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RESUMO

O etanol de segunda geracdo (2G) é o etanol produzido a partir de
materiais lignoceluldsicos como o bagaco da cana-de-acUcar. Todavia, a
producdo do etanol 2G ainda ¢ limitada pela falta de um microrganismo
gue seja, a0 mesmo tempo, capaz de fermentar xilose e tolerar compostos
inibitérios como os &cidos carboxilicos. Dentre as alternativas utilizadas
para viabilizar tal organismo estdo (1) o isolamento de leveduras que
naturalmente possuam as caracteristicas desejadas, e (2) a modificacdo
genética de leveduras de espécies conhecidas. Dentre as leveduras que
naturalmente fermentam xilose, a espécie Spathasphora passalidarum
tem se destacado por sua excelente capacidade de converter esta pentose
em etanol. Todavia, a tolerancia desta levedura frente aos &cidos
carboxilicos ainda é pouco conhecida e deve ser analisada. Dentre as
leveduras que foram geneticamente modificadas para fermentar xilose,
encontram-se linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae. A
fermentac&o da xilose por essas linhagens foi possibilitada por uma serie
de modificacdes genéticas que hoje j& sdo bem estabelecidas. Essas
linhagens, entretanto, continuam sendo fortemente inibidas pela presenca
dos &cidos carboxilicos, de forma que, modificacBes genéticas adicionais
sd0 necessarias para torna-las mais tolerantes a esses inibidores. Dentre
as modificagdes mais promissoras, encontra-se a sobre expressao do gene
TALL. Esse gene codifica uma transaldolase da fase ndo oxidativa da via
das pentoses fosfato e a sua sobre-expressdo ja mostrou que melhora a
tolerancia de linhagens recombinantes de S. cerevisiae frente ao acido
acético e ao acido férmico. Todavia, os trabalhos que realizaram a sobre-
expressdo do gene TAL1 utilizaram linhagens laboratoriais de S.
cerevisiae que, sabidamente, sdo menos robustas do que linhagens
industriais. Recentemente, nosso grupo de pesquisa construiu uma
linhagem S. cerevisiae (JDY-01) de origem industrial que, além de conter
as modificacOes necessérias para fermentar xilose, sobre-expressa o gene
TALL. O perfil de crescimento e o perfil fermentativo desta linhagem na
presenca de concentraces crescentes de acido acético ou de é&cido
férmico foi analisado neste trabalho. Além disso, o presente trabalho
avaliou a toleréncia da levedura S. passalidarum (UFMG-HMD 2.1)
frente aos mesmos acidos. Todas as analises foram feitas utilizando xilose
e/ou glicose como fonte de carbono. Os resultados para a levedura S.
passalidarum mostraram que a levedura € altamente sensivel aos &cidos
testados, sendo intolerante a concentracdes tdo baixas quanto 30 mM de
acido acético ou 6 mM de acido férmico. A sensibilidade da levedura foi



independente da fonte de carbono e indicou que dificilmente esta levedura
poderia ser empregada na producdo de etanol 2G. Os resultados para a
linhagem JDY-01 mostraram que, quando crescida na presenca de xilose
e em condicdes aerdbias, a linhagem teve a sua tolerancia ao acido acético
melhorada pela sobre-expressdo do gene TALL. Nestas condic@es, a cepa
foi capaz de crescer na presenca de até 60 mM de acido acético.
Igualmente, na co-fermentacéo de xilose e glicose acrescida de 30 mM de
acido acético, a cepa se mostrou levemente mais tolerante & presenca
deste inibidor. A tolerancia observada foi acompanhada por uma leve
melhora na co-fermentagdo da xilose. Todavia, quando apenas Xxilose
estava presente no meio, a sobre-expressao do gene TAL1 ndo interferiu
no perfil fermentativo da linhagem JDY-01. De forma similar, a sobre-
expressao do gene TAL1 ndo melhorou a tolerancia da linhagem ao &cido
formico. O fato da sobre-expressdo do gene TAL1 ndo ter melhorado a
tolerancia da linhagem JDY-01, parece estar associado a problemas nas
etapas iniciais da via de metabolizacdo da xilose, ou a baixa expressao do
gene.

Palavras-chave: transaldolase (TAL1), Spathaspora passalidarum,
xilose.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, os biocombustiveis vém ganhando destaque
em paises que desejam diversificar sua matriz energética e diminuir sua
dependéncia em relacdo aos combustiveis derivados de petroleo
(SANCHEZ & CARDONA, 2008; MATSUSHIKA et al., 2009). O
etanol, em especial, tem se sobressaido como o biocombustivel mais
utilizado no mundo (SANCHEZ & CARDONA, 2008) e como uma
opcao mais limpa do que a gasolina (GOLDEMBERG, 2008).

No Brasil, o etanol é produzido em larga escala desde a década
de 1970. A producédo nacional do alcool comegou como uma estratégia
do governo brasileiro para diminuir as importacGes de petréleo. Para isso,
em 1975, o governo brasileiro instituiu o Programa Nacional do Alcool
(Proélcool) e, através de uma série de subsidios econdémicos, incentivou
a producéo de etanol pela industria nacional (GOLDEMBERG, 2008). A
cana-de-agUcar, que se encontrava em excesso has industriais agucareiras
devido a crise no setor (ROSILLO-CALLE & CORTEZ, 1998), foi
redirecionada para a producéo do alcool e tornou-se a principal matéria-
prima do etanol brasileiro (SOCOOL et al, 2005; KOHLHEPP, 2010) Os
incentivos do governo e o desenvolvimento de novas tecnologias fizeram
com que o Brasil ganhasse uma posi¢do de destaque mundial na producéo
desse biocombustivel. Hoje, o Brasil é o segundo maior produtor de
etanol no mundo (RENEWABLE FUELS ASSOCIATION, 2017), tendo
produzido 30 bilhdes de litros deste alcool somente em 2016 (BALANCO
ENERGETICO NACIONAL, 2016).

O combustivel comercializado atualmente no pais é chamado de
etanol de primeira geracdo (1G). A producdo deste alcool nas usinas
brasileiras é feita através da fermentag&o da sacarose presente no caldo da
cana-de-aclicar (GOLDEMBERG & GUARDABASSI, 2010). No
processo de conversao da cana em etanol, a planta é primeiramente moida
para que o seu caldo seja extraido. Uma vez extraido, o caldo pode ser
utilizado tanto para a producdo do combustivel, quanto para a producédo
de aclcar. Caso seja utilizado para producdo do alcool, ap6s um
tratamento de calagem, o caldo passa a ser fermentado pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. Ao final do processo fermentativo, o etanol
produzido é recuperado em destiladores (NOVA CANA, 2017).

Uma das consequéncias da producdo do etanol brasileiro € a
formag&o de grandes quantidades de residuos, dentre eles o bagaco e a
palha da cana-de-aglcar (PEREIRA et al, 2015). Na moagem da cana para
extracdo do seu caldo, para cada tonelada de cana processada,
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aproximadamente 140 kg de bagaco em base seca sdo formados (DIAS et
al., 2011). Esse bagaco é, em grande parte, queimado para producdo de
energia, a qual é utilizada nas proprias usinas (GOLDEMBERG &
GUARDABASSI, 2010). Todavia, o bagaco da cana-de-aglcar ¢ um
material rico em agucares potencialmente fermentaveis que poderiam ser
utilizados para producdo de etanol de 2G, etanol produzido a partir de
materiais lignocelulésicos (DIAS et al., 2011). A producgéo de etanol 2G
é uma alternativa para que o total de etanol produzido por tonelada de
cana seja aumentado, sem que as areas de cultivo da planta sejam
expandidas (PEREIRA Jr et al., 2008). Além disso, a produg¢do do etanol
2G é economicamente interessante uma vez que utiliza um insumo
abundante, barato e disponivel localmente (DIAS et al., 2012).

1.1 ESTRUTURA LIGNOCELULOSICA

O bagaco da cana-de-agUcar é composto basicamente por trés
polimeros: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é o maior
componente do bagago da cana-de-agUcar, e consiste em um
polissacarideo formado por monémeros de glicose unidos por ligacdes
glicosidicas do tipo B 1—4. A hemicelulose é o segundo maior
componente do bagago da cana-de-agUcar, e consiste em um
polissacarideo heterogéneo e ramificado formado por pentoses (xilose e
arabinose) e hexoses (manose, glicose e galactose). A lignina, por sua vez,
¢ formada pela polimerizacdo dos &lcoois cumarilico, coniferilico e
sinapilico. O papel da lignina é o de envolver as fracdes celulésicas e
hemicelulésicas, dando suporte estrutural para essas fracdes e
protegendo-as contra ataques de microrganismos (PEREIRA Jr. et al.,
2008; QUINTERO et al., 2013).

As fracOes de celulose e hemicelulose do bagaco da cana-de-
acucar concentram 0s monossacarideos fermentesciveis que servem de
insumo para a producdo do etanol 2G (PALMQVIST & HAHN-
HAGERDAL, 2000; MATSHUSIKA et al., 2012). Esses agticares, no
entanto, ndo se encontram prontamente disponiveis para fermentacdo e
sdo dificeis de serem liberados devido & associacdo covalente da lignina
com as fragdes de celulose e hemicelulose (MARTIN et al, 2007,
CARDONA et al. 2010). A associacdo da lignina e a complexidade da
lignocelulose fazem com que 0 bagaco seja uma estrutura pouco porosa e
altamente resistente a hidrélise (COSTA, 2012). De forma que, torna-se
necessario que o bagaco passe por um tratamento inicial que aumente a
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porosidade desse material e facilite a liberacdo dos seus acUlcares
constituintes.

Biomassa vegetal

Parede celular

Microfibrila

Célula vegetal de celulose

Moléculas
de acticar
Glicose

Figura 1 — Estrutura lignocelulésica. Adaptado de: Genome Management
Information System (2017).

A etapa onde a porosidade do material lignocelul6sico é
aumentada é chama de pré-tratamento. No pré-tratamento, a aplicagdo de
uma série de métodos quimicos (e.g. ozondlise), fisico-quimicos (e.g.
explosdo a vapor) e/ou bioldgicos (e.g. enzimas) (1) desestruturaram o
complexo lignocelulésico, (2) removem a lignina, (3) hidrolisam
parcialmente a hemicelulose, e (4) reduzem a cristalinidade da celulose
(SUN & CHENG, 2002; ALMEIDA et al., 2007; SANCHEZ &
CARDONA, 2008; JONSSON, et al., 2013). Em conjunto, essas quatro
acOes desestruturam a lignocelulose e deixam a celulose e a hemicelulose
mais susceptivel & hidrdlise.

Na etapa da hidrolise, os mondmeros constituintes das fracoes
celuldsica e hemiceluldsica séo liberados através da aplicacdo de enzimas
celuloliticas’/hemicelulolitcas ou de &cidos concentrados (PALMQVIST
& HAHN-HAGERDAL, 2000; SANCHEZ & CARDONA, 2008).
Independente do método escolhido, a hidrélise da celulose resulta na
liberacdo exclusiva de monémeros de glicose, enquanto que a hidrolise
da hemicelulose resulta também na liberacdo de uma quantidade
significativa de xilose (PEREIRA Jr, 2008; SANCHEZ & CARDONA,
2008; MATUSHIKA et al., 2009, 2012; HASUNUMA et al., 2011).

1.2 DESAFIOS DO ETANOL 2G

1.2.1  Acidos carboxilicos
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As condi¢cdes empregadas tanto no pré-tratamento quanto na
hidrolise de materiais lignoceluldsicos favorecem a formacgdo de
subprodutos capazes de inibir a fermentacdo dos aglicares presentes nos
hidrolisados (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000; ALMEIDA
et al., 2007; JONSSON, et al., 2013). A presenca desses inibidores tem
se revelado um impasse para producdo de etanol 2G porque, os efeitos
negativos desses compostos sobre o metabolismo dos microrganismos
fermentadores, diminuem o rendimento de etanol (Van MARIS et al.,
2006, ALMEIDA et al., 2007, GIRIO et al., 2010). Os tipos de inibidores
formados e a concentragcdo desses compostos dependem do material
utilizado e das condicdes de tratamento empregadas. Todavia, a formagdo
desses inibidores € especialmente favorecida pelos métodos de pré-
tratamento que utilizam acidos e/ou altas temperaturas (GIRIO et al.,
2010, CARDONA et al., 2010), e menos favorecidas por métodos como
a hidrolise enzimdtica, que utilizam condi¢cBes mais brandas de pH e
temperatura (CARDONA et al., 2010, JONSSON, et al., 2013).

