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Estudo do comportamento fisiolégico de cepas de leveduras frente as
condicoes de cultivo visando processos de fermentacao alcodlica

RESUMO

O comportamento fisiolégico de um determinado microrganismo pode se mostrar
diferente frente as variagées das condi¢des de cultivo. Em processos biotecnoldgicos, esse
conhecimento permite definir os parametros fermentativos a serem controlados de modo a
se otimizar custos e rendimento. Neste trabalho, foi padronizado um teste de avaliagao da
producao de etanol por leveduras a partir de xilose, utilizando placas de Petri, o qual
permitiu o reconhecimento de 17 leveduras fermentadoras xilose. Dessas cepas, quando
em fermentagdo em meio liquido, destacaram-se a Candida shehatae, var. shehatae PT1-
1BASP, que produziu 12 g.L" de etanol e Aureobasidium pullulans LB3.1, com 7 g.L". A
producdo de etanol por essas duas cepas foi avaliada com relacdo a parametros
fermentativos, como tolerancia a compostos reconhecidos como inibidores do crescimento
de leveduras, temperatura de incubacgao, pH inicial do mosto, concentragado do inéculo e
adicdo de nutrientes minerais. A definicdo das melhores condi¢cdes de fermentacéo elevou
0 consumo de xilose por ambas as cepas, ao mesmo tempo que diminui a producao de
biomassa e aumentou o rendimento em etanol por A. pullulans LB3.1. As linhagens C.
shehatae PT1-1BASP e A. pullulans LB3.1 atingiram um maximo de producgéo de etanol de
18,7 gL' e 17,5 gL', respectivamente. Além dessas duas leveduras, a cepa
Brettanomyces bruxellensis ISA 2211, contaminante de vinhos, foi avaliada com relagao a
tolerancia a SO2 diante de variagdes nas condigdes de cultivo. A adicao de vitaminas e
extrato de levedura ao mosto aumentou a resisténcia da levedura ao diéxido de enxofre,
enquanto a presenga do etanol, em combinacdo com o SO2, exerceu maior inibicdo do
crescimento. Foi estudada também nesse trabalho, a capacidade de B. bruxellensis ISA
2211 de utilizar o acido p—cumarico como fonte de carbono, observando-se que o
crescimento da levedura nessa condigdo foi dependente da concentracdo do acido no

meio, ndo tolerando concentragdes a partir de 5 mmol. L.

Palavras chaves: xilose, etanol, Candida shehatae, Aureobasidium pullulans,

Brettanomyces bruxellensis, SO2, acido p-cumarico.
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Study of the behavior of yeast strains according the conditions of the
culture media aiming alcoholic fermentation processes

ABSTRACT

The microorganisms can show different behavior in different conditions of cultivation.
In biotechnological processes, this knowledge allows that fermentation parameters to be
controlled in order to optimize costs and yield. In this work it was standardized a test of
ethanol production by yeast from xylose using Petri dishes assay, which allowed the
recognition of 17 xylose fermenting yeasts. Using submerged fermentation it was detected
that Candida shehatae, var. shehatae PT1-1BASP produced 12 g L -1 of ethanol and
Aureobasidium pullulans LB3.1, 7 g L-1. Ethanol production by these two strains was
evaluated with respect to fermentation parameters, such as tolerance to compounds
recognized as inhibitors of growth of yeast, temperature of incubation, initial pH of the must,
concentration of the inoculum and nutrient addition. The definition of the best fermentation
conditions increased the xylose consumption by both strains, while it decreases the
production of biomass and increased ethanol yield by A. pullulans LB3.1. The C. shehatae
PT1-1BASP and A. pullulans LB3.1 reached a maximum ethanol yield of 18.7 gL-1 and
17.5 gL-1, respectively. Besides these two yeasts, Brettanomyces bruxellensis the ISA
2211, a wine contaminating strain, was evaluated with respect to SO2 tolerance in the face
of variations in culture conditions. The addition of vitamins and yeast extract to must
increased the yeast resistance to sulfur dioxide, while the presence of ethanol, in
combination with SOz, had greater growth inhibition. It was also studied in this work, the
ability of B. bruxellensis ISA 2211 to use the p-coumaric acid as a carbon source, noting
that the growth of yeast in that condition was dependent on the acid concentration in the

medium, not tolerating concentrations high than 5 mmol. L.

Key-words: xylose, ethanol, Candida shehatae, Aureobasidium pullulans,

Brettanomyces bruxellensis, SO2, p—coumaric acid.



Capitulo 1

CONSIDERAGOES GERAIS



INTRODUGAO

O uso de Saccharomyces cerevisiae na producao de etanol combustivel € uma
pratica estabelecida com base em avancos incontestes de rendimentos obtidos por meio
de selecao de cepas dentro do proprio processo fermentativo. O excelente desempenho de
linhagens selecionadas das dornas de fermentagdo tem mostrado que as condi¢gbées do
proprio processo exercem pressao seletiva sobre as linhagens salientando caractaristicas
da espécie que sejam desejaveis (alto rendimento de etanol, baixa formagao de glicerol,
manutengdo de viabilidade, etc) ou indesejaveis (floculagdo, formagcdo de espuma,
biofilme, etc).

A atual perspectiva de se aproveitar fontes de carbono alternativas como as
pentoses, ndo fermentadas pela S. cerevisiae, abriu espago para busca de diferentes
espécies de leveduras que fermentem esse acucar e que possam permitir a identificacao
de genes e enzimas envolvidas nessa rota metabdlica.

Com a proposta de utilizacdo do hidrolisado lignocelulésico como fonte de agucar
fermentescivel veio também o desafio de se encontrar cepas que sejam capazes de utilizar
as pentoses e produzir compostos de valor agregado. Uma vez que hexoses e pentoses
sdo liberadas na hidrolise daquela biomassa, numa producgéo eficiente de etanol a partir
desse material, o microrganismo fermentador deveria ser capaz de utilizar ndo apenas a
glicose, mas a xilose e arabinose. Cepas capazes de utilizar ambos os tipos de agucares,
tém sido isoladas ou construidas por técnicas de engenharia genética. Assim, o isolamento
de cepas, com sistemas genéticos naturais para assimilagao e fermentagao de pentoses e
adaptadas as condigdes climaticas de nosso pais, vem fornecer ndo sé o microrganismo
com uso potencial, mas sistemas génicos importantes para futuras pesquisas.

Embora varias cepas fermentadoras de pentoses ja tenham sido isoladas e
caracterizadas, o pouco conhecimento dos efeitos de fatores ambientais como
temperatura, pH, oxigenagao, concentragao de nutrientes e concentragao de massa celular
sobre o desempenho dessas leveduras no processo de fermentacao de pentoses a etanol
ainda é fator limitante considerando as rotas metabdlicas diferenciadas seguidas por essas
células e que ainda sao pouco conhecidas. Cada cepa tem suas caracteristicas préoprias de
adaptacdo ao ambiente em que vive, podendo ser diferentes até mesmo entre estirpes

pertencentes a mesma espeécie.



Além das condi¢gdes ambientais é desejado que a estirpe seja tolerante a compostos
que comumente levam a inibicdo do metabolismo durante o processo de fermentacao, que
podem ser liberados durante a etapa de pré-tratamento para hidrolise do material
lignoceluldsico. Dependendo da tecnologia empregada, o pré-tratamento gera compostos
que atuam nas membranas celulares e sistemas de transporte, equilibrio de pH interno e
do potencial de membrana, além de rotas metabdlicas, interferindo, portanto, na
viabilidade, crescimento e capacidade fermentativa das leveduras. Entre esses compostos,
0s mais comuns sdo acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural e compostos fendlicos
liberados a partir da fragdo de lignina, tais como vanilina e acido 4-hidroximetilbenzdico.
Além desses compostos espera-se também que a cepa seja tolerante a altas
concentracdes do seu proprio produto, o etanol.

Em outro contexto, no que se refere a leveduras que podem influenciar um processo
fermentativo, ha a espécie Dekkera/Brettanomyces bruxellensis, que é facilmente
encontrada no ambiente de fermentacao alcodlica e que pode representar um sério desafio
para as industrias, principalmente de vinho, representando um dos principais motivos de
contaminagdo devido ao seu desenvolvimento metabdlico apés o engarrafamento, sendo
responsaveis pela produgdo de sabores desagradaveis e aromas rangosos no vinho,
descritos como “suor de cavalo”.

No ambiente da producao de bioetanol, D. bruxellensis € comumente citada como
uma das leveduras contaminantes mais importantes nas usinas de alcool brasileiras devido
ao processo de reciclagem das células de Saccharomyces cerevisiae que acaba
concentrando células de D. bruxellensis e desenvolvendo contaminagdes. Assim, o numero
de estudos sobre a fisiologia das leveduras Dekkera/Brettanomyces bruxellensis tem
aumentado, devido a sua habilidade de desenvolvimento em processos fermentativos
industriais, principalmente por sua notavel capacidade de se adaptar a este ambiente.

O presente trabalho buscou estudar caracteristicas de cepas de leveduras visando
aplicagdo em processos de fermentacao alcodlica. O trabalho se divide em 4 Capitulos:
este primeiro capitulo aborda as refreréncias bibliograficas sobre o assunto do trabalho. No
Capitulo 2 é apresentada a padronizagcdo de uma metodologia facil e rapida para
identificar cepas de leveduras fermentadoras de xilose, utilizando ensaios com placas de
Petri, no qual producdo de etanol pela levedura fermentadora de xilose permite o
crescimento de outra levedura que ndo é capaz de metabolizar pentose, mas assimila o
etanol, resultando em crescimento dessa cepa ao redor da colénia produtora de etanol e

permitindo o reconhecimento das cepas produtoras de etanol. O teste permitiu a selegao
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de duas cepas promissoras para producao de etanol a partir de xilose, a Candida shehatae
var. shehatae PT1-1BASP e Aureobasidium pullulans LB3.1.

No Capitulo 3 sdo mostrados os resultados do estudo dessas duas cepas quanto
ao comportamento frente a parametros fermentativos tipicos de um processo de producao
de etanol de segunda geracdo. Foi avaliado o comportamento das mesmas diante de
variagdo da temperatura de incubagao, de diferentes valores de pH inicial do mosto, da
concentragdo do inéculo e da adicdo de nutrientes no meio, além da toleréncia a
compostos conhecidos como inibidores de leveduras como acido organicos, compostos
fendlicos e etanol. O conhecimento da influéncia desses parametros sobre cada cepa
permitiu o delineamento de condi¢cbées de fermentagdo que resultaram em maior consumo
do acucar e aumento da produtividade de etanol.

O Capitulo 4 descreve trabalho realizado no Instituto Superior de Agronomia da
Universidade de Lisboa, Portugal, no qual se estudou a influéncia de compostos como
vitaminas, SOz, etanol e acidos hidroxicinamicos sobre o crescimento e viabilidade de
Brettanomyces bruxelensis. O estudo dessas caracteristicas mostrou que o
comportamento da cepa pode variar de acordo com a composicao do meio em que se
encontra e abre caminhos para novas possibilidades de controlar o crescimento da espécie

ou mesmo de utiliza-la em outros tipos de processo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. As leveduras e sua importancia industrial

As leveduras encontram-se entre o grupo de microrganismos mais intensamente
utilizados em industrias. S&o cultivadas visando a obtencdo de biomassa, para industrias
de fermentos bioldgicos, derivados de componentes celulares, como nas industrias
farmacéuticas e de suplementos alimentares, e a produgdo de compostos, como o etanol.
As leveduras fermentativas vém sendo exploradas pelo homem ha milhares de anos nos
processos fermentativos de produgao de cerveja, vinho e pdo, embora, somente no século
XIX tenha sido reconhecida a natureza biolégica dos agentes responsaveis por estes
processos (TORTORA et al., 2012).

Como microrganismos quimiorganotroéficos, utilizam compostos organicos diversos
como fonte de carbono e energia, tais como D-glucose, D-galactose, D-xilose, glicerol,
sorbitol, entre muitos outros. Contudo, as diferentes espécies apresentam uma variagao na
habilidade de assimilacédo desses compostos, assim como na forma de metaboliza-los, por
vias respiratdrias ou fermentativas no processo de geragdo de energia a partir dos
mesmos. Podem crescer eficientemente em substratos que contém acgucar, multiplicando-
se e gerando COz2 (este ultimo oriundo do ciclo do &cido citrico) por via aerdbica. Por outro
lado, podem também realizar um metabolismo anaerébio, denominado fermentagao
alcodlica, que resulta em uma pequena taxa de reprodugdo, mas com producdo de
quantidades significativas de alcool e CO2 quando em presenga de elevadas
concentragdes de acucares e/ou auséncia de O2 (PHAFF et al., 1978; AMORIM; LEAO,
2005).

Na fermentacgdo alcodlica o piruvato, formado a partir da glicolise, é convertido em
etanol e CO2 em um processo de duas etapas. Na primeira etapa, o piruvato é
descarboxilado em uma irreversivel reagao catalisada pela enzima piruvato descarboxilase.
A piruvato descarboxilase requer Mg?* e possui uma coenzima fortemente ligada, a tiamina
pirofosfato (derivada da vitamina B1, com o importante papel de clivar ligagdes adjacentes
a um grupo carbonil). Na segunda etapa, acetaldeido é reduzido a etanol por meio da agéo
da enzima alcool desidrogenase, com o poder de redugao fornecido por NADH (NELSON;
COX, 2014). Etanol e CO2 sdo, entdo, os produtos finais da fermentacao alcodlica, cuja

equacao global é:

Glicose + 2ADP + Pi —* 2 Etanol + 2CO2 + 2ATP + 2H20



Em termos energéticos, a respiragdo € muito mais favoravel para a levedura do que
a fermentacao alcodlica, uma vez que na fermentagdo cada molécula de glicose gera duas
de ATP, enquanto a respiragao origina 38 moléculas de ATP (CAMPBELL, 2000).

As principais leveduras de importancia econbémica correspondem ao género
Saccharomyces, sendo que as cepas comerciais atualmente utilizadas sao relativamente
diferentes das linhagens selvagens, visto que foram aperfeigoadas ao longo dos anos por
cuidadosa selegédo e manipulagéo genética (MUTTON; MUTTON, 2005).

No caso de processos de fermentacdo para bebidas, como o vinho, outras
leveduras, além da Saccharomyces que estejam presentes na matéria-prima e,
consequentemente, no processo de fermentagao, podem influenciar a qualidade final do
produto, devido a producdo de metabdlitos que podem contribuir ou prejudicar o aroma e
sabor da bebida (UGLIANO; HENSCHKE, 2009).

Nos ultimos anos, as leveduras nao-Saccharomyces tém conquistado espaco no
que se refere ao potencial de aplicagado industrial. Com a alternativa da utilizagdo de
materiais lignoceluldsicos para producdo de compostos de valor agregado, essas
leveduras ganharam importéncia devido a necessidade de cepas capazes de utilizar os
mais diversos tipos de agucares encontrados na biomassa lignoceluldsica. Assim, o estudo
das caracteristicas dessas cepas ganhou importancia entre os pesquisadores da area de

Biotecnologia.

2. Fermentagao alcodlica de pentoses

No processo de producédo de etanol de segunda geragdo, a bioconversdo dos
agucares em etanol representa uma etapa crucial em sequéncia ao pré-tratamento e a
solubilizagc&o a partir da matriz lignocelulésica. Ha duas vertentes nesta etapa, a primeira —
mais simples — diz respeito a fermentagcédo de hexoses, essencialmente glicose proveniente
da celulose. A segunda esta relacionada a fermentagdo das pentoses resultantes da
solubilizagdo da hemicelulose, que ndo sdo metabolizadas pelas linhagens tradicionais de
Saccharomyces cerevisiae e, por isso, a fermentagdo de pentoses apresenta-se como
limitante tecnoldgico até o presente momento.

Inicialmente, os estudos n&o priorizavam a utilizagdo das porgbes de xilose e
arabinose para a fermentagcdo alcodlica, especialmente evidenciadas pela elevada
agressividade dos pré-tratamentos pioneiros sobre a hemicelulose, estruturalmente mais

fragil e susceptivel a degradacédo do que a celulose. Entretanto o interesse pela utilizagcéao
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das pentoses como substrato para diferentes produtos é crescente, tais como hidrogénio,
butanol, acidos succinico e lactico (CHEN et al., 2013; GOTTUMUKKALA,;
PARAMESWARAN, 2014; YE et al., 2013; ZHAO et al., 2013). Atualmente esforga-se por
perdas minimas da hemicelulose no pré-tratamento, permitindo recuperar ambos os
carboidratos, C6 e C5 de forma a incrementar o rendimento global do processo, e/ou
diversificar a gama de bioprodutos derivados a partir da biomassa vegetal hidrolisada.

Scheffersomyces stipitis € majoritariamente a cultura mais recorrente na aplicagao
de fermentacéo de pentoses, conforme levantamento de aproximadamente 80 publicacdes
cientificas entre 2005 e 2014 (Figura 1). Ha ainda uma grande diversidade de outras
culturas estudadas com menor frequéncia nas pesquisas visando a produg¢ao de bioetanol:
Spathaspora arborariae (CUNHA-PEREIRA et al., 2011; HICKERT et al., 2014), Pichia
guilliermondii (FAN et al., 2013), Hansenula polymorpha (VORONOVSKY et al., 2009), e
algumas espécies de fungos filamentosos, principalmente as pertencentes aos géneros
Mucor spp., Rhizopus spp. e Rhizomucor spp. (MILLATI et al., 2005; SUES et al., 2005;
KARIMI et al., 2006; ABEDINIFAR et al., 2009), bem como Fusarium spp. € Acremonium
spp. (PANAGIOTOU et al.,, 2005; ALMEIDA et al., 2013). Okamoto e colaboradores
também relatam utilizagdo das espécies Trametes hirsuta (2011) e Neolentinus lepideus
(2012). Entre as bactérias produtoras de etanol a partir de pentoses foram relatadas
Caloramator boliviensis (CRESPO et al., 2012) e espécies dos géneros
Thermoanaerobacter spp., Thermoanaerobacterium spp. e Caldanaerobacter spp. (HE et
al., 2009; CHENXI et al., 2013).

Figura 1: Microrganismos comumente empregados para a fermentagao de pentoses
em substratos derivados de lignoceluloses.
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A assimilacado de xilose segue algumas vias diferentes da glicose, como pode ser

observado na Figura 2, discutida a seguir.

Figura 2: Vias metabdlicas de assimilagdo de xilose, arabinose e glicose.

Xilose Arabinose Glicose

e 5 . 6P Glucolactona L
HK
XR\FNAD(P]' / PGLS WD ;
i Ribulose NADH Glicose 6P
Xilitol NAD*
"D\FNM y 6P Gluconato lﬁﬁ"'
NADH . 6PGD
) Ribulose 5P NADP* Frutose 6P
Xilulose A o
. e 6PFK
RPE Ribulose 5P l
XK o
J’ s bifosfat
Xilulose 5P Ribose 5P Frutose 1,6 bifosfato
FPA
TKT
7 Gliceraldeido 3P < DiidroxiacetonaP
' 7 I
| GAPDH\F roee GPDH& NARE
{ NAD* NAD*
Gliceraldeido 3P Sedoeptulose 7P i
| ¢ Glicerol 3P
T ! Piruvato GKl

PD PDC "
Glicerol

Acetaldeido Acetil CoA

Frutose 6P Eritrose 4P NAD* NAD*
N | | NADH C.NADH
{ : ADH Al ACS
T®T Acetato
: Ny (.

I Nap: MOH
Gliceraldeido 3P Frutose 6P : Cadeia
b Respiratdria

6PFK: 6-fosfofrutoquinase (EC2.7.1.11); 6PGD: fosfogliconato 2-desidrogenase (EC1.1.1.43); ACS: acetil-
CoA sintase (EC6.2.1.1); AD: aldeido desidrogenase (EC1.2.1.3); ADH: alcool desidrogenase (EC1.1.1.1);
Al: arabinose isomerase (EC5.3.1.3); FPA: frutose-bisfosfato aldolase (EC4.1.2.13); G6PD: glicose-6-fosfato
desidrogenase (EC1.1.1.49); G6PI: glicose-6-fosfato isomerase (EC5.3.1.9); GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (EC1.2.1.12); GK: glicerol quinase (EC2.7.1.30); GPDH: glicerol-3-fosfato desidrogenase
(EC1.1.1.8); HK: hexoquinase (EC2.7.1.1); PD: piruvato descarboxilase (EC4.1.1.1); PDC: complexo piruvato
desidrogenase (EC1.2.4.1; EC2.3.1.12; EC1.8.1.4); PGLS: 6-fosfogliconolactonase (EC3.1.1.31); RK:
ribuloquinase (EC2.7.1.16); RPE: L-ribulose-5-fosfato 4-epimerase (EC5.1.3.4); RPI: ribose-5-fosfato
isomerase (EC5.3.1.6); TAL: transaldolase (EC2.2.1.2); TKT: transcetolase (EC2.2.1.1); TPI: triose-fosfato
isomerase (EC5.3.1.1); XD: xilitol desidrogenase (EC1.1.1.113); XK: xiluloquinase (EC2.7.1.17); XR: xilose
redutase (EC1.1.1.307).

O transporte de D-xilose através da membrana de leveduras ocorre por sistemas de
baixa e alta afinidade. Entre esses sistemas estdo a difusdo facilitada e o mecanismo de
simportador ligado a co-transporte de préton e dependem do estado nutricional da levedura
(TYAGI, 2013). Por exemplo, Rhodotorula glutinis tem 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 sob inanicdo e ambos os sistemas sé&o
reprimidos por glicose (KILIAN; UDEN, 1988).



Em S. stipitis os transportes tanto de xilose como de glicose ocorrem principalmente
por sistema simportador com préton. Em C. shehatae o 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 inibitério sobre a absorgédo dos
outros dois agucares. Sob inani¢gdo, um sistema simportador ligado a co-transporte de
préton com alta afinidade é induzido para glicose (Km - 0.12 mmol.L-") e D-xilose (Km - 1.0
mmol.L") (VAN VLEET; JEFFRIES, 2009).

Muitos transportadores heterdlogos de pentoses tém sido expressos em S.
cerevisiae. A descoberta de transportadores mais eficientes e especificos € necessaria
para melhorar a captacdo de D-xilose e L-arabinose e, assim, promover a capacidade
metabdlica de S. cerevisae. Contudo, até agora, a capacidade de captar pentose usando
transportadores heterélogos ainda € baixa, o principal desafio continua sendo a
contradigéo entre a especificidade e a eficiéncia do transporte de D-xilose. Alguns estudos
utilizam como estratégia a mutagdo, a fim de obter cepas com atividade especifica para
transporte de xilose e livre de inibigdo por glicose (YOUNG et al., 2012; NIJLAND et al.,
2014; WANG et al., 2015)

Apos o transporte, D-xilose é primeiro reduzida a xilitol por meio da enzima D-xilose
redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) e subsequentemente oxidada a D-xilulose pela
xilitol desidrogenase (D-xilose redutase, EC 1.1.1.9). Por meio da enzima D-xiluloquinase
(EC 2.7.1.17.) a D-xilulose é convertida em D-xilulose-5-fosfato. Ribulose-fosfato-3-
epimerase (EC 5.1.3.1) transaldolase (EC 2.2.1.2) e transcetolase (EC 2.2.1.1)
sequencialmente convertem a D-xilose-5-fosfato em gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-
fosfato por rearranjo ndo oxidativo levando a formagao de etanol pela via Embden-
Meyerhof (CHANDEL et al., 2011).

A enzima xilose redutase (XR), que catalisa a primeira reacdo é capaz de usar
NADPH e NADH, sendo que utiliza o NADPH com maior frequéncia, ja a enzima xilitol
desidrogenase, que produz xilulose a partir do xilitol, € NAD*-dependente. Dependendo do
balanco redox da célula (equilibrio entre NADPH e NAD*), o xilitol pode ser liberado para o
meio externo, resultando em baixo rendimento em etanol. Desse modo, o potencial redox
da célula pode determinar o sucesso do processo fermentativo de xilose, devendo, por
isso, ser considerado (LIANG et al., 2014).

