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RESUMO

A fermentacdo eficiente dos acglcares presentes em hidrolisados da
biomassa lignoceluldsica, principalmente pentoses e hexoses, é um passo
primordial para a producdo do etanol de segunda geracdo (etanol 2G).
Essa eficiéncia pode ser afetada pela presenca de compostos inibidores
que sdo formados nos processos de pré-tratamento dessa biomassa.
Dentre esses compostos estdo os compostos furanicos, furfural e o 5-
hidroximetilfurfural (HMF), dois aldeidos que, em concentragdes
elevadas, afetam negativamente as células e consequentemente a
producdo do etanol 2G. A fim de atenuar tal problemética, a busca por
micro-organismos naturalmente capazes de fermentar pentoses e de
tolerar tais aldeidos é uma alternativa que vem sendo explorada por
diversos grupos de pesquisa. Por outro lado, a construgdo de linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae, utilizando a engenharia
genética, também tem sido uma alternativa para contornar essa
problematica. Dessa maneira, 0 presente trabalho se propds a realizar a
caracterizacdo de leveduras isoladas da microbiota Brasileira,
assimiladoras de pentoses, através do crescimento celular em glicose e
xilose com concentragdes crescentes de furfural e HMF, avaliando
também a producdo de etanol por tais leveduras. Ademais, foi construida
uma linhagem de S. cerevisiae industrial recombinante (EZY-01),
fermentadora de xilose, que sobre-expressa o gene YNL134C que codifica
uma aldeido redutase, com o intuito de melhorar a tolerancia dessa ao
furfural. Foram determinadas as cinéticas de crescimento aerébios,
fermentacdes e co-fermentagdes em batelada simples, em meios contendo
glicose e/ou xilose e presenca ou ndo de furfural. Nossos resultados
demonstram que para as 12 cepas de leveduras selvagens avaliadas,
concentracBes de 0,5 g L de furfural ou HMF ja foram suficientes para
aumentar a fase lag e/ou inibir o crescimento celular das leveduras,
principalmente quando a fonte de carbono foi xilose. Observou-se
também que a producéo de etanol foi afetada negativamente na presenca
desses dois compostos furanicos. Notou-se que as cepas de Candida
gueiroziae e Spathaspora suhii foram as mais tolerantes ao furfural em
meios contendo glicose. J4 em meios contendo xilose as leveduras que se
destacaram como mais tolerantes a este mesmo inibidor foram Sp.
brasiliensis, Sp. roraimanensis e Sp. suhii. Estas mesmas espécies foram
mais tolerantes a presenca de HMF, tanto em glicose como em xilose.
Nossos resultados demonstraram que a regido promotora do gene
YNL134C na cepa de S. cerevisiae industrial recombinante foi modificada
com éxito, promovendo um nivel de transcricdo 100 vezes maior do gene,



guando comparada a linhagem parental. Durante o crescimento aerdbio
em glicose e presenca de furfural a cepa que sobre-expressa o0 gene
YNL134C teve sua fase lag diminuida (de 30 a 17 h) e sua taxa de
crescimento especifico aumentada (de 0,62 a 0,93 h'). No entanto, ndo
foi possivel observar diferencas quando a fonte de carbono foi xilose.
Além disso, nas fermentacGes e co-fermentacGes de glicose/xilose, em
batelada simples, novamente ndo foram observadas diferencas entre as
linhagens de levedura industriais. Dessa maneira, embora a sobre-
expressao do gene YNL134C tenha melhorado a utilizacdo da glicose na
presenca de furfural, ndo houve melhora na fermentacdo de xilose,
limitando a utilizacdo dessa estratégia para a producdo de etanol de
segunda geragdo.

Palavras-chave: furfural; YNL134C; Saccharomyces cerevisiae; etanol
2G; aldeido redutase.



ABSTRACT

The efficient fermentation of sugars present in the hydrolysates of
lignocellulosic biomass, mainly pentoses and hexoses, is a primordial step
for second-generation ethanol (2G ethanol) production. This efficiency
can be affected by the presence of inhibitory compounds that are formed
in the pre-treatment processes of this biomass. Among these, furan
compounds, furfural and 5-hydroxymethylfurfural (HMF), are aldehydes
that at high concentrations negatively affect the cells. and consequently
the production of 2G ethanol. In order to attenuate this problem, search
for naturally microorganisms capable of ferment pentoses and tolerate
these aldehydes is an alternative that has been explored by several
research groups. Otherwise, the construction of industrial Saccharomyces
cerevisiae strains, using genetic engineering, has also been an alternative
to overcome this problem. Therefore, the present work proposed the
characterization of pentose-assimilating yeasts isolated from Brazilian
microbiomes, through cell growth in glucose and xylose with increase
concentrations of furfural and HMF, and evaluating the production of
ethanol by these yeasts. In addition, a recombinant industrial xylose
fermenting S. cerevisiae strain was developed (EZY-01), over-expressing
the YNL134C gene that encodes for an aldehyde reductase, in order to
improve its tolerance to furfural. The kinetics of aerobic growth, batch
fermentations and batch co-fermentations of glucose and/or xylose in the
presence, or not, of furfural were determined. Our results show that for
the 12 wild-type yeasts strains evaluated, concentrations of 0,5 g L of
furfural or HMF were already sufficient to increase the lag phase and/or
to inhibit yeast cell growth, especially when the carbon source was
xylose. It was also observed that ethanol production was adversely
affected by the presence of these two furan compounds. We notice that
the strains of Candida queiroziae and Spathaspora suhii were more
tolerant to furfural with glucose. In xylose the yeasts strains that outstand
as more tolerant to this inhibitory compound were Sp. brasiliensis, Sp.
roraimanensis, and Sp. suhii. These same yeasts were more tolerant to
HMF with either glucose or xylose. Our results demonstrated that the
promoter region of the YNL134C gene in the recombinant industrial strain
was successfully modified, promoting a 100-fold higher transcription
level of the gene, when compared to the parental strain. During aerobic
growth in glucose in the presence of furfural, the recombinant strain had
a decreased lag-phase (from 30 to 17 h), and its specific growth rate
increased (from 0.62 to 0.93 h't). However, it was not possible to observe
differences when the carbon source was xylose. In addition, in batch



fermentations and batch glucose/xylose co-fermentations no differences
were observed between the industrial yeast strains. Therefore, although
the over-expression of the YNL134C gene improved the use of glucose in
the presence of furfural, there was no improvement with xylose, limiting
the use of this strategy for second-generation ethanol production.

Keywords: furfural; YNL134C; Saccharomyces cerevisiae; 2G
bioethanol; aldehyde reductase.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ETANOL COMBUSTIVEL NO BRASIL

Nas dltimas décadas grande destaque tem sido dado a
complementacdo da matriz energética atual, dependente de combustiveis
fosseis, por combustiveis oriundos de fontes renovaveis, dentre eles o
etanol. No Brasil, 0 etanol comecou a ser produzido em larga escala na
década de 1970 com o intuito de contornar a problematica dos altos precos
dos barris de petréleo, estes afetados pela crise econémica e politica
daquela época. Para tal feito, foi instituido no pais o PROALCOOL —
Programa Nacional do Alcool visando o estimulo & produgéo em larga
escala de etanol — um substituto a gasolina, a partir da sacarose da cana-
de-agUcar, produto esse ja cultivado em nosso pais em grande quantidade
(GOLDENBERG, 2006;2008). De fato, a producéo desse biocombustivel
foi estimulada pela crescente preocupagdo dos danos ambientais,
causados pelo uso excessivo dos combustiveis fdsseis, e também pelo
inicio do comércio de carros flex, movidos a gasolina ou etanol, no ano
de 2003 (GOLDENBERG, 2008).

Na safra 2017/2018, segundo a CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento), estima-se que a produgdo de etanol combustivel chegue
a 26,5 bilhdes de litros, totalizando aproximadamente 645 milhGes de
toneladas de cana-de-acUcar processadas (CONAB, 2017). No cenario
mundial o Brasil € o segundo maior produtor de etanol, ficando atrés
apenas dos Estados Unidos da América (BRASIL, 2017). O etanol no
nosso pais é produzido a partir da fermentacdo da sacarose, proveniente
do caldo da cana-de-agUcar, processo esse realizado pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. Como consequéncia dessa grande quantidade
de cana-de-agUcar processada, residuos oriundos da moagem da cana e do
préprio cultivo sdo gerados. De acordo com Soccol et al. (2010) a partir
de uma tonelada de cana-de-agUcar, estima-se que sdo gerados entre 270-
280 Kg de bagaco além de aproximadamente 200 Kg de palha. Essa
biomassa é utilizada, majoritariamente, na propria usina para geracdo de
calor/eletricidade, ou ainda, parte dela deixada na prépria plantagéo para
ser decomposto por micro-organismos (CORTEZ et al., 2008). No
entanto, o bagaco e a palha da cana-de-aglcar sdo ricos em agucares
fermentesciveis podendo, também, ser convertidos em etanol, que nesse
caso € chamado de etanol de segunda geracdo ou etanol 2G (PESSOA Jr
et al., 2005; STAMBUK et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2016). Nota-
se, portanto, que a produgdo do etanol de segunda geragéo é dependente
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da fermentacdo dos aglicares presentes no bagaco e na palha da cana-de-
acucar (KUHAD et al., 2011). Estima-se que a fermentacao eficiente dos
acUcares presentes nessa biomassa aumentaria aproximadamente 50% da
producdo de etanol sem o aumento de &reas cultivaveis (STAMBUK et
al., 2008; GOLDEMBERG, 2008).

Conforme mostrado na Figura 1, a partir de uma tonelada de cana-
de-aclcar podem ser gerados aproximadamente 80 litros de etanol de
primeira geracdo. No entanto, com a utilizaco dos agUcares presentes no
bagaco e na palha da cana estima-se que possam ser gerados mais 47 litros
de etanol (2G), aumentando assim a producdo total, a partir de uma
tonelada de cana, para 127 litros (STAMBUK et al., 2008).

Figura 1 - Producéo de etanol a partir da cana-de-agucar. A tecnologia
atual de processamento de cana de aglcar e producdo de etanol
combustivel a partir da sacarose € ilustrada a esquerda na figura, enquanto
gue os avancos tecnoldgicos necessarios para a producéo de etanol a partir
de bagaco e palha de cana sdo ilustrados no lado direito da figura.

1ton
de cana-de-agucar

Caldo de
cana-de-agucar ~30L etanol
~80L etanol
~60Kg de glicose
l ~3Kg de manose

’ e galactose

/7

icelulose

\ ~33Kg xilose

~3Kg arabinose

¥

~17L etanol

~160Kg de

sacarose lignina
e cinZas

Fonte: adaptado de Stambuk et al. (2008).

De forma muito positiva, o Brasil é beneficiado na producdo de
etanol de segunda geracdo, a partir do bagago e da palha de cana-de-
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acUcar, uma vez que: a) possui alta quantidade de residuos gerados pela
producdo do etanol de primeira geracdo; b) ndo ha necessidade de
aumento da area de cultivo, nem tampouco demandam novas terras
cultivaveis; ¢) ndo competem com cultivares da linha alimenticia devido
ao seu baixo valor nutricional (SARKAR et al., 2012; BERREZA e
RAGAUSKAS, 2016).

1.2 A BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E O ETANOL 2G

A biomassa lignocelul6sica é estruturada entre trés principais
componentes: celulose, hemicelulose e lignina (Figura 2) e aparecem em
diferentes percentuais para distintas biomassas (SANTOS et al., 2012).
Essa biomassa lignoceluldsica é o maior componente estrutural das
plantas lenhosas e ndo lenhosas e representa a maior fonte de energia
renovavel existente no mundo (HIMMEL et al., 2007). A celulose,
encontrada em maior quantidade na biomassa, ¢ um polimero linear de
mondmeros de glicose, ligados entre si por ligagBes glicosidicas p-1,4
(ZHANG et al., 2012). A hemicelulose, 0 segundo maior constituinte
dessa hiomassa, & um heteropolissacarideo composto por pentoses (xilose
e arabinose) e hexoses (glicose, manose, e galactose). Esse
heteropolimero é geralmente classificado de acordo com o aglcar mais
abundante na sua cadeia principal, sendo que o mais encontrado em
gramineas, que é o caso da cana-de-agUcar, é a xilana, um polissacarideo
formado por unidades de xilose ligadas por ligagdes glicosidicas -1,4
(GIRIO et al., 2010; SANTOS et al., 2012). Ja a lignina é uma molécula
complexa, amorfa, formada por compostos fenolicos, e tem o papel de dar
rigidez, suporte e protecdo a planta (POLIZELI et al., 2005; SARKAR et
al., 2012). Dessa forma, os hidrolisados de biomassa lignocelulésica
possuem dois principais acUcares: a glicose e a xilose. Girio et al. (2010)
e Dos Santos et al. (2016), estimaram que a xilose pode compor até 25%
dos acUcares fermentesciveis em alguns hidrolisados. Dessa maneira, um
micro-organismo que fermente eficientemente ndo somente a glicose mas
também a xilose é um passo essencial para a produgdo em larga escala do
etanol 2G.
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1.3 O PROCESSO DE PRE:TRATAMENTO E A FORMAGCAO DE
INIBIDORES NA PRODUCAO DO ETANOL 2G.

