido a partir de residuos descartados da producdo citada anteriormente e outros
residuos agroindustriais. Isso permite ampliar os ciclos produtivos das culturas
agricolas, o que faz com que esse biocombustivel amplie em até 250% a capacidade
produtiva por hectare quando comparado com a produgdo do etanol de primeira
geracdo (PROPEQ, 2020).

As matérias primas para a produg¢do do bioetanol sdo classificadas em trés
categorias: matérias-primas contendo sacarose (por exemplo, cana-de-agucar,
beterraba sacarina, sorgo doce e frutas), matérias amilaceas (por exemplo, milho,
trigo, arroz, batata, mandioca, batata-doce e cevada) e materiais lignocelulosicos (por
exemplo, madeira, palha e gramineas). A escolha da matéria prima envolve uma
série de pré-requisitos a serem avaliados além da composi¢dao quimica. Dentre os
critérios, tem-se a disponibilidade de terra e praticas de uso, uso de recursos, emissao
de gases de efeito estufa, disponibilidade de 4gua e contribuicdo as perdas de
biodiversidade e de valor paisagistico (BALAT, 2011).

Os materiais lignoceluldsicos, foco de interesse na producao de E2G, sdo
compostos por celulose (polimero de carboidrato homopolissacarideo), hemicelulose
(polimero de carboidrato heteropolissacarideo) e lignina (estrutura aromética)
(SANTIAGO; RODRIGUES, 2017). A composi¢do quimica da biomassa,
geralmente contém 35-50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose,
10-25% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos (DE QUEIROZ,
2012), mas ¢ possivel observar na tabela 1 que esse valor pode ser variavel. A figura
1 mostra a estrutura da parede celular da biomassa lignocelulosica. Observa-se que a
constituigdo baseia-se em fibras de celulose envoltas por lignina, formando uma
barreira natural contra a atividade de microrganismos. O E2G ¢ obtido através da
quebra desses polissacarideos para que aclcares mais simples sejam liberados e

utilizados na fabricagdo do etanol.
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Tabela 1. Composi¢do quimica de biomassas lignocelulésicas (adaptado de

Queiroz, 2012)

Biomassa lignocelulésica

% Celulose

% Hemicelulose

% Lignina

Palha de cana
Bagaco de cana

Madeira dura

Madeira mole

Talo de milho
Espiga de milho
Algodao

Palha de trigo
Sisal

Palha de arroz
Forragem de milho
Fibra de coco
Fibra de bananeira

Palha de cevada

40-44
32-48

43-47

40-44
35

45

95

30
73,1
433
38-40
36-43
60-65
31-45

30-32
19-24

5-35
25-29
25
35
2
50
14,2
26,4
28
0,15-0,25
6-8

27-38

22-25
23-32
16-24

25-31
35

15
0,3
15

11
16,3
7-21
41-45
5-10

14-19
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Biomassa lighooaluidsica

Fig.1. Representacdo esquematica da biomassa lignoceluldsica (adaptado de Queiroz,
2012)
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A producdo de etanol de segunda geracdo ¢ realizada em cinco etapas
principais (Figura 2): pré-tratamento da biomassa, hidrdlise da celulose, fermentacao,
separacao do etanol e tratamento de efluentes (ALBARELLI, 2013).

O pré-tratamento ¢ a primeira etapa no uso de material lignocelulésico por
romper a estrutura de hemicelulose (C5SH804)m, lignina (CO9H1003(OCH3))n e
celulose (C6H1005)x, tornando esses polissacarideos mais acessiveis para melhores
rendimentos de obtencdo dos aglcares. Existem diversas possibilidades para essa

etapa de acordo com o material lignoceluldsico a ser utilizado.

Fermentacdo
dos aglicares

Cana-de-agiicar: *:%?} = | ] ‘l — [m — |J.....]

Obtenc¢@o de uma solugdo de agiicares fermentaveis Separagao e purificagdo do etanol

Moagem

Fermentacio Destilaco Etanol
Milho: okt [T
for” — [t;':.’g —> ’ ] — m —> |~]
: Fermentacdo
Moagem Cozimento e 7 Destilagio Etanol

Hidrolise Enzimatica

it =B =] ==

Moagem Pré-tratamento  Hidrélise Fermentagdo Destilagdo Etanol

Fig.2. Producao de etanol a partir da cana-de-actcar, milho e material lignocelulésico

(MARTINS, 2018)

Para ser considerado efetivo, um pré-tratamento deve obedecer a uma série
de caracteristicas, tais como, resultar em uma elevada recuperacdo de todos os
carboidratos; resultar em uma elevada digestibilidade da celulose na hidrolise
enzimatica subsequente; resultar em uma elevada concentra¢do de solidos, além de
uma elevada concentracdo de agticares livres na fracdo liquida; requerer uma baixa
demanda energética; evitar a formacao de subprodutos; requer baixo investimento e
custo operacional (DE QUEIROZ, 2012). A figura 3 representa as alteragdes
estruturais essenciais na parede celular por conta do pré-tratamento. E possivel

perceber a separagdo seletiva dos componentes da biomassa.
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— Lignina

— Celulose

Fig.3. Alteracdoes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina

determinadas pelo pré-tratamento (adaptado de De Queiroz, 2012).

Seguindo o esquema da figura 2, o préximo passo ¢ a hidrélise. Nessa etapa,
a celulose ¢ convertida em glicose em um processo espontineo em agua pura.
Entretanto, a conversdo ¢ extremamente lenta (ALBARELLI, 2013). Para obter
acucares a partir da celulose em menos tempo, ¢ possivel utilizar estratégias como a
hidrolise acida e hidrolise enzimatica. A hidrolise acida pode ser feita com acido
diluido ou concentrado em diferentes temperaturas, mas ambas as opgdes possuem
grandes desvantagens, como formagao de inibidores para a fermentacdo microbiana,
custo de equipamentos elevado, as instalagcdes representam elevados riscos a
integridade do processo e a operagao gera efluentes toxicos (ALBARELLI, 2013). A
vantagem da hidrolise enzimatica ¢ justamente ndo produzir tais inibidores. As
celulases, enzimas comuns nesse processo sintetizadas por fungos e bactérias
naturalmente, trabalham para degradar a celulose e outros polissacarideos na
biomassa (FERREIRA, 2015) e isso propicia a utilizagdo mais eficiente dos
carboidratos devido a alta especificidade das mesmas (ZUNIGA, 2010). A hidrdlise
da celulose gera glicose e celobiose (dimero de glicose), enquanto a hidrolise da

hemicelulose gera D-xilose, arabinose e glicose.
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2.3 A fermentacio e os microrganismos

Ap6s a hidrdlise, o passo seguinte ¢ a fermentagdo. Nessa etapa, tem-se uma
solucdo rica em agucares que serdo convertidos em etanol e outros subprodutos
através da fermentagdo. No contexto industrial, a producdo em larga escala de etanol
geralmente utiliza a levedura S. cerevisiae. Esse microrganismo realiza um processo
anaerobico no qual grande parte dos agucares sdo convertidos em etanol ¢ CO2.
Apesar de ser amplamente utilizada pela sua capacidade de resistir ao processo
industrial, essa levedura ndo ¢ capaz de fermentar pentoses de forma natural, ou seja,
ndo sdo capazes de metabolizar pentoses presentes e liberadas a partir da
hemicelulose.

Atualmente, h4 a possibilidade de desenvolver Organismos Geneticamente
Modificados (OGM), mais competentes e resistentes ao processo industrial. Ja
existem diversos estudos publicados utilizando S. cerevisiae geneticamente
modificada para fermentacdo de pentoses (Vera Novy, 2013; Barbel Hahn-Hagerdal,
2007; Ritva Verho, 2007; Jeroen Nijland, 2020; Steve Helle, 2004; William
Hohenschuh, 2021; TW Jeffries, 2003; Thorsten Subtil & Eckhard Boles, 2011;
Byron Chu, 2007; Shalley Sharma, 2018). Apesar de parecer a solu¢do do gargalo
em relacdo ao metabolismo de pentoses por S. cerevisiae, conforme revisado por
Bérbel Hahn-Hégerdal (2007), mesmo com muitas tentativas de otimizar os fluxos da
via metabodlica da xilose, varios problemas fisioldégicos permanecem que impedem
que a xilose seja fermentada tdo eficientemente quanto a glicose nesta espécie. A
principal razdo ¢ que ela ndo possui um sistema de transporte de xilose eficiente e
especifico, o que dificulta a absor¢do do metabdlito e o fluxo metabdlico
subsequente da c¢lula (GEIJER, 2020).