O requerimento de oxigénio durante a fermentagdo da xilose é frequentemente

relacionado ao aparente desequilibrio redox. Em condigbes anaerdbicas, devido a
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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, ndo reoxida NADH em auséncia de oxigénio,
levando a liberagédo de xilitol. Como essas leveduras ndo tem atividade transhidrogenase
(NADH + NADP* « NAD* + NADPH) o equilibrio ndo pode ser obtido por essa rota (Figura
1). Entretanto, S. stipitis, C. shehatae e P. tannophilus tem atividade de XR com dupla
especificidade pelo co-fator o que alivia o balango redox e permite producédo de etanol em
anaerobiose, sem o acumulo de xilitol (BRUINENBERG et al., 1983; VAN VLEET,;
JEFFRIES, 2009).

Pelo motivo de cada grupo de leveduras ter um perfil de resposta em fungédo do
equilibrio redox e presenga de oxigénio, a avaliagdo desse parametro deve ser feita para
cada linhagem estudada.

A xilulose 5-fosfato formada € metabolizada pela via das pentoses fosfato. Essa via,
que ocorre na grande maioria dos eucariotos, tem a fungado de suprir as necessidades de
NADPH, ribose-P e eritrose-4-P para as vias de sintese normais das células. Em geral,
cerca de 0,9 a 10% da glicose é metabolizada por essa via. Em leveduras fermentadoras
de xilose, a totalidade do agucar € metabolizada pela via das pentoses fosfato com
conversao de xilulose-5-P a frutose que é direcionada por intersecgédo da via glicolitica a
piruvato. A partir do piruvato, rotas oxidativas ou fermentativas podem se seguir.
(BRUINENBERG et al., 1983; VAN VLEET; JEFFRIES, 2009).

Apesar de a maioria das pesquisas serem concentradas em D-xilose, a arabinose
esta presente em concentragées significantes em muitas hemiceluloses como os residuos
da cana-de-agucar ou espécies herbaceas. As vias de assimilacido de arabinose também
podem ser observadas na Figura 2. A primeira demonstragdo de fermentagdo de L-
arabinose em etanol por uma levedura foi realizada em 1996 (DIEN et al., 1996), enquanto
a produgao de etanol a partir de D-xilose € amplamente relatada ja no inicio da década de
80 (GONG et al., 1981, 1983; TOIVOLA et al., 1984; NIGAM et al., 1985).

Assim como acontece no metabolismo de D-xilose, a L-arabinose sera convertida a
D-xilulose-5-fosfato, porém por meio de cinco etapas. Primeiramente, ocorrem quatro
reagdes redox: duas oxidagbdes acopladas ao consumo de NAD*, nas quais a L-arabinose
€ primeiramente convertida a L-arabinitol pela enzima aldose redutase (EC 1.1.1.21) e,
apos, a L-arabinitol-4-desidrogenase (EC 1.1.1.12) forma L-xilulose a partir do L-arabinitol.
Em seguida, ocorrem duas redugdes com consumo de NADPH, a L-xilulose, por meio da L-

xilulose redutase (EC 1.1.1.10), é transformada em xilitol, que, por meio da D-xilulose

10



redutase (EC 1.1.1.9) é modificado a D-xilulose. Esta, por sua vez, é fosforilada, pela
xiluloquinase (EC 2.7.1.17), a D-xilulose-5-fosfato, que adentra na via das pentoses
fosfato, assim como ocorre com a D-xilose (RICHARD et al., 2003).

Existem diversos estudos com as espécies S cerevisiae, Scheffersomyces stipitis,
Candida shehatae e Pachysolen tannophilus, além de cepas de Kluyveromyces marxianus
e Candida tropicalis visando o aprimoramento do processo de producido de etanol a partir
de hidrolisados lignocelulésicos, bem como o melhoramento das linhagens por mutagéo
(WATANABE et al., 2011; TOMITAKA et al., 2013; WANG et al., 2015).

Estudos de fermentagdo empregando hidrolisados de diferentes tipos de materiais
lignoceluldsicos, como bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz e de trigo, madeira e
plantas herbaceas, foram realizados com as principais leveduras fermentadoras de xilose,
alguns empregando processos de adaptagcdo das cepas ao hidrolisado, adigdo de xiloses
isomerase ou enriquecimento nutricional. Os resultados mostram fatores de rendimento de
substrato em etanol (Yp/s) que variam de 0,2 a 0,44 g/g, sendo que esses valores
correspondem a 39 e 86% do maximo teodrico (LINDEN; HAHN-HAGERDAL, 1989;
SREENATH; JEFFRIES, 2000; NIGAM, 2001; BALLESTEROS et al., 2004; GARCIA
MARTIN et al., 2010; SINGH et al., 2014; HICKERT et al., 2014).

Recentemente, varios grupos de pesquisas tém se concentrado na Engenharia
Genética da espécie S. cerevisiae para que esta seja capaz de produzir etanol a partir de
pentoses, uma vez que esta levedura € muito bem adaptada ao processo de fermentacao
alcodlica, apresentando altos rendimentos. Entretanto ainda ndo se obteve a linhagem
ideal para ser aplicada industrialmente, a produtividade e rendimento de etanol por essas
cepas € semelhante a de algumas que naturalmente fermentam xilose (GUO; JIANG, 2013;
HECTOR et al., 2013; KATO et al., 2013; MOON et al., 2013). Assim, é importante que a
busca por novas estirpes continue, principalmente porque o estudo destas leva ao
conhecimento do metabolismo de pentoses das leveduras e serve como fonte de sistemas
génicos envolvidos (LORLIAM et al., 2013; CADETE et al., 2013; MORAIS et al., 2013).

3. Fatores ambientais que influenciam o processo de fermentagao alcodlica

O sucesso do processo de fermentagcdo alcodlica depende da eficiéncia do
microrganismo que realiza a produgédo de etanol, que pode ser influenciada por diversos
fatores ambientais. Uma vez identificado um microrganismo capaz de realizar a produgéo

de determinado metabdlito de interesse, € importante que estes parametros sejam
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estudados, ja que podem variar de acordo com as caracteristicas da espécie e do local de
onde a linhagem foi isolada.

Além disso, cepas autoctonas presentes no processo de fermentagcdo também
podem influenciar a qualidade do produto final, muitas vezes de forma negativa. Assim, se
faz necessario também o estudo dessas, de forma a controlar o seu desenvolvimento e
metabolismo durante o processo.

A seguir é discutido alguns dos fatores ambientais que podem influenciar as
leveduras fermentadoras de pentoses e, a seguir, o desafio de controlar cepas de
Dekkera/Brettanomyces que possuem alta capacidade de adaptagcdo ao ambiente

industrial de fermentacao alcodlica, causando sérios problemas de contaminagao.

3.1.Fatores ambientais que influenciam a fermentag¢ao alcodlica de pentoses

Alguns fatores do processo de producao de etanol a partir de pentoses influenciam
fortemente os rendimentos e produtividades de etanol durante a fermentagdo. Entre eles
estdo a quantidade de oxigénio disponivel, pH, temperatura, concentragao celular inicial e
suplementacdo do meio de cultivo com nutrientes. Além disso, deve-se levar em
consideragao a presenga de compostos que sao gerados por algumas metodologias de
processos de pré-tratamento para hidrolise do material lignocelulésico que sao
considerados inibidores do desempenho das leveduras em processo fermentativo
(PARAJO et al., 1998). Muitos grupos de pesquisas vém estudando a resposta das cepas
de leveduras a esses fatores, abordando tanto leveduras que naturalmente fermentam
pentoses quanto cepas modificadas geneticamente para tal fungdo, conforme detalhado a
seqguir.

Dentre os parametros estudados, a variavel de controle mais importante nesta
bioconversdo € o nivel de aeragdo, que afeta as rotas bioquimicas envolvidas na
metabolizacdo de xilose, uma vez que o metabolismo de xilose em leveduras é
parcialmente regulado pela disponibilidade de oxigénio (ROBERTO et al., 1999; HANLY;
HENSON, 2013; BELLIDO et al., 2013).

Estudos com a utilizagdo de inibidores respiratoérios comprovam a necessidade de
oxigénio na assimilagado de xilose, enquanto a glicose € suficientemente assimilada pela
via de fermentagdo alcodlica (LERTWATTANASAKUL et al.,, 2013). A enzima xilose
redutase (XR) tem maior afinidade por NADPH do que por NADH, enquanto xilitol
desidrogenase (XDH) utiliza somente NAD™, essa diferenga de especificidade ao co-fator

resulta em um desequilibrio de reciclagem dos cofatores. A regeneragao do co-fator
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NADPH ocorre na via das Pentoses-Fosfato enquanto a regeneragcédo de NAD*, a partir de
NADH, ocorre na cadeia respiratoria, tendo o oxigénio como aceptor final de elétrons.
Assim, sob condicdes de anaerobiose, ndo ha completa re-oxidacdo de NADH a NAD*,
promovendo um desequilibrio redox. A baixa concentragcdo de NAD™* diminui a oxidagado do
xilitol a xilulose, induzindo a excrecéo de xilitol ao meio de cultura (DU PREEZ et al., 1989;
JEFFRIES, 2006; LIANG et al., 2013).

Sob condicdo de anaerobiose, muito pouco ou nenhum etanol é produzido,
entretanto, a melhor produtividade de etanol é favorecida por condi¢des intermediarias de
aeragao, uma vez que condigbes de total aerobiose favorecem a produgdo de biomassa
(BELLIDO et al., 2013). Fromanger e colaboradores (2010), avaliando o efeito da limitagao
de oxigénio em C. shehatae para xilose e glicose, realizaram fermentagdo com fase
aerobia e micro-aerobia com diferentes concentragdes de oxigénio, e observaram que as
fermentacdes de xilose e glicose sao diferentes em termos de distribuicdo de carbono. O
crescimento em glicose foi menor do que em xilose e o maior rendimento em etanol a partir
de xilose foi com indice de captagdo de oxigénio que corresponde a 13% da captagéo
maxima, enquanto o maior rendimento de produgédo a partir de glicose foi com o menor
indice de captagao de oxigénio.

Algumas pesquisas buscam estratégias para amenizar o desequilibrio redox
utilizando-se de ferramentas biotecnologicas, como a Engenharia Metabdlica. Um estado
redox indesejavel pode ser explorado para conduzir reagdes metabdlicas desejaveis, até
mesmo melhorando a produtividade e rendimento de etanol, tal como o excesso de NADH,
que pode ser utilizado para conduzir a redugao do acetato em etanol (WEI et al., 2013).

Os rendimentos e produgao de etanol também sao influenciados pela concentracéo
de acgucar no meio de cultivo. Analises de cinética da produgcdo de etanol mostram que
uma maior concentragao de agucar representa maior produg¢ao de etanol, porém os fatores
de rendimento de g de etanol por g de substrato (Yp/s) sdo maiores em quantidades de
agucares nao tao altas. Na presenca de altas quantidades de agucares, uma parte maior
do acucar € destinada ao crescimento celular, diminuindo o Yp/s para etanol. Nesse
sentido, também é necessario buscar uma otimizacdo entre concentracdo de acucares e
taxa de crescimento (UNREAN; NGUYEN, 2013; FARIAS et al., 2013).

Além da concentragao total de agucares, a proporgdo na mistura de glicose e xilose
também influencia a produtividade de etanol, no geral, a assimilacdo da xilose € inibida
pela presenga da glicose, ocorrendo somente quando a glicose € exaurida do meio de
cultivo (DU PREEZ, 1994; MATSUSHIKA; SAWAYAMA, 2013; DOS SANTOS et al., 2013).
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A fonte de nitrogénio e sua quantidade também sao fatores que podem aumentar a
producao de etanol. Palnitkar e Lachke (1992) relataram que fontes organicas de
nitrogénio, como ureia, aumentaram o rendimento de produgao de etanol por C. shehatae,
em comparagao com fontes inorganicas, ao passo que, entre as fontes inorganicas, o
sulfato de aménia, foi a que proporcionou o maior rendimento de etanol e a maior razao
etanol: xilose. Por outro lado, Slininger et al. (2006) trabalhando com S. stipitis, observaram
que o uso de uma proporgao de 80% de ureia e 20% de aminoacidos (de um total de 0,15
mol.L-" de nitrogénio) promoveu maior crescimento e rendimento da fermentagdo quando
comparado com ureia aplicada isoladamente ou uso de nutrientes minerais.

A suplementagcdo do meio com nutrientes complexos também pode ser benéfica a
produgcdo de etanol. Estudos envolvendo experimentos com meios sintéticos ou
hidrolisados lignoceluldsicos enriquecidos com nutrientes complexos, tais como extrato de
levedura e peptona, com frequéncia, relatam maior acumulo de etanol (DU PREEZ, 1994;
OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; SILVA et al., 2010).

Outras formas de aumentar a utilizagédo de xilose e produgao de etanol por meio de
suplementagdo nutricional também s&o encontradas. Park e colaboradores (2013)
utilizando uma S. cerevisiae recombinante expressando xilose isomerase, relataram que a
suplementagdo do meio de xilose com galactose, na propor¢ao de 2:1, estimulou a
utilizagado de xilose. Ja Kim e colaboradores (2014) relataram aumento na produgao de
etanol por S. stipitis (de 10,92 a 14,5 g.L™") utilizando o acido citrico no pré-tratamento e,
apos neutralizagdo, como unica fonte de nitrogénio na subsequente fermentacao.

Outra influéncia importante € a combinagao entre temperatura e pH do ambiente de
fermentacdo. Os microrganismos, que geralmente se encontram na condi¢gdo unicelular,
estdo suscetiveis a drasticas variagdes ambientais e ndo conseguem manter constante
suas temperaturas e pH internos. Desse modo, o crescimento de um microrganismo em
temperatura ou pH fora da faixa considerada étima para o espécime estudado leva a um
estresse fisiologico.

Em temperaturas abaixo da 6tima, o sistema de transporte, principalmente aquele
associado a proteinas transportadoras, atua em velocidade aquém do 6timo reduzindo o
fluxo de nutrientes para a célula. Além disso, a atividade enzimatica é reduzida
comprometendo todas as vias metabdlicas. Por outro lado, quando em temperaturas muito
acima da faixa de tolerancia, as membranas citoplasmaticas entram em colapso e as
enzimas podem ser desnaturadas. Porém, em temperaturas pouco acima do 6timo as

células mantém sua viabilidade e metabolismo funcionando as custas de adaptacdes nas
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membranas e inducdo de proteinas mais termoestaveis, as quais requerem gastos
energéticos (GOMES et al., 2007).

A condigdo unicelular também tem como consequéncia a alteracdo do pH
intracelular dependendo do pH do meio externo. Para o equilibrio iénico, a célula utiliza
sistemas de transporte de H* (de dentro para fora ou fora para dentro) através de bombas
H*/K* que requerem gasto energético (MADIGAN et al., 2004).

Assim, a manutengdo das condicbes Otimas de cultivo possibilita um melhor
desempenho metabdlico e rendimento nos processos fermentativos. Geralmente, as
leveduras fermentadoras de pentoses sao mesofilicas e fermentam em pH levemente
acido. As condi¢des otimas de producdo de etanol para espécies de Pichia e Candida,
encontram-se entre 30 a 32 °C e pH entre 4 e 6, sendo que esta faixa 6tima de processo
pode variar dependendo da cepa e dos componentes do substrato (DU PREEZ, 1994,
OLIVEIRA, 2010).

Wilkins et al. (2008) analisaram os efeitos da temperatura (40 e 45 °C) e pH inicial
(4,5, 5 e 5,5 na utilizagdo anaerobica de xilose por cepas termotolerantes de
Kluyveromyces marxianus. Uma das cepas se destacou quanto a produgdo de etanol e
xilitol e alcangou os maiores valores a 40 °C e pH inicial de 5,5. Porém, quando comparada
as cepas de outros estudos, apresentou bom rendimento somente para produgao de xilitol
(0,54 g xilitol/g xilose), o rendimento de etanol foi de apenas 0,15 g etanol/g xilose.

Uma vez que a intensidade da toxicidade do acido acético € pH-dependente, a
maioria das fermentacdes realizadas com hidrolisado hemicelulésico catalisado por acido,
sdo conduzidas em valores de pH acima dos valores 6timos, a fim de minimizar o efeito
inibitdrio do acido acético (DU PREEZ, 1994; OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

Por fim, ha que se levar em consideracdo os compostos capazes de inibir o
crescimento e producado de etanol pela levedura. A liberagdo de agucares monoméricos,
por meio de certos métodos de pré-tratamento, € acompanhada pela geragdo de alguns
compostos inibidores. Habitualmente, esses processos estdo relacionados ao uso de
reagentes quimicos em condi¢bes drasticas de temperatura e/ou pressdo e sao
mecanismos que tipicamente resultam em altos indices de rendimento de glicose em curto
tempo de operacdo. Correspondem a tratamentos acido, alcalino, hidrotérmico (“liquid hot
water’-LHW) (GURGEL et al., 2014; YU et al., 2013; ROCHA et al., 2013), explosao a
vapor (“steam explosion’-STEX) (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014) e
expansdo da fibra por amoénia (“ammonia fiber explosion’-AFEX) (LI et al., 2010;

KRISHNAN et al., 2010). Os compostos inibidores produzidos, tais como acido acético,
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acidos férmicos e levulinicos, compostos fendlicos, e aldeidos furanos, principalmente
furfural e 5- hidroximetilfurfural, afetam fortemente o desempenho da fermentacdo. O
potencial de inibicdo destes compostos deve ser considerado em relacdo a sua
concentragao no hidrolisado, além disso, a sensibilidade do microrganismo ao hidrolisado
varia com a linhagem e condigdes da fermentacgao, tais como temperatura, pH, aeracgéo e
fatores nutricionais (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; ALMEIDA et al., 2007).

O Acido acético é formado pela hidrélise do grupo acetil presente na hemicelulose e
acidos formicos e levulinicos sdo produtos da degradagdo do agucar. No citoplasma,
dissocia-se em hidrénio e ions acetato, diminuindo o pH intracelular, resultando no
aumento do consumo de ATP pela levedura. Nessas condigbes, parte do ATP que seria
utilizado para crescimento ou fermentacdo € desviado para manutencdo do pH interno
(NARENDRANATH et al., 2001).

Furfural e 5-hidroximetilfurfural sdo formados pela degradagdo de pentoses e
hexoses, respectivamente e afetam os microrganismos por reduzirem suas atividades
enzimaticas e bioldgicas, alterando o DNA e inibindo a sintese de RNA e proteinas
(SANCHEZ; BAUTISTA, 1988; MODIG et al., 2002).

Compostos fendlicos sao formados principalmente pela degradagao parcial da
lignina, podem inibir a bioconversao, inibindo a atividade enzimatica, comprometendo a
integridade da membrana e afetando as suas propriedades, como a barreira seletiva
(HEIPIEPER et al., 1994). A toxicidade dos compostos fendlicos consiste na agdo destes
sobre as membranas biolégicas. A presenca destes compostos afeta a integridade da
membrana plasmatica e interfere na sua seletividade (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000; DUARTE et al., 2005). Pereira et. al. (2011) avaliaram a ag&o inibitoria do acido
ferulico e seringaldeido sobre o metabolismo da levedura Candida guilliermondii durante a
bioconversao de xilose em xilitol e demonstraram que estes compostos foram capazes de
afetar o metabolismo e crescimento da levedura.

Diversos métodos de desintoxicagdo do hidrolisado lignocelulésico foram estudados
a fim de aumentar a fermentabilidade, tais como adi¢do de carbono ativado, extragdo com
solventes organicos, troca idnica, exclusao ibnica e peneiramento molecular, porém a
desintoxicagdo aumenta o custo do processo, o ideal é que ndo seja necessario. Uma
alternativa a desintoxicag&o € adaptar o microrganismo ao hidrolisado lignocelul6sico, com
repetidas reciclagens, aumentando a habilidade de crescer no hidrolisado e a
produtividade de etanol (PAREKH et al., 1986; ROBERTO; LACK, 1991; OLSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1996).
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E dificil estabelecer uma concentracdo maxima permissivel de cada inibidor
presente no meio, uma vez que esta é fortemente dependente de fatores como o
microrganismo a ser utilizado e o seu grau de adaptagdo ao processo fermentativo
empregado, além da presenga simultanea de varios outros inibidores. Contudo,
concentragdes de furfural inferiores a 1 g.L-! tém sido descritas como, praticamente,
inofensivas. O acido acético apresenta toxicidade em concentragbes superiores a 3 g.L™",
enquanto os compostos fendlicos inibem os microrganismos da fermentacdo mesmo em
quantidades baixas (menor que 1 g.L-') (ROBERTO; LACK, 1991; DELGENES et al., 1996;
PARAJO et al., 1998).

O acumulo de etanol também pode gerar multiplos efeitos indesejaveis, incluindo
diminuicdo da captagdo de nutrientes e inibicdo de enzimas-chave. Em muitos casos, a
inibicdo proveniente da acdo do etanol é exacerbada quando na presenca de outros
subprodutos da fermentagdo, como acetaldeido e acetato, e outros estresses, como
temperatura e pH (BAI et al., 2008). Quando as células de leveduras s&o cultivadas em
elevadas temperaturas, pode ocorrer queda na tolerancia a etanol. Além disso, em cultivos
com temperaturas acima de 37°C observa-se uma drastica diminuicdo na produtividade
(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; GHINDEA et al., 2010).

Entre as possiveis estratégias para desenvolver estirpes mais robustas para
producdo de bioetanol e diminuir o problema de inibicdo desses compostos estdo o
engenheiramento do sistema redox (ASK et al., 2013), Engenharia Genética, mutacéo e
Engenharia Evolutiva (ZUO et al., 2013; DEMEKE et al., 2013; LULU et al., 2013; SEHNEM
et al., 2013; ZHA et al., 2014; SATO et al., 2014), expressao de transaldolase (TAL) e
alcool desidrogenase (ADH) (ISHII et al., 2013; HASUNUMA et al., 2014), a utilizagdo de
compostos como CaO, resinas de troca idnica e enzimas como lacase a fim de desintoxicar
o pré-tratado (TAKAHASHI et al., 2013; MORENO et al., 2013ab), e o desenvolvimento de
cepas tolerantes a inibidores por meio de adaptacgao ao hidrolisado (FAN et al., 2013).

A adaptacado de células € uma ferramenta que pode ser utilizada também para
aumentar a tolerancia das cepas ao proprio etanol. Liang e colaboradores (2013) utilizaram
fermentacao continua com retengéo de células e conseguiram com que cepas de S. stipitis
aumentassem em 6 vezes a viabilidade durante cultivo em xilose e 60 g.L" de etanol por 2
h.

Watanabe et al (2011), realizando mutagdo por radiagdo UV com S. stipitis,

obtiveram linhagens que apresentaram toleréncia a 7% de etanol sob condigbes aerdbias.
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Ja Parekh e Wayman (1986), trabalhando com Candida shehatae, relataram tolerancia a
etanol de até 100 g.L™".

Acredita-se que ha uma ligagcdo entre as trés formas de resisténcia ao estresse
(osmo-, termo- e etanol-toleréncia), ou seja, se uma linhagem tem uma maior tolerancia a
temperatura quando comparada com outras linhagens do mesmo microrganismo,
comparativamente, sera também mais osmo- e termo-tolerante (LALUCE et al., 1993;
OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

Diante do exposto, observa-se a importancia do estudo das caracteristicas das
cepas, uma vez que esse conhecimento contribuiu tanto para o aumento do dominio
acerca da fermentagdo de pentoses quanto permite a identificagdo de cepas promissoras
ou com caracteristicas diferenciadas e interessantes que possam ser utilizadas nesse ou

outros processos industriais.

3.2. Dekkera/Brettanomyces como contaminantes do processo fermentagao
alcodlica.

Durante o processo industrial de fermentagao alcodlica, microrganismos presentes
na matéria-prima podem atuar de forma devastadora e representam um sério desafio para
a industria. No ambiente de vinicultura, as leveduras sdo os principais contaminantes e
possuem a capacidade de afetar até mesmo vinhos que foram processados e embalados
de acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo. Estas leveduras deteriorantes de vinhos
incluem diversos géneros, tais como Hansenula, Candida, Pichia, Brettanomyces/Dekkera,
Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces e Saccharomyces, sendo que as espécies
Dekkera/Brettanomyces bruxellensis, Zygosaccharomyces bailii e Saccharomyces
cerevisiae sao as responsaveis pela maior parte da deterioracdo de vinhos embalados ou
em processo de envelhecimento, causando formacgao de filmes, sedimentos, nebulosidade,
producdo de gas, e/ou sabores indesejados que comprometem a qualidade do produto
final (LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 2003).