Para que os agUcares estejam disponiveis para a assimilagcdo dos
micro-organismos, sao necessarios dois principais processos. O primeiro
é a desestruturacdo da lignocelulose, chamado de pré-tratamento (Figura
3), e 0 segundo é a hidrolise da celulose e da hemicelulose. No primeiro
processo, O intuito é quebrar a estrutura recalcitrante da biomassa
lignoceluldsica (ABDEL-FATTAH e ABDEL-NADY, 2012; ZHAO et
al.,, 2015). No segundo o objetivo é liberar mondmeros dos agUcares
presentes na celulose e na hemicelulose, sendo eles a glicose e a xilose,
em maior quantidade, respectivamente.

Figura 2 - Estrutura da biomassa lignoceluldsica.
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Figura 3 -Desestruturacdo da biomassa lignoceluldsica — o processo de
pré-tratamento
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Fonte: adaptado de Hsu et al. (1980).

A celulose pode ser hidrolisada em glicose por enzimas
especificas, chamadas de celulases, ou por agentes quimicos como o &cido
sulfdrico. Ja a porcdo hemicelulésica, por sua vez, pode também ser
hidrolisada por agentes quimicos ou enzimas chamadas de hemicelulases
(MOSIER et al., 2005). O processo de pré-tratamento vem sendo
estudado ha varios anos com o objetivo de garantir uma eficiente
liberacdo dos acucares presentes na biomassa lignocelulésica. Dentre as
principais formas utilizadas para tal feito destacam-se: i) os tratamentos
guimicos que utilizam acidos ou bases com a finalidade de solubilizar
especialmente a celulose e a hemicelulose; ii) os tratamentos fisicos que
objetivam aumentar a reatividade do material frente as enzimas
hidroliticas; iii) os tratamentos biolégicos com o intuito de degradar
seletivamente o material através de enzimas especificas.

Além do processo de pré-tratamento, a producdo do etanol 2G ¢
dependente, como citado anteriormente, da hidrolise da celulose e
hemicelulose, além dos processos de fermentacdo dos aclicares € a
recuperacao do etanol, a destilagdo. A hidrélise separada do processo de
fermentacdo é chamada de SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation).
Ja quando o processo de hidrdlise é realizado concomitantemente ao
processo fermentativo é chamado de SSF (Simultaneous Saccharification
and Fermentation) (MOSIER et al., 2005; CASSELLS et al., 2017).
Ainda nesse sentido existe aquele processo onde a sacarificacdo da
celulose, liberando glicose, e da hemicelulose, liberando xilose e
arabinose primordialmente, aliado a co-fermentacdo desses aglcares €
realizado ao mesmo tempo, sendo chamado de SSCF (Simultaneous
Saccharification and Co-Fermentation) (MOSIER et al., 2005; ZHANG
E BAO, 2017).
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Diversos estudos tem focado na problematica do processo de pré-
tratamento, sendo que o processo considerado mais rentavel, até o
momento, visto sua eficiéncia e baixo custo, é a utilizagdo do &cidos
fortes, em especial o sulfirico, aliado a altas temperaturas (ZHENG, PAN
E ZHANG, 2009; ARANTES et al.,, 2011; DOS SANTOS, 2016).
Entretanto, esses processos geram subprodutos indesejados, como
aldeidos furanicos, acidos fracos e compostos fenolicos, que séo tdxicos
para as células, influenciando assim na producéo de etanol (PALMQVIST
e HAHN-HAGERDAL, 2000; KLINKE, THOMSEN, AHRING, 2004).

A partir da desidratagio das hexoses é gerado o 5-
hidroximetilfurfural (HMF) (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL,
2000; ALMEIDA et al., 2007; JONSSON, et al., 2013). Da desidratacio
das pentoses, presentes na hemicelulose, o principal subproduto é o
furfural (TAHERZADEH et al, 2000; PALMQVIST, et al, 2000), este
com particularidades indesejaveis devido a sua abundéancia e efeito toxico
(HEER e SAUER, 2008). Os acidos acético e férmico, sdo gerados,
respectivamente, a partir da desacetilagdo da hemicelulose e da
degradacdo do furfural e HMF (Figura 4).

Figura 4 — Formac&o de compostos inibitérios durante o processo de pré-
tratamento.
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A concentracdo total de furanos que ja foram relatados em
hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar, utilizando acido cloridrico, em
concentracdes que variam de 0,94 a 3,41 g L1, essas dependentes da
concentracdo do acido utilizado (CHANDEL et al., 2007). Concentracdes
que variam entre 1,0 e 2,0 g L™ de furfural ja foram relatados por Nieves
et al. (2011), em hidrolisado de bagago de cana-de-agUcar, pré-tratado
com explosdo a vapor. Ainda, de acordo com 0s mesmos autores, as
concentragdes de HMF nesse hidrolisado foi menor que 0,1 g L.

Dentre os efeitos negativos produzidos por esses dois compostos
em micro-organismos estdo: i) a inibicdo da glicolise na levedura S.
cerevisiae, causada pelo furfural (BANERJEE, BHATNAGAR e
VISWANATHAN, 1981); ii) inibicdo da atividade enzimatica em geral,
danos ao DNA e inibig&o da sintese proteica e de RNA foram citados por
Taherzadeh et al. (2000) e Palmqvist e Hahn-Hégerdal (2000), tanto para
o furfural como para o HMF. Ademais, a diminuicdo da taxa de
crescimento e o prolongamento da fase lag em diversas leveduras ja
foram relatadas como efeito da presenca desses compostos (LIU et al.,
2004; TIAN et al., 2009; ALLEN et al., 2010).

Allen et al. (2010) mostraram que o furfural induz o acimulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), causando danos nas mitocondrias,
vacuolos, citoesqueleto de actina e a cromatina nuclear. ERO sdo geradas
em células como subprodutos metabolicos, cuja acumulacdo pode ser
aumentada por fatores ambientais, envelhecimento celular ou mutagdes
génicas (MORAITIS e CURRAN, 2004; DRAKULIC et al., 2005).
Espécies reativas de oxigénio incluem o perédxido de hidrogénio (H20>),
0 anion superoxido (O2) e o radical hidroxila (OH-) que conforme citado
anteriormente causam danos expressivos nas células.

Com o intuito de protecdo alguns micro-organismos, dentre eles S.
cerevisiae, reduz o furfural ao seu respectivo alcool, o 2-furilmetanol
(FM) ou alcool furfurilico, através de uma gama de reacfes de
oxirreducdo mediadas por desidrogenases/redutases, composto esse
menos téxico a célula (HEER E SAUER, 2008; LIU et al., 2004; LIU,
SLININGER e GORSICH, 2005). De forma muito similar o HMF é
reduzido a furan-2,5-dimetanol (FDM) também menos téxico para as
células (Figura 5). Apesar do processo de detoxificacdo ocorrer in situ a
demanda energética para tal fim acarreta efeitos desfavoraveis ao
processo (NAVARRO, 1994; PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL,
2000; TAHERZADEH et al., 2000; ALMEIDA et al., 2007).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3632-5#CR17
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Figura 5 — Vias de conversio do 2-furaldeido (furfural) e 5-
(hidroximetil)-2-furaldeido (HMF) em 2-furanmetanol (FM) e furan-2,5-
dimetanol (FDM) acoplados com NADH e/ou NADPH e catalisados por
aldeido redutases.
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Fonte: adaptado de Liu (2011)

Dessa forma, varios estudos se destinam a encontrar e/ou construir
micro-organismos que sejam tolerantes ao furfural e o HMF (LIU et al.,
2004; GORSICH et al., 2006; CUNHA-PEREIRA, 2011; WANG et al.,
2017; BAZOTl et al., 2017).

1.4 A METABOLIZACAO DA XILOSE E A ENGENHARIA
GENETICA DE LEVEDURAS

A levedura S. cerevisiae € o principal micro-organismo utilizado
na fermentagdo para producgdo de etanol de primeira geracéo, visto suas
caracterizadas particulares de sobreviver e adaptar-se as condicOes
especificas do meio fermentativo industrial. Dentre as mais relevantes
estdo: sobrevivéncia a altas concentracGes de etanol, pH acido e a presséo
osmaética exercida pela alta concentracdo de actcar no caldo, fatores esses
gue eliminam outros micro-organismos como bactérias e leveduras
selvagens (PRETORIUS et al.,, 2000; QUEROL ET AL., 2003;
THOMSON et al., 2005).

Em contrapartida, embora a S. cerevisiae seja uma Otima
fermentadora de hexoses, naturalmente ela é incapaz de fermentar
pentoses (PITKANEN et al., 2003; STAMBUK et al., 2008). A
capacidade de algumas leveduras de metabolizar a xilose se deve a um
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conjunto de reacdes de oxirreducdo mediadas por enzimas especificas
(Figura 6). Nesse sentindo, inimeros trabalhos tem buscado leveduras
capazes de metabolizar pentoses, dentre elas a xilose. Leveduras dos
géneros Scheffersomyces, Candida, Spathaspora, Kluyveromyces, e
Sugiyamaella tem sido relatadas como metabolizadoras de xilose
(BARBOSA et al., 2009; CADETE et al., 2009;2012; MOURO, 2012;
MORAIS et al., 2013). Dentre essas, a levedura Spathaspora
passalidarum mostrou-se capaz de converter xilose em etanol com
eficiéncia (HOU, 2012), além de co-utilizar glicose e xilose
anaerobicamente. (LONG et al.,, 2012). Outra espécie do género
Spathaspora, a Sp. arborariae também apresentou capacidade de
converter xilose em etanol (CADETE et al., 2009). Mouro (2012)
mostrou que as leveduras Candida shehatae, Scheffersomyces stipitis,
Spathaspora xylofermentans e Spathaspora suhii obtiveram rendimento
fermentativo em etanol, a partir de xilose (g etanol/ g de agucar), de
aproximadamente 0,40, quando o rendimento maximo teérico é de 0,46.
Dessa maneira, a busca por novas espécies de leveduras fermentadoras de
xilose e tolerantes aos compostos inibitorios, formados no processo de
pré-tratamento, mostra-se uma alternativa promissora para a producdo de
etanol 2G. Embora inGmeras espécies de leveduras tenham sido
reportadas como boas fermentadoras de pentoses, em especial a xilose, de
uma forma geral essas ndo demonstram desempenho satisfatorio, em
escala industrial, se comparadas a S. cerevisiae.

Figura 6 - Metabolismo da xilose pela via da XR-XDH (xilose redutase e
xilitol desidrogenase).
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Fonte: adaptado de Kim et al. (2003).
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No entanto, essas leveduras, naturalmente fermentadoras de xilose,
tem sido utilizadas como fonte de genes para construgdo de linhagens de
S. cerevisiae recombinantes que abriguem o0s genes que codificam as
enzimas necessarias para a metabolizacdo da xilose (JIN et al., 2000;
ELIASSON et al., 2000; MATSUSHIKA et al., 2008; HA et al., 2010; Li
et al., 2016; LOPES et al., 2017). Dentre essas inimeras pesquisas na
construcdo de S. cerevisiae recombinantes aquelas que utilizam a
expressdo heterdloga das enzimas xilose redutase (XR), xilitol
desidrogenase (XDH) e a sobre-expressdo ou expressdo heteréloga da
xiluloquinase (XK) tem ganhado destaque. Em algumas leveduras e
fungos filamentosos a xilose é metabolizada por reag¢fes de oxirredugao
utilizando essas trés enzimas (Figura 6). Primeiramente a D-xilose €
reduzida a xilitol por meio da enzima XR NADPH ou NADH-
dependente. Posteriormente, o xilitol é oxidado a D-xilulose pela enzima
XDH NAD*-dependente. Realizada a produgdo de D-xilulose, essa €
fosforilada pela enzima xiluloquinase (XK) resultando em D-xilulose-5P
gue em seguida é convertida a gliceraldeido-3P e frutose-6P, pela via das
pentoses-fosfato, e posteriormente ingressando na via glicolitica,
chegando a etanol (ZHOU et al., 2012).