Para além das intrinsecas dificuldades fisiologicas, os OGMs estdo sujeitos
a fortes e rigidas legislagdes que podem atrasar a utilizagdo destes microrganismos.
Em 1996, a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIO) foi criada no
Brasil e, atualmente, seu principal papel esta vinculado a fiscalizagdo dos OGMs.
Este grupo de pesquisadores das mais diversas areas do conhecimento avalia cada
produto geneticamente modificado, considerando possiveis impactos ao meio
ambiente, a saide humana e animal, e a agricultura. Para além deste oOrgdo
fiscalizador, tem-se a Lei Brasileira de Biosseguranga (11.105/05), cujo Art. 1°
estabelece normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacdo sobre a construgdo, o

cultivo, a produgdo, a manipulagdo, o transporte, a transferéncia, a importagdo, a


https://link.springer.com/article/10.1186/1754-6834-4-38#auth-Thorsten-Subtil-Aff1
https://link.springer.com/article/10.1186/1754-6834-4-38#auth-Eckhard-Boles-Aff1
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exportagdo, 0 armazenamento, a pesquisa, a comercializa¢do, o consumo, a liberagao
no meio ambiente ¢ o descarte de organismos geneticamente modificados (BRASIL,
2005). Portanto, por mais que possua grande potencial, os OGMs podem ser
facilmente embargados por questdes juridicas, financeiras e ambientais.

Por conta disso, outros microrganismos estdo sendo visados e estudados
para serem aplicados na industria através da bioprospec¢do, como a levedura S.
passalidarum, por serem naturalmente fermentadoras de xilose. A levedura
Spathaspora passalidarum linhagem NRRLY 27907 foi isolada a partir do intestino
de besouros que se alimentam de madeira (NGUYEN ET AL., 2006). Diversos
estudos ja demonstraram que essa linhagem possui bons rendimentos de conversao a
etanol em meio sintético (Hou, 2012; Long et al., 2012; Yi-Kai Su et. al., 2015;
Cadete et al., 2016).

A xilose ¢ classificada como um monossacarideo do tipo aldopentose cuja
formula quimica ¢ CsH,,0Os, facilmente identificavel na estrutura da hemicelulose
representada pela figura 4. Antes de 1981, pensava-se que a xilose ndo era um
composto fermentavel pelas leveduras e precisava passar por um processo de dois
estagios para que pudesse ser convertida em etanol. Esse cenario mudou a partir da
1982 com descoberta de leveduras fermentadoras de pentoses (HARNER ET AL,
2015). Reconheceu-se a necessidade de uma conversao bem sucedida e completa de
todos os agucares em potencial através de microrganismos como um fator decisivo

para a viabilidade econdmica do processo (CADETE, 2012).

Fig. 4. Representacdo esquemadtica da hemicelulose com destaque para a
identificacdo da xilose em sua estrutura (DE QUEIROZ, 2012)
Mesmo que a S. passalidarum seja muito eficiente na conversao de xilose a

etanol, existem gargalos importantes na cadeia produtiva. Leveduras eficientes na
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conversdo de xilose em meios definidos geralmente ndo apresentam bons
desempenhos em hidrolisados de biomassa pré-tratados ou em licores residuais de
materiais lignocelulosicos.

Um problema central ¢ a presenga de hexoses, como a glicose e a manose,
que geram competicdo com as pentoses e inibem a utilizagdo da xilose. De forma
geral, a fermentagdo da xilose em uma mistura que a glicose esteja presente nao
ocorre de forma eficiente. Isto pode ocorrer porque a fermentagdo da glicose precede
a da xilose e as leveduras fermentadoras da pentose geralmente ndo sdo
suficientemente tolerantes ao etanol para completar o segundo processo (HARNER
ET AL, 2015).

Mesmo em baixas concentragdes, o etanol atua como inibidor do
crescimento de leveduras, podendo impedir a divisao celular e, em concentragdes
mais elevadas, comprometer a viabilidade celular. (BIRCH & WALKER, 2000).
Dessa forma, para que o potencial biotecnoldogico das leveduras seja
satisfatoriamente aproveitado na industria, ¢ necessario intensificar os estudos e
testes com linhagens obtidas por bioprospeccdo, visando identificar e caracterizar
microrganismos capazes de tolerar maiores concentragdes de etanol e temperaturas

elevadas, além de contribuir para o enriquecimento da literatura sobre o tema.
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2.4 Metabolismo e repressao de glicose em leveduras

O metabolismo de glicose envolve uma cascata de reagdes enzimaticas cujo
mecanismo de acdo varia entre ativagao e repressao do mesmo. A variacao do
metabolismo desta fonte de carbono acontece entre leveduras ditas convencionais e
as ndo convencionais (também chamadas de nao Saccharomyces ou NYC).

O transporte de glicose para o interior das células é o primeiro passo para a
via de assimilacdao. Esse transporte varia entre as ditas leveduras convencionais e
NYC. A revisdo bibliografica publicada por Carmen-Lisset Flores et. al (2000)
aborda o metabolismo de carboidratos e producao de energia em NYC pertencentes a
cinco diferentes géneros e suas diferencas em relagao S. cerevisiae. Foram estudados
os géneros Kluyveromyces, Candida, Pichia, Yarrowia e Schizosaccharomyces. No
quesito transporte de glicose, em S. cerevisiae ocorre um processo de difusdo
facilitada assim como ocorre em K. lactis. Em Candida utilis, porém, a glicose
parece ser transportada por um simporte de protons quando o organismo € cultivado
em baixa concentragdo de glicose e a difusdo facilitada aparece em altas
concentragdes desse composto. Um sistema de transporte de glicose com dois
componentes com K., 3 e 10 mM respectivamente, foi encontrado em Y. /ipolytica.
Esses componentes estavam presentes com a mesma atividade independentemente da
concentragdo de glicose no meio (DOES & BISSON, 1989).

Inicialmente, ao tratarmos de leveduras ditas convencionas como a S.
cerevisiae, ¢ possivel afirmar que a mesma possui preferéncia por glicose como fonte
de carbono. O transporte através da membrana ¢ realizado por transportadores
especificos chamados de permeases. A transcricdo dos genes que codificam esses
transportadores ¢ finamente regulada pela concentracao de glicose do meio, sendo
este o fator chave para a cascata sensorial realizada pela célula durante as vias de
assimilagdo ¢ metabolismo (FLORES, 2000).

A deteccdo dos niveis de glicose extracelular e metabolizada ¢ importante
para a coordenacao do metabolismo dessa molécula (KAYIKCI, 2015). A figura 5
exemplifica, de acordo com a concentracdo de glicose, quais sdo as vias e as enzimas
envolvidas nessa regulacdo. Através da via de sinalizagdo Snf3/Rgt2, a célula detecta
niveis de glicose extracelular e é capaz de usa-los para regular a captacao de glicose.
A sinalizagdo da proteina quinase Snfl € central para a funcionalidade da repressao

da glicose e para equilibrar os niveis de energia celular (KAYIKCI, 2015).
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A quinase Snfl possui dupla atuagdo: a mesma pode atuar como ativadora
ou repressora. O que regula o seu comportamento sdo as concentragdes de glicose
detectadas no meio externo. As altas concentracdes dessa fonte de carbono tornam a
Snfl inativa, mantendo o fator de transcricdo Migl ndo fosforilado e, portanto,
presente no nucleo, onde exerce repressao, juntamente com o complexo Ssn6/Tupl,
de genes envolvidos na utilizacdo de fontes alternativas de carbono (GANCEDO
1998 ; HEDBACK E CARLSON, 2008). Em baixos niveis de glicose, o Snfl fica
ativo e fosforila o Migl, permitindo a liberagdo da repressdo a glicose e a expressao

de genes reprimidos por glicose.