Dekkera bruxellensis e Brettanomyces bruxellensis correspondem a mesma
espécie, porem em fases reprodutivas diferentes. Dekkera é a fase teleomorfica, ou seja, a
fase sexuada, produz esporos. Ja Brettanomyces se trata da fase anamorfa, a fase
assexuada. O controle de crescimento dessas leveduras tém sido um desafio para os
produtores de vinho. Elas sao responsaveis pela produgdo de sabores desagradaveis e
aromas rancosos ao vinho, descritos como “suor a cavalo”, “estabulo” ou “animal’

(OELOFSE et al., 2008). A producdo desses aromas é realizada a partir da assimilagao
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dos acidos hidroxicinamicos ou acidos fendlicos, que geralmente estdo presentes na
parede celular da uva como ester tartarico conjugado. Se encontram em concentragdes de
20 a 50 mg/L e sao liberados no suco de uva durante o esmagamento (BARANOWSKI et
al., 1980; GOLDBERG et al., 1998; SHINOHARA et al., 2000).

No contexto da producédo de bioetanol, D. bruxellensis € comumente citada como
uma das leveduras contaminantes mais importantes, especialmente na industria brasileira
(DE SOUZA LIBERAL et al., 2005, 2007; BASILIO et al., 2008; PEREIRA et al., 2012). O
meétodo de reciclagem de células utilizado na industria de etanol combustivel, no Brasil,
permite que haja contaminagdo mesmo com poucas células tendo acesso ao mosto, ja que
as células de D. bruxellensis acabam sendo recicladas juntamente com as células de S.
cerevisiae, resultando em grandes perdas na produgdo de etanol quando em escala
industrial (MENEGHIN et al., 2013).

Nos ultimos anos, o numero de estudos sobre a fisiologia das leveduras D.
bruxellensis tem aumentado, devido ao seu papel importante como contaminante em
processos fermentativos industriais, bem como seu potencial uso na producdo de etanol a
partir de hidrolisado de lignocelulose, visto sua notavel capacidade de adaptagcdo ao
ambiente industrial (BLOMQVIST et al., 2010; PEREIRA et al., 2012; LEITE et al., 2013).

A presenca de Brettanomyces em vinicolas se inicia principalmente a partir de
abelhas e é espalhada em barris de vinho a granel a partir de outras vinicolas, o que
estabelece populagdes onipresentes extremamente dificeis de erradicar. Sua estratégia de
desenvolvimento € vagarosa e oportuna, ao invés de competir com Saccharomyces
durante a fermentagcdo primaria, ela emerge depois, com o tempo. Além disso,
Brettanomyces emprega uma estratégia contaminante parasitaria, secundaria, falta-lhe a
capacidade genética para sintetizar a biotina, o acido félico e outros micronutrientes
essenciais; dependendo que outros microrganismos liberem estes compostos durante a
autolise (SMITH, 2013).

A metabolizagdo dos diferentes acidos hidroxicinamicos (p-cumarico, ferulico,
caféico) por Brettanomyces é realizada por meio da agdo de duas enzimas. Inicialmente a
enzima hidroxicinamato descarboxilase transforma os &acidos hidroxicindmicos em
hidroxiestirenos, ou vinilfendis, que serao reduzidos a derivados etil pela enzima vinilfenol
redutase produzindo assim os etilfendis. O acido p-cumarico, por exemplo, é
descarboxilado a 4-vinilfenol pela enzima hidroxicinamato descarboxilase e em seguida
reduzido a 4-etilfenol por agcdo da enzima vinilfenol redutase (BENITO et al., 2009). A

producdo inicial de vinilfendis ndo € exclusiva de Breftanomyces, os acidos
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hidroxicinamicos também podem ser metabolizados por outras leveduras, tais como S.
cerevisiae (CHATONNET et al., 1993; HUANG et al., 1993) e P. guilliermondii (BARATA et
al., 2006), assim como bactérias, incluindo Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e E.
coli (CAVIN et al,, 1997; BARTHELMEBS et al., 2000; VAN BEEK; PRIEST, 2000).
Entretanto poucos microrganismos podem produzir os derivados 4-etil, sendo que
Brettanomyces é destaque na produgdo desses compostos e pode adicionalmente
converter 4-vinilfenol livre em 4-etilfenol e, portanto, € apta a utilizar 4-vinilfenol produzido
por outros microrganismos do vinho (DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2006).

A fim de combater essas leveduras deteriorantes e alcancar uma estabilidade
microbiolégica nos vinhos, tratamentos quimicos, fisicos e térmicos podem ser utilizados. A
adicdo de dioxido de enxofre ao vinho é o tratamento mais comum, porém, hoje em dia ha
uma tendéncia em reduzir seus niveis em vinhos. Pessoas portadoras de enxaqueca
relatam o agravamento da crise apds tomar vinhos, possivelmente devido a presenca deste
conservante, entretanto, ndo ha conclusdes definitivas sobre esse elemento ser o causador
das dores.

O dioxido de enxofre, no vinho, pode ser encontrado na forma livre (molecular, sulfito
e bissulfito) e combinado com componentes do vinho, tais como agucar, acidos urénico e
cetbnico e acetaldeido. A forma SOz livre é a fragdo que possui eficiente acao antilevedura
e o convencional para controle de Brettanomyces € a manutengao de SOz livre a um nivel
de cerca de 30 ppm em pH relativamente baixo. Isso porque, na presenga de ions H*,
ocorre a reacao destes com a forma HSOs, produzindo SOz e H20, aumentando a
concentragéo da forma SO:2 e, portanto, aumentando o efeito do didxido de enxofre sobre
as leveduras (SMITH, 2013).

A acao antileveduras, no caso do SOz, ocorre quando o composto entra na célula e
quebra a atividade de enzimas. Forma ligagbes com aldeidos, cetonas, tiamina e cisteina
presentes em residuos de proteina. O sulfito forma ligagdes com NAD, nucleosideos,
nucleotideos e lisa ligagdes dissulfetos em proteinas nativas, um processo chamado
sulfitolise ("“WHO Food Additives Series 217). Além disso, o sulfito, foi apontado como
capaz de realizar mudancas no perfil de transcricdo na fase exponencial de S. cerevisiae,
essas mudancas envolvem a supra-regulagdo de genes envolvidos no metabolismo de
carboidratos e sub-regulagdo de genes com fungdes em biossintese de proteinas e
transcricdo (PARK; HWANG, 2008).

Algumas estratégias de controle visam a manutengdo de niveis baixos constantes

das populagdes de Brettanomyces, ja que quantidades pequenas de etilfendis ndo s6 séo
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inofensivas como podem agregar resultados positivos na qualidade do vinho. Dessa forma,
métodos para remocgao ou inativagao total das células, como tratamento térmico do vinho
ou a filtragao estéril, devem ser utilizados somente caso o numero de B. bruxellensis
aumente (BARATA et al., 2008a).

De fato, a quantidade de etilfenol capaz de produzir estragos no vinho é
controversa, relata-se que a presenga de concentragbes tao baixas quanto 425 ug/L ja
podem impactar as propriedades sensoriais do vinho, porém a percepgao desses
compostos € dependente de outros componentes do vinho e da sensibilidade de quem o
degusta (CHATONNET et al., 1992; SMITH, 2013). Baixas concentra¢des de 4-vinilfenol, 4-
vinilguaiacol e 4-vinilseringol também podem ter inofensivas ou mesmo desejaveis
propriedades aromaticas, tais como apimentado, amadeirado e doce (HERESZTYN, 1986;
VAN BEEK; PRIEST, 2000). No entanto, quando presentes em concentragdes maiores que
725 ug/L, as contribuigcbes para aroma e sabor sao deletérias na qualidade do vinho. Maior
concentracdo de 4-vinilfenol € comumente associada com aromas indesejaveis, como
medicinal ou fendlico (CHATONNET et al., 1993).

Outro desafio no controle de Brettanomyces é que, muitas vezes, essa levedura nao
€ detectada por meio de técnicas baseadas em cultivo, no entanto, alguns vinhos
apresentam aromas associados aos compostos fendlicos produzidos por elas alguns
meses ou anos depois do engarrafamento, um dilema que poderia potencialmente ser
explicado pela habilidade de Brettanomyces entrar em um estado de “viavel porém néao
cultivavel” (VBNC - do inglés “viable but non-culturable”) (AGNOLUCCI et al., 2010;
SERPAGGI et al., 2012). Este estado é caracterizado pela incapacidade de células se
reproduzirem em meio de cultura mesmo estando vivas e mantendo a atividade
metabdlica. A sintese macromolecular e taxa de respiracdo diminuem quando a célula
entra no estado de VBNC, por outro lado, os niveis de ATP e potencial de membrana
geralmente permanecem altos (LINDBACK et al., 2009; LAI et al., 2009). Aliado a isso,
alguns estudos sugerem que o principal efeito do SO:2 livre possa ser reduzir a
culturabilidade ao invés de realmente matar as células, sugerindo que este composto induz
as células ao estado de VBNC (DU TOIT et al., 2005; AGNOLUCCI et al., 2010).

Existe uma outra abordagem de ideias que busca o dominio de Brettanomyces
aliado ao enriquecimento do produto, utilizando o controle da levedura pela auséncia de
nutrientes e pelo equilibrio microbiano devido a presenca de outras espécies microbianas,
de forma a alcangar a integragdao aromatica por meio de uma boa estrutura do vinho, obtida

pela positiva interagdo de metabdlitos produzidos pelas diferentes espécies. A idéia basica
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€ que em vinhos de boa estrutura, aromas microbianos que, isoladamente, apareceriam
como elementos de deterioragéo, possam ser integrados, produzindo uma complexidade
aromatica positiva, de maneira que a interagao de aromas varietais de legumes, carvalho e
atividade microbiana produza uma estrutura fendlica adequada. De fato, a presenca de
outros microrganismos aparenta ser uma ferramenta util no controle populacional. Quando
Brettanomyces se encontra na presenca de outras espécies microbianas normalmente
presentes em vinhos, mantém-se em uma populagdo de menos de 500 células.mL"'. No
entanto, quando a espécie € inoculada em vinhos esterilizados pode chegar a uma
concentragéo de 107 cels.mL-'. (SMITH, 2013).

Além disso, alguns estudos indicam que Brettanomyces pode ser fortemente
influenciada pelos fatores ambientais. Dias e colaboradores (2003) caracterizaram o efeito
de uma variedade de fatores sobre a produgao de 4-etilfendis por D. bruxellensis, em meio
sintético e sucos de uva, determinando a produgcdo de fendis volateis em condi¢des
enoldgicas, como a influéncia da fonte de carbono e o teor de etanol. Ja Chandra e
colaboradores (2014) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para explicar
como o padréao de crescimento de D. bruxellensis e a produgdo de 4-etilfenol foram
afetados por dioxido de enxofre, etanol e glicose. Nenhuma interagéo entre glicose e
diéxido de enxofre ou etanol foi observada no crescimento. No entanto, foi notada uma
interacdo negativa do didxido de enxofre com etanol na produgdo de 4-etilfenol. Além
disso, demonstraram que os baixos niveis de glicose, utilizados em vinhos tintos para dar
um paladar mais suave, nem sempre aumentam a susceptibilidade a deterioragéo do vinho
por causa metabolismo da espécie. Por outro lado, Barata e colaboradores (2008b)
demonstraram que D. bruxellensis ndo € mais resistente do que S. cerevisiae para os
principais inibidores, como o etanol e didxido de enxofre e sugeriram que, provavelmente,
mecanismos subjacentes a capacidade de sobreviver em ambiente pobre em nutrientes
sdo a chave para explicar a sua proliferagdo, quando o ambiente se torna menos
estressante.

D. buxellensis possui vantagem de utilizar nutrientes que S. cerevisiae nao
consegue, como por exemplo o nitrato, caracteristica que € utilizada na taxonomia do
género (BARNETT et al.,, 2002; DE BARROS PITA et al., 2011). A utilizagdo de nitrato
determina, nessa espécie, um padrao diferente de produtos de fermentacdo, em
comparagao com a utilizagdo de amoénio. A assimilagao de nitrato suprime o Efeito Custer,
que consiste na inibicdo da fermentagao alcodlica sob condi¢do anaerdbica (GALAFASSI

et al., 2013). O efeito Custer € atribuido a um desbalanc¢o redox causado pela redugéo de
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NAD* durante a oxidagédo de acetaldeido a acido acético (Ciani & Ferraro, 1997). A via de
assimilacao de nitrato nessas leveduras € composta por transportadores de alta afinindade
e duas enzimas redutases, a nitrato e a nitrito redutase. A redugcdo da molécula de nitrato
por essas enzimas resulta em amoénia e reoxidacédo de 4 moléculas de NAD(P)H, aliviando
o desequilibrio redox que ocasiona o Efeito Cluster (SIVERIO, 2002).

A espécie Dekkera/Brettanomyces bruxellensis também possui caracteristicas
diferenciadas com relacdo a espécies nao-Saccharomyces, como por exemplo a
capacidade de utilizar compostos pouco comuns como fontes de carbono e nitrogénio, a
tolerancia a etanol e pH baixo, bem como a sua excelente adaptacdo ao ambiente
industrial (JOLLY et al., 2006).

Estudar a fundo as caracteristicas dessa espécie pode ser essencial para obter
sucesso no controle dessa levedura contaminante, ou ainda pode possibilitar novas
alternativas para utilizagdo dessa espécie em favor da Biotecnologia. Assim, o presente
trabalho buscou avaliar a fisiologia da cepa B. bruxellensis 2211 com relagdo a paréametros
fermentativos, visando controlar seu crescimento e producao de etilfendis, para prevenir a

contaminacao de vinhos.
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OBJETIVOS
1. Gerais

O presente trabalho teve por objetivos gerais o estudo do comportamento fisiologico
de estirpes de leveduras frente a parametros fermentativos e influéncia de compostos do

meio, visando processos de fermentacgao alcodlica.

2. Especificos

- desenvolver uma metodologia de triagem em diversas cepas de leveduras por
meio da adaptacdo de um teste realizado em placas, de rapido resultado, para identificar
aquelas capazes de produzir etanol a partir de xilose;

- diagnosticar as cepas promissoras em fermentacdo de xilose por meio desse
processo de triagem;

- estudar essas estirpes promissoras com relagdo a tolerancia a etanol, acidez e
compostos conhecidos como inibidores do processo de fermentagcdo, como furfurais e
compostos fendlicos, comumente encontrados em hidrolisados de lignoceluldsicos;

- avaliar o desempenho das leveduras promissoras durante processo de
fermentacdo alcodlica, com xilose em meio semi-sintético, empregando diferentes
condicdes de temperatura, pH, concentragao celular inicial e concentragcdo de nutrientes.

- analisar a fisiologia e crescimento da estirpe Brettanomyces bruxellensis ISA 2211
na variagéo de fatores nutricionais, etanol e SOz, visando evitar o crescimento populacional

e a produgao de etilfendis para prevenir a deterioragédo de vinhos.
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Capitulo 2

TESTE RAPIDO PARA SELEGAO DE LEVEDURAS
FERMENTADORAS DE XILOSE



Resumo

Dentro da atual proposta de se aproveitar hexoses e pentoses presentes nos
materiais lignoceluldsicos para produgcdo de etanol de segunda geragao, esbarra-se na
falta de linhagens ideais para fermentar pentoses, apesar dos avangos obtidos com
estirpes de Saccharomyces cerevisiae engenheiradas. A busca por novas cepas
naturalmente fermentadoras de pentoses deve continuar, uma vez que se conhece muito
pouco das habilidades e metabolismo de cepas nao-Saccharomyces, além do que estirpes
diferentes, mesmo pertencendo a uma mesma espécie, possuem comportamentos
diferentes, que podem ser dependentes do ambiente do qual foram isoladas ou estédo
adaptadas. Com vista nessa proposta, este Capitulo apresenta a avaliagdo de um método
para selecao de leveduras fermentadoras de xilose. Foram utilizadas leveduras isoladas de
trabalhos anteriores do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (LBMA) do
IBILCE-UNESP/ S&o José Rio Preto e da colegdo do Laboratorio de Microbiologia do
Centro de Estudo de Insetos Sociais (CEIS) do IB-UNESP/ Rio Claro. Foram estudadas 36
cepas das quais, 17 foram positivas para fermentagcéo daquele agucar. Apds ensaios para
quantificacdo do etanol por cromatografia gasosa, observou-se que as linhagens Candida
Shehatae var. shehatae PT1-1BASP e Aureobasidium pullulans LB3.1 destacaram-se na
produgao de etanol. Enquanto a maior parte das cepas apresentaram apenas tragos de
producdo de etanol, essas apresentaram produgdo de etanol de 12 e 7 g.L",

respectivamente.

Palavras-chave: pentoses, fermentagdo alcodlica, bioetanol, Candida shehatae,

Aureobasidium pullulans.
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1. INTRODUGAO

Enquanto muitos microrganismos conseguem converter a glicose eficientemente em
etanol e outros compostos desejados pela industria, a utilizagdo e bioconversdo de
pentoses permanece um desafio. A levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente
utilizada na industria em processos de fermentagcdo alcodlica, ndao possui, em sua
natureza, a capacidade de fermentar pentoses.

Durante as ultimas décadas, varios estudos de isolamento e de selegcdo de
leveduras relataram espécies com capacidade de fermentar xilose. Os géneros mais
frequentes s&o: Brettanomyces, Candida, Kluyveromyces, Pachysolen, Pichia, e
Schizosaccharomyces (GONG et al., 1983; MCMILLAN, 1993; CHANDRAKANT; BISARIA,
1998), mas alguns géneros menos comuns também sao relatados, como Aureobasidium,
Citeromyces, Clavispora, Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum, Issatchenkia,
Kloechera, = Metschnikowia, = Rhodotorula, =~ Saccharomycopsis, = Sporopachydermia,
Torulaspora e Wingea, produzindo desde tragos de etanol a fatores de rendimento de
xilose em etanol (Yp/s, g etanol/g xilose consumida) de 0,3 g/g (58% do maximo tedrico),
dependendo das condi¢cbes experimentais (GONG et al.,, 1981; TOIVOLA et al., 1984;
NIGAM et al., 1985; RAO et al., 2008).

A D-xilose é a pentose mais abundante no material lignoceluldsico e, por isso, a
maior parte das pesquisas de producao de etanol de segnda geracgao a partir de pentoses
esta relacionada a esse agucar. Entretanto, a L-arabinose também esta presente em
concentragdes significantes em muitas hemiceluloses como os residuos da cana-de agucar
ou espécies herbaceas e alguns estudos visam também o aproveitamento desse agucar
(BECKER; BOLES, 2003; KARHUMAA et al., 2006; KNOSHAUG et al., 2009; RICHARD et
al., 2003).

Apos o transporte, D-xilose é primeiro reduzida a xilitol por meio da enzima D-xilose
redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) e subsequentemente oxidada a D-xilulose pela
xilitol desidrogenase (D-xilose redutase, EC 1.1.1.9). Por meio da enzima D-xiluloquinase
(EC 2.7.1.17.) a D-xilulose é convertida em D-xilulose-5-fosfato. Ribulose-fosfato-3-
epimerase (EC 5.1.3.1) transaldolase (EC 2.2.1.2) e transcetolase (EC 2.2.1.1)
sequencialmente convertem a D-xilose-5-fosfato em gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-
fosfato por rearranjo ndo oxidativo levando a formagdo de etanol pela via Embden-
Meyerhof (CHANDEL et al., 2011).
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A enzima xilose redutase (XR), que catalisa a primeira reacdo é capaz de usar
NADPH e NADH, sendo que utiliza o NADPH com maior frequéncia, ja a enzima xilitol
desidrogenase, que produz xilulose a partir do xilitol, € NAD*-dependente. Dependendo do
balango redox da célula (equilibrio entre NADPH e NAD*), o xilitol pode ser secretado para
0 meio externo, resultando em baixo rendimento em etanol. Desse modo, o potencial redox
da célula pode determinar o sucesso do processo fermentativo de xilose, devendo, por
isso, ser considerado (LIANG et al., 2014).

Existem diversos estudos com as espécies S cerevisiae, Scheffersomyces stipitis,
Candida shehatae e Pachysolen tannophilus, além de cepas de Kluyveromyces marxianus
e Candida tropicalis visando o aprimoramento do processo de producido de etanol a partir
de hidrolisados lignocelulésicos, bem como o melhoramento das linhagens por mutagéo
(WATANABE et al., 2011; TOMITAKA et al., 2013; WANG et al., 2015).

Recentemente, varios grupos de pesquisas tém se concentrado na Engenharia
Genética da espécie S. cerevisiae para que esta seja capaz de produzir etanol a partir de
pentoses, uma vez que esta levedura € muito bem adaptada ao processo de fermentacao
alcodlica, apresentando altos rendimentos. Entretanto ainda ndo se obteve a linhagem
ideal para ser aplicada industrialmente, a produtividade e rendimento de etanol por essas
cepas € semelhante a de algumas cepas naturais, aparentemente o problema dos baixos
rendimentos esta relacionado ao processo de metabolismo da xilose em si e ndo das
caracteristicas do microrganismo utilizado (GUO; JIANG, 2013; HECTOR et al., 2013;
KATO et al., 2013; MOON et al., 2013).

E importante que a busca por novas cepas continue, principalmente porque este tipo
de estudo leva ao conhecimento do metabolismo de pentoses das leveduras e serve como
fonte de sistemas génicos envolvidos (LORLIAM et al., 2013; CADETE et al., 2013;
MORAIS et al., 2013). Estirpes pertencentes a uma colegdo também podem ser estudadas
no sentido de se buscar uma que seja promissora, para isso, uma metodologia que ajude a
diferenciar, de forma rapida e eficiente, as cepas capazes de apenas assimilar xilose ou
produzir etanol pode ser muito util. Assim, uma adaptagdo a partir da metodologia de
Grabek-Lejko e colaboradores (2006) foi avaliada para aplicagao na selegcédo de linhagens
de leveduras capazes de produzir etanol utilizando apenas xilose como fonte de carbono,

por meio de teste em placas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Microrganismos
A Tabela 1 mostra um total de 40 cepas de leveduras isoladas de trabalhos
anteriores do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (LBMA) do IBILCE —
UNESP/Sao José do Rio Preto (BAFFI et al.,, 2011; BEZERRA-BUSSOLI et al., 2013) e
outras pertencentes a colegao do do Laboratério de Microbiologia do Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS) do IB — UNESP/Rio Claro.

Tabela 1: Relagao das cepas utilizadas

Cepa Identificagdo Cepa Identificagdo
1A Aureobasidium pullulans N31 Pichia kluyvery
A11 Trichosporon multisporum N36 Hanseniaspora uvarum
A12 Trichosporon multisporum N38 Saccharomyces cerevisiae
B2 Debaryomyces sp N39 Issatchenkia orientalis
B3 Debaryomyces sp N4 Pichia sp.
B8(1) Sem identificagéo NS Candida stellata
B8(2) Sem identificagéo PT1-1BASP ardida shehateas var.
BRG-2A  Candida shehatae var. SIA32.1 o
insectosa Sem identificagao
BR6-2AY Qandlda shehatae var. SIA33.1 . o
insectosa Sem identificagao
CG8-8BY Qand/da shehatae var. SIA4.2 . o
insectosa Sem identificagao
G1.2 Pichia guilliermondii uU18 Cryptococcus flavescens
G10.2 Rodotorula sp. S54 Issatchenkia terricola
LB16 Aureobasidium pullulans S59 Issatchenkia occidentalis
LB3.1 Aureobasidium pullulans N17 Candida quercitrusa
LB34.1 Aureobasidium leucospermi N20 Candida quercitrusa
LB86 Aureobasidium leucospermi U2 Cryptococcus laurentii
MAD2-LA  Sem identificagéo U3 Sporidiobolus pararoseus
N19 Candida quercitrusa u12 Picchia guilliermondlii
CG5-5AY  Candida sp. FB1-1AY-a Candida silvae
FB1-1CASP Candida silvae BR3-3BY Candida silvae

As culturas foram mantidas em meio YEDP solido (1% Extrato de Levedura, 2%
Peptona, 2% Glicose e 1,5% Agar) em geladeira e por estocagem em glicerol (15%) a
-80°C. Para a estocagem em glicerol, pérolas de vidro foram lavadas com agua e, em
seguida, com agua destilada adicionada de duas a trés gotas de acido nitrico e novamente
com agua destilada. Apos esterilizagdo em tubo de rosca, cerca de 400 pL de solugéo
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glicerol a 15% foram colocados em frascos tipo Eppendorf esterilizados e, em seguida,
adicionado de duas algas da cultura de levedura. As pérolas de vidro foram adicionadas a
essa suspensdo de leveduras, que foram mantidas, “overnight”, no freezer a -20°C e,
entao, transferidas para freezer a -80°C.