Entretanto, alguns trabalhos tem mostrado que cepas de S.
cerevisiae, que possuem 0s genes necessarios para a metabolizagdo da
xilose, ainda sdo afetadas negativamente na presenca dos inibidores
formados no processo de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica,
especialmente em relago ao furfural (FUJITOMI etal., 2012; ASK et al.,
2013).

A via das pentoses-fosfato (PPP), mostrou-se de fundamental
importancia para tolerancia ao estresse causado pelo furfural (GORSICH
et al., 2006). O cofator NADPH, produzido nessa via, desempenha um
papel fundamental na tolerancia a esse aldeido furanico (LIU, MA e
SONG, 2009). O gene ZWF1, participante da PPP, se mostrou o mais
relevante para a tolerancia ao furfural. Quando esse é silenciado, o
crescimento de S. cerevisiae é fortemente afetado na presenca de furfural
(GORSICH et al., 2006). ZWF1 codifica a glicose-6-fosfato
desidrogenase (NOGAE e JOHNSTON, 1990) que regenera o cofator
NADPH. O decréscimo no crescimento da levedura nao pode ser afetado
exclusivamente pela incapacidade de reduzir o furfural (ALLEN et al.,
2010), visto que esse pode ser reduzido utilizando apenas NADH
(WANG et al., 2017). Da mesma forma, Ishii et al. (2013) relataram que
a sobre-expressdao do gene que codifica a enzima Adhl, NADH
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dependente, melhorou a fermentacdo de xilose em uma cepa de S.
cerevisiae que abriga a via da metabolizacdo da xilose XR-XDH.

A sobre-expressao génica mostra-se uma alternativa promissora
no aumento da tolerancia de S. cerevisiae. Moon e Liu (2015) mostraram
um aumento na tolerancia ao furfural quando sobre-expressam o0s genes
YDR541C e YGLO39W que codificam enzimas aldeidos-redutases. Da
mesma forma a sobre-expressdo dos genes ALD6 e ADH7, que codificam
uma aldeido redutase e uma alcool-desidrogenase respectivamente,
contribuiram para a melhora da tolerancia de cepas de S. cerevisiae frente
ao furfural. Ainda nesse sentindo, a sobre-expressao de ADH7 e ARI1 que
codificam enzimas da familia alcool-desidrogenases, demonstrou uma
maior toleréncia aos inibidores furfural e HMF (PETERSSON et al.,
2006; LIU et al., 2008; PARK et al., 2011). Em um trabalho recente, Zhao
et al. (2015) reportaram que o gene YNL134C esta diretamente envolvido
na detoxificagdo de furfural por linhagens de laboratério de S. cerevisiae.

Por outro lado, apesar de diversos trabalhos terem mostrado um
aumento na tolerancia das linhagem de S. cerevisiae aos derivados do
furano, a grande maioria se restringe-se a utilizagdo da engenharia
genética em cepas laboratoriais. Dessa maneira, a reprodutibilidade
desses resultados aquelas cepas industriais fica comprometida, uma vez
gue essa possuem particularidades diferentes das cepas laboratoriais.
Nesse contexto, o presente trabalho buscou a sobre-expressdo do gene
YNL134C em uma linhagem industrial recombinante diploide de S.
cerevisiae, capaz de metabolizar a xilose, objetivando uma maior
tolerancia ao furfural. Adicionalmente, realizou-se a caracterizacao
bioguimica de diferentes cepas de leveduras brasileiras selvagens,
fermentadoras de xilose, quantificando a tolerancia das mesmas frente a
furfural e HMF, visando selecionar novas cepas ou genes promissores na
producdo de etanol 2G.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar e otimizar a tolerancia de cepas de leveduras selvagens
e de linhagens industriais recombinantes de S. cerevisiae fermentadoras
de xilose, frente a compostos furanicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar leveduras brasileiras selvagens através do
crescimento em meios contendo glicose e xilose na presenca de diferentes
concentracdes de furfural e HMF.

¢ Construir uma linhagem de S. cerevisiae industrial recombinante
gue sobre-expresse 0 gene YNL134C.

¢ Avaliar o crescimento, fermentacéo e detoxificagdo do furfural
pela linhagem que sobre-expressa o gene YNL134C, em meios contendo
glicose e/ou xilose.
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3 METODOLOGIA

3.1 MEIOS DE CULTURA

As cepas foram cultivas em meio rico YP (10 g L* de extrato de
levedura, 20 g L* de peptona) suplementados com a fonte de carbono de
interesse (2% de glicose ou xilose). Foi utilizado para os ensaios de
crescimento e fermentacdo meio sintético contendo 6,8 g L™ de YNB -
Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids suplementado com a fonte de
carbono de interesse. Quando necessario, aos meios foram adicionados
200 mg Lt de Geneticina (G418-Sigma), em condicOes assépticas. Para a
preparacdo dos meios solidos foi acrescentado ainda 2% de 4gar. Todos
os meios foram esterilizados por calor Umido (autoclave a 120°C por 20
min) ou por filtragdo com membranas de nitrocelulose (poro de 0,22 pum).

3.2 LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS E MEIOS DE
CULTURA

As cepas de leveduras utilizadas no presente trabalho estdo
arroladas na Tabela 1. A cepa recombinante de S. cerevisiae MP-P5 é
derivada de uma linhagem industrial diploide (PE-2), porém transformada
com o vetor integrativo AURL::pAUR-XKXDHXR (MATSUSHIKA et
al., 2008), que contém 0s genes necessarios para a metabolizacdo da
xilose, construida por Gongalves (2014). As linhagens selvagens
utilizadas nesse trabalho foram isoladas em diferentes biomas brasileiros
e foram cedidas pelo Prof. Dr. Carlos A. Rosa do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Tabela 1- Espécies e linhagens de leveduras utilizadas.

-~ ‘e Fonte ou
Espécie Cepa Caracteristica Referéncia
Saccharomyces MATa MAL2-8c
cerevisiae BSY21-  his3A1 trp1-289 loxP- Muller

34B3 KanMX-loxP- (2013)
PADHliiiSUCZ
Linhagem industrial
PE-2 dipldide, isolada de Basso et al.
plantas de produgdo de (2008)
etanol 1G.
Industrial dipldide,
) isogénica PE-2, mas Gongalves
MP-PS AUR1::pAUR- (2014)
XKXDHXK
Isogénica MP-P5, mas Este
EZY-01  loxP-KanMX-loxP- trabalho
pADH1::YNL134C
Selvagem, isolada de
?gh?;fsersomyces HM-45.1  madeira em I(\élgﬁc))
P decomposicédo, RJ
Candida HM- fne;a/:igrgm, Isolada eC:re1 Mouro
shehatae 60.1a - (2012)
decomposicdo, RJ
Spathaspora HM- Selva_gem, isolada - de Cadete et
: madeira em
arborariae 19.1a - al. (2009)
decomposicdo, MG
Candida CAR- rsnee:XZﬁZm, isolada e?ﬁ Barbosa et
materiae 15.1b decomposicio, MG al. (2009)
KILVVeromvces Selvagem, isolada de Mouro
v y HB-63b  bagaco de cana-de-
marxianus 7 (2012)
acucar, SP
Selvagem, isolada de
Spathaspora i A Cadete et
passalidarum HMD-2.1  madeira om (2012)

decomposicdo, AM

(continua)
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(continuacdo)

- - Fonte ou
Espécie Cepa Caracteristica Referéncia
Spathaspora HMD- rsnﬂggﬁzm’ isolada e(:r? Mouro
passalidarum 14.2 decomposicio, AM (2012)

. Selvagem, isolada de
Candida ; A Santos
queiroziae IXM-6.1 :\r)ltéstmo de besouro, (2011)
Spathaspora HMD- rsn?g:ﬁgm’ isolada edn? Cadete et
brasiliensis 19.3 decomposicio, AM al. (2013)
Spathaspora XMD- rsnillzj/:i%gm' isolada e(:rﬁ Cadete et
suhii 16.2 decomposicio, RR al. (2013)
Spathaspora XMD- rsn?zjlgﬁgm’ isolada edn? Cadete et
roraimanensis 23.2 - al. (2013)

decomposicdo, RR
Spathaspora HMD- Selvagem, - isolada  de Cadete et

madeira em
xylofermentans  23.2 decomposicio, MG al. (2013)

3.3 CRESCIMENTO CELULAR EM MICROESCALA

As leveduras selvagens (Tabela 1) foram inoculadas em meio
rico YP contendo 2% glicose e crescidas a 28°C, 160 rota¢fes por minuto
por 48 h. Aliquotas destes pré-crescimentos foram retiradas e utilizadas
para inocular (absorbancia de 0,1 a 600 nm) novos meios de cultivo. Os
crescimentos foram avaliados em placas de 96 pogos com meio sintético
YNB e 2% glicose ou xilose como fonte de carbono, contendo
concentracbes de furfural e HMF de 0,5 a 4,0 g L. As placas foram
seladas com AccuClear Sealing Film for gPCR (E & K Scientific),
objetivando condigdes de crescimento limitadas por oxigénio (ou
microaerobias). As placas foram incubadas a 28°C e 160 rpm por até 96
h em um leitor multifuncional (TECAN ECHISTO INFINITE M200
PRO) e o crescimento celular determinado pela medida da densidade ética
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(DOe¢oonm) a cada 15 minutos. Ao final do crescimento as placas foram
centrifugadas a 3500 g por dois min e congeladas a -20°C para posterior
analise do etanol produzido.

3.3.1 Calculo da velocidade especifica de crescimento, estimativa da
fase lag e 1C-50.

A andlise da velocidade especifica de crescimento celular () foi
determinada utilizando a Equacdo 1 conforme proposto por Stroppa et al.
(2009). Para isso, partiu-se do principio que a velocidade especifica de
crescimento, na fase exponencial, é constante e proporcional a
concentracdo celular. Para a identificacdo da fase exponencial de
crescimento foram plotados graficos dos valores do logaritmo neperiano
da concentracdo celular (In X) em fung&o do tempo (t)

InXf—InX; o
=—1— Equagéo (1).
Onde:

u = velocidade especifica de crescimento (h?);
In X; = logaritmo neperiano da concentracdo celular final;
In X; = logaritmo neperiano da concentracdo celular inical;

t = é o tempo de crescimento analisado (h);

A estimativa da fase lag de crescimento (h) se deu por meio do
modelo de Baranyi e foi determinada utilizando o software DMFit v3.0
(ComBase; http://www.combase.cc/tools/).

Os valores de IC-50 sdo aqueles capazes de inibir em 50 % a
velocidade especifica de crescimento das leveduras, e foram
determinados utilizando graficos de p em func¢do da concentragdo do
inibidor (furfural ou HMF) e ainda expressos em funcdes lineares ou
polinomiais que melhor expressaram os dados de cada levedura analisada.

3.4 SOBRE-EXPRESSAO DO GENE YNL134C EM S. CEREVISIAE
MP-P5

A regido promotora do gene YNL134C foi modificada na
linhagem de S. cerevisiae MP-P5. Para isso, foram realizadas reagdes de
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando a enzima de alta fidelidade
(Phusion® High Fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific) e o
termociclador Mastercycler Gradient® (Eppendorf), e etapas de
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recombinacdo homéloga, ap6s transformacdo das leveduras utilizando
acetato de litio, conforme descrito por Gietz e Woods (2006).

