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RESUMO

A associagdo entre micro-organismos e metazodarios foi decisiva para 0 sucesso
evolutivo destes ultimos, sobretudo no que se refere a capacidade de digerir e assimilar
substratos poliméricos complexos. Admitindo que: i) insetos xiléfagos apresentam alta
dependéncia de sua microbiota intestinal; ii) o contetdo intestinal destes insetos é abundante
em espécies ou linhagens ainda ndo descritas; iii) o conhecimento desta microbiota podera
fornecer ferramentas para obtencdo de combustiveis e outros produtos com valor agregado a
partir da biomassa lignoceluldsica; o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar leveduras,
associadas ao conteudo intestinal do besouro Veturius transversus (Passalidae, Coleoptera,
Insecta, Artrhopoda, Metazoa), habeis em metabolizar hidrolisado hemicelul6sico de bagaco
de cana-de-aglcar (HACA), investigando a seguir a capacidade destas em produzir xilitol
neste substrato. Por fim, um dos isolados foi selecionado para caracterizacdo do seu
crescimento quando cultivado em HACA. Inicialmente, o processo de hidrélise do bagaco foi
analisado quanto a obtencdo de acgucar redutor total e D-xilose. A seguir, as leveduras foram
isoladas e identificadas segundo o perfil biogquimico e sequéncias de nucleotideos de genes
ribossomais (ITS). Todos os isolados foram submetidos a teste de producdo de etanol e xilitol
e, por fim, o isolado VTO1 teve seu crescimento em HACA caracterizado. O protocolo de
hidrolise de bagaco empregado conduziu, em media, a obtencdo de 60,59 g/L de acUcar
redutor total, sendo a maior parte deste (71,13%) D-xilose. Um total de 20 col6nias de
leveduras foram isoladas, distribuidas em 11 perfis bioquimicos e trés clados distintos. Exceto
os isolados VT12 e VT13 (Geotrichum sp.), todos foram habeis em produzir xilitol. O cultivo
de Geotrichum sp. (isolado VTO01) indicou a habilidade deste em produzir xilitol com
rendimento médio de 45,37%, sendo ainda habil em consumir inibidores do crescimento
microbiano gerados durante o processo de hidrolise, a saber, hidroximetil-furfural (83,47%),
acido acético (78,88%) e, principalmente, furfural (98,78%). Face aos resultados, se conclui
que: i) os isolados apresentam variedade fisiologica, havendo individuos da mesma espécie
com perfis bioquimicos divergentes; ii) Geotrichum sp. (VT01) é o isolado com maior
potencial para producdo de xilitol, apresentando maior tolerancia aos inibidores do
crescimento microbiano; iii) o consumo de furfural por Geotrichum sp. (VTO1) ocorre em co-
metabolismo com glicose, sendo que este inibidor ndo é utilizado como fonte de carbono para
producéo de biomassa.
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ABSTRACT

Microorganisms and animal association was too important for evolutive success of
Metazoa, principally for wood-feeding insects. Assuming that: i) xylophagous insects have
symbiotic association to its intestinal microbiota; ii) microbial community of insects gut is a
hyperdiverse habitat, with high richness in undescribed strains and species; iii) the knowledge
about this microbiota can to provide tools for producing biofuels and other value-added
chemical compounds; the aim of this work was to isolate and identify yeasts associated to
intestinal content of Veturius transversus (Passalidae, Coleoptera, Insecta, Arthropoda,
Metazoa), able to metabolize sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolyzate (SBHH) with
xylitol production. After this, one of the isolates was selected to have its cultivation in SBHH
characterized. Sugarcane bagasse hydrolysis was evaluated about obtaining total reducing
sugar and D-xylose. Then, the yeasts were isolated and identified using biochemical profile
and the nucleotide sequences of ribosomal genes (ITS). Each isolated strain was evaluated for
ethanol and xylitol production, and lastly, the strain named VTO1 had its growing in SBHH
characterized. The hydrolysis method employed leads to obtaining, on average, 60,59 g/L of
total reducing sugar, of which 71,13% is D-xylose. A total of 20 colonies were isolated, being
11 distinct biochemical profiles distributed at 3 clades. Except VT12 and VT13 strains, all
isolates are able to producing xylitol, with high yield (average of 45,37%) observed to
Geotrichum sp. (VTO01). Futhermore, Geotrichum sp. (VT01) was able to consume the
microbial inhibitors acetic acid (78,88 %), hydroxymethyl-furfural (83,47%) and furfural
(98,78%). These results allow to conclude that: i) the isolated strains exhibit phenotypic
variation, occurring differents biochemical profiles for the same species; ii) Geotrichum sp.
(VTO01) is the most promising isolate for xylitol production, showing high tolerance against
microbial inhibitors; iii) furfural consumption by Geotrichum sp. (VTO01) is performed in co-
metabolism with glucose, being not used as carbon source for cell growth.
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INTRODUCAO

O conhecimento a cerca de biodiversidade tem crescido consideravelmente ao longo
das ultimas décadas. O advento das tecnologias para estudos gendmicos e o aperfeicoamento
de técnicas empregadas em taxonomia classica tém permitido a correcdo de equivocos
taxondmicos ocorridos no passado, como a separacdo de espécies distintas anteriormente

classificadas em uma Unica.

Segundo Mora et al. (2011), existem em todos os dominios eucariéticos pelo menos
8,7 milhdes de espécies, das quais pelo menos 87% nao foram ainda descritas. No ambito do
reino Fungi, Blackwell e Spatafora (2004) estimam que pouco mais de 5% das 1.500.000
espécies existentes sdo conhecidas (~80.000 espécies). Tratando-se especificamente de
leveduras, aproximadamente 100 géneros abrigam menos de 800 espécies, estimando-se no
entanto que estas sejam menos de 1% das espécies existentes na natureza (KURTZMAN e
FELL, 2004). Quando se lida com habitats remotos, o0 quantitativo de espécies conhecidas é

ainda menor.

Em outra méo, as demandas mundiais por fontes renovaveis de energia seguem em
crescimento vertiginoso, tendo no etanol oriundo de biomassa uma das principais alternativas
ao uso de combustiveis fosseis. Entre os principais gargalos, tem-se especificamente a
utilizacdo da fracdo hemicelulose, devido ao limitado numero de espécies habeis em
metabolizar os acglcares resultantes da hidrolise deste heteropolimero. Além de etanol, ha
outros produtos de valor agregado que podem ser gerados se utilizando hemicelulose como
substrato.

Ha, portanto, um grande esforco de coleta a ser empreendido com fins quer
taxondmicos quer biotecnolégicos, pois a biota incognita pode abrigar em si diversos micro-
organismos habeis em agregar valor a biomassa lignocelulésica, cabendo a ciéncia a busca

por estes.

Considerando que estudos recentes indicam o conteddo intestinal de besouros
xiléfagos como habitats hiperdiversos, ricos em espécies/linhagens ainda ndo descritas,
muitas das quais fermentadoras de D-xilose, o0 acucar mais abundante da fracdo hemicelulose,

0 presente trabalho versard sobre a investigacdo da microbiota intestinal de besouros da
1



familia Passalidae, com o intuito de isolar e caracterizar leveduras habeis em fermentar D-

xilose a etanol ou xilitol

Inicialmente, discorrer-se-& sobre o estado da arte, estruturando a seguir a investigacao
ora proposta em quatro capitulos, a saber, o primeiro onde a hidrolise acida de bagaco de
cana-de-acucar € avaliada; o segundo descrevendo o isolamento, selecdo e identificacdo de
leveduras associadas a Passalidae; o terceiro, no qual uma levedura selecionada entre os
isolados fora avaliada para produgédo de xilitol; e o quarto, motivado por um resultado do
terceiro capitulo, em que se caracteriza o consumo de furfural por uma levedura entre 0s

isolados.

REVISAO DE LITERATURA

LEVEDURAS: Classificacao, Riqueza e Potencial Biotecnoldgico.

A taxonomia é o ramo da biologia dedicado a classificacdo dos seres vivos,
descrevendo-os em grupos formados por similaridades morfolégicas e moleculares, além de
buscar inferir a historia evolutiva destes. Tradicionalmente, 0s organismos vivos eram
agrupados exclusivamente com base na morfologia e demais caracteristicas fenotipicas. Este
sistema criou alguns equivocos ao longo da historia da ciéncia, como o agrupamento de todos
0s seres vivos em somente dois grandes reinos: Metazoa e Plantae. Baseado nesta ldgica, a
maior parte dos fungos era equivocadamente posicionada no reino vegetal, enquanto os

fungos zoospdricos, por exemplo, eram agrupados dentro do reino animal.

Durante a segunda metade do seculo XX, a proposi¢do de um sistema de classificacdo
que dividia os organismos vivos em cinco reinos foi amplamente difundida e aceita. A partir
de entdo, os fungos integravam o reino Fungi, definidos como organismos eucariotos, dotados
de parede celular quitinosa, tendo glicogénio como polissacarideo de reserva
(ALEXOPOULOQS et al., 1996). No entanto, a condi¢do taxonémica de alguns grupos, como
oomicetos e mixomicetos, seguia incognita, ja que estes ndo atendiam a uma grande parte dos

requisitos fenotipicos estabelecidos para as divisdes do reino Fungi.



Blackwell e Spatafora (2004) descrevem o reino Fungi composto por organismos
heterotroficos, imdveis, dotados de parede celular e com reproducdo, sexuada e/ou assexuada,
por esporulacdo. Os mesmos autores propdem, baseados em filogenética, que Fungi seja
dividido em quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota.
Alexopoulos et al. (1996) consideram a existéncia do filo-forma Deuteromycota, grupo no
qual encontram-se fungos cuja fase de reproducdo sexuada e/ou posi¢do taxondmica nao seja
ainda esclarecida. Atualmente existem cerca de 80.000 espécies de fungos descritas em um
total estimado de pelo menos 1,5 milhdes de espécies, havendo muitas a serem descobertas,
identificadas e inclusas nos inventérios taxondmicos (BLACKWELL e SPATAFORA, 2004).

Foco deste trabalho, as leveduras sdo micro-organismos integrantes do reino Fungi,
distribuidos entre os filos Ascomycota, Basidiomycota e no filo-forma Deuteromycota.
Caracterizam-se por serem predominantemente unicelulares, realizando reprodugéo assexuada
por brotamento e, em alguns casos, por fissdo celular (BARNETT, 2004). Eventualmente,
algumas espécies de fungos filamentosos podem apresentar forma levedurdide quando
submetidos a escassez de O, e abundancia de CO,. Apresentam héabito cosmopolita, sendo
capazes de colonizar os mais diversos habitats, crescendo em condicdo saprdbia, comensal,
parasita ou inquilina de outros organismos como plantas e animais (STAJICH et al., 2009).
Quando cultivadas in-vitro formam, tipicamente, colénias com aspecto cremoso ou rugoso,
embora algumas espécies apresentem crescimento colonial radial semelhante a fungos

filamentosos (Figura 1).

Figura 1: Levedura isolada do intestino de Calosoma sp. (A) Crescimento colonial com aspecto filamentoso; (B)
Anaélise ao microscopio dptico permite a identificacdo de células de leveduras (aumento 400x). (Fotos: Italo T. S.
R. Matos)

Segundo Barnett (2003), as leveduras foram inicialmente descobertas em processos

fermentativos de vinho e cerveja, 0s quais eram considerados meros processos fisicoquimicos
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dos quais elas eram catalisadoras. O desenvolvimento da sintese de substancias usando
somente catalisadores quimicos fortalecia o argumento de que o levedo usado na producéo de
pées, vinhos, cervejas e etanol era apenas um catalisador da reagdo, e ndo um organismo Vivo.
O crescimento do levedo durante a fermentacdo era ignorado pelos cientistas, 0s quais

desconheciam que o processo fosse efetuado por seres vivos.

Somente em meados dos anos 1830, com o aperfeicoamento do microscépio éptico,
Charles Cagniard-Latour, Friedrich Kutzing e Theodor Schwann descreveram as estruturas
celulares de leveduras, demonstrando serem organismos vivos. A despeito disso, somente
trinta anos mais tarde, ap0s diversos debates e embates acalorados e 0s consistentes trabalhos
de Louis Pasteur, a comunidade cientificia admitiu que as leveduras fossem organismos vivos.
A aplicabilidade industrial é um fato marcante entre estas, observado em varias espécies
principalmente do subfilo Saccharomycotina (STAJICH et al., 2009).

Entre as aplicacOes biotecnoldgicas de leveduras, a fermentacdo alcoolica € a mais
disseminada, sendo empregada pela humanidade desde os tempos mais remotos, na producao
de cervejas, vinhos e pades (DEMAIN e SOLOMON, 1981). Estes processos baseiam-se na
utilizacdo de hexoses pela via glicolitica para a producéo de etanol e dioxido de carbono. O
aproveitamento da habilidade das leveduras em fermentar hexoses é amplamente dominado
pela industria. Entretano, um limitado nimero de espécies conhecidas é capaz de fermentar
pentoses a etanol, 0 que torna a busca por novas espécies/linhagens microbianas selvagens
dotadas desta habilidade um importante passo (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

BIOMASSA LIGNOCELULOSICA: Bioprodutos, Rentabilidade e Entraves.

Denomina-se biomassa lignoceluldsica o conjunto dos polimeros estruturais presente
nos vegetais, sendo estes a lignina, a celulose e a hemicelulose. O primeiro tem funcgéo
basicamente de sustentacdo e protecdo mecanica, conferindo consisténcia lenhosa aos tecidos
em que se impregna. Serdo focos desta sec¢do os dois ultimos por conta de terem maior

aplicabilidade aos processos fermentativos.

A celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza, consistindo em um

homopolimero de moléculas de glicose unidas por ligac6es glicosidicas f — 1,4. A hidrdlise



por enzimas da familia das celulases gera monémeros de glicose que, conforme mencionado
anteriormente, sdo facilmente metabolizados pelas leveduras tanto para producdo de biomassa

microbiana quanto para fermentacgéo alcoolica.

A hemicelulose, o segundo mais abundante polissacarideo da biomassa vegetal, € um
heteropolimero composto por hexoses e pentoses, com destaque para estas Gltimas. E formado
por pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e aclcares acidos. A
proporcdo de cada carboidrato também ¢é variavel, mas a xilose ocupa sempre lugar de
destaque, podendo representar até 89,3% dos monémeros componentes da hemicelulose em
alguns tipos de madeira (SAHA, 2003).

A quantidade de hemicelulose em cada tipo de vegetal é variavel de acordo com a
espécie e as condi¢Bes ambientais de cultivo. Este polimero esta presente em diversos tipos de
residuos agroindustriais, podendo constituir substrato abundante e de baixo custo para a
obtencdo de produtos biotecnoldgicos tais como xilitol, etanol e proteina celular microbiana.
A utilizacdo da fracdo hemiceluldsica da biomassa para obtencdo de produtos com valor
agregado reduziria a liberacdo de residuos solidos para o meio ambiente e seria interessante
do ponto de vista econémico, devido ao baixo custo dos residuos e o valor de mercado dos

produtos.