2.2.Teste para triagem de leveduras fermentadoras de xilose

Com a finalidade de identificar quais cepas das cole¢cbes eram produtoras de etanol
a partir de xilose, foi utilizada a metodologia de “screening” descrita por Grabek-Lejko e
colaboradores (2006), com algumas adaptagdes. Essa metodologia permite a identificagéo
de cepas capazes de produzir etanol em meio com xilose como unica fonte de carbono,
pelo crescimento associado de outra cepa de levedura que nao assimila xilose, mas que
assimila etanol.

Para esse teste, as leveduras Candida sp. CG5-5AY, Candida silvae FB1-1AY-a e
BR3-3BY e cepa FB1-1CASP que nao assimilam xilose, mas crescem utilizando etanol
como fonte de carbono, foram utilizadas visando a escolha da mais adequada para a
aplicacao nos ensaios de selegao das estirpes fermentadoras de xilose a etanol.

Ap6s um cultivo de 24 h (30°C e 150 rpm de agitagdo) em meio liquido YNB (Yeast
Nitrogen Base) contendo 0,5% de glicose, as células de Candida sp. CG5-5AY, Candida
silvae FB1-1AY-a ou BR3-3BY ou cepa FB1-1CASP foram incorporadas ao meio de YNB,
agar (2%) e xilose (2, 4 e 6%) a uma densidade de 107 células/mL logo antes da
solidificagdo do agar, pelo método “pour-plate”. As diferentes concentragdes de xilose (2, 4
e 6%) foram utilizadas a fim de avaliar se haveria algum efeito da concentragdo inicial do
agucar e, assim, definir a melhor concentragéo para aplicagdes futuras da metodologia.

Com as placas prontas, as leveduras utilizadoras de xilose (a serem testadas) foram
plagueadas na superficie do agar e a levedura Candida shehatae var. insectosa CG8-8BY
foi plaqueada em cada placa como controle positivo, uma vez que ja é conhecido que esta
cepa produz etanol a partir de xilose. Placas que nao foram inoculadas com as leveduras a
serem testadas também foram incubadas como controle negativo, para garantir que nao
haveria crescimento das leveduras assimiladoras de etanol na auséncia das produtoras de
etanol.

Apos aproximadamente 10 dias de incubagédo (30°C), houve o aparecimento de
zonas de crescimento (halos) da levedura assimiladora de etanol ao redor de cada coldnia
produtora de etanol a partir de xilose (Figura 3). Foi realizada a medi¢cao do diametro da

colénia da levedura assimiladora de xilose e o raio do anel de crescimento da cepa
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assimiladora de etanol, a fim de se verificar uma possivel relacdo entre crescimento da
colbénia, quantidade de etanol produzido e o crescimento da cepa assimiladora de etanol.

Foram avaliadas 36 leveduras quanto a assimilagdo de xilose e produgao de etanol,
quatro cepas diferentes capazes de assimilar o etanol e trés concentracdes diferentes de
xilose. Essas variaveis resultaram na realizacdo de 12 testes para cada levedura,
totalizando 432 ensaios.

Para verificagcdo da eficacia do teste de triagem e avaliar se uma concentragéo
minima de etanol seria necessaria para o crescimento das cepas assimiladoras foram
feitos ensaios de crescimento em meio liquido contendo etanol em diferentes

concentragdes, conforme descrito a seguir.

Figura 3: Teste para triagem de leveduras fermentadoras de xilose
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2.3.Determinagao da concentragao minima de etanol para o crescimento das
cepas assimiladoras de etanol
A avaliagao da capacidade das cepas crescerem em etanol foi realizada utilizando
método de diluicdo do composto em YNB em uma série de 12 tubos Falcon. A partir de
uma concentracdo de etanol em YNB de 80 mmol.L™, diluiu-se uma aliquota dessa solugéo

em YNB (1:1) a fim de obter a concentragdo de 40 mmol.L-'. Apés homogeneizagdo uma
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aliquota da solugédo de 40 mmol.L-' de etanol foi utilizada para diluigdo em YNB (1:1) a fim
de obter a concentragdo de 20 mmol.L-! de etanol. Esse processo de homogeneizagdo e
diluigdes sucessivas foi repetido até obtengéo da concentragéo de 0,6 mmol.L-! de etanol.
As cepas Candida silvae BR3-3BY, Candida sp CG5-5AY, FB1-1CASP e Candida
silvae FB1-1AY-a foram suspendidas em solucdo de NaCl (0,9%) até atingir uma
densidade o6ptica de 0,5 a 600 nm e 0,5 mL da suspenséo de cada cepa foi utilizada para
inocular 6 mL das diferentes concentracdes de etanol. Estas foram incubadas a 30°C, sob
agitacdo de 200 rpm, durante 96 h. Foram feitas leituras de densidade Optica do tempo
inicial (tempo 0), em 20h e 96 h de cultivo. As leituras da densidade 6ptica foram realizadas

a 600 nm em microplacas.

2.4.Padronizagao do inéculo nos experimentos de cultivo e fermentagao

Apos identificar as cepas positivas para fermentacdo de xilose, para cada cepa
positiva foi realizado uma curva de regressao linear para padronizacao de inéculo.

Apds cultivo por 24 h em meio YEPX (1% Extrato de levedura, 2% Peptona e 2%
Xilose) a 30°C e agitagdo de 150 rpm, diversas diluigdes do cultivo foram realizadas e as
absorbancias determinadas a 600 nm. Paralelamente, as mesmas suspensdes foram
centrifugadas a 10000 x g, por 15 minutos, sendo o sobrenadante descartado, as células
suspendidas em agua destilada e centrifugadas novamente. O precipitado de células foi,
entdo, levado a estufa a 60°C, em frascos tipo Eppendorf de peso conhecido, até peso
constante. A partir desses dados, foi construida uma curva de calibragdo, plotando-se em
grafico os valores de absorbancia representando a densidade celular e de peso seco
correspondentes, obtendo-se uma equagao de regressao linear. Esta equacéo foi utilizada

para estimar a massa celular a ser utilizada como inéculo (4 g.L™").

2.5.Producao de etanol a partir de xilose

Para quantificar a producao de etanol a partir de xilose das cepas positivas no
processo de triagem, foram realizados ensaios de fermentagao alcodlica contendo xilose.
As leveduras foram pré-cultivadas em meio YEPD, a 30°C e agitagado de 150 rpm, por 24 h.
Apds este periodo, aliquotas foram centrifugadas a 10000 x g por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado de células inoculado (em uma concentragao
celular final de 4,0 g.L-') em meio nutriente basal - composto por KH2PO4 (2,0 g.L "),
(NH4)2S04 (2,0 g.L"), MgS04.7H20 (1,0 g.L"), ureia (0,3 g.L"), CaCl2 (0,3 g.L"), solugéo
de sais (1,0 g.L™"), xilose (60,0 g.L-') e extrato de levedura (10,0 g.L-"), com pH inicial 5.

45



Foram utilizados Erlenmeyers de 125 mL fechados com valvula prépria para fermentagéo,
a valvula foi preenchida com solugdo de metabissulfito de sédio a 1 g.L"'. Quando
misturado em agua o metabissulfito de sodio libera dioxido de enxofre, que é agente
antimicrobiano, e sulfito de sodio, que é um sequestrador de oxigénio (2 NaS203 + O2 — 2
Na2S0s4), evitando, assim, a entrada de O2 no frasco, mas permitindo a saida do CO:2
produzido pela levedura.

A fermentacdo foi realizada durante 48 h, a 30°C e sob agitacdo de 100 rpm. A
quantificacdo do etanol foi realizada por cromatografia gasosa conforme metodologia

descrita no item 2.8.

2.6.Avaliagcao de crescimento
Para a determinagdo da massa celular, amostras (2,0 mL) do cultivo foram tomadas
periodicamente, transferidas para Eppendorfs de peso conhecido e centrifugadas a 6000 x
g, por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para quantificacdo do consumo de
agucares e o precipitado de células foi, entdo, levado a estufa a 60 °C, no proprio

Eppendorf até peso constante.

2.7.Avaliagao de viabilidade celular e taxa de brotamento

A determinacdo da viabilidade celular e taxa de brotamento foram periodicamente
acompanhadas através do método de coloragao com eritrosina. Amostras de 200 uL foram
transferidas para 200 yL da solugdo padrao eritrosina e homogeneizadas. Apos 10
minutos, tempo necessario para que as células absorvam o corante, procedeu-se a
contagem em camara de Neubauer. As células viaveis apresentaram-se incolores,
enquanto as inviaveis, vermelhas. Com a morte da célula, a membrana celular perde sua
propriedade seletiva dos compostos que entram e saem da célula e, portanto, o corante
consegue acessar o citoplasma.

A solugao de eritrosina foi preparada diluindo-se 1 g de eritrosina em 100 mL de
agua destilada. Em seguida, 1 mL desta solugao foi diluida em 50 mL de solugdo tampéo
(0,2 M de NazHPO4 e 0,2 M de NH2PO4) e mantida a 7 °C.

A Viabilidade celular foi calculada por meio da equacéo:

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

A taxa de brotamento foi calculada por meio da equacao:

Brotamento (%) = (n° de células viaveis em brotamento/ n° de células viaveis) x 100
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2.8.Quantificagcao de etanol

A quantificagdo do etanol produzido foi realizada por cromatografia em fase gasosa
com injegao por head-space utilizando-se 6 mL do fermentado acondicionado em tubos de
penicilina com septo de borracha, lacrados e mantidos a 40°C, por 10 minutos. Com uma
seringa do tipo gas-tight de 500 pL foram coletados 200 pL da fase gasosa e injetados no
cromatégrafo. O cromatégrafo gasoso (Perkin Elmer - Clarus 480) foi equipado com uma
coluna Carbowax 20M (30 m, 0,32 mm, 0,25 ym). O gas de arraste foi o nitrogénio, com
fluxo de 30 mL/min. As temperaturas dos blocos de injecdo e detecgado foram de 200°C. A
quantificacdo foi realizada com curva de calibragdo construida a partir de analises de

solugdes etanol: 4gua em diferentes proporgdes (0,2; 0,5; 1; 2 e 5 % de etanol).

2.9.Quantificagao de agucares
A quantificagdo de agucar redutor das fermentagdes em meio semissintético foi feita
pelo método do Acido Dinitrosalicilico (DNS), adaptado a partir de Miller (1959). Em um
tubo de ensaio, foram misturados 1,0 mL da amostra e 1,0 mL de DNS. A mistura foi
levada a banho em ebulicdo por 10 minutos e, em seguida, a banho de gelo para resfriar. A
esta mistura foram adicionados 8,0 mL de agua destilada e a leitura da absorbancia feita a
540 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em mg de agucar redutor.mL™" pelas

curvas padrao do agucar utilizado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Triagem de leveduras fermentadoras de xilose

A adaptacdo a partir de Grabek-Lejko e colaboradores (2006) foi eficiente, as
linhagens produtoras de etanol foram facilmente identificadas a partir do crescimento
indireto da outra estirpe, a cepa assimiladora de etanol, que cresceu ao redor das cepas
produtoras de etanol em todas as repeticoes do teste, de forma estavel e facilmente
reprodutivel. De um total de 36 cepas testadas quanto a producédo de etanol, 17 foram
positivas quanto a capacidade de produzir etanol a partir de xilose. Outras 11 cepas nao
assimilaram a xilose presente no meio, e ndo cresceram e, por fim, 8 cepas assimilaram o
agucar mas nao produziram etanol (teste negativo para crescimento das cepas

assimiladoras de etanol).
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Todas as cepas aplicadas como assimiladoras de etanol apresentaram crescimento
semelhante nos ensaios referentes a uma mesma cepa produtora de etanol, o tamanho do
halo de crescimento foi muito proximo. Entretanto, houve uma variagdo maior no tamanho
do halo quando comparamos diferentes cepas produtoras de etanol, o que significa que o
tamanho do halo da levedura assimiladora de etanol esta mais relacionado a estirpe que
produz o etanol do que a cepa assimiladora de etanol utilizada.

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam o raio de crescimento das leveduras assimiladoras
de etanol e a proporcao entre o tamanho desses halos de crescimento e o diametro das
colénias das leveduras fermentadoras de xilose a etanol e correspondem,
respectivamente, aos testes em meios contendo 2%, 4% e 6% de xilose.

Observou-se também que a extensdo do crescimento da levedura assimiladora de
etanol foi independente da concentracao de xilose do meio e ndo mostrou diferengas entre
as cepas testadas na assimilagdo de etanol. Sendo assim, para aplicagées futuras, optou-
se por utilizar a menor concentragédo de xilose (2%) e a levedura Candida silvae BR3-3BY,
por apresentar crescimento mais rapido e estavel.

Nas placas controles (sem indculo de leveduras produtoras de etanol) ndo houve
crescimento das leveduras assimiladoras de etanol, o que confirma o crescimento destas a
partir do etanol produzido pelas leveduras que fermentam xilose, mostrando a
confiabilidade do método de triagem para leveduras produtoras de etanol.

Com excessao da diferenga da levedura produtora de etanol utilizada, nenhuma
outra variante foi capaz de modificar o tamanho da regido de crescimento da assimiladora
do composto, nem a quantidade de xilose, nem as diferentes leveduras assimiladoras de
etanol utilizadas. O tamanho do halo de crescimento das estirpes utilizadas na assimilagéo
do alcool esta fortemente relacionado a cepa fermentadora.
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Tabela 2: Produgao de etanol e crescimento das leveduras em meio sélido contendo xilose
a 2% em placas de Petri, crescimento das cepas assimiladoras de etanol (medida do raio
de crescimento - Ra (cm)) e proporgéo entre o anel de crescimento da cepa assimiladora

de etanol e o diametro de crescimento da colénia da cepa produtora de etanol (Pap).

BR3-3BY CG5-5AY FB1-1CASP | FB1-1AY-a

Cepas Presencga Ra Pa/p Ra Pa/p R. Pa/p Ra Pa/p
de etanol*

1A + 059 033|056 028 |052 0,37 | 048 0,23
A11 + 0,12 0,25 | 0,11 0,18 | 0,25 0,57 | 0,25 0,42
A12 na
B2 + 0,28 058 026 068 |03 0,88 0,4 0,93
B8.1 + 0,26 0,21 | 0,33 0,29 0,3 0,28 | 0,19 0,20
B8-2 + 0,53 096 | 075 132 |057 0,70 | 0,27 0,31
BR6-2Al + 0,62 1,27 | 0,6 1,26 | 0,59 122 | 0,64 1,28
BR6-2AY + 0,73 140 |0,78 144 | 056 098 | 0,52 0,98
CG8-8BY + 0,79 122|099 155 /067 1,16 | 064 1,12
LB16 + 0,7 1,08 | 0,96 2,53 0,6 1,15 | 0,88 1,29
LB3.1 + 0,33 0,77 | 029 058 | 0,29 0,45 | 046 0,81
LB34.1 na
LB86 + 0,36 0,57 | 046 0,78 045 0,47 | 0,26 0,35
MAD2-LA na
N19 + 0,2 0,25 | 024 0,19 | 0,18 0,23 | 0,17 0,27
N36 na
N38 na
N39 na
N4 na
N5 na
PT1-1BASP + 048 062|014 024 | 025 044 | 0,16 0,27
SIA32.1 + 044 1111034 155 10,38 158 | 049 1,14
SIA33.1 + 1,22 260 | 14 359 11,29 269 | 095 1,98
SIA4.2 na
u18 -
S54 na
S59 na
N17 -
N20 -
U3 + 1,07 2,02 | 1,52 3,71 1,51 3,15 | 1,12 2,73
u12 + 1,08 2,30 | 1,53 4,03 | 1,81 4,21 1,52 3,71

* (+) produgao de etanol; (-) assimilagdo do agucar e sem produgao de etanol; (na) ndo assimilou o agucar
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Tabela 3: Producgao de etanol e crescimento das leveduras em meio sélido contendo xilose
a 4% em placas de Petri, crescimento das cepas assimiladoras de etanol (medida do raio
de crescimento - Ra (cm)) e proporgao entre o anel de crescimento da cepa assimiladora

de etanol e o diametro de crescimento da colénia da cepa produtora de etanol (Pap).

BR3-3BY CG5-5AY FB1- FB1-1AY-a
1CASP
Cepas Presencga R. Pa/p Ra Pa/p R. Pa/p Ra Pa/p
de etanol*

1A + 0,69 0,17 | 0,26 0,20 | 0,22 0,14 | 0,43 0,28
A11 + 0,13 0,19 | 0,13 0,19 | 0,24 0,56 | 0,25 0,63
A12 na
B2 + 0,27 060 | 0,25 061|031 049 0,18 0,33
B8.1 + 0,53 0,39 | 0,36 0,33 | 043 0,25 | 0,27 0,23
B8-2 + 0,33 062|048 1,04 | 0,24 0,39 | 0,28 0,32
BR6-2Al + 0,61 103|069 1,07 | 061 1,00 | 064 1,05
BR6-2AY + 08 157 066 085|073 138 | 0,29 0,66
CG8-8BY + 0,66 093|092 135|045 0,54 057 0,77
LB16 + 05 066 | 05 066|034 041 | 042 0,52
LB3.1 + 0,177 0,29 | 0,26 0,43 | 0,23 0,41 | 0,28 0,45
LB34.1 na
LB86 + 0,28 0,31 | 0,34 047 | 042 054 | 0,34 0,44
MAD2-LA na
N19 + 0,23 046 | 0,19 04 | 0,25 040 | 0,25 0,47
N36 na
N38 na
N39 na
N4 na
N5 na
PT1-1BASP + 0,57 090|034 061|039 0,75 | 0,11 0,26
SIA32.1 + 0,61 164 | 0,26 0,88 | 0,25 0,86 | 0,61 1,65
SIA33.1 + 0,81 213|093 266 | 134 239 | 1,04 1,86
SIA4.2 na
u18 -
S54 na
S59 na
N17 3
N20 -
u3 + 1,03 2,40 1,57 3,20 | 0,68 2,27 | 1,26 3,50
ui2 + 1,27 4,23 | 1,52 3,80 | 0,68 1,74 1,4 3,33

* (+) producao de etanol; (-) assimilagdo do agucar e sem produgao de etanol; (na) ndo assimilou o agucar
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Tabela 4: Producgao de etanol e crescimento das leveduras em meio sélido contendo xilose
a 6% em placas de Petri, crescimento das cepas assimiladoras de etanol (medida do raio
de crescimento - Ra (cm)) e proporgao entre o anel de crescimento da cepa assimiladora

de etanol e o diametro de crescimento da colénia da cepa produtora de etanol (Pap).

BR3-3BY CG5-5AY FB1- FB1-1AY-a
1CASP
Cepas Presenga Ra Palp Ra Palp Ra Palp Ra I:’alp
de etanol*

1A + 0,78 142 0,73 111 0,28 0,17 | 0,23 0,17
A11 + 0,16 0,26 | 0,16 0,26 | 0,22 0,49 | 0,22 0,48
A12 na
B2 + 0,26 0,68 | 0,13 0,33 0,14 0,30 | 0,08 0,21
B8.1 + 0,27 0,26 | 0,31 0,31 | 0,33 0,24 0,3 0,23
B8-2 + 0,21 041|032 057|039 049 | 043 0,93
BR6-2Al + 063 119 | 06 1,16 | 0,62 1,18 | 0,59 1,15
BR6-2AY + 059 144|058 094 | 07 233 | 0,38 0,84
CG8-8BY + 054 09 | 069 105 04 0,59 | 0,38 0,61
G10.2 =
LB16 + 0,36 049 | 0,55 093 | 0,61 0,74 | 0,66 1,03
LB3.1 + 0,23 0,48 | 0,23 0,40 0,36 0,51 | 0,28 0,41
LB34.1 na
LB86 + 0,35 044 | 0,32 057 | 0,73 085 | 05 0,65
MAD2-LA na
N19 + 0,18 0,22 | 0,22 0,35 | 0,25 0,37 | 0,15 0,24
N31 -
N36 na
N38 na
N39 na
N4 na
N5 na
PT1-1BASP + 0,44 083|031 061|017 0,35 | 0,14 0,28
SIA32.1 + 0,47 1,13 | 0,28 1,08 | 0,31 1,1 0,55 1,17
SIA33.1 + 0,58 1,38 | 051 113 0,86 1,87 | 0,65 1,51
SIA4.2 na
u18 -
S54 na
S59 na
N17 =
N20 -
u3 + 0,44 126 | 0,84 195045 1,26 | 1,17 4,18
u12 + 0,84 1,29 | 1,33 2,66 | 0,68 1,28 | 1,22 4,07

* (+) produgao de etanol; (-) assimilagdo do agucar e sem produgéo de etanol; (na) ndo assimilou o agucar
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Para identificar qual a quantidade minima de etanol necessaria para que ocorresse
o crescimento das cepas assimiladoras de etanol, essas foram cultivadas em meio liquido
contendo apenas etanol como fonte de carbono em diferentes concentragdes. O
crescimento foi avaliado, apds cultivo de 96 h, por meio da densidade 6ptica a 660 nm e os
resultados sdo mostrados na Figura 4. Observa-se por esses dados, que o crescimento
ocorreu em meio com concentragbes de etanol variando de 5 e 80 mmol.L-!, sendo que
abaixo de 5 mmol.L"! as leveduras n&o foram capazes de crescer.

Por esses ensaios em meio liquido pode-se concluir que, se as leveduras
assimiladoras de etanol cresceram nas placas, ao redor das cepas produtoras, estas
ultimas devem ter produzido quantidades minimas de 5 mmol.L-' e que, as cepas que
foram consideradas negativas para a produgdo de etanol, podem ter produzido
quantidades abaixo desse limiar de assimilagdo. Portanto, o teste é eficaz, porém, requer

concentragdo minima de etanol para detecgéo.

Figura 4: Variagdo da densidade Optica das leveduras assimiladoras de etanol em meio
YNB liquido com diferentes concentragdes do composto, por 96 h, a 30°C e 200 rpm.
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3.2.Producao de etanol a partir de xilose

As 17 cepas positivas dos testes de triagem passaram por ensaios de fermentacgéo
alcodlica para quantificagdo da producdo de etanol. Uma vez que houve variagdo do
tamanho da regido de crescimento das cepas assimiladoras de etanol de acordo com a
cepa produtora, a quantificagdo do produto objetivou verificar se havia correlagcéo entre a
quantidade do composto produzida e o tamanho do halo da cepa assimiladora do mesmo.

Os meios de cultivo de todas as leveduras apresentaram pico correspondente a
etanol quando analisados em GC, porém alguns ndo corresponderam a concentragdes
suficientes para a quantificacao (A11, B2, B8(1), B8(2), BR6-2Al, N19, SIA32.1, SIA33.1,
U3 e U12). A Tabela 5 mostra os resultados da produgao de etanol e consumo de xilose
durante a fermentacgao.

Pela comparacdo dos dados de producado de etanol das tabelas 4 e 5 € possivel
constatar que nem todos os dados corroboram entre si visto que a cepa SIA 33.1 mostrou
maior crescimento que PT1-1BASP em meio sdlido e, no entanto, essa cepa produziu
apenas tracos de etanol em meio liquido, enquanto PT1-1BASP foi a que mais se destacou
na producéo de etanol. Sendo assim, fica claro que o tamanho da regido de crescimento
das cepas assimiladoras de etanol durante o processo de triagem n&o corresponde a
quantidade de etanol produzida.

O teste mostra alta confiabilidade quanto a detec¢ao de cepas capazes de produzir
o etanol, mas ndo diz nada sobre a quantidade de etanol produzido, € um teste util no
sentido qualitativo, porém n&o quantitativo. Inevitavelmente, apds apontadas quais as
linhagens capazes de produzir o etanol, € necessario que se fagam ensaios de
fermentacado alcodlica para saber se entre as positivas ha alguma cepa promissora para
aplicagao industrial.