Inicialmente, foi realizada a extracdo de DNA da linhagem de
levedura recombinante BSY21-34B3 (MULLER, 2013) utilizando-se um
kit comercial (YeaStar
Genomic DNA Kit™, Zymo Research). Essa linhagem possui em seu
genoma o gene iSUC2 (gene que codifica a enzima invertase intracelular)
gue estd sendo controlado pelo promotor forte e constitutivo do gene
ADH1 (que codifica a expressdo da enzima &lcool desidrogenase em S.
cerevisiae) e, imediatamente & montante do promotor Papni dessa
linhagem, estd o gene Kan', que confere resisténcia ao antibidtico
geneticina em leveduras. Com o intuito de amplificar o gene Kan'
juntamente com o promotor do gene ADH1, foram utilizados iniciadores
especificos (Tabela 2) contendo também regides com similaridade a
regido promotora do gene YNL134C (Figura 7-A). O fragmento de DNA
linear obtido, chamado “moédulo de sobre-expressdo” (Figura 7-B), foi
utilizado para transformar a linhagem MP-P5 e, por recombinagédo
homologa, foi inserido na regido promotora do gene YNL134C dessa
linhagem (Figura 7-C). Dessa forma, a linhagem contendo o promotor
forte e constitutivo do gene ADH1 juntamente com o gene Kan'
substituiram o promotor do gene YNL134C da linhagem MP-P5, dando
origem a linhagem EZY-01. A selecdo das células recombinantes se deu
através de meio seletivo contendo o antibidtico geneticina, e a correta
insercdo do médulo de sobre-expressao verificada por novas reacdes de
PCR e eletroforese em gel de agarose 1%.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados

Iniciador Sequéncia (5’ 2 3%) Aplicacdo
Rec- ATATGGGCTCCCTCCGTTGG Modificar a
YNL134C- ATTGGCATCGATTAGTAAGG expressdo do
F CCAGCTGAAGCTTCGTACGC  gene YNL134C
Rec- TGACAACGGCTTTCATGGTTT Modificar a
YNL134C- CTGGAATCGAGGCGGACATT expressdo do
R GTATATGAGATAGTTG gene YNL134C
V-
YNL134C- GGAGAACTGATGTGATGGCC Verificacdo
F
V-
YNL134C-  CATACCAGCCGTGGTCAATG Verificagdo
R
V-Kan-F CCGGTTGCATTCGATTCC Verificacdo

ACTI-F  TGGATTCCGGTGATGGTGTT ~ Quantificara

expressao

ACT1-R CGGCCAAATCGATTCTCAA Quantificar a
expressao

AYNLI3AC  \cCCTGAATACAAGGAAGCC — Quantificara
-F expresséao

AYNLI3AC A CTGGGATGTGGTGGATTTC —~— Quantificara
-R eXpressio

Nota: As porcdes sublinhadas permitem a amplificacdo do médulo de
sobre-expressao, ja as por¢fes em negrito sdo para a recombinagdo
homologa.

Figura 7 - Sobre-expressdo do gene YNL134C. O fragmento de DNA
linear “Modulo de Sobre-expressdo” contendo regides de similaridade a
regido a montante (em azul) e no inicio (em vermelho) do gente YNL134C
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e, por recombinacdo homologa, foi inserido a montante desse gene na
linhagem MP-P5, originando a linhagem EZY-01.

“YNL134C-Rec-F

________________ RECOMBINACAD [l wonmsemwesoaswsons
HOMOLOGA

Fonte: Autoria propria (2018).

As reacOes de PCR para a obtencdo do moddulo de sobre-
expressdo foram realizadas no termociclador com as seguinte
programacao: desnaturacéo inicial de 98°C por 30 segundos; seguidas de
35 ciclos com desnhaturacdo inicial de 98°C por 10 segundos, anelamento
dos iniciadores & 46°C por 30 segundos, extensao das fitas & 72°C por 1,5
minutos e uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Para a confirmagéo
da correta insercdo do modulo de sobre-expressdo foi utilizada a enzima
GoTag® DNA Polimerase (Promega). As condi¢Bes da reacdo da PCR,
no termociclador, foram: desnaturacdo inicial de 95°C por 2 minutos,
seguidas de 35 ciclos de com desnaturacdo inicial de 95°C por 1 minuto,
anelamento dos iniciadores a 57°C por 4,5 minutos, extensdo das fitas a
72°C por 3 minutos e uma extenséo final de 5 min a 72°C.
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3.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA ATRAVES DE QRT-PCR

Com o intuito de analisar a expressao génica do gene YNL134C
da linhagem recombinante EZY-01 foi realizado um ensaio de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR) utilizando o gene ACT1 como
gene calibrador. Para tanto, as células foram pré-crescidas até sua fase
exponencial em meio rico (YP) suplementado com 2 % de glicose e
coletadas por centrifugacao (5000 g a 4°C por 5 min) e lavadas com 4gua
deionizada. Posteriormente, 0 RNA total das células foi extraido
utilizando o kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen) seguindo instrugdes do
fabricante. Em seguida 1,0 ug de RNA total foram utilizados para a
sintese de cDNA utilizando o QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen), novamente seguindo instrucfes do fabricante. A reacdo de
gRT-PCR foi realizada utilizando o QuantiFast® SybrGreen PCR Kit
(Qiagen). Os oligonucleotideos especificos para o gene YNL134C
utilizados estdo arrolados na Tabela 2. Foram utilizados para tal reagéo 1
mM de cada par de oligonucleotideos e 50 ng de cDNA em cada reacéo.
As reagBes de gqRT-PCR foram realizadas utilizando o equipamento
Rotor-Gene® (Qiagen) com os seguintes ciclos: incubag&o inicial de 95°C
por 5 min; 40 ciclos a 95°C por 10 segundos e 53°C por 30 segundos; e
uma incubacgdo final de 95°C por 2 min. Os resultados obtidos foram
processados utilizando o software especifico do equipamento. Para cada
ensaio foi gerada uma curva de dissociagdo (curva de Melting) para
confirmacédo de apenas um produto. Todas as amostras foram avaliadas
em triplicatas. Os valores de expressdo génica representam uma
guantificacdo relativa obtida através do calculo do DeltaDelta Ct (AACt)
que representa a diferenga entre o ACt da amostra, em relag@o ao gene de
interesse (gene YNL134C), e o ACt da amostra calibradora (gene ACT1).

3.6 CRESCIMENTOS AEROBIOS E DETOXIFICACAO DO
FURFURAL

A fim de determinar o perfil cinético de crescimento aerébios das
linhagens MP-P5 e EZY-01 essas leveduras foram pré-inoculadas em
meio rico YP suplementado com 2 % de glicose por 24 h. A seguir, as
células foram inoculadas em meio YNB contendo, ou ndo, 2,0 g L* de
furfural, e suplementados com a fonte de carbono de interesse (glicose ou
xilose) em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 1/5 de seu volume
(DOsoonm inicial= 0,1) e incubadas a 28°C e 160 rpm. Aliquotas foram
retiradas, em tempos pré-determinados, para determinacdo do
crescimento  celular, medindo a absorbancia (DOsgonm) €m
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espectrofotdmetro. Nos mesmos tempos, outras aliquotas foram retiradas,
centrifugadas (3500 g por 4 min) e o sobrenadante armazenado (-20°C)
para posterior analise da detoxificacdo de furfural a 2-furan-metanol via
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os crescimentos
foram realizados em duplicatas bioldgicas.

3.7 FERMENTACAO E CO-FERMENTAGCAO EM BATELADA
SIMPLES

Para os ensaios fermentativos em batelada simples a levedura
EZY-01 foi crescida em 100 mL de meio rico YP, suplementado com 2%
da fonte de carbono de interesse, até sua fase exponencial. As culturas
foram centrifugadas a 4°C e as células lavadas com agua destilada estéril
e ressuspensas em agua destilada estéril até atingirem uma concentragéo
celular de 20 g L1. Uma aliquota de 10 mL da suspensdo celular foi
adicionada a 10 mL de meio sintético YNB contendo 8% de glicose e/ou
xilose como fontes de carbono e acrescidos ou nédo de 4 g L de furfural,
em frascos de 25 mL com tampa fechada. Os frascos foram incubados sob
agitacdo orbital (200 rpm) a 28°C. Em tempos pre-determinados, amostras
foram retiradas desses meios para determinagdo do crescimento celular
por densidade dptica a 600 nm em espectrofotdmetro e, ainda, outras
amostras foram retiradas, centrifugadas e o sobrenadante armazenado
para posterior determinacdo dos perfis de consumo de acgucares e
producdo de metabolitos via CLAE, bem como a detoxificacdo do
furfural. As fermentagdes foram realizadas em duplicatas bioldgicas.

3.8 DETERMINAGOES ANALITICAS
3.8.1 Determinacéo enzimética de etanol

O etanol produzido nas microplacas (item 3.3) foi quantificado
enzimaticamente por reacdo da enzima alcool oxidase oriunda de Pichia
pastoris (Sigma) com peroxidase de raiz forte (Toyobo), através de
metodologia adaptada de Salgado et al. (2000) e Rodionov, Keppen e
Sukhacheva (2002). Para tanto, 10 pL de amostra foram incubados em
placas de 96 pogos com 200 pL do reagente enzimatico (0,5 U/mL de
alcool oxidase, 4 U/mL de peroxidase, 14 mM de 4-aminoantipirina e 60
mM de fenol). As placas entéo foram incubadas em leitor multifuncional
(TECAN ECHISTO INFINITE M200 PRO) por 1 h e, apds esse periodo,
a absorbéncia foi medida a 505 nm. A concentracédo final de etanol foi
calculada utilizando uma curva de calibragdo construida com solucées
padrdo de etanol (0 —10 g L?).
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3.8.2 Determinacdo de agUcares e metabolitos via CLAE

A determinacgdo dos aglcares e os metabdlitos produzidos foram
realizados utilizando CLAE nas condigbes que seguem, conforme
metodologia validada por Gouveia et al. (2009): Cromatdgrafo liquido
(Jasco X-LC); coluna: Aminex HPX-87H (Biorad Organic Acid column);
fase mével: H,SO4 5 mM; fluxo: 0,6 mL min-t; temperatura do forno: 45
°C; detector: indice de refracdo; volume de injecdo: 10 pL. A
concentracdo dos agUcares e dos metabolitos foram determinadas
utilizando curvas-padrdo construidas nas mesmas condi¢bes das
amostras. A quantificagdo do furfural foi determinada utilizando CLAE
segundo metodologia proposta por Yuan e Chen (1998), nas seguintes
condi¢des: Cromatdgrafo liquido (PROMINENCE — Shimadzu); coluna:
Aminex HPX-87H (Biorad Organic Acid column); fase mdvel:
acetonitrila/agua 80/20 (v/v) com 5 mM de H,SOy; fluxo: 0,8 mL min;
temperatura do forno: 25 °C; detector: UV-VIS (280 nm); volume de
injecdo: 10 pL. As concentragdes de furfural foram determinadas por
meio de curva-padrdo construida nas mesmas condi¢des das amostras. A
conversdo de furfural a 2-furan-metanol foi determinada por CLAE
conforme metodologia adaptada de Yuan e Chen (1998), nas seguintes
condi¢des: Cromatografo liquido (Shimadzu - 2020); coluna;
Phenomenex - C18; fase movel: acetonitrila/agua 80/20 (v/v); fluxo: 0,6
mL min’; temperatura do forno: 25 °C; detector: UV-VIS (215 nm);
volume de inje¢do: 10 pL. As concentracdes de 2-furan-metanol foram
determinadas por meio de curva-padrao construida nas mesmas condicoes
das amostras.

39 CALCULO DOS PARAMETROS DA CINETICA
FERMENTATIVA

3.9.1 Consumo total de aclcar

O consumo total do agucar (glicose ou xilose) (% C.A) foi
calculado pela razdo entre o aglcar consumido e o agUcar inicial presente
no meio, de acordo com a Equacédo 2. O montante de acuicar consumido é
expresso em porcentagem.

agucarg—agucarg

% C.A = ( ).100 Equacdo (2)

agucary
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Onde:
aclcaro = concentracdo inicial de aglcar expressa em g L
aclcars = concentracdo final de aglcar, expressaem g L

3.9.2 Velocidade de consumo de agucar

A velocidade de consumo de aclcar (V) foi calculada entre a
razdo do acucar consumido e o tempo de fermentacdo, de acordo com a
Equacéo 3. A velocidade de consumo de agtcar é expressaem g L h2,

__ (aglcarg—acicaryg ~
vV = (—t ) Equacdo (3)
Onde:

aglcaro = concentragdo inicial de aglcar expressa em g L™

aclcars = concentracdo final de aglcar, expressaem g L

t = tempo, expresso em horas.

3.9.3 Produtividade volumétrica de etanol

A produtividade volumétrica de etanol (Q) foi calculada pela
razdo entre a concentragdo final de etanol e a concentracdo de etanol no
tempo zero e o tempo de fermentagdo, conforme Equagdo 4. A
produtividade volumétrica de etanol é expressaem g L™ h2.

Q= (@) Equacdo  (4)

t

Onde:

Et; = concentracéo final de etanol, expressa em g L™
Eto = concentracéo final de etanol, expressaem g L
t = tempo, expresso em horas.