Glucose concentration  High Low None
Sensors Rgt2 Snf3 Rgt2/ Snf3
Regulators Mth1/ Std1 [Mth1/Std1]  [Mth1/ Std1]
\ 4 v \

Transcriptional Rgt1 Rgt1 Rgt1

repressor J- J- J-
Target genes HXT1/6 HXT2/4 HXT1/2/4/6
Transcriptional Activation Activation Repression

response

Fig. 5. Via de deteccao de glicose Snf3/Rgt2. A via de deteccao de glicose Snf3/Rgt2
determina os niveis de expressdo dos genes transportadores de hexose (HXT) para a

absorcao ideal de glicose em varias concentragdes (KAYIKCI, 2015).



25

Um ponto em comum no metabolismo das leveduras, independente dessa
classificagdo, ¢ a conversao de glicose 6-fosfato ou frutose 6-fosfato em piruvato.
Dependendo da espécie e das condi¢des de cultivo a serem subtidas, o destino
metabolico do piruvato pode variar.

Em S. cerevisiae, a glicose causa um forte comprometimento na capacidade
respiratdria chamado de efeito Crabtree (RH, 1966). Isso significa que, mesmo na
presenca de ar, S. cerevisiae fermenta agicar e por isso ¢ chamada de Crabtree
positiva, assim como outras leveduras que se comportam da mesma maneira
(FLORES, 2000). Em contra partida, considerando a levedura de interesse do
trabalho, Hou (2012) realizou experimentos comparando as leveduras S. stipits e S.
passalidarum e observou melhores resultados em condi¢do de anaerobiose para S.
passalidarum. Ainda neste mesmo estudo, foi observado que, em condi¢ao de maior
disponibilidade de oxigénio, S. passalidarum consumiu a mesma quantidade de
carboidratos em menos tempo, porém o excesso de oxigénio causou o desvio do
metabolismo para o crescimento celular e isso diminuiu os rendimentos em etanol, o

que ¢ caracteristica de um microrganismo Crabtree negativo (BONAN, 2018).

2.5 Metabolismo de xilose em S. passalidarum

A xilose presente no meio externo pode adentrar a cé€lula através de dois
sistemas de transporte. Um dos sistemas baseia-se na difusdo facilitada de baixa
afinidade que ¢ impulsionado apenas pelo gradiente de aglicar. Esse sistema ¢
compartilhado com a glicose. O outro ¢ o sistema de simporte de protons de alta
afinidade (Hahn-Hégerdal, et al., 2007; Kilian & Uden, 1988; Hamacher, et al., 2002;
Chu & Lee, 2007; Young et al., 2010). Apo6s ser transportada do meio externo para o
citosol, a xilose pode ser metabolizada através da via de assimilacao.

Através da figura 6, € possivel ver as sequéncias de reagdes pertencentes ao
metabolismo fermentativo de xilose de maneira simplificada. A primeira reagdo € a
reducdo de xilose a xilitol catalisada pela enzima xilose redutase (XR). Logo apds, a
oxidacdo do xilitol a xilulose ¢ catalisada pela enzima xilitol desidrogenase (XDH).
Por fim, ocorre a fosforilagdo da xilulose pela enzima xiluloquinase (XK) para
formar xilulose-5-fosfato. A xilulose-5- fosfato pode ser convertida, através da via

das pentoses-fosfato, em gliceraldeido-3- fosfato ou frutose-6-fosfato.
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NAD(P)H NAD(P)+ NAD+ NADH ATP ADP |||a fas
Kilose ——— Xito N iutose —2— Kilulose 5P ——
pentose-fosfato
Xilose Xilitol Xilulocinase l
Redutase Desidrogenase
Frutose-6-fostato
Frutose-1,6-
bifosfato

|

Etanol — Gliceraldeido-3-
lostato

Fig. 6. Esquema simplificado do metabolismo de xilose.

A eficiéncia na conversdo de xilose em etanol estd possivelmente
relacionada a existéncia de um equilibrio redox entre a oferta e demanda de cofatores
através das enzimas XR e XDH na via de assimilacao de xilose (Cadete et al., 2016;
Hou, 2012). Este fato ndo ¢ observado em outras leveduras e contribui para maior
eficiéncia de fermentacdo. Para além disso, S. passalidarum ¢ a unica levedura
fermentadora de xilose descrita at¢é o momento que apresenta dois genes que
codificam a enzima xilose redutase (XYL 1.1 e XYL 1.2) (RIBEIRO, 2017).

Estudos realizados por Ribeiro et.al, (2017) trouxeram como principais
resultados a inibicdo do consumo de xilose na presenca de glicose independente da
condicdo de oxigenagdo. Os genes que codificam as enzimas xilose redutase (XR),
xilose desidrogenase (XDH) e xiluloquinase (XK) foram menos expressos quando a
glicose fazia parte do meio, indicando a ocorréncia de repressdao por glicose no
metabolismo de xilose. Portanto, ¢ possivel que a interferéncia da glicose no
metabolismo da xilose de S. passalidarum possa estar ocorrendo a nivel de transporte
(RIBEIRO, 2017). Também fo1i observado uma repressao significativa da atividade
enzimatica das enzimas XR ¢ XDH na presenga de glicose, sugerindo que a glicose
pode causar um sinal de repressdo na expressao induzida por xilose dos genes que

codificam as enzimas XR ¢ XDH (Hou, 2012).
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2.6 Inibicao de crescimento por estresse osmotico, estresse oxidativo e presenca
de etanol

O desempenho fermentativo da S. passalidarum pode ser afetado pela
presenca de glicose, como descrito previamente, inibidores provenientes do
pré-tratamento e gragas a sua baixa tolerancia ao proprio etanol. A principio, a
respeito do etanol, sua principal caracteristica ¢ de se instalar no meio da bicamada
fosfolipidica através da parte hidrofobica e se aloja nos espacos que resultam das
interagdes entre acidos graxos insaturados e proteinas. (DE GOES-FAVONI, 2018).
Isto leva a um decréscimo na fluidez da membrana, visto que hd comprometimento
do movimento natural dos acidos graxos na cadeia.

O resultado ¢ a alteragdo do posicionamento das proteinas na bicamada
fosfolipidica, que afeta negativamente a capacidade da levedura em preservar o
gradiente de concentragdo de compostos variados através da membrana
citoplasmatica (DE GOES-FAVONI, 2018). Por conta disso, a busca é intensificada
por microrganismos mais tolerantes ao etanol para suportarem a alta concentracao do
mesmo durante o processo produtivo.

Além do comprometimento celular gerado pela toxicidade do etanol, os
microrganismos podem ser afetados por componentes secundarios oriundos do
pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica. De acordo com uma série de estudos
realizados a cerca da inibicdo em processos produtivos, (Palmqvist E,
Hahn-Hagerdal, 2004), (Klinke HB, Thomsen AB, Ahring BK, 2004), (Almeida
JRM, 2007), os inibidores mais comumente encontrados em hidrolisados
lignoceluldsicos sao acidos fracos, derivados de furano e compostos fenolicos, porém
os sais também devem ser considerados gragas aos seus efeitos negativos sob os
microrganismos. Esses sais podem se originar tanto da propria biomassa quanto de
produtos quimicos adicionados durante o processamento da biomassa em agucares
fermentaveis (SANCHEZ, 2008). Tais produtos quimicos dao origem a ions que se
tornam material disponivel no meio e passam a influenciar no metabolismo celular.
Os cations que podem ser esperados em meios de fermentagao incluem Na *, NH4' ¢

K" e os anions associados incluem Cl— e SO ,—.

