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RESUMO

A hidrélise de polissacarideos presentes na biomassa lignocelulosica libera grande quantidade de
pentoses, cuja fermentacdo a etanol poderia ser um complemento ao etanol obtido pela
fermentacdo da glicose oriunda da sacarificacdo da celulose (etanol 2G). Entretanto, apesar dos
esforcos em pesquisa, esta ainda é uma tecnologia a ser desenvolvida. Por outro lado, o uso da:
pentoses como substrato para obtencdo de outros bioprodutos com maior valor agregado que o
etanol € uma via alternativa economicamente sustentavel. O presente projeto propds o estudo de
cepas de leveduras assimiladoras xilose focando os metabdlitos gerados a partir do uso desse
acucar como Unica fonte de carbono. Para esse estudo, foram selecionadas as Rigkiduras
kluyveri G1.1; Hanceniasporasp. G4.1;Hanceniasporasp. G7.1;Candida oleophilaG10.1;
Metschnikowia koreensi§&s18 com base nos potenciais de assimilagdo de xilose por elas
apresentados em trabalho prévio. Os dados mostraram que addaepasiasporasp. G4.1,
Hanceniasporap. G7.1 €. oleophilaG10.1 consumiram 100% da xilose do meio em 120. h.
koreensisG18 consumiu aproximadamente 70% em 96 h e aleepluyveriGl.1, foi a que
apresentou menor taxa de consumo de xilose (50% em 120 h). A avaliacdo qualitativa dos acidos
organicos secretados pelas cepas nesses cultivos revelou a presenca dos acidos oxalico, citrico
maleico, tartarico, malico, piravico, latico, fumarico, acético, propidnico, isobutirico e butirico
nos meios de cultura das leveduras. Em cultivos utilizando meios com diferentes valores de pH
iniciais e concentracdes de xilose, constatou-se a influéncia desses fatores sobre a producao de

acidos organicopor M. koreensiss18, porém, ndo foram significantes para as demais leveduras.

Palavras-chave: Leveduras, xilose, acidos organicos.



ABSTRACT

The hydrolysis of polysaccharides from lignocellulosic biomass releases high quantity of
pentoses, whose fermentation to ethanol could be a complement that obtained by fermentation of
glucose derived from cellulose saccharification (2G ethanol). However, despite efforts in
research, this is still a technology in development. Moreover, the use of pentoses as a substrate
for obtaining value-added bioproducts is an alternative to ethanol and an economically viable
route. This project proposes the study of xylose assimilating yeast focused on metabolites
generated from the use of xylose as carbon soichia kluyveriG1.1; Hanceniasporasp.

G4.1; Hanceniasporasp. G7.1;Candida oleophilaG10.1; Metschnikowia koreensi&18 were
selected for this study based on their potential of assimilation of xylose studied in previous work.
The data showed thatanceniasporasp. G4.1Hanceniasporasp. G7.1 an@. oleophilaG10.1
consumed 100% of xylose from the culture medium in 1204/ hkoreensisG18 consumed
approximately 70% in 96 h arfel kluyveri G1.1 was the strain that presented the lowest xylose
consumption rate ( 50% in 120 h). Qualitative evaluation of the organic acids secreted by strains
in these cultures revealed the presence of oxalic, citric, maleic, tartaric, malic, pyruvic, lactic,
fumaric, acetic, propionic, isobutyric, and butyric acid. In cultivation using culture media with
different initial pH values and concentrations of xylose it was observed that these factors
influence the production of organic acidsMykoreensis518, however, were not significant for

other yeasts.

Keywords: Yeast, xylose, organic acid.
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1. INTRODUCAO

Formas alternativas de producdo de combustiveis estdo sendo estudadas, entre as quais :
utilizacdo da biomassa lignocelulésica para a producéo de etanol. Essa biomassa corresponde &
materiais residuais oriundos das atividades de exploracdo agroindustrial e florestal que incluem
principalmente, palhas de arroz e trigo, sabugo de milho, casca de aveia, bagaco e palha de cana
de-acUcar.

Os materiais lignocelulésicos sdo compostos por trés grandes grupos de polimeros:
celulose, lignina e hemicelulose. A celulose € um homopolimero formado por residuos de
glicoses unidos por ligacdes glicosidicas do figb4. As hemiceluloses sdo heteropolimeros
altamente ramificados, constituidos de hexoses (galactose, glicose e manose) e pentoses (xilose ¢
arabinose), sendo a xilose o principal produto da hidrélise da hemicelulose. A lignina é um
polimero amorfo formado por unidades de fenilpropanol ligadas por ligacdes éter biologicamente
estaveis e constitui maior fracdo de néo-carboidratos da lignocelulose (LEE et al., 2007).

A hidrdlise da celulose e hemicelulose gera uma mistura de pentoses e hexoses e para que
0 processo de producdo de etanol seja viavel é necessario que o micro-organismo seja capaz de
fermentar ambos os acucares presentes no hidrolisado. A legaltoharomyces cerevisjae
tradicionalmente utilizada nos processos de producdo de etanol, ndo é capaz de fermentar
eficientemente a xilose a etanol.

Vérias espécies de leveduras tem sido relatadas como sendo capazes de assimilar a xilose
por vias oxidativas ou fermentativas, sendo os géneros mais freqBegttasomycesCandida
KluyveromycesPachysolenPichia, e Schizosaccharomyce8lgumas dessas cepas produzem

etanol enquanto outras produzem alta taxa de biomassa. Entretanto, algumas dessas levedura:
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apesar de consumir até 80% da xilose presente no meio, produzem pouca biomassa e néo
produzem etanol. Considerando que a fisiologia das leveduras assimiladoras de pentose ainda nac
€ bem conhecida, a questdo cientifica levantada € sobre quais seriam os produtos formados a
partir do consumo da xilose.

E bem conhecido que varias leveduras assimiladoras de xilose produzem xilitol, porém,
apenas alguns trabalhos referem-se a outros compostos como &cidos organicos e antioxidantes
Desse modo, propds-se nesse estudo avaliar o crescimento das cepas de leveduras assimiladore
de xilose em presenca desse acucar como Unica fonte de carbono, investigando-se o meio de
cultura na tentativa de detectar e identificar acidos orgéanicos. Esses compostos apresentam
grande importancia biotecnolégica, com grande aplicacdo na industria farmacéutica, de alimentos

e de sintese quimica o que lhes confere um alto valor agregado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia da fermentacéo de pentoses por leveduras

Nas ultimas décadas, varios estudos sobre isolamento e selecdo de leveduras relataram
espécimes com capacidade de fermentar xilose. Entre essas, as mais frequentemente relatada
pertencem aos géneroBrettanomyces Candidg Kluyveromyces Pachysolen Pichia e
Schizosaccharomycd&ONG et al., 1983; McMILLAN, 1993; CHANDRAKANT; BISARIA,

1998), embora outros géneros coworeobasidium, Citeromyces, Clavispora, Cryptococcus,

Debaryomyces, Geotrichum, Issatchenkia, Kloechera, Metschnikowia, Rhodotorula,
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Saccharomycopsis, Sporopachydermia, Torulasgovdingeatambém tenham sido reportados
produzindo etanol, desde quantidades tracos até rendimentos de 0,3 g etanol/g xilose, dependendc
das condigbes experiment§SONG et al., 1981; TOIVOLA et al., 1984; NIGAM et al., 1985;
RAO; BHADRA,; SHIVAJI, 2008; FUGITA, 2010).

Além dos estudos com cepas naturalmente fermentadoras de xilose, pesquisas para
obtencdo de linhagens de.cerevisiaegeneticamente modificadas para fermentar pentoses,
também estdo sendo realizadas, chegando-se a rendimentos entre 0,3-0,4 g etanol/g xiloses
(GOVINDASWAMY; VANE, 2007; TIAN et al., 2008; VAN VLEET; JEFFRIES, 2009).