3.9.4 Fator de rendimento em etanol

O fator de rendimento do processo fermentativo (Ygss) é a razéo
entre a concentragdo maxima de etanol produzido e a quantidade de
acucar consumida pelas células, de acordo com a Equacéo 4.

Et¢—Ety )
agucarg—acgucarg

Ye/s = ( Equacdo (5)

Onde:
Et; = concentracéo final de etanol, expressa em g L
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Eto = concentracéo final de etanol, expressa em g L
aclicaro = concentracdo inicial de aglcar expressa em g L
acUcars = concentracdo final de aglcar, expressaem g L

3.9.5 Eficiéncia maxima de producéo de etanol

A eficiéncia maxima da producgdo de etanol (ny) foi calculada
utilizando a raz&o entre o fator de rendimento em etanol e o coeficiente
maximo teorico de transformacao de cada acucar, 0,51 para a glicose e
0,46 para a xilose, conforme descrito por Kim et al. (2013). A eficiéncia
méaxima da produgdo de etanol é expressa em porcentagem.

— YEg/s .
Moo = (0,46 ou 0,51)) -100 Equagdo (6)

Onde:
Ygss = fator de rendimento em etanol
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DO FURFURAL E HMF NO CRESCIMENTO DE
LEVEDURAS SELVAGENS FERMENTADORAS DE XILOSE

A descoberta de um micro-organismo que fermente
eficientemente as pentoses e hexoses presentes nos hidrolisados da
biomassa lignocelul6sica, e que sejam tolerantes aos inibidores formados
no pré-tratamento, sdo de suma importancia para a producéo eficiente do
etanol 2G. Dessa maneira, avaliamos o efeito de dois inibidores, o furfural
e 0 HMF, em 12 leveduras selvagens isoladas da microbiota brasileira dos
géneros Spathaspora, Scheffersomyces, Candida e Kluyveromyces
(Tabela 1). Na Figura 8 pode-se observar a influéncia do furfural e HMF
nas cinéticas de crescimento em microescala pela levedura Sp. suhii
XMD-16.2 em meios contendo concentragdes crescentes dos inibidores e
glicose ou xilose como fonte de carbono. Como é possivel observar nesta
figura, a presenca do furfural e HMF afeta ndo sé a velocidade especifica
de crescimento, como a duracdo da fase lag.

Na Figura 8 é também possivel observar que o furfural apresenta
um efeito inibitério maior, quando comparado com o HMF. A Figura 9
mostra o efeito dos inibidores nas velocidades especificas de crescimento
(w), produgdo de etanol ¢ fase lag da levedura Sp. suhii. Utilizamos essa
levedura como modelo para apresentacdo dos resultados graficamente,
uma vez que essa foi aquela que apresentou maiores tolerancias aos
inibidores testados. Ja os resultados desses parametros para as outras
leveduras analisadas podem ser vistos nas Tabelas 3 e 4.

Como podemos observar, as velocidades especificas de crescimento
(Figura 9, gréficos A e D) foram afetadas negativamente tanto na presenca
de furfural como HMF. Ademais, essa diminui¢do de p foi mais afetada
com a fonte de carbono xilose, se comparadas aos crescimentos onde a
fonte era glicose. Além disso, concentracdo de 2,0 g L de furfural ja
foram suficientes para inibir totalmente o crescimento da levedura, tanto
em glicose como em xilose. Da mesma forma, o tempo de fase lag
(Gréficos B e E) foi acrescido maiormente na presenca de furfural do que
em HMF. Enquanto a fase lag na presenca de 1,0 g L de furfural em
glicose foi de aproximadamente 20 h, na mesma concentra¢do de HMF a
fase lag foi pouco mais de 5 h. Por consequéncia a producdo de etanol
(Gréficos C e F) seguiu o mesmo perfil: furfural afetou mais a producéo
de etanol do que HMF quando a fonte de carbono era glicose,
apresentando um perfil de dose-dependéncia, enquanto que quando a
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fonte de carbono foi xilose ambos os compostos furanicos afetaram a
producdo de etanol de forma semelhante.

Figura 8 — Cinética de crescimento em microescala da levedura Sp. suhii
XMD-16.2. Os graficos A e B representam 0s crescimentos em
microescala contendo furfural e 2 % de glicose (A) ou xilose (B). Os
graficos C e D representam os crescimentos em microescala contendo
HMF e 2 % de glicose (C) ou xilose (D).
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De acordo com a Tabela 3, pode-se observar que a maioria das
cepas analisadas obtiveram uma inibicéo total do crescimento com apenas
1,0 g L de furfural quando a fonte de carbono foi glicose, sendo que as
leveduras Sp. arborariae HM-19.1a, C. materiae CAR-15.1b, Sp.
xylofermentans HMD-23.2 e Sp. passalidarum HMD-14.2 ndo toleraram
nem a menor concentracdo de furfural testada (0,5 g L), no entanto esta
ndo parece ser uma caracteristica comum a todas as leveduras Sp.
passalidarum ja que a linhagem HMD-2.1 tolerou esta concentracdo do
inibidor. As Unicas leveduras capazes de crescer em 1,0 g L de furfural
foram as leveduras C. shehatae HM-60.1a, K. marxianus HB-63b, e Sp.
brasiliensis HMD-19.3. Por outro lado, nessa mesma fonte de carbono,
mas quando na presenca de HMF a cepa Sp. brasiliensis HMD-19.3 foi
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capaz de tolerar até 3,0 g L™ desse inibidor, e as leveduras Sp. arborariae
HM-19.1a e Sp. passalidarum HMD-14.2 toleraram bem até 2,0 g L' de
furfural. Da mesma forma, nossos resultados mostram que a produgéo de
etanol e a duracdo da fase lag foram afetadas de forma mais dréstica na
presenca de furfural do que na presenca de HMF.

J& de acordo com a Tabela 4, quando a fonte de carbono foi
xilose, apenas as cepas de Sp. brasiliensis HMD-19.3, K. marxianus HB-
63b, C. shehatae HM-60.1a e Sc. stipitis HM-45.1 foram capazes de
tolerar até 1,0 g L* de furfural. Por outro lado, todas as cepas analisadas,
com excecgdo da cepa Sc. stipitis HM-45.1, foram capazes de suportar
concentragdo de 0,5 g L' de HMF quando na presenca de xilose, e a
levedura Sp. brasiliensis HMD-19.3 se destaca por ser tolerante em até
4,0 g L't de HMF na presenca de xilose.

O forte efeito inibitorio desses dois compostos furanicos pode
também ser observado na Tabela 5.

Os valores de IC-50 quando na presenca de furfural séo
notavelmente menores, tanto em glicose como em xilose, do que aqueles
em HMF, demonstrando novamente que o furfural causou uma maior
inibigdo de todas as leveduras analisadas. Da mesma forma, a inibicéao se
deu de forma mais acentuada quando a fonte de carbono foi xilose, se
comparada aos crescimentos em meio contendo glicose.

De fato, diversos trabalhos ja demonstraram a diminuicdo da
velocidade especifica de crescimento, producdo de etanol e aumento da
fase lag em algumas leveduras. Delgenes, Moletta e Navarro (1996) ja
demonstraram que as leveduras C. sheatae e Sc. stipitis tiveram
crescimentos diminuidos em 90 e 99 %, respectivamente, na presenga de
2 g L1 de furfural e quando a fonte de carbono foi xilose. A producéo de
etanol também foi afetada de forma negativa em cerca de 90% para ambas
as cepas. Os mesmos autores relatam que na presenca de 3 g L' de HMF
e guando a fonte de carbono foi xilose, os crescimentos de C. sheatae e
S. stipitis foram afetados negativamente em cerca de 70 %, enquanto que
a producdo de etanol foi diminuida em 90 %. Por outro lado, quando um
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar foi detoxificado anteriormente
por troca ibnica, a levedura C. sheatae apresentou um melhor
desempenho no rendimento maximo de producdo de etanol quando
comparado aquele hidrolisado que continha aproximadamente 2 g L™ de
compostos furanicos totais (CHANDEL et al., 2007). Oliva et al. (2006)
demonstraram que a velocidade especifica de crescimento, rendimento
em biomassa e produtividade de etanol foram afetadas na presenca de
furfural na levedura K. marxianus.
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Figura 9 — Velocidades especificas de crescimento, duracdo da fase lag e producédo de etanol da levedura Sp. suhii
XMD-16.2. Na figura: os graficos A e D representam as velocidades especificas de crescimento (p). Os graficos B e E
representam a estimativa da duracdo da fase lag e os graficos C e F representam a producdo de etanol. Para todos 0s
graficos os quadrados representam os valores obtidos com furfural, e os tridngulos representam aqueles obtidos com
HMF.
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Tabela 3 — Velocidade especifica de crescimento, producdo de etanol e duracdo da fase lag dos crescimentos em
microescala em glicose como fonte de carbono e quantidades crescentes de compostos furanicos.

A Furfural (g LY HMF (g L?)
Cepa Parametro Controle 05 10 05 10 20 30 70
p (hh) 0.045 0.044 * 0.054 0.052 * * *
HM-45.1a etanol (g L) 2.1 2.2 * 13 0.9 * * *
fase lag (h) 4,241 15,4 * 9,6 13,0 * * *
p(hh) 0.066 0.028 0.020 0.028 0.025 * * *
HM-60.1a etanol (g L) 5.8 45 1.3 4.9 25 * * *
fase lag (h%) 4,7 6,6 6,1 11,4 16,5 * * *
w(h?) 0.070 * * 0030 0021  0.012 * *
HM-19.1a etanol (g L) 31 * * 2.8 2.6 0.9 * *
fase lag (h) 4,2 * * 9,7 13,3 16,9 * *
p(hh) 0.061 * * 0.036 0.021 * * *
CAR-15.1b  etanol (g L) 1.4 * * 1.3 0.5 * * *
fase lag (h) 10,1 * * 10,4 15,7 15,7 * *
w(h?) 0.069 0.065 0034 | 0065 0034 * * *
HB-63b etanol (g L) 3.0 2.8 2.8 2.8 2.6 1.2 * *
fase lag (h%) 5,0 5,4 10,8 5,0 6,3 7,0 * *
w(h?) 0.060 0.060 * 0.060  0.032 * * *
HMD-2.1 etanol (g L) 6.4 4.3 * 4.7 3.2 * * *
fase lag (h?) 11 3,4 * 6,5 12,6 * * *

(continua)
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(continuagdo)

R Furfural (g LY) HMF (g L™

Cepa Parametro Controle 05 10 05 10 >0 30 70

u (h?) 0.054 0.049 0.048 0.049 0.048 * *

IXM-6.1 etanol (g L) 1.4 * * 1.3 0.5 * *

fase lag (hh) 75 14,7 15,6 9,4 12,4 * * *

w (h) 0.050 0.010 * 0.060 0.060 0.060 0.050 *

HMD-19.3 etanol (g L) 1,0 1,0 0.0 0.9 0.9 0.7 * *

fase lag (h?) 4,5 10,5 18,6 5,6 6,7 5,0 51 *

u (hh) 0.070 0.050 0.020 0.050 0.040 * * *

XMD-23.2 etanol (g L) 5.9 * * 0.5 * * *

fase lag (h) 5,1 12,6 22,0 5,4 8,6 * * *

u (hh) 0.080 * 0,070 0,070 0,030 0,020 *

HMD-23.2 etanol (g L) 15 * * 0,5 * * * *

fase lag (h?) 4,2 * * 4,3 5,0 55 *

w (hh) 0,072 * * 0041 0,036 0,015 *

HMD-14.2 etanol (g L) 7,3 * * 4,9 33 0,5 * *

fase lag (h?) 59 * * 71 9,9 14,9 * *
w (hh) 0,067 0,064 0,046 0,052 0,050 0,049 0,048 0,039

XMD-16.2 etanol (g L) 19 1,9 0,5 1,2 1,2 1,0 0,9

fase lag (h?) 4,6 10,5 18,6 57 57 57 55 16,9

Nota: Todos os crescimentos foram realizados com as mesmas concentracfes de furfural e HMF mas, como nenhuma cepa
cresceu em concentragGes maiores que 2,0 g L™ de furfural, esses dados nio estdo apresentados na tabela. p representa a
velocidade especifica de crescimento. * representa que ndo houve crescimento e/ou producéo de etanol para a cepa analisada.
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Tabela 4 — Valores de inibicdo de 50% da velocidade especifica de
crescimento (1C-50) pelos inibidores furnicos para as cepas de leveduras
analisadas crescidas em glicose ou xilose.