Em hidrolisados de bagaco de cana-de-agUcar, os acidos
carboxilicos recebem papel de destaque porque sdo os inibidores
encontrados em maior propor¢do (PEREIRA et al, 2015). De forma
similar ao que acontece com 0s outros inibidores, a concentragdo destes
acidos nos hidrolisados de bagago de cana-de-acUcar também varia de
acordo com o tratamento utilizado. Entretanto, em hidrolisados obtidos
via pré-tratamento com &cido sulfdrico diluido (DE BARROS et al.,
2013; BENJAMIN et al., 2014), ou via pré-tratamento a vapor
(ALMEIDA et al., 2007), o acido acético e o &cido formico sdo os
inibidores encontrados em maiores concentracdes'. A formacdo desses
acidos ocorre, respectivamente, através da desacetilacdo da hemicelulose
e da degradacdo de outros compostos inibitérios como o
hidroximetilfurfural e o furfural (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL,
2000; ALMEIDA et al., 2007; JONSSON, et al., 2013).

Os mecanismos de inibicdo desses acidos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos, mas parecem estar relacionados com o
desacoplamento e acimulo intracelular de anions. De acordo com a
hipotese do desacoplamento, a forma ndo dissociada do &cido difunde-se
através da membrana plasmatica para o meio intracelular. Uma vez dentro
da célula, o acido se dissocia no seu respectivo anion e préton H+ devido
ao pH citosélico (7,0)%. A dissociagdo do acido leva a acidificacdo do pH

!Nessa condicdo ja foram reportadas concentragdes de até 70 mM de acido
acético e 30 mM de &cido formico.
2 PKa do 4cido acético = 4,74 (25 °C), pKa do acido férmico = 3,75 (20 °C).
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citosolico e a célula ativa uma série de mecanismos de destoxificacdo em
uma tentativa de manter o pH intracelular. Dentre esses mecanismos de
destoxificagdo, encontram-se ATPases de membrana que, ao custo de
ATP, bombeiam os prdtons em excesso para fora da célula. Todavia, 0
ATP gasto para manutenc¢éo do pH intracelular deixa de ser utilizado para
formagdo de biomassa celular e afeta o crescimento da célula.
Principalmente, as atividades das ATPases de membrana geram um
déficit energético que pode extinguir os niveis de ATP celular e, em
Gltima instancia, levar a morte da célula (PALMQVIST & HAHN-
HAGERDAL, 2000; ALMEIDA et al., 2007; JONSSON, et al., 2013).

Ainda, de acordo com a hip6tese do acimulo intracelular de
anions, uma vez que o acido se dissocia no citosol, o anion formado é
capturado pela célula. A forma ndo dissociada do &cido, passa entdo a
difundir ainda mais para o interior celular numa tentativa de alcancar o
equilibrio entre as concentracbes das formas dissociadas e ndo
dissociadas. Como a concentracdo das formas dissociadas e néo
dissociadas ocorre em funcdo do pH, o gradiente de pH existente entre o
meio de cultivo (5,0) e o interior celular (7,0) impede que o equilibrio seja
alcancado (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000; ALMEIDA et
al., 2007). Como consequéncia, a forma néo dissociada do acido difunde
cada vez mais para dentro da célula.

1.2.2 Metabolismo da xilose

Para que a producdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos como o bagaco da cana-de-aglcar se torne uma
tecnologia economicamente vidvel, todos os agucares mobilizados no
tratamento deste material devem ser fermentados & etanol, inclusive a
xilose. A xilose é o segundo monossacarideo mais abundante nos
hidrolisados lignoceluldsicos e, apesar de varias leveduras serem capazes
de metabolizar essa pentose, apenas uma pequena fracdo dessas leveduras
sdo capazes de fermenta-la a alcool (Van MARIS et al., 2006, HAHN-
HAGERDAL et al., 2007). Em virtude disto, a metabolizagdo de xilose é
um outro desafio a producéo do etanol 2G.

Como pode ser visto na Figura 2, em leveduras, as primeiras
etapas da metabolizacdo da xilose envolvem a conversdo desta pentose
em Xilulose por uma reacdo de reducdo e outra de oxidacdo. Mais
especificamente, uma vez dentro da célula, a xilose é reduzida a xilitol
pela enzima xilose redutase (XR), e o xilitol formado é oxidado a xilulose
pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). A xilulose é entéo fosforilada
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a xilulose-5-fosfato (X5P) pela xilulocinase (XK), via 0 consumo de uma
molécula de ATP. A X5P formada entra entdo na via das pentoses fosfato
(PPP) onde continua sendo metabolizada (revisto por Van MARIS et al.,
2006; e por MATUSHIKA et al., 2009).

Xilose
Glicose i XR
“ /,_.epe_. RuSP<—__RPE itol | X1
ZWF, SOL | Rkl\ - ‘.\DH

R5P —_— X5P <—— Xilulose <
TAL e At

I '/—\
F6P Y~ Y
A \ s7P GAP
FBP E4P

DHAP <> gap X5P

I I TDH
Glicerol-3-fosfato BPGA

Glicerol 3PGA

{

2PGA

PEP

Piruvato —> Acetaldeido <— Etanol

Acetato

Figura 2: Desenho esquemético do metabolismo da xilose em leveduras.
Adaptado de: Hasunuma et al. 2011. AbreviacBes: BPGA, 1,3-bifosfoglicerato;
fosfato; S7P, sedoheptulose-7-fosfato; X5P, xilulose-5-fosfato. Enzimas sdo
indicadas pelo seu simbolo genético atribuido: GND, 6-fosfogluconato
desidrogenase; SOL, 6-fosfogluconolactonase; TAL, transaldolase; TDH,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; TKL, transcetolase; RPE, ribulose-5-
fosfato 4-epimerase; RKI, ribose-5-fosfato isomerase; XI, xilose isomerase; XK,
xilulocinase; XDH, xilitol desidrogenase; XR, xilose redutase; ZWF, glicose-6-
fosfato desigrogenase.

A PPP ¢ essencial para a metabolizacdo da xilose porque produz
intermediarios da via glicolitica (MATUSHIKA et al., 2009). A produgéo
desses intermediarios conecta a PPP e a via glicolitica e, assim, permite
que, em teoria, a xilose seja convertida & etanol. Na fase ndo oxidativa da
PPP, a X5P proveniente das primeiras etapas de assimilacdo da xilose, é
convertida junto com a ribose-5-fosfato (R5P) em sedoheptulose-7-
fosfato (S7P) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP) pela enzima transcetolase
(TKL). No passo seguinte, a S7TP e o0 GAP séo convertidos & eritrose-4-



25

fosfato (E4P) e frutose-6-fosfato (F6P) pela enzima transaldolase (TAL).
Por fim, a E4P e a X5P sdo convertidas em GAP e F6P. O GAP e a F6P
sdo duas moléculas intermediérias da via glicolitica e, uma vez formadas,
entram nesta via para serem, potencialmente, convertidas a etanol (revisto
por HASUNUMA et al. 2011).

E importante ressaltar que a discrepancia entre o grande niimero
de leveduras que podem assimilar xilose, e 0 baixo nidmero de leveduras
gue eficientemente fermentam essa pentose a etanol, esta relacionado com
impasses intrinsecos a metabolizacdo da xilose como o desbalango redox.
Nas primeiras etapas de assimilagdo da xilose a eficiente conversdo desta
pentose a xilulose depende do balanco redox entre as enzimas XR e XDH.
Isso porque essas enzimas tém preferéncias distintas pelos cofatores
NAD(P)H/NAD®. Enquanto a XR pode utilizar tanto o cofator NADPH
guanto o cofator NADH, a enzima XDH mostra-se NAD*dependente. Em
leveduras onde a enzima XR utiliza, preferencialmente, o cofator
NADPH, a diferenca na utilizacéo de cofatores gera um desbalango redox
intracelular que é especialmente evidente em condigdes limitadas de
oxigénio. Isso porque na auséncia de oxigénio o cofator NAD+ ndo é
regenerado em quantidades suficientes, enquanto o NADPH é regenerado
pela via das pentoses fosfato. A regeneracdo insuficiente de NAD+
interrompe a metabolizagdo da xilose e leva ao acimulo do substrato da
XDH, o xilitol. Uma vez que a atividade da enzima XDH & restringida
pela auséncia do cofator NAD+ e o xilitol é acumulado, a xilose
assimilada pela levedura acaba ndo entrando na PPP e ndo é convertida a
etanol (revisto por Van MARIS et al., 2006; e por MATUSHIKA et al.,
2009).

1.3 SUPERANDO OS DESAFIOS DOS INIBIDORES E DO
METABOLISMO DA XILOSE

Conforme apresentado, a tecnologia do etanol 2G ainda é
limitada pela presenca de compostos inibitérios nos hidrolisados
lignoceluldsicos e pela necessidade de se converter a xilose a etanol.
Essas limitagcBes impdem que o microrganismo utilizado na produgéo do
etanol 2G seja capaz de fermentar xilose e, a0 mesmo tempo, tolerar os
inibidores presentes nos hidrolisados lignocelulésicos (SANDA et
al.,2011). Para viabilizar tal organismo duas estratégias podem ser
utilizadas: (1) o isolamento de espécies selvagens de naturalmente
possuam as caracteristicas desejadas, ou (2) a modificacdo genética de
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espécies ja conhecidas de leveduras como a espécie Saccharomyces
cerevisiae (JONSSON, et al., 2013).

1.3.1  Espécies selvagens naturalmente fermentadoras de xilose —
Sapathaspora passalidarum

Uma variedade de microrganismos ja se mostrou naturalmente
capaz de fermentar pentoses. Dentre estes microrganismos, leveduras
capazes de fermentar a pentose xilose ja foram reportadas entre os
géneros Candida sp., Scheffersomyces sp. e Spathaspora sp. (NGUYEN
etal., 2006; CADETE et al., 2009; CADETE et al. 2012; CADETE et al.
2016). Notavelmente, os géneros Candida sp. e Scheffersomyces sp.
possuem espécies fermentadoras de xilose estudadas ha décadas. Todavia,
as especies dentro desses géneros parecem ser invidveis a producéo de
etanol 2G pelo fato de necessitarem de condi¢Ges controladas de
oxigenagdo para que a fermentacdo da xilose ocorra (revisto por HAHN-
HAGERDAL et al., 2007; e por KUHAD et al., 2011). Por outro lado, 0
género Spathaspora sp. tem revelado ser uma das espécies capazes de
consumir grandes volumes de xilose tanto em aerobiose quanto em
microaerobiose (HOU, 2012). Dentre estas espécies, destaca-se a S.
passalidarum.

A espécie S. passalidarum foi isolada do intestino de besouros
decompositores de madeira por Nguyen e col. em 2006. O isolamento
desta espécie é considerado recente, mas a espécie ja é reconhecida por
possuir algumas das melhores linhagens fermentadoras de xilose
conhecidas na atualidade® (CADETE et al., 2016). Aparentemente, a
vantagem desta espécie esta na especificidade que a sua enzima xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) tem pelo cofator NADH. A
preferéncia dessas enzimas pelo mesmo cofator mantém o balango redox
entre as primeiras reagGes de oxirreducdo da metabolizacdo da xilose, e
reduz a producdo de xilitol (HOU, 2012). No Brasil, linhagens de S.
passalidarum foram isoladas por Cadete e col. (2012) de madeira em
decomposicdo de reservas da Floresta Amazonica. Dentre as linhagens
isoladas, encontra-se a cepa UFMG-HMD 2.1 que ja se mostrou uma
excelente fermentadora de xilose (CADETE et al., 2012). A capacidade
dessa linhagem de fermentar xilose estd alinhada com uma das
caracteristicas indispensaveis ao microrganismo fermentador a ser
viabilizado para a producéo de etanol 2G. Todavia, pouco se sabe sobre a

3 Cadete e col. (2016), nas condigBes de oxigenagio utilizadas no trabalho.
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toleréncia desta linhagem aos acidos carboxilicos fracos, de forma que, a
andlise desta tolerancia se faz necessaria para que a linhagem UFMG-
HMD 2.1 seja minimamente considerada para a producéo de etanol 2G.