As espécies de destaque na literatura quanto a produtividade de etanol a partir de xilose
sao C. shehatageP.stipitis e P. tannophilus,no entantp diversos estudos com cepas Ke
marxianuse C. tropicalis também mostraram bons resultados quanto a producédo de etanol a
partir de hidrolisados lignocelulésicos (SUK-JIN et al., 2010).

Da mesma forma que técnicas de engenharia gené&téa sendo aplicadas &
cerevisiae as leveduras fermentadoras de pentoses também tém sido submetidas a alteragfes
genéticas.Jeffries (1984) induziu mutacdo por radiacdo Rmtannophiluse, sob condi¢bes
aerdbias, as linhagens mutantes produziram etanol duas vezes mais rapido e com rendimento
32% maior do que a linhagem selvagem. Em condi¢bes anaerébias, essas linhagens produziram
etanol a partir de xilose 50% mais rapido do que a linhagem selvagem, mas com mesmo
rendimentoWatanabe e colaboradores (2011) submeté&tastipitis & radiacdo UV e obtiveram
um mutante que produziu 4,3% de etanol a partir de xilose, em meio com concentracdo de 11,4%
desse acucar, contra apenas 3,1% do selvagem. Além disso, obtiveram linhagens mutantes com

tolerancia a 7% de etanol, sob condi¢cdes aerobias.
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A assimilacdo de xilose e sua conversdo a etanol por leveduras tipicamente xilose-
fermentadoras seguem vias diferentes daquefa derevisiaga qual € discutida a seguir.

O transporte de D-xilose através da membrana de leveduras ocorre por sistemas de baixa e
alta finidade. Entre esses sistemas estdo a difusdo facilitada e 0 mecanismo simportador ligado a
co-transporte de proton e esses sistemas sao dependentes do estado nutricional da levedura. Pc
exemplo,Rhodotorula elutinigem pelo menos um sistema de transporte de baixa e um de alta
afinidade para D-xilose. Esse ultimo é reprimido quando a levedura cresce em xilose e
desreprimido enstarvation Ambos o0s sistemas sédo totalmente reprimidos por glicose, sugerindo
serem 0s mesmos que transportam esse acucar (KILIAN; UDEM, 1988).

Em P. stipitis os transportes tanto de xilose como de glicose ocorrem principalmente por
sistema simportador com proton. Ehshehata® transporte de D-glicose, D-xilose e D-manose
ocorrem principalmente por difusdo facilitada, sendo para D-glicose com alta afinidade/baixa
capacidade e para D-xilose ou D-manose, de baixa afinidade/alta capacidade. Portanto, a glicose
exerce efeito competitivo inibitorio sobre a absorgcéo dos outros dois agUcarstar@ation um
sistema simportador ligado a co-transporte de préton com alta afinidade é induzido para glicose
(Km-0.12mM) e D-xilose (K m - 1.0mM) (DOES; BISSON, 1989).

Apés o transporte, as leveduras convertem xilose a xilulose por meio duas reacdes de
oxireducao, seguindo-se a fosforilagdo a xilulose-5-fosfato. A primeira reacéo é catalisada pela
enzima xilose-redutase NAD(P)H-dependente (aldose-redutase EC 1.1.1.21) que converte xilose
a xilitol. Este dltimo é oxidado a xilulose pela enzima xilitol-desidrogenase*Niépendente
(XDH; EC 1.1.1.9) que é subsequentemente fosforilado pela xiloquinase (EC 2.7.1.17).

O xilitol formado na primeira etapa pode, dependendo do balanco redox da célula

(equilibrio entre NADPH e NAD ser secretado para o meio externo, resultando em baixo
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rendimento em etanol (BRUINNENBERG et al., 1984). Desse modo, o potencial redox da célula
pode determinar o sucesso do processo fermentativo de xilose, devendo, por isso, ser consideradc
na busca novas cepas para esses processos de fermentacao.

O requerimento de oxigénio durante a fermentacdo da xilose é frequentemente
relacionado ao aparente desequilibrio redox. Em condi¢cbes anaerdbicas, devido a diferenca de
cofator das duas enzimas, ou seja, uma requer NADPH e outra NAD, ocorre um acumulo de
NADP* e NADH. O NADP pode ser reduzido via frutose-6-fosfato, porém esse sistema, em
algumas leveduras, nao reoxida NADH em auséncia de oxigénio, levando a secrecao de xilitol.
Como essas leveduras nio tém atividade transidrogenase (NADH ,"NWBB'e NADPH) o

equilibrio ndo pode se obtido por essa rota (Figura 1).

Figura 1. Utilizacao de xilose e glicose por leveduras (retirado de Hahn-H&agerdal et al., 1994).
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Entretanto,P. stipitis C. shehatae P.tannophilustem atividade de xilose redutase (EC
1.1.1.307) com dupla especificidade pelo co-fator o que alivia 0 balanco redox e permite
producdo de etanol em anaerobiose, sem a secre¢do de xilitol. Em fungdo de cada grupo de
leveduras ter um perfil de resposta em funcédo do equilibrio redox e presenca de oxigénio, a
avaliacdo desse parametro deve ser feita para cada espécime estudado. A xilulose-5-fosfato
formada € metabolizada pela via das pentoses fosfato. Essa via, aparece na grande maioria dos
eucariotos e tem a funcdo de suprir as necessidades de NADPH, ribose-P e eritrose 4-P para ac
vias de sintese normais das células. Em geral, cerca de 0,9 a 10 % da glicose € metabolizada po
essa via (HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

Em leveduras fermentadoras de xilose, a totalidade do aglcar € metabolizada pela via das
pentoses fosfato com conversao de xilulose-5-fosfato a frutose que é direcionada por interseccdo
da via glicolitica a piruvato. A partir do piruvato, rotas oxidativas ou fermentativas pode se
seguir. Na via fermentativa, o piruvato € descarboxilado e convertido a etanol com re-oxidacéo

do NADH (LEE; WEBB, 1990).

2.2. Producéo biolégica de acidos organicos
Os acidos organicos podem ser obtidos de diversas fontes naturais e tem importante
aplicacdo na industria de alimentos e cosmética como acidulantes e preservativos, na inddstria de
sintese quimica ou diretamente como aditivos e medicamentos. Muitos dos acidos de importancia
alimenticia e médica sédo intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico sendo, na maioria,
acumulados nas células do organismo produtor sob condi¢des especificas, poucos sao secretado

ao meio (GARCIA-FRAILE et al., 2013).
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O acido citrico (2-hidroxi-1,2,3 acido propanotricarboxilico) é formado como metabalito
primario no ciclo do &cido tricarboxilico. Em meio com alta concentragcéo de glicose, ocorre uma
alta producéo desse acido a partir de duas reacdes do piruvato. Duas moléculas de &cido piravico
séo formadas pela via glicolitica a partir de uma molécula de glicose; uma é convertida em acetil-
CoA via piruvato desidrogenase (EC 1.2.1.51) enquanto a outra é carboxilada pela piruvato-
carboxilase (EC 6.4.1.1) resultando em acido oxaloacético, que é reduzido a acido malico. Este,
gue entra na mitocdndria via transportador malato-citrato e junto com acetil-CoA forma o acido
citrico por reacdo catalisada pela enzima mitocondrial citrato sintase (EC 2.3.3.1) (YOSHIDA,;
YOKOYAMA, 2012).

Varias espécies microbianas sdo capazes de acudwidarcitrico durante o metabolismo
primario como os fungoA. niger, A. wentii, Penicillium luteume Trichoderma viride Entre as
leveduras, &. guilliermondii eSaccharomycopsis lipolytide@m sido descritas como produtoras
de acido citrico em grande quantidade (KUBO et al., 2000).