Levedura Acucar Furfural (gL?') HMF (gL?)

e dgE 00 0
sors dleme 0m e
AmMasla Sl ol 0%
carsiy dme 0o
Heed  Sans Loe 04
woz BG4
wugr Seoe gl
woios 08
aioasy Jleme 1% 4
woosy Yleme am
oy dlme 02 200
XMD-16.2  dlicose 1,44 4,31

xilose 1.63 3.01
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Tabela 5 — Velocidade especifica de crescimento, producdo de etanol e duragdo da fase lag dos crescimentos em
microescala em xilose como fonte de carbono e quantidades crescentes de compostos furanicos.

Levedura Parametro Controle Furfural (g L) HMF (9 L7)
0.5 1.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
w(hh) 0.040 0.035 0.027 0,030 * * * *
HM-45.1a etanol (g L) 0.9 0.8 * 0.8 * * * *
fase lag (h?) 15,7 20,5 22,3 15,7 * * * *
u (h) 0.048 0.030 0.020 0.039 0.037 0.028 * *
HM-60.1 a etanol (g L™?) 4.2 3.3 0.7 3.6 14 0.8 * *
fase lag (h) 6,2 16,0 23,8 9,2 10,8 * * *
u (hh) 0.070 * * 0.054 0.030 * * *
HM-19.1 a etanol (g L) 2.4 * * 1.1 * * * *
fase lag (h?) 6,5 * * 20,3 i * * *
w (hh) 0.068 0.041 * 0016  0.001 * * *
CAR-15.1b etanol (g L) 1.4 * * 0.9 0.8 * * *
fase lag (h?) 8,6 19,3 * 18,2 i * * *
u (hh) 0.023 0.005 0.001 * * * * *
HB-63b etanol (g L) 0.2 * * * * * * *
fase lag (h?) 3,0 7,2 17,4 * * * * *
w (hh) 0.065 0.020 * 0.051 0.040 0.015 0.015 0.010
HMD-2.1 etanol (g L) 5.6 * * 4.4 1.8 * * *
fase lag (h?) 7.4 16,9 * 7,0 11,0 12,3 15,8 i

(continua)
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(continuacéo)

R Furfural (g L) HMF (g L)
Levedura Parametro Controle G ) G ) >0 30 70
w(h™?) 0.043 0.034 * 0.034 * * * *
IXM-6.1 etanol (g L) 1.3 * * 0.9 0.8 * * *
fase lag (h) 9,2 13,8 * 7,2 16,4 * * *
u (h) 0.046 0.044 0.043 0.039 0.045 0.042 0.026 0,015
HMD-19.3 etanol (g L) 0.9 0.9 08 0.9 0.9 0.8 0.6 0.3
fase lag (h?) 4,6 14,3 14,8 5,6 6,0 7,2 9,7 14,0
u (hh) 0.081 0.041 * 0.071 0.070 * * *
XMD-23.2 etanol (g L) 2.8 0.5 * 1.4 * * * *
fase lag (h™) 6,6 8,2 * 6,0 10,5 * * *
w (hh) 0.057 * * 0071 0043 0041 0.029 *
HMD-23.2 etanol (g L) 5.9 * * 0.5 * * * *
fase lag (h?) 55 i * 4,3 51 6,1 6,3 *
u (hh) 0.054 0.001 * 0.040 0.022 * * *
HMD-14.2 etanol (g L) 6.4 * * 4.4 17 * * *
fase lag (h) 7.2 17,9 * 7.8 13,3 * * *
u (h?) 0,059 0,054 0,048 0,056 0,046 0,040 0,029 0,029
XMD-16.2 etanol (g L) 15 1,2 0,5 11 0,8 * * *
fase lag (h?) 4,5 14,3 14,8 5,6 6,1 7,2 9,7 13,9

Nota: Todos os crescimentos foram realizados com as mesmas concentragdes de furfural e HMF mas, como nenhuma cepa
cresceu em concentragdes maiores que 2,0 g L de furfural, esses dados nfo estio apresentados na tabela. p representa a
velocidade especifica de crescimento. * representa que ndo houve crescimento e/ou producédo de etanol para a cepa analisada.
i significa que ndo foi possivel determinar a duracdo da fase lag para aquele experimento.
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De forma semelhante em Sp. arborariae o furfural ja foi
reportado como um dos possiveis causadores da inibicdo de crescimento,
extensdo da fase lag e produtividade de etanol em um hidrolisado de casca
de arroz (CUNHA-PEREIRA et al., 2011). Os efeitos do furfural também
ja foram reportados por Hou e Yan (2012) em uma linhagem de Sp.
passalidarum.

Assim, embora a maioria das leveduras analisadas ndo obtiveram
desempenhos notavelmente superiores aos ensaios controles (sem a
presenca dos inibidores), as leveduras C. queiroziae IXM 6.1 e Sp. suhii
XMD-16.2 apresentaram uma maior tolerancia ao furfural quando a fonte
de carbono foi glicose. J& na presenca desse mesmo inibidor, no entanto
em xilose, as cepas Sp. brasiliensis HMD-19.3, Sp. roraimanensis XMD-
23.2 e Sp. suhii XMD-16.2 foram as que se destacaram. Por outro lado,
guando as cepas foram expostas ao HMF, as que apresentaram melhores
performances, tanto em glicose como em xilose foram cepas Sp.
brasiliensis HMD-19.3, Sp. roraimanensis XMD-23.2 e Sp. suhii XMD-
16.2. Dessa maneira, estas leveduras podem ser uma importante fonte de
genes de interesse biotecnoldgico para producédo de etanol 2G.

4.2 CONSTRUCAO DE UMA LINHAGEM RECOMBINANTE DE S.
CEREVISIAE QUE SOBRE-EXPRESSA O GENE YNL134C

A sobre-expressdo do gene YNL134C de uma linhagem
laboratorial de S. cerevisiae mostrou-se uma alternativa promissora para
a detoxificacdo do furfural (Zhao et al., 2015). Dessa maneira, esse
trabalho se prop6s a avaliar a detoxificagdo do furfural em uma cepa
industrial (MP-P5) que possui 0s genes necessarios para a metabolizagdo
inicial da xilose (XR, XDH e XK) construida por Gongalves (2014). Para
isso, fragmentos de DNA lineares, chamados “Moddulos de Sobre-
expressao”, foram confeccionados a partir de sua amplificacdo por PCR
utilizando DNA gendmico extraido da linhagem de laboratério BSY21-
34B3. Os mobdulos resultantes dessas reacdes de PCR apresentavam
~3464 pb de tamanho e possuiam o gene de resisténcia Kan" e o promotor
PapH1 Na porcdo central, e nas extremidades, sequéncias homélogas as
regides imediatamente a montante e no inicio do gene YNL134C.
Utilizando os mddulos confeccionados a cepa MP-P5 foi transformada e,
por recombinagdo homéloga, deu-se origem a cepa EZY-01.

A fim de confirmar a correta insercdo do médulo de sobre-
expressao, foram realizadas reacGes de PCR utilizando os pares de
oligonucleotideos V-YNL134C-F com V-YNL134C-R, e V-Kan-F
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conjuntamente com V-YNL134C-R (Tabela 2). Nas reacfes onde
utilizou-se o par V-Kan-F/V-YNL134C-R foi possivel observar a
amplificacdo de uma banda de ~1765 pb na cepa recombinante EZY-01
(Figura 9, coluna 3) e nenhuma banda na cepa parental MP-P5 (Figura 9,
coluna 1). Ja quando o par de oligonucleotideos utilizado foi V-
YNL134C-F/V-YNL134C-R observou-se uma banda de ~1064 pb tanto
na cepa MP-P5 (Figura 9, coluna 2) quanto na EZY-01 (Figura 9, coluna
4), além de uma banda de ~3464 pb nesta cepa EZY-01, correspondente
ao modulo de sobre-expressdo inserido na regido promotora do gene
YNL134C. A banda de ~1064 pb observada na cepa EZY-01 corresponde
a outro alelo do gene YNL134C que ndo foi modificado uma vez que se
trata de uma levedura diploide.

Com o intuito de avaliar o nivel de expressédo do gene YNL134C
na linhagem EZY-01 foi realizado uma gRT-PCR. O nivel de expressdo
relativa do gene YNL134C na linhagem EZY-01 foi cerca de 100 vezes
maior que na cepa MP-P5 (Figura 10). Dessa forma constata-se que além
da correta insercdo do médulo de sobre-expressdo, o gene YNL134C na
linhagem EZY-01 esta de fato sobre-expresso.

Figura 9 — Confirmacdo da construcdo da linhagem EZY-01 que sobre-
expressa 0 gene YNL134C. No gel de agarose: colunas 1 e 3 — iniciadores
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V-Kan-F/V-YNL134C-R; colunas 2 e 4 — iniciadores V-YNL134C-F/V-
YNL134C-R; coluna 5 — Marcador molecular 1 Kb Fermentas).

5

Marcador
Molecular

3500 pb
3000 pb

2500 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 10 — Andlise da expressdo do gene YNL134C por gRT-PCR. O
RNA total de cada linhagem foi extraido de amostras coletadas durante a
fase exponencial de crescimento em meio rico contendo 2 % de glicose e
submetido a transcricdo reversa para obtencdo do cDNA. A andlise de
expressao génica foi determinada por gRT-PCR e os limites (thresholds)
de cada ciclo para cada gene foram normalizados com o gene ACT1. A
expressdo relativa de cada linhagem representa a diferenca na abundancia
dos transcritos. Na figura: as barras de erros representam os desvios-
padrdo de trés determinagdes independentes; o asterisco (*) representa a
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diferenca significativa (p<0,05) da expressdo entre as duas cepas
utilizando o teste t de Student.
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4.4 CRESCIMENTOS AEROBIOS E DETOXIFICACAO DO
FURFURAL

Com o intuito de analisar os perfis de crescimentos aerdbios e a
detoxificacdo do furfural a 2-furanmetanol, as cepas MP-P5 e EZY-01
foram submetidas a crescimentos em frascos agitados contendo ou nao
furfural na concentracdo de 2,0 g L. Essa concentracdo foi definida
utilizando os valores de furfural encontrados em hidrolisados de bagago
e/ou palha de cana-de-agucar, conforme relatados por Chandel et al.,
(2007), Nieves et al., (2011), Vallejos et al., (2016) e Mesa et al., (2014).

De acordo com a Figura 11 as duas cepas apresentaram um perfil
de crescimento celular similar, atingindo uma concentracdo celular
maxima equivalente a DOgoonm = 10 €, consequentemente, o perfil de
consumo de glicose e producdo de etanol foram também bastante
semelhantes quando os crescimentos foram realizados contendo glicose.
O consumo total da glicose se deu em torno de 24 h e a produgdo maxima
de etanol chegou a cerca de 5 g L™ para a cepa MP-P5 e pouco mais de 6
g L't na cepa EZY-01. De maneira semelhante, quando a fonte de carbono
foi xilose (Figura 11), observou-se novamente um perfil de crescimento
celular parecido para as duas cepas (DOesoonm = 6). Por outro lado,
diferentemente do crescimento em glicose, as duas cepas ndo foram
capazes de consumir totalmente a xilose do meio, restando
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aproximadamente 6 g L™ ao final de 168 h de incubacdo. Da mesma
forma, tanto a cepa MP-P5 quanto a cepa EZY-01 ndo foram capazes de
produzir etanol a partir de xilose e sim, produziram apenas xilitol (cerca
de4-5gL™Y).

De forma anéloga, foram realizados crescimentos aerébios com
meios contendo glicose ou xilose, na presenca de 2,0 g L* de furfural
(Figura 12). Conforme pode ser observado nesta figura, a presenca do
furfural causou um significativo atraso no crescimento das duas cepas.
No entanto, a cepa EZY-01 teve sua fase lag diminuida (de 30 a 17 h),
guando comparada com a MP-P5 em glicose na presenca do furfural.

Na Figura 12 podemos observar também que a velocidade
especifica de crescimento da linhagem EZY-01 é maior (0,93 h'!), quando
comparada com a velocidade especifica de crescimento da linhagem MP-
P5 (0,62 h') na presenca do furfural. Isso poderia ser explicado pelo fato
de que a cepa EZY-01 conseguiu converter o furfural a 2-furanmetanol
mais rapidamente, entre 24 e 72 h, se comparada a cepa MP-P5. De
acordo com o mesmo gréfico, a concentragdo de furfural em cerca de 70
h de cultivo foi duas vezes menor com a cepa EZY-01 em relacéo a cepa
MP-P5, embora ao final de 120 h todo o furfural foi convertido por ambas
as cepas. Da mesma forma, a glicose foi consumida de forma mais
acelerada entre 48 e 72h de crescimento pela cepa EZY-01. No entanto,
ao final de 100 h de cultivo, as duas cepas foram capazes de consumir
totalmente a glicose. Por outro lado, ndo foi possivel observar grande
diferenca no perfil de producéo de etanol para ambas as cepas, sendo que
essas produziram aproximadamente 6 g L™ desse metabdlito ao final de
100 h de cultivo.