1.3.2  Linhagens Saccharomyces cerevisiae recombinantes

Apesar de existirem linhagens de leveduras selvagens capazes de
fermentar xilose, poucas apresentam a robustez da levedura
Saccharomyces cerevisiae. A levedura S. cerevisiae é o principal
microrganismo fermentador utilizado na producéo de etanol 1G. A ampla
utilizacdo da levedura na producdo do etanol se deve a robustez desta
levedura frente a variages de pH, osmolaridade, temperatura e elevados
nivel de etanol (FUJOMITO et al., 2012). Além disso, a levedura S.
cerevisiae é uma 6tima fermentadora de hexoses (MATSUSHIKA et al.,
2012). Em vista disso, é desejavel que a levedura S. cerevisiae seja o
microrganismo fermentador empregado também na produgéo de etanol
2G. Todavia, a grande limitacéo relacionada a utilizacdo da S. cerevisiae
na producdo do etanol 2G é a sua incapacidade em assimilar xilose. Isto
se deve a baixa expressao que esta levedura tem dos genes codificantes
para as enzimas xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e
xilulocinase (XK) (MATSUSHIKA et al., 2009). Diferentes abordagens,
entretanto, tém sido desenvolvidas para permitir que esta espécie seja
capaz de fermentar esta pentose, e uma das abordagens mais recorrentes
tem sido a modificacdo genética da levedura para reconstru¢do das
primeiras etapas de assimilacdo da xilose. Dentre as modificacdes
genéticas ja realizadas, a expressdo heter6loga dos genes codificantes
para a xilose redutase (XYL1) e para a xilitol desidrogenase (XYL2) de
Scheffersomyces stipitis, em combinacdo com a (2) sobre expressdo do
gene codificante para xilulocinase (XKS1) da propria S. cerevisiae é uma
das mais consolidadas (revisto por MATSUSHIKA et al., 2009). Essas
modificagBes foram primeiramente feitas por HO e col. (1998) e por
TOIVARI e col. (2001) e, atualmente, continuam sendo uma das
principais formas de tornar a levedura S. cerevisiae apta a fermentar
xilose.

1.4  MODIFICACOES GENETICAS ADICIONAIS EM
Saccharomyces cerevisiae

A expressdo heter6loga dos genes codificantes para as enzimas
XR e XDH de S. stipitis, em conjunto com a sobre expressao do gene
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codificante para a enzima XK de S. cerevisiae, de fato, permite que a
espécie S. cerevisiae passe a fermentar xilose. Entretanto, varios
pesquisadores ja relataram que, mesmo com essas modificagdes
genéticas, o consumo de xilose pela levedura é dramaticamente afetado
pela presenca de acidos carboxilicos fracos (ALMEIDA et al., 2011,
HASUNUMA et al., 2011). Em vista disso, outras modificagcdes séo
aparentemente necessarias para que a levedura S. cerevisiae passe a
fermentar xilose eficientemente, também na presenca desses inibidores.

Recentemente, um estudo metabolémico realizado por
Hasunuma e col. (2011) demonstrou que, além das sobre expressdo da
XR, XDH e XK, a sobre expressdo de enzimas envolvidas na fase ndo
oxidativa da PPP pode ser uma estratégia promissora para melhorar a
tolerancia de linhagens S. cerevisiae aos acidos carboxilicos. Segundo
esse estudo, quando linhagens recombinantes de S. cerevisiae foram
submetidas & concentracdes crescentes de acido acético, o menor
consumo de xilose por essas leveduras foi acompanhado pelo acimulo de
metabdlitos da fase ndo oxidativa da PPP, sugerindo que a presenca do
acido acético, de alguma forma, inibia essa fase da via. Como o fluxo da
fase ndo oxidativa da PPP parece ser limitado por enzimas como a
transaldolase (TAL), que converte a sedoheptulose-7-fosfato e o
gliceraldeido-3-fosfato em eritrose-4-fosfato e frutose-6-fosfato (Figura
2) (SENAC & HAHN-HAGERDAL, 1990; WALFRIDSSON et al.,
1995; HASUNUMA et al., 2011), os pesquisadores sobre expressaram o
gene codificante para essa enzima (TAL1). Os resultados mostraram que
a sobre expressao do gene TAL1 foi suficiente para restaurar 0 consumo
de xilose e diminuir o acimulo de metabdlitos da fase ndo oxidativa da
PPP, mesmo na presenca dos inibidores. Mais interessante, as leveduras
gue sobre expressavam o gene TAL1 foram capazes de consumir a xilose
em uma taxa maior e de produzir mais etanol do que a linhagem controle.
Resultados semelhantes foram obtidos por Sanda e col. (2011) onde a
sobre expressdo do gene TAL1, em combinagdo com outras modificacdes
genéticas, também aumentou o consumo de xilose e a tolerancia da
levedura S. cerevisiae frente aos &cidos carboxilicos.

Os resultados desses trabalhos foram promissores e mostraram
uma possibilidade para contornar o efeito negativo que os acidos
carboxilicos tém sobre a fermentacdo de xilose por linhagens
recombinantes de S. cerevisiae. Todavia, 0s trabalhos citados utilizaram
linhagens de S. cerevisiae laboratoriais que ndo apresentam a mesma
robustez de linhagens industriais. Isso significa que dificilmente as
linhagens desenvolvidas nos trabalhos citados poderiam ser utilizadas em
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processos industriais. Principalmente, fica incerto como a sobre
expressdao do gene TAL1 afetaria o perfil fermentativo de linhagens
recombinantes de S. cerevisiae de origem industrial. Na tentativa de
esclarecer a influéncia dessa modificacdo genética em linhagens de
origem industrial, nosso grupo de pesquisas criou uma linhagem
recombinante de S. cerevisiae que (1) sobre expressa o gene TALL, (2)
gue possui as modificagdes genéticas necessarias para fermentar xilose, e
(3) que tem origem industrial. A analise da tolerancia desta nova linhagem
aos acidos carboxilicos ainda néo foi realizada e é um dos objetivos deste
trabalho. Ainda, como forma de comparar os efeitos da sobre expressédo
do gene TALL sobre a tolerancia da linhagem recém construida, a cepa
parental utilizada para criar a nova linhagem também foi avaliada aqui. A
cepa parental possui todas as caracteristicas genéticas da nova linhagem,
exceto a sobre expressdo do gene TALL.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Analisar a tolerancia de trés linhagens distintas de leveduras
(UFMG-HMD 2.1, MP-P5 e JDY-01) frente ao &cido acético e ao &cido
férmico e, assim, contribuir para a obtencdo de um microrganismo que
fermente xilose na presenca de &cidos carboxilicos e que possa ser
utilizado na producéo do etanol 2G.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toleréncia da levedura fermentadora de xilose S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 frente & concentragdes
crescentes de acido acético ou &cido férmico, e na presenca de
glicose ou xilose como fontes de carbono;

e Auvaliar a tolerancia da linhagem recombinante de S. cerevisiae
MP-P5 (derivada da linhagem industrial PE-2, mas modificada
para fermentar xilose), frente a concentracdes crescentes de
acido acético ou acido formico na presenca de glicose ou xilose
como fontes de carbono;

e Avaliar a tolerancia da linhagem recombinante de S. cerevisiae
JDY-01 (derivada da MP-P5, mas que sobre expressa 0 gene
TAL1), frente a concentracdes crescentes de acido acético ou
acido férmico na presenca de glicose ou xilose como fontes de
carbono.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LINHAGENS E MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

A Tabela 1 descreve as linhagens de leveduras utilizadas neste
trabalho. Para o cultivo destas linhagens utilizou-se meio rico YPD
contendo 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona bacteriolégica e
20 g/L de glicose. Para os crescimentos em microescala, crescimentos
aerohios e fermentacfes em batelada simples utilizou-se meio minimo
YNB contendo 6,7 g/L de Yeast Nitrogen Base com aminoacidos
acrescido de 20 g/L da fonte de carbono de interesse. Todos 0s meios
tiveram seu pH ajustado para 5 com solucéo de HCI e foram esterilizados
em autoclave a 120 °C por 20 min. Apos a esterilizacdo, ao meio YNB
utilizado nas microplacas, adicionou-se acido acético ou acido férmico
nas concentragdes listadas na Tabela 2. Aos meios YNB utilizados nos
crescimentos aerdbios e nas fermentacdes em batelada simples adicionou-
se uma das concentragdes a seguir: 30 mM ou 60 mM de &cido acético; 6
mM ou 10 mM de &cido férmico.

Tabela 1 — Linhagens de leveduras utilizadas.
Linhagem Descricéo Fonte

Spathaspora passalidarum

Linhagem selvagem naturalmente Departamento
UFMG- fermentadora de xilose isolada de de
HMD 2.1 madeira em decomposicdo encontrada Microbiologia

na cidade de S0 J6ao da Balisa -AM.  da UFMG*

Saccharomyces cerevisiae

Linhagem dipléide isogénica a PE-2
(linhagem industrial utilizada na
producdo de etanol 1G), mas
transformada com plasmideo
integrativo pAUR-XKXDHXR que

MP-P5 possibilita a sobre expressdo da Golcalves
xilulocinase (XK) de S. cerevisiae, e a (2014)
expressdao heter6loga da  xilitol
desidrogenase (XDH) e xilose
redutase (XR) de S. stiptis, além de
conferir resisténcia ao antibidtico
aureobasidina A.
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Linhagem dipldide isogénica a MP-
P5, mas transformada com o modulo
JDY-01 de sobre expressdo loxP-KanMX- LBMBL**
loxP-PADH1::TAL1, e confere
resisténcia ao antibiodtico geneticina.
*Cedida gentilmente pelo Dr. Carlos A. Rosa do Departamento de Microbiologia
da UFMG. **QObtida pelo mestrando Junior R. Deoti do Laboratério de Biologia
Molecular e Biotecnologia de Leveduras, Departamento de Bioquimica da UFSC.

Tabela 2 — Concentragbes de acido acético ou acido formico utilizadas nos
crescimentos em microescala.

Concentracdo (mM)
Ac. acético 0 10 20 30 40 60
Ac. férmico 0 2 4 6 8 10

3.2 CRESCIMENTO EM MICROESCALA

Para o crescimento em microplaca as linhagens foram pré
cultivadas em 3 mL de meio liquido YPD mantido a 28 ° C sob agitacéo
orbital constante de 160 r.p.m em agitador INNOVA® 44 (New
Brunswick Scientific) por 48 h. Apos 48 h, as células do pré cultivo foram
inoculadas nas microplacas de 96 pocos com cada po¢o contendo meio
sintético YNB suplementado com 20 g/L de xilose ou glicose e uma das
concentracOes listadas na Tabela 2. Para evitar a contaminacdo e a
evaporacdo do conteido de cada poco, as microplacas foram seladas com
AccuClear Sealing Film for gPCR (E & K Scientific), o que limitou a
disponibilidade de oxigénio por poco fazendo com que o crescimento
ocorresse em microaerobiose. As placas foram mantidas a 28 °© C sob
agitacdo orbital constante de 160 r.p.m no leitor de placas TECAN
Infinite® M200 Pro por 48 h. A absorbancia a 600 nm de cada in6culo
foi medida a cada 15 minutos. Ao final do crescimento, as microplacas
foram centrifugadas a 3500 g por 4 minutos, e foram congeladas a -20 °©
C para posterior analise do etanol produzido. A partir do crescimento em
microescala foram determinadas as concentraces de acido acético e
férmico a serem utilizadas nos crescimentos em frascos sob agitacdo, e
nas fermentacdes em bateladas simples. Os crescimentos em microplacas
foram realizados em duplicatas.
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3.3 CRESCIMENTO AEROBIOS

Para os crescimentos aerdbios as linhagens foram novamente pré
cultivadas em 3 mL de meio liquido YPD mantido a 28 °C sob agitacdo
orbital constante de 160 r.p.m. em agitador INNOVA® 44 (New
Brunswick Scientific) por 48 h. A partir dos pré cultivos, as linhagens
foram entédo inoculadas em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 1/5 do
seu volume preenchido com meio sintético YNB contendo 20 g/L da fonte
de carbono de interesse, e uma das concentragfes de acido acético: 30
mM/60 mM, ou de &cido férmico: 6 mM/10 mM. Os crescimentos
também foram realizados em meio YNB isento de inibidores. A
concentracdo celular inicial de cada in6culo foi ajustada para DOgoonm =
0,1. Os in6culos foram mantidos a 28 °C sob agitacdo orbital constante de
160 r.p.m. em agitador INNOVA® 44 (New Brunswick Scientific) por
72 h.

Em intervalos de tempo determinados, foram retiradas amostras
de cada indculo para que a densidade éptica (DO) celular do crescimento
fosse medida em espectrofotdmetro com feixe de 600 nm. As medidas
obtidas foram utilizadas para determinar o crescimento celular de cada
linhagem inoculada.

Aliquotas de cada in6culo, também foram retiradas em intervalos
pré-estabelecidos e foram centrifugadas por 53 min a 6.000 g. Os
sobrenadantes foram filtrados e armazenados (-20 °C) para posterior
determinacdo do consumo de aguUcar e producdo de etanol, xilitol e
glicerol via cromatografia liquida de alta presséo.