O Brasil, maior produtor mundial de cana-de-agucar (CUNHA et al., 2006), tem o caldo
de cana como principal fonte de carbono para fermentacdo alcodlica. Por conseguinte, o
bagaco de cana-de-aclcar € o mais abundante residuo agricola brasileiro, tendo sido
produzidas 173,5 milhGes de toneladas deste somente em 2009 (MATOS et al., 2012).
Estima-se que na safra 2012/2013 foram produzidas pelo menos 588.915.700 toneladas de
cana-de-agucar, das quais se produziram 23,6 milhGes de litros de etanol (BRASIL, 2013).
Admitindo que um quarto de toda cana produzida resulte em bagaco, restaram pelo menos

147 milhoes de toneladas deste residuo.

Segundo Goldemberg (2008), o bagaco contém cerca de um terco de toda a energia da
cana de acgucar. Sua utilizacdo para fermentacdo alcodlica podera, por exemplo, elevar a
producéo de etanol do Brasil entre 7 e 12% (TAKAHASHI et al., 2000). Para Rossell (2007)
o dominio da tecnologia de fermentagdo do bagaco e da palha de cana-de-aglcar pode elevar a
producdo de etanol em até 40%, sem a necessidade de aumentar a area plantada em unico
hectare até 2025.



A composicdo do bagaco é variavel de acordo com as condi¢des de cultivo do canavial,
mas cerca de 35% deste corresponde a hemicelulose (TAKAHASHI et al., 2000). Diversos
trabalhos citam D-xilose como o agucar mais abundante da fragdo hemiceluldsica do bagaco.
Cheng et al. (2007) obtiveram xilose em fragdo superior a 50% dos componentes resultantes
da hidrolise acida de bagaco de cana.

Admitindo os valores propostos por Saha (2003) e Cheng et al. (2007), e considerando
que fossem utilizadas as 30,4 milhdes de toneladas de D-xilose produzidas pelo Brasil em
2009, em uma estimativa tedrica seriam produzidas até: 12,6 milhdes de toneladas de etanol,;
30,4 milhdes de toneladas de xilitol ou 20 milhGes de toneladas de extrato de leveduras. Tal
rentabilidade, no entanto, esbarra no principal fator limitante: o pequeno nimero de espécies

conhecidas habeis em efetuar a rota metabdlica de fermentacéo de pentoses (figura 2).
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Figura 2: Rotas metabdlicas para fermentacdo de D-xilose e L-arabinose. Notar a integracdo entre a via das
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O xilitol é o principal produto da fermentacdo de pentoses alternativo ao etanol. Este
poliol tem demonstrado eficiéncia na reducéo de carie dental (SAHA, 2003), no controle de
otites do ouvido médio (AZARPAZHOOH et al., 2011), e potencial adocante idéntico ao da
sacarose, embora tenha somente 60% das calorias deste dissacarideo (ARANDA-
BARRADAS et al., 2010), podendo ser usado para conferir sabor a alimentos destinados a

dietas hipocaloricas.

A fracdo hemicelulose e seus derivados ndo estdo prontamente acessiveis a assimilacéo
e fermentacdo por micro-organismos dotados desta habilidade. Entre o estado polimérico da
biomassa e os agUcares fermentesciveis, encontram-se 0s principais gargalos tanto do ponto
de vista quimico/bioquimico como financeiro. A hidrdlise € o processo empregado para
sacarificacdo, isto €, tornar os carboidratos poliméricos em acucares sollveis disponiveis a
fermentacdo. O bagaco de cana-de-agucar pode ser hidrolisado por meio de auto-hidrdlise,

hidrolise enzimatica e hidrolise acida.

A auto-hidrolise consiste em tratamento por choque térmico a temperaturas superiores a
190 °C, resultando na conversdo de hemicelulose a xilo-oligossacarideos. A hidrolise
enzimatica é feita pela mistura de certa quantidade de enzimas ao substrato lignoceluldsico,
liberando agucares fermentaveis. O problema destes processos estd principalmente no custo,
pela intensa demanda de calor, necessaria a auto-hidrolise, e o preco elevado das enzimas,
bem como os gastos na manutencao de temperatura e pH 6timos a atividade enzimatica. Além
disso, as enzimas hemiceluloliticas ndo podem ser usadas na hidroélise direta, pois séo inibidas
pela estrutura cristalina da lignocelulose, sendo necessario empregar pré-tratamento fisico
e/ou quimico para obtencdo de hidrélise completa (PANDEY et al. 2000; WHITE et al. 2008;
CANILHA et al. 2009).

A utilizacdo de &cidos inorganicos diluidos, como HCI, HNO3; e H,SO,4, levam a
hidrdlise quase completa da fracdo hemiceluldsica em unidades monoméricas de pentoses e
hexoses (WHITE et al. 2008). Este processo gera muitos inibidores ao crescimento
microbiano, como furfural, hidroximetilfurfural, &cidos formico, levulinico e acético. Para
tornar o crescimento microbiano viadvel, diversas técnicas de detoxificacdo podem ser
empregadas. Entre estas temos centrifugacdo, filtracdo, adigdo de carvao ativado,
eletrodialise, adi¢do de hidréxido de célcio e biodetoxificacdo (CANILHA et al. 2009; HOU-



RUI et al. 2009). Algumas técnicas de detoxificacdo podem ainda provocar a reducdo na
concentracdo de acUcar redutor entre 5 e 12% (CANILHA et al. 2009).

O emprego de técnicas simples para detoxificacdo de hidrolisados hemicelulosicos leva
a obtencdo de substratos com elevados teores de inibidores, podendo ser empregados como
meios seletivos para micro-organismos de alta resisténcia. Esta caracteristica pode baratear os
produtos biotecnoldgicos baseados em hidrolisados hemicelulésicos, haja vista a reducdo nos

investimentos necessarios a detoxificacéo.

A diversidade de leveduras amazénicas, em seu estado incognito, pode conter em si
diferentes espécies dotadas de tais habilidades e aplicaveis a obtencdo dos produtos
supracitados. Esforcos tém sido empreendidos no intuito de localizar na natureza espécies

com tal habilidade, conforme visto adiante.

DIVERSIDADE / RIQUEZA DE LEVEDURAS AMAZONICAS: da assimilacao
de hemicelulose a fermentacao de D-xilose.

Conforme descrito, a obtencdo de produtos biotecnoldgicos baseados em hemicelulose
tem perspectivas promissoras, mas que demandam muito esforco de pesquisa especialmente
no que se refere aos micro-organismos habeis em metabolizar esse substrato e seus derivados.
A pergunta que se tenta responder eé: como a diversidade microbiana da Amazbnia se

posiciona num contexto de obtencdo destes produtos?

A condigdo megadiversa do bioma Amaz6nia é amplamente conhecida e difundida,
restando muito desconhecimento sobre o nimero de espécies que compdem essa diversidade.
Diversos trabalhos cientificos versam sobre a busca por micro-organismos e/ou processos que
conduzam a obtencdo de produtos biotecnologicos baseados em hemicelulose (MATOS,
2010).

Em um extenso levantamento bibliografico, diversos artigos relatam a construcdo e
emprego de micro-organismos recombinantes. Poucos trataram do isolamento e utilizacdo de
leveduras selvagens para utilizacdo de hemicelulose, sendo que, em nenhum dos casos, o

isolamento foi efetuado a partir de habitats amazonicos.



Igualmente escasso é o numero de trabalhos cientificos atuais que tratam da riqueza de
espécies microbianas da Amazonia. A megadiversidade amazdnica encontra-se, portanto, em
condicgdo incognita, e aparentemente continuara assim por um periodo longo. Esta expectativa
se baseia no fato de que poucos grupos de pesquisa tém se dedicado a tal tarefa, sendo menor
ainda o nimero de grupos que busca a aplicacdo destas espécies aos propdsitos anteriormente

descritos.

Entre os estudos efetuados objetivando o isolamento de espécies de leveduras
selvagens habeis em metabolizar hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-aglcar e

fermentar D-xilose na Amazénia Brasileira, os resultados sdo animadores.

Cadete et al. (2013) descreveram quatro novas espécies de leveduras fermentadoras de
D-xilose, pertencentes ao clado Spathaspora, associadas a madeira em decomposi¢do no

estado de Roraima.

Utilizando meio de seletivo composto de hidrolisado hemicelulésico de bagago de
cana de acucar, Cassa-Barbosa (2012) isolou 45 coldnias associadas ao intestino de larvas de
Cerambycidae e Scarabaeidae (Artropoda, Insecta, Coleoptera) coletados na Amazonia
Central. Estas col6nias foram identificadas em quatro espécies distintas, a saber, Candida
lignohabitants, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii e Trichosporon

mycotoxinivorans.

Matos (2010) avaliou quatro diferentes biétopos na Amazonia Brasileira: solos de
savanas no estado de Roraima, solos de matas de terra firme no estado do Amazonas,
conteldo intestinal de cupins (Nasutitermes sp.) e besouros dos géneros Calosoma

(Artropoda, Insecta, Coleoptera, Carabidae).

As amostras de solo foram escolhidas como habitats em potencial para as leveduras de
interesse levando em conta o volume de biomassa lignocelulésica que é decomposto pela
atividade microbiana. Quanto aos insetos, 0s cupins (Nasutitermes sp.) foram selecionados em
funcdo da xilofagia, isto €, alimentam-se basicamente de madeira. Considerando que menos
de 10% das enzimas empregadas na digestdo da madeira é produzida pelos cupins
(BREZNAK, 1982), a tese de que encontrar-se-iam leveduras hemiceluloliticas nestes insetos
pareceu razoavel. Calosoma é um género de besouros carnivoros, mas que apresentam habito

alimentar xil6fago durante a fase larval (LIMA, 1945). Segundo Suh et al. (2005), o intestino



de besouros é um habitat inexplorado, e hiperdiverso em espécies de leveduras ainda nédo

descritas.

Para o isolamento das leveduras, o meio seletivo foi produzido utilizando hidrolisado
acido hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar (HACA) como fonte Unica de carbono,
conforme descrito por Matos et al. (2012). Considerando que o pré-tratamento empregado
gera grande quantidade de inibidores do crescimento microbiano, 0 meio obtido tinha elevado
poder de selecdo de leveduras habeis em metabolizar hemicelulose e tolerantes a inibidores.

Duas espécies foram identificadas como fermentadoras de D-xilose com retencdo de gas
em tubos de Durham, & saber, Meyerozyma guilliermondii (GenBank JN974905.1) e
Trichosporon mycotoxinivorans (GenBank JX861097.1). A despeito do resultado positivo no
teste com tubos de Durham, ndo houve evidéncias analiticas de que estes isolados
produzissem etanol. Isto se explica tendo em vista que a habilidade em produzir etanol a partir
de D-xilose é pouco disseminada na natureza, enquanto a producdo de xilitol & mais

amplamente distribuida.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Observa-se que o crescimento dos inventarios taxondmicos esbarra principalmente na
escassez de recursos humanos. Trabalhos realizados em curtos espacos de tempo
proporcionaram a identificacdo de novas espécies e as primeiras descri¢des de ocorréncia de
espécies com potencial biotecnoldgico na utilizacdo de lignocelulose para obtencao de etanol,
xilitol e biomassa microbiana. Para que estas espécies / linhagens sejam conduzidas dos
potenciais a real utilizagdo em bioprocessos, muito esfor¢o de pesquisa deve ser empreendido,

0 que demandara novos investimentos e, principalmente, recursos humanos.

Em fungéo de sua megadiversidade, a ainda pouco conhecida microbiota Amazonica
podera constituir extensa fonte de micro-organismos aplicaveis para os mais diversos fins,
seja na producdo de enzimas industriais, tratamento de efluentes, producdo de
biocombustiveis, ou ainda como hospedeiros ou fontes de genes de interesse a engenharia
metabolica, contribuindo assim para geracdo de renda aos povos amazdnicos e criando

condigdes para minimizar a necessidade de desflorestamento.

10



Os esforgos de pesquisa agora se concentram no estudo da microbiota intestinal de
besouros xilofagos, baseado na hipdtese de ser este um habitat hiperdiverso, rico em espécies

de leveduras ainda ndo descritas e potenciais fermentadoras de D-xilose
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Isolar e identificar leveduras amazOnicas associadas ao intestino de besouros
passalideos segundo a habilidade destas em metabolizar hidrolisado hemiceluldsico de cana-
de-agucar e fermentar D-xilose; verificando a identificacdo taxonémica e as relagGes

filogenéticas das mesmas.

Objetivos especificos

e Isolar leveduras selvagens associadas ao trato digestorio de besouros passalideos
(Passalidae, Coleoptera, Insecta) segundo a capacidade destas de metabolizar
hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-agucar como fonte Gnica de carbono;

e Efetuar a identificagcdo taxondmica dos besouros;

e Efetuar a identificacdo taxonémica das leveduras isoladas;

e Analisar as relagdes filogenéticas das leveduras isoladas;

e Selecionar linhagens fermentadoras de D-xilose;

e Analisar os fatores com efeitos significativos para producdo de xilitol em hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar;

e Quantificar a produtividade de xilitol a partir da fermentacdo de D-xilose em

hidrolisado hemicelulésico.

JUSTIFICATIVA

Atualmente, estima-se que exista cerca de 1,5 milhdes de espécies no reino Fungi,
sendo que somente 7% destas sdo conhecidas. Quando se avalia micro-habitats, o
desconhecimento desta diversidade é ainda maior. Considere-se ainda o limitado nimero de

espécies fermentadoras de D-xilose.
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Justifica-se a execugdo deste projeto ja que o mesmo empenhar-se-4 em conhecer a
diversidade de leveduras do conteldo intestinal de Passalidae na regido amazoénica, alem de
selecionar linhagens / espécies de interesse biotecnoldgico, sobretudo na utilizacdo de

substratos derivados de lignocelulose.

HIPOTESE

A microbiota associada a besouros Passalidae da Amazo6nia Central é rica em espécies
de leveduras habeis em metabolizar hidrolisado hemicelulésico e fermentar D-xilose a etanol

e/ou xilitol.
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CAPITULO 1: Analise do Processo de Hidrélise Acida do Bagaco de
Cana-de-A¢ucar Produzido em Presidente Figueiredo-AM.

1.1 Introducao

O Brasil é maior produtor mundial de cana-de-agucar, sendo o bagaco desta 0 seu
principal residuo agricola (CUNHA et al., 2006). Estima-se que na safra 2013-2014 foram
produzidas cerca de 164,7 milhdes de toneladas de bagaco de cana de aclUcar (BRASIL,
2014).

A composicdo do bagaco é varidvel de acordo com as condi¢cdes ambientais, mas em
média de 20 a 40% do bagaco de cana-de-agucar corresponde a hemicelulose (SAHA, 2003).
Esta fracdo da biomassa é formada por polimeros heterogéneos de pentoses (xilose e
arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acgucares acidos. Hemicelulose é o
segundo mais importante polissacarideo estrutural dos vegetais superiores, sendo menos

abundante apenas que a celulose.