Quando as cepas foram submetidas ao crescimento aerébio em
meio sintético contendo Xxilose e 2,0 g L de furfural ndo foi possivel
observar crescimento por nenhuma das cepas (Figura 12). Diferentemente
do crescimento em glicose contendo furfural, o perfil de conversao desse,
para ambas as cepas, foi muito semelhante e se deu de forma mais lenta,
sendo que mesmo apos 120 h restava nos dois meios cerca de 13 g L™ de
furfural. Da mesma maneira a xilose foi consumida de forma muito mais
lenta se comparada a glicose, restando no meio aproximadamente 17 g L
! desse carboidrato mesmo ap6s 120h de cultivo (Grafico G). Em
contrapartida, ndo foi possivel observar a producéo de xilitol (Gréafico H)
nem de etanol (dados ndo mostrados) para nenhuma das cepas a partir de
xilose.

A reducdo do furfural é realizada por S. cerevisiae, conforme
mostrado na introducdo desse trabalho. Essa reducdo é realizada
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utilizando os cofatores NADH e/ou NADPH uma vez que a preferéncia
por esses depende das desidrogenases/redutases (Liu et al., 2011).
Recentemente, Zhao et al. (2015) demonstraram que o gene YNL134C
(alvo desse trabalho) codifica uma enzima que possui atividade
dependente apenas de NADH para a reducdo de furfural. De fato,
conforme mostrado acima neste trabalho, o nivel de expressdo do gene
YNL134C para a cepa EZY-01 foi cerca 100 vezes maior se comparado
com a cepa MP-P5, sugerindo que a reacdo de catalise do furfural a 2-
furanmetanol foi realizada de forma mais rapida quando a fonte de
carbono foi glicose. A cepa EZY-01 reduziu o furfural a FM mais rapido
(Figura 12-B), acarretando assim uma recuperacdo também mais rapida
do crescimento celular (Figura 12-A). Nossos resultados corroboram com
0s de Zhao et al. (2015) que mostraram uma conversdo do furfural e
recuperacdo do crescimento celular mais rapido em uma cepa de S.
cerevisiae laboratorial que sobre-expressa 0 gene YNL134C. Em
contrapartida, ndo foi possivel observar diferengas notérias no
crescimento celular e conversdo do furfural quando a fonte de carbono foi
xilose (Figura 12-E/F). Na Figura 12-F ¢é possivel observar que mesmo
apos 120h de cultivo a concentracéo de furfural era aproximadamente 1,5
g L%, valor esse que ndo permitiu a recuperacdo do crescimento da
levedura (saida da fase lag). De fato, alguns trabalhos demonstram que a
retomada do crescimento s6 se d& ap6s a concentracdo do furfural ser
suficientemente baixa (LIU et al., 2004; LIU et al., 2005).
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Figura 11 — Crescimentos aer6bios das linhagens MP-P5 e EZY-01 em meio sintético contendo 2% de glicose (A, B e
C) e 2% de xilose (D, E e F) como fonte de carbono. Na figura sdo apresentados: o crescimento celular (A e D),
consumo de glicose ou xilose (B e E) e a producdo de metabdlitos, etanol (C) e xilitol (F). Os resultados da linhagem
MP-P5 estdo representados pelos circulos brancos enquanto os da linhagem EZY-01 estdo representados pelos
quadrados em vermelho. Os dados apresentados representam a média de dois experimentos independentes.

A 2
104 Q=zzzzz=-
&/ ~
£ 8 p
S /
2 6 i
g s
O 4 /
K
24 5
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)
D s
P-==o
,I
& /’/"*-c
£ d/
=3 ‘7
3 4 /
o ,’,I’
o __.J
2+ o®
c"—
0 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)

B 2 C 1w
k\‘o
= 15 N\ = 8
< N 0
) Y o 6 A
i o 3 AN
ke s 48N
O 5 w 5] ',/ \\\\\\
’ A
e, ’ -
e e S
0 0 20 30 40 5 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h) Tempo (h)
E 20pmems F 1
~—
~ 8-
=~ 15 . =
O RN a
2 % & C
- N, - O ——0
§ O\\}\ £ 4 /e
= S < ,’f'
x 5 ~5 /4
2 1/
Y
o
0 —— ——— 0 gt TTTE
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h) Tempo (h)



63

Figura 12 — Crescimentos aerobios das linhagens MP-P5 e EZY-01 em meio sintético contendo 2% de glicose (A, B,
CeD)e2%de xilose (E, F, G e H) como fonte de carbono, acrescidos de 2 g L* de furfural. Na figura séo apresentados:
o crescimento celular (A e E), conversao do furfural a FM (B e F) consumo de glicose ou xilose (C e G) e a produgéo
de metabdlitos, etanol (D) e xilitol (H). Os resultados da linhagem MP-P5 estdo representados pelos circulos brancos
enguanto os da linhagem EZY-01 estdo representados pelos quadrados em vermelho (Figuras A, C, D, E, G e H). Nos
graficos B e F, os circulos representam o furfural e os quadrados o alcool furfurilico, bem como as cores preta e
vermelha representam a linhagem MP-P5 e EZY-01, respectivamente. Os dados apresentados representam a média de
dois experimentos independentes.
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Embora a expressao do gene YNL134C esteja 100 vezes superior
na cepa EZY-01, acredita-se que esse nivel de expressdo ndo foi
apropriado a ponto de observar diferencas claras na converséo do furfural
a FM quando a fonte de carbono foi xilose. Por outro lado, a atividade da
proteina YNL134C deve ser mensurada a fim de corroborar esses
resultados. Paralelamente, especula-se que o lento consumo de Xxilose
(cercade 3 g L"*em 120h) para ambas as cepas (Figura 12 — G) tenha sido
0 entrave para uma conversdo eficiente do furfural. Embora alguns
trabalhos terem mostrado um aumento na expressdo do gene YNL134C na
presenca de perdxido de hidrogénio (GODON et al, 1998), vanilina
(WANG et al., 2016) e até mesmo na presenga de etanol (MA e LIU,
2010), nenhum deles mostram o impacto desse no metabolismo da glicose
tampouco no da xilose.

4.5 FERMENTAGAO EM BATELADA SIMPLES

Ap0s realizados os crescimentos aerébios com as linhagens MP-
P5 e EZY-01, foram realizados também fermentacdes em batelada
simples, com altas densidades celulares e condi¢des microaerobias.
Nessas condicGes a fermentacdo é favorecida e a concentracéo celular se
assemelha aquelas encontradas em condi¢6es industriais de producéo de
etanol (AMORIM et al., 2011). Os resultados das fermenta¢6es em meios
sintéticos contendo glicose ou xilose estdo expressos na Figura 13 e 0s
pardmetros fermentativos analisados podem ser vistos na Tabela 7.

Por conseguinte, as duas cepas apresentaram um perfil de
producdo de etanol, aproximadamente 13 g L, e de xilitol (=11 g L)
semelhantes. Ainda de acordo com a Figura 13 e a Tabela 7, foi possivel
observar que os parametros fermentativos analisados, produtividade de
etanol, eficiéncia maxima de producdo de etanol, velocidade de consumo
de glicose ou xilose, e o fator de rendimento em etanol foram muito
similares para as duas cepas, tanto em glicose, quanto em xilose. Quando
a fonte de carbono foi glicose obteve-se um rendimento de etanol de 95%
para ambas as cepas. Efetivamente, ndo ha do que se contestar a
performance fermentativa da cepa MP-P5, em glicose, uma vez que essa
é oriunda da linhagem PE-2 — linhagem industrial dipl6ide, onde foi
observado um rendimento de etanol de 92,0 + 1,12% (BASSO et al.,
2008).
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Figura 13 — Fermentacdo em batelada simples em meios sintéticos
contendo 4% de glicose (A e B) e 4 % de xilose (C e D) das linhagens
MP-P5 e EZY-01 (apontadas nos graficos). Na figura e em todos os
graficos: as linhas pretas representam a concentragao celular (DOggonm) €
as linhas vermelhas representam o etanol; as linhas azuis representam o
acucar em questdo, glicose (A e B) e xilose (C e D); e as linhas em verde
representam o glicerol (A e B) e o xilitol (C e D). Os dados apresentados
representam a média de dois experimentos independentes.
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Tabela 6 — Parametros cinéticos das fermentacdes em batelada simples,
contendo 4% de glicose ou xilose, das linhagens MP-P5 e EZY-01.

1 Qg Yers
Cepa  Agicar 9% C.A[%]* ka_gl]'; Lih [gg  my [%]°

1]c 1]d
MP-P5 Glicose 100,00 9,70 480 0,50 95,00
E%Y- 100,00 9,70 480 0,50 95,00
MP-P5 Xilose 97,60 1,60 053 0,34 73,60
EZY- 98,00 1,60 0550 0,32 68,80

Nota: 2 porcentagem de aglcar total consumido; ® Velocidade de consumo
de glicose ou xilose; ‘Produtividade volumétrica de etanol; ¢ Fator de
rendimento em etanol; ¢ Eficiéncia maxima de produgdo de etanol
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A acentuada producéo de xilitol, quando a fonte de carbono foi
xilose, estd possivelmente atrelada ao desbalango da atividade das
enzimas XDH/XR (WALFRIDSSON et al. 1997; TAMAKAWA,
IKUSHIMA e YOSHIDA, 2013; KIM et al., 2013). Da mesma maneira,
a alta atividade da enzima XK pode ser um fator benéfico para a reducéo
do acimulo de xilitol (MATSUSHIKA e SAWAYAMA, 2011;
PARACHIN et al., 2011). Por outro lado, Kim et al. (2013) sugerem que
um equilibrio constante das atividades das enzimas XR/XDH/XK seja
mais importante que as atividades individuais de cada uma delas, quando
0 objetivo for a diminuicdo do acimulo de xilitol e aumento da producéo
de etanol. Eliasson et al. (2000) salientam, a partir de modelagem
matema@tica, que a relacdo entre os cofatores NADH/NAD* teve um
impacto maior na formacdo de xilitol do que a relagdo da atividade das
enzimas XR/XDH/XK. O catabolismo da xilose também est4 associado a
fase ndo oxidativa da via das pentose-fosfato (METZGER e
HOLLENBERG, 1994; JOHANSSON e HAHN-HAGERDAL, 2002;
KARHUMAA et al.,, 2005; LU e JEFFRIES, 2007;), podendo o
desbalanco da atividade das enzimas XR/XDH ndo serem 0s Unicos
fatores da baixa taxa de conversdo de xilose & etanol.

De forma idéntica foram realizadas fermentacfes em meios
sintéticos contendo glicose ou Xilose na presenca 2 g L™ de furfural (se¢do
3.7). A performance fermentativa das linhagens MP-P5 e EZY-01, bem
como a detoxificacdo do furfural, podem ser visualizadas na Figura 14 e
na Tabela 7.

Observando a Figura 14 e a Tabela 7 pode-se notar que ambas
as cepas analisadas foram capazes de consumir totalmente a glicose em
cerca de 4h, mesmo contendo furfural (Graficos A e B). De fato, o
consumo da glicose parece ndo ter sido afetado pela presenca do furfural,
uma vez que o fator de rendimento em etanol (Yg/s) alcangou o valor
méaximo tedrico (0,51). Ademais, o furfural foi totalmente reduzido em
até duas horas de fermentacdo para ambas as cepas (Gréaficos C e F).
Ambas as cepas produziram cerca de 1 g L™ de glicerol (Gréaficos A e B).
O glicerol é formado, sob condi¢cBes anaerdbias, normalmente para
regeneracdo do excesso de NADH produzido no processo de biossintese
da glicose (NORDSTROM 1968; VAN DIJKEN e SCHEFFERS, 1986).
De outra maneira, embora ndo haja diferenca demonstravel no perfil da
conversdo do furfural para ambas as cepas (Gréfico C), essa se deu de
forma mais rapida do que quando em aerobiose (se¢do 4.4 — Figura 12-
B). Esses resultados corroboram com os de Boyer et al. (1992) e Navarro
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(1994) que mostraram que a taxa de reducdo do furfural aumenta
conforme aumenta o tamanho do in6culo.