3.4 FERMENTACAO EM BATELADA SIMPLES

Para as fermentacGes em batelada simples as linhagens foram pré
cultivadas em frascos Erlenmeyer contendo 1/5 do seu volume de meio
rico YPD. Os frascos foram mantidos a 28 °C sob agitacdo orbital
constante de 160 r.p.m. em agitador INNOVA® 44 (New Brunswick
Scientific) por 48 h. Em seguida, os pré crescimentos foram transferidos
para tubos estéreis do tipo Falcon e foram centrifugados a 4 000 r.p.m por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas por
duas vezes com agua destilada gelada e estéril. As células tiveram sua
concentracao celular inicial ajustada para 10,0 g/L e foram inoculadas em
20 mL de meio sintético YNB suplementado com 20 g/L da fonte de
carbono de interesse e uma das concentracdes: 30 mM/60 mM de acido
acético ou 6 mM/10 mM de &cido formico. Alternativamente, as células
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foram inoculadas em 20 mL de meio YNB isento de inibidores. Os frascos
utilizados para as fermentagdes possuiam volume maximo de 20 mL e
foram vedados com lacre de pléstico, de forma que a fermentacéo ocorreu
em condicdes de microaerobiose. Os frascos foram mantidos a 28 ° C sob
agitacdo orbital constante de 160 r.p.m por 24 h. Em intervalos de tempo
determinados retirou-se uma aliquota de cada in6culo, e essas aliquotas
foram utilizadas para determinacdo do crescimento celular via
espectrofotdmetro, e do consumo de agucares, producéo de etanol, xilitol
e glicerol via cromatografia liquida de alta presséo.

35 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO DE AGUCARES,
ACIDOS E METABOLITOS

Para determinagdo do etanol produzido no crescimento em
microescala, as enzimas alcool oxidase (Sigma) e peroxidase (Toyobo do
Brasil) foram utilizadas conforme previamente descrito por Salgado et al.
(2000). Para essa determinagdo, 10 pl de amostra de cada crescimento
celular foi incubada com 200 pl do reagente enzimdtico contendo 0,5
U/mL de éalcool oxidase, 4 U/mL de peroxidase, 14 mM de 4-
aminoantipirina e 60 mM de fenol em tampéo 0,1 M fosfato de sédio. As
amostras foram incubadas com o reagente enzimatico por 1 h 4 28 °C em
leitor de placas TECAN Infinite® M200 Pro, onde ao longo da incubac&o,
cada pogo teve sua absorbancia a 600 nm determinada pelo leitor. A
concentracdo de etanol em cada pogo foi determinada pela correlagéo do
valor de absorbancia obtido com a equagdo da reta extraida de uma curva
padrdo construida com soluc6es padrdo de etanol (1-10 g/L).

As concentragbes de glicose, xilose, xilitol, glicerol, &cido
acético e etanol das aliquotas retiradas dos crescimentos em frasco sob
agitacdo e da fermentacdo em batelada simples foram determinadas por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC — Jasco XLC), com detector
por indice de refracdo (Rl 2031 plus — Jasco) e coluna para &cidos
organicos (Aminex HPX-87H Column — Bio-rad). A fase mével utilizada
foi de 5,0 mM de é&cido sulfirico & 50 °C com fluxo de 0,6 mL min-1
durante 30 minutos. As curvas de calibracdo foram estabelecidas para
todos as amostras analisadas utilizando quatro concentracfes diferentes,
na faixa de 0,5a 20,0 g/L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Levedura Spathaspora passalidarum UFMG-HMD 2.1

41 ANALISE EM MICROESCALA DA TOLERANCIA DA
LEVEDURA S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 FRENTE AO
ACIDO ACETICO E AO ACIDO FORMICO

Como forma de triar e pré-avaliar a tolerancia da levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 frente aos acidos carboxilicos, a levedura
foi primeiramente cultivada em microplacas de 96 pogos contendo
concentracBes crescentes de &cido acético e é&cido férmico. Os
crescimentos em microescala permitiram que a levedura fosse
simultaneamente cultivada em cinco concentracbes diferentes de &cido
acético e acido formico (Tabela 2 — Material e Métodos) bem como em
meio isento de inibidores (meio controle). Ainda foi possivel crescer a
levedura em duas fontes de carbono distintas (xilose ou glicose a 20 g/L)
como forma de verificar se a tolerancia da levedura € influenciada pelo
acucar disponivel no meio. Todos os crescimentos foram realizados em
condicdes de microaerobiose e tiveram a sua concentragdo celular inicial
(ODsoonm) ajustada para 0,1. O etanol produzido ao final de cada cultivo
celular foi dosado enzimaticamente conforme descrito na Secdo 4-
Material e Métodos deste trabalho.

Os graficos mostrados na Figura 3 apresentam as curvas de
microcrescimento e de produgdo de etanol da levedura S. passalidarum
UFMG-HMD 2.1 em meio contendo Xilose e diferentes concentragdes de
acido acético (Figura 3-A) ou acido férmico (Figura 3-B). Conforme
mostram os gréficos, a presenca dos inibidores afetou o crescimento da
levedura, e a linhagem foi capaz de crescer apenas no meio controle e nos
meios contendo baixas concentracdes de inibidores. Todavia, mesmo nos
meios contendo baixas concentragdes de inibidores, o crescimento da
levedura foi severamente afetado, indicando que a cepa é altamente
sensivel a esses compostos. Mais especificamente, concentracfes tdo
baixas quanto 10 mM de &cido acético foram suficientes para aumentar a
fase lag da linhagem de 12 para 14 horas, e para diminuir a sua
concentracdo celular e producédo de etanol para aproximadamente metade
daquela observada no crescimento em meio controle. Enquanto isso,
concentragdes tdo baixas quanto 2 mM de &cido férmico estenderam a
fase lag da linhagem para 19 h, mas ndo afetaram a sua concentracao
celular e produgao de etanol.
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Os efeitos negativos observados sob o crescimento da cepa foram
ainda diretamente proporcionais a concentracdo desses compostos
inibitérios. Mais interessante, o fato da producéo de etanol ter se mantido
igual na presenca do acido férmico, mas ter diminuido na presenga do
acido acético, sugere que a producdo do alcool pela linhagem foi mais
dependente do crescimento celular do que da eficiente assimilacdo do
acucar presente no meio.
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Figura 3 - Crescimento em microescala (painel esquerdo) e producéo de etanol
(painel direito) da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca de 20
g/L de xilose e concentragdes crescentes de (A) acido acético e (B) &cido formico.

Os graficos mostrados na Figura 4 apresentam 0s
microcrescimentos da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 em
meio contendo glicose acrescida de acido acético (Figura 4-A) ou acido
formico (Figura 4-B). Como pode ser observado nas figuras,
concentracdes de 10 mM de &cido acético ou 2 mM de acido férmico
também foram suficientes para aumentar a fase lag da levedura e/ou
diminuir a sua concentragdo celular. Principalmente, a forma heterogénea
com que cada &cido afetou o crescimento da levedura se manteve.
Todavia, o efeito negativo de ambos os inibidores sob o crescimento da
cepa foi menos severo do que o observado em xilose. Além disso, a
producéo de etanol foi levemente maior na presenga de 10 mM de &cido
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acetico ou 2 mM de acido férmico sugerindo que, em meio contendo
glicose, baixas concentracfes desses inibidores sdo capazes de induzir a
producdo de etanol pela cepa. Resultado similar ja foi descrito na
literatura e é associado com a indugdo que baixas concentracBes desses
acidos teriam sobre a producdo de ATP, que em condicfes limitadas de
oxigénio levaria a uma maior producéo de etanol (ALMEIDA et al., 2007;
JONSSON, et al., 2013).
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Figura 4 - Crescimento em microescala (painel esquerdo) e producéo de etanol
(painel direito) da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca de 20
g/L de glicose e concentragBes crescentes de (A) &cido acético e (B) &cido
formico.

De forma geral, os crescimentos em microescala revelaram que
a levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 possui baixa tolerancia aos
acidos carboxilicos testados. Ainda, 0s crescimentos mostraram que 0
acido férmico foi mais toxico para a cepa do que o 4cido acético, e que a
tolerancia da levedura na fonte de carbono glicose foi levemente melhor
do que na fonte de carbono xilose. Todavia, em nenhum dos acUcares a
levedura foi capaz de tolerar mais do que 20 mM de acido acético ou mais
do que 4 mM de acido férmico
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4.2  ANALISE DO CRESCIMENTO AEROBIO DA LEVEDURA S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 NA PRESENCA DE ACIDO
ACETICO OU ACIDO FORMICO

A partir dos crescimentos em microescala, e com base nas
concentragdes de &cido acético e &cido formico ja encontradas em
hidrolisados de bagaco de cana-de-agucarl, foram escolhidas duas
concentraces de acido acético (30-60 mM) e duas concentracbes de
acido formico (6-10 mM) para serem utilizadas nos crescimentos
aerohios. Os crescimentos aerobios foram realizados com o proposito de
melhor entender os efeitos individuais de cada acido sobre o perfil de
crescimento, consumo de aglcar e producdo de etanol da levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1. Para isso a cepa foi crescida em frascos
Erlenmeyer preenchido com meio sintético minimo contendo 20 g/L de
xilose ou glicose e uma das concentracfes de &cido acético ou &cido
férmico citadas. Com prop6sito de referéncia, a levedura também foi
crescida em meio sem inibidor.

42,1 Crescimentos aerdbios em xilose

A Figura 5 mostra os resultados obtidos para o crescimento
aerobios da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 em meio
contendo apenas xilose (meio controle). Como mostra a figura, a levedura
apresentou a capacidade de consumir xilose e converté-la em etanol
mesmo em condi¢Oes aerdbias, uma caracteristica incomum em leveduras
fermentadoras de xilose, mas que tem se mostrado recorrente entre as
linhagens de S. passalidarum (HOU, 2012; JEFFRIES et al., 2013). A
levedura ainda apresentou uma curta fase lag (12 h) e atingiu uma alta
concentracdo celular (~16 OD 600nm) que foram condizentes com o
rapido consumo da xilose presente no meio, e que evidenciaram a boa
capacidade da cepa em crescer utilizando essa pentose como fonte de
carbono.

Apo6s estabelecido o perfil de crescimento da cepa em meio
controle, a levedura foi crescida na presenca de xilose contendo 30 Mm
ou 60 mM de &cido acético. Os resultados obtidos em ambas condi¢des
sdo mostrados na Figura 6. Como pode ser observado na figura, o
crescimento da levedura em xilose foi completamente inibido pela
presenca do acido acético em ambas as concentracdes. O mesmo pode ser
observado quando a levedura foi crescida em Xxilose contendo &cido
férmico nas concentra¢6es de 6 mM ou 10 mM (Figura 7).



41

25+ 25+ 104
20 ~ 203 ___ % 8
E - a » -
154 - - 154 ° 6
.WM ’\0\’ 2 ;', 2
A =
o - / 2 104 b S 4
o » g1 K'Y S
5 ' X 5 * o o
& e PO G SV
iy = ., 04
T T T T 1 T T T T 2 a) o ————————————————
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

Figura 5- Crescimento aerébio da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca de 20 g/L de xilose.
Concentragdo celular (ODegoonm) (painel esquerdo), consumo de aglcar (painel central), producdo de etanol (painel
direito).
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Figura 7 - Crescimento aerébio da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca de 20 g/L de xilose acrescida
de (A) 6 mM ou (B) 10 mM de acido acético. Concentragao celular (ODsoonm) (painel esquerdo), consumo de aglcar (painel
central), producéo de etanol (painel direito).
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A intoleréncia da levedura a concentragdes tdo baixas quanto 30
mM de acido acético e 6 mM de acido férmico corroboram com o0s
crescimentos em microescala, e vao ao encontro do que ja foi observado
para outras linhagens de S. passalidarum. Por exemplo, Costa (2016)
relatou que o crescimento em meio sélido da linhagem UFMG-HMD14.1
foi inibido por concentrag@es igualmente baixas de acido acético (30 mM)
e acido férmico (20 mM). Mais importante, a intolerancia da levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 a concentragdes tdo baixas quanto 30
mM de acido acético e 6 mM de &cido férmico indicam que dificilmente
a levedura poderia ser utilizada como o microrganismo fermentador de
hidrolisados lignocelulésicos de bagaco de cana, porque nesses
hidrolisados ja foram encontradas concentracfes de até 70 mM e 30 mM
de cada acido, respectivamente (ALMEIDA et al., 2007).

4.2.2  Crescimentos aerdbios em glicose

Nos crescimentos realizados em 20 g/L de glicose isenta de
inibidores (meio controle), o perfil de crescimento, consumo de aglcar e
producdo de etanol da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1
aproximou-se bastante daquele observado em xilose pura (Figura 8).
Novamente, a fase lag da levedura foi curta (10 h) e a concentragdo
celular alcangada ao final do crescimento foi de ~16 (ODgoonm). Ainda,
90% da glicose do meio ja havia sido consumida e convertida em 2 g/L
de etanol em 45 h. A semelhanca entre os perfis de crescimento na
presenca individual de cada acucar indicam que, na condigdo aerdbia
testada, a levedura foi capaz de consumir as duas fontes de carbono com
guase a mesma eficiéncia, uma caracteristica que também ja foi relatada
para outras linhagens de S. passalidarum (MOURO, 2012; JEFFRIES et
al., 2013).