Foi demonstrado que esses ions t€ém um efeito inibitorio significativo sobre

microrganismos. Eles reduzem o crescimento celular, as taxas de utiliza¢ao de agucar
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e as taxas de produtividade do etanol, a0 mesmo tempo em que aumentam o0s
rendimentos do etanol e os subprodutos da fermentacdo, como o glicerol (WEI CJ,
1982). A presenca de NaCl no meio reduz a atividade de agua causando um aumento
na perda de 4dgua das células microbianas para o meio, promovendo plasmolise nas
células, aumentando bruscamente a concentragao de aminoacidos (Eliasson A, 2000).
Estudos realizados por Casey em 2013 com S. cerevisiae demonstraram queda de
mais de 60% no consumo de xilose em em comparagao com o controle quando os
sais estavam presentes em uma concentracao de 0,5 M. Portanto, € possivel dizer que
as células das leveduras sd3o constantemente expostas ao estresse osmotico € isso
reflete negativamente em sua participagdo na fermentagdo dos agucares, etapa
essencial da producao.

Em contrapartida, o estresse oxidativo estd presente gragas a exposi¢ao
continua ao oxigénio, j4 que o mesmo ¢ essencial para o processo fermentativo e
sintese de 4cidos graxos e esterdis. Seu poder oxidante produz compostos citotoxicos
chamados espécies reativas de oxigénio (ROS). Varias ROS sdo espécies instaveis de
oxigénio contendo elétrons desemparelhados, os chamados radicais livres. As ROS
se formam in vivo principalmente na fosforilagdo oxidativa durante a respiragao
mitocondrial e, quando seus niveis sobrecarregam as defesas celulares, o estresse
oxidativo causa danos generalizados a maioria das macromoléculas (lipidios,
proteinas e DNA) (SPENCER J.,2014).

Estudos realizados por Spencer, J., Phister, TG, Smart, KA ef al., em 2014
abordaram a tolerancia de leveduras que utilizam pentoses ao estresse oxidativo
induzido por perdxido de hidrogénio. Os pesquisadores submeteram culturas de P,
guilliermondii, S. stipitis, C. succiphila e C. shehatae a diferentes concentragdes de
peroxido e, em YPD, todas as leveduras foram inibidas a 5 mM de peroxido de
hidrogénio. Atualmente, ndo foram encontrados estudos especificos que envolvam
este inibidor de crescimento e a S. passalidarum, mas espera-se 0 mesmo nivel de
inibicdo de outras fermentadores de pentoses. Portanto, o peroxido de hidrogénio
precisa ser avaliado profundamente, tendo em vista sua abundante presenca e fortes

impactos que podem ser prejudiciais a conversdo do agucar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fisiologicamente 12 linhagens de Spathaspora passalidarum

quanto a resposta a estresses e producdo de etanol.

3.2 Objetivos especificos

Verificar a influéncia de diferentes concentragdes de etanol, peroxido de
hidrogénio e cloreto de s6dio no crescimento de 12 linhagens prospectadas;

Comparar dados de crescimento e tolerancia entre os microrganismos
prospectados € 0 microrganismo controle;

Realizar co-fermentagdes a fim de avaliar a preferéncia perante duas fontes

de carbono e avaliar o rendimento de producao de etanol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e meio de cultivo

O microrganismo referéncia utilizado neste trabalho foi a levedura
Spathaspora passalidarum, cedida pelo professor Carlos Augusto Rosa (Laboratério
de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras) da Universidade Federal de Minas
Gerais. As linhagens utilizadas foram a NRRL Y-27907 e doze linhagens isoladas do
bioma amazodnico brasileiro. Os estoques foram feitos em duplicatas e mantidos em
meio completo YPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% glicose) com
glicerol 30% 0,1 (v/v) a -80 °C. Para uso diario das colonias nos testes, foram

mantidas em placas de YPD solido (2 % Agar) a 4 °C.

4.2 Ensaios de estresse utilizando o equipamento Growth Profiler

Os experimentos de avaliacdo de resposta ao estresse foram realizados no
aparelho Growth Profiler 960 (Enzyscreen) em parceria com o Laboratorio de
Engenharia Metabolica e de Bioprocessos (LEMeB) na Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e seus colaboradores.
Este equipamento possui um sistema de camera integrado responsavel por auxiliar a
monitorar e registrar o crescimento de microrganismos em microplacas de 96 pogos
através da captura de imagens em alta resolucdo das placas e de cada poco. A
densidade da cultura foi analisada indiretamente pela quantidade de luz espalhada
pelas células no meio. O objetivo foi avaliar o crescimento das linhagens de S.
passalidarum sob estresse induzido por etanol, osmotico e oxidativo. Para esses
ensaios, foram utilizadas as linhagens de leveduras indicadas como 3,4, 5,6¢7¢ea

levedura de referéncia.

4.2.1 Pré inéculo

O pré-inéculo foi preparado em meios YPD e YPX, em tubos Falcon
contendo 25 mL de meio de cultivo, inoculados com as respectivas leveduras e com
um controle negativo. As amostras foram incubadas por 18h em agitador tipo shaker,
a 30°C e 150 rpm. Apds esse periodo, aliquotas de 200 uL foram retiradas para
avaliacdo da densidade optica em espectrofotdmetro a 600 nm, e 1,2 mL foram

coletados, armazenados em tubos Eppendorf e centrifugados. O sobrenadante foi



31

descartado e o precipitado formado foi ressuspenso nos mesmos meios de cultivo,

para iniciar o experimento com densidade optica (600 nm) ajustada para 0,1.

4.2.2 Avaliacio do uso de fontes de carbono
As fontes de carbono avaliadas foram xilose e glicose. Os meios liquidos de
cultivo utilizados foram YPX (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% xilose) e

YPD (2% extrato de levedura, 1% peptona e 2% glicose).

4.2.3 Meios de cultivo estressantes

Os valores das concentracdes utilizadas para cada fator estressante
baseiam-se em trabalhos prévios realizados pelo grupo de pesquisa (Lilian Ribeiro,
2017; Alex Castro, 2019; Valquiria Campos, 2022; Fernanda Albuini, 2023). Foram
selecionados valores previamente conhecidos como limitantes de crescimento e
adicionadas novas concentragdes para obter diferentes resultados. As tabelas 2, 3 ¢ 4

explicitam a composicao final de todos meios liquidos utilizados.

Tabela 2. Composicao dos meios de ensaio de etanol

Concentracio Composicao final

5% (v/v) YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 5% EtOh
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 5% EtOh

6% (v/v) YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 6% EtOh
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 6% EtOh

7% (v/v) YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 7% EtOh
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 7% EtOh
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Tabela 3. Composicao dos meios de ensaio de peroxido de oxigénio

Concentracao

Composicao final

7 mM

10 mM

YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 7 mM H202
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 7 mM H202

YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 10 mM H202
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 10 mM H202

Tabela 4. Composiciao dos meios de ensaio de cloreto de sodio (NaCl)

Concentracao

Composicao final

0,5M

0,75M

1M

YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 0,5 M NaCl
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 0,5 M NaCl

YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 0,75 M NaCl
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 0,75 M NaCl

YPD (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% glicose) + 1 M NaCl
YPX (2% extrato de levedura, 1%
peptona e 2% xilose) + 1 M NaCl




4.2.4 Montagem da microplaca

A microplaca utilizada foi a padrio fornecida pelo fabricante do

equipamento, cuja disposic¢ao divide-se em 96 pocos de fundo transparente. Os pocos

das placas foram preenchidos com meio liquido contendo a fonte de carbono, fator

estressante ¢ a linhagem de levedura de interesse. Abaixo, tem-se um exemplo de

layout utilizado para montar a microplaca (figura 7). Toda manipulag¢do da placa foi

feita de maneira asséptica em uma cabine de fluxo laminar. O volume de trabalho foi

de 200 pl para todas as placas deste trabalho, sendo 180ul de meio e 20ul de amostra.

A rotacdo foi de 225 rpm e a temperatura de 30 °C foram mantidas.