O &cido citrico é usado como agente flavorizante e conservante de bebidas como
refrigerantes e equivalentes. Tem sido usado também como quelante de metais em suplementos
alimenticios, como produto de limpeza doméstico, para estocagem de sangue e preparacoes
cosmeéticas, pois atua como inibidor bacteriano e como antioxidante. A producdo anual desse
acido esta em torno de 1,6 Mi de toneladas/ano e 99% dessa producéo é feita por fermentacéo
microbiana, principalmente pdk. niger. O acido Isocitrico ((R,29-1-hidroxipropano-1,2,3-
tricarboxiato, GHsO;) € um intermediario do ciclo do &cido tricarboxilico sintetizado a partir do
acido citrico via um intermediario acidis-aconitico por acdo da enzima aconitase hidratase

presente na maioria das frutas e hortalicas (PAPAGIANI, 2007).
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A producado de acido citrico e isocitrico em grande quantidade foram detecta@as em
lipolytica, C. oleophila C. parapsilosis C. brumptii, C. guilliermondij C. zeylanoidesC.
pulcherrimg C. chalmersi, P. polymorpha Hansenula pelliculosaem meio contendo
hexadecano, tetradecano, glicas@arafinas, acetato de célcio, butirato de célcio, 6leos de soja,
de peixe, de canola, etanol e glicerol.

O &cido succinico (acido butanodidico,HgO,) é intermediario do ciclo do acido
tricarboxilico, sintetizado a partir da acdo da enzircatoglutarato-desidrogenase (EC 1.2.4.2)

e, em condicbes de aerobiose, € imediatamente convertido a fumarico pela succinato-
desigrogenase (EC 1.3.5.4). Em anaerobiose, o succinato pode ser o produto final. Enquanto por
via aerdbica 4 dos 6 carbonos da glicose sdo convertidos em uma molécula de 4 carbono (acido
succinico), em anaerobiose 2 moléculas sdo produzidas devido a carboxilacdo pela
fosfoenolpiruvato-carboxilase (EC 4.1.1.31) (GOLDENBERG et al., 2006).

O acido fumarico (&ciddrans 2-butenodioico, ¢H,0,) € um isdmerdrans de &cido
dicarboxilico simétrico, insaturado. O isdbmeris é o acido maleico. O acido fumario ndo se
acumula sob condicbes normais de crescimento microbiano, requerendo alteragbes no meio de
cultivo e sua sintese ocorre por meio do ciclo oxidativo do ciclo do acido tricarboxilico na
mitocondria (LEE et al., 2014).

Espécies d®hizopuqR. nigricans,R. oryzag produzem altas concentracdes desse acido
gue é secretado no meio. Nesses fungos, o acido fumarico é formado a partir por carboxilagdo do
piruvato produzindo &cido oxalacetato que é convertido a acido L-malico e entdo a fumarato
(enzimas piruvato-carboxilase, EC 6.4.1.1; malato-desidrogenase, EC 1.1.1.37; e fumarase, EC
4.2.1.2). Embora na maioria dos eucariotos a piruvato-carboxilase éstejizada na

mitocondria, em alguns fungos, conkhizopuse Aspergillus, encontra-seno citosol e na
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mitocondria, sendo, no citosol, parte de reagcdo redutiva do ciclo do &cido tricarboxilico, sob
condicOes aerodbicas (QING et al., 2012).

O acido fumarico tem aplicacdo como acidulante em alimentos, em tintas de impressora
cobertura de superficies plasticas e € usado para sintese industrial de acido L-malico por agéo da
enzima fumarase ou de acido L-aspéartico (aspartame) por acdo da enzima aspartase (EC 4.3.1.1
e como intermediarios na sintese de poliéster insaturado e resinas. Na industria farmacéutica, €
usado na producédo de dimercaptosucinato e fumarato férrico (colirio) ou éster de acido fumarico
(monoetilfumarato e dimetilfumarato) para tratamento de psoriase (doenca inflamatoria da pele)
(GOLDBERG; ROKEM, 2009).

A carboxilagdo do &cido pirlvico gera oxalacetato que € reduzido a acido L-malico,
reacdo é fundamental para o acimulo de &cido L-malico nas células (PINES et al., 1996).
Bactérias comoBrevibacterium flavum, B. ammoniagenesm alta atividade de fumarato
hidratase foram capazes de converter fumarato a L-malato e a lev@durarevisiae,
transformada com o gene da enzima fumarase (EC 4.2.1.2), também tewnmsaildo para
converter fumarato a L-malato. Fungos filamentosos cémflavus A. oryzae A. niger sdo
capazes de acumular grande quantidade de L-malato. Embora sejam conhecidos, esses processc
biol6gicos ainda ndo sdo empregados na industria para a producdo do L-malico via fermentacéo
(VRSALOVI et al., 2007).

O acido malico é muito usado na industria de alimentos para a producéo de doces diversos
e bebidas, com a funcédo de baixar o pH, exercer acdo anti-microbiana e realcar e fixar flavor. Nas
industrias, téxtil, de placas eletronicas e de tintas, também tem grande aplica¢édo principalmente

em funcéo da acado antimicrobiana (GOLDBERG; ROKEM, 2009).



21

O acido glicbnico (a&cido 2,3,4,5,6-pentahidroxi caproicgH:gD;) € resultante da
oxidacdo da glicose e faz parte de metabolismo secundario, principalmente de fungos. A funcéo
fisiologica desse acido possivelmente esteja relacionada a competicdo do micro-organismo no
meio, o qual remove a glicose do meio e a acumula como &cido que podera ser usado quando o
acucar do meio for reduzido. Varios micro-organismos acumulam acido gliconicoAcamger
Penicillium Scopulariopsis Gonatobotrys e Gliocladium e também bactéria oxidativas como
Pseudomonas Gluconobacter (Acetobactey, Moraxella Micrococcus Enterobacter e
Zymomonag¢KIRIMURA et al., 2011).

A formacado do acido glicdnico ocorre na face externa da membrana citoplasmética por
acao da enzima glicose-oxidase (EC 1.1.3.4), presente na parede celular e se da por meio de doi:
passos: primeiro a glicose oxidase oxida a D-glicopiranose a D-glico-1,5-lactona e forma
peroxido de hidrogénio que, posteriormente, é degradado a oxigénio e agua pela catalase (EC
1.11.1.6). A hidrdlise da lactona a &cido glicbnico ocorre pela acdo da eglimiorlactanase
(EC 3.1.1.17), mas pode ocorrer também espontaneamente em agua, embora com velocidade sei
vezes menor (BIN et al., 2014).

O &cido 5-ceto-D-gliconico (5-KGA, &El100;) € obtido por conversdo da glicose em
acido 2-cetogliconico (2-KGA) e subsequentemente a 5-KGA, pode ser realizada pela Bactéria
oxydans Trés etapas sdo seguidas nesse processo. Na primeira, a enzima pirroloquinolina quinina
(PQQ)-glicose desidrogenase-dependente (EC 1.1.5.2) catalisa a oxidagéo de glicose a acido D-
glicbnico. Na segunda, a enzima PQQ-5-desidrogenase gliconato-dependente converte o D-
glicbnico a 5-KGA e na terceira etapa, a gliconato-2-desidrogenase flavina-dependente, converte

0 5-KGA a 2-KGA (YANG et al., 2006).
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O &cido 2-ceto-D-gliconico (2-KGA, ¢8100;), acumulado pof.oxydans Acetobacter
pasteurianus A. aceti,A. cerinus Enterobacter intermediune Klebsiella aerogeneg usado
industrialmente como intermediario na producéo de acido D-isoascobico e pode ser produzido em
altas concentracdes pelo génBseudomonas porSerratia marcescens.