Quando a levedura foi crescida em glicose contendo 30 mM ou
60 mM de acido acético, mais uma vez observou-se a completa inibicdo
do crescimento da cepa pela presenca de ambas as concentragdes do
inibidor. Esse resultado sugere que, em condicdes aerobias, a intolerancia
da levedura néo foi influenciada pela fonte de carbono (Figura 9), e que
0 seu crescimento foi igualmente afetado pelo &cido acético tanto em
glicose quanto em xilose. A mesma constatacdo pode ser feita quanto ao
crescimento da levedura em glicose acrescida de 6 mM e 10 mM de acido
férmico, condigBes nas quais a linhagem foi novamente incapaz de
crescer (Figura 10).
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Figura 8 - Crescimento aer6bio da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenga de 20 g/L de glicose.
Concentragdo celular (ODeoonm) (painel esquerdo), consumo de agucar (painel central), producédo de etanol (painel direito).
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Figura 10 - Crescimento aerébio da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca de 20 g/L de glicose
acrescida de (A) 6 ou (B) 10 Mm de &cido férmico. Concentrag&o celular (ODeoonm) (painel esquerdo), consumo de aglcar
(painel central), producéo de etanol (painel direito).
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De forma geral, os resultados obtidos nos crescimentos aerdbios
tanto em xilose quanto em glicose, indicam que a levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 2.1 foi eficiente em crescer e produzir
etanol a partir de ambos os aglcares. Mas que, independente da fonte de
carbono, a levedura foi intolerante a concentracGes iguais ou maiores do
que 30 mM de acido acético ou 6 mM de acido formico.

43  ANALISE DO PERFIL FERMENTATIVO DA LEVEDURA S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 FRENTE AO ACIDO ACETICO
E AO ACIDO FORMICO

Para avaliar o perfil de consumo de agUcar, producgéo de biomassa
e producédo de metabdlitos da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1
em condicOes similares as aplicadas nas industrias sucroalcooleiras, a
levedura foi submetida a ensaios fermentativos em microaerobiose e com
alta concentracdo celular (10 g/L). As fermenta¢fes foram realizadas em
meio minimo contendo 20 g/L de xilose ou glicose como fonte de
carbono. Como forma de verificar se o perfil fermentativo da levedura
mudaria na presenca simultanea dos dois acucares, realizou-se também
um ensaio de co-fermentacdo na qual utilizou-se 20 g/L de cada fonte de
carbono. As fermentagdes foram realizadas primeiramente em meio sem
inibidores (controle) e, posteriormente, em meios acrescidos das
concentracdes de 30-60 mM de &cido acético ou 6-10 mM de acido
férmico.

A Figura 11 mostra o perfil de consumo de agucar, crescimento
celular e producgdo de etanol na fermentacéo realizada em meio contendo
apenas xilose. Conforme pode ser observado na figura, em 24 h de
fermentacdo, 90% da xilose presente no meio foi rapidamente consumida
pela levedura. Do agucar consumido, parte foi direcionado para producédo
de ~7 g/L de etanol e parte para a producéo de 1,7 g/L de xilitol.

A fermentacdo rdpida e completa da xilose apresentada pela
levedura estd em conformidade com os resultados reportados por Cadete
e col. (2012). Segundo o autor, a fermentacdo de 50 g/L de xilose em meio
rico YPX pela mesma linhagem resultou no consumo de 98% do agUcar
presente no meio, e na producédo de 15 g/L de etanol e 1.1 g/L de xilitol.
Ainda, a baixa producéo de xilitol* mencionada em ambos os estudos1,
estd em conformidade com os valores observados para outras linhagens
de S. passalidarum que sabidamente exibem uma xilose redutase com

4 Metabdlito associado ao deshalango redox causado pela diferenga no uso dos
cofatores NAD(P)H/NAD+ pelas enzimas XR e XDH — Se¢éo 1 — Introducéo.
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preferéncia pelo cofator NADH (HOU, 2012). De forma que, em trabalho
futuros, seria interessante analisar mais detalhadamente as enzimas XR e
XDH da linhagem UFMG-HMD 2.1.
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Figura 11 — Perfil fermentativo da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1
em meio minimo contendo 20 g/L de xilose. Concentragdo celular (quadrado),
xilose (circulo), etanol (diamante), xilitol (triangulo).

A Figura 12 mostra o perfil fermentativo da levedura em xilose
acrescida de acido acético (A-B) ou &cido férmico (C-D). Na presenca
tanto de 30 mM quanto de 60 mM de 4cido acético, o consumo de agUcar,
a producéo de etanol e a produgéo de xilitol da levedura foram fortemente
afetados. Em 24 h de fermentac&o, a presenc¢a de 30 mM do &cido inibiu
a fermentacdo da xilose, e apenas 7% do agUcar presente no meio foi
consumido (Figura 12-A). Em conformidade com o menor consumo do
acucar, a producdo de etanol diminuiu e pouco mais de 1 g/L do alcool
foi produzido. Néo foi detectada a producdo de xilitol. J& na presenca de
60 mM de &cido acético a levedura foi completamente incapaz de
fermentar a xilose (Figura 12-B), o que evidencia que os efeitos negativos
deste inibidor aumentaram de forma proporcional & sua concentragao.

Semelhante ao ocorrido na presenca de 60 mM de acido acético,
a presenca de 6 mM ou 10 mM de &cido férmico impediram a fermentacéo
de xilose pela levedura (Figura 12-C-D). Neste caso, ficou evidente que
0 &cido férmico foi mais téxico para a linhagem do que o 4cido acético.
Isso porque concentragdes muito maiores de acido acético (60 mM) foram
necesséarias para que a fermentacdo de xilose pela levedura fosse
completamente inibida, enquanto que para o &cido férmico uma
concentracdo tdo baixa quanto 6 mM foi suficiente para ocasionar o
mesmo efeito.
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Na fermentacéo realizada em glicose sem inibidores (Figura 13),
observa-se que a levedura consumiu a glicose mais rapidamente (10 h) do
gue havia feito com a xilose (24 h) e que a producédo de etanol também
foi maior e chegou a ~9 g/L. A diferenca entre os perfis de consumo de
xilose e glicose ndo havia sido observada nos crescimentos aerébios.
Contudo, é evidente que nas condicdes testadas, a levedura consumiu a
glicose de forma mais eficiente do que fez com a xilose. Isso indica que,
em fermentagbes com altas concentracdes celulares, a glicose foi
consumida preferencialmente. Ainda, pode-se notar que a converséo da
glicose em etanol foi superior aquela observada para Xxilose,
provavelmente, porque a glicose consumida ndo foi desviada para
producdo de intermediarios como aqueles observados durante a
fermentacgdo da xilose (xilitol - Figura 11).
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Figura 13 — Perfil fermentativo da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1
em meio minimo contendo 20 g/L de glicose. Concentragdo celular (quadrado),
glicose (circulo), etanol (diamante).

As fermentac0es realizadas na presenga de 30 mM ou 60 mM de
acido acético, mostraram que o consumo de glicose também foi
negativamente afetado pela presenca do inibidor (Figura 14-A-B).
Entretanto, em comparagdo com as fermentagdes em xilose, 0 consumo
da glicose foi menos inibido pela presenca de ambas as concentragdes do
acido. Na presenca de 30 mM de &cido acético, 33,9% da glicose presente
no meio foi consumida e 3,6 g/L de etanol foram produzidos ap6s 24 h de
fermentacéo (Figura 14-A). Igualmente, em meio contendo de 60 mM de
acido acético, 5% da glicose do meio foram consumidas (Figura 14-B).
Por outro lado, a presenca de 6 mM ou 10 mM de &cido férmico foi
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suficiente para impedir completamente a fermentacdo da glicose pela
levedura (Figura 14-C-D) da mesma forma que havia sido observado para
a fermentacédo da xilose (Figura 12-C-D).

Esses resultados indicam que, apesar do perfil fermentativo da
levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 ter sido afetado pelos
inibidores em ambas as fontes de carbono, os efeitos negativos desses
inibidores sobre a fermentacdo da glicose foram menores. De fato, ja nos
crescimentos em microescala a levedura havia sido menos afetada por
ambos os inibidores quando glicose era a fonte de carbono disponivel.
Aqui é possivel sugerir que, na presenca de glicose, a maior tolerancia da
levedura ao &cido acético pode estar relacionada ao rapido consumo desta
hexose. Isso porque, em condigdes limitadas de oxigénio, o ATP
necessario para a manutencdo de mecanismos de detoxificacdo, como
ATPases de membrana, sdo obtidos através do consumo do aglcar no
meio (BELLISSIMI et al., 2009). De forma que, se esse consumo de
acucar é mais rapido em glicose, a producdo de ATP para manter esses
mecanismos também é mais rapida e os efeitos dos acidos carboxilicos na
fermentac&o deste acUcar menores.

Depois de estabelecido o perfil fermentativo da levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 na presenca individual de xilose e
glicose, com ou sem inibidores, foram realizados ensaios de co-
fermentacdo com ambos os aglcares. Como as concentragfes iniciais de
cada fonte de carbono foram ajustadas para 20 g/L, as co-fermentagdes
iniciaram com um total de 40 g/L de agUcares. Outra vez, primeiramente,
realizou-se a co-fermentagdo em meio sem inibidores e, posteriormente,
na presenca destes.

Na co-fermentacdo em meio sem inibidores, o consumo da
glicose foi igual ao observado para a fermentacao individual desta hexose,
e a glicose presente no meio foi depletada em 10 h (Figura 15). Esse perfil
de consumo mostra que a presenca da xilose ndo alterou a assimilagdo da
glicose. Em contrapartida, a presenca da glicose alterou o perfil de
consumo da xilose, atrasando-o e diminuindo-o0. Mais especificamente, a
xilose s6 comecou a ser efetivamente consumida ap6s 8 h de fermentacéo,
depois que uma grande parte de glicose j& havia sido consumida. Ainda,
apenas 52% da xilose disponivel no meio foi assimilada durante o tempo
de amostragem da fermentacdo. Essas duas caracteristicas indicam que a
glicose inibiu a assimilacéo da xilose e foi consumida preferencialmente.
De fato, as mesmas observacdes ja foram feitas para a co-fermentacao de
xilose e glicose por outras linhagens de S. passalidarum (JEFFRIES et
al.,, 2013; IVERSEN & AHRING, 2014). E, aparentemente, o efeito



54
negativo da glicose sobre o consumo de xilose esta relacionado com a

inibicdo das atividades das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH) (HOU, 2012) causada pela glicose.
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Figura 15 — Perfil fermentativo da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1
em meio minimo contendo 20 g/L de xilose e 20 g/L de glicose. Painel superior:
concentracdo celular (quadrado aberto), xilose (circulo) e glicose (quadrado
fechado) Painel inferior: etanol (diamante), xilitol (tridngulo) e glicerol (diamante
pontuado).

Ainda conforme a Figura 15, a producdo de metabdlitos também
foi alterada pela fermentacdo simultanea de ambos os agucares. Enquanto
que a producdo de xilitol diminuiu para menos de 1 g/L, a producéo de
etanol aumentou para 11 g/L. A menor producéo de xilitol provavelmente
ocorreu em virtude de um menor consumo de xilose. J& a producdo maior
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de etanol, mostra que ambos os agUcares foram utilizados para producéo
do alcool.

Curiosamente, nas co-fermentacfes isenta de inibidores,
observou-se também a producédo de um terceiro metabdlito, o glicerol (2
g/L). A producdo de glicerol durante a fermentacdo € geralmente
associada ao desbalango redox entre os cofatores NADPH/NADH e ao
estresse osmotico. De forma que, esse metabolito pode ser produzido para
reoxidar o cofator NADH, ou para manter o equilibrio osmético entre a
célula e 0 meio (HOHMANN, 2002). Como nas fermentages individuais
de cada agUcar a linhagem nédo produziu glicerol, pode-se inferir que o
consumo desses acucares nao sofreu com um desbalango redox e que,
portanto, a producdo de glicerol nas co-fermentagGes poderia estar
relacionada ao estresse osmético causado pela presenca dos 40 g/L de
acucares.

Apo6s a co-fermentacdo ter sido realizada na auséncia de
inibidores, uma nova rodada de co-fermentagdes foi realizada em meios
contendo 30 mM ou 60 mM de acido acético. A Figura 16, apresenta os
dados obtido nestas condigdes. Como mostra a figura, a presenca
concomitante de xilose, glicose e acido acético inviabilizou a fermentacédo
da levedura. Nenhum dos acucares foi consumido e, consequentemente,
ndo houve produgdo de metabdlitos. De forma similar, a presenca de 6
mM ou 10 mM de &cido férmico também se mostraram toxicas demais
para permitir que a levedura conseguisse fermentar os aclcares
disponiveis no meio (Figura 17).