Placa 1 - YPD

3 3 3 4 4 4 3 3 3 4 4 4

5% 5% 5% 5% 5% 5% 4% 4% 4% 4% 4% 4%

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | glico | glicos | glicos | glicos | glicos | glicos
s

8 5 5 6 6 6 5 5 5 6 6 6

5% 5% 5% 5% 5% 5% 4% 4% 4% 4% 4% 4%

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | glico | glicos | glicos | glicos | glicos | glicos
s

¥ 7 7 t t t 7 i 7 t t t

5% 5% 5% 5% 5% 5% 4% 4% 4% 4% 4% 4%

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | glico | glicos | glicos | glicos | glicos | glicos
s

3 3 3 4 4 4 2 3 3 4 4 4

6% 6% 6% 6% 6% 6% Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD

5 S 5 6 6 6 5 5 5 6 6 6

6% 6% 6% 6% 6% 6% Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD

7 7 i t t t 9 9 9 t t t

6% 6% 6% 6% 6% 6% Ctrl Ctrl Ctrl Cirl Ctrl Ctrl

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD | YPD

3 3 3 4 4 4 7 7 7 1 t 1

T% 7% 7% 7% 7% 7% 7% 7% 7% 7% 7% 7%

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EIOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH [ EtOH

5 5 5 6 6 6 Ctrl Cirl Citrl Ctrl Ctrl

T% 7% 7% 7% 7% 7% 5% 6% 7% 4% YPD

EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | glicos | 2% g

Fig. 7. Exemplo de layout planejado para os ensaios de estresse.
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4.2.5 Inoculacio e configuragoes no equipamento

Depois de montar a placa, a mesma foi coberta por sua tampa de metal
previamente esterilizada, cuja superficie possui poros que permitem que trocas
gasosas sejam realizadas. As configuragdes de realizacdo do experimento foram
feitas no software do aparelho que se encontra em um computador a parte. Para os
experimentos em questdo, configurou-se a captura de imagens a cada 40 min durante
72 h, 30 °C e 225 rpm. Automaticamente, os arquivos foram gerados contendo
imagens produzidas pelo aparelho e os valores correspondentes ao crescimento na

unidade de medida Green Value.

4.2.6 Curva de calibracao (GYV X OD)

As curvas de crescimento geradas pelo Growth Profiler 960 (EnzyScreen)
foram baseadas na unidade de medida de crescimento Green Value. O software de
analise de imagem utilizado foi GP960 Viewer (versdo 1.1.1.0), indicado pelo
proprio fabricante. O software analisou o nimero de pixels verdes em uma area
definida dessas fotos, que se correlaciona com OD 600 da cultura.

A fim de obter os valores de crescimento em O.D a partir dos dados gerados
pelo equipamento, ¢ necessario elaborar uma curva de calibracdo. Esta curva ¢
importante para a conversdao de Green Value em O.D. Passou-se por duas fases: o
experimento em bancada e a produgdao do grafico na planilha fornecida pelo
fabricante.

A empresa Enzyscreen, responsavel pelo equipamento, forneceu uma curva
de calibracdao padrao a partir de dados de crescimento da levedura S. cerevisiae € o
protocolo experimental para producdo da mesma. Foi elaborada uma curva de
calibracdo especifica para a S. passalidarum através do protocolo padrdo fornecido.

Para a parte laboratorial, o inicio da metodologia consistiu na preparagao de
10 mL da sua suspensdo celular em meio com uma DO de 32. O valor de 0,5 mL
desta suspensao celular foi utilizado para preparar 10 mL de suspensdo celular com
uma DO de 1,6 (portanto, uma diluicdo de 20 vezes com 9,5 mL de meio). Logo
apods, uma série de dilui¢des nos pogos (16 diluigdes, de alta DO a baixa DO) foi
realizada. Por fim, foi feita uma corrida no aparelho definido para 4 ms, 250 rpm,
com intervalo de 2 minutos (pelo menos 3 fotos) e os resultados foram analisados

usando o software de anélise de imagem.
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Para a parte computacional, foram utilizados os valores encontrados no
experimento descrito anteriormente e os valores gerados pelas microplacas
inoculadas. Na planilha padrao, otimizou-se manualmente os valores para zero, a, b,
¢, d, e e f, para que a equagdo se ajuste aos pontos de dados. O produto final desta
otimizacdo foram trés graficos contendo as correlagdes entre GV X OD em

diferentes faixas de valores de crescimento.

4.3 Cofermentacao

Para a primeira cofermentacao, o pré-inoculo foi realizado com 1% (m/v) de
glicose ¢ 1% (m/v) de xilose. Para a segunda, o pré-inoculo produzido continha 2%
(m/v) de glicose e 2% (m/v) de xilose. A partir do pré-inoculo, que foi produzido de
acordo com o topico 4.2.1, as células foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado formado foi ressuspenso no
mesmo meio de cultivo para iniciar os ensaios com D.O(600 nm) correspondente a
0,1.

Os ensaios de cofermentacdo foram realizados em Erlenmeyers contendo 32
mL de meio YPD + 1% (m/v) de xilose na primeira e YPD + 2% (m/v) de xilose na
segunda, devidamente vedados com tampao de algodao estéril. Os mesmos foram
incubados em Shaker a temperatura de 30°C sob agitacdo de 150 rpm durante 48h.
Cada ensaio foi realizado em triplicata. Nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36
e 48 h, aliquotas de 200 pL foram retiradas para avaliar a densidade Optica em
espectrofotometro a 600 nm e 800 pL foram coletados e armazenados a -20°c a fim
de passar pela quantificacao de substratos e produtos para “High performance liquid

chromatography” (HPLC).

4.4 HPLC

As amostras retiradas durante os ensaios de cofermentagdo para
quantificagdo do consumo de agucares (xilose e glicose) e producao de etanol foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min, e o sobrenadante foi filtrado em membrana de
poro de 0,22 pum. As concentragdes destes metabodlitos foram determinadas por
HPLC, utilizando uma coluna de troca idnica HPX-87H (BIO-RAD), mantida a 45
°C, acoplada ao detector de indice de refragdo RID-10A. O efluente para separagao

foi solugcdo de 4cido sulfurico 5 mM, aplicado a uma taxa de eluicdo de 0,5
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mL/min-1. Foram preparados padrdes de 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75 ¢ 100 mM para

glicose, xilose e etanol.

4.7 Analises estatisticas

Todo conjunto de dados presente neste trabalho foi submetido a anélises
estatisticas do software QtiPlot versao 0.9.8.6. O mesmo foi instalado ¢ executado no
sistema operacional Ubuntu 20.04 de 64-bit e também foi utilizado para a criacao dos
graficos. As analises contempladas por este trabalho foram o teste de normalidade

Shapiro-Wilk e ANOVA unidirecional.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios de estresse realizados no Growth Profiler 960

Todos os graficos desta se¢do foram construidos com valores de O.D
convertidos a partir da curva de calibragdo elaborada com valores de Green Value
gerados automaticamente pelo equipamento Growth Profiler. Todos os conjuntos de
dados apresentados nos graficos da se¢do de resultados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e todos apresentaram-se normais dentro do nivel de

significancia de 0,005.

5.1.1 Perfil de crescimento das linhagens de S. passalidarum em diferentes
concentracoes de etanol em meio YPD e YPX

A primeira concentragdo testada foi de 5% (v/v) de etanol, representada
graficamente na Figura 8(A). A levedura de referéncia apresentou o melhor
desempenho de crescimento em comparagdo com todas as linhagens testadas. Entre
os isolados, destacaram-se as linhagens 6 e 4. O teste ANOVA demonstrou que,
nessa concentragdo, as linhagens apresentaram comportamentos significativamente
diferentes, como indicado pelo valor de p = 0,00003, considerando um nivel de
significancia de 0,05.