Dentre as positivas do processo de triagem, a cepa Candida shehatae var. shehatae
PT1-1BASP destacou-se de todas as outras produzindo cerca de 12 g.L-" de etanol (0,27
g/g, 53 % do maximo tedrico) em 48 h de cultivo, seguida de Aureobasidium pullulans
LB3.1 que produziu cerca de 7 g.L"1 de etanol (0,16 g/g, 31 % do maximo tedrico) e de A.
pullulans 1A com 2 g.L*' (0,05 g/g). Cerca de 0,4 g.L-" de etanol foi a produgdo das cepas
C. shehatae BR6-2AY (0,05 g/g) e CG8-8BY (0,03 g/9).
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Tabela 5: Producdo maxima de etanol, consumo de xilose, rendimento da producao de etanol, peso seco maximo e rendimento de
crescimento durante fermentagéo por 48 h a 30°C e 100 rpm, utilizando meio liquido basal contendo 60 g.L-' de xilose e 10 g.L" de

extrato de levedura.

Etanol Xilose Rendimento Pesoseco Rendimento Viabilidade
Cepa de levedura maximo consumida etanol maximo crescimento em48h

(9.L7) (g.L7) (9/9)* (mg/mL) (9/9)™ (%)
Aureobasidium pullulans 1A 1,98 (48 h) 39,09 0,05 14,4 0,37 96
Trichosporum multisporum A11 tracos 18,78 - 15,5 0,83 98
Debaryomyces sp B2 tragos 19,69 - 13,7 0,70 99
B8(1) tragos 22,6 - 13,15 (12 h) 0,60 97
B8(2) tracos 21,7 - 17,1 0,79 99
Candida shehatae var. insectosa BR6-2Al tragcos 14,8 - 9,95 (12 h) 0,67 0
Candida shehatae var. insectosa BR6-2AY 0,45 (24 h) 9,79 0,05 8,65 (12 h) 0,88 0
Candida shehatae var. insectosa CG8-8BY 0,48 (24 h) 18,9 0,03 9,85 (12 h) 0,52 0
Aureobasidium pullulans LB3.1 7,0 (48 h) 44,08 0,16 23,0 0,52 96
Aureobasidium pullulans LB16 0,99 (48 h) 22,59 0,04 11,35 0,50 97
Aureobasidium leucospermi LB86 1,53 (48 h) 33,13 0,05 14,0 0,42 95
Candida quercitrusa N19 tragos 19,84 - 9,65 0,49 99
Candida shehateae var. shehatae PT1- 97
1BASP 11,9 (48 h) 43,81 0,27 5,9 (24 h) 0,13
SIA32.1 tracos 29,89 - 11,1 0,37 93
SIA33.1 tragos 21,35 - 11,3 0,53 49
Sporidiobolus pararoseus U3 tracos 19,71 - 12,4 0,63 45
Picchia guilliermondii U12 tragos 16,07 - 11,4 0,71 42

*grama de etanol por grama de xilose consumida; **grama de peso seco por grama de xilose consumida



As cepas PT1-1BASP e LB3.1 foram as que mais consumiram o agucar do
meio, embora a C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP (Figura 5a) tenha
apresentado crescimento menor que LB 3.1 (Figura 5b) sugerindo que a PT1-
1BASP usou parte da xilose consumida para produgdao de etanol, conforme

comprovado pelo maior rendimento fermentativo.

Figura 5: Perfil de produc&o de etanol, consumo de xilose, crescimento,
viabilidade e taxa de brotamento das cepas
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Pode-se observar também por esses resultados, uma grande variagédo no
rendimento da fermentagdo alcodlica entre as cepas de C. shehatae.
Diferentemente da cepa PT1-1BASP, as cepas C. shehatae var. insectosa BR6-
2Al, BR6-2AY e CG8-8BY apresentaram baixa produgdo de etanol e baixa
viabilidade durante a fermentacéo, estando todas as células mortas ao final de 48
h, sugerindo que a variedade da espécie pode implicar em processos metabadlicos
diferenciados. Essa inconsisténcia provavelmente deve-se as diferengcas de
requerimento de oxigénio pelas cepas quando seguem a via metabdlica de
assimilacdo de xilose. Tem sido demonstrado que os niveis de oxigenagéo
requeridos para a assimilagcao e fermentacao de pentoses por diferentes cepas de
leveduras variam conforme a necessidade de cada uma na reconstituicado dos
potenciais redox envolvendo cofatores NAD(H) ou NADP(H)
(LERTWATTANASAKUL et al., 2013).

A espécie Candida shehatae é frequentemente apontada na literatura como
produtora de etanol (CHANDEL et al.,, 2007; SHUPE; LIU, 2012; GUAN et al.,
2013; HICKERT et al., 2014; GUPTA et al.,, 2014), entretanto a espécie A.
pullulans é pouco explorada nesse sentido. A maior parte dos trabalhos acerca de
A. pullulans, visam a producao do exopolissacarideo pululana e enzimas (SEO et
al., 2004; MANITCHOTPISIT et al., 2009; WANG et al., 2014), apenas poucos
trabalhos relacionam essa espécie a producdo de etanol. Estas pesquisas
apresentam rendimento de produgio entre 0,2 e 0,26 g.g™!, (produto/substrato
consumido), seja o substrato xilose (NIGAM, J. N. et al., 1985; KOSSACZKA et
al., 1991) ou sacarose (CAROLAN et al., 1976).

4. CONCLUSOES

O teste se mostrou muito confidvel no sentido de apontar estirpes de
leveduras com capacidade de produzir etanol a partir da xilose, entretanto nao
permite ter ideia da quantidade de etanol que as linhagens sdo capazes de
produzir. Sendo assim, pode ser muito util no sentido de separar, em uma grande
colecédo, aquelas cepas que possuem essa propriedade, pois se trata de um teste
simples e rapido e pode significar economia de tempo em um processo de triagem
envolvendo muitas amostras. Contudo, a quantificacdo do etanol sé poderia ser
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realizada em uma segunda etapa, com ensaios de fermentacdo alcodlica das
leveduras que se apresentaram positivas por meio do teste.

Uma vez que as cepas C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP e A.
pullulans LB3.1 foram as mais promissoras quanto a producao de etanol a partir
de xilose, elas foram as escolhidas para serem estudadas quanto as
caracteristicas que podem influenciar no processo de fermentacdo, tais como
resisténcia a etanol, resisténcia a compostos inibidores presentes no mosto, bem
como outras caracteristicas que podem influenciar na produgéo de etanol durante
o processo fermentativo, como pH, temperatura, concentracdo celular inicial,
aeragéo e nutrientes (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Tais estudos s&o

apresentados no capitulo seguinte.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DAS CONDIGOES DE CULTIVO NA
FERMENTAGAO ALCOOLICA DE XILOSE POR Candida

shehatae E Aureobasidium pullulans



RESUMO

A partir dos resultados obtidos no capitulo anterior, as cepas Candida shehatae var.
shehatae PT1-1BASP e Aureobasidium pullulans LB3.1 foram escolhidas para serem
avaliadas sob diversas condi¢des de fermentagao a fim de estudar seu comportamento e
tentar encontrar as condigdes mais favoraveis para producédo de etanol a partir de xilose.
Assim, as cepas foram submetidas a testes de tolerancia a acidos, etanol e compostos
inibidores que s&o liberados em alguns processos de tratamentos de materiais
lignoceluldsicos que precedem a hidrélise enzimatica. Além disso, foi realizada a avaliagao
do desempenho das mesmas diante de parametros importantes em processos
fermentativos como temperatura, pH, concentragdo celular inicial e concentracdo de
nutrientes no meio. O conhecimento da influéncia desses parametros sobre cada cepa
permitiu o delineamento de condi¢cdes de fermentagdo que resultaram em maior consumo
do acucar e aumento da produtividade de etanol. As melhores condi¢cdes de fermentacao
estabelecidas para C. shehatae foram 28°C, pH 4, concentragéo celular de 10 g.L-' e meio
contendo 150 g.L" de xilose com suplementagdo de 10 g.L"' de extrato de levedurae 1 g.L-
' de ureia, tendo-se alcangado 18,7 g.L"' de etanol. Para A. pullulans, essas condigdes
foram 28°C, pH 4, concentragao celular de 2 g.L-', e meio contendo 100 g.L" de xilose com
suplementagéo de 10 g.L! de extrato de levedura e auséncia de ureia, que permitiram a

obtengdo de 17,5 g.L"" de etanol.

Palavras-chave: bioetanol, xilose, inibidores, ureia, extrato de levedura
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1. INTRODUGAO

Entre as espécies de leveduras fermentadoras de pentoses, as que apresentam
maior potencial estdo Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae, Pachysolen tannophilus
e Kluyveromyces marxianus. Sabe-se que alguns fatores do processo influenciam
fortemente os rendimentos e produtividades de etanol durante a fermentagao de pentoses
por essas leveduras, entre eles estdo a quantidade de oxigénio disponivel, pH,
temperatura, concentracdo celular inicial e suplementagdo do meio de cultivo com
nutrientes. Além disso, ha que se levar em consideragao a presengca de compostos que
sdo gerados durante alguns processos de pré-tratamento para hidrolise do material
lignocelulésico que sao considerados inibidores do desempenho das leveduras em
processo fermentativo. Muitos grupos de pesquisas vém estudando a resposta das cepas
de leveduras a esses fatores, abordando tanto leveduras que naturalmente fermentam
pentoses quanto cepas modificadas geneticamente para tal funcdo (MATSUSHIKA;
SAWAYAMA, 2013; TAKAHASHI et al., 2013; ASK et al., 2013; UNREAN; NGUYEN, 2013;
SEHNEM et al., 2013; DEMEKE et al., 2013; MORENO et al., 2013a; FARIAS et al., 2013).

Um dos principais fatores que influenciam a fermentacdo de pentoses é a
oxigenagdo. Um nivel de aeragdo se mostra necessario para atingir rendimentos
satisfatérios de producdo de etanol. A anaerobiose leva a quantidades insatisfatérias de
etanol e acumulo de xilitol devido ao desequilibrio redox existente entre os cofatores
NADH/NADPH (LIANG et al., 2013), enquanto a total aerobiose leva ao desenvolvimento
de massa celular e pouca producdo de etanol. Assim se faz necessario otimizar a
disponibilidade de oxigénio em condigdes de microaerobiose (HANLY; HENSON, 2013;
BELLIDO et al., 2013).

Os rendimentos e produgao de etanol também sao influenciados pela concentragao
de agucar no meio de cultivo. Analises de cinética da produgdo de etanol mostram que
maior concentracdo de acgucar representa maior produgcdo de etanol, porém os
rendimentos sdo maiores em presenca de menores quantidades de acgucares. Nesse
sentido, também é necessario buscar uma otimizagao entre concentragcdo de acucares e
taxa de crescimento celular (UNREAN; NGUYEN, 2013; FARIAS et al., 2013).

A fonte de nitrogénio e sua quantidade também sao fatores que podem aumentar a
producdo de etanol (PALNITKAR; LACHKE, 1992). Além disso, a suplementacdo do meio
com nutrientes complexos também pode ser benéfica a producdo de etanol. Estudos
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envolvendo experimentos com meios sintéticos ou hidrolisados lignoceluldsicos
enriquecidos com nutrientes complexos, tais como extrato de levedura e peptona, com
frequéncia, relatam maior acumulo de etanol (DU PREEZ, 1994; OLSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1996; SILVA et al., 2010).

Além dos fatores comuns ao processo fermentativo, deve-se levar em consideragao
os compostos produzidos por meio de algumas metodologias da etapa de pré-tratamento
envolvendo o uso de reagentes quimicos em condi¢gdes drasticas de temperatura e/ou
pressdo sobre o material lignocelulosico. Esses compostos inibem o desempenho das
leveduras que fazem a fermentacao alcodlica. Os inibidores mais citados e pesquisados
sdo o furfural, o 5-hidroximetilfurfural (HMF) e o acido acético. Furfural e 5-
hidroximetilfurfural sdo formados pela degradacdo de pentoses e hexoses,
respectivamente, e afetam os microrganismos por reduzirem suas atividades enzimaticas e
biologicas, alterando o DNA e inibindo a sintese de RNA e proteinas (SANCHEZ;
BAUTISTA, 1988; MODING; LIDEN; TAHERZADEH, 2002). J& o acido acético é formado
pela hidrélise do grupo acetil presente na hemicelulose. A presenga de acidos organicos no
meio fermentativo resulta em um aumento no consumo de ATP pela levedura. Nessas
condigdes, parte do ATP que seria utilizado para crescimento ou fermentagcao € desviado
para manutengao de seu pH interno (NARENDRANATH; THOMAS; INGLEDEW, 2001).

Entre as principais estratégias utilizadas por pesquisadores para superar as
dificuldades metabdlicas e a fim de desenvolver estirpes mais robustas para produgao de
bioetanol estdo o engenheiramento do sistema redox (ASK et al.,, 2013), Engenharia
Genética, mutagao e Engenharia Evolutiva (ZUO et al., 2013; DEMEKE et al., 2013; LULU
et al., 2013; SEHNEM et al., 2013; ZHA et al., 2014; SATO et al., 2014), co-expressao de
transaldolase (TAL) e alcool desidrogenase (ADH) (ISHII et al., 2013; HASUNUMA et al.,
2014), a utilizagdo de compostos como CaO, resinas de troca ibnica e enzimas como
lacase a fim de desintoxicar o pré-tratado (TAKAHASHI et al., 2013; MORENO, et al.,
2013ab), e o desenvolvimento de cepas tolerantes a inibidores por meio de adaptagdo ao
hidrolisado (FAN et al., 2013).

Diante do exposto, fica clara a necessidade de se avaliar esses parametros para
cepas recentemente isoladas e que apresentam potencial para fermentagao, considerando
as variagbes pertinentes ao género, espécie e até mesmo dentro da mesma espécie
quando cepas diferentes s&o isoladas do ambiente. Assim, este Capitulo apresenta a
avaliacdo das duas cepas de leveduras que mostraram potencial durante o processo de

triagem de cepas fermentadoras de xilose, Candida shehatae, var. shehatae PT1-1BASP e
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Aureobasidium pullulans LB3.1. As cepas foram avaliadas com relacdo a tolerancia a
compostos reconhecidos como inibidores do crescimento de leveduras, temperatura de
incubacgéo, pH inicial do mosto, concentragdo celular do indculo e adigdo de nutrientes

minerais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Teste de resisténcia a etanol e capacidade de utiliza-lo como fonte de carbono
Para esta fermentacdo, a fim de proporcionar um ambiente com limitacdo de
oxigénio, foram utilizados tubos para coleta de sangue (16 x 100 mm), lavados e
esterilizados, nos quais foi inserida, na regido emborrachada da tampa, uma agulha de
seringa estéril, contendo algoddo na extremidade exposta ao ar, para que pudessem
ocorrer trocas gasosas (Figura 6). Em cada tubo foram utilizados 2 mL de meio e foi

utilizado um tubo para cada amostragem.

Figura 6: Tubos e agulhas utilizados em teste para avaliagdo da interferéncia de inibidores
no desenvolvimento das cepas.

O inéculo foi feito por meio de uma suspensao de células em solugéo salina (NaCl
0,9%), de modo a atingir uma densidade 6ptica de 1 (leitura a 600 nm). Foram inoculados
100 uL da suspensao em cada tubo (0,05 de densidade 6ptica a 600 nm) contendo meio
YEPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose) com concentra¢des de etanol de
6, 10,12 e 15%.
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Os tubos foram incubados a 30°C e agitagdo de 100 rpm (permaneceram inclinados
de modo a permitir a agitagdo do meio). Foram realizadas amostragens em 0, 24, 48 e 72
h para analise do crescimento celular, viabilidade e quantificacao de agucares redutores.

Além do experimento acima, também foi realizado um cultivo para avaliar a
capacidade dessas leveduras de assimilar o etanol como fonte de carbono. As cepas
foram incubadas em frascos Erlenmeyers vedados por 72 h em meio YNB contendo 4 g.L-"
de etanol e foi feita a leitura da densidade éptica (OD) a 600 nm, em microplacas, a fim de

avaliar o crescimento das mesmas.

2.2. Teste de resisténcia a acidez e tolerancia a compostos aromaticos

Para avaliar a capacidade de crescimento das cepas selecionadas em presencga de
compostos reportados como inibidores de leveduras, realizou-se ensaios de fermentacao
alcoolica utilizando xilose como fonte de carbono e alguns desses compostos em
diferentes concentragdes. Estes compostos podem ser encontrados no hidrolisado
dependendo da metodologia de pré-tratamento do material lignocelulésico. A Tabela 6
apresenta os compostos analisados e a faixa de concentracéo testada.

Esses ensaios também foram realizados nos tubos de coletas de sangue com
agulha inserida na regiao emborrachada da tampa. (metodologia descrita no item 2.1,
Figura 6). Em cada tubo foi utilizado 1 mL de meio YNB contendo 2% de xilose e para cada
cepa, foram utilizadas sete concentragbes do composto teste e um controle (sem o
inibidor). As concentragdes do composto teste foram obtidas por diluicbes sucessivas (1:1),
como descrito no capitulo 1, item 4.3.

O indculo foi feito por meio de uma suspensao de células em solugéo salina (NaCl
0,9%), de modo a atingir uma densidade Optica de 0,6 (leitura a 600 nm). Foram
inoculados 100 pL da suspensdo em cada tubo (0,05 de densidade oOptica a 600 nm) e
incubados durante 48 h a 30°C e agitagao de 100 rpm (permaneceram inclinados de modo
a permitir a agitagdo do meio). Um tubo sem in6culo também foi incubado como controle
da esterilidade do meio. Foi realizada a leitura da densidade 6ptica a 600 nm para

avaliacdo do crescimento celular.
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Tabela 6: Compostos inibidores analisados e a faixa de concentracbes testadas

Composto inibidor Concentragoes Referéncia
(g.L7)

Vanilina 0,03a2,0 DELGENES et al., (1996)

] KLINKE et al., (2004);

Acido acético 0,2a 15,0 TRAN; CHAMBERS, (1985)

] KLINKE et al., (2004);

Acido férmico 0,08 a 5,0 KLINKE et al., (2004);

] DELGENES et al., (1996)

Acido levulinico 0,3a20,0 KLINKE et al., (2004);

Acido lactico 0,8 a 50,0 MAIORELLA ET AL., (1983)

Acido 4-hidroxibenzdico 0,08 a5,0 KLINKE et al., (2004);

Furfural 0,03a2,0 DELGENES et al., (1996)
KLINKE et al., (2004)

Hidroximetilfurfural (HMF) 0,08a5,0 DELGENES et al,, (1996)
KLINKE et al., (2004)

2.3.Estudo dos efeitos de parametros de cultivo sobre o potencial fermentativo

Foram realizados cultivos de fermentacao alcodlica a fim de testar as caracteristicas
das cepas com relagao aos diferentes parametros fermentativos. As leveduras foram pré-
cultivadas em meio YEPD, a 30°C e agitagdo de 150 rpm, por 24 h. Apos este periodo,
aliquotas foram centrifugadas a 10000 x g por 15 minutos, separando-se a massa celular
para ser inoculada. A fermentacéo foi feita em Erlenmeyers de 125 mL adaptados para
fermentagéo alcoolica contendo 20 mL de meio basal - composto por KH2PO4 (2,0 g.L "),
(NH4)2S04 (2,0 g.L'"), MgS04.7H20 (1,0 g.L"), ureia (0,3 g.L-"), CaCl2 (0,3 g.L"), solugéo
de sais (1,0 g.L") xilose (60,0 g.L-") e extrato de levedura (10,0 g.L") - sob agitagéo de 100
rom durante 96 h. A cada amostragem um Erlenmeyer foi retirado para analise de
crescimento e viabilidade celular, do consumo de agucares e da produgao de etanol. As
condicbes de fermentacao a serem avaliadas nesses ensaios foram:

Efeito da concentragao celular: Para avaliar a influéncia da concentragao inicial de
células na produgéao de etanol, foram empregadas concentragdes de massa celular de 2
g.L',5g.L"e 10 g.L" (a temperatura de incubacéo foi de 30°C e o pH do meio foi 5).

Temperatura e pH: as leveduras foram incubadas em combinagdes de meio
contendo pH inicial de 4,0, 5,0 e 6,0 e em temperaturas de 28, 32, 40 e 45°C. (o in6culo foi
de 4 g.L").

Efeito da concentragao de nutrientes: Foram realizados testes em combinacgdes
de ureia em concentragées de 0,0, 0,3 e 1 g.L", de extrato de levedura em concentragdes
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de 5e 10 g.L" e de xilose em concentragdes de 50, 100 e 150 g.L" (o indculo foi de 4 g.L™’

e a temperatura de incubacgao foi de 28°C e o pH do meio foi 4).

2.4. Métodos Analiticos
2.4.1. Avaliagao de crescimento
Para a determinagado da massa celular, amostras (2,0 mL) do cultivo foram tomadas,
em intervalos de tempo definidos, transferidas para Eppendorfs de peso conhecido e
centrifugadas a 6000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para quantificagao
do consumo de agucares e o precipitado de células foi, entdo, levado a estufa a 60 °C, no

préprio Eppendorf até peso constante.

2.4.2. Avaliagao de viabilidade celular e taxa de brotamento

A determinacdo da viabilidade celular e taxa de brotamento foram periodicamente
acompanhadas através do método de coloragdo com eritrosina. Amostras de 200 uL foram
transferidas para 200 pL da solugdo padrdo eritrosina e homogeneizadas. Apds 10
minutos, tempo necessario para que as células absorvam o corante, procedeu-se a
contagem em camara de Neubauer. As células viaveis apresentaram-se incolores,
enquanto as inviaveis, vermelhas. Com a morte da célula, a membrana celular perde sua
propriedade seletiva dos compostos que entram e saem da célula e, portanto, o corante

consegue acessar o citoplasma.

A solugao de eritrosina foi preparada diluindo-se 1 g de eritrosina em 100 mL de
agua destilada. Em seguida, 1 mL desta solugao foi diluida em 50 mL de solugdo tampao
(0,2 M de Naz2HPO4 e 0,2 M de NH2PO4) e mantida a 7°C.

A Viabilidade celular foi calculada por meio da equacao:

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

A taxa de brotamento foi calculada por meio da equacao:

Brotamento (%) = (n° de células viaveis em brotamento/ n° de células viaveis) x 100
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2.4.3. Quantificagao de etanol

A quantificagdo do etanol produzido foi realizada por cromatografia em fase gasosa
com injecéo por head-space utilizando-se 6 mL do fermentado acondicionado em tubos de
penicilina com septo de borracha, lacrado e mantido a 40°C por 10 minutos. Com uma
seringa do tipo gas-tight de 500 pL foram coletados 200 uL da fase gasosa e injetados no
cromatégrafo. O cromatégrafo gasoso (Perkin Elmer - Clarus 480) foi equipado com uma
coluna Carbowax 20M (30m, 0.32mm, 0.25um). O gas de arraste foi o nitrogénio com fluxo
de 30 mL/min. As temperaturas dos blocos de injecdo e detecgdo foram de 200°C. A
quantificacdo foi realizada com curva de calibragdo construida a partir de analises de

solucdes etanol: agua em diferentes proporgdes (0,1; 0,5; 1; 2 e 5% de etanol).