As co-fermentagdes deixaram ainda mais evidente que apesar de
ser uma Otima fermentadora de glicose e xilose, a levedura S.
passalidarum UFMG-HMD 2.1 dificilmente poderia ser empregada
como microrganismo fermentador para producdo de etanol 2G. A
levedura mostrou que, além de ser intolerante a baixas concentracdes de
acido acético e acido formico, tem o consumo de xilose reprimido pela
presenga mutua da glicose. A repressao do consumo da xilose vai contra
as caracteristicas desejadas pela indUstria em virtude de que ambos os
acUcares se encontram simultaneamente presentes nos hidrolisados
lignocelulésicos, devendo ser eficientemente fermentados & etanol para
garantir a viabilidade econdmica do processo.
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Figura 17 — Perfil fermentativo da levedura S. passalidarum UFMG-HMD 2.1 em meio minimo contendo 20 g/L
de xilose, 20 g/L de glicose e (A) 6 mM ou (B) 10 mM de acido férmico. Painel superior: concentragdo celular
(quadrado aberto), xilose (circulo) e glicose (quadrado fechado) Painel inferior: etanol (diamante), xilitol
(tridngulo) e glicerol (diamante pontuado).
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Linhagens MP-P5 e JDY-01 — Saccharomyces cerevisiae

4.4 ANALISE EM MICROESCALA DA TOL}ERANCIA, DAS
LINHAGENS MP-P5 E JDY-01 FRENTE AO ACIDO ACETICO
E AO ACIDO FORMICO

A primeira analise do comportamento das linhagens MP-P5 e
JDY-01 frente ao acido acético e ao acido formico foi realizada em
microescala. As linhagens foram crescidas em microplacas de 96 pogos
contendo concentragcdes crescentes de ambos o0s inibidores. Os
crescimentos em microescala foram realizados com o objetivo de triar as
faixas de concentracdo de 4cido acético e acido formico que ambas as
linhagens séo capazes de tolerar quando duas fontes diferentes de carbono
sdo disponibilizadas (xilose ou glicose). Os crescimentos foram
realizados em meio sintético minimo contendo 20 g/L de uma das fontes
de carbono de interesse e uma das concentrac@es de acido acético ou acido
formico listadas na Tabela 2 da Secdo Material e Métodos. Utilizou-se
ainda meio isento de inibidores como meio controle. Todos os
microcrescimentos foram realizados em condi¢cdes microaerébias, e
tiveram a sua concentragdo celular inicial ajustada para 0,1 (ODsoonm). A
dosagem do etanol produzido ao final de cada microcrescimento foi feita
enzimaticamente conforme descrito na secéo 4 deste trabalho.

Os primeiros crescimentos em microescala foram realizados na
presenga de 20 g/L de xilose, acrescida ou ndo de uma das concentragdes
dos inibidores. Os resultados obtidos para esses microcrescimentos
encontram-se nas Figuras 18 e 19. Como pode ser observado nas figuras,
a tolerancia da linhagem JDY-01 foi superior a da linhagem MP-P5, e a
cepa recombinante que sobre expressa o gene TAL1 foi tolerante a
concentracdes de até 40 mM de acido acético e 8 mM de acido férmico.
Enquanto isso, a cepa parental foi tolerante somente a 10 mM de acido
acético. Notavelmente, mesmo no meio controle a linhagem JDY-01
cresceu melhor do que a linhagem MP-P5 e, enquanto a cepa parental
apresentou um crescimento basal (ODgoonm 0,2), @ cepa recombinante
alcangou a maior concentracdo celular (ODggonm 0,72) dentre todas as
condi¢des na qual foi testada. Em linha com a concentracdo celular
alcancada, a cepa recombinante ainda produziu ~2 g/L de etanol. Esses
resultados indicam que a sobre-expressdo do gene TAL1 afetou
profundamente a capacidade da linhagem JDY-01 de crescer em xilose,
corrigindo, inclusive, o crescimento deficiente da linhagem parental em
xilose pura. Nota-se, entretanto, que mesmo a linhagem JDY-01 foi
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afetada pela presenca dos inibidores, e concentracGes tdo baixas quanto
10 mM de &cido acético e 2 mM de acido férmico foram suficientes para
aumentar a fase lag da linhagem e/ou diminuir a sua concentracao celular.
Todavia, esses efeitos sdo bem conhecidos, e estdo relacionados com o
periodo necessario para que a célula ative uma série de respostas
moleculares e se adapte aos efeitos adversos desses inibidores (MIRA et
al., 2010), e com o déficit energético que a ativacao desses mecanismos
de detoxificacdo gera (WARTH, 1988; PAMPULHA & LOUREIRO-
DIAS, 2000, SWINNEN et al., 2014).

Nos microcrescimentos realizados em 20 g/L de glicose (Figuras
20 e 21), os perfis de crescimento das linhagens JDY-01 e MP-P5 em
meio sem inibidor (meio controle) foi similar. As linhagens ainda foram
igualmente tolerantes a concentragdes de até 60 mM de acido acético e 10
mM de acido férmico. Todavia, as fases lag das linhagens e a suas
concentracBes celulares também foram afetadas por concentragdes tdo
baixas quanto 10 mM de acido acético e 2 mM de acido férmico, sendo
gue esses efeitos aumentaram de forma diretamente proporcional as
concentracBes crescentes dos compostos inibidores. Esses resultados
indicam que sobre expressdo do gene TAL1 ndo alterou o crescimento ou
a tolerancia das cepas quando glicose foi disponibilizada como fonte de
carbono. De fato, esse resultado era esperado visto que a transaldolase
codificada pelo gene TAL1 ndo participa diretamente do metabolismo da
glicose. Esses resultados indicam ainda que os efeitos negativos do acido
acético e do acido férmico foram similares nas duas fontes de carbono
utilizadas.
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45  ANALISE DO CRESCIMENTO AEROBIO DAS LINHAGENS
MP-P5 E JDY-01 NA PRESENCA DE ACIDO ACETICO OU
ACIDO FORMICO

Com o propésito de melhor avaliar o comportamento das
linhagens JDY-01 e MP-P5 frente ao acido acético e ao acido férmico,
ambas as linhagens tiveram os seus perfis de crescimento aerdbio
analisados na presenca desses inibidores. A partir dos crescimentos em
microescala, duas concentracdes de acido acético (30 mM e 60 mM) e
duas concentragbes de é&cido férmico (6 mM e 10 mM) foram
selecionadas para serem utilizadas nos crescimentos aerobios. Com o
propésito de referéncia, as linhagens também foram crescidas em meio
sem inibidores (meio controle). Todos os crescimentos foram realizados
em frascos Erlenmeyer contendo meio sintético suplementado com 20 g/L
de xilose ou glicose, e iniciaram com uma concentraco celular igual a
0,1 (ODsoonm).

451 Crescimentos aerébios em xilose

Os crescimentos das linhagens MP-P5 e JDY-01 em xilose foram
primeiramente realizados em meio controle (sem inibidores), e os
resultados destes crescimentos podem ser vistos na Figura 22.
Comparando as duas linhagens, jA na presenca exclusiva de xilose,
percebe-se que a sobre expressdo do gene TAL1 foi suficiente para
melhorar o consumo de aglcar e a producdo de biomassa da linhagem
JDY-01, indicando que essa modificagdo genética pode ter aumentado o
fluxo de xilose para a PPP. Mais especificamente, em 72 h de
experimento, a linhagem JDY-01 consumiu 93% da xilose presente no
meio e atingiu uma concentracdo celular final de 18 (ODgoonm). Enquanto
isso, a linhagem MP-P5 mostrou um perfil de crescimento lento no qual
apenas 10% do agUcar presente no meio foi consumido, resultando em
uma baixa concentracéo celular (1,72 ODgoonm). O aglicar consumido por
ambas as linhagens, no entanto, néo foi direcionado para producdo de
etanol.

Outros autores ja reportaram a melhora no crescimento em xilose
de linhagens de S. cerevisiae sobre expressando o gene TAL1
(WALFRIDSSON et al., 1995; Nl et al., 2007; Li et al., 2014; LINCK et
al., 2014). No entanto, a melhora no crescimento aerébio da linhagem
JDY-01 utilizada neste trabalho foi maior do que o apresentado por esses
autores. Uma explicacéo para tal resultado pode ser a origem industrial
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da linhagem. Curiosamente, esses autores reportaram também que as
linhagens recombinantes utilizadas ndo produziram etanol, mas
redirecionaram parte do agucar consumido para producao de xilitol. Aqui,
a producdo de xilitol pela linhagem JDY-01 néo foi observada.

Quando crescidas na presenca de 30 mM ou 60 mM de &cido
acético, a superioridade da linhagem JDY-01 em relagdo a linhagem MP-
P5 se manteve (Figura 23). E, mesmo na presenca do &cido acético, a
sobre expressdo do gene TAL1 foi suficiente para que o consumo de
acucar e a producdo de biomassa da linhagem JDY-01 fosse maior do que
0 da parental. Na presenga de 30 mM do inibidor, a linhagem JDY-01
consumiu 85,34% do acUcar presente no meio e atingiu uma concentracao
celular final de 17 (ODgoonm) (Figura 23-A). Enquanto isso, a linhagem
MP-P5 apresentou uma fase lag quase duas vezes maior do que a da
linhagem JDY-01, consumiu apenas 40,14% da xilose presente no meio,
e alcangou uma concentracdo celular final de apenas 11 (ODsggonm). Ainda
mais contrastante, na presenca de 60 mM de acido acético, apenas a
linhagem JDY-01 foi capaz de crescer e consumir xilose. A adi¢do de 60
mM do inibidor, no entanto, aumentou em cerca de trés vezes a fase lag
da linhagem, e afetou a sua producéo de biomassa (ODsoonm de 6,67 ap6s
72 h) e consumo de aclcar (16,12% ap6s 72 h) (Figura 23-B).
Novamente, ndo se observou a producdo de etanol por ambas as
linhagens.

Ressalta-se que, apesar da linhagem JDY-01 ter sido mais
tolerante ao acido acético do que a linhagem MP-P5, o crescimento da
linhagem MP-P5 foi aparentemente estimulado pela presenca do inibidor
em uma baixa concentragdo. Isso porque na presenca de 30 mM de écido
acético a linhagem cresceu ~20 h mais cedo e consumiu 4 vezes mais
xilose do que quando cultivada em meio controle. Ja foi reportado na
literatura que baixas concentracdes de acidos carboxilicos fracos parecem
estimular o consumo de acUcar e a producdo de ATP de linhagens
expostas a esses inibidores (WARTH, 1998, PAMPULHA &
LOUREIRO-DIAS, 2000; ALMEIDA et al., 2007; BELLISSIMI et al.,
2009; JONSSON, et al., 2013; SWINNEN et al., 2014). Esses efeitos,
entretanto, s6 haviam sido reportados em condi¢Bes anaerébias. Aqui
sugere-se que o comportamento da linhagem MP-P5 foi estimulado pelo
acido acético também na condicdo aerdbia. Os mecanismos por tras deste
estimulo, no entanto, ndo ficaram claros.

Diferente do esperado, nos crescimentos contendo 6 mM ou 10
mM de acido férmico, tanto a linhagem MP-P5 quanto a linhagem JDY -
01 ndo cresceram nem consumiram a xilose presente no meio (Figura 24-
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A e B). Portanto, a sobre expressdo do gene TAL1, aparentemente, ndo foi
suficiente para melhorar o perfil de crescimento aer6bio da linhagem
JDY-01 na presenca deste acido. Enquanto que para a linhagem MP-P5
este resultado j& havia sido observado no crescimento em microescala,
para a linhagem JDY-01 este resultado foi o contrario do previamente
visto. No crescimento em microplaca, quando xilose foi utilizada como
fonte de carbono, a linhagem JDY-01 mostrou tolerancia a concentragdes
de até 8 mM de &cido férmico. O crescimento aerobio, no entanto,
mostrou que uma concentracdo de 6 mM desse inibidor foi suficiente para
impedir o crescimento da linhagem JDY-01 em condicdes aerobicas.

No geral, os resultados obtidos aqui mostraram que, também em
condicdes aerodbias, a sobre-expressdo do gene TAL1 teve um efeito
positivo sobre o crescimento da linhagem JDY-01 em xilose pura ou
acrescida de acido acético. Principalmente, os crescimentos aerobios
mostraram que o melhor crescimento da linhagem JDY-01 foi
acompanhado de um consumo mais eficiente de xilose. De fato, como
mencionado na Introducdo deste trabalho (Se¢do 1), a enzima
transaldolase codificada pelo gene TAL1 tem sido apontada como uma
das enzimas responsaveis por controlar o fluxo da fase ndo oxidativa da
via das pentoses fosfatos (PPP), e a sua sobre expressdo vem sendo
apontada como uma alternativa parar melhorar o consumo da xilose e,
consequentemente, o crescimento das linhagens nesta pentose (SENAC
& HAHN-HAGERDAL, 1990; WALFRIDSSON et al., 1995;
HASUNUMA et al., 2011).