Através de diferentes tipos de pré-tratamento (auto-hidrolise, hidrolise enzimatica,
alcalina ou &cida), os acucares que integram os polimeros da biomassa tornam-se disponiveis
a fermentacdo por micro-organismos. Estes pré-tratamentos geram também diversos
inibidores do crescimento microbiano (WHITE et al., 2008), demandando o emprego de
técnicas para detoxificacdo (CANILHA et al., 2009; HOU-RUI et al., 2009). A utilizacdo de
técnicas simples torna o hidrolisado hemicelulésico rico em inibidores, o que faz deste
substrato um meio de alta seletividade.

Diversos protocolos para hidrdlise acida de bagaco de cana-de-agUcar sdo descritos,
conduzindo a diferentes resultados na obtencdo de acgucares fermentesciveis. Ensaios
anteriores (MATOS, 2010; CASSA-BARBOSA, 2012; MATOS et al., 2012; MATOS et al.,
2014) foram executados se utilizando 4 mL de acido sulfurico (3% v/v) para cada grama de
bagaco de cana de acucar. Em ensaios recentes, esta razdo se mostrou insuficiente para
hidrolisar toda a amostra, restando bagaco seco em alguns ensaios. Face ao exposto, se fez

necessario usar 5 mL de acido sulfarico para cada 1 g de bagaco.
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Considerando que as particularidades regionais podem interferir nas caracteristicas
fisico-quimicas do bagaco e que o protocolo ajustado ndo fora analisado do ponto de vista do
delineamento experimental, 0 objetivo deste capitulo foi analisar a hidrolise acida de bagaco
de cana-de-acucar produzido no municipio de Presidente Figueiredo-AM, identificando o

efeito dos diferentes fatores sobre a obtengéo de agucares redutores totais e D-xilose.

1.2 Material e Métodos

O bagaco de cana-de-acucar foi coletado nas dependéncias da Agropecuaria Jayoro
Ltda., municipio de Presidente Figueiredo-AM (02°02°04” S — 60°01°33” W). O mesmo foi
lavado para remoc¢do de residuos de sacarose, desidratado a 70 °C até obtencdo de peso

constante e triturado (tamanho de particula < 2,0 mm).

A hidrdlise foi executada misturando-se o bagaco a acido sulfurico diluido, submetendo
esta mistura a tratamento térmico (121 °C). A avaliacdo dos efeitos de cada fator para o
processo de hidrolise foi executada utilizando delineamento central composto rotacional
(DCCR) com trés variaveis em trés niveis, conforme tabela 1. Para fins de anélise estatistica,
o fator razéo solido : liquido (g : mL) foi identificado como proporcéo liquido : sélido, isto &,
0 volume de liquido (mL) empregado para cada unidade de massa (1 g) de bagaco de cana de

acucar.

Tabela 1: Variaveis e niveis dos ensaios utilizando delineamento central composto rotacional (Statistica

6.0®).
Variaveis Niveis
—a -1 0 +1 +a
Concentragoao de H,SO, 1,32 2 3 4 4,67
(%)
Tempo de tratamento 20 20 40 60 60
térmico (min)

Proporcdo liquido : sélido| 3,82:1 43:1 5:1 57:1 6,17:1

O delineamento experimental foi executado em um total de 17 ensaios, conforme
detalhamento da tabela 2, sendo varidveis de resposta as concentra¢@es de aglcares redutores
totais ([ART], g/L) e D-xilose ([D-Xilose], g/L). Apbs o tratamento térmico, o conteido de
cada ensaio foi prensado (até 15 toneladas), descartando-se a fase solida e recuperando-se a

fase liquida, a qual foi neutralizada (pH 5,0) pela adicdo de Ca(OH),.
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A concentracdo de aclcar redutor total foi determinada pelo método DNS, se

misturando 200 pL da amostra (diluida 100x) a 300 uL de solucdo de acido di-nitro-salicilico

(DNS). Apos fervura por 5 minutos, foram adicionados 1500 pL de &gua destilada e se

procedeu a leitura em espectrofotdometro a 550 nm. A concentragdo foi calculada usando a
formula [ART] = (ABS + 0,0329)/0,0131, conforme determinado pela curva padrdo

apresentada na figura 3.

Tabela 2: Detalhamento dos ensaios de hidrélise acida.

. Tempo de
ensaos | (S0 || Proporcie | watamento | Srauge
térmico (min)
1 2 4,3 20 1,25
2 2 4,3 60 1,73
3 2 57 20 1,25
4 2 5,7 60 1,73
5 4 4,3 20 1,25
6 4 4,3 60 1,73
7 4 57 20 1,25
8 4 5,7 60 1,73
9 1,31 5,0 40 1,55
10 4,69 5,0 40 1,55
11 3 3,8 40 1,55
12 3 6,2 40 1,55
13 3 5,0 6,4 0,76
14 3 5,0 73,6 1,82
15 (c) 3 5,0 40 1,55
16 (c) 3 5,0 40 1,55
17 (¢) 3 5,0 40 1,55
Legenda: (c) — Ponto central

1,400

1,200

1,000

;‘é 0,800

E 0,600

e

0,400

0,200

0,000

20 40

60 80

Actcar Redutor Total (g/L)

100

Figura 3: Curva padrdo para céalculo de concentragdo de agUcar redutor total pelo método DNS (y = 0,0131*x —
0,0329; R? = 0,9968).
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As concentragfes de D-xilose foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando coluna Luna amino 100A (Phenomenex: 150 x 4,6 mm;
diametro de particula 5,0 um; fase mdvel agua : acetonitrila em razdo 1:3; detector de indice
de refracdo modelo RID-10A, Shimadzu). A partir dos cromatogramas obtidos (anexo 1),
foram calculadas as concentragdes aplicando-se a formula: [X] = (Sa . [P]) / Sp, onde [X] € a
concentracdo de xilose na amostra, Sa é a area do pico da amostra, [P] é a concentracdo do
padrdo e Sp é a concentracdo de xilose na solucdo padrdo, conforme descrito por Betancur
(2010).

O grau de severidade (Sf) foi calculado segundo a formula Sf = Log{ t * [(T -
100)/14,75]} — pHs, onde “t”, corresponde ao tempo de exposi¢do (minutos), “T” a
temperatura utilizada no tratamento (°C) e “pHy” o pH final (SCHELL et al., 2003).

1.3 Resultados e Discussao

As maiores concentracdes de D-xilose (53,59 g/L) e Acucar Redutor Total (75,85 g/L)
foram obtidas nos ensaios 1 e 11, respectivamente. Observe-se que em ambos 0s ensaios, sdo
empregadas as menores propor¢cdes de liquido, correspondendo aos niveis —1 e —a. AS

concentracOes de ART e D-xilose obtidas em cada ensaio sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Concentracfes de ART e D-xilose obtidas em cada ensaio de hidrélise acida.

. [ART] [D-xilose]
Ensaios (/L) (/L)
1 62,87 53,59
2 65,37 48,47
3 51,44 41,76
4 52,23 43,17
5 55,54 47,81
6 54,23 45,32
7 47,34 40,40
8 59,03 38,76
9 51,88 38,93
10 69,94 43,93
11 75,85 47,68
12 52,83 40,70
13 51,13 43,19
14 66,10 46,34
15 70,69 36,76
16 71,80 36,81
17 71,68 39,15
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A andlise de variancia (ANOVA) permitiu concluir que, quer para a variavel de resposta
“[ART] (g/L)”, quer para “[D-Xilose] (g/L)”, o fator “Propor¢ao liquido : s6lido” apresentou
efeito linear significativo (p < o), havendo também efeito significativo quadratico do fator
“tempo”’. Houve ainda efeito significativo da varidvel quadratica “Proporgao liquido : sélido”

sobre a concentracdo de D-xilose, conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 4: Anéalise de variancia (ANOVA) dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) de cada variavel.

Valor de “p” para cada variavel de
Variaveis resposta (a = 0,05)
[ART] (g/L) [D-Xilose] (g/L)
(1) [Acido] (L) 0,587289 0,610087
[Acido] (Q) 0,055676 0,134833
(2) Proporcdo Liquido : Sélido (L) 0,035567 0,008353
Propor¢éo Liguido : S6lido (Q) 0,131861 0,029881
(3) Tempo (L) 0,174043 0,835395
Tempo (Q) 0,031369 0,021983
R® 0,75018 0,79331

Para ambas variaveis de resposta, o fator “propor¢édo liquido : s6lido” apresentou efeito
negativo, indicando que o emprego de maior volume de liquido por grama de bagago implica
em menores concentragdes tanto de ART quando de D-xilose, conforme apresentado na figura
4.

A Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Xylose Concentration B Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: [ART]
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=10,1752 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=48,26945

7 e 2)Liquid - Solid Ratio(L)
. Acid Concentration(Q) |
0 heon Liquid : Solid Ratio(Q) [
7 s (@Time(L)
7 seen Lby2l
o 2oyl | :
. | Jeorom

p=,05 p=,05
Effect Estimate (Absolute Value) Effect Estimate (Absolute Value)

-2,6837)

. o

22916
77}

-3,634 Time(Q)

(2)Liquid : Solid Ratio(L)

Time(Q)

Liquid : Solid Ratio(Q)

Acid Concentration(Q)
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(1)Acid Concentration(L)

1Lby2L

5687689
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Figura 4: Graficos de Pareto de efeitos padronizados para as variaveis de resposta “Concentragéo de D-xilose”
(A) e “Concentracdo de Agucar Redutor Total” (B). Notar efeito negativo do fator “Proporg¢do Sélido — Liquido”
sobre ambas as variaveis de resposta.
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Figura 5: Graficos de superficie de resposta para a funcéo desirability do tratamento de hidrdlise acida para
obtencdo de ART (g/L) e D-xilose (g/L) segundo a relacdo entre (A) tempo vs proporcdo liquido : sélido, (B)
proporc¢éo liquido : s6lido vs concentracéo de acido sulfurico e (C) tempo vs concentragdo de 4cido sulfurico.
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Os gréficos de superficie de resposta para a funcdo desirability (figura 5) indicam que as
maiores concentracGes, quer de ART, quer de D-xilose, foram obtidas quando utilizadas os
menores niveis do fator “proporcao liquido : s6lido”, e os parametros referentes aos pontos

centrais dos fatores “tempo” e “concentragdo de acido”.

As concentragdes de D-xilose ora obtidas sdo similares e, em alguns ensaios, superiores
aos valores obtidos por Hernandez-Salas et al. (2009), quando hidrolisando bagaco de cana-

de-acucar com acido cloridrico (1,2% v/v).

Comparadas aos valores obtidos por Betancur (2010), as concentragcdes de D-xilose
obtidas neste ensaio sdo consideravelmente menores, fato que pode estar relacionado aos
graus de severidade empregados. Segundo Vargas Betancur e Pereira Junior (2010), graus de
severidade em torno de 1,8 associados a maiores volumes de acido podem conduzir a reducao

nas concentracgdes finais de D-xilose e, por conseguinte, na eficiéncia da hidrélise.

Segundo Vargas Betancur e Pereira Junior (2010), elevadas concentracfes de &cido
podem levar a obtencdo de hidrolisado hemicelulésico rico em inibidores do crescimento
microbiano, constituindo meio hostil aos micro-organismos fermentadores. E provavel,
portanto, que tenha havido perda na proporcdo de D-xilose obtida em funcdo das
concentracBes de &cido utilizadas neste delineamento. Estes autores indicam que o protocolo
ideal para hidrélise &cida com acido sulfarico a concentracdo de 1,09%, 27 minutos de

tratamento térmico e 2,8 mL de liquido para cada 1 grama de bagaco.

Betancur (2010) obteve razdo sélido : liquido como a variavel mais significativa para
obtencdo de maior concentracdao de D-xilose oriunda da hidrolise &cida de bagaco de cana-de-
acucar. O mesmo autor encontrou que elevadas concentrac@es de &cido sulfurico conduzem a
obtencdo de maiores concentragbes de furfural e hidroxi-metilfurfural, inibidores do

crescimento microbiano formados pela oxidacao de pentoses e hexoses, respectivamente.

Segundo Jaramillo et al. (2013), o rendimento de D-xilose em processos de hidrdlise
acida tem relacdo diretamente proporcional a razdo sélido : liquido, isto é, menores
proporcdes de volumes empregadas conduzem a obtencdo de maiores concentragOes de D-
xilose. O resultado obtido reforca tal hipétese, tendo havido, a despeito disso, eficiéncia do

pré-tratamento ora empregado em acessar a fracdo hemicelulose da biomassa.
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Aplicando-se a ferramenta de perfis de predi¢do de otimizacdo e valores desejaveis, 0s
valores estimados pelo software Statistica 6.0 ®, para ambas as variaveis de resposta, foram:
5,0 mL de &cido sulfurico (3%) por grama de bagaco, com tratamento térmico de 40 minutos.
Este resultado estd em consonancia com o estabelecido por Fogel et al. (2005), os quais
afirmam que concentracdes de acido superiores a 3% sdo desnecessarias e ndo aumentam a

eficiéncia da hidrolise.

Tendo em vista a provavel formacdo de grandes quantidades de inibidores do
crescimento microbiano, o hidrolisado hemicelul6sico obtido neste trabalho constitui-se um
meio de alta seletividade, ideal para selecionar leveduras com elevada tolerancia a estes
inibidores e potenciais produtoras de xilitol. As concentracGes dos referidos inibidores seréo

quantificadas em etapas posteriores desta tese.

1.4 Conclusoes

A proporgdo liquido : sélido foi o fator com maior efeito significativo na obtencéo de
acucares redutores totais e D-xilose, havendo diminuicdo na concentracdo de D-xilose quando
se emprega maiores volumes de &cido. A predicdo de otimizacdo indicou que os valores
6timos, para ambas as variaveis de resposta, correspondem aos do ponto central, condi¢Bes
que serdo utilizadas para as etapas subsequentes deste trabalho.

Estima-se que o hidrolisado hemiceluldsico obtido neste trabalho presta-se a selecdo de
espécies com alta tolerancia aos inibidores do crescimento microbiano e potenciais produtoras
de xilitol.

A comparacgdo dos dados ora obtidos com as referéncias bibliogréaficas, sugerem que a
utilizacdo de acido sulfdrico em concentracdes menores, bem como o emprego de menores
volumes deste, poderia levar a obtencdo de maiores concentracfes de D-xilose, aumentando a

eficiéncia do processo de hidrolise e diminuindo o dispéndio deste reagente.
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CAPITULO 2: Isolamento e Identificacio de Leveduras Habeis em
Metabolizar Hidrolisado Hemicelulésico e Fermentar D-xilose
Associadas a Besouros Xilofagos

2.1 Introducao

Leveduras sdo micro-organismos integrantes do reino Fungi, distribuidos entre os filos
Ascomycota, Basidiomycota e no filo-forma Deuteromycota (ALEXOPOULOQOS et al., 1996).
Caracterizam-se por serem predominantemente unicelulares, realizando reprodugéo assexuada
por brotamento ou fissdo binaria. Pode ocorrer dimorfismo em algumas espécies, isto &,
alguns fungos filamentosos podem crescer com forma semelhante a leveduras, principalmente
quando submetidos a escassez de O, e abundancia de CO,, os quais sdo referidos como

leveduréides (em inglés, yeast-like).