2.4.4. Quantificagao de agucares

A quantificagdo de agucar redutor das fermentagdes em meio semissintético foi feita
pelo método do Acido Dinitrosalicilico (DNS), adaptado a partir de Miller (1959). Em um
tubo de ensaio, foram misturados 1,0 mL da amostra e 1,0 mL de DNS. A mistura foi
levada a banho em ebulicdo por 10 minutos e, em seguida, a banho de gelo para resfriar. A
esta mistura foi adicionado 8,0 mL de agua destilada e a leitura da absorbancia feita a 540
nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em mg de agucar redutor/mL pela curva

padrao do agucar utilizado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Teste de resisténcia a etanol e capacidade de utiliza-lo como fonte de carbono
Uma das vantagens da utilizagcdo da levedura S. cerevisiae em fermentagdes
alcodlicas é sua forte resisténcia ao etanol produzido, apresentando inibicdo a partir de
14% do composto (GUAREIB et al., 1988; JOLLY et al., 2006; JENSEN et al., 2009). Entre
as propostas de rotas tecnologicas de processo de producdo de etanol a partir de
lignoceluldsicos esta a co-fermetacdo de hexoses e pentoses, utilizando uma levedura
fermentadora de pentoses em co-cultivo com a S cerevisiae, fermentadora de hexoses.
Assim, a resisténcia ao etanol € uma caracteristica necessaria a cepa a ser aplicada em
processo industrial de produgcdo de etanol e deve ser levado em conta nos estudos de

busca de uma cepa promissora (HICKERT et al., 2013).
A Figura 7 apresenta as curvas de consumo de agucar e taxa de viabilidade das

cepas C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP e A. pullulans LB3.1, durante cultivo em
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meio YEPD contendo etanol em diferentes concentragdes, incluindo auséncia de etanol
como controle. Na auséncia de etanol, as cepas consumiram o agucar em 24 h de cultivo e
mantiveram a viabilidade em cerca de 90%. E em meio contendo 6% de etanol, as cepas
consumiram entre 3 e 4 g.L-! de agucar e, no final do cultivo (72 h), mantiveram cerca de
27% de viabilidade. A cepa PT1-1BASP apresentou cerca de 25% de viabilidade na
presenca de 10 e 12% de etanol. A menor viabilidade foi observada para a cepa LB3.1 em
12% de etanol. No entanto, em 10% de etanol esta cepa apresentou 40% de viabilidade.

Houve forte inibicdo do consumo de agucares redutores em presenca de etanol em
todas as concentragdes testadas, mas a viabilidade conseguiu ser mantida em 40% ou
mais em até 12% de etanol nas primeiras 24 h.

Uma fermentagao alcodlica padrao utilizando Saccharomyces cerevisisae costuma
ter entre 7 e 11% de etanol ao final do cultivo e esta cepa é com frequéncia apontada por
ser fortemente adaptada a altas concentragbes de etanol (CECCATO-ANTONINI, 2010).
Dentro deste contexto, a inibicdo apresentada pelas cepas esta dentro do esperado para
uma ceélula microbiana considerando que solugdes hidroalcodlicas interferem na
integridade das membranas celulares e desnaturam proteinas. Essa inibigdo pode vir a ser
um problema em caso cofermentagdo com S. cerevisiae para aproveitamento simultdneo
de glicose e xilose de mosto lignocelulésico (CASTANON-RODRIGUEZ et al., 2014),
entretanto, em fermentacdo apenas com pentoses o teor alcodlico previsto pode ser fora
da faixa de inibicdo das células. Slininger et al. (2011) mostraram que concentragdes por
volta de 15 a 50g.L-" de etanol reprimem, progressivamente, a indugdo das enzimas xilose
redutase e xilitol desidrogenase, especificas do metabolismo de xilose, contudo, o

transporte da xilose para dentro da célula nao foi inibido.
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Figura 7: Viabilidade e consumo de glicose em meio YEPD contendo diferentes
concentragdes de etanol: A) Candida shehatae var. shehatae PT1-1BASP, B)
Aureobasidium pullulans LB3.1
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Um cultivo para avaliar a capacidade dessas leveduras de assimilar o etanol como
fonte de carbono também foi realizado, uma vez que a assimilagcdo de etanol nédo é
interessante num processo que visa a produgado do composto. As cepas foram capazes de
assimilar o etanol, sendo que a cepa Candida shehatae PT1-1BASP apresentou-se um

pouco mais rapida no crescimento a partir do composto, Figura 8.

Figura 8: Crescimento das cepas em meio contendo apenas etanol (4 g.L™') como fonte de
carbono, a 28°C e 150 rpm de agitagao.
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A assimilagdo do etanol pelas cepas € uma desvantagem para a produgao de etanol
industrial e a maior parte das linhagens é apontada como capazes de assimilar o etanol a
partir da exaustao da fonte de agucar do meio fermentativo (DU PREEZ; VAN DER WALT,
1983; SCHULLER, 2003). Entretanto, Carolan, Catley e Kelly (1976) observaram o
possivel consumo de etanol por A. pullulans ao mesmo tempo em que a cepa produzia o
composto.

Algumas estratégias podem resolver o problema da assimilagdo de etanol.
Lertwattanasakul e colaboradores (2013) utilizaram mutacdo para obter uma cepa de

Kluyveromyces marxianus incapaz de crescer em fontes de carbonos nao fermentesciveis,
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tais como acetato e glicerol, o que levou ao aumento dos rendimentos e producido de

etanol, provavelmente devido a ndo assimilagao do etanol produzido.

3.2.Teste de resisténcia a acidez e tolerancia a compostos aromaticos

Dependendo da metodologia utilizada na etapa de pré-tratamento do material
lignocelulésico, pode acontecer a liberagdo de compostos que causam a inibigao tanto do
processo de sacarificagado enzimatica quanto da etapa de fermentagao alcodlica. As cepas
foram testadas quanto a capacidade de crescer na presenga de alguns desses compostos
e, de uma forma geral, a cepa A. pullulans LB3.1 apresentou maior inibicdo aos acidos
lactico, acético, levulinico e hidroxibenzoéico do que a cepa C. shehatae var. shehatae PT1-
1BASP, Figuras 9 e 10.

Figura 9: Variagdo da densidade éptica em 96 h de cultivo das cepas na presencga de
diferentes concentragdes de inibidores acidos e utilizando xilose como fonte de carbono. A)
acido lactico; B) acido levulinico; C) acido acético; D) acido formico.
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Figura 10: Variagdo da densidade éptica em 96 h de cultivo das cepas na presencga de
diferentes concentracdes de inibidores fendlicos e utilizando xilose como fonte de carbono.
A) acido 4-hidroxibenzdico; B) vanilina; C) furfural; D) hidroximetilfurfural.
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A Figura 9A mostra a inibi¢cdo total do crescimento das cepas de C. shehatae PT1-
1BASP e A. pullulans LB3.1 com o uso de 25 g.L" de acido lactico. A cepa de C. shehatae
foi mais resistente ao acido levulinico, com forte inibigdo em 10 g.L-' do composto, ja a
cepa de A. pullulans apresentou inibigdo em 5 g.L-', Figura 9B. Com relagdo ao acido
acético, a estirpe de C. shehatae mostrou o dobro de resisténcia em relagdo a A. pullulans,
apresentando total inibigdo em 3,7 g.L-! do acido contra 1,9 g.L™" para a segunda levedura,
Figura 9C.

Ambas as cepas foram inibidas com 2,5 g.L'' de &cido hidroxibenzoico e
hidroximetilfurfural, Figuras 10A e 10D, respectivamente. Enquanto uma baixa resisténcia
foi obtida para o &cido formico, a vanilina e o furfural, com 0,3, 0,5 e 0,25 g.L",
respectivamente, Figuras 9D,10B e 10C.

Baseado nos dados da literatura, a inibicdo de crescimento de leveduras e/ou
producao de etanol varia de acordo com o composto. Com relagédo aos acidos organicos,
as concentragdes estdo nos valores de 0,4 a 20 g.L-'. A menor concentragao refere-se ao

acido hidroxibenzoico, seguido de HMF com inibigdo em 2,5 g.L". O inicio da inibigdo para
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os acidos acético e formico é de 5 g.L-'. Com menor influéncia inibicdo estdo o acido
levulinico, que ocorre em 20 g.L" e o acido lactico em 38 g.L'. Ja4 os compostos vanilina e
furfural sao fortes inibidores do crescimento de leveduras em concentragdes a partir de 1
g.L' (TRAN; CHAMBERS, 1985; NISHIKAWA et al., 1988; DELGENES et al., 1996;
KLINKE et al., 2004; ENDO et al., 2008).

As cepas apresentaram valores de tolerancia para o acido 4-hidroxibenzdéico acima
dos encontrados na literatura, enquanto a tolerancia ao composto HMF foi semelhante ao
encontrado nos outros trabalhos citados (TRAN; CHAMBERS, 1985; NISHIKAWA et al.,
1988; DELGENES et al., 1996; KLINKE et al., 2004; ENDO et al., 2008). Para o restante
dos compostos testados as cepas avaliadas apresentaram maior sensibilidade quando
comparadas com esses dados de literatura, o que leva a necessidade de desintoxicagao
do hidrolisado de biomassa lignocelulésica antes do ind6culo da levedura para a
fermentacao ou buscar métodos de hidrdlise dessa biomassa com menor geragao desses

compostos.

3.3.Estudo dos efeitos de parametros de cultivo sobre o potencial fermentativo
Alguns parametros do processo fermentativo podem influenciar a producédo de
etanol de acordo com as caracteristicas de cada levedura. Assim, algumas dessas

caracteristicas foram testadas visando melhorar o desempenho das cepas.

3.3.1. Efeito da concentragao celular

A influéncia da concentragao inicial de células na producao de etanol foi avaliada
nas concentragdes de massa celular de 2 g.L", 5 g.L" L e 10 g.L"". A cepa C. shehatae
var. shehatae PT1-1BASP se manteve como a mais eficiente produtora de etanol,
apresentando melhor consumo de agucar (91%) e melhor produgéo de etanol (15 g.L™"),
com uma concentragao celular inicial de 10 g.L*! (Figura 11a) e alcangando rendimento de
0,28 g de etanol/g de xilose consumida, o que corresponde a 55% do valor tedrico (0,51).
O rendimento de producédo de biomassa foi de 0,2 g/g e a produtividade volumétrica de
etanol foi de 0,16 g.L".h"'. Além disso, a maior produgdo de biomassa pela cepa C.
shehatae PT1-1BASP também foi em 10 g.L-' de inéculo, Figura 11b. Na mesma figura
observa-se que a menor formagao de biomassa foi encontrada utilizando 2 g.L-'de indculo
inicial. Nesta concentragao ocorreu o0 menor consumo de agucar em 24 e 96 h, Figura 11a.

Nas concentragdes de 2 e 5 g.L”' pouca diferenga foi observada no consumo de
agucar e produgio de etanol. No mesmo periodo, mas com 2 g.L-', houve consumo de
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76% de agucar e produgéo de 11 g.L-! de etanol. Valores proximos a esses foram obtidos
em 48 h, com 5 g.L-!, sendo 79% de agucar consumido e 12 g.L' de etanol produzidos,
Figura 11a. Em todas as concentracées de células, a cepa C. shehatae var. shehatae
PT1-1BASP apresentou baixo crescimento e alta viabilidade (Figuras 11b e 12b). A taxa
de brotamento nas primeiras 24 h foi maior, com uma queda em 48 h para todas as
concentragdes, apresentando queda gradativa até 96 h em 2 e 5 g.L". A estabilidade foi
alcangada em 10 g.L-! entre 48-96 h, Figura 12a.

A Figura 12b mostra queda na viabilidade nas trés concentragdes testadas. Com 2
g.L-! a viabilidade caiu ligeiramente apds 48 h, mantendo-se praticamente estavel até o
final. JA com 5 g.L-! a queda da viabilidade foi gradual entre 48 e 96 h.

Os resultados da literatura, relacionados a concentragao celular inicial ideal para
aplicacao na fermentagéo de xilose, sao variados. Slininger et al. (2011) utilizando S.
stipitis, observou aumento da produtividade de etanol, a partir de uma mistura de glicose e
xilose, quando utilizou baixa densidade de células. Agbogbo e colaboradores (2007),
utilizando S. stipitis observaram que uma alta densidade de células inicial aumentou a taxa
de utilizagdo da xilose, formacao de etanol e rendimento de etanol. O melhor resultado foi
alcangado utilizando uma concentragdo de 6,5 g.L". J4 Matsushika et al. (2010), utilizando
recombinante floculenta de S. cerevisiae, observaram que houve aumento de taxas, tanto
de consumo de xilose quanto de producéo de etanol e a maior taxa de consumo de xilose
e produgao de etanol foi atingida com uma concentragdo celular inicial de 13,1 g.L™!, porém
o aumento da densidade do in6culo ndo teve efeito positivo na concentragdo maxima e
rendimento de etanol. Além disso, ambos os trabalhos relataram maior producéo de
subprodutos, como o xilitol, com o0 aumento da quantidade do in6culo.

Trabalhos que visam a producdo de xilitol confirmam que o aumento da densidade
celular aumenta a produgdo de xilitol. Alguns autores atribuem esse aumento a
consequéncia da diminuicdo do oxigénio pelo aumento da populagédo, o que favorece o
acumulo de xilitol (PARAJO et al., 1996; SAMPAIO et al., 2005 FINKELSTEIN; DAVISON,
2012). Por outro lado, Cao e colaboradores (1994), ndo observaram aumento de produgao
de xilitol, mas conseguiram diminuir o tempo de fermentagcdo com o aumento do indculo.
Enquanto Roberto et al. (1996), trabalhando com C. guillliermondii, aumentaram a
densidade celular de 0,67 a 2,4 g/L e, consequentemente observaram queda na formagao

de biomassa, utilizacado de xilose e acumulo de xilitol.
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Figura 11: Ensaios de fermentacéo alcodlica da cepa Candida shehatae var. shehatae
PT1-1BASP, empregando diferentes concentragdes iniciais de células e utilizando meio
basal contendo xilose (60 g.L™"). A) consumo de xilose e produgéo de etanol; B)

crescimento microbiano.
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Figura 12: Ensaios de fermentagao alcodlica da cepa Candida shehatae var. shehatae
PT1-1BASP, empregando diferentes concentragdes iniciais de células e utilizando meio
basal contendo xilose (60 g.L"). A) taxa de brotamento; B) taxa de viabilidade.
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A levedura A. pullulans LB3.1 apresentou melhores resultados de consumo de
agucar e producgao de etanol com concentragdo celular inicial de 2 g.L-! (Figura13). A cepa
utilizou grande parte de acgucar para produgdo de biomassa (0,7 g/g) e alcangou
rendimento de produgéo de etanol de 0,23 g/g, correspondendo a 45% do valor tedrico e a
produtividade volumétrica de etanol foi de 0,11 g.L".h-".

O consumo de agucar mais rapido e a maior produ¢cdo de biomassa pela cepa A.
pullulans LB3.1 foram alcangados com 5 g.L" de indculo inicial. Com 10 g.L-! de indculo a
cepa apresentou o menor crescimento, com um maximo de 29 g.L-' de massa celular, e
menor consumo de agucar, 23 g.L.

Ao contrario da cepa C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP, a A. pullulans LB3.1
apresentou melhores resultados do consumo do acgucar, 96%, e produgdo de etanol, 11
g.L", com 2 g.L" de indculo inicial em 96 h. Apesar do seu consumo de agucar ter sido
maior, 99,7%, em 5 g.L"", a obtencdo de etanol maxima foi de 7 g.L.-" em 72 h. Com 10 g.L
! obteve-se os menores valores de consumo de agucar, 56%, e 6 g.L" de etanol.

Um declinio gradativo foi observado no crescimento, Figura 13b, brotamento e
viabilidade (Figura 14ab) com 10 g.L-! de inéculo. No entanto, ndo houve brotamento em
96 h.

A taxa de brotamento diminuiu a partir de 48 h com o uso de 2 e 5 g.L-! de indculo,
com posterior estabilidade com 2 g.L-'. Ja em 5 g.L" a queda persistiu até 96 h. Os dados
na Figura 14b indicam a viabilidade diminuiu para o inéculo inicial de 2 g.L-' em 72 h de
cultivo, com aumento em 96 h. Com indculo inicial de 5 g.L-' houve estabilizagdo da
viabilidade entre 48-96 h.

Ao que parece, a quantidade de concentragdo celular inicial é relativo e depende da
espécie ou mesmo da linhagem aplicada. A grande diferenga de resultados entre as duas
cepas estudadas neste trabalho e a diversificagdo dos dados encontrados na literatura
fortalece a ideia da necessidade do estudo individual de cada estirpe.

A cepa Aureobasidium pullulans LB3.1 apresentou maior necessidade de
crescimento unido a producao de etanol do que a cepa Candida shehatae var. shehatae
PT1-1BASP, que em ensaios de fermentagdo alcodlica apresenta baixo crescimento.
Talvez essa diferenca de comportamento seja devido ao desequilibrio redox, que seria
mais acentuado na cepa Aureobasidium pullulans LB3.1, fazendo com que a cepa
necessite do processo de crescimento e respiracdo para amenizar o desequilibrio entre os
cofatores NADPH/NAD™* (LIANG et al., 2013).
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Figura 13: Ensaios de fermentagao alcodlica da cepa Aureobasidium
pullulans LB3.1, empregando diferentes concentrag¢des iniciais de células e
utilizando meio basal contendo xilose (60 g.L-"). A) consumo de xilose e produgdo
de etanol; B) crescimento microbiano.
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Figura 14: Ensaios de fermentacao alcodlica da cepa Aureobasidium pullulans LB3.1,
empregando diferentes concentragdes iniciais de células e utilizando meio basal contendo
xilose (60 g.L"). A) taxa de brotamento; B) taxa de viabilidade
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A cepa de C. shehatae apresenta vantagem sobre A. pullulans considerando tanto o
fato da menor necessidade de oxigénio e crescimento durante a produgao de etanol,
quanto a maior produgcdo de etanol apresentada. Além disso, a espécie C. shehatae é
muito relatada na literatura como promissora na fermentacio de xilose, enquanto a espécie
de A. pullulans apresenta apenas relatos de baixissimas producdes de etanol, a alta

producao de etanol apresentada por esta cepa LB3.1 desperta curiosidade.

3.3.2. Efeito de Temperatura e pH

Para avaliar o efeito do pH e temperatura na producéo de etanol, as leveduras foram
incubadas em combinagdes de meio contendo pH inicial de 4,0, 5,0 e 6,0 e em
temperaturas de 28, 32 e 40°C.

Na Figura 15, a producéo de etanol da cepa C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP
variou entre 0 g.L-' (pH 4 e 6, a 32°C) e 15 g.L-! (pH 4, a 28°C), enquanto a produgio de
etanol da cepa A. pullulans LB3.1 variou de 0 g.L-' (pH 4, 5e 6 a 40°C) a 15 g.L"" (pH4 a
28°C), Figura 17.

Para a cepa C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP a variagdo da temperatura teve
maior influéncia no consumo de agucar (Figura 15) e a viabilidade das cepas (Figura 16)
do que a variagao do pH. No caso da cepa A. pullulans LB3.1, a temperatura também
influenciou fortemente o consumo do agucar, crescimento (Figura 17) e a viabilidade
(Figura 18), além disso, a 28°C, percebe-se uma preferéncia para o pH 4 quando
analisamos o consumo da xilose e producgé&o de etanol (Figura 17).

A definicdo das condi¢cbes de melhor temperatura e pH levou a cepa A. pullulans
LB3.1 a alcangar a cepa C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP em quantidade de
producao de etanol, bem como permitiu as cepas aumentar rendimentos e eficiéncia de
conversdo quando comparadas aos experimentos anteriores. Os rendimentos alcangados
pelas cepas C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP e A. pullulans LB3.1 foram de 0,32 e
0,28 g de etanol/ g de xilose, respectivamente. A eficiéncia de converséo foi de 63% para
C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP e 55% para A. pullulans LB3.1 e a produtividade

volumétrica foi de 0,16 g.L-'.h para ambas as cepas.
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Figura 15: Peso seco, teores de xilose e etanol no meio de fermentagao usando C.
shehatae var. shehatae PT1-1BASP, durante 96 h para 28 °C (A) e 32 °C (B) e 72 h para
40 °C (C), aplicando diferentes temperaturas e pH.
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Figura 16: Taxa de viabilidade e brotamento em fermentagao alcéolica de Candida
Shehatae var. shehatae PT1-1BASP, durante 96 h, aplicando diferentes temperaturas e
pH. A) 28°C; B) 32°C.

A)
S
8
c
[¢]
E
©
J<
m
ko)
©
@
T
s
s
=
B)

100+
~. 804
<
L
o 604
£
©
J<
m
3 404
o
©
=
3
8
>

5 6

pH

Taxa de viabilidade (E) e brotamento (E22)
Obs.: na fermentagéo a 40°C as leveduras estavam todas inviaveis em 72 h de fermentagéo.
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Figura 17: Massa celular, quantidade de xilose e etanol em fermentagéo alcdolica de
Aureobasidium pullulans LB3.1, durante 96 h para 28 (A) e 32°C (B) e 24 h para 40°C (C),
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Figura 18: Taxa de viabilidade e brotamento em fermentagao alcéolica de Aureobasidium
pullulans LB3.1, durante 96 h, aplicando diferentes temperaturas e pH.
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Outros trabalhos realizados com Candida shehatae e Aureobasidium pullulans com
relagcdo a variagao de pH na producéo de etanol, conseguiram sua melhor producao de
etanol em pH 4,5. Madi, McNeil e Harvey (1996), realizaram fermentagdo com A. pullulans
utilizando 30 g.L"' de sacarose em meio basal, a 28°C e atingiram producgéo de 8 g.L-! de
etanol e rendimento de 0,26 g/g. Enquanto Sanchez e colaboradores (1997) realizaram
fermentagdo com C. shehatae utilizando 30 g.L-! de xilose em meio contento sais, extrato
de levedura e peptona a 30°C, atingindo rendimento de 0,41 g/g.

A queda no consumo de agucar pelas cepas em alta temperatura pode ser devido a
regulacdo de componentes celulares diante de um estresse térmico. Para lidar com o
estresse, as células induzem as proteinas de transporte de hexoses e de choque térmico
em conjunto com os genes de proteinas ubiquitina-dependentes para proteger proteinas e
funcdes celulares contra os efeitos nocivos do calor, além disso, proteinas ribossomais

pode ser infra-reguladas para fins de economia de energia (ISMAIL et al., 2013).

3.3.3. Efeito da concentracao de nutrientes

Foram realizados testes em combinagdes de ureia em concentragdes de 0,0, 0,3 e
1,0 g.L"', de extrato de levedura em concentragbes de 5 e 10 g.L ' e de xilose em
concentragdes de 50, 100 e 150 g.L-". Para cada concentragdo de ureia (0,0, 0,3 e 1,0 g.L-

1) foram utilizados os tratamentos apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Tratamentos adicionados ao meio basal utilizados para avaliagdo do efeito de nutrientes
na producgao de etanol.

Tratamento | Composicao

5YE/50X 5 g.L-! de extrato de levedura e 50 g.L" de xilose

5YE/100X | 5 g.L" de extrato de levedura e 100 g.L" de xilose

5YE/150X | 5 g.L" de extrato de levedura e 150 g.L™" de xilose

10YE/50X | 10 g.L"! de extrato de levedura e 50 g.L™" de xilose

10YE/100X | 10 g.L"" de extrato de levedura e 100 g.L" de xilose

10YE/150X | 10 g.L"" de extrato de levedura e 150 g.L" de xilose

Para a cepa C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP, em quase todas os
tratamentos, a melhor producgao de etanol ocorreu com 1 g.L-' de ureia, com excegéo do
tratamento 10YE/100X (Figura 19a). Por outro lado, para A. pullulans LB3.1 (Figura 19b),

a auséncia de ureia favoreceu a producao de etanol, com excecao do tratamento SYE/50X.
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Figura 19: Produgao de etanol em 96 h de cultivo das cepas Candida shehatae var.
shehatae PT1-1BASP (A) e Aureobasidium pullulans LB3.1 (B) a partir de diferentes
concentracdes de ureia, extrato de levedura e xilose.
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A melhor produgao de etanol por C. shehatae var. shehatae PT1-1BASP foi em
meio com 1 g.L" de ureia, 10 g.L" de extrato de levedura e 150 g.L"" de xilose, alcangando
uma concentragdo de 18,7 g.L"' de etanol, com rendimento de 0,14 g/g (Tabela 8), o que
corresponde a 27% do rendimento tedrico, e uma produtividade volumétrica de 0,19 g.L-".h-
1.

A mesma cepa apresentou um consumo da xilose durante as fermentacdes, entre
80 e 99% do acgucar presente no meio, sendo que na maior parte consumiu acima de 87%
do agucar. A produgdo de biomassa celular variou entre 4 e 12 g.L".

A suplementagédo com 0,3 g.L-" de ureia pode ter favorecido o crescimento celular
da cepa, enquanto que com 1 g.L" de ureia os rendimentos de etanol foram maiores, ainda

que baixos quando comparados com as fermentagdes anteriores.