Pode-se ainda extrapolar a interpretagdo dos resultados obtidos
nos crescimentos aerdbios e sugerir que 0 maior consumo de Xilose foi o
gue permitiu a maior tolerancia da linhagem JDY-01 a ambos os
inibidores. Isso porque os mecanismos de detoxificacdo utilizados pelas
leveduras para contornar os efeitos dos acidos carboxilicos fracos geram
um déficit energético (WARTH, 1988; PAMPULHA & LOUREIRO-
DIAS, 2000; SWINNEN et al., 2014) que pode ser suprido pelo consumo
da fonte de carbono no meio. Uma vez que a linhagem JDY-01 consumiu
mais eficientemente a xilose do meio, mais energia pode ter sido
direcionada para ativacdo e manutengdo desses mecanismos de
detoxificacdo, melhorando a tolerdncia da linhagem aos compostos
inibitorios.
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4.5.2  Crescimentos aerdbios em glicose

Da mesma forma que nos crescimentos em microescala, os
crescimentos aerdbios em glicose foram realizados a fim de confirmar
gue a sobre expressdo do gene TAL1 ndo interfere no crescimento e nao
altera a tolerancia da linhagem JDY-01 em meios contendo esta hexose.
Os resultados obtidos para o crescimento aerébio das linhagens MP-P5 e
JDY-01 em meio contendo apenas glicose (meio controle) sdo mostrados
na Figura 25. Conforme esperado, quando crescidas em meio controle, a
linhagem parental (MP-P5) e a linhagem recombinante (JDY-01) néo
apresentaram diferencas entre os seus perfis de crescimento, consumo de
acucar e produgdo de etanol. Nesta condi¢do, os 20 g/L de glicose
presente no meio foram consumidos por ambas linhagens em
aproximadamente 20 h, e a producéo de etanol chegou a ~8 g/L (Figura
25). Ainda, parte do etanol produzido foi consumido apds a deplecéo da
glicose no meio, a0 mesmo tempo a concentracdo celular de ambas as
linhagens continuou a aumentar. Isso indica que, apés a deplecdo da
glicose, o etanol passou a ser consumido como fonte de carbono para
manter o crescimento das células.

Quando crescidas na presenca de 30 mM e 60 mM de acido
acético (Figura 26), novamente, as linhagens JDY-01 e MP-P5 cresceram
de forma similar. A presenca do acido acético, no entanto, afetou o
crescimento celular e 0 consumo de aclcar de ambas as cepas. Conforme
a Figura 26-A, na presenca de 30 mM de 4cido acético, a fase lag das
linhagens aumentou de 12 h para aproximadamente 18 h, e a concentragdo
celular diminui para metade (ODsgoonm de 8 para 4) daquela obtida quando
o inibidor ndo estava presente.

O efeito negativo do inibidor sobre o crescimento celular também
influenciou negativamente o consumo de aclcar, de forma que, a
deplecéo da glicose presente no meio ocorreu ap6s 30 h de crescimento.
O pico maximo de etanol produzido também ocorreu mais tardiamente
(34 h), mas manteve-se em ~8 g/L. Na presenca de 60 mM de &cido
acético a fase lag das linhagens estendeu-se a 48 h e a concentracédo
celular total ndo ultrapassou 3 (ODsoonm). O consumo total do aglcar
presente no meio foi igualmente tardio, ocorrendo em 60 h, com produc¢éo
maxima de 9 g/L de etanol apds 70 h de crescimento (Figura 26-B).

E interessante ressaltar que nas duas concentracdes de acido
acético a producdo de etanol manteve-se, mesmo apés a diminuigdo da
biomassa celular causada pela presenca do inibidor. Isso pode indicar que
a producéo do alcool pelas linhagens é mais dependente do eficiente
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consumo da glicose do que de uma alta concentracdo celular. Ainda, o
efeito negativo do acido acético sobre o crescimento de linhagens de S.
cerevisiae em glicose ja foi observado anteriormente por Ludovico e col.
(2001). De acordo com esse autor a presenga de 20-200 mM do &cido
induziu a morte celular programada de linhagens crescidas em meio
contendo glicose e acido acético.

Quando as linhagens foram crescidas na presenca de &cido
formico, seus perfis de consumo de agUcar, producao de etanol e producéo
de biomassa diferiram levemente, mas ndo o suficiente para se inferir que
0 gene TAL1 afetou negativamente o crescimento da linhagem JDY-01
nesta condicdo (Figura 27). Na presenca de é&cido formico a uma
concentracdo de 6 mM, a linhagem MP-P5 apresentou uma fase lag
ligeiramente menor do que aquela observada para a linhagem JDY-01, e
consumiu todo o agUcar presente no meio mais precocemente, em
aproximadamente 50 h (Figura 27-A). De forma similar, a produgéo de
etanol pela linhagem MP-P5 iniciou mais cedo do que o observado para
a linhagem JDY-01, ocorrendo em aproximadamente 36 h. A linhagem
JDY-01, por sua vez, consumiu toda a glicose do meio em 60 h, e iniciou
sua producdo de etanol em 50 h. Notavelmente, ambas as linhagens
atingiram a mesma produgdo de biomassa ao final do crescimento, e
produziram a mesma quantidade maxima de etanol, cerca de 10 g/L. Na
presenca de 10 mM de &cido férmico, nenhuma das linhagens conseguiu
crescer e consumir a glicose presente no meio (Figura 27-B). De forma
geral, os inibidores afetaram as linhagens da mesma forma com que
fizeram nos crescimentos em xilose, aumentando a fase lag, diminuindo
a concentragdo celular, e atrasando o consumo da glicose.
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Figura 26 - Crescimento aerdébio das linhagens MP-P5 e JDY-01 na presenca de 20 g/L de glicose acrescida de (A) 30 mM
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72

‘(onaa1p jaured) jouels ap oednpolid

‘(Jennuad aured) Jeande ap ownsuod ‘(opsanbse [aured) (WU009qQ) JeIN|B9 OBIRIUSIUOD "021WIQ) OPIJe 3p NW QT (g) no
INW 9 () ap ep19sa.oe 3502116 ap /6 0z ap edussaid eu TO-AAL @ Gd-dIN Suabeyui| sep o1qoJae 0Juswidsal) - /Z einbi4

14

(y) odway (y) odwiay (u) odwiay
22 09 8 9 ¥z ozl 0 z2 09 8 9 ¥Z 2zl ZL 09 s 9 ¥zl 0
O L L L 1 1 1 O
- S © S
v 5 53 o
] o 9 0 o
— @ @
@ o 8
e s @ st 3
- O em==On e Qr==d -~ 3 -m-=-===l0z 0z
Sd-dAt -O-
0-Adr -m 41 -9Z sz
2|
() odwa) (y) odway (u) odway
2L 09 8 9 ¥ 2 0 ez 09 8y 9% v Tk 0
O—Ooat A h f o i : A | 0
Y O, \.\\\\\mu C
j \ L == .OO.\
. \ / g 0 o S
[x]
z LY roL 8 o S
= ! s g
= F, i tg @ T
% oR r 5
= “B--20rm----===80z 0z
4




73

4.6 ANALISE DO PERFIL FERMENTATIVO DAS LINHAGENS
MP-P5 E JDY-01 FRENTE AO ACIDO ACETICO E AO ACIDO
FORMICO

As fermentacfes em batelada foram realizadas com o objetivo de
comparar o comportamento das linhagens MP-P5 e JDY-01 quando essas
cepas sdo submetidas a condigdes fermentativas similares aquelas
utilizadas nas industrias sucroalcooleiras. Para isso as fermentacdes
foram realizadas em condigdes microaerobias e na presenca de altas
concentragdes celulares (10 g/L). Todas as fermentac6es foram realizadas
em meio sintético contendo 20 g/L de xilose ou glicose, acrescidos ou nao
das concentragdes de (30-60 mM) &cido acético ou (6-10mM) de &cido
férmico. Foram realizadas ainda, ensaios de co-fermentacdo com ambos
0s agucares a uma concentracdo inicial de 20 g/L.

46.1 Fermentagdo em batelada simples em xilose

O primeiro ensaio de fermentacdo em Xxilose foi realizado na
auséncia de inibidores. Os resultados obtidos nesta condigdo séo
mostrados na Figura 28. Como mostra a figura, ao contrario do esperado
pelo perfil de crescimento (vide acima), ndo houve diferenca entre o
consumo de xilose e a producdo de metabdlitos pelas linhagens JDY-01
e MP-P5. Ao invés disso, o consumo de xilose pelas duas linhagens foi
similar e quase todo o agUcar presente no meio foi consumido ja nas 12
primeiras horas de fermentacdo. A producdo de etanol acompanhou o
consumo de agUcar e ambas as linhagens produziram cerca de ~6 g/L do
alcool. As linhagens produziram ainda ~5 g/L de xilitol. Esses resultados
vao contra os previamente observados nos crescimentos aerdbios e nos
microcrescimentos, e indicam que a sobre expressao do gene TAL1 nédo
melhorou o perfil fermentativo da linhagem JDY-01.

O segundo ensaio de fermentacdo em xilose foi realizado na
presenca de 30 mM (Figura 29-A) e 60 mM (Figura 29-B) de acido
acético. Novamente, mesmo na presenca do inibidor, o perfil fermentativo
das cepas pouco diferiu. A adicdo do inibidor, entretanto, afetou
severamente 0 consumo de agucar e a producdo de etanol de ambas as
cepas. Na presenca de 30 mM de 4cido acético, as linhagens JDY-01 e
MP-P5 consumiram apenas ~30% da xilose presente no meio apds as 24
h de fermentacéo, e a producédo de etanol e xilitol também diminuiu para
2-3 g/L e 1 g/L, respectivamente. O consumo de xilose na presenca de 60
mM de 4cido acético foi ainda menor (~15%), e a produgéo de etanol
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manteve-se em 1 g/L. Ndo houve produc¢do de xilitol na presenca de 60
mM de &cido acético.

O terceiro ensaio de fermentagdo em xilose foi realizado na
presenca de 6 mM e 10 mM de acido férmico. Como pode ser observado
na Figura 32, o perfil fermentativo apresentado pelas linhagens foi ainda
mais contrastante com aqueles observados no meio controle, e tanto na
presenca de 6 mM quanto de 10 mM de acido férmico, nenhuma das
linhagens conseguiu fermentar o acucar presente no meio (Figura 30).
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Diferente do relatado por outros autores (HASUNUMA et al.,
2011; SANDA et al., 2011; LI et al, 2014), os resultados das
fermentagdes em xilose obtidas no presente trabalho, mostraram que a
linhagem sobre expressando o gene TAL1 nédo apresentou melhora no seu
consumo de acucar, producdo de etanol ou tolerdncia aos &cidos
carboxilicos em condi¢des fermentativas. Em Hasunuma (2011), na
presenca de 30 mM de acido acético e 40 g/L de xilose, a linhagem
recombinante utilizada pelos autores (MT8-1X/TAL) havia produzido
1.72 vezes mais etanol do que a linhagem controle. Em Sanda (2011), a
linhagem recombinante utilizada (MT8-1X/TAL-p*H) havia consumido
0s 40 g/L de xilose presentes no meio duas vezes mais rapido do a
linhagem controle. Aqui, no entanto, a linhagem controle e a linhagem
recombinante ndo s6 mostraram o mesmo perfil fermentativo em todas as
condicOes testadas, como também foram fortemente afetadas pelos
inibidores. Todavia, é relevante destacar que a auséncia dos efeitos
esperados em relacdo a sobre expressdo do gene TAL1 ja foi reportada na
literatura por Matsushika e col. (2012), e da mesma forma com que fez o
autor, serdo apresentadas aqui duas sugestdes que possivelmente
expliquem os resultados observados.

Primeiramente, nas fermenta¢6es em xilose houve o acimulo de
uma grande quantidade de xilitol (~5 g/L). Esse intermediario da via das
pentoses fosfatos ndo havia sido observado durante os crescimentos
aerohios, e 0 seu aparecimento durante as fermentacdes sugere a presenca
de um desbalanco redox intracelular. Conforme mencionado
anteriormente (Secéo 1-Introducdo), as enzimas Xilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH), responsaveis pelas etapas iniciais de
assimilacdo da xilose, tém preferéncias distintas pelos cofatores
NADPH/NADH. Enquanto a XR utiliza preferencialmente NADPH, a
enzima XDH é NAD*dependente. Essa diferenca na utilizacdo de
cofatores gera um desbalango redox intracelular que é especialmente
evidente em condic@es limitadas de oxigénio. 1sso porque na auséncia de
oxigénio o NADH ndo consegue ser regenerado em quantidades
suficientes, enquanto o NADPH ¢é regenerado pela via das pentoses
fosfato. A regeneracdo insuficiente de NADH interrompe a
metabolizacdo da xilose e acarreta no acumulo do substrato da XDH, o
xilitol (revisto por Van MARIS et al., 2006; e por MATUSHIKA et al.,
2009). Portanto, o acumulo de xilitol nas fermentacGes e a sua auséncia
nos crescimentos aerébios, é um forte indicativo de desbalango redox.
Uma vez que ha deshalanco redox, os problemas nas partes iniciais da via
de metabolizacdo da xilose desviam a xilose assimilada para a producédo
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de xilitol e, assim, diminuem a quantidade de xilose que entra na PPP.
Uma vez que menos xilose entra na PPP, os efeitos positivos da sobre
expressdo da TAL talvez deixem de ser observados.