Apresentam habito cosmopolita, sendo capazes de colonizar os mais diversos habitats,
crescendo em condicdo comensal, mutualista, parasita ou inquilina de outros organismos
como plantas e animais. Varias especies apresentam aplica¢des industriais, sendo a maioria

destas pertencentes ao subfilo Saccharomycotina (STAJICH et al., 2009).

Entre as aplicacBes biotecnologicas de leveduras, a fermentacdo alcoolica é a mais
disseminada, sendo empregada pela humanidade desde os tempos mais remotos, na
panificagdo e producéo de cerveja (DEMAIN e SOLOMON, 1981). Estes processos baseiam-
se na utilizacdo de hexoses pela via glicolitica para a producdo de etanol e dioxido de
carbono. Embora haja um numero relativamente alto de espécies habeis em efetuar a
fermentacdo de hexoses, um nUmero restrito de espécies conhecidas é capaz de fermentar
pentoses, abundantes principalmente na fracdo hemicelulose da biomassa lignocelulésica
(HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Diante deste fato, a busca por novas espécies/linhagens

microbianas selvagens dotadas desta habilidade é um importante passo.

Besouros séo animais da ordem Coleoptera (Insecta, Artropoda, Metazoa), sendo esta a
ordem mais diversa dentro da classe Insecta, composta por pelo menos 400.000 espécies
atualmente descritas (LELEJ e STOROZHENKO, 2010). A associacdo simbionte entre

besouros e micro-organismos foi decisiva na evolucdo destes, sendo-lhes indispensavel para
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manutencdo da vida. Estes invertebrados contam com 0s micro-organismos para varias
funcBes metabolicas, incluindo sintese de aminoacidos, vitaminas, lipidios, esterdides,
ferormonios, degradacdo de polimeros nutricionais e detoxificacdo de compostos inibidores
(SUH et al., 2003).

Dentro da ordem Coleoptera, a familia Passalidae caracteriza-se por apresentar habitos
de herbivoria e xilofagia ao longo de todas as fases do ciclo de vida. Segundo Suh et al.
(2003), esta familia habita troncos que servem de substrato para diversas espécies de fungos,
0s quais fazem associa¢des simbiontes com estes besouros. Os passalideos formam col6nias
sub-sociais nas quais os adultos processam a madeira para alimentacdo das larvas, que
adquirem a microbiota presente nos fragmentos de madeira providos pelos adultos
(MARINONI et al., 2001).

Breznak (1982) afirmou que o estudo da microbiota associada a insetos xilofagos
forneceria novas ferramentas na bioconversdo anaerébia de biomassa lignocelulésica a
combustiveis e outros produtos quimicos com valor agregado. Mais recentemente, Blackwell
et al. (2004) mencionaram que a associacdo entre besouros xil6fagos e leveduras
fermentadoras de D-xilose implica em beneficio aos besouros no que diz respeito ao sucesso
na assimilacdo dos nutrientes presentes na biomassa lignoceluldsica. Segundo Suh et al.
(2005a), o intestino de besouros xil6fagos € uma fonte hiperdiversa em espécies de leveduras

ainda ndo descritas.

Poucos trabalhos tratam da diversidade de leveduras habeis em fermentar D-xilose,
metabolizar lignocelulose e seus derivados associadas ao intestino de besouros xiléfagos, dos
quais nenhum trata de espécies coletadas em habitats amaz6nicos. Diante deste contexto, o
objetivo deste capitulo foi isolar e identificar leveduras associadas a besouros Xxil6fagos
coletados na Amazénia Central, avaliando sua capacidade em produzir etanol e/ou xilitol a

partir de D-xilose.

2.2 Material e Métodos

Os besouros foram coletados a partir de troncos em decomposicdo em area de floresta

de terra firme, no campus da Universidade Federal do Amazonas (3°06°05.20” S,
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59°58°23.14”W), sob autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (documento n°: 34652-1).

Os mesmos foram identificados pela Profa. Dra. Nair Otaviano Aguiar como membros
da espécie Veturius transversus (Passalidae, Coleoptera, Insecta, Artropoda, Metazoa), e trés
exemplares foram depositados na Cole¢do Entomolégica Paulo Burnheimn (Departamento de

Biologia / Instituto de Ciéncias Bioldgicas / Universidade Federal do Amazonas).

Os élitros foram separados e 0 abdome foi seccionado, expondo o trato digestorio, o

qual foi dissecado e fragmentado para inoculagdo em meio seletivo (figura 6).

Figura 6: Exemplar de Veturius transversus em seu estado intacto (A) e posterior a disseca¢do do tubo
digestorio (—») (B).

O meio seletivo (MS) foi composto de hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-agUcar,
obtido conforme descrito no capitulo 1, diluido & concentracdo de agucar redutor total de 10
g/L, suplementado com Yeast Nitrogen Base without aminoacids (YNB), a concentragdo de
6,7 g/L.

Tubos de ensaio contendo 10 mL de MS e fragmentos do intestino de V. transversus
foram incubados a 30 °C e 120 rpm por 48 horas. A seguir, aliquotas de 100 uL foram
semeadas em placas de Petri contendo MS acrescido de Agar (20 g/L), incubadas a 30 °C até
o crescimento das coldnias. As leveduras foram isoladas em placas contendo Agar Sabouraud

(peptona 10 g/L; glicose 40 g/L; Agar 20 g/L) e preservadas em agua destilada esterilizada.

Para identificacdo taxonOdmica, os isolados foram caracterizados por meio de provas
bioquimicas utilizando o kit ID32C (Biomerieux®). Cada levedura foi semeada em Agar

Sabouraud por até 48 horas a 28 °C. A seguir, fragmentos de colénias foram suspensos em
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agua destilada esterilizada a turbidez correspondente a nivel 2 na escala MacFarland
(Absorbancia = 0,100 £ 0,005, A = 600 nm, conforme curva padrdo na figura 7). Foram
transferidos 250 pL desta suspensdo para o meio APl C, fornecido pelo fabricante. Em
seguida, 135 pL desta ultima foram semeados em cada po¢o da galeria contendo a fonte de
carbono ou nitrogénio. As culturas foram incubadas a 28 °C por até 48 horas. O perfil
bioquimico de cada isolado foi plotado no aplicativo on-line  ApiWeb

(http://apiweb.biomerieux.com/), a partir do qual se verificou a identidade dos isolados com

cepas de referéncia conforme o banco de dados da Biomerieux ®.
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Figura 7: Curva padrdo de absorbancia entre os niveis 1 e 4 da escala MacFarland.

Os isolados foram caracterizados também pela sequéncia de nucleotideos da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) e de genes de rRNA. Uma algada de cada coldnia foi cultivada
em meio YPD (extrato de leveduras 10 g/L, peptona 20 g/L e glicose 20 g/L) por 48 horas a
30 °C e 120 rpm. Para extracdo do DNA genémico, 2 mL de cada cultivo foi centrifugado
(12000 rpm, 5 minutos), descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 200 pL de tampéo H
(Triton X-100, 20 mL/L; SDS 10 mL/L; NaCl, 100 mM; Tris-HCI pH 8.0, 10 mM; EDTA, 1
mM). As amostras foram incubadas em gelo por 2 minutos e a 95 °C por 1 minuto, se

repetindo estes passos duas vezes.

A sequir, as amostras foram homogeneizadas em agitador tipo vortex por 30 segundos,
se adicionando 200 pL de cloroférmio e novamente agitando-as em vértex por dois minutos.
Procedeu-se nova centrifugacdo (12000 rpm, 3 minutos), se descartando o sobrenadante e
adicionando 400 pL de etanol absoluto gelado, se misturando por inversédo e incubando a —20

°C por 5 minutos. Efetuou-se nova centrifugacdo (12000 rpm, 5 minutos), descartando-se 0
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sobrenadante e adicionando-se 500 pL de etanol 70%. As amostras foram novamente
centrifugadas, descartando-se o sobrenadante e deixando o pellet secar a temperatura
ambiente em camara de fluxo laminar. O DNA foi suspenso em TE (Tris, 10 mM; EDTA, 1
mM), mantido a 4 °C por até 24 horas e posteriormente preservado a —20 °C (HARJU et al.,
2004).

O DNA gendmico foi amplificado utilizando os primer’s ITS1 (5’-TCC GTA GGT
GAA CCT GCG-3’) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). As reagdes de
amplificacdo foram executadas em volumes finais de 25uL compostas de MgCl, 50 mM (1,25
uL), tampédo 10x (2,5 uL), DNTP’s (2,5 uL), primer’s (1,0 uL de cada), Taq Polimerase (0,3
uL), DNA (~25 ng) e agua ultrapura filtrada (g.s.p.). O termociclo utilizado foi composto de
uma etapa de desnaturacdo inicial de 2 minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos com
desnaturacgdo a 94 °C (40 s), anelamento dos primer’s a 58 °C (1 min) e elongagéo a 72 °C (2
min). A seguir, a etapa de elongacéo final a 72 °C por 2 minutos e interrupcdo da reacéo

mantendo o sistema a 4 °C e posterior preservacdo por congelamento.

Os produtos de PCR foram utilizados para reacdo de sequenciamento por terminacédo de
cadeia, seguindo o protocolo do kit BigDye® (Applied Biosystems). As amostras foram
sequenciadas em sequenciador Applied Biosystems 3130. As sequéncias obtidas foram
submetidas a teste de qualidade utilizando a ferramenta PHPH (TOGAWA e BRIGIDO,
2003; disponivel em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e, quando com qualidade
adequada, submetidas a alinhamento com as sequéncias do GenBank utilizando o aplicativo
BLAST (sigla em inglés para Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico, disponivel

em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para analisar as relacGes filogenéticas entre os isolados, as sequéncias obtidas foram
alinhadas usando a ferramenta Clustal W, e analisadas usando algoritimo de reconstrucéo
filogenética de agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining), segundo o método Bootstrap
(2000 réplicas) provido pelo software MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). As sequéncias
nucleotidicas da regido ITS de Meyerozyma guilliermondii (GenBank JN974905),
Trichosporon mycotoxinivorans (GenBank JX891097) e Scheffersomyces stipitis (GenBank
GU 256745) foram incluidas na arvore para constituirem grupos de referéncia, sendo esta

Gltima usada como grupo externo para composicao da arvore filogenética.
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Os testes de fermentacdo e consumo de D-xilose foram executados cultivando as
leveduras em meio liquido composto de D-xilose (50 g/L) e YNB (6,7 g/L), a 30 °C e 120
rpm por 7 dias. Decorrido este prazo, uma aliquota de cada ensaio foi centrifugada (12000
rpm, 15 minutos) e filtrada em membrana de nitrocelulose (0,22 um), sendo analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em coluna Rezex RPM Monossacarideos

(300 x 7,8 mm; Pb?* 8%, Phenomenex) para quantificacdo de xilose, etanol e xilitol.

2.3 Resultados e Discussao

Um total de 20 coldnias de leveduras foram isoladas de V. transversus, as quais foram
inicialmente identificadas por cddigo numérico sequencial. Baseado em perfis bioquimicos, as
mesmas foram identificadas como exemplares de 11 espécies distintas, distribuidas em 4
géneros. Os perfis bioquimicos completos, com identificacdo em nivel de espécie e identidade
entre os isolados e cepas de referéncia se encontram expostos na tabela 5.

Todos os isolados apresentaram capacidade de assimilar D-xilose e pelo menos 50%
demonstrou habilidade em assimilar arabinose, ambas pentoses abundantes na fragéo
hemicelulose da biomassa. Este resultado indica intrinseca associa¢do entre V. transversus e
diferentes espécies de leveduras habeis em metabolizar hemicelulose, fato decisivo no sucesso
evolutivo destes enquanto xiléfagos.

Os perfis bioquimicos correspondentes ao género Candida foram os mais frequentes
entre os isolados, representando 55% destes. Este fato se deve ao grande nimero de espécies
cuja fase assexuada (anamorfo) é identificada dentro do género Candida, que constitui um
grupo polifilético (SCHAUER e HANSCHKE, 1999; SUH et al., 2005b).

As espécies C. tropicalis e C. parapsilosis sdo patogénicas oportunistas de humanos,
acometendo principalmente pacientes imunodeprimidos. Ambas apresentam notavel
habilidade em assimilar e fermentar sacarose, sendo C. tropicalis habil em fermentar maltose;
sdo potenciais secretoras de enzimas hidroliticas como proteases e fosfolipases (SILVA et al.,

2012), fato que pode conferir vantagem ao besouro quando associado a estas.

32



Tabela 5: Perfis bioquimicos dos isolados de V. transversus,

identificados segundo ApiWeb (Biomerieux®).

(3]

(@] [<5) =]
SldlF|lO|lO0O|lE | |d|lL|dlxx|lo|lQ|lg|d|o|>|f|w|>|dE|NIE|lE|Z2|0|l0|D2|w|Z]|0 'S S~
S|I<|lo|lg |||l | < |<|w|¢|Qlo|l>|=|l2|T|l2|lp|lU|lx|d|Zz|>|C|lg|>|2d|ma|d|D 8 BN

QO | < | | Z|d| |0 |Z|Z|F|N|S|a|X|EB|O|g|ajW|S|O|Z|O0|Q|=2|d|l=l0|n|0|UW 4 i
—_— ©
0| 4+ | + | + | + + 4+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ | |+ ] =]+ ]|+ | cryptococcushumicola | 98:4%
02 + — + + + + + + + + + + — — — — — — + + + + — — — Cryptococcus curvatus -
03 + — + + — — — — + + + + + + — + — + — — — + — — + — — + — — — Debaryomyces etchellsii 79,1%
04 + — + + + + + + + + + + + + + + + + + — — + — + — — + — — — | Candida membranifaciens -
05| 4+ | — | + | + | - - | + -+ |+ |+ | - + | + - + | + | - -+ |+ |+ - + + | - Candida intermedia -
06 + + + + - — - - + + + + + + - + - + - — - + — + + + + + + + - Candida parapsilosis -
07 + | — | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ + ]|+ |+ |+ ]|+ ]| +]|+]|+ |+ |+ ]|+ ]|+]|+]|+|+]|+]+]+ Cryptococcus humicola 99,2%
08 + — + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + — + — Cryptococcus humicola 99,7%
Ol + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ + |+ - -+ | - - -+ |+ |+ |+ ]| - - + | - + | - Candida tropicalis 53,6%
10 + — + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + — + + + — Cryptococcus humicola 99,5%
LW+ |+ |+ | + |+ |+ | = — |+ |+ |+ | - + |+ | - |+ -+ |+ ] = — |+ | - -+ | - -+ | - — |+ Candida famata -
12 | _ + - - - - — - - - - - - + - + - - - - - - - - - - - + - - - Geotrichum capitatum 97,7%
13 | _ + _ _ _ _ - - _ _ - _ — + - + - - - - - - - - - - - + - - + Geotrichum capitatum 97,7%
14| + + + + + _ _ — + + + + + + — + _ + _ _ - + _ - + - - + - - + Candida sake 99,5%
15 | + + + + + - - + + + + - + + - + - + - - - + - - - - - + + + - Candida sake 99,0%
16 | + + + + + + - - + + + + + | + - + - + - - - + + - + - - + - - + Candida parapsilosis 83,1%
7+ |+ |+ |+ |+ | -+ | -]+ |+ ]|+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ -+ =0|=1=1+]=-1=01+]=1+]+]-=-1=+1- Candida tropicalis -
18 + + + + - - - - + + + + + + - + - + - - - + - + + + + + + + - Candida sake 95,4%
|+ |+ |+ |+ |+ ]| - - T T A A N I I R - -+ | - -+ |+ ] - + | - + | + Candida tropicalis 94,4%
20 + | - |+ |+ | = |+ |+ -+ |+ |+ | - + |+ |+ | - -+ | - —l+ |+ |+ =+ = - + |+ | + | + Candida intermedia 95,7%