Tabela 7 — Parametros cinéticos das fermentacdes em batelada simples,
contendo 4% de glicose ou xilose, ambos acrescidos de 2,0 g L de
furfural, das linhagens MP-P5 e EZY-01.

%CA[ V[gL® QgL Yes|g

Cepa  Acucar % ]2 hi]e Lhipe gl1° My, [%0]°
MP- Glicose 100,00 9,75 4,98 0,51 99,83
EZY- 100,00 10,37 5,27 0,51 99,50
MP- Xilose 89,52 1,41 0,37 0,26 56,81
EZY- 89,02 1,34 0,35 0,26 57,28

Nota: 2 Porcentagem de ag(car total consumido; ® Velocidade de consumo de
glicose ou xilose;° Produtividade volumétrica de etanol; ¢ Fator de rendimento
em etanol; ® Eficiéncia maxima de producéo de etanol.

As fermentaces realizadas em meios contendo 4% de xilose e
2,0 g L de furfural (Figura 14 — D e E) apresentaram um maior impacto
desse inibidor se comparadas aquelas onde a fonte de carbono foi glicose,
especialmente para a cepa EZY-01. De acordo com a Tabela 7, 0 consumo
total de xilose tanto para a cepa MP-P5 quanto paraa EZY-01 diminuiram
cerca de 8%. Ainda, de acordo com a mesma tabela, a produtividade de
etanol (Q) foi afetada negativamente em 0,16 g L* h! para a cepa MP-P5
e 0,15 g L' h'! para a cepa EZY-01. Além disso, a eficiéncia maxima de
producdo de etanol alcan¢ou aproximadamente 57 % para ambas as cepas.
Mais uma vez a produgdo de xilitol foi acentuada para as duas cepas
analisadas, aproximadamente 8 g L™ (Figura 14 — D e E). embora tenha
sido levemente inferior a concentragdo encontrada nas fermentacfes sem
a presenca de furfural (Figura 14 — C e D).

A elevada producdo de xilitol a partir de xilose em S. cerevisiae
gue abriga a via XR-XDH, possivelmente esta atrelada ao desbalanco da
atividade dessas enzimas, conforme citado anteriormente nesse trabalho.
De fato, a enzima XR pode usar tanto NADH ou NADPH como cofator
(RI1ZZ1 et al., 1988). Ja a enzima XDH utiliza estritamente NAD* como
cofator (WATANABE, KODAKI e MAKINO, 2005). Dessa forma, em
leveduras onde a utilizagdo do NADPH é preferencial pela enzima XR,
ocorre um deshalanco, pois ndo ha regeneracdo do cofator NAD*
acarretando no acimulo de xilitol (KOTTER e CIRIACY, 1993). Esse
desbalanco foi contornado, em organismos naturalmente fermentadores
de xilose, quando foram adicionadas aos meios fermentativos substancias
gue sdo aceptores de elétrons, tais como aldeidos e cetonas
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(ALEXANDER, 1986; BRUINENBERG et al., 1983, LIGTHELM et al.,
1989). Ademais, a producéo de xilitol foi diminuida em um hidrolisado
lignoceluldsico conforme relatado por Johansson et al. (2001),
possivelmente pela regeneragdo do NAD* causado por algum
componente desse hidrolisado. Antes da adicdo de furfural na
fermentagcdo de xilose por S. cerevisiae que abriga a via XR/XDH,
oriunda de Scheffersomyces (Pichia) stipitis, o xilitol era o principal
produto dessa fermentacio (WAHLBOM e HAHN-HAGERDAL, 2002).
Felizmente, os mesmos autores apontam que a excre¢do de xilitol foi
cessada quando adicionado o furfural e retomada quando a redugdo desse
se deu por completa. Dessa maneira, mesmo a enzima alvo desse trabalho
(YNL134C) utilizar estritamente NADH, regenerando NAD®*, o que
acarretaria em uma diminuicao do acimulo de xilitol, isso ndo foi possivel
de ser observado em nossas fermenta¢es em glicose ou xilose.
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Figura 14 - Fermentacdo em batelada simples em meios sintéticos contendo 4% de glicose (A, B e C) e 4 % de xilose
(D, E e F), ambos acrescentados 2,0 g L de furfural, das linhagens MP-P5 e EZY-01 (apontadas nos graficos). Na
figura, nos gréaficos A, B, D e E as linhas pretas representam a concentracdo celular (DOsoonm); as linhas azuis
representam o acglcar em questdo (glicose A e B; xilose D e E); as linhas vermelhas representam o etanol e as linhas
verdes o glicerol (A e B) ou xilitol (D e E). Ja nos gréficos C e F os circulos representam o furfural e os quadrados o
alcool furfurilico, bem como as cores preta e vermelha representam a linhagem MP-P5 e EZY-01, respectivamente. Os
dados apresentados representam a média de dois experimentos independentes.
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46 CO-FERMENTAGCAO GLICOSE/XILOSE EM BATELADA
SIMPLES

Sabendo que os hidrolisados lignoceluldsicos contém uma
mistura de acucares, primordialmente glicose e xilose, foram realizadas
co-fermentacBes desses. Os resultados das co-fermentagdes em batelada
simples estdo expostos na Figuras 15.

Figura 15 — Co-fermentacdo em batelada simples em meios sintéticos
contendo 4% de glicose e 4 % de xilose das linhagens MP-P5 (primeira
linha) e EZY-01 (segunda linha). Na figura: As linhas pretas representam
a concentragdo celular (DOgoonm); as linhas azuis e vermelhas, nos
graficos A e C, representam a glicose e a xilose, respectivamente; as
verdes e azuis, nos graficos B e D, representam o xilitol e o glicerol,
respectivamente; as linhas vermelhas, nos gréficos B e D, representam o
etanol. Os apresentados representam a média de dois experimentos

independentes.
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Conforme a Figura 15, ambas as cepas foram capazes de
consumir totalmente a glicose em cerca de quatro horas de fermentacédo
(Gréficos A e C). J4 a xilose foi consumida cerca de 92 % e se deu de
forma gradual e lenta (Gréficos A e C). Em consequéncia, a produgdo de
etanol (=30 g L?), glicerol (= 3 g L?) e de xilitol (=7gL?
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também foi muito semelhante tanto para a cepa MP-P5 quanto para a cepa
EZY-01 (Gréaficos B e D). Da mesma forma, foram conduzidas co-
fermentagdes em batelada simples (glicose/xilose) adicionadas furfural
(2,0 g L de furfural) e os resultados dessas estdo expressos na Figura 16.

De acordo com a Figura 16, novamente ambas as cepas foram
capazes de consumir totalmente a glicose nas quatro primeiras horas de
fermentacdo (Gréaficos A e D). No que diz respeito a xilose, essa foi
consumida de forma lenta e gradual tanto para a cepa MP-P5 (Gréfico A)
guanto para a cepa EZY-01 (Grafico D). Ao analisarmos o grafico C da
mesma figura, ndo foi possivel observar diferenca notavel no perfil de
conversao do furfural em alcool furfurilico (FM) para as duas cepas
analisadas, sendo que ambas foram capazes de converter totalmente o
furfural em até duas horas de fermentacdo. O perfil fermentativo da
glicose e xilose, parece ndo ter sido afetado pela sobre-expressao do gene
YNL134C (secdo 4.5). No entanto, quando em co-fermentagdo, a
velocidade do consumo da glicose (entre 0 e 2h), na cepa EZY-01, foi
prejudicado de alguma maneira se confrontado com a da cepa MP-P5. Por
outro lado, a producéo final de etanol ndo foi afetada. Entretanto, ao final
de 24h de fermentacdo a concentracdo da Xilose presente no meio
fermentativo foi maior, para ambas as cepas, se comparadas as co-
fermentagdes sem a presenca de furfural. De fato, a inibicdo enzimatica,
o desequilibrio redox e até o acimulo de acetaldeido e espécies reativas
de oxigénio intracelular, a medida que o furfural é reduzido, ja foram
reportadas como responsaveis pela diminuicdo de rendimentos
fermentativos na presenca de glicose (BANERJEE, BHATNAGAR e
VISWANATHAN, 1981; PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000;
Allen et al., 2010). Por outro lado, a razdo pela qual ha um aumento na
sensibilidade na fermentacdo de xilose na presenca de furfural ndo esta
bem estabelecida (LIU et al., 2009).

Alguns autores sugerem que a tolerancia aos compostos
inibidores, formados no pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, pela
levedura S. cerevisiae, ndo é dependente somente dos danos causados por
esses, mas também da fonte de carbono & ser fermentada visto que em
xilose a levedura é mais afetada do que em glicose (ASK et al., 2013;
DEMEKE et al., 2013; WALLACE-SALINAS et al., 2014; WANG et al.,
2014). De fato, Toon et al. (1997) ja reportaram um decréscimo (de 92,8
a 63%) na conversdo de xilose por S. cerevisiae, em um hidrolisado
enzimatico de biomassa de milho contendo 0,18 g L de furfural. Ainda,
alevedura S. cerevisiae s fermenta efetivamente a xilose em hidrolisados
de biomassa caso esses sejam detoxificados previamente ou que ocorra o
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reciclo de células (HELLE et al., 2003). Da mesma maneira, Helle et al.,
(2003) mostraram que quando a taxa de crescimento de S. cerevisiae foi
diminuida em 50%, a taxa fermentativa em xilose decaiu 80 % enquanto
gue em glicose a diminuicao foi de apenas 10%, em um licor de digestao
de madeira, quando na presenca de 1,5 g L de furfural.

A acgdo do furfural, mesmo sendo convertido rapidamente, na
fermentacdo da xilose, ndo esta completamente elucidada, de modo que
preliminarmente, observa-se que a sobre-expressdo do gene YNL134C
ndo tenha gerado efeitos notdérios na producdo final de etanol em
anaerobiose.
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Figura 16 — Co-fermentacéo em batelada simples em meios sintéticos contendo 4% de glicose, 4% de xilose e furfural
(2,0 g L1) das linhagens MP-P5 (primeira linha) e EZY-01 (segunda linha). Na figura: nos gréaficos A e D as linhas
pretas representam a concentracdo celular (DOgoonm); as linhas azuis e vermelhas, nos gréaficos A e D representam a
glicose e a xilose, respectivamente; as linhas verdes e azuis, nos gréaficos B e E, representam o xilitol e o glicerol,
respectivamente; as linhas vermelhas, nos graficos B e E, representam o etanol. No grafico C os circulos representam
o furfural e os quadrados o alcool furfurilico (FM), bem como as linhas nas cores preta e vermelha representam a
linhagem MP-P5 e EZY-01, respectivamente. Os dados apresentados representam a média de dois experimentos
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que:

° Nos crescimentos em microescala das cepas de
leveduras selvagens, contendo diferentes concentracdes de
furfural e HMF, foi observado que todas as cepas tiveram
diminui¢&o da velocidade especifica de crescimento, aumento da
fase lag e diminuicdo na producdo de etanol em concentragdes
iguais ou superiores a 0,5 g L de furfural e HMF. Esses efeitos
foram mais visiveis quando a fonte de carbono foi xilose.
Ademais, o furfural demonstrou ser mais toxico do que o HMF.
Destacam-se as cepas C. queiroziae IXM 6.1 e Sp. suhii XMD-
16.2 como as mais resistentes na presenca de furfural quando a
fonte de carbono foi glicose. Sp. brasiliensis HMD-19.3, Sp.
roraimanensis XMD-23.2 e Sp. suhii XMD-16.2 foram as cepas
que se destacaram como mais resistentes nesse mesmo inibidor,
quando crescidas na presenca de xilose. J4 em HMF as cepas Sp.
brasiliensis HMD-19.3, Sp. roraimanensis XMD-23.2 e Sp. suhii
XMD-16.2 mostraram-se como as mais tolerantes tanto em
glicose como em xilose.

. Nos crescimentos aerobios na presenca de furfural a
cepa EZY-01 apresentou uma diminuicao da fase lag e aumento
da velocidade de crescimento especifico. Na presenca de furfural
as linhagens industriais recombinantes foram incapazes de
crescer e consumir a xilose.

. Nos ensaios fermentativos em batelada simples e co-
fermentacgdo glicose/xilose em batelada simples, na presenca ou
ndo de furfural, ndo foram observadas diferencas notaveis no
consumo do(s) agucar(es) e producéo de etanol entre a linhagem
EZY-01, que sobre-expressa 0 gene YNL134C, e sua parental
MP-P5.
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