Em segundo lugar esta a sobre expressdo em niveis inadequados
do gene TALL. Lu & Jeffries (2007) reportaram que o efeito positivo da
sobre expressdo do gene TALL1 sobre a producdo de etanol esta
relacionado com a expressdo moderada do gene referido. Na linhagem
JDY-01 sabe-se que a expressdo do gene TAL1 esta sob o controle do
promotor forte e constitutivo do gene ADH1 — gene que codifica para a
enzima alcool desidrogenase de S. cerevisiae. Todavia, ndo foram
realizados ensaios que quantifiquem o nivel de expressdo do gene TAL1
na linhagem JDY-01, de forma que, a sobre expressao do gene pode ndo
ter alcancado os niveis necessarios para que os seus efeitos fossem
observados.

4.6.2 Fermentacdo em batelada simples em glicose

Mesmo tendo obtido resultados diferentes do esperado nas
fermentacbes em xilose, as linhagens ainda foram submetidas a
fermentacdo de meio contendo glicose. As fermentacfes em glicose
foram feitas com o propdsito de confirmar que a sobre expresséo do gene
TAL1 ndo alterou o perfil fermentativo da linhagem JDY-01 nesta hexose.
Mas principalmente, as fermentacGes em glicose foram feitas como forma
de estabelecer o perfil fermentativo das linhagens na presenca individual
desse acucar. De forma que nas co-fermentacdes (T6pico 4.6.3) fosse
possivel verificar se 0 consumo da glicose foi alterado pela presenca da
xilose. Novamente, as fermentacdes foram realizadas primeiramente em
meio controle, e os resultados obtidos nesta condicdo podem ser
observados na Figura 31. Conforme o esperado, na auséncia de inibidores,
os perfis fermentativos das linhagens MP-P5 e JDY-01 foram iguais.
Sobretudo, a glicose foi rapidamente fermentada pelas duas linhagens nas
primeiras 4 h de fermentacéo e, da glicose consumida, a maior parte foi
convertida em etanol a uma eficiéncia de 90%.

Com a adicdo de 30 mM e 60 mM de acido acético, os perfis
fermentativos das linhagens permaneceram semelhantes (Figura 32).
Todavia, a presenca do &cido afetou o consumo da glicose de ambas as
linhagens, corroborando com o que ja havia sido observado nos
crescimentos aerobios e nos microcrescimentos. Na concentracdo de 30
mM do 4cido, o consumo completo da glicose pelas cepas ocorreu nas
primeiras 6 h de fermentagdo (Figura 32-A), enquanto que na presenca de
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60 mM do inibidor, o agucar s6 foi completamente consumido ap6s 12 h
(Figura 32-B). Apesar do efeito inibitorio do &cido acético sobre o
consumo da glicose, a quantidade de etanol produzida pelas cepas
permaneceu entre 9-10 g/L nas duas condi¢des.
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Figura 31- Perfil fermentativo das linhagens MP-P5 e JDY-01 em meio minimo
contendo 20 g/L de glicose. Concentracédo celular (quadrado), glicose (circulo) e
etanol (diamante).

Nas fermentagdes em acido formico, o consumo de glicose por
ambas as linhagens foi mais afetado (Figura 33). A presenca de 6 mM do
inibidor atrasou e diminui o consumo desta hexose, e durante as 12 h
primeiras horas de fermentacdo apenas 40% da glicose presente no meio
foi consumida. A producdo de etanol foi igualmente tardia e ocorreu
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majoritariamente nas Ultimas 12 h de fermentacdo. Apesar disso ambas as
linhagens produziram cerca de 9 g/L de etanol indicando que, mesmo com
0 consumo tardio da glicose, esta ainda foi convertida em etanol. Na
presenca de 10 mM de acido férmico a glicose presente no meio nao foi
consumida.

4.6.3 Co-fermentacao de xilose e glicose em batelada simples

Como forma de investigar o comportamento das linhagens na
presenca de fontes mistas de carbono, foram realizados ensaio de co-
fermentacdo na presenca simultdnea de xilose e glicose. Como a
concentracdo de cada fonte de carbono foi ajusta para 20 g/L, 0 meio
utilizado para as co-fermentagdes continha um total de 40 g/L de agUcar.

Na co-fermentacdo em meio sem inibidores, tanto a linhagem
MP-P5 quanto a linhagem JDY-01 consumiram os agUcares glicose e
xilose da mesma forma com que fizeram quando esses agUcares foram
testados isoladamente (Figura 34). Mais importante, os dois agUlcares
foram consumidos simultaneamente. Esse padrdo de consumo indica que
a presenca da glicose ndo inibiu a assimilacdo da xilose, uma
caracteristica altamente desejada para linhagens empregadas na industria.
As linhagens ainda mostraram uma producdo de etanol continua e
superior aquela obtida quando cada acucar foi fermentado
individualmente. A maior producdo de etanol (~13 g/L) indica que o
alcool foi produzido a partir dos dois aglcares. J& a producdo continua
indica que a xilose e a glicose foram convertidas & etanol ao mesmo
tempo. Observou-se ainda a producdo de ~4 g/L de xilitol e ~4 g/L de
glicerol. O glicerol ndo havia sido detectado nas fermentacGes individuais
de xilose ou glicose. A produgéo deste metabdlito, além de ser conhecida
por afetar o desempenho fermentativo de leveduras, esta fortemente
relacionada com o deshalanco redox intracelular. E através da producio
deste subproduto que a célula regenera o cofator NAD+ utilizado pela
enzima XDH. A alta produgdo de glicerol observada, portanto, é um
indicativo de as linhagens sofreram um desbalan¢o redox intracelular
também na presenca dos dois aclicares. Da mesma forma que o glicerol,
a alta producéo de xilitol também é um indicativo do desbalanco redox
(Figura 34).

Na co-fermentacéo realizada na presenca de 30 mM de &cido
acético, a linhagem JDY-01 mostrou ser superior & linhagem MP-P5 pela
primeira vez. Como mostra a Figura 35, mesmo na presenca do &cido
acético, a sobre expressdo do gene TAL1 aparentemente permitiu que a
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linhagem JDY-01 co-consumisse a Xilose ligeiramente melhor do que a
linhagem MP-P5. Ainda, a linhagem JDY-01 consumiu 17,18% de xilose
a mais do que a parental e depletou a glicose duas vezes mais rapido do
que a linhagem MP-P5. A melhora apresentada pela linhagem JDY-01 no
co-consumo de xilose, pode explicar porque o consumo da glicose pela
linhagem JDY-01 ndo foi tdo afetado quanto o da MP-P5.

Segundo Bellissimi e col. (2009), em condi¢des microaerdbias, o
déficit energético criado por mecanismos de detoxificacdo como as
ATPases de membrana® é suprido pelo consumo da fonte de carbono
disponivel. Uma vez que a xilose foi melhor co-consumida, pode-se
inferir que a energia obtida através do consumo da xilose pode ter sido
utilizada para ajudar a manter esses mecanismos de detoxificacdo. Uma
vez que esses mecanismos foram mantidos, menores seriam o0s efeitos
negativos do &cido acético, inclusive, sobre o consumo de glicose.

Ainda na presenga de 30 mM de &cido acético, a melhora no
consumo de acucares pela linhagem JDY-01 foi acompanhada por uma
melhor producéo de etanol. Essa linhagem foi capaz de produzir o etanol
mais rapidamente e em maior quantidade (~10 g/L) do que a linhagem
MP-P5 (~9 g/L). A explicacdo para isso encontra-se no maior consumo
de acUcar apresentado pela linhagem, mas também na possivel inducéo
gue o &cido acético a uma baixa concentracdo teve sobre a produgdo de
etanol. Isso porque, em condi¢Bes limitadas de oxigénio, baixas
concentracBes de acido acético estimulam a producdo de ATP que é
alcangada também através de uma maior producdo de etanol (WARTH,
1998; PAMPULHA & LOUREIRO-DIAS, 2000; ALMEIDA et al.,
2007; BELLISSIMI et al., 2009; JONSSON, et al., 2013; SWINNEN et
al., 2014).

Nas co-fermentagdes realizadas na presenca de 60 Mm de &cido
acético, a superioridade da linhagem recombinante ndo se manifestou
(Figura 36). Ao invés disso, 0 &cido acético afetou o consumo de aglcar
e a producdo de etanol das duas cepas igualmente. Dentre os dois
acucares, o consumo da xilose foi 0o mais afetado e ao longo das 24 h de
fermentacdo apenas 10% da xilose foi consumida. Enquanto isso, a
glicose presente no meio foi depletada. A producdo de etanol também
diminuiu (~8 g/L), enquanto que a producdo de glicerol se manteve em
2,5 g/L. Nas co-fermantacdes realizadas na presenca de acido férmico, os
perfis das linhagens se mantiveram iguais (Figura 37 e 38). Na presenca
de 6 mM de &cido formico o consumo de glicose e xilose ocorreu

5 As ATPases de membrana expulsam os prétons formados com a dissociacéo
intracelular dos &cidos carboxilicos e, assim, evitam a acidificagao do citosol.
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simultaneamente, mas a xilose foi consumida lentamente. Em
contrapartida, a glicose foi depletada do meio em 10 h (Figura 37). O
incremento na producéo de etanol ap6s a deplecdo da glicose foi pequeno,
sugerindo que a xilose consumida ndo foi convertida no alcool. Em
compensacdo, a linhagem produziu mais glicerol (4 g/L) durante o
consumo exclusivo da xilose, indicando, mais uma vez, a presencga de um
desbalanco redox. Na presenca de 10 mM do inibidor, as linhagens ndo
consumiram nenhum dos dois agucares da mesma forma que o fizeram
quando esses aglcares foram testados individualmente (Figura 38).

Em suma, a sobre expressdo do gene TAL1 permitiu que a
linhagem JDY-01 co-consumisse melhor a xilose na presenca de 30 mM
de 4cido acético, fazendo com que o seu perfil fermentativo fosse melhor
do que o da linhagem parental. Todavia, em todas as outras condigdes
testadas a sobre expressdo do gene ndo melhorou o perfil fermentativo da
linhagem recombinante. Mais importante, a presenca dos metabdlitos
xilitol e glicerol indicam que as linhagens estavam sujeitas a um
desbalanco redox e que isto pode ter influenciado nos resultados
apresentados pela linhagem JDY-01.
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CONCLUSOES

S. passalidarum UFMG-HMD 2.1:

Apesar de ser uma excelente fermentadora de xilose tanto em
condicdes aerébias quanto microaerdbias, a utilizacdo da
levedura na produgdo de etanol 2G é limitada pela sua alta
sensibilidade aos acidos carboxilicos fracos e pela repressao que
0 seu consumo de xilose sofre na presenca de glicose;

S. cerevisiae MP-P5;:

Apesar de ser uma excelente fermentadora de xilose quando em
altas concentragdes celulares e em condi¢Ges microaerdbias, a
linhagem também ¢ inibida pela presenca de concentracdes tdo
baixas quanto 30 mM de acido acético ou 6 mM de &cido
férmico, e dificilmente seria utilizada na producao de etanol 2G;

S cerevisiae JDY-01:

Em condicOes aerdbias, a linhagem cresceu melhor e consumiu
mais xilose do que a sua linhagem parental, tanto na auséncia
guanto na presenga de até 60 mM de &cido acético, revelando que
a sobre expressdo do gene TAL1 é uma alternativa para melhorar
0 crescimento e o consumo de xilose de linhagens S. cerevisiae,
mesmo na presenca do inibidor;

Em condicBes microaerdbias e na presenca de 30 mM de &cido
acético, a co-fermentagdo de xilose e glicose pela linhagem foi
menos afetada, revelando que a sobre expressao do gene TAL1 é
uma alternativa para melhorar, principalmente, o consumo da
xilose nestas condi¢des;

Outras etapas da via de metabolizacdo da xilose como as que
envolvem as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase,
aparentemente, constituem uma etapa mais importante para a
metabolizacdo da xilose a etanol do que a sobre expressdo do
gene TALZ,
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