Legenda: GAL — galactose, ACT — Ciclo-heximida, SAC - Sacarose, NAG — N-Acetil glicosamina, LAT — Acido latico, ARA - Arabinose, CEL - Celobiose, RAF — Rafinose, MAL - Maltose, TRE - Trealose, 2KG
— 2-Ceto-gluconato, MDG - o-Metil-glicopiranosideo, SOR - Sorbitol, XYL - Xilose, RIB - Ribose, GLY - Glicerol, RHA - Ramnose, PLE - Palatinose, ERY - Eritritol, MEL - Melibiose, GRT — Glucuronato de
sodio, MLZ - Melezitose, GNT — Gluconato de potéssio, LVT — Acido Levulinico, MAN - Manitol, LAC - Lactose, INO - Inositol, GLU - Glicose, SBE - Sorbose, GLN - Glicosamina, ESC — Esculina citrato de

ferro.
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Candida intermedia é citada na literatura como fermentador de D-xilose, produzindo
etanol a partir deste substrato com rendimento de até 90,6 % em condig¢des 6timas (JYOTHI
et al, 2005). Alem disso, esta especie apresenta habilidade em assimilar D-xilose em
condicBes 4cidas, efetuando co-transporte de D-xilose e H'; sendo o gene deste co-
transportador (D-xilose — HY) atualmente utilizado na construgdo de organismos
recombinantes por engenharia genética (LEANDRO et al., 2006). Pavana Jyothi et al. (2006)
identificaram a habilidade em produzir xilitol por linhagens de C. parapsilosis, C. tropicalis e

C. intermedia, sendo esta ultima habil em produzir tanto xilitol quanto etanol.

Candida sake ¢ uma espécie de levedura amplamente reportada como eficiente agente
do controle bioldgico de fungos fitopatdgenos (CALVO-GARRIDO et al., 2013), além de ser
referida como importante patdgeno oportunista em pacientes imunodeprimidos (HOEGL et
al., 1998).

Candida membranifaciens € uma espécie a qual ja foi isolada de diversos habitats,
incluindo agua do mar, ambientes lacustres e em associacdo a plantas. Suh et al. (2005b)
isolaram e identificaram pelo menos 9 novas espécies intimamente relacionadas a C.
membranifaciens, das quais pelo menos uma em associacdo a Veturius platyrhinus, besouro

pertencente a0 mesmo género dos coletados neste trabalho.

Candida famata (sinonimia Debaryomyces hansenii e Torulopsis candida) é descrita
como tipica levedura flavinogénica, sendo habil em produzir riboflavina, flavina
mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD) (DMYTRUK e SIBIMY,
2012).

Leveduras do género Cryptococcus sdo descritas comumente como causadoras de
doencas em pacientes imunodeprimidos (HUFFNAGLE e NOVERR, 2013), embora sejam
reportadas com potencial biotecnolégico na producdo de biodiesel tendo em vista a
capacidade de acumular éleos em sua biomassa, sendo referidas como leveduras oleaginosas
(AGEITOS et al., 2011).

O género Debaryomyces é amplamente conhecido por seu potencial biotecnoldgico na
acumulagdo de lipideos em sua biomassa, podendo ser utilizado na producdo de biodiesel.
Além disso, algumas espécies dentro deste género sao habeis em produzir xilitol a partir de
xilose (JOHNSON, 2013). Segundo Barnett et al. (1990), este género pode apresentar
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sinonimias com Pichia, Torulopsis, Saccharomyces e ainda anamorfos denominados no

género Candida.

O género Geotrichum é constituido por fungos dimdrficos, e corresponde aos anamorfos
dos géneros Dipodascus e Galactomyces. Gams et al. (2004) descrevem a ocorréncia de G.
armillariae como decompositor de corpos frutiferos de outras espécies de fungos. Benjamin et
al. (2004) descrevem o teleomorfo Dipodascus como frequentemente associado a galerias de
insetos em madeira em decomposicdo. A primeira descri¢cdo de ocorréncia de Geotrichum sp.

associada a intestino de besouros foi feita por Batra (1967).

Recentemente, Pimenta et al. (2005) descreveram a ocorréncia de Geotrichum silvicola
associada a Drosophilla. Aparentemente ndo existe uma especificidade entre este género e um
hospedeiro em particular, ja que as mesmas espéecies podem ocorrer em associacao a insetos
filogeneticamente distantes (SUH e BLACKWELL, 2006). A ocorréncia de Geotrichum sp.
associada a V. transversus pode ser, portanto, mais associada ao habitat do que a uma

interacdo simbidtica entre estes.

Tendo em vista que a utilizacdo de fontes de carbono e nitrogénio por leveduras pode
ser variavel, ocorrendo varia¢des de assimilacdo de uma determinada fonte de carbono mesmo
entre linhagens distintas de uma mesma espécie, a identificacdo ora apresentada ndo é, por si
s0, conclusiva. Pode haver, portanto, equivocos de classificacdo, o que torna recomendavel a

confirmacdo da identidade destas por ferramentas de biologia molecular (BARNETT, 2004).

O alinhamento das sequéncias com a base de dados do GenBank indicou um total de
trés géneros, sendo Geotrichum o mais representativo, com 11 espécimes. As sequéncias
foram depositadas na base de dados do GenBank (NCBI), e os resultados do alinhamento das
sequéncias usando o BLAST, bem como o numero de acesso destas no banco de dados, séo

apresentados na tabela 6.

O género Galactomyces corresponde a uma sinonimia de Geotrichum (HOOG e
SMITH, 2011) sendo provavelmente os isolados ora identificados integrantes de um grupo
comum. As sequéncias obtidas a partir dos isolados identificados nestes géneros apresentam
similaridade com um isolado do solo na regido de Manchester (Reino Unido) habil em
degradar polivinil-alcool (MOLLASALEHI, 2013; GenBank JX847775.1); com isolados da
agua de um lago alcalino em Yunnan (China) (LI et al., dados ndo publicados, GenBank

JQ291803.1), e com linhagens isoladas por Rojas-Jimenez et al. (dados ndo publicados
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GenBank HM771009.1 e GUB827487.1) a partir de formas larvais e adultas de besouros

xiléfagos.

Estes mesmos isolados apresentam identidade relativamente alta com outros isolados
obtidos de biofilmes em matéria organica (Matos et al., 2013, dados ndo publicados,
KF512547.1), microbiota do solo de Michigan-USA (Lennon, 2012, dados ndo publicados,
JQ437608.1), microbiota endofitica de plantas tropicais (Goldstein, 2010, dados nao
publicados, HM999937.1) e associadas a troncos de Fraxinus excelsior em decomposi¢do no
norte da Lituania (Lygis et al., 2005). Conjuntamente, estes dados explicitam haver pouca
resolucdo quanto a condigdo taxonémica do grupo, mas reforcam a condi¢do cosmopolita
deste género.

Tabela 6: Identificagdo taxondmica dos isolados baseada em méxima identidade a partir do alinhamento de
sequéncias de nucleotideos.

Maxima Numero de
Isolado Espécie identidade Cot()g/:;ura e-Value acesso
(%) GenBank

01 Geotrichum sp. 93 92 le-119 KP276644
02 Geotrichum sp. 95 93 3e-131 KP276636
03 Candida tropicalis 99 98 0.0 KP276645
04 Geotrichum sp. 94 100 le-121 KP276637
05 Galactomyces candidum 96 97 1le-131 KP276638
06 Geotrichum sp. 96 99 le-126 KP276639
07 Williopsis saturnus 99 100 0.0 KP257575
08 Candida tropicalis 98 99 0.0 KP276646
09 Candida tropicalis 99 99 0.0 KP276647
10 Candida tropicalis 98 99 0.0 KP276648
11 Candida tropicalis 98 99 0.0 KP276649
12 Galactomyces candidum 96 98 1e-136 KP276640
13 Galactomyces geotrichum 96 98 1e-136 KP276641
14 Geotrichum sp. 95 100 le-125 KP276642
15 Geotrichum sp. 94 100 3e-102 KP288488
16 Williopsis saturnus 99 100 0.0 KP257574
17 Geotrichum sp. 93 99 7e-129 KP288487
18 Williopsis saturnus 99 100 0.0 KP257573
19 Geotrichum sp. 94 99 5e-134 KP276643
20 Candida tropicalis 97 99 0.0 KP276650

Os isolados 07, 16 e 18 integram o género Williopsis, todos com identidade de 99% com
W. saturnus e e-value 0.0, indicando probabilidade nula de haver alinhamento em maior nivel
de identidade. A base dados taxondmicos do NCBI indica a sinonimia Cyberlindnera para o
referido taxon. Kurtzman (2011) sugere, baseado em estudos filogenéticos, que a espécie W.

saturnus seja reposicionada em um novo género, denominado Lindnera. Admitidas tais
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hipbteses, os referidos isolados podem ser identificados como Williopsis saturnus ou pelas
sinonimias Cyberlindnera saturnus e Lindnera saturnus. Esta espécie é reportada na literatura
recente como produtor de xilitol em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar
(KAMAT et al., 2013a) e de espiga de milho (KAMAT et al., 2013b).

Seis isolados foram identificados como Candida tropicalis, apresentando similaridade
entre 97 e 99%, com probabilidade nula de alinhamento mais fidedigno. Para o isolado VT09,
o0 alinhamento da sequéncia obtida corrobora com o resultado do perfil bioquimico. Dados
ndo publicados, obtidos a partir do GenBank, indicam similaridade com isolados da
microbiota oral de populagdes chinesas (Gong e Zengh, 2011; JN606259.1), a isolados
selvagens capazes de degradar anilina (Wang et al., 2010; HM231275.1) e a leveduras
selvagens produtoras de xilanases, isoladas a partir de canaviais do Brasil (Lara et al., 2013;
KF113448.1). Considerando a ja mencionada condicdo polifilética do género Candida, um
estudo filogenético e taxondmico mais profundo seria necessario para elucidar a classificacao

dos isolados ora apresentados.

, — Clado Geotrichum sp.

al Clado Candida tropicalis

Trichosporon my cotoxinivorans
V107

VT16 [~
100
i H

Meyerozyma guilliermondii
P stipitis ATCC62970 (GU256745)

Clado Williopsis saturnus

Figura 8: Arvore Filogenética indicando o agrupamento dos isolados em trés clados distintos.
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A analise filogenética indicou que os isolados constituem trés clados, ora denominados
clado Geotrichum sp., com 11 espécimes, clado Candida tropicalis, com 6 espécimes, e 0
clado Williopsis saturnus, com trés especimes. A arvore obtida (figura 8) sugere que o clado
Candida tropicalis se agrupa mais proximamente com o clado Geotrichum sp. e com T.
mycotoxinivorans; ao passo que M. guilliermondii, S. stipitis e o clado Williopsis saturnus se

destacam das demais sequéncias analisadas como grupos distintos.

Considerando que estudos taxondmicos recentes baseados em filogenética indicam o
reposicionamento de diversos grupos, se faz necessario expandir a andlise dos referidos
isolados, incluindo a verificagdo de sequéncias de outros genes conservados, além de
caracteres morfologicos, a fim de elucidar a classificacdo taxondmica destes isolados em nivel

de espécie.

O teste de fermentacdo de D-xilose indicou que nenhuma das linhagens isoladas foi
capaz de produzir etanol. Quanto a producdo de xilitol, somente os isolados 12 e 13 (ambos
Geotrichum capitatum) ndo apresentaram tal capacidade. Os valores referentes a consumo de
xilose (%) e rendimento de xilitol (%) sdo apresentados na tabela 7 (cromatogramas

correspondentes apresentados no anexo Il).

Tabela 7: Consumo de D-xilose e Rendimento percentual de xilitol por cada isolado.

Isolado Consumo de D-xilose (%0) Rendimento de xilitol (%)
01 92,6 50,2
02 29,9 21,0
03 334 214
04 36,2 25,5
05 30,7 18,6
06 35,6 22,4
07 31,0 16,9
08 33,2 18,0
09 34,0 17,0
10 30,7 10,0
11 100,0 33,9
12 27,5 0,0
13 18,7 0,0
14 100,0 31,5
15 100,0 32,6
16 100,0 30,4
17 41,4 30,4
18 100,0 34,1
19 100,0 37,0
20 100,0 34,7
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A produtividade méaxima tedrica de xilitol, baseada em estequiometria, é 100%, isto é,
1,0 g de xilitol produzido para cada 1,0 g de xilose consumida. A despeito disso, o rendimento
maximo tedrico ndo é alcancado por nenhuma espécie conhecida, tendo em vista que este
poliol € um soluto compativel, produzido em resposta a condi¢des de estresse osmotico, sendo
consumido posteriormente pela via das pentoses-fosfato. Segundo Aranda-Barradas et al.
(2010), as espécies produtoras de xilitol apresentam rendimentos entre 40 e 70%. A maior
produtividade conhecida em processos fermentativos foi observada em Candida sp., com 85%
de rendimento (GRANSTROM et al., 2007).

Neste trabalho, a maior produtividade foi obtida por Geotrichum sp. VT01, com
rendimento de 0,502 g/g (50,2%). Estes valores se encontram em consonancia com a faixa
estabelecida por Aranda-Barradas et al. (2010). Este é o primeiro trabalho a reportar a
producdo de xilitol por linhagens selvagens de Geotrichum isolados da Amazonia. Face a
estes resultados, Geotrichum sp. VTO1 foi selecionado para etapas posteriores do trabalho, a

fim de se caracterizar a producéo de xilitol por esta linhagem em hidrolisado hemicelulésico.

2.4 Conclusoes

As leveduras habeis em metabolizar hidrolisado hemicelulésico isoladas a partir do
intestino de Veturius transversus apresentam 11 perfis bioquimicos distintos, fisiologicamente
similares a 11 espécies de 4 géneros. A analise filogenética indica que 0s mesmos se
encontram distribuidos em trés clados, a saber, Geotrichum sp., Candida tropicalis e
Williopsis saturnus.

Os géneros Geotrichum e Candida foram os mais representativos, provavelmente por
se tratarem de grupos polifiléticos, com situacdo taxonémica pouco resolvida, cuja fase
sexuada ndo fora identificada e havendo, portanto, grande nimero de anamorfos classificados
dentro destes.