O acido L-ascorbico (3-ceto-L-gulofuranolactona, vitamina @HgOs) tem funcédo
importante nas células de primatas por estimular as enzimas oxidases envolvidas na sintese de
colageno. Uma vez que a enzima I-gulono-1,4-lactona oxidase (EC 1.1.3.8)ndo € produzida por
esse grupo, a vitamina C tem que ser adquirida pelos alimentos como frutas citricas e hortalicas.
A producéo de acido ascorbico segue a via Reichstein—Grussner que corresponde a um processc
de duplo passo: um biolégico, no qual o D-sorbitol € convertido a L-sorbose por bactérias como
Gluconobacter suboxydan#cetobacter xylinumou outros géneros de uso potencial como
KetogulonicigeniumPseudomona<£rwinia, e Corynebacteriume outro, de alteracdo quimica
da sorbose a acido ascoérbico. O &cido ascorbico tem ampla aplicacdo na industria alimenticia
como antioxidante de diversos produtos e bebidas, além de ser muito usado em formulagbes
farmacéuticas e cosmeéticas (LEUNG; LOEWUS, 1985).

O &cido L-tartarico (4cido L-2R,3R-&cido dihidrobutanodioicqHdDs). Esse é&cido
ocorre naturalmente em diversos sucos de frutas, como tamarindo, uvas verdes e em vinhos,
porém, o processo de producdo industrial via fermentacdo ainda ndo € conhecido embora as
bactérias Corynebacteriumsp., Rhodococcussp., Alcaligenes levotartaricysAcinetobacter
tartaricus e P.agrobacteriuf apresentem alta atividade de acusepoxisuccinico hidrolase
(EC 3.3.2.9) estéreo especifica para acido L-tartarico (GOLDBERG; ROKEM, 2009).

O &cido tartarico tem aplicacao na industria de alimentos como emulsificante e acidulante

de produtos de panificacdo e confeitos, conservantes em geléias, picles e refrigerantes. Pode se
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usado como veiculo em medicamentos, visto ndo ser metabolizado no organismo humano.
(GOLDBERG; ROKEM, 2009).

O acido itaconico (acido metilenosuccinicosHgO,) € formado por fermentacdo de
acucares por fungos conrdgpergillus itaconicu e A. terreué via de sintese a partir de glicose
pode ocorrer por via glicolitica ou por via anaplerética com a inser¢cdo den€@cido
oxalacético. O acido itacénico é formado no citosol por acdo da enzima aconitato-descarboxilase
(EC 4.1.1.6) a partir do acidos-aconitico ou via piruvato com formagéo de &cido citramalico,
citraconico, itartarico e finalmente itacénico. Diferente dos demais acidos organicos, o itaconico
nao tem aplicagdo em alimentos, mas tem grande importancia na industria de polimeros e seus
derivados e podem ser usados na formulacdo de medicamentos, cosméticos, lubrificantes e
herbicidas (KIRIMURA et al., 2011).

O &acido kojico (5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pironagBs04) € um metabdlico fungico,
presente em poucas espécies cémnoryzaee € um potente inibidor do crescimento de bactérias,
fungos e virus, além de inibir a acdo catecolase da enzima tirosinase (EC 1.10.3.1) que é
essencial para a biossintese de melanina. Apresenta também acdo antioxidante prevenindo
escurecimento de frutas e sucos, acéo protetora de cor, preservacao da cor de frutos do mar, ¢
aplicacdo na industria cosmética (MARUI et al., 2011).

O acido acrilico (acido 2-propendicozsHzO,), € um &cido insaturado com carboxila no
C3 e é produzido em 3,4 milhdes de ton/ano. O éster e sais do acido acrilico, conhecido como
acrilatos reagem entre si ou com outros mondmeros (amidas acrilonitrila, vinil, estireno e
butadieno) formando homopolimeros, como o acido poliacrilico ou co-polimeros (LEVITAL et
al., 2009). A fermentacdo a partir de aclUcares produz intermedidrios como a alanina, acido

metilcitrico, metilmalonil-CoA, &cido latico, e &cido 3-hidroxipropidénico que forma o acido
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latico, que é convertido a &cido acrilico por desidratacdo quimica. A converséo biologica ocorre
em Clostridium propionicummas nao existe processo industrial. Outra possibilidade biolégica é
por meio da enzima nitrilase (EC 3.5.5.1), produzidaRfardococcus rhodochroualcaligenes
faecalis eKlebsiella ozaenapara converter acetonitrila em &cido acrilico (XU et al., 2006).

O acido adipico (acido butano-1,4-dicarboxilicgH¢O,) € um produto de oxidacao de
lipideos por peroxidacdo e é usado na producdo de plasticos, lubrificantes e poliésteres. Tem
aplicacdo na industria de alimentos como geleificante, acidulante, flavorizante e tamponante, e na
preparacao de pesticidas, corantes e farmacos (intermediarios das cefalosporinas). A via bioldgica
de producdo é a oxidacdo delohexanol ou ciclohexanona a &cido adipico ppéess de
AcinetobacterPseudomonas XanthobacterPseudomonasp. (POLEN et al., 2012).

O &cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoéicoHgOs) é utilizado na industria de tintas,
corantes, de alimentos (antioxidantes e conservante) e farmacéutica (producdo de alcaldides
alucinogénicos, como a mescalina e trimetopima). Fungos Boroyzaee Aspergillus foetidus
produziram &cido galico a partir de taninos em fermentacdo em estado solido (GOLDBERG;
ROKEM, 2009).

Considerando a diversidade quimica dos &cidos organicos conforme descrito e a
importancia destes nos mais variados setores da biotecnologia, assim como, a busca de
alternativas para uso economicamente viavel da xilose proveniente da sacarificacdo de materiais
lignocelulésicos, propds-se o presente trabalho de investigacdo dos metabdlitos acidos gerados
pelo crescimento de leveduras assimiladoras de xilose em meio contendo esse agucar como fonte

de carbono.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais
O presente estudo teve por objetivo avaliar as cepas de leveduras capazes de crescer en

xilose com relagdo ao potencial de producéo e secrecdo de acidos organicos.

3.2. Especificos

- Avaliar o crescimento das leveduras em meio contendo xilose pela medida de biomassa,;

- avaliar a presenca de &cidos organicos no meio de crescimento;

- avaliar a influencia do pH inicial e concentracao inicial de xilose no cultivo e obtencgéo

de acidos organicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismos

As cepas de leveduras utilizadas foram provenientes da colecdo do Laboratério de
Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais (IB/UNESP — Rio Claro) e da cole¢cao de
trabalho do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (IBILCE/UNESP — Sdo José do
Rio Preto), as quais foram estudadas em trabalho prévio e selecionadas como assimiladoras de
pentoses (MARTINS, 2011). As cepas selecionadas féiama kluyveriG1.1;Hanseniaspora
sp. G4.1Hanseniasporap. G7.1Candida oleophilaG10.1; Metschnikwia koreensiS18.