Tabela 8: Avaliacido da viabilidade, taxa de brotamento, massa celular, consumo de xilose e
rendimento de produgdo de etanol sob diferentes condigbes nutricionais durante fermentagéo
alcodlica de 96 h da cepa Candida shehatae var. shehatae PT1-1BASP.

Ureia | Tratamento** | Viabilidade | Brotamento Massa | Consumo | Y¢s*
(g.L") (%) (%) celular | xilose (%) | (g9/9)
(9.L)

0 5YE/50X 86 15 6,6 99,4 0,13
0 5YE/100X 29 6 7,5 87,3 0,06
0 5YE/150X 90 15 6,9 84,3 0,08
0 10YE/50X 65 12 6,7 99,7 0,07
0 10YE/100X 94 18 3,8 92,1 0,10
0 10YE/150X 60 14 5,4 83,5 0,06
0,3 5YE/50X 81 17 9,1 99,3 0,10
0,3 5YE/100X 65 16 9,0 90,7 0,08
0,3 5YE/150X 23 9 9,5 81,0 0,04
0,3 10YE/50X 70 13 10,4 99,3 0,10
0,3 10YE/100X 73 12 9,9 87,3 0,06
0,3 10YE/150X 84 18 11,9 80,2 0,04
1 5YE/50X 83 17 8,5 99,9 0,18
1 5YE/100X 80 18 8,9 98,0 0,14
1 5YE/150X 0 0 7,9 87,5 0,09
1 10YE/50X 39 8 7,9 99,7 0,18
1 10YE/100X 0 0 7,9 88,5 0,08
1 10YE/150X 75 16 10,6 88,3 0,14

* Rendimento de etanol: gramas de xilose consumida por grama de substrato; ** composigao em
Tabela 5
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A cepa A. pullulans LB3.1, apresentou a melhor produgdo de etanol com auséncia
de ureia, 10 g.L-! de extrato de levedura e 100 g.L-! de xilose, obtendo 17,5 g.L-! de etanol,
com rendimento de 0,18 g/g (Tabela 9), o que corresponde a 35 % do rendimento tedrico,
e produtividade volumétrica de 0,18 g.L-".h-".

O consumo de xilose desta cepa foi entre 76 e 100% do agucar, sendo a maior parte
acima de 90%. Com alto consumo de agucar a cepa também apresentou alta massa
celular, variando entre 8,8 e 16,3 g.L". Aparentemente, a auséncia de ureia proporcionou
maior taxa de brotamento e, consequentemente, maior crescimento celular, além disso, a
viabilidade da cepa também se apresentou maior na auséncia de ureia.

A Figura 20 mostra os cromatogramas da maior quantificagdo de etanol de cada
cepa, ou seja, em meio contendo 1 g.L" de ureia, 10 g.L-! de extrato de levedura e 150 g.L-
' de xilose para C. shehatae e de em meio contendo auséncia de ureia, 10 g.L"' de extrato

de levedura e 100 g.L" de xilose para A. pullulans.

Tabela 9: Avaliacdo da viabilidade, taxa de brotamento, massa celular, consumo de xilose
e rendimento de producdo de etanol sob diferentes condi¢gdes nutricionais durante
fermentacao alcodlica de 96 h da cepa Aureobasidium pullulans LB3.1.

Ureia | Tratamento** | Viabilidade | Brotamento Massa | Consumo | Y ¢s*
(g.L") (%) (%) celular | xilose (%) | (g/9)
(g.L")

0 5YE/50X 89,5 20,5 14,45 98,7 0,07
0 5YE/100X 74,5 17,5 14,85 96,4 0,16
0 5YE/150X 79 6,5 12,95 85,1 0,10
0 10YE/50X 90 12,5 11 100,0 0,20
0 10YE/100X 79,5 14 16,3 99,9 0,18
0 10YE/150X 39 45 8,9 79,4 0,06
0,3 5YE/50X 69 4 9,3 98,7 0,13
0,3 5YE/100X 55,5 4 12,7 99,3 0,07
0,3 5YE/150X 55 5,5 12,75 79,4 0,03
0,3 10YE/50X 41 9,5 8,9 98,6 0,06
0,3 10YE/100X 69 7,5 16,05 99,5 0,11
0,3 10YE/150X 28 1,5 9,55 76,2 0,04
1 5YE/50X 31,5 1,5 10,7 99,8 0,12
1 5YE/100X 33,5 2 10,05 90,0 0,10
1 5YE/150X 44 0 9 97,6 0,07
1 10YE/50X 24,5 0,5 10,95 99,0 0,11
1 10YE/100X 40,5 3 8,8 99,1 0,09
1 10YE/150X 16,5 0 9,45 97,1 0,04

* Rendimento de etanol: gramas de xilose consumida por grama de substrato; **composi¢ao em
Tabela 5
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Figura 20: Cromatogramas da quantificagdo de etanol produzido durante fermentacao
alcodlica. A) Produgao por cepa de C. shehatae em meio contendo 1 g.L" de ureia, 10 g.L
' de extrato de levedura e 150 g.L" de xilose. B) Produgéo por cepa de A. pullulans em
meio contendo auséncia de ureia, 10 g.L-! de extrato de levedura e 100 g.L-" de xilose.
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4. CONCLUSOES

Comparando esta fermentagdo com a primeira (Capitulo 2), C. shehatae aumentou
o consumo do aglcar, enquanto antes teve um consumo de 0,91 g.L-".h-!, nesta ultima
fermentagdo consumiu 1,37 g.L-".h"", porém manteve sua caracteristica de ndo aumentar a
massa celular. Contudo, apesar do aumento da produgdo de etanol, o rendimento de
etanol diminuiu de 0,27 g.g™' para 0,14 g.g”, talvez haja consumo de etanol ou produgéo

de xilitol ou outro metabdlito a partir da xilose.nJa a cepa de A. pullulans aumentou o
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consumo de agucar de 0,92 g.L".h-' para 1,04 g.L-'.h-", aumentou o rendimento de etanol
de 0,16 g.g"" para 0,18 g.g"" e diminuiu a produgdo de massa celular de 0,39 g.L".h-! para
0,14 g.L-".h".

Ambas as cepas mostraram resultados interessantes com a otimizagdo dos
parametros fermentativos, entretanto, o oxigénio é um fator de extrema importancia na
fermentacao de xilose e nao foi abordado neste trabalho. Com a boa assimilagao de xilose
que as cepas tém mostrado € interessante que o oxigénio também seja avaliado, no caso
da cepa de C. shehatae pode ser benéfico, principalmente se estiver ocorrendo acumulo

de xilitol.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DE COMPONENTES DO MEIO NA
TOLERANCIA A SO; E NA FISIOLOGIA DA CEPA

Brettanomyces bruxelensis ISA 2211



RESUMO

A espécie Dekkera/Brettanomyces bruxellensis € a principal levedura
contaminante de vinho, além de ser relatada também como contaminante do
processo de produgao de etanol combustivel. Na tentativa de encontrar formas de
controle populacional alternativas ao SOz, foram realizados estudos da influéncia
de componentes do meio, com e sem presenca de SO2, no desenvolvimento
populacional e viabilidade da cepa B. bruxellensis ISA 2211. A cepa foi submetida
a cultivos na presenga e auséncia de compostos como vitaminas, extrato de
levedura, etanol, acidos hidroxicinamicos e SO2 em diferentes combinagdes. Além
disso, foi testada a capacidade da estirpe em utilizar o acido p-cumarico como
fonte de carbono. A levedura mostrou-se suscetivel aos fatores ambientais. A
utilizagcdo de vitaminas e extrato de levedura ajudaram na resisténcia ao SOz,
enquanto o etanol apresentou uma associagao negativa com o dioxido de enxofre,
aumentando a inibicdo do crescimento. Contudo, em alguns experimentos, houve
recuperacdo do desenvolvimento populacional, verificou-se que a taxa de
brotamento aumenta durante o restabelecimento da populagdo, porém nao foi
verificado se o motivo dessa retomada de crescimento foi por células adaptadas
que se desenvolveram ou se as células tolerantes conseguiram se desenvolver
pela diminuigdo da condi¢ao de estresse, ou seja, a concentracado de SO2. A cepa
foi capaz de assimilar o acido p—cumarico e o desenvolvimento populacional
também foi dependente da concentracdo do composto no meio, a partir de 5

mmol.L-! do acido houve inibigdo do crescimento.

Palavras-chave: Dekkera bruxellensis, dioxido de enxofre, &acido p-

cumarico, leveduras contaminantes de vinho.
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1. INTRODUGAO

A espécie Dekkera/Brettanomyces bruxellensis € a principal levedura
contaminante de vinhos, é responsavel pela producédo de sabores desagradaveis
e aromas rancosos no vinho, descritos como: “suor de cavalo”, “estabulo” ou
“plastico queimado” (OELOFSE et al.,, 2008). A produgcdo desses aromas é
realizada por meio da acdo de duas enzimas que atuam utilizando os acidos
hidroxicinamicos (p-cumarico, ferrulico ou caféico) como substrato. Inicialmente a
enzima hidroxicinamato descarboxilase transforma os acidos hidroxicindmicos em
hidroxiestirenos, ou vinilfendis, que serdo reduzidos a derivados etil pela enzima
vinilfenol redutase produzindo assim os etilfendis. No caso do acido p-cumarico, a
hidroxicinamato descarboxilase o descaboxiliza a 4-vinilfenol, que em seguida é
reduzido a 4-etilfenol por agdo da enzima vinilfenol redutase (BENITO et al.,
2009).

Tratamentos quimicos, fisicos e térmicos podem ser utilizados para
combater essas leveduras deteriorantes. O diéxido de enxofre é o conservante
quimico mais comum, porém hoje em dia ha uma tendéncia de reduzir seus niveis
em vinhos. Pessoas portadoras de enxaqueca relatam o agravamento da crise
apoés tomar vinhos, que pode ser causada por este conservante. Contudo, ndo ha
conclusdes definitivas sobre esse elemento ser o causador das dores. Algumas
estratégias visam a manutencéo de niveis baixos constantes das populagdes de
D. bruxellensis, uma vez que quantidades pequenas de etilfendis podem ter
resultados positivos na qualidade do vinho (BARATA et al., 2008a).

Na busca por alternativas ao SOz, a susceptibilidade de Breftanomyces a
fatores ambientais foi abordada em alguns estudos. Dias e colaboradores (2003)
caracterizaram o efeito de uma variedade de fatores sobre a producédo de 4-
etilfendis por D. bruxellensis, em meio sintético e sucos de uva, determinando a
producao de fendis volateis em condi¢gdes enoldgicas, como a influéncia da fonte
de carbono e o teor de etanol. Ja Chandra e colaboradores (2014) utilizaram a
metodologia de superficie de resposta para explicar como o padrao de
crescimento de D. bruxellensis e a produgdo de 4-etilfenol foram afetados por
didxido de enxofre, etanol e glicose. Nenhuma interagdo entre glicose e dioxido de
enxofre ou etanol foi observada no crescimento. No entanto, foi notada uma

interacdo negativa do diéxido de enxofre com etanol na produgao de 4-etilfenol.
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Além disso, demonstraram que os baixos niveis de glicose, utilizados em vinhos
tintos, para dar um paladar mais suave, nem sempre aumentam a
susceptibilidade a deterioragdo do vinho. Por outro lado, Barata e colaboradores
(2008b) demonstraram que D. bruxellensis nao é mais resistente do que S.
cerevisiae para os principais inibidores, como o etanol e didxido de enxofre e
sugeriram que 0s mecanismos subjacentes a capacidade de sobreviver em
ambiente pobre em nutrientes sdo a chave para explicar a sua proliferagéo,
quando o ambiente se torna menos estressante.

D. bruxellensis também é relatada como contaminante do processo de
produgao de etanol combustivel e, nos ultimos anos, 0 numero de estudos sobre
a fisiologia dessa espécie tem aumentado. O interesse pela espécie aumentou
devido ao seu papel importante tanto como contaminante quanto como levedura
potencial para uso na producdo de etanol a partir da cana ou hidrolisado de
lignocelulose, principalmente por sua notavel capacidade de se adaptar ao
ambiente industrial (BLOMQVIST et al, 2010;. PEREIRA et al, 2012, LEITE et al.,
2012).

Assim, o conhecimento dos aspectos fisiologicos dessas leveduras
deteriorantes é interessante para os mais diversos segmentos industriais que
envolvem o emprego de fermentagao alcodlica, seja na produgao de bebidas e
alimentos ou na produgéo de etanol combustivel, por se tratar de uma levedura de
grande importancia e com grande habilidade de se adaptar ao ambiente industrial.
Assim, este capitulo aborda estudos da fisiologia e crescimento da cepa
Brettanomyces bruxellensis ISA 2211 na variag&o de fatores nutricionais, etanol e
SOz, visando evitar o crescimento populacional e a producao de etilfendis para
prevenir a deterioragdo de vinhos. Esses experimentos foram realizados durante
estagio no laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia da
Universidade de Lisboa sob orientacdo do Prof. Dr. Manuel Malfeito-Ferreira.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.1. Origem e manutengao da cepa

A cepa B. bruxellensis ISA 2211 foi isolada de vinho tinto contaminado em
trabalhos anteriores do laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de
Agronomia da Universidade de Lisboa (BARATA et al.,, 2008). A estirpe foi
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mantida em meio GYP sdlido (20 g.L-! de glicose, 5 g.L-'de extrato de levedura,
10 g.L-! de peptona, 20 g.L-1 de agar, pH 6,0) a 4 °C.

2.1.2. Influéncia de nutrientes na toleréncia a SOz

Para avaliar a influéncia de fatores nutricionais na resisténcia a SO2 a cepa
foi pré-cultivada por 48 h em meio GYP, a 25 °C, 120 rpm, atingindo populagéo de
107 células/mL. Apds centrifugagédo a 3200 rpm, por 10 min., a cepa foi inoculada
a 10° células.mL' em meio basal SWM (“Sintetic Wine Media”, composigdo
abaixo) na auséncia e presencga de 30 mg.L"' de K2S20s5 (para adigdo de SOz ao
meio); meio basal SWM adicionado de 1 g.L-1 de extrato de levedura na auséncia
e presenca de 30 mg.L"" de K2S20s; meio basal SWM adicionado de 0,5 mL.L-" de
solugdo de vitaminas (composigdo abaixo) na auséncia e presenca de 30 mg.L"
de K2S20s5. A fermentagao foi realizada a 25 °C e sem agitagdo. Amostras foram
retiradas periodicamente para contagem de células viaveis.

O meio basal SWM foi composto por glicose (1,5 g.L"); frutose (1,5 g.L™);
D-L acido malico (3 g.L"); acido acético (0,01%); sulfato de potassio (0,1 g.L™");
Sulfato de magnésio (0,025 g.L™"); sulfato de aménio (2 g.L"); etanol (10%); acido
p-cumarico, acido ferulico e acido caféico (10 mg/L cada, dissolvidos
anteriormente no etanol), pH 3,5 e esterilizado por filtragdo em membrana 0,22
um. A solugéo de vitaminas foi composta por biotina (0,01 g.L"); pantotenato de
calcio (0,8 g.L"); inositol (40 g.L"); niacina (1,6 g.L™"); piridoxina (HCI) (1,6 g.L™");
tiamina (1,6 g.L"), esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 ym e estocado a 4
°C.

2.1.3. Avaliagao da inibicao do crescimento e producdo de fendis

volateis sob diferentes concentragoes de SO:

Inicialmente foram preparados 25 mL de pré-inbculo em meio SWM
adicionado de 1g.L"' de extrato de levedura até atingir 1078 cels.mL™' para
inocular 1L (2 frascos de 500 mL) do mesmo meio. Foi incubado por 3 dias a 25
°C sem agitagdo (populagdo de 108 células.mL'). O meio foi dividido em 8
Erlenmeyers de 100 mL, dos quais cada dois continham concentragdes de de
K2S20s5 de 0, 25, 50 e 75 mg.L" e o restante do meio foi utilizado para analises

relativas ao tempo inicial do experimento.
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Os frascos foram tampados com rolhas de borracha com uma agulha de
seringa inserida, para permitir trocas gasosas, foram incubados a 25 °C, sem
agitacado. Periodicamente, cada cultivo de diferente concentragcdo de K2S205 foi
avaliada com relagcdo a densidade o6tica, contagem de células em Camara de
Neubauer e contagem de UFC (unidades formadoras de col6nias) em placas com
meio GYP solido. Amostras em 0, 120 e 288 h foram avaliadas quanto a producéao

de fendis volateis.

2.1.4. Influéncia da presenga de acidos hidroxicinamicos e etanol na

tolerancia a SO

Para verificar a influéncia dos acidos hidroxicindmicos e etanol na
resisténcia a SO2 realizou-se fermentagdes em meio YNB com glicose (2 g.L") e
pH 3,5 contendo variagdes desses compostos, Tabela 10. Os HCAs utilizados
foram acido p-cumarico, acido ferulico e acido caféico, sendo aplicado 10 mg/L de
cada e dissolvidos no etanol anteriormente a adicdo ao meio. A principio foi feito
pré- indculo no mesmo meio de forma a iniciar o experimento com 10° células.mL"
. A fermentacgéo foi realizada a 25 °C, sem agitagdo e foram feitas amostragens
para contagem de células em Camara de Neubauer e contagem de UFC em

placas com meio GYP solido.

Tabela 10: Variacdo de etanol, acidos hidrocicinamicos e K2S20s5 aplicados na
fermentagdo em meio YNB com glicose a2 g.L" e pH 3,5.

Tratamentos Etanol (%) HCA (mg.L") K2S205 (mg.L ™)
Controle 0 0 0
Somente SO2 0 0 50
Etanol e SO2 10 0 50
Etanol, HCAs e SO2 10 10 50
Etanol e HCAs 10 10 0

2.1.5. Capacidade de recuperacao da viabilidade na presenca de SO:2
Alguns experimentos mostraram que a cepa B. bruxellensis 1SA 2211 foi

capaz de recuperar o crescimento populacional dias ap6s um diagnostico de

inviabilidade de todas as células, pela coloracdo com azul de metileno. Para

102



entender melhor a recuperagao da populagdo, uma fermentacio foi avaliada com
relagao a viabilidade e taxa de brotamento.

A fermentagao foi realizada utilizando meio K adicionado de 60 mg.L" de
K2S20s5, a 25 °C, sem agitagdo. O pré-inéculo foi feito também em meio K, a 25
°C, com agitagédo de 120 rpm e o indculo no experimento foi de 105 células. mL".

O meio K é composto por CaCl.2H20 (0,15 g/L); (NH4)2SO4 (5 g/L); KH2PO4
(5 g/L); MgS04.7H20 (0,5 g/L); glicose (20 g/L); solugédo de vitaminas (0,5 mL.L™")
e solugéo de oligoelementos (0,5 mL.L™"). A solugdo de vitaminas é composta por
biotina (0,01 g.L"); pantotenato de calcio (0,8 g.L"); inositol (40 g.L™"); niacina (1,6
g.L"); piridoxina (HCI) (1,6 g.L™") tiamina (1,6 g.L™"). A solugdo de oligoelementos
€ composta por acido bérico (1 g.L™"); iodeto de potassio (0,2 g.L™"); molibidato de
sodio (0,4 g.L™); sulfato de cobre (0,08 g.L™"); Cloreto de Ferro (0,4 g.L"); sulfato
de manganés (0,8 g.L™"); sulfato de zinco (0,8 g.L"); HCI (20 mL.L").

2.1.6. Capacidade de assimilagao de acido p-cumarico

Para avaliar a capacidade da cepa em utilizar o acido p-cumarico como
fonte de carbono foi realizado cultivo utilizando-se meio YNB e variagdes de
glicose e acido p-cumarico (Tabela 11), pH 3,5, sem agitagdo, a 25°C. O pré
indculo foi feito com meio YNB e glicose a 2 g.L™", centrifugado, re-suspendido no

meio do experimento e inoculado em concentragdo de 105 células.mL".

Tabela 11: Tratamentos utilizados para avaliagdo da capacidade de assimilagcéo
de acido p-cumarico

Tratamentos Acido p-cumarico (mmol.L) Glicose (g.L ")
YNB 0,0 0,0
YG 0,0 2,0
YO1A 0,1 0,0
YGO1A 0,1 2,0
Y1A 1,0 0,0
YG1A 1,0 2,0
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2.1.7. Utilizagcao de acido p-cumarico como fonte de carbono em

variadas concentragoes.

Apoés a constatacdo da capacidade da cepa em utilizar o acido p-cumarico
como fonte de carbono, foi avaliado a influéncia da concentracdo desse acido na
assimilagdo do mesmo. Foi utilizado meio K, com excessdo da glicose
(composicdo descrita no item 3.1.5). Como fonte de carbono utilizou-se a
comparacgéo entre Glicose (2 g.L™") e acido p-cumarico em concentragdes de 1, 2,
5 e 10 mmol.L-'. Foi necessario adicionar etanol a 1,5 % uma vez que maiores
quantidades do acido precisaram ser dissolvidas em etanol antes de adicionar ao
meio, assim padronizou-se 1,5% de etanol e essa quantidade foi adicionada em
todos os tratamentos. Todos os tratamentos tiveram o pH ajustado a 3,5.

O pré inoculo foi feito com meio YNB e glicose a 2 g.L™', centrifugado, re-
suspendido no meio do experimento e inoculado em concentragdo de 108
células.mL"". A fermentacao foi realizada a 25 °C, sem agitagdo e foram retiradas
amostras periddicas para quantificagdo da densidade éptica a 640 nm, contagem

em camara de Neubauer e contagem de UFC em placas com meio GYP sdlido.

2.1.8. Métodos analiticos

A quantificagdo de 4-etilfenol, 4-vinilfenol e 4-etilguaiacol foi feita por
cromatografia gasosa de acordo com metodologia descrita em Chandra e
colaboradores (2014).

A contagem em camara de Neubauer, taxa de brotamento e taxa de
viabilidade foi realizada como descrita anteriormente (Capitulo 2, item 2.7) com a
diferenga da utilizagdo do corante azul de metileno no lugar de eritrosina.

A contagem de unidades formadoras de colbénias (UFC) foi feita
inoculando-se 25 pL da amostra, em diferentes diluicdes, em placas de Petri com
meio GYP sodlido. As placas foram incubadas a 25 °C e, ao crescimento das
colonias, estas eram contadas na gota com diluigdo apropriada, ou seja, com
coldnias diferenciaveis. O célculo de UFC.mL! era realizado de acordo com a

férmula seguinte:

UFC.mL" = (N° de colbnias contadas) x 1000 x (fator de diluigao)
25
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento da espécie B. bruxellensis e sua inibigcado por SOz tem
se mostrado dependente de fatores do meio, como a presenca de vitaminas,
determinadas fontes de carbono incomuns a outras espécies e a presenga de
outros microrganismos. Os experimentos desse trabalho confirmam algumas
dessas influéncias, além disso, caracteristicas interessantes de adaptacao dessa

espécie, como a utilizagao de fontes alternativas de carbono sao relatadas.

3.1.1. Influéncia de nutrientes na tolerancia a SO:2

A Figura 21 mostra a variagédo na tolerancia da cepa ao SO2 na presencga e
auséncia de vitaminas e extrato de levedura. Observa-se claramente que a
composicdo do meio influencia na inibicdo da cepa. Na auséncia do extrato de
levedura, da solugéo de vitaminas e didxido de enxofre a levedura ndo apresentou
crescimento, contudo manteve sua viabilidade, enquanto a adigdo do inibidor na

auséncia das vitaminas e extrato de levedura levaram a cepa a morte.
Figura 21: Influencia de nutrientes na tolerancia a 30 mg.L-! de K2S20s.
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Na presenga do extrato de levedura e da solugdo de vitaminas a estirpe
nao apresentou inibicdo, alcangou o mesmo crescimento na auséncia ou
presenca do inibidor. O crescimento na presenga de vitaminas foi um pouco maior
do que na auséncia destas, de fato essa espécie é descrita como dependente de
tiamina para crescer, e as cepas podem sofrer variacdo quanto a auxotrofia para
tiamina, biotina e varias outras vitaminas (CONTERNO et al.,2006; BLOMQVIST,
2011). A utilizacdo do extrato de levedura permitiu 0 maior crescimento da
levedura, o que é natural, uma vez que possui fontes de carbono.