Observa-se crescimento da linhagem NRRL Y-27907 na concentragdo de
6% (v/v) de etanol, conforme representado na Figura 8(B). Esse resultado se destaca
por divergir do relatado anteriormente na literatura que indicava um limite de
crescimento em 4% (v/v) de etanol (CAMPOS et al., 2022). Em relagdo aos isolados,
as linhagens 4 e 6 apresentaram comportamento semelhante ao da linhagem-tipo,
sugerindo maior tolerancia ao etanol em comparag¢do com as demais.

A Figura 8(C) representa graficamente a ultima concentracdo de etanol
testada, correspondente a 7% (v/v). Observa-se dificuldade de crescimento em todas
as linhagens. No grupo dos isolados, nenhuma linhagem apresentou desempenho
expressivo, uma vez que todas foram severamente afetadas pelo aumento da

concentragdo de etanol, mantendo suas densidades Opticas proximas da OD inicial.
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Fig. 8. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenga de diferentes
valores de EtOH; (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 5% de
etanol em YPD; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 6% de
etanol em YPD; (C) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 7% de
etanol em YPX.
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Fig. 9. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenga de diferentes
valores de EtOH; (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 5% de
etanol em YPX; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 6% de
etanol em YPX; (C) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 7% de
etanol em YPX.
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De maneira global, todas as leveduras (referéncia e isolados) apresentaram um
desempenho de crescimento melhor quando a xilose foi utilizada como fonte
principal de carbono do meio, principalmente a linhagem de referéncia na maior
concentragdo de etanol testada. Em 7% (v/v) de EtOH, em glicose, a linhagem NRRL
Y-27907 apresentou um valor de OD de 2,089, enquanto obteve um valor de 25,613
no mesmo estresse em xilose, como ¢ possivel visualizar na figura 9(C). Dentre as
concentragdes 5% (v/v) e 6% (v/v) de EtOH em xilose, ndo houve diferenca
significativa entre os isolados.

Este resultado estd em consonancia com o teste ANOVA, visto que o mesmo
indicou que as linhagens ndo apresentaram comportamentos significativamente
diferentes em um nivel de significancia de 0,05. Porém, ao realizar o0 mesmo teste
comparando as médias entre as concentragcdes, o resultado foi de significante
diferengca comportamental, apresentando um p. valor de 0,006 dentro do mesmo nivel
de significancia. Ou seja, dentro do estresse ndo houve diferenca significativa, mas
comparando os dados das médias entre os estresse, as linhagens apresentaram
comportamentos diferentes dentro de cada uma.

Estudos realizados com outras espécies de leveduras fermentadoras de
xilose, como a Candida intermedia demonstraram um crescimento mais cficiente
meio utilizando xilose em relacdo a glicose analisado geneticamente (GEIJER,
2020). Para além deste desempenho esperado para linhagens naturalmente
fermentadoras de xilose, também ¢ possivel analisar de acordo com condi¢des de
aeracdo. O oxigénio tem uma influéncia importante nas reagdes metabodlicas da
xilose: enquanto a alta aeragdo promove o crescimento, a limitacdo de oxigénio
favorece a producao de metabolitos como o etanol (BOLZICO, 2024). Apesar de nao
ter sido avaliado independentemente, a aeracdo e a presenca de oxigénio pode ser
considerada, tendo em vista o tipo de tampa utilizada para este cultivo que permite
trocas gasosas entre as linhagens e o meio externo e a rotagdo do aparelho Growth

Profile que proporciona maior aera¢do para o meio.

5.1.2 Perfil de crescimento das linhagens de S. passalidarum em diferentes
concentracoes de NaCl em meio YPD e YPX
Primeiramente, em relagdo ao meio YPD, a levedura de referéncia foi capaz

de crescer em 0.5 M de NaCl como apresentado na figura 10(A).
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Concomitantemente, nesta mesma concentracdo, a levedura 6 apresentou
crescimento maior do que o da linhagem de referéncia e os outros isolados. Para esta
concentracdo, o teste ANOVA indicou que as linhagens apresentam comportamentos
significativamente distintivos, cujo p. valor foi 0,009 para um nivel de significancia
de 0,05.

O aumento da concentragdo para 0.75 M ndo impactou tdo negativamente no
crescimento das linhagens. A figura 10 (B) demonstra que houve pouca diferenga
nos valores de OD em relagdo a concentracdo anterior e os fendtipos de destaque
seguem sendo as mesmas linhagens.

A figura 10 (C) representa a significativa redugdo de crescimento causada
pelo 1 M de NaCl para todas as linhagens. Em suma, todas se mantiveram na faixa
de O.D inicial do experimento (0,1). Este resultado ¢ esperado, levando em
considera¢do que o NaCl em altas concentracdes inibe o crescimento das leveduras
por conta do estresse osmotico gerado. Estudo realizado por Wei et. al. relatou que
em concentragdes de 1 a 5% (p/v), o NaCl inibiu a fermentagdo alcoodlica de glicose
por Saccharomyces cerevisiae. A medida que o teor de sal aumentou, o crescimento
das leveduras diminuiu e o periodo de /ag da curva de biomassa da levedura
aumentou (WEI, 1982). Isso ocorre por conta da desidratacdo celular gerada pelo
NaCl que forca as leveduras a gastarem mais energia para manter seu balango

osmotico, prejudicando sua taxa de crescimento.
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Fig. 10. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenca de diferentes
valores de NaCl. (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 0.5M de
NaCl em YPD; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 0.75M de
NaCl em YPD; (C) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 1 mM de
NaCl em YPD.
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Utilizando as mesmas concentragdes de NaCl, o crescimento das leveduras
foi avaliado em meio YPX. Como ¢ possivel observar pelo aumento do valor de OD,
para todas as linhagens, a xilose como fonte de carbono proporcionou um
significativo aumento de crescimento e, consequentemente, de valor de OD.
Comparando as figuras 10(A) e 11 (A), a levedura de referéncia apresentou valores
de OD superiores em xilose, mas continuou sendo superada pelas linhagens isoladas.
O teste ANOVA demonstrou que as linhagens ndo apresentam comportamentos
significativamente diferentes dentro dessa concentra¢dao, mas o resultado foi positvo
para significincia ao comparar as médias de crescimento obtidas para a mesma
concentragdo em glicose.

Em YPX, o aumento da concentracdo do fator estressante para 0.75 M levou
a potencializacdo do crescimento para todas as linhagens. Através da figura 11 (B), ¢
possivel perceber que a levedura de referéncia se sobressaiu em relagdo a grande
parte das linhagens, fenétipo diferente do apresentado na concentracao anterior. Para
essa concentracdo de NaCl em xilose, o teste ANOVA demonstrou que as linhagens
ndo apresentam comportamentos significativamente diferentes, porém foi positivo
para significancia ao comparar com as médias de crescimento resultantes em glicose.

Para o maior valor de concentracao de NaCl testado, nota-se o expressivo
crescimento da levedura de referéncia novamente, como visto na figura 11 (C), sendo
uma das melhores representantes para essa concentragdo. Este comportamento ¢
completamente distinto em relacdo a mesma concentragao utilizando glicose. Por
fim, o teste ANOVA demonstrou que as linhagens nio apresentam comportamentos
significativamente  diferentes. Portanto, as linhagens ndo apresentaram
comportamentos distintos entre si dentro das concentragdes testadas para NaCl

utilizando xilose.
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Fig. 11. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenca de diferentes
valores de NaCl. (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 0.5M de
NaCl em YPX; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 0.75M de
NaCl em YPX; (C) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 1 mM de
NaCl em YPX.
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5.1.3 Perfil de crescimento das linhagens de S. passalidarum em diferentes
concentracoes de H202 em meio YPD e YPX

Em relagdo a este mesmo meio, as linhagens ndo apresentaram dificuldades
de crescimento, sendo possivel observar altos valores de O.D. A figura 12 (A)
demonstra que a maioria das linhagens cresceram de maneira superior a linhagem de
referéncia em 7 mM de H202, sendo a levedura 7 a que mais demonstrou
dificuldades de crescimento para essa concentracdo. O teste ANOVA demonstrou
que as linhagens ndo apresentam comportamento significativamente distintos dentro
dessa concentragao.