As células de leveduras foram estocadas aderidas a pérolas de vidro em glicerol a 15%,
em freezer a -80 °C. As pérolas de vidro foram lavadas com agua destilada, em seguida foram
adicionadas de duas a trés gotas de &acido nitrico (para remog¢ao da matéria organica) e novament
lavadas com agua destilada. Num tubo de rosca estéril foram adicionados cerca de 400 pL de
solucdo estéril de glicerol a 15% e em seguida, adicionado de duas a trés alcas da cultura de
levedura. As contas de vidro foram adicionadas a essa mistura e mawdidaght, no freezer a

-20 °C e, entao transferido ao freezer a -80 °C.
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4.2. Padronizacéo do indculo para cultivo das cepas

Para cada cepa foi feito cultivo por 24 horas, em 25 mL de meio YEPD (2% peptona, 1%
extrato de levedura e 2% de glicose), em frascos Erlenmeyer de 125 mL, a 30 °C e agitacdo de
150 rpm, diversas diluicbes do cultivo foram realizadas e as absorbancias determinadas a 600 nm.
Paralelamente, as mesmas suspensdes foram centrifugadas ax )@@ 15 min., sendo o
sobrenadante descartado, as células suspendidas em agua destilada e centrifugadas novamente.
precipitado de células foi, entdo, levado a estufa a 60 °C, em microtubos plasticos de massa
conhecida, até peso constante. A partir desses dados, foi construida uma curva de calibracéo,
plotando-se em gréfico, os valores de absorbéancia representando a densidade celular e de mass
seca correspondentes, obtendo-se uma equacdo de regresséao linear. Esta equacéo foi utilizad
para estimar a massa celular a ser utilizada como indculo.

A determinacdo do numero de células foi feita em microscopio Optico em Céamara de
Neubauer. O calculo para obtencédo do numero de células por mL foi realizado pela equacgéo:

n° de células = n°® médio de células em 5 quadrados x 25 x 104 x F

onde F = fator de diluicdo

A determinacdo da viabilidade celular foi periodicamente acompanhada por meio do
método de coloracdo com eritrosina. Amostras de 3 pL foram transferidas para 3 pL da solugéo
padrédo eritrosina e homogeneizadas. Apos 10 minutos, tempo necessario para que as células
absorvam o corante, procede-se a contagem em camara de Neubauer. As células viaveis
apresentaram-se incolores, enquanto as ndo viaveis, vermelhas.

A solucéo de eritrosina foi preparada diluindo-se 1 g de eritrosina em 100 mL de agua

destilada. Em seguida, 1 mL desta solug&o foi diluida em 50 mL de solucdo tamp&o (012 mol.L
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de NaHPQ, e 0,2 mol.L' de NaHPQ,) e mantida a 7 °C. A viabilidade celular foi calculada
através da equacao:

Viabilidade (%) = (n° de células vivas/n® de células vivas + n° de células ndo viaveis) x 100

4.3. Cultivo para producéo dos acidos organicos

Para producao de acidos orgéanicos, as leveduras foram pré-cultivadas em 25 mL de meio
0,6% de YNB (Yeast Nitrogen Base) com 2% de xilose, em frascos Erlenmeyer de 50 mL, a 30
°C e agitacao de 150 rpm, por 24 horas. Apds este periodo, as aliquotas foram centrifugadas a
10000x g por 15 min., o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi inoculado (em
uma concentracéo celular final de 4,0'Y.em 35 mL de meio 0,6% de YNB com 2% de xilose
e pH 4,5 - 5, em frasco Erlenmeyer de 50 mL. Esses frascos foram incubados a 30 °C e agitados
150 rpm, durante 120 horas. A cada 24 h., uma aliquota foi retirada para anélise de acidos

organicos.

4.4. Efeitos do pH inicial e concentracfes de xilose do meio de cultura sobre a

producéo de acidos organicos pelas leveduras

Os cultivos foram realizados em 25 mL de meio 0,6% de YNB em concentracdes de
xilose a 28 e 35 mg.mLe com pH ajustado a 4,5, 5,5 e 6,5, para cada concentracéo de xilose. A

incubacéao foi feita conforme descreve o item 4.3.
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4. 5. Métodos analiticos

A determinacdo dos teores de acucares redutores foi feita pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS), como proposto por Miller (1959) utilizando-se curvas padrao de xilose.

Para as analises cromatograficas para identificacdo e quantificacdo dos acidos organicos,
as culturas das leveduras, ap0s diferentes periodos de incubacao, foram centrifugadas g 10000
por 5 min a 10 °C, o sobrenadante filtrado em membrana dem22 20uL aplicados no
cromatografo (GARCIA-FRAILE et al., 2012).Utilizou-se o cromatografo Perkin Elmer modelo
Flexar,com bomba binaria, amostrador automatico, fornoalena e um detector UV/VIS. A
coluna utilizada foi a Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,1 mm) mantida a temperatura de 65
°C. A eluicao foi isocratica, com fluxo de 0,8 mL.rhitee 4cido sulfdrico (0,0065 mol*) e com

detector ajustado em 210 nm de comprimento de onda (ZEPPA et al., 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As leveduras utilizadas nesse estudo foram isoladas e submetidas a testes de assimilagéa
de xilose, crescimento e producdo de etanol em trabalho prévio, cujos resultados embasaram o
presente trabalho (MARTINS, 2011). Esses dados mostraram que, embora algumas das leveduras
consumiram toda a xilose do meio, apresentaram baixo crescimento celular e ndo produziram
etanol, logo, se cogitou que essas cepas poderiam estar direcionando o acuUcar assimilado parz
producéo de algum tipo de metabdlito acumulado nas células ou secretados ao meio

Assim, nesse presente estudo, a investigacdo desses metabdlitos foi feita por meio de
cultivos em meios liquidos e analises cromatograficas, além de acompanhamento de parametros
indiretos como consumo da xilose, crescimento populacional e variagbes do pH dos meios de

cultura, cujos resultados séao apresentados a seguir.

5.1. Consumo de xilose, crescimento celular e variacdo no pH do meio de cultura

As leveduras foram incubadas em meio YNB acrescido de xilose como unica fonte de
carbono. As taxa de assimilacdo da xilose pelas leveduras testadas sdo apresentadas na Figura
As cepasHanseniasporasp. G4.1,Hanseniasporasp. G7.1 €C. oleophilaG10.1 consumiram
100% da xilose em 120 horall. koreensisG18 consumiu 70% em 96 h, sendo que esse
resultado ndo se alterou até 120 h. A dep&luyveri G1.1 foi a que apresentou menor taxa de
consumo de xilose, cerca de 50% , em 120 horas.

Embora as cepddanseniasporap. G7.1Hanseniasporasp. G4.1 &C. oleophilaG10.1
tenham consumido quantidades equivalentes de xilose, as producdes de biomassa por essas ceps

foram diferentes com 6,5, 5,5 e 4,5 mg.thlrespectivamenteAs cepad{anseniasporap. G7.1
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e Hanseniasporasp. G4.1 assimilaram aproximadamente o dobro de acucar que as outras e
cresceram mais durante todo cultivo (Figura 2,).

Em todos os cultivos houve reducédo do pH do meio de 4,5 para 2,5 (Figura 2) sugerindo a
secrecdo de substancias é&cidas. Segundo Bell e colaboradores (1991), Garcia-Fraile e
colaboradores (2012) e Abad e Turon (2012) a reducao do pH do meio de cultivo de leveduras foi
consistente com a secrecao de acidos organicos.

Para todas as leveduras a reducéo do pH ocorreu logo nas primeiras 24 horas, com leve
acidificacéo entre 24 e 120 horas. Para a comprovacao de que essa reducdo no pH foi decorrente
da atividade microbiana, foi utilizado um controle abi6tico, ou seja, meio de cultura sem indculo
incubado nas mesmas condi¢bes que agueles com micro-organismos, no qual ndo se detectoL
variacao no pH.

Comparando se as curvas de crescimento celular e pH do meio, observa-se que, embora
tenha havido diferencas entre o crescimento das cepas, o0s niveis de reducdo do pH foram os
mesmos. Do mesmo modo, a comparacado entre o consumo de xilose e pH durante as primeiras 24
horas, mostra que néo houve relacdo entre as quantidades de xilose consumida e reducéo do pH.