A microbiota ora isolada é composta por leveduras descritas na literatura como habeis
em secretar enzimas hidroliticas, vitaminas, realizar controle biol6gico e sintetizar acidos
graxos usando lignocelulose como fonte de carbono. Estas habilidades podem conferir
vantagem aos besouros, o que explicaria a associagdo entre estes e as leveduras em questéo.

Geotrichum sp. VTO1 apresenta maior rendimento de xilitol, tendo sido selecionado

para etapas posteriores do trabalho.

39



2.5 Referéncias Bibliograficas

AGEITOS, J. M.; VALLEJO, J. A.; VEIGA-CRESPO, P.; VILLA, T. G. (2011). Qily yeasts
as oleaginous cell factories. Applied Microbiology Biotechnology. 90:1219-1227. DOI:
10.1007/s00253-011-3200-z

ALEXOPOULQS, C. J.; MIMS, C. W.; BLACKWELL, M. (1996). Introductory Mycology.
4% ed. John Wiley & Sons, New York.

ARANDA-BARRADAS, J. S.; GARIBAY-ORIJEL, C.; BADILLO-CORONA, J. A;
SALGADO-MANJARREZ, E. (2010). A stoichiometric analysis of biological xylitol
production. Biochemical Engineering Journal. 50: 1-9. DOI: 10.1016/j.bej.2009.10.023

BARNETT, J. A;; PAYNE, R. W.; YARROW, D. (1990). Yeasts: characteristics and

identification. 2% ed. Cambridge University Press, Cambridge.

BARNETT, J. A. (2004). A history of research on yeasts 8: taxonomy. Yeast. 21: 1141 —
1193. DOI: 10.1002/yea.1154

BATRA, L. R. (1967). Ambrosia fungi: a taxonomic revision, and nutritional studies of some
species. Mycologia. 59: 976-1017.

BENJAMIN, R. K.; BLACKWELL, M.; CHAPELA, I. H.; HUMBER, R. A.; JONES, K. G,;
KLEPZIG, K. D.; LICHTWARDT, R. W.; MALLOCH, D.; NODA, H.; ROEPER, R. A;;
SPATAFORA, J. W.; WEIR, A. (2004). Insect- and other Arthropod-associated fungi. In:
Mueller, G. M.; Bills, G. F.; Foster, M. S. (eds). Biodiversity of fungi: inventory and
monitoring methods. Elservier Academic Press, San Diego, USA, pp: 395-433.

BLACKWELL, M.; SUH, S. O; WHITE, M. M.; NGUYEN, N H. (2004). The status and
characterization of Enteroramus dimorphus: a xylose-fermenting yeast attached to the gut
of beetles. Mycologia. 96 (4): 756-760.

BREZNAK, J. A. (1982). Intestinal microbiota of termites and other xylophagous insects.
Ann. Rev. Microbiol. 36: 323-343.

CALVO-GARRIDO, C.; ELMER, P. A. G.; VINAS, I.; USALL, J.; BARTRA, E.; TEIXIDO,

N. (2013). Biological control of botrytis bunch rot in organic wine grapes with the yeast

40



antagonist Candida sake CPA-1. Plant Pathology. 62: 510-519. DOI: 10.1111/j.1365-
3059.2012.02684.x

DEMAIN, A. L.; SOLOMON, N. A. (1981). Industrial microbiology: Introducing an issue on
the making of food, drink, pharmaceuticals and industrial chemicals by microrganisms,
with special reference to newer methods of programming the microrganisms for their task.
Scientific Amaerican. 245 (3): 43-52.

DMYTRUK, K. V.; SIBIRNY, A. A. (2012). Candida famata (Candida flareri). Yeast. 29:
453-458. DOI: 10.1002/yea.2929

GAMS, W.: DIEDERICH, P.; POLDMAA, K. (2004). Fungicolous Fungi. In: Mueller, G.
M.; Bills, G. F.; Foster, M. S. (Eds). Biodiversity of fungi: inventory and monitoring
methods. Elservier Academic Press, San Diego. p. 343-393

GRANSTROM T. B.; IZUMORI, K.; LEISOLA, M. (2007). A rare sugar xylitol. Part II:
biotechnological production and future applications of xylitol. Applied Microbiology and
Biotechnology. 74: 273-276

HAHN-HAGERDAL, B.; KARHUMAA, K.; FONSECA, C.; SPENCER-MARTINS, I;
GORWA-GRAUSLUND, M. F. (2007). Towards industrial pentose-fermenting yeast
strains. Applied Microbiology Biotechnology. 74: 937-953. DOI 10.1007/s00253-006-
0827-2

HARJU, S.; FEDOSYUK, H.; PETERSON K. R. (2004). Rapid isolation of yeast genomic
DNA: Bust n' Grab. BMC Biotechnol. 21: 4-8.

HOEGL, L.; SCHONIAN, G.; OLLERT, M.; KORTING, H. C. (1998). Candida sake: A
relevant species in the context of HIV-associated oropharyngeal candidosis? Journal of
Molecular Medicine. V. 76, n. 1: 70-73.

HOOG, G. S.; SMITH, M. T. (2011). Galactomyces RedHead & Malloch (1977). In:
KURTZMAN, C. P.; FELL, J. W.; BOEKHOUT, T. The Yeasts, a taxonomic study. 5".
Edition. Vol. 2: 413 — 420. Elservier, London, UK.

HUFFNAGLE, G. B.; NOVERR, M. C. (2013). The emerging world of the fungal
microbiome. Trends in Microbiology. V. 21, n. 7. DOI: 10.1016/}.tim.2013.04.002

41



JOHNSON, E. A. (2013). Biotechnology of non-Saccharomyces yeasts - the ascomycetes.
Applied Microbiology Biotechnology. 97:503-517. DOI 10.1007/s00253-012-4497-y

JYOTHI, C. P,, RAOQ, R. S.; RAJESHAM, S.; RAO, L. V. (2005). Ethanol production from
D-xylose by Candida intermedia MTCC-1404: Parameter optimization using Taguchi's
overall evaluation criteria technique. Asian Journal of Microbiology, Biotechnology and
Environmental Sciences. 7 (4): 679-684.

KAMAT, S.; KHOT, M.; ZINJARDE, S.; RAVIKUMAR, A.; GADE, W. N. (2013a).
Coupled production of single cell oil as biodiesel feedstock, xylitol and xylanase from
sugarcane bagasse in a biorefinery concept using fungi from the tropical mangrove
wetlands. Bioresource Technology . (135): 246 - 253 DOl:
10.1016/j.biortech.2012.11.059

KAMAT, S.; GAIKWAD, S.; ZINJARDE, S.; RAVIKUMAR, A.; GADE, W. N. (2013b).
Xylitol production by Cyberlindnera (Williopsis) saturnus, a tropical mangrove yeast from
xylose and corn cob hydrolysate. Journal of Applied Microbiology. (115): 1357 — 1367.
DOI: 10.1111/jam.12327

KURTZMAN, C. P. (2011). Lindnera Kurtzman, Robnett & Basehoar-Powers (2008). In:
KURTZMAN, C. P.; FELL, J. W.; BOEKHOUT, T. The Yeasts, a taxonomic study. 5
Edition. Vol. 2: 521 — 544. Elservier, London, UK.

LEANDRO, M. J.; GONCALVES, P.; SPENCER-MARTINS, 1. (2006). Two glucose/xylose
transporter genes from the yeast Candida intermedia: first molecular characterization of a
yeast xylose—H" symporter. 395: 543-549. DOI: 10.1042/BJ20051465

LELEJ, A. S.; STOROZHENKO, S. Y. (2010). Insect Taxonomic Diversity in the Russian
Far East. Entomological Review. 90 (2): 372-386. DOI: 10.1134/S001387381003005X

LYGIS, V.; VASILIAUSKAS, R.; LARSSON, K.; STENILID, J. (2005). Wood-inhabiting
fungi in stems of Fraxinus excelsior in declining ash stands of northern Lithuania, with

particular reference to Armillaria cepistipes. Scandinavian Journal of Forest Research. 20
(4): 337-346.

42



MARINONI, R. C.; GANHO, N. G.; MONNE, M. L.; MERMUDES, J. R. M. (2001).
Habitos alimentares em Coleoptera (Insecta): compilacéo, organizacédo de dados e novas

informagdes sobre alimentagéo nas familias de coledpteros. Holos Editora. Ribeiréo Preto.

MOLLASALEHI, S. (2013). Fungal Biodegradation of Polyvinyl Alcohol in Soil and
Compost Environments. Tese de Doutorado: Faculty of Life Sciences, The University of
Manchester, United Kingdom. 156 pp. Disponivel em
https://www.escholar.manchester.ac.uk/api/datastream?publicationPid=uk-ac-man-
scw:203660&datastreamld=FULL-TEXT.PDF

PAVANA JYOTHI, C. H.; SREENIVAS RAO, R.; VENKATESWAR RAO, L. (2006).
Isolation and screening of yeast for ethanol and xylitol production from D-xylose. Asian

Journal of Microbiology, Biotechnology and Environmental Sciences. 8 (4): 785-789.

PIMENTA, R. S.; ALVES, P. D. D.; CORREA JR, A.; LACHANCE, M. A.; PRASAD, G.
S.; RAJARAM; SINHA, B. R. R. P.; ROSA, C. A. (2005). Geotrichum silvicola sp. nov.,
a novel asexual arthroconidial yeast species related to the genus Galactomyces.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 55: 497-501. DOI
10.1099/ijs.0.63187-0

SCHAUER, F.; HANSCHKE, R. (1999). Taxonomy and ecology of the genus Candida.
Mycoses. 1: 12-21.

SILVA, S.; NEGRI, M.; HENRIQUES, M.; OLIVEIRA, R.; WILLIAMS, D. W,
AZEREDO, J. (2012) Candida glabrata, Candida parapsilosis and Candida tropicalis:
biology, epidemiology, pathogenicity and antifungal resistance. FEMS Microbiology
Review. 36: 288 — 305. DOI:10.1111/j.1574-6976.2011.00278.x

STAJICH, J. E.; BERBEE, M. L.; BLACKWELL, M.; HIBBETT, D. S.; JAMES, T. Y.
SPATAFORA, J. W.; TAYLOR, J. W. (2009). The Fungi. Current Biology. 19 (18): 840-
845.

SUH, S. O.; BLACKWELL, M. (2006). Three new asexual arthroconidial yeasts, Geotrichum
carabidarum sp. nov., Geotrichum histeridarum sp. nov., and Geotrichum cucujoidarum sp.
nov., isolated from the gut of insects. Mycological Research. 110 (1): 220-228. DOI:
10.1016/j.mycres.2005.08.008

43


https://www.escholar.manchester.ac.uk/api/datastream?publicationPid=uk-ac-man-scw:203660&datastreamId=FULL-TEXT.PDF
https://www.escholar.manchester.ac.uk/api/datastream?publicationPid=uk-ac-man-scw:203660&datastreamId=FULL-TEXT.PDF

SUH, S. O.; MARSHALL, C. J.; McHUGH, J. V.; BLACKWELL, M. (2003). Wood
ingestion by passalid beetles in the presence of xylose-fermenting gut yeasts. Molecular
Ecology. 12: 3137-3145. DOI: 10.1046/j.1365-294X.2003.01973.x

SUH, S. O.; McHUGH, J. V.; POLLOCK, D. D.; BLACKWELL, M. (2005a). The beetle gut:
a hyperdiverse source of novel yeasts. Mycological Research. 109 (3): 261-265. DOI:
10.1017/S0953756205002388

SUH, S. O.; NGUYEN, N H.; BLACKWELL, M. (2005b). Nine new Candida species near C.
membranifaciens isolated from insects. Mycological Research. 109 (9): 1045-1056. DOI:
10.1017/S0953756205003254

TAMURA, K.; STECHER, G.; PETERSON, D.; FILIPSKI, A.; KUMAR, S. (2013) MEGAG6:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution.
30: 2725 — 2729.

TOGAWA, R. C.; BRIGIDO, M. M. (2003). PHPH: Web based tool for simple
electropherogram quality analysis. 1st International Conference on Bioinformatics and
Computational Biology — IcoBiCoBi. 14th to 16th May 2003. Ribeiréo Preto.

44



CAPITULO 3: Producio de Xilitol por Geotrichum sp. VT01l em
Fermenta¢do Submersa de Hidrolisado Hemiceluldsico de Bagaco de
Cana-de-Acgucar.

3.1 Introducao

Xilitol é um acucar-alcool (poliol) de cinco carbonos, produzido a partir da reducao de
D-xilose (figura 2). Sua obtencdo pode ocorrer por sintese quimica ou por fermentacao
microbiana (MAYERHOFF et al., 1997). E comumente descrito como poderoso adogante,
com sabor doce idéntico ao da sacarose, mas sendo 40% menos caldrico que este dissacarideo
(ARANDA-BARRADAS et al., 2010).

As aplicacbes médicas do xilitol estdo relacionadas a reducdo da carie dental (SAHA,
2003), reducdo da sensacdo de boca seca em pacientes acometidos de xerostomia
(MEURMAN, 2012), efeito preventivo contra obesidade (PARAJO et al., 1998) e infeccdes
do ouvido médio (AZARPAZHOOH et al., 2011). Seu potencial em induzir apoptose de
algumas linhagens de células cancerosas tem sido investigado (GUO et al., 2013).

Atualmente a producéo industrial de xilitol € efetuada pela de-hidrogenacdo quimica de
D-xilose purificada, mas este processo € muito demorado e requer diversos passos para a
remocado dos subprodutos (PARAJO et al., 1996). Neste contexto, a fermentacio microbiana
torna-se uma alternativa interessante para producdo de xilitol com custos relativamente

reduzidos.

A producdo de xilitol por fermentagdo microbiana é efetuada principalmente se
cultivando leveduras e/ou bactérias em hidrolisados hemiceluldsicos, derivados de residuos
lignoceluldsicos. Alem de D-xilose e outros agUcares, 0s pré-tratamentos empregados na
hidrolise da biomassa gera alguns inibidores do crescimento microbiano como furfural (2-
furaldeido), hidroxi-metil-furfural, compostos fenolicos e acido acetico, que podem

comprometer a eficiéncia do processo fermentativo (CANILHA et al., 2009).

Para neutralizacdo dos inibidores, alguns métodos devem ser empregados como
eletrodidlise, filtracdo, adicdo de carvdo ativado e hidroxidos. Como todos estes métodos de

desintoxicacdo tém alguns efeitos colaterais, principalmente a reducdo no rendimento de
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acucares extraidos, a biodetoxificagdo, usando micro-organismos para consumir os inibidores,
€ uma alternativa atraente (HOU-RUI et al., 2009).

Uma linhagem selvagem de Geotrichum sp. (isolado VTO01) foi identificado como
produtor de xilitol com o maior rendimento (g/g) em meio sintético entre os vinte isolados
avaliados. O objetivo deste capitulo foi avaliar a capacidade desta em produzir xilitol em
hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de aclcar, bem como a sua tolerancia aos
inibidores presentes no referido substrato.