Contudo, com o aumento da concentragdo para 10 mM de H202, a
linhagem NRRL Y-27907 obteve metade do valor de OD em relagdo a concentragdo
anterior. E possivel visualizar tal redugdo de acordo com a figura 12 (B). J4 sob a
visdo dos isolados, estatisticamente, as linhagens continuam ndo apresentando

comportamento significativamente distinto de acordo com o teste ANOVA.

n Médias de crescimento das linhagens em YPD + H202 7mM
6

oD (600 nm)
w

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (min)

B Médias de crescimento das linhagens em YPD + H202 10mM
6

oD (600 nm)

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (min)

Fig. 12. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenca de diferentes
valores de H202; (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 7mM de
H202 em YPD; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 10mM de
H202 em YPD;
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Em termos de uso da xilose como fonte principal de carbono, a figura 13
demonstrou que diferentes leveduras se destacaram para 7mM de H202 em
comparagdo com o uso de glicose. Para esta fonte de carbono, destaca-se o
desempenho da levedura de referéncia e a nimero 6. As demais linhagens ndo
cresceram, permanecendo assim, na O.D préxima a 0,1. O teste ANOVA comprovou
0 que estd sendo representado pelo grafico, visto que o resultado foi de significante
diferenga entre as linhagens. E importante destacar que, para essa concentragio, em
relagdo com o uso de glicose, os valores de OD foram reduzidos pela metade. Ainda

assim, ¢ possivel destacar a resiliéncia das leveduras de numero 4 ¢ 6 dentre as

demais.
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Fig. 13. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenca de diferentes
valores de H202; (A) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 7mM de
H202 em YPX; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 10mM de
H202 em YPX;

O aumento da concentragdo do fator estressante ndo implicou em

decrescimento de valores de OD. Como visto na figura 13 (A) e 13 (B), passando de
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7 mM para 10 mM, as linhagens previamente inibidas comecaram a apresentar
melhores valores de crescimento. Para a concentracdo de 10 mM de H202, a xilose
proporcionou maiores valores de OD. Dentro da concentracdo de 10 mM, o teste
ANOVA demonstrou que as linhagens ndo apresentaram comportamento
significativamente diferente, sendo seu p. valor correspondente a 0.06.

A ndo inibicdo de crescimento mesmo na presenga de perdxido de
hidrogénio ja foi amplamente discutida na literatura. Quan et. al. utiliza-se do
conceito de que o peroxido de hidrogénio pode atuar como molécula sinalizadora,
sendo capaz de regular a expressdao de genes e respostas ao estresse de maneira
conservada para varios eucariotos, inclusive leveduras (QUAN, 2007). Em
consonancia, o estudo realizado por Mesquita et. al sugere que a presenca de H202
em niveis controlados pode ser responsdvel pela promocdo da longevidade e
adaptacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (MESQUITA, 2010). Ainda dentro
desta espécie, o estudo realizado por Ruslana Vasylkovska et. al. discute a influéncia
de fontes de carbono para o crescimento de leveduras como pré-condi¢cdo do fenotipo
hormético induzido por peroxido de hidrogénio. De acordo com a teoria da hormese,
baixas doses de fatores indutores de estresse levam a resposta de hormese
estimulatéria e a melhoria das fungdes bioldgicas, enquanto em altas doses os efeitos
deletérios prevalecem, podendo propiciar um melhor crescimento. O grupo obteve
como resultado a demonstragao de resposta hormética de pico acentuado até 7,5 mM
de H202 para Saccharomyces cerevisiae (VASYLKOVSKA, 2015). Portanto, ¢
possivel afirmar que o peroxido de hidrogénio pode ser um fator estressante letal de
acordo com as condigdes Otimas de crescimento do microrganismo, porém, da

mesma maneira, pode atuar como um promotor de crescimento do mesmo.

5.1.4 Perfil de crescimento das linhagens de S. passalidarum em diferentes
concentracoes de glicose em meio YPD

Foram escolhidas as concentragdes 2%, 18%, 20%, 25% e 30% de glicose a
fim de testar a resiliéncia das linhagens em altas concentracdes desta fonte de
carbono. Foi tido como controle positivo a concentragao de 2%. Como esperado, esta
foi a concentracdo cujo crescimento foi 0 mais expressivo, assim visto na figura 14.
A linhagem de referéncia destacou-se perante as demais, porém todos os isolados

tiveram um bom desempenho nessa concentracao.
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Média de crescimento das linhagens em YPD (2% de glicose)
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Fig. 14. Média dos valores de O.D (600 nm) na presenga de 2% de glicose em meio
YPD.

Em 18% de glicose, presente na figura 15 (A), € possivel perceber uma
grande reduc¢do do crescimento para todas as linhagens. De acordo com o teste
ANOVA, utilizando um nivel de significancia de 0.05, as linhagens ndo apresentaram
comportamento significativamente diferente, visto que seu p. valor foi de 0,9.

Comportamento similar foi encontrado nas concentragdes de 20% e 25%
representadas pelas figuras 15(B) e 15(C), respectivamente. Todas as linhagens
apresentaram dificuldades de crescimento e reducdo no valor de OD. O ANOVA de
ambas as concentragdes demonstrou que as linhagens ndo se comportaram de

maneira significativamente diferente, visto que o seu p. valor > 0.05.
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Média de crescimento das linhagens em YPD (25% de glicose)
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Fig. 15. Média dos valores de crescimento das linhagens na presenca de diferentes valores de glicose; (A) Média dos valores de O.D

(600 nm) na presenga de 18% de glicose em meio YPD; (B) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 20% de glicose em
meio YPD; (C) Média dos valores de O.D (600 nm) na presenca de 25% de glicose em meio YPD; (D) Média dos valores de O.D (600

nm) na presenca de 30% de glicose em meio YPD.
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O aumento progressivo de 18% a 25% de glicose ndo acarretou em grandes
diferencas no crescimento geral das linhagens, como ¢ possivel observar nos valores
presentes no eixo Y. As linhagens continuaram apresentando dificuldades de
crescimento se compararmos com os valores atingidos pelas mesmas no controle.

Na maior porcentagem de glicose escolhida, o crescimento ainda assim nao
foi inibido, porém obteve-se os menores valores de OD para este ensaio. O mesmo
caiu pela metade para todas as linhagens em comparagdo com 25% de glicose. A
linhagem de referéncia apresentou comportamento similar as linhagens 6 e 7, como
visto na figura 15 (D). Neste caso, o teste ANOVA também demonstrou que as
linhagens ndo apresentaram comportamentos significativamente distintos, obtendo

um p. valor > 0.05.

5.2 Co-fermentagoes

As linhagens foram submetidas a dois experimentos de co-fermentacdo. A
primeira foi realizada com as mesmas linhagens submetidas ao tratamento no
Growth Profiler (3, 4, 5, 6, 7 e Tipo). A partir das analises dos cromatogramas
gerados automaticamente pelo HPLC (Shimadzu), optou-se por realizar novamente o
experimento somente com as linhagens 6 e Tipo, visto que foi o isolado de maior
rendimento de produgdo de etanol e a nossa linhagem de referéncia, respectivamente.
Ambas foram realizadas de acordo com o item 4.4 e utilizando o mesmo

equipamento.

5.2.1 Co-fermentacdo: analise do consumo de glicose e xilose x producio de
etanol

Os graficos da figura 16 representam o consumo das fontes de carbono em
concomitancia com a producdo de etanol de todas as linhagens testadas. Em todos os
casos, observa-se que a glicose ¢ consumida rapidamente nos primeiros momentos
(até 6-12 horas), indicando-a como fonte de carbono preferencial das leveduras.
Dentre os valores de consumo de glicose, ndo houve diferenga estatistica significante
segundo o teste ANOVA, o que indica que as mesmas consumiram esta fonte de
maneira similar. O mesmo resultado estatistico foi encontrado para o padrdao de
consumo de xilose, sendo ndo significativamente diferente dentro do nivel de

significancia de 0,05.
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O esgotamento de glicose antes de utilizar a xilose ja era o comportamento
esperado para este teste (HOU, 2017), com exceg¢do da levedura 6. E possivel ver na
figura 16 (B) que a mesma consumiu a xilose de maneira preferencial e eficiente,
além de ter sido a linhagem de maior rendimento (g/L) de etanol ao produzir 10.5g/L
em 24h. Por esses dois fatos, a mesma foi encaminhada ao uma nova rodada de
experimentos de co-fermentac¢ao para maiores investigacoes.