Por outro lado, os picos de acidificacdo dos meios ocorreram apos 24 horas de cultivo,
coincidindo com a maior taxa de crescimento microbiano, sugere a secrecdo de substancias

acidas na fase de aceleracéo do crescimento das leveduras.
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Figura 2. Cultivo das cepas (®. kluyveri G1.1, (bHanseniasporap. G4.1, (cCHanseniaspora
sp. G7.1, (dC. oleophilaG10.1 e (eM. koreensig€z18 em meio com 2 % de xilose por 120 h.
Concentracéo de xilosem), biomassa @-) e pH (-A-) do meio
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5.2. Andlises qualitativas e quantitativas dos acidos organicos presentes nos meios

de cultivo das leveduras

Para avaliar os perfis de metabdlitos 4cidos gerados e secretados pelas leveduras, 0s meios
de cultivo, apés periodos de incubacédo entre 24 e 120 h, foram amostrados e utilizados para as
analises cromatograficas dos acidos organicos. Partindo-se da hipétese de que esses metabdlito
seriam acidos organicos, utilizou-se técnicas direcionadas a deteccdo dessas substancias. Forar
utilizados padrdes analiticos como acidos oxalico, citrico, maleico, tartarico, malico, piravico,
latico, fumarico, férmico, acético, adipico, propiénico, isobutirico e butirico. O controle abiotico
também foi analisado.

Por ser o meio de cultivo fermentado uma matriz complexa, muitas bandas
cromatogréaficas, com tempos de retencdo diferentes aos dos &cidos foram obtidas sendo
classificadas alfabeticamente em funcdo do seu tempo de retengcdo. Aquelas respectivas aos
acidos organicos foram identificadas (Tabela 1)sd@eeningrealizado nos cultivos permitiu
classificar e identificar alguns &cidos organicos produzidos a partir da assimilagdo da xilose

(Tabela 2).



Tabela 1.Bandas cromatograficas obtidas nas analises cromatograficas dos meios de cultivo das leveduras e do controle abiético. As
bandas foram idetificadas e diferenciadas pelos respectivos tempos de reteng&o na coluna.

Leveduras
Bandas Controle

cromatograficas abidtico

A(4,14) X X

C(4,53 X X X X X

D(5,16) X X X X X

Citrico(5,62) X X X X X

Tartarico(6,02) X X X X

Piravico(6,83) X X

G(7,67) X X X X

1(8,24) X X X X X

Latico(8,89) X X X X X

Fumérico(9,53) X X X

Acético(10,55 X X X X
(X): presenca de bandas crom.
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Tabela 1.Continuagéo

M(11,4) X

Propidnico(12,40) X X X X
Isobutirico(13,92)

Butirico(14,96]

R(17,72) X

T(19,8) X X X

X Ac. organicos 8 6 7 7 6 3

(X): presenca de bandas crom.
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Tabela 2. Bandas cromatogréficas, referentes aos acidos orgéanicos, obtidas pelas analises
dos meios de cultivo das leveduras

Leveduras
P.kluyveri  Hanseniaspora  Hanseniaspora C.oleophila M. koreensis
Bandas Crom.
Gl.1 sp. G4.1 sp. G7.1 G10.1 G18
Oxalico(4,70) X X
Citrico(5,62) X X X X X
Maleico(5,85) X X X
Tartarico(6,02) X X X X
Malico(6,73) X X
Piravico(6,83) X
Latico(8,89) X X X X X
Fumarico(9,53) X X
Acético(10,55) X X X X
Propidnico(12,40) X X X X
Isobutirico(13,92) X X
Butirico(14,96)
total de bandasA dg ac. 8 5 7 7 6
organicos

(X): presenca de bandas crom.

Foi possivel constatar que todas as leveduras produziram algum tipo de acido
organico em meio com de xilose como unica fonte de carbono. A levedura P. Kid/Meri
a foi que apresentou maior variedade de acidos, com oito bandas detectadas. Dos meios de
cultivo deHanseniaspora sp. G7.1@. oleophila G10.1 obteve-se 7 bandas e ndide
koreensigG18 eHanseniaspora sp. G4.1, 6 bandas foram detectadas.

Correlacionando a intensidade dos sinais dos acidos organicos (Figuras 3 - 7)
obtidos nos cultivos com o crescimento celular (Figura 2), observou-se que quanto menor o

crescimento populacional das leveduras maiores séo as concentracées dos metabdlitos.
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Figura 3. Intensidade das bandas cromatograficas respectivas aos acidos organicos

produzidas pela cepa P. kluyv&1i.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo
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Figura 4. Intensidade das bandas cromatograficas respectivas aos acidos organicos

produzidas pela cepa Hanseniaspora sp. G4.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo.
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Intensidade das bandas cromatogréaficas respectivas aos acidos organicos

produzidas pela cepa Hanseniaspora sp. G7.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo

Figura 5.
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Intensidade das bandas cromatogréaficas respectivas aos acidos organicos

produzidas pela cepa C. oleophila G10.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo.

Figura 6.
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Figura 7. Intensidade das bandas cromatograficas respectivas aos acidos organicos
produzidas pela cepa M. koreenSit8 ao longo de 120 horas (h) de cultivo.
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As Figuras de 3 - 7 mostram que todas as cepas produziram acido citrico, porém,

em momentos diferentes do cultiv. kluyveriG1.1produziu acido citrico até 42 hor@s,

oleophila G10.1 produziu este acido durante todo cultianseniaspora sp G4.1 e G7.1

apos 72 horas (Figuras 4 e 5) e a ddp&oreensig518, a partir de 96 horas (Figura 7) e

na Tabela 3 estdo informadas as concentracbes de &cido citrico obtidas pelas cepas

testadas.

Tabela 3.Concentracdo de &cido citrico obtido nos cultivos das depkkiyveriG1.1,
Hanseniaspora sp G4.1, Hanseniaspora sp G7.1, C. oleophila G10.1 e M. kofekBsis

Leveduras Ac. Citrico Rendimento
(mg.L™) (%)

P. kluyveri G1.1 13,0 0,06

Hanseniaspora sp G4.1 25,5 0,13

Hanseniaspora sp G7.1 54,0 0,27

C. oleophila G10.1 57,5 0,29

M. koreensis G18 52,0 0,26
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Das cinco cepas positivas para producéo de &cido citricoCtrédepphila G10.1,
M. koreensisG18 eHanseniaspora sp G7.1) produziram mais de 50 mgld acido. O
géneroCandida tem sido reportado como produtor de acido citrico, inclusive a partir
fontes de carboidratos diferentes de glicose comparafina (MADDOX et al., 1985;

GREWAL; KALRA, 1995; CROLLA; KENNEDY, 2001; AGUMEENAL;

VENKAPPAYYA, 2013; LIU et al, 2015.). Varios desse trabalhos reportam
concentracdes em niveis de grama por litro, bem acima do obtido nesse trabalho.

Outro acido organico encontrado nos cultivos de todas as cepas foi o latico, este foi
produzido desde as primeiras 24 horas de cultivo até 120 hor& pteophila G10.1,
Hanseniaspora sp G7.1 e M. koreernSik8. A cepa P. kluyve1.1, produziu acido latico
por até 48 h. de fermentacadianseniaspora sp G4.1, entre 72 e 120 horas (Figuras 3 -
7).

No meio de cultivo da cepd. koreensisG18 a intensidade referente a banda de
acido latico aumentou com o tempo de fermentacdo atingindo o maximo em 120 horas,
classificando essa cepa como a maior produtora de acido latico (Figura 7). A Tabela 4

mostra as concentracdes de acido latico obtidas pelas cepas testadas.