3.2 Material e Métodos

O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de aclcar (HACA) foi obtido se
misturando bagaco de cana de acUcar e acido sulfurico (3% v/v) com proporcdo liquido :
solido de 5 mL : 1 g. Esta mistura foi armazenada a temperatura ambiente por 24 horas e,
apos este prazo, autoclavada (121 °C) por 40 minutos. Apos alcancar a temperatura ambiente,
a mistura foi prensada (até 15 toneladas) e a fase liquida teve o pH ajustado para 5,0 pela

adicdo de hidréxido de célcio.

Para reativagdo de Geotrichum sp. VTO0L, preservado em agua destilada esterilizada, o
mesmo foi cultivado em Agar Sabouraud por 48 horas a 30 °C. O pré-indculo foi preparado se
cultivando uma alcada da levedura em meio liquido YGX (extrato de leveduras 15 g/L,
glicose 20g/L, xilose 20 g/L e pH 5,0), incubado a 30 °C e 120 rpm. Apds 72 horas, as
culturas em YGX foram centrifugadas e o sedimento usado como inéculo.

Para avaliar a capacidade de producao de xilitol em HACA, foi utilizado delineamento

central composto rotacional, com variaveis e niveis destas estabelecidos conforme tabela 8.

Tabela 8: Variaveis e niveis dos ensaios utilizando delineamento central composto rotacional (Statistica

6.0®).
Variaveis Niveis
—0. -1 0 +1 +a
Concentracéo de uréia 0 0.5 1.25 20 25
(g/L)
Temperatura (°C) 25 25 30 35 35
In6culo (g/L) 2,31 3 4 5 5,68
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O delineamento experimental foi executado em um total de 16 ensaios, incubados em

agitador orbital (120 rpm) por 120 horas, em condicGes conforme detalhamento da tabela 9.

Foram consideradas como variaveis de resposta o rendimento de xilitol (g/g) e o0 consumo dos

inibidores do crescimento microbiano formados durante a hidrélise (%).

Tabela 9: Detalhamento dos ensaios de fermentacdo em hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana de

acucar.
Ensaios Concgptragéo Temperatura Inéculo

de uréia (g/L) (°C) (g/L)

1 0,50 25 3,00

2 0,50 25 5,00

3 0,50 35 3,00

4 0,50 35 5,00

5 2,00 25 3,00

6 2,00 25 5,00

7 2,00 35 3,00

8 2,00 35 5,00

9 0,00 30 4,00
10 2,50 30 4,00
11 1,25 25 4,00
12 1,25 35 4,00
13 1,25 30 2,31
14 1,25 30 5,68
15 (c) 1,25 30 4,00
16 (c) 1,25 30 4,00

Legenda: (c) — Ponto central

As concentracfes de cada acucar presente no hidrolisado hemicelulésico (xilose,

arabinose, galactose, celobiose e glicose), acido acético, bem como dos produtos etanol e

xilitol, foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando a

coluna Rezex RPM-Monosaccharides Pb*? 8% (Phenomenex, EUA), com fase mével &gua,

fluxo de 0,6 mL/min e detector de indice de refracdo modelo RID-10A (Shimadzu).

As concentracdes de furfural, hidroxi-metil-furfural e compostos fendlicos totais foi

determinada por HPLC utilizando coluna C18, eluicdo isocréatica de acetonitrila : &gua (razéo

1:8) com 1% de acido acético, fluxo de ImL/min e detec¢do por ultra-violeta (A = 280 nm) em

detector UV-Vis SPD10 AV (Shimadzu).
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3.3 Resultados e Discussao

As concentragfes de cada componente do hidrolisado hemicelulésico se encontram na
tabela 10. Conforme estimado no capitulo 1, 0 mesmo apresenta elevado teor de inibidores, o

que o constitui substrato indspito, favorecendo a producéo de xilitol face ao estresse osmotico.

Tabela 10: Composicéo do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana de aglicar empregado nos ensaios de

fermentacéo

Componente Concentracdo
Xilose 52,46 g/L
Arabinose 6,58 g/L
Galactose 1,82 g/L

Celobiose ND
Glicose 5,52 g/L
Acido Acético 1,93 g/L
Furfural 3,60 g/L
Hidroxi-metil-furfural 0,92 g/L
Compostos fenolicos totais 461,0 mg/L

Legenda: ND — N&o detectado

Comparados aos valores obtidos por Vargas Betancur e Pereira Junior (2010), as
concentracbes de D-xilose e é&cido acético obtidas neste ensaio correspondem,
respectivamente, a 86,8% e 28,3% das obtidas pelos autores; sendo ainda ora obtidos 3 vezes
mais furfural e 10 vezes mais hidroxi-metil-furfural. Os resultados confirmam que o elevado
grau de severidade empregado favorece a formacdo de furfural e hidroxi-metil-furfural,

diminuindo a concentracao de xilose no hidrolisado.

Apos 120 horas, se observou que a glicose foi totalmente consumida em todos os 16
ensaios, sendo esta provavelmente o substrato para a producdo de etanol. Evidencia-se este
fato tendo em vista que Geotrichum sp. VT01 ndo produziu etanol quando D-xilose foi

fornecida como fonte Unica de carbono (capitulo 2).

A presenca de celobiose apds o processo fermentativo se explica por este dissacarideo
constituir, provavelmente, um soluto compativel, isto é, produzido em resposta ao estresse
osmoético proporcionado pelo meio. E comum que outros dimeros de glicose, como maltose e
trealose, sejam produzidos como solutos compativeis, sintetizados por leveduras e bactérias
em situacdes de estresse osmotico (EMPADINHAS e COSTA, 2005). A composicao final de

cada ensaio € apresentada na tabela 11.
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Tabela 11: Composic¢éo final de cada ensaio ap6s 120 horas de fermentagdo.

Componente
3] (=] o ~ O ~ o —~ 3 ~ 08,\ o~ > (&) =) > S D
2 ~ £ 54| 54 O 1 |54 54 - I = ~ =
[<5] o= c = =~ O = oS = L R S —_ £ =
L 172} o) Lo oo = o0 =D o S 9
= = o =
< | < © © L O i X | xX

1,26 1,80 | 0,16 1,38 ND 024 | 005 | 0,14 | 4528 | 0,48 | 23,12 0,45

1,20 | 0,60 | 0,80 1,42 ND 034 | 004 | 0,13 | 4350 | 0,62 | 19,24 0,38

1,38 15 | 022 | 0,34 ND 190 | 0,04 | 0,13 | 4450 | 0,94 | 23,02 0,45

1,34 19 | 0,30 | 0,98 ND 024 | 005 | 0,15 | 437,8 | 0,44 | 24,04 0,47

542 | 0,06 | 0,46 ND ND 0,07 | 0,21 | 4584 | 0,76 | 14,36 0,60

1,10 | 0,58 | 0,20 1,88 ND ND 002 | 0,11 | 4304 | 0,68 | 19,62 0,38

1,52 128 | 0,34 | 0,32 ND 024 | 006 | 0,16 | 4318 | 0,76 | 22,34 0,44

o|~N|o|ul|s|w|N| -
N
Lo
\l
N

1,52 222 | 0,16 | 0,72 ND 094 | 007 | 0,17 | 4446 | 0,56 | 25,94 0,51

9 1,36 228 | 0,20 | 0,44 ND 1,20 ND 0,15 | 4318 | 0,36 | 26,82 0,52

10 | 124 | 046 | 0,14 | 0,74 ND ND 0,07 | 0,18 | 4183 | 0,70 | 22,46 0,44

11 1,28 | 0,56 | 0,16 1,02 ND 0,60 | 0,06 | 0,15 | 4339 | 0,16 | 23,02 0,45

12 | 228 | 054 | 0,16 1,08 ND 0,46 ND 0,15 | 396,6 | ND | 23,74 0,46

13 1,54 194 | 0,18 | 0,32 ND ND 0,06 | 0,16 | 4382 | 1,04 | 24,70 0,49

14 | 1,72 | 0,80 | 0,06 1,20 ND 0,36 005 | 0,15 | 4112 | 0,70 | 18,74 0,37

15 | 126 | 0,38 | 0,14 | 0,80 ND ND 0,05 | 0,13 | 4243 | 0,44 | 23,22 0,45

16 126 | 048 | 0,14 | 0,88 ND ND ND 0,14 | 4186 | 054 | 20,56 0,40

Legendas: ND — N&o detectado; HMF — Hidroxi-metil-furfural; CFT — Compostos fenolicos totais

O maéximo rendimento de xilitol (0,60 g/g) foi obtido no ensaio 5, sendo que a andlise
estatistica indicou interferéncia significativa entre os fatores “inoculo (g/L)” e “temperatura
(°C)”, nao havendo efeito significativo de nenhuma outra varidvel, conforme figura 9 e tabela
13. Este resultado é superior ao obtido por Carvalho et al. (2007), quando cultivando Candida
guilliermondii em HACA. O rendimento médio dos 16 ensaios (0,45 g/g), foi similar ao
obtido por Cunha et al. (2009) utilizando C. guilliermondii imobilizada em PVA-hidrogel
para producéo de xilitol em HACA.

O consumo de furfural foi em média de 98,8%, tendo havido consumo total nos ensaios
9, 12 e 16. Foram consumidos ainda 83,6 e 78,9% de hidroxi-metil-furfural e &cido acético,
respectivamente. Os valores obtidos para consumo de furfural e &cido acético sdo semelhantes
aos obtidos por Hou-Rui et al. (2009) quando empregando isolados selvagens de Issatchenkia
orienalis e 1. occidentalis para detoxificacio de HACA. Estas linhagens consumiram
completamente estes inibidores, sendo que a concentracdo de furfural empregada por estes
autores foi consideravelmente menor que a fornecida para Geotrichum sp. VTO01, indicando

alguma vantagem desta Gltima em consumir este inibidor.
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N&o houve diferenca significativa entre as concentracgdes iniciais e finais de compostos
fenolicos totais, fato aparentemente explicado pela baixa concentracdo destes quando
comparado aos demais compostos presentes no hidrolisado.

Nenhum dos fatores analisados apresentou efeito significativo (p > 0,05) para consumo
dos inibidores furfural, e acido acético (tabela 13). Este fato deu-se em funcdo de que estes
foram consumidos em elevadas taxas, independente de niveis e/ou fatores (tabela 12). Quanto
ao consumo de hidroxi-metil-furfural, encontrou-se efeito significativo da variavel “[uréia]”,

além da interagdo entre os fatores “temperatura” ¢ “indculo” (Figura 10 e tabela 13).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rendimento Xilitol (%)

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=24,14109
DV: Rendimento Xilitol (%)

... M

|
.
%////////% 12285189

2Lby3L 2,802028

(3)inéculo(L) -2.29362

[Uréia](Q)

1Lby2L -958475

Temperatura(Q) 6907082

1Lby3L 687914

(2)Temperatura(L) 4335051

(1)[Uréial(L)

InGeulo(Q) 041321

p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 9: Gréfico de Pareto de efeitos padronizados para variavel de resposta “Rendimento de xilitol

(g/g)”.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Consumo HMF

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2 255692
DV: Consumo HMF

b4

2Lby3L

-3,1294

(1)[Uréia](L) -2,80161

[Uréia](Q)

1Lby3L 2,181

(3)InGeulo(L) 1,600292

Indculo(Q) -1,56482

Temperatura(Q) 996593

(2)Temperatura(L) - 415974

1Lby2L -094826

p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 10: Graficos de Pareto de efeitos padronizados para variavel de resposta “consumo de hidroxi-metil-
furfural”.
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Em se tratando de processo microbiano com linhagem selvagem, admitem-se como

aceitaveis valores de R? acima de 0,75. Neste caso, o delineamento aplicado mostrou-se

adequado a otimizacdo somente do consumo de hidroxi-metil-furfural, ocorrendo consumo

dos demais inibidores independente dos niveis das variaveis em analise.

Tabela 12: Consumos percentuais dos inibidores acido acético, furfural e hidroi-metil-furfural.

Variaveis

Ensaios ) _Consu,rr_]o de Consumo de h?grosztnn?e?ﬁ-

acido acético (%0) furfural (%) furfural (%)
1 87,56 98,48 84,53
2 82,38 98,77 85,16
3 1,55 98,77 85,36
4 87,56 98,54 83,66
5 100 98,04 77,64
6 100 99,62 87,22
7 87,56 98,29 82,59
8 51,30 98,13 81,21
9 37,82 100 83,52
10 100 98,04 80,25
11 68,91 98,40 83,87
12 76,17 100 83,53
13 100 98,29 82,39
14 81,35 98,49 83,43
15 100 98,64 86,29
16 100 100 84,89

Tabela 13: Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) de cada fator para as

variaveis de resposta “rendimento de xilitol” e consumo dos inibidores furfural, hidroxi-metil-furfural e acido
acético.

Valor de “p” para cada varidvel de resposta (a = 0,05)

Variaveis Rendimento de | Consumo de Consumo de Consumo de
xilitol (g/g) furfural (%) HMF(%) acido acético (%)
(1) [Uréia] (L) 0,826832 0,233780 0,031098 0,101473
[Uréia] (Q) 0,263007 0,536727 0,061109 0,231636
(2) Temperatura (L) 0,679800 0,616329 0,691897 0,222601
Temperatura (Q) 0,515566 0,696446 0,357441 0,282859
(3) Inéculo (L) 0,067859 0,544932 0,160652 0,894556
Inéculo (Q) 0,968381 0,175467 0,168661 0,686726
1L by 2L 0,374836 0,569786 0,927541 0,796446
1L by 3L 0,517204 0,556002 0,071962 0,159868
2L by 3L 0,031081 0,340492 0,020344 0,480361
R’ 0,73168 0,52756 0,83737 0,65094

Para todas as variaveis de resposta consideradas neste capitulo, a ferramenta de predicdo

de otimizacdo indicou como condi¢Ges 6timas as utilizadas no ponto central, isto é, indculo de

4,0 g/L, concentracdo de uréia a 1,25 g/L e temperatura a 30 °C. Conjuntamente, os resultados
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sugerem que Geotrichum sp. VTO1 seja mais promissora em efetuar detoxificagcdo, pelo
consumo de furfural, do que na producdo de xilitol, sendo necessario caracterizar o

comportamento desta linhagem na presenca do referido inibidor.

3.4 Conclusoes

Geotrichum sp. VTO1 é habil em produzir xilitol a partir de D-xilose, com rendimento
semelhante ao observado para outras espécies tradicionalmente empregadas na producéo.

Esta linhagem é habil em consumir furfural e &cido acético, independentemente dos
fatores avaliados, sendo eficiente em consumir hidroxi-metil-furfural nas condigdes utilizadas
no ponto central do delineamento utilizado.

A habilidade em produzir xilitol e consumir furfural evidenciam a aplicabilidade desta
em processo de producdo de xilitol simultineo a biodetoxificacdo de hidrolisado

hemicelulésico.
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CAPITULO 4: Caracterizacio do consumo de Furfural por Geotrichum
sp- VT01 em Ensaio de Biodetoxificacao.