Através da figura 16 (C), € possivel visualizar como a producao de etanol
apresentou-se de maneira similar entre todas as linhagens durante a primeira
co-fermentacdo. Consonante com este resultado, o teste ANOVA apresentou que nao

ha diferenca significativa dentre os valores de etanol produzido.
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Fig. 16. Representacdes graficas de consumo de fonte de carbono e produgdo de

etanol durante o experimento de co-fermentacdo. (A) Consumo de glicose durante a

primeira co-fermentagdo; (B) Consumo de xilose durante a primeira co-fermentagao;

(C) Produgao de etanol durante a primeira co-fermentagao.
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5.2.2 Co-fermentacdo: analise consumo de glicose e xilose x Produ¢io de Etanol
das leveduras 6 e Tipo

A segunda rodada de experimentos co-fermentativos foi realizada a partir do
dobro do valor das concentracdes de xilose e glicose anterior a fim de investigar se o
comportamento de consumo primario da xilose continuaria para a levedura numero
6. Porém, a linhagem ndo apresentou os mesmos resultados da producao anterior. O
fendtipo de consumo primario da xilose ndo ocorreu novamente, como ¢ possivel
observar na figura 16 (A).

Neste momento, a levedura 6 demonstrou preferéncia pela glicose, tendo em
vista que o acréscimo na produgdo de etanol ocorre concomitantemente com o
consumo desta fonte de actcar (12h). Logo apods as 12h, a xilose ¢ consumida
integralmente e a produgdo de etanol atinge seu pico em 24h. Comportamento muito
similar ocorreu também com a levedura de referéncia, como visto na figura 16 (B).
Os graficos corroboram com a analise obtida através do teste ANOVA. O resultado
apontou que as linhagens nao apresentam diferenca estatistica significativa no
quesito consumo de glicose.

A figura 16 (B) representa graficamente o consumo de xilose ao longo da
segunda co-fermentacdo. Nao ¢ possivel visualizar diferengas significativas de
consumo desta fonte de carbono entre as duas linhagens abordadas de acordo com o
teste ANOVA. Para além disso, ¢ possivel notar que ambas as linhagens so
comecaram a consumir tal fonte de carbono apods decréscimo na concentragdo de
glicose.

A figura 17 (C) representa graficamente a média de producdo de etanol das
linhagens 6 e Tipo. De acordo com o teste ANOVA, nao ha diferenca significativa
em relacdo a producdo de etanol pelas duas linhagens, como ¢ possivel perceber
também na figura. Tendo em vista o aumento da concentracdo de acucares, a
concentra¢do final de etanol também aumentou, seguindo um comportamento regular

esperado.
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Consumo de glicose durante a segunda co-fermentacéao
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entacoes graficas de consumo de fonte de carbono e produgdo de

etanol durante o experimento de co-fermentacdo. (A) Consumo de glicose durante a

segunda co-fermentagdo; (B) Consumo de xilose durante a segunda co-fermentacao;

(C) Produgdo de etanol durante a segunda co-fermentagao.
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6. Conclusao

Este trabalho caracterizou fisiologicamente 12 diferentes linhagens de S.
passalidarum, isoladas da Amazonia, com foco em sua resposta ao efeito do etanol,
cloreto de sédio e perdxido de hidrogénio sobre o crescimento, bem como seu
respectivo potencial para producao de etanol.

Os ensaios de estresse foram realizados no equipamento Growth Profiler 960
(EnzyScreen). De maneira geral, as linhagens apresentaram maior resisténcia ao
estresse em meio contendo xilose como principal fonte de carbono. No entanto, na
presenca simultanea de glicose e xilose, as linhagens consomem preferencialmente a
glicose.

Inicialmente, nas concentracdes de 5% (v/v), 6% (v/v) e 7% (v/v) de etanol
em meio com glicose, as linhagens apresentaram comportamentos significativamente
diferentes, com destaque para a levedura de referéncia e a linhagem 6. Contudo, na
maior concentracdo testada (7%), o crescimento de todas as linhagens foi
severamente afetado. J4 nas mesmas concentragdes de etanol em meio com Xxilose,
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens.
Apesar da dificuldade de crescimento previamente observada para a linhagem de
referéncia em testes anteriores realizados pelo grupo, seu desempenho nos
experimentos conduzidos no equipamento Growth Profiler revelou valores de
densidade Optica (OD) superiores nas concentragdes moderadas de etanol, como 5%
(v/v) e 6% (V/V).

Em relagdo as concentracoes de 0,5 M, 0,75 M e 1 M de NaCl em meios com
glicose e xilose, apenas as concentragoes de 0,5 M e 0,75 M em YPD apresentaram
diferengas significativas no crescimento entre as linhagens. Nessas condigdes,
destacaram-se as linhagens 6 e a Tipo. Para todos os ensaios realizados em YPX, ndo
houve distingdo estatistica entre as médias de crescimento das leveduras. O
crescimento foi mais comprometido na presenca de glicose com NaCl, resultado esse
que estd de acordo com a literatura. Por outro lado, em meio com xilose, o
crescimento aumentou proporcionalmente com o acréscimo da concentracao de sal.

Portanto, as linhagens enfrentaram o estresse osmotico gerado pelo NaCl de forma
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mais eficiente na presenca de xilose.

De maneira semelhante ao observado no estresse osmotico, as linhagens
apresentaram melhor crescimento na presenca de maiores concentragdes de peroxido
de hidrogénio. Em meio com glicose, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os isolados. No entanto, em meio com xilose, as médias de crescimento
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, conforme indicado pelo teste
ANOVA. Em YPX acrescido de 7 mM de H:0:, destacaram-se as linhagens 6 ¢ 4,
enquanto em YPX com 10 mM de H:0:, os melhores desempenhos foram das
linhagens 3 e Tipo.

Altas concentragdes de glicose foram avaliadas (18%, 20%, 25% e 30%). De
acordo com o teste ANOVA, nenhuma das linhagens apresentou comportamento
significativamente distinto dentro dessas concentragdes. No entanto, os baixos
valores de OD indicam que todas foram severamente comprometidas na ultima
concentragao testada (30%).

Por fim, este trabalho também realizou duas cofermenta¢des com o objetivo de
avaliar o comportamento das leveduras frente a duas fontes de carbono (glicose e
xilose) e sua respectiva producdo de etanol. Embora S. passalidarum seja um
microrganismo capaz de fermentar xilose, todas as linhagens testadas apresentaram
preferéncia pela glicose, consumindo-a primeiramente — como ja relatado na
literatura. Em ambos os experimentos, nao foram observadas diferengas
significativas entre as linhagens nos quesitos consumo de glicose, consumo de xilose
e produgao de etanol.

O estudo reforca a importancia de se avaliar linhagens nativas isoladas da
biodiversidade brasileira, como forma de ampliar o repertdrio de microrganismos
com potencial biotecnologico, além de contribuir para o enriquecimento da literatura
sobre a espécie. As caracteristicas fisioloégicas promissoras identificadas neste
trabalho contribuem para a busca de alternativas sustentdveis e eficientes para a
produgdo de bioetanol de segunda geragdo. Para trabalhos futuros, recomenda-se a
aplicagdo de técnicas gendmicas, protedmicas € metabolomicas, a fim de promover
um entendimento mais aprofundado dos mecanismos moleculares envolvidos na

tolerancia ao etanol e no metabolismo da xilose nas linhagens de destaque.
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