Tabela 4. Concentracdo de &cido latico obtido nos cultivos das cepas P. kluyveri G1.1,
Hanseniaspora sp G4.1, Hanseniaspora sp G7.1, C. oleophila G10.1 e M. koreensis G18

Leveduras Ac. Latico Rendimento
(mg.L™) (%)

P. kluyveri G1.1 12,0 0,06

Hanseniaspora sp G4.1 43,0 0,21

Hanseniaspora sp G7.1 37,5 0,18

C. oleophila G10.1 49,5 0,24

M. koreensis G18 114,0 0,57
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A producdo desse acido por leveduras € reportado na literatura principalmente pela
utilizacdo de leveduras modificadas geneticamente (WANG et al., 2015). llmén e
colaboradores (2007) obtiveram cepaRiehia stipitiscom habilidade de produzir acido
latico a partir de xilose por meio de expressao heterdloga de uma L-lactato desidrogenase
de Lactobacillus helveticusOsawa e colaboradoes (2009) produziu eficientemente acido
lactico utilizandoCandida boidiniialterada por desregulacdo do gene PDC1 que codifica a
piruvato descarboxilase.

Nas analises cromatograficas do controle abiético obteve-se uma banda que pode
ser referente ao acido piravico que provavelmente seja um contaminante do meio de
cultura. Essa banda, porém esteve presente e em maiores intensidades, em todas as
amostras de meio de cultivo de M. koreef&ls8, ao longo de 120h. O acido piravico € um
importante composto no metabolismo de aclUcar e sua oxidagdo € a primeira etapa de um
caminho metabdlico que leva ao ciclo do acido citrico no qual varios acidos organicos sao
gerados (Figura 7).

O acido acético, que nao foi encontrado apenas no meio de cultWokdeeensis
G18, apareceu nas primeiras 24 horas nos meios de cultivo dasPcdgagveriG1.1,
Hanseniaspora sp. G4.Hanseniaspora sp. G7.1@. oleophila G10.1, com decaimento
da intensidade da banda nas amostras subsequentes (Figuras 3 - 7). Isso pode ter ocorrido
devido a esse &cido orgéanico ser volétil e as condi¢cbes de cultivo (temperatura, agitacdo e
retirada de aliquotas) ter favorecido sua volatilizagé&o.

Na via da pentose fosfato a xilulose-5-fosfato deve ser convertida a gliceraldeido-3-
fosfato que por sua vez é convertido a piruvato que é descarboxilado a acetil para entrada
no ciclo do acido tricarboxilico ou convertido a etanol. Uma vez que essas leveduras nao
produziram alcool a partir de xilose e mostraram baixo crescimento celular, pode-se propor

que parte desse piruvato esteja sendo convertido a acido acético e secretado ao meio.
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O é&cido malico foi produzido pelas cegdanseniaspora sp. G7.1@. oleophila
G10.1, no final do cultivo, entre 96 e 120 horas (Figuras 5 e 6). O acido méalico esta
presente no ciclo do acido tricarboxilico, que ocorre na matriz mitocondrial, mas, segundo
PINES et al. (1996) e VRSALOVI et al. (2007) seu acumulo em células de leveduras nao
se da por essa via e sim por uma rota citosélica na qual o piruvato passa por um processo
redutivo, que é favorecido pela menor concentracdo,de i®aior concentracdo de €0
dissolvidos (SCHWARTZ; RADLER, 1988) ), Garcia-Fraile e colaboradores (2012)
tambem relataram producao de acido mélico por uma cepaaleophilautilizando como
fonte de carbono glicerol.

P. kluyveriG1.1 ,Hanseniaspora sp. G4.1@ oleophila G10.1 produziram &cido
maleico, sendo a maior intensidade obtida no meio de cultivo da primeira (Figuras 3, 4 e
6).

Pode-se observar na Tabela 5 que, com excetfamseniaspora sp. G4.1, todas
leveduras produziram o 4cido tartarico, sendo as maiores concentragées obtidas no meio de

cultivo de M. koreensi&18.

Tabela 5. Concentragéo de acido tartarico obtido nos cultivos das cepas P. Khiyderi
Hanseniaspora sp G4.1, Hanseniaspora sp G7.1, C. oleophila G10.1 e M. kofekBsis

Leveduras Ac. Tartarico Rendimento
(mg.L™) (%)

P. kluyveri G1.1 18,0 0,09

Hanseniaspora sp G4.1 - -

Hanseniaspora sp G7.1 19,0 0,1

C. oleophila G10.1 13,5 0,07

M. koreensis G18 58,0 0,29
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Somente as cepdsanseniaspora sp. G4.Hanseniaspora sp. G7.1 produziram
acido oxalico com cerca de 0,5 my.(Figuras 4 e 5).

Outros acidos organicos foram produzidos pela maioria das leveduras e
identificados como fumarico, isobutirico e propiénico. O acido fumarico apareceu no meio
de cultivo deP. kluyveriG1.1 M. koreensisG18 (Figuras 3 e 7), o acido isobutirico foi
produzido pelas cepds kluyveriG1.1 eHanseniaspora sp. G4.1, durante as 120 horas de
cultivo e iniciado em 96 horas, respectivamente (Figuras 3 e 4). O acido propidnico s6 nao
foi produzido pela cepldanseniaspora sp. G4.1 (Figura 3).

Embora tenha observado outras bandas nas andlises dos meios de cultivo das
leveduras, elas ndao foram identificadas como acidos organicos, pois ndo apresentaram
tempo de retencdo préximo aos dos padrdes disponiveis nesse experimento. Essas banda
totalizaram 20 e 7 destas estavam nos meios de cultivo das cepas (controle abibtico)
(Tabela 1). Destaca-se a banda B(4,33), presente no controle e nos cultivos, cuja
intensidade foi a maior obtida (Figuras 8 - 12). O sinal mais intenso dessa banda foi
encontrado no meio de cultivd. koreensisG18 e o menor no meio de cultivo Be

KluyveriG1.1.
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Figura 8. Intensidade das bandas cromatograficas desconhecidas produzidas pBla cepa
kluyveriG1.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo
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Figura 9. Intensidade das bandas cromatograficas desconhecidas produzidas pela cepa
Hanseniaspora sp. G4.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo.
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Figura 10. Intensidade das bandas cromatograficas desconhecidas produzidas pela cepa
Hanseniaspora sp. G7.1 ao longo de 120 horas (h) de cultivo
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Figura 11. Intensidade das bandas cromatograficas desconhecidas produzidas péla cepa
oleophila G10.1 durante ao longo de 120 horas (h) de cultivo
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Figura 12. Intensidade das bandas cromatograficas desconhecidas produzidas péla cepa
koreensig518 ao longo de 120 horas (h) de cultivo.

[ 24h
[ 48n

I 96h
[J120n

Area (mAu)

( Z O 900 PP A
AA‘@6®%CC¢$$¢$

A A R R A R AR
2LLLoo o0 -/_/-/_P/_/\;}BBB@J

Algumas bandas foram especificas para meios de algumas cepas, como as A(4,14) e
M(11,4) e N(11,9) relativos #&. kluyveri G1.1, E(5,31), R(17,72) e S(18,03) Ma
koreensigs18 e H(7,82) e O(13,12) a C. oleophila G10.1.

Comparando-se a intensidade das bandas obtidas pela analise do meio de cultivo da
M. koreensisG18 (Figura 12) com aquelas obtidas no meio de cultivo das demais cepas
nota-se que a cepa esta apresentou 0s sinais mais intensos para a grande maioria das
bandas, indicando como interessante o estudo mais aprofundado dessa levedura. Tém sido
reportados dados sobre a levedurakoreensigjue mostram seu potencial biotecnolégico,
como na aplicacdo de biotransformacédo de cetonas ao seu alcool correspondente, mas
nenhum estudo sobre assimilacdo de pentoses e identificacdo de metabolitos (HONG et al.,
2001;SASAHARA; IZUMORI, 2005; SINGH et al., 2011; SINGH al., 2012; MEENA

et al., 2014).
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5.3. Efeitos da variacdo do pH e concentracdo de xilose iniciais dos meios de
cultivo sobre o consumo de xilose, crescimento celular, variagcbes dos pH
dos meios de culturas e produgdo de metabolitos pela cejda koreensis
G18.