Na auséncia de vitaminas e extrato de levedura, uma baixa quantidade de
SOz foi capaz de inviabilizar a cepa, entretanto a quantidade de SO2 nao foi
suficiente para inibicdo da cepa na presenca de meio com maior rigueza em
nutrientes, seria necesssario a aplicagdo de quantidades maiores de
metabissulfito de potassio para conseguir inibigdo do crescimento da levedura. A
fim de identificar a quantidade capaz de inibir a cepa na presenca do extrato de
levedura foi realizada fermentacdo com diferentes concentracbes de
metabissulfito de potassio, cujos resultados podem ser observados no item a

seqguir.

1.1.1. Avaliagdao da inibicido do crescimento e producao de fendis

volateis sob diferentes concentragées de SO:2

Na presenca de extrato de levedura, no mesmo meio do experimento
anterior, a cepa foi totalmente inibida apenas na concentragdo de 75 mg.L",
Figura 22. Com 50 mg.L' houve uma queda inicial na viabilidade, que foi
recuperada posteriormente.

A contagem em camara de Neubauer e unidades formadoras de colénias
apresentaram o mesmo perfil, com uma pequena diferenga no ponto de queda em
50 mg.L', que pode ser atribuido a caracteristica da espécie em desenvolver o
estado de “viavel porém néo cultivavel” na presenca de SO2 (AGNOLUCCI et al.,
2010).

106



Figura 22: Inibicao do crescimento segundo variagado da concentragao de
metabissulfito de potassio. A) Contagem de unidade formadora de colbnias. B)
Contagem de células viaveis em camara de Neubauer.
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A inibigdo a 75 mg.L"' de metabissulfito de potassio esta em acordo ao que
é relatado na literatura relacionada a vinhos. Em termos praticos origina-se 50%
do peso do K2S205 em SO:2 e a literatura indica inibicdo de cepas a partir de 30
mg.L"" de SO2 em pH relativamente baixo (CONTERNO et al., 2006; SMITH,
2013). E importante lembrar que esse valor de inibicdo esta relacionado ao pH
baixo dos vinhos, uma vez que na presencga de ions H*, ocorre a reacdo destes
com a forma HSOs, produzindo SO2 e H20, aumentando a concentragcdo da
forma SOz e, portanto, aumentando o efeito do didéxido de enxofre sobre as
leveduras (SMITH, 2013). Dessa forma, a quantidade de SOz para inibir meios de
cultivo que tenham pH mais alto, como no caso de produgdo de etanol
combustivel, devera ser maior.

A Tabela 12 apresenta a quantificagdo de fendis volateis produzidos pela
cepa a partir dos acidos hidrocinamicos. Existe relacdo clara entre o perfil de
producao dos fendis e a inibicdo da viabilidade, assim, ndo houve inibicdo da
produgdo em 25 mg.L' de K2S20s5, quando comparado com o tratamento com
auséncia de K2S20s. Com 50 mg.L-! de K2S205 percebe-se uma produgdo mais
lenta, talvez devido a queda de viabilidade inicial, enquanto que com 75 mg.L" de
K2S205 ndo percebe-se aumento da produgao com relagdo ao tempo inicial.

Vale ressaltar que a quantidade de fendis encontradas no tempo inicial
corresponde a produgdo realizada durante o cultivo para desenvolvimento
populacional antes da adigdo do metabissulfito de potassio. Neste experimento, o
tempo de 0 h corresponde ao momento da adicdo das diferentes concentragcbes
de K2S205 ao meio.

O 4-vinilfenol é o composto intermediario entre a produgédo de derivados 4-
etil a partir dos acidos hidroxicindmicos, isso explica a diminuicdo da sua

concentragdo com o decorrer do tempo de cultivo.

Tabela 12: Quantificacdo de 4-etilfenol (EP), 4-etilguaiacol (EG), e 4-vinilfenol
(VP) durante fermentacdo em meio SWM e diferentes concentragdes de
metabissulfito de potassio.

Tempo (h) 0 120 288
Fendis volateis (p/L) EP EG VP| EP EG VP| EP EG VP
0 mg.L" de K2S20s 128 510 343| 3378 4301 03391 4550 0

25 mg.L" de K2S205 128 510 3343|3240 4223 126|3752 4852 0
50 mg.L" de K2S20s 128 510 343| 684 1333 392|2902 3982 287
75 mg.L" de K25205 128 510 343] 155 595 396| 180 544 386
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1.1.2. Influéncia da presenga de acidos hidroxicinamicos e etanol na
tolerancia a SO2

A presencga do etanol diminuiu a tolerancia da cepa a SOz, na Figura 23
observa-se que a combinacdo de etanol com SO2, na presenca ou auséncia de
HCAs provocou a morte das células. Por outro lado, na auséncia do etanol e
presenca de SOz, ou presencga de etanol e auséncia de SO2, a cepa manteve a
viabilidade, apenas com leve queda no inicio do tratamento com SOz e sem
etanol, como observado anteriormente. A influéncia do etanol no aumento da
inibicdo por SO2 corroboram os dados de Chandra e colaboradores (2014), que
detectaram uma interagao negativa entre etanol e SO2 por meio de metodologia
de superficie de resposta.

Contudo, ao longo do tempo os tratamentos com etanol e SO2 combinados
recuperaram o desenvolvimento e a viabilidade, enquanto na auséncia de HCAs
nao recuperaram a culturabilidade. Um dos problemas de contaminagao de vinhos
por B. bruxellensis é exatamente o desenvolvimento da populacdo apés meses de
engarrafamento. Alguns autores atribuem isso a teoria de que o SOz apenas
induz o estado de VBNC das células ao invés de mata-las (SERPAGGI et al.,
2012). Agnollucci et al. (2010) relataram a capacidade de varias cepas de
Brettanomyces em entrar no estado VBNC apos tratamento com SO2 em
concentragdes de 0,2 a 1 mg.L-! e eles mencionaram o potencial de recuperagio
da culturabilidade apds a remocéo do estresse. Entretanto, neste experimento, a
morte celular é observada pela coloragao das células com azul de metileno, o que
poderia indicar o desenvolvimento de poucas células adaptadas ou que células
tolerantes conseguiram voltar a multiplicar-se com a diminuigdo de estresse,

como poderia ser em caso de volatilizagdo do SO2 ao longo do experimento.
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Figura 23: Influéncia da presenga de HCAs e etanol na tolerancia a SO2. A)
contagem de células viaveis. B) Contagem de unidades formadoras de colbnias.
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1.1.3. Capacidade de recuperagao da viabilidade na presencga de SO

Na fermentag&o da cepa com meio K e 60 mg.L! de K2S20s5 observou-se
morte celular em 144 e 192 h de cultivo com posterior recuperagao da viabilidade,
Figura 24.

Em 24 h ndo houve taxa de brotamento e a viabilidade foi baixa,
provocando queda populacional em 48 h, entretanto aparecem células em
brotamento e o numero de células vivas se mantém, o que faz com que a taxa de
viabilidade seja maior.

Durante o processo de recuperagao da viabilidade populacional, em 264 h
a taxa de brotamento é alta, indicando que o retorno do desenvolvimento
populacional se dé a multiplicagdo de poucas células que permaneceram viaveis
no meio e que ndo foram detectadas durante a amostragem em 144 e 192 h

devido ao baixo numero de células viaveis.

Figura 24: Taxa de brotamento, taxa de viabilidade, populagéo celular e numero
de células viaveis durante fermentagdo em meio K com 60 mg.L" de
metabissulfito de potassio.
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Os dados nao permitem saber se essa recuperacao populacional se deve a
diminui¢cdo de condi¢des de estresse no meio por perda de SO2 ou se sao fruto do
desenvolvimento de células adaptadas as condigdes de cultivo. Uma alternativa
de obter respostas seria realizar a quantificagdo do SOz ao decorrer do

experimento a fim de observar se esse composto € perdido com o tempo.

1.1.4. Capacidade de assimilagao de acido p-cumarico

A Figura 25 apresenta a densidade optica (Figura 25A) e contagem de
células viaveis (Figura 25B) em fermentagédo com YNB e combinagdes de acido p-
cumarico e glicose. Observa-se que a cepa € capaz de crescer lentamente
utilizando apenas YNB, entretanto, nos tratamentos contendo YNB e &cido p-
cumarico o desenvolvimento populacional € consideravelmente maior, deixando
claro que a cepa utiliza o acido como fonte de carbono. As diferengcas de
concentracdo de acido p-cumarico ndo resultaram em variagdo na curva de
crescimento, assim como as curvas de crescimento foram semelhantes em todos
os tratamentos contendo glicose.

O numero de células viaveis apresentou uma estabilizagdo parecida em
todas as cepas. Na presenca de glicose as células se desenvolveram rapido e
acabaram tendo queda na viabilidade, sendo que em meio contendo glicose e 1
mM de &cido p-cumarico a viabilidade sofreu queda maior. Na presenca de
glicose a populagédo se desenvolve rapido e a viabilidade tem queda maior. Ndo
houve diferenca, no perfil de desenvolvimento, entre 0,1 e 1,0 mM de &acido p-
cumarico

A Tabela 13 apresenta os resultados da produgédo de fendis volateis em
552 h de cultivo dos tratamentos que continham o acido p-cumarico. A produgao
do 4-etilfenol foi de acordo com a concentracdo do acido, maior quantidade de
acido maior quantidade de 4-etilfenol, a utilizagdo do acido foi dividida entre
crescimento e produgao do fenol, independente da quantidade presente. Além
disso ndo houve diferenciagdo na producdo do fenol quando comparado a
auséncia e a presenga de glicose, ou seja, a cepa n&o produziu maior quantidade
de fenol na presenca de outra fonte de carbono.
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Figura 25: Desenvolvimento de B. bruxellensis ISA 2211 em teste de utilizagao
de acido p-cumarico como fonte de carbono. A) Medida da densidade 6ptica; B)
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Tabela 13: Quantificacdo dos fendis volateis 4-etilfenol (EP), 4-etilguaiacol (EG),
4-vinilfenol (VP) com 552 h de cultivo.

EP (ug.L") EG (ug.L") VP (pg.L")
YNB 65 46 0
YNB + Glicose 67 40 0
YNB +0,1 pCA 5908 44 0
YNB + Glic. + 0,1 mM pCA 6920 41 0
YNB + 1.0 mM pCA 72162 46 18
YNB + Glic. + 1,0 mM pCA 69820 43 0

A Unica produgao consideravel foi a de 4-etilfenol, o que € natural, ja que o
acido p—cumarico é precursor do 4-etilfenol. Enquanto o precursor do 4-

etilguaiacol é o acido ferulico.

1.1.5. Utilizacao de acido p-cumarico como fonte de carbono em

variadas concentragoes.

A Figura 26 A mostra que houve inibicdo de crescimento da cepa a partir
de 5 mmol.L"' de acido p—cumarico, sendo que existe uma diferenga consideravel
entre 5 e 10 mmol.L”". Com 10 mmol.L" a cepa sofre forte inibicdo do
crescimento populacional e queda inicial da viabilidade (Figuras 26 B e C).
Comparando-se os perfis de 10 mmol.L"' da contagem de células vidveis em
camara de Neubauer e da Contagem de unidades formadoras de colbnias
observa-se que existem células no estado de “viavel porém nao cultivavel”. Este
estado é caracteristico dessa espécie e relatado na literatura quando a célula esta
sob estresse por SO2 (AGNOLUCCI et al., 2014) e confirma a inibicdo das células
pelo acido p—cumarico.

O desenvolvimento populacional, a viabilidade e a culturabilidade em 1 e 2
mmol.L-! de acido p—cumarico foram semelhantes e o nimero de células viaveis
nessas duas concentragdes se equiparou ao de glicose no decorrer do cultivo,

apesar de nao atingir o mesmo crescimento populacional.
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Figura 26: Desenvolvimento de B. bruxellensis ISA 2211 sob diferentes

concentragdes de acido p-cumarico. A) Medida da densidade optica. B) Contagem

de células viaveis. C) Contagem de unidades formadoras de colbnias.
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Quando cultivadas em acido p—cumarico, independente da concentracao,
algumas células mudaram sua morfologia, estas se apresentavam mais
alongadas e maiores que as outras células, Figura 27. No meio que nao continha
0 acido p—cumarico e sim glicose as amostras ndo apresentavam essa forma,
mas nos meios contendo o acido era comum observar esse tipo de morfologia,
entretanto poucas células tinham a morfologia modificada. A literatura carece de
trabalhos que esclaregam essas estratégias de sobrevivéncia. Uscanga e
colaboradores (2000) também observaram diferengas na morfologia de B.
bruxellensis com mudanc¢as nutricionais, como a auséncia de sulfato de aménio,

mas as bases dessa estratégia de sobrevivéncia ndo sao esclarecidas.

Figura 27: Morfologia celular de B. bruxellensis ISA 2211 na presencga de acido
p—cumarico,imagem obtida por microscopia optica.

Aumento de 400x

4. CONCLUSOES

No geral, a cepa B. bruxellensis ISA 2211 mostrou suscetibilidade as
condicdes do meio, entretanto parece ter habilidades que permitem a adaptacao

ao meio em que se encontra.
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A levedura teve a toleréncia a SO2 diminuida quando combinado com
etanol. Ja a presenca de vitaminas e extrato de levedura aumentaram a tolerancia
da cepa ao SO2, porém foi capaz de recuperar o crescimento em algumas
condigdes.

Com relagdo ao acido p-cumarico como fonte de carbono, a estirpe foi
capaz de utiliza-lo, porém teve seu crescimento inibido com quantidade maiores
do composto presente no meio. Além disso, apresentou modificacdo da
morfologia de algumas células na presenga do composto.

A espécie B. bruxellensis possui caracteristicas diferenciadas de outras
espécies de leveduras, tais como a utilizacdo de fontes de caborno e nitrogénio
incomuns, e possui boa adaptacdo ao ambiente industrial. Atualmente é vista
como um problema, por se tratar de um contaminante de vinhos e dornas de
producao de etanol combustivel, entretanto, se melhor estudada e compreendida,
talvez possa ser promissora em processos industriais. Com relagédo ao controle de
sua contaminagdo, € preciso continuar buscando novas alternativas, pois a
suscetibilidade dela ao meio e a presenca de outros microrganismos podem ser

poderosas ferramentas, ainda que seja necessario a combinagdo com o SOo..

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGNOLUCCI, M.; CRISTANI, C.; MAGGINI, S.; et al. Impact of sulphur dioxide on
the viability, culturability, and volatile phenol production of Dekkera bruxellensis in
wine. Annals of Microbiology, v. 64, p. 653-659, 2014.

AGNOLUCCI, M.; REA, F.; SBRANA, C.; et al. Sulphur dioxide affects culturability
and volatile phenol production by Brettanomyces/Dekkera bruxellensis.
International Journal of Food Microbiology, v. 143, p. 76-80, 2010.

BARATA, A.; CALDEIRA, J.; BOTELHEIRO, R.; et al. Survival patterns of Dekkera
bruxellensis in wines and inhibitory effect of sulphur dioxide. International
Journal of Food Microbiology, v. 121, p. 201-207, 2008b.

BARATA, A.; PAGLIARA, D.; PICCININNO, T.; et al. The effect of sugar
concentration and temperature on growth and volatile phenol production by
Dekkera bruxellensis in wine. FEMS Yeast Research, v. 8, p. 1097-102, 2008a.

BENITO, S.; PALOMERO, F.; MORATA, A.; CALDERON, F.; SUAREZ-LEPE, J.
A. Factors affecting the hydroxycinnamate decarboxylase/vinylphenol reductase
activity of dekkera/brettanomyces: Application for dekkera/brettanomyces control

117



in red wine making. Journal of Food Science, v. 74, n. 1, p. 15-22, 2009.

BLOMQVIST, J.; EBERHARD, T.; SCHNURER, J.; PASSOTH, V. Fermentation
characteristics of Dekkera bruxellensis strains. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 87, p. 1487-1497, 2010.

CHANDRA, M.; BARATA, A.; FERREIRA-DIAS, S.; MALFEITO-FERREIRA, M.;
LOUREIRO, V. A Response Surface Methodology study on the role of factors
affecting growth and volatile phenol production by Brettanomyces bruxellensis ISA

CONTERNGO, L.; JOSEPH, C. M. L.; ARVIK, T. J.; HENICK-KLING, T.; BISSON,
L. F. Genetic and physiological characterization of Brettanomyces bruxellensis
strains isolated from wines. American Journal of Enology and Viticulture, v. 57,
p. 139-147, 2006.

DIAS, L.; PEREIRA-DA-SILVA, S.; TAVARES, M.; MALFEITO-FERREIRA, M.;
LOUREIRO, V. Factors affecting the production of 4-ethylphenol by the yeast
Dekkera bruxellensis in enological conditions. Food Microbiology, v. 20, p. 377—-
384, 2003.

LEITE, F. C. B.; BASSO, T. O.; PITA, W. D. B.; et al. Quantitative aerobic
physiology of the yeast Dekkera bruxellensis, A major contaminant in bioethanol
production plants. FEMS Yeast Research, v. 13, p. 34—43, 2013.

OELOFSE, A.; PRETORIUS, I. S.; TOIT, M. DU. Significance of Brettanomyces
and Dekkera during Winemaking: A Synoptic Review. South African Journal of
Enology and Viticulture, v. 29, p. 128-144, 2008.

PEREIRA, L. F.; BASSI, A. P. G.; AVANSINI, S. H.; et al. The physiological
characteristics of the yeast Dekkera bruxellensis in fully fermentative conditions
with cell recycling and in mixed cultures with Saccharomyces cerevisiae. Antonie
van Leeuwenhoek, v. 101, p. 529-539, 2012.

SERPAGGI, V.; REMIZE, F.; RECORBET, G.; et al. Characterization of the “viable
but nonculturable” (VBNC) state in the wine spoilage yeast Brettanomyces. Food
Microbiology, v. 30, p. 438-447, 2012.

SMITH, C. Postmodern Winemaking. University of California Press: Los
Angeles, 368 p., 2013.

USCANGA, M. G. A,; DELIA, M. L.; STREHAIANO, P. Nutritional requirements of
Brettanomyces bruxellensis : Growth and physiology in batch and chemostat
cultures. Canadian Journal of Microbiology, v. 46, p. 1046—1050, 2000.

118



CONCLUSOES GERAIS

119



1. DISCUSSAO GERAL

O estudo das caracteristicas individuais de cada cepa mostrou diferencas
de comportamento fisiolégico das linhagens frente aos parametros fermentativos
aplicados. Com relacéo as cepas produtoras de etanol, conseguiu-se aumentar o
consumo do agucar e, consequentemente, aumentar a producao de etanol.

Leveduras ndo-Saccharomyces tém recebido atencéo limitada no contexto
de produgdo de etanol de segunda geragcdo ou biorrefinarias, os estudos se
concentram em poucas espécies. O metabolismo de pentoses € diferente do
metabolismo de hexose e fornece desafios a aplicagcdo da cofermentagdao, como
por exemplo o oxigénio, que se faz necessario para a producdo de etanol a partir
de xilose, enquanto sua auséncia favorece a fermentacdo de hexose
(LERTWATTANASAKUL et al., 2013).

A espécie C. shehatae esta entre as espécies mais estudadas dentro do
contexto de fermentacdo de xilose e este trabalho contribui com alguns
parametros pouco explorados, como a avaliagdo da concentragao celular inicial.
Além disso, reforga a importancia de se avaliar os parametros fermentativos a fim
de atingir condigdes que favoregam a producao de etanol.

No caso da cepa A. pullulans, a producado de etanol alcangada com a
modificagdo dos parémetros fermentativos fortalece a idéia de que deve-se
dispensar maior atencdo aos estudos fisiologicos e metabdlicos de cepas nao-
Saccharomyces, visando aplicagdo industrial. Ainda que esta cepa nao possua
um rendimento satisfatério de produgdo de etanol, possui caracteristicas
fisiolégicas e morfolégicas diferentes de espécies tradicionalmente promissoras
para a fermentacao de xilose, por exemplo o fato de ser “yeast-like”.

Para uma aplicagdo dessas estirpes, deve-se considerar o método de pré-
tratamento do material lignocelulésico, uma vez que houve inibicdo causada por
compostos que com frequéncia sao liberados durante processos envolvendo
aplicacao de reagentes quimicos em condigbes drasticas de temperatura e/ou
pressao, levando a necessidade de desintoxicagdo do hidrolisado ou a tentativa
de adaptar as cepas a concentragdes maiores desses compostos. Por outro lado,
a assimilagcdo do acido p—cumarico como fonte de carbono pela espécie B.

bruxelensis €& interessante, uma vez que os acidos hidroxicinamicos sao
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compostos derivados da degradagao da lignina e causam inibigdo no processo de
fermentacdo do hidrolisado (KLINKE et al., 2004). Estudos mais aprofundados
seriam interessantes, a fim de entender melhor o processo de utilizagdo desses
compostos e tentar alternativas de descontaminagao.

A espécie B. bruxelensis também pode oferecer vantagens na
cofermentacdo de hexoses e pentoses, pelo fato de possuir a caracteristica de
fermentar glicose a etanol mais rapidamente na presenga de oxigénio do que em
condi¢gdes anaerdbicas, além de ser uma espécie comumente isolada de
ambiente de fermentacdo alcodlica industrial e ser adaptada a esse ambiente.
Sendo assim, pode ser uma alternativa de levedura a ser aplicada em conjunto
com outras que fermentem pentoses, ou mesmo com S. cerevisiae, pois possuem
metabolismo diferente e B. bruxellensis consegue ndo competir com S. cerevisiae
em ambiente de fermentagéo alcoodlica. Além disso, ha a alternativa de aplica-la
isoladamente para a fermentacdo de ambos os agucares. (STEENSELS et al.,
2015).

Assim como B. bruxellensis, A. pullulans é uma espécie que possui
potencial em alcangar maior visibilidade e importancia biotecnolégica no futuro.
De acordo com Chi e colaboradores (2009), é uma espécie reconhecida por estar
amplamente distribuida em diferentes ambientes com capacidades de obtencéo
de diferentes bioprodutos, dependendo de onde a estirpe foi isolada. Os autores
chamam atengdo para a ocorréncia dessas diferengas e para o fato do genoma
completo de A. pullulans ainda nao ter sido sequenciado. Além disso, acreditam
ser possivel encontrar outros bioprodutos e novos genes a partir dessa espécie.

Sendo assim, mais estudos podem descobrir novos bioprodutos a partir de
pentoses, tanto D-xilose quanto L-arabinose, ja que a espécie assimila ambos os
agucares, ao mesmo tempo que nao possui eficiéncia para fermentar hexoses
(KURTZMAN et al., 2011), o que pode ser vantagem em caso de cocultivo.

No caso de B. bruxellensis como contaminante de vinhos, muitas perguntas
ainda precisam ser respondidas, se conhece a fisiologia da levedura, mas o
metabolismo por traz dessa fisiologia ainda precisa ser explorado. A cepa deste
trabalho apresentou suscetibilidade aos fatores ambientais quando combinado
com a presenga de SOz, mas ao mesmo tempo mostrou tolerancia e
adaptabilidade a situacdes de estresse. Assim como acontece com A. pullulans, o

estudo das caracteristicas metabdlicas e genéticas dessa espécie pode contribuir
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tanto para seu controle como contaminante quanto para seu potencial de
aplicacédo biotecnologica. Apesar de atualmente a espécie estar exercendo um
papel de inimiga dos processos biotecnoldgicos, suas caracteristicas sugerem um

grande potencial em favor da aplicagao industrial.

2. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu com os estudos acerca das caracteristicas
fisiologicas das espécies Aureobasidium pullulans, Scheffersomyces (Candida)
shehatae e Dekkera/Brettanomyces bruxellensis, confirmando alguns resultados
ja encontrados na literatura e contrapondo outros, mas acima de tudo mostrando
a importancia do estudo mais profundo de espécies nao-Saccharomyces dentro
do contexto de aplicagdes biotecnoldgicas e, ainda, a necessidade do estudo de
diferentes estirpes de uma mesma espécie. Por fim, vale ressaltar que explorar as
caracteristicas das espécies nao-Saccharomyces pode contribuir tanto com a
descoberta de novos bioprodutos quanto com o desenvolvimento de tecnologias

sustentaveis.
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