Nessa parte do trabalho, foi escolhida a dépa&koreensispara 0s ensaios, em
funcdo de seu perfil de producédo dos acidos orgéanicos e nivel de crescimento em meios
com xilose. Esta é uma espécie de ascomiceto isolada da jpypamasa sp. eillum sp. e
também encontrada em ambientes aquaticos frequentemente como parasitas de
invertebrados. Na caracterizacdo dessa espécie, a utilizacdo de diferentes fontes de carbono
foi examinada constatando-se sua capacidade de assimilacdo de D-xilose (HONG et al.,
2001).

A levedura foi cultivada em meios com pH iniciais de 4,5, 55 e 6,5, em
concentracdes de xilose de 28 e 35 mg‘mlUm consumo muito similar de xilose foi
observado entre 24 até 120 horas em 28 e 35 niglenkilose e nos trés pHs iniciais
diferentes (Figura 13a). Esses dados indicam que as condi¢cOes testadas de concentracdes
de xilose e valores de pH iniciais do meios néo influenciaram a assimilacdo do acucar
embora deva ser considerado que em termos de quantidades totais de acucar, a levedura
assimilou mais quando a concentracéo foi maior.

Embora tenha sido consumido mais aclicar em concentraces de 35*neg.mL
crescimento microbiano foi muito similar em ambas as concentracbes de acucar (Figura
13b). Do mesmo modo, o pH do meio ndo exerceu influencia sobre a producédo de
biomassa (Figura 13b). Note-se, no entanto, que o crescimento populacional foi muito
baixo, considerando o inéculo inicial (1 mg.HL

As maiores reducdes de pH do meio aconteceram quando a concentracéo de xilose
foi 35 mg.mL*em pH 5,5 e 6,5 com reducdo aproximada de duas unidades de pH. Nos

cultivos até 28 mg.nit de xilose, as diminuicdes nos valores de pH também foram
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maiores nos pH iniciais de 5,5 e 6,5. Esses dados confirmam que parte da xilose assimilada
foi convertida em substéncias acidas. Também pode-se inferir que a liberacdo dessas
substéancias esta limitada a um valor de pH de meio de 3,5 (Figura 13c).

Entretanto, os dados da figura 14, que mostram as concentragdes dos principais
acidos organicos quantificados e identificados, revelam que esses compostos, embora
apresentem correlagéo positiva com diminui¢cdo do valor de pH do meio, ndo devem ser 0s
anicos a interferirem na acidificacdo do meio. Provavelmente, aqueles néo identificados

estejam contribuindo fortemente para esse resultado.
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Figura 13. Concentracéo de xilose em 0, 24 e 120 horas (h) de cultivo em pH 4,5, 5,5 e 6,5
em diferentes concentracdes de xilose no cultivo da cepa M. koréd8sia= consumo de
xilose; b=biomassa, c= pH final.
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Figura 14. Concentracéo de acidos organicos no meio de cultivd. d@reensiss18, em
120 h de cultivo, pH 4,5, 5,5 e 6,5 e em diferentes concentracdes de xilose.
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Os dados obtidos nos ensaios nos permitem inferir que meios de cultivo com pH
inicial proximo a neutralidade (5,5-6,5) induziram a maior liberagdo de acidos organicos.

Nos testes em diferentes concentracdes iniciais de xilose e pH inicial foi possivel
quantificar 5 acidos organicos, citrico, fumarico, oxalico, tartérico e latico (Figura 14). As
concentragdes variaram em fungédo do pH mas mantiveram o mesmo perfil em funcdo da
concentracdo de acucar, exceto o acido citrico que apareceu apenas em uma das amostras

(28 mg mL*, pH 6,5)
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Nesses experimentos o pH nao foi um parametro indicador preciso para a producao
dos &cidos organicos visto que nas condi¢des de cultivo que levaram a maior producdo de
acidos organicos néo foram obtidos as maiores reducgdes de pH.

A Figura 15 apresenta as intensidades das bandas cromatogréaficas nédo identificadas
nas analises dos meios de cultivos com diferentes pHs e concentragfes de xilose iniciais.
Assim como os acidos organicos identificados, os perfis de produgdo dos compostos
desconhecidos também foram diferentes entre os cultivos. Os cultivos iniciados com 28
mg.mL* de xilose foram aqueles que apresentaram a maioria das bandas de maiores
intensidade. Nos cultivos iniciados com pHs 4,5 e 5,5 foram detectadas as bandas mais
intensas. A banda B(4,33) esteve presente em inicialmente todos os cultivos, mas até o
final do cultivo sua intensidade aumentou, principalmente nos cultivos iniciados com
concentracdo de xilose em 28 mg:k em pH 4,5. Nessa mesma condicdo de cultivo
obteve-se a banda C(4,53) também com maior intensidade. A banda D(5,16) foi mais
evidente nos cultivo iniciado com pH 6,5 e com 28 mg'rde xilose. A banda U(16,43)
foi obtida de maneira semelhante a D(5,16), mas com intensidade maior em cultivo a 35
mg.mL* de xilose. A banda H(7,82) apresentou foi obtida com maiores intensidades
iniciando cultivo com concentracéo de xilose a 35 mg-ralpH 5,5. A Banda O(13,12)
foi obtida em maior intensidade iniciando cultivo com concentracdo de xilose 28 thg.mL
e pH 5,5. E a banda F(7,18) teve maior intensidade no cultivo em pH 4,5 e com 28 mg.mL

1 de xilose.
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A producgdo de &cidos organicos identificados € aumentada nos cultivos com pHs
iniciais proximo a neutro, a maioria das bandas desconhecidas tinham maiores intensidade
nos cultivos que iniciaram em pH &cidos, portanto pode-se sugerir que essas bandas
possam ser correspondentes a compostos diferentes de &cidos organicos, como por
exemplo, as bandas B(4,33), C(4,53) e F(7,18) ou correspondem a &cidos nao
identificados.

Relacionando a obtencdo dos compostos desconhecidos ao crescimento celular
(Figura 15), conclui-se que esses fatores foram inversamente proporcionais, pois quanto
maior o crescimento menor € a obtencdo desses compostos, e a banda H(7,82) é um
exemplo dessa hipotese.

Esse estudo, embora ainda em fase exploratdria, revelou que as cepas assimiladoras
de xilose secretaram diferentes metabdlitos. Embora varios deles tenham correspondido a
acidos orgéanicos, outros néo identificados também estiveram presentes indicando uma
vasta quantidade de produtos secretados. O conhecimento desses produtos pode levar a

importantes informacdes acerca das vias de metabolismo de xilose por essas cepas e

revelar complexos génicos com potencial de serem explorados biotecnologicamente.
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6. CONCLUSOES

-As leveduras testadas foram capazes de crescer em meio de cultura assimilando
xilose como unica fonte de carbono e secretando diversos metabdlitos, entre eles, varios
acidos organicos.

- Entre os metabdlitos identificados as cepas produziram acido oxalico, citrico,
maleico, tartarico, malico, latico, fumarico, acético, propidnico e isobutirico.

-O crescimento das cepas e a producgao/secrecao dos metabolitos foram afetados
pelo pH e concentracdo iniciais de xilose do meio de cultivo. Os acidos organicos foram
produzidos em maiores concentracdes em meio de cultura com pH inicial préximo ao

neutro e em menores concentragdes de xilose.
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