4.1 Introdugao

O Furfural (2-Furaldeido, Furano-2-Carboxaldeido, CsH40,) € uma molécula gerada
principalmente pela oxidacdo de pentoses. E comumente encontrado em hidrolisados
hemicelul6sicos (HH) em funcdo dos pré-tratamentos empregados para sacarificagdo. Em
processos de fermentacdo de HH, atua como fator limitante por inibir o crescimento
microbiano, inibindo a transcricdo e traducdo génica, além de inibir a acdo de diversas
enzimas (ZHANG et al., 2013).

Atualmente, a preocupacdo com este composto e seus isOmeros é crescente, pois estes
causam irritacdo cutanea, respiratoria e ocular grave, além de serem suspeitos de causar
cancer. Recentemente tém sido reportados como contaminantes de mel (ISLAM et al., 2014),
e em alimentos industrializados como leite (SAKKAS et al., 2014) e sucos de frutas citricas
(ALVAREZ et al., 2014). Neste contexto, estudos que visem o desenvolvimento de processos
para remover estes compostos se tornam uma alternativa interessante, podendo beneficiar
tanto a industria da fermentacao quanto a industria alimenticia.

Em um ensaio anterior (capitulo 3), o isolado VTO1l (denominado Geotrichum sp.
VTO01) apresentou elevado potencial no consumo de &cido acético, hidroxi-metil-furfural e
furfural, com destaque para este ultimo. Em um total de 16 ensaios, Geotrichum sp. VT01
consumiu mais de 90% do furfural presente, ndo sendo possivel detectar este inibidor em pelo
menos trés destes. Este resultado indicou elevado potencial desta linhagem na detoxificacéo
de HH pelo consumo de furfural.

O objetivo deste capitulo foi caracterizar o consumo de furfural por Geotrichum sp.
VT01, analisando a producgédo de biomassa por este micro-organismo na presencga do referido

inibidor.

4.2 Material e Métodos

Geotrichum sp. VTO01, preservado pelo método de Castelanni, foi reativado por cultivo
em placas contendo Agar Sabouraud, incubadas a 30 °C por 48 horas. A seguir, alcadas destas
54



culturas foram transferidas para frascos Erlenmeyer contendo YPD e incubados a 30 °C por
48 horas a fim de produzir biomassa, a ser utilizada como indculo nos ensaios de

biodetoxificagao.

As culturas em meio liquido foram centrifugadas a 3500 xg (40 minutos, 4 °C), se
descartando o sobrenadante e usando o sedimento como in6culo. A biomassa inoculada em
cada ensaio de biodetoxificacdo foi em média de 4,08 g/L (peso seco), calculado por

desidratacdo em estufa a 70 °C até a obtencdo de peso constante.

Para caracterizar a capacidade de biodetoxificacdo e consumo de Furfural como fonte de
carbono, foi utilizada a metodologia descrita por Hou-Rui et al.(2009), com modificacdes.
Geotrichum sp. VTO1 foi submetido a diferentes substratos, com concentracdes de Furfural e
glicose variando de acordo com o discriminado na tabela 14. Todos os ensaios foram

suplementados com 6,7 g/L de YNB, sendo efetuados em triplicata.

Tabela 14: Detalhamento dos ensaios de biodetoxificacdo e consumo de Furfural como fonte Unica de carbono.

Concentracdo | Concentragéo
Ensaios de Glicose de Furfural

(g/L) (g/L)
GF2 20,0 2,00
GF4 20,0 4,00
GF6 20,0 6,00
GF8 20,0 8,00
F2 - 2,00
F4 - 4,00

C 20,0 -

Legendas: (GF2) — Glicose + Furfural 2,0 g/L; (GF4) — Glicose + Furfural 4,0 g/L; (GF6) — Glicose +
Furfural 6,0 g/L; (GF8) — Glicose + Furfural 8,0 g/L; (F2) — Furfural 2,0 g/L; (F4) — Furfural 4,0 g/L; (C) -
Controle.

A cada 12 horas, uma aliquota de cada ensaio foi coletada e caracterizada quanto ao
crescimento celular e consumo de Furfural. O crescimento celular foi mensurado por
densidade dtica a 600 nm (ODggo), € a concentracdo de Furfural foi determinada por HPLC
utilizando coluna C18, eluigdo isocratica de acetonitrila : agua (razdo 1:8) com 1% de acido
acético, fluxo de 1mL/min e detec¢do por ultra-violeta (A = 280 nm) em detector UV-Vis
SPD10 AV (Shimadzu). Para calcular a concentracdo de furfural, foi usada a formula [Cg =
(Ap — 3,4931)/0,0505], onde Cr é a concentracdo de furfural, Ap é a area dos picos dos
cromatogramas, obtida a partir da curva padréo apresentada na figura 11.
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Figura 11: Curva padréo para célculo das concentrag@es de furfural a partir das areas dos picos dos

cromatogramas.

Para analisar a significancia das diferencas encontradas, os valores obtidos de
concentracdo final de Furfural e ODgg final de cada ensaio foram analisados por Teste de
Kruskal-Wallis (StatSoft 6.0; a = 0,05).

Para caracterizar a detoxificacdo, isto €, analisar os produtos de degradacao do furfural,
Geotrichum sp. VTO1 foi cultivado por 120 horas, a 30 °C e 120 rpm em frascos Erlenmeyer
(250 mL) contendo 100 mL de meio constituidos por YNB (6,7 g¢/L), furfural (6,0 g/L) e

diferentes fontes de carbono, constituidos segundo a tabela 15.

Tabela 15: Detalhamento dos ensaios de caracteriza¢do de detoxificacdo com diferentes fontes de carbono.

Concentracdo | Concentracéo | Concentracao
Ensaios de Glicose de Xilose de Furfural
(g/L) (/L) (g/L)
GF 40,0 - 6,00
XF - 40,0 6,00
GXF 20,0 20,0 6,00
C 40,0 - _

Ao final deste prazo, uma aliquota de cada ensaio foi analisada por sistema integrado de
cromatografia liquida de alta eficiéncia - espectrometria de massas (LC-MS) usando
cromatografo Acella® (Thermo Scientific), operando simultaneamente com detector PDA-
UV (LC) e um detector TSQ Quantum Acess (MS). O método cromatografico foi ajustado
com uma coluna Kinetex C18 (2,6 u, 100 A, 100 x 4,6 mm, Phenomenex-USA). O sistema de

espectrometria de massas também foi usado para analise por insercdo direta de aliquotas dos
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ensaios, sendo que, para tal anélise, as aliquotas foram diluidas (concentracéo final 10™) em
metanol PA. Considerando que o espectrdmetro de massas em questdo ioniza 0s compostos

em analise pela adicdo de um proton, todas as massas Sa0 expressas nos espectrogramas
acrescidas de uma unidade.

4.3 Resultados e Discussao

A analise dos ensaios GF2, GF4 e GF6 evidenciou o consumo de furfural em sua
totalidade, ndo sendo este inibidor detectavel a partir de 96 horas de cultivo. O ensaio GF8
resultou no consumo maximo de 96,12% de Furfural, observado ap6s 84 horas. Quando
furfural foi fornecido como fonte Unica de carbono (ensaios F2 e F4), obteve-se consumo de
93,0% e 88,5%, respectivamente. A analise estatistica indicou que ndo houve diferenca
significativa entre as concentragdes finais de furfural dos ensaios (p = 0,067). Os resultados

de consumo de Furfural ao longo das 120 horas de cultivo séo apresentados na figura 12.
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Figura 12: Concentrages de furfural em cada ensaio ao longo de 120 horas de cultivo.

As curvas de crescimento dos ensaios C, GF2, GF4 e GF6 indicaram crescimento
celular sem ocorréncia de fase lag, com crescimento exponencial até as 12 horas de cultivo,
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seguido por fase estacionaria até a interrupcdo dos ensaios (120 horas). O ensaio GF8 néo
apresentou crescimento celular, indicando que a concentracdo de 8,00 g/L de furfural inibe o
crescimento de Geotrichum sp VTO1l. Os ensaios F2 e F4 apresentaram decréscimo na
densidade Otica, indicando que, embora seja habil para consumir furfural, Geotrichum sp.
VTO1 é incapaz de usa-lo como fonte de carbono para produgdo de biomassa. Este resultado
confirma o potencial desta linhagem para efetuar biodetoxificacdo. As curvas de crescimento

sdo apresentadas integralmente na figura 13.
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Figura 13: Curvas de crescimento dos ensaios de consumo de furfural.

Os valores finais de densidade oOtica dos ensaios C, GF2, GF4 e GF6 ndo
apresentaram diferenca significativa (p = 0,056), assim como ndo houve diferenca
significativa entre os ensaios GF8, F2 e F4 (p = 0,069). Todavia, os dados diferem
significativamente quando comparados todos os ensaios (p = 0,018), confirmando que a
concentracdo de 8 g/L de furfural afeta de forma significativa o crescimento de Geotrichum
sp. VTOL.

As analises por LC-MS confirmaram o completo consumo de furfural quando
fornecida glicose como fonte Unica de carbono. O cromatograma indica trés picos de
absorbancia em comprimento de onda na faixa do utlra-violeta (figura 14), com tempos de

retencdo a 0,55, 0,87 e 4,20 minutos. O espectro de massas de cada pico foi analisado
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individualmente. Os espectrogramas apresentados na figura 15 indicam a auséncia de furfural
(PM = 96 g/mol) quando glicose foi fornecida como fonte Unica de carbono, ao passo que na

presenca de D-xilose 0 mesmo ndo foi completamente consumido.
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Figura 14: Cromatograma na faixa do UV, indicando a presenca de trés picos nas amostras com furfural e
glicose (A e C), dois quando D-xilose foi fornecida como fonte Unica de carbono (B) e um Gnico pico no ensaio
controle (D).
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Figura 15: Espectrograma de massas, obtido por sistema LC-MS (tempo de retencdo: 0,55 minutos), dos ensaios
de consumo de furfural. Note-se a auséncia de furfural usando glicose como fonte Unica de carbono (ensaio GF),
e a presenca deste quando usadas fontes de carbono xilose (XF), e xilose + glicose (GXF).

A despeito da inibi¢do do consumo de furfural na presenca de D-xilose, a abundancia
desta pentose em HACA néo inibiu o completo consumo do inibidor neste substrato (dados do
capitulo 3). Este fato se deu provavelmente porque o consumo de furfural em HACA é
potencializado por outros componentes presentes neste meio complexo, ausentes no meio

quimicamente definido.
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Figura 17: Espectrometro de massas, obtido por sistema LC-MS (tempo de retencdo: 2,44 minutos).
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Figura 18: Espectrometro de massas, obtido por sistema LC-MS (tempo de retencdo: 6,16 minutos).
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Figura 19: Espectrogramas obtidos por insercdo direta das amostras no espectrometro de massas.

61



Considerando a incapacidade de Geotrichum sp. VTO01 em usar furfural como fonte de
carbono, se admite que este inibidor seja metabolizado a fim de ser transformado em uma
molécula menos toxica. Em humanos e roedores, furfural é metabolizado inicialmente por
conversdo em &cido furdico (CsH,O3, PM = 112 g/mol), sendo a seguir complexado com 0
aminoéacido glicina, formando 2-Furoil-glicina (C;H;O4N, PM = 169 g/mol) por uma reacdo
que tem a coenzima A como intermediaria. Como pode haver reacdo de condensagdo com
Acetil-CoA, pode ser formado também &cido 2-furano-acrilico (C;HsO3, PM = 138 g/mol), o
qual se condensa com a glicina formando 2-furanacriloilglicina (CoHgO4N, PM = 195 g/mol).
Ambas as formas nitrogenadas sdo excretadas na urina destes animais (KROES, 1999).

Entre os micro-organismos, o metabolismo de furfural ocorre comumente pela
conversdo deste em acido furdico e/ou alcool furfurilico (CsHgO2, PM = 98 g/mol), os quais
sdo posteriormente transformados em &cido 2-oxoglutarico (CsHgOs, PM = 146 g/mol), o qual
é metabolizado pelo ciclo dos acidos tri-carboxilicos. Todavia, ndo ha evidéncias de que haja
maquinaria enzimatica especifica para tal, sendo este consumido em co-metabolismo com
outrem, provavelmente acucares (DONG e BAO, 2010).

Os presentes resultados sugerem que Geotrichum sp. VT01 consome furfural em co-
metabolismo com glicose. Este resultado difere do obtido por Ran et al. (2014) quando
utilizando Amorphotheca resinae para consumo de furfural e hidroxi-metil-furfural. A
referida levedura consumiu furfural completamente em até 32 horas de cultivo, mas na
auséncia de glicose, produzindo alcool furfurilico e acido furéico; ao passo que a presenca de
glicose inibiu o completo consumo de furfural.

Niel et al. (2012) encontraram consumo de furfural e hidroxi-metil-furfural por
Lactobacillus reuteri associado a presenca de glicose. Todavia, as concentracdes utilizadas
por estes autores (furfural 1g/L e hidroxi-metil-furfural 0,5 g/L) foram consideravelmente
menores que as ora empregadas, o que indicam que Geotrichum sp. VT01 é bem mais
promissora que L. reuteri em efetuar biodetoxificacao.

N&o ha evidéncias de que os produtos da degradacdo do furfural por Geotrichum sp.
VTO01 sejam os usualmente descritos na literatura. Os espectrogramas obtidos por sistema LC-
MS (tempo de retencdo: 0,87; 2,44 e 6,16 minutos) indicam que na presenca de furfural, a
levedura produziu compostos com pesos moleculares 160 e 178 g/mol (figura 16); 174, 192,
207 e 215 g/mol (figura 17) e, por fim, 241 g/mol (figura 18).
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A insercéo direta de 10 pL de cada amostra no espectrometro de massas indicou que o
composto mais abundante entre os provaveis produtos do metabolismo de furfural apresenta
peso molecular 160 g/mol, sendo este 0 mais abundante entre os demais produtos (figura 19).
Como n&o ha na literatura nenhum dos tipicos produtos de degradacao de furfural com este
peso molecular, se supde que o referido produto seja resultante da adigdo de um grupo alquil &
funcdo aldeido. Essa hipdtese se sustenta tendo em vista que, quando misturados furfural e
alcool PA (metanol : etanol : isopropanol), os espectrogramas (figura 20) indicam massas
correspondentes ao somatorio de furfural + alquil, a saber, 111,8 (furfural + metil), 124,8
(furfural + etil) e 138,8 g/mol (furfural + isopropil).

E, portanto, provavel que furfural tenha sido mitigado por Geotrichum sp. VT01 por
condensacdo deste a algum composto hidroxilado, produzido a partir dos substratos do meio

de cultura, dependendo a producdo deste da presenca de glicose.
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Figura 20: Espectrograma da mistura de furfural (PM: 96,8 g/mol) e élcool, evidenciando os produtos da reagao
com metanol (PM: 110,8 g/mol), etanol (PM: 124,8 g/mol) e isopropanol (PM: 138,8 g/mol).

Este € o primeiro trabalho a indicar a producdo de um composto com essa
caracteristica a partir do metabolismo de furfural por micro-organismos. Considerando ser
este 0o produto final do metabolismo de furfural, se faz necessario um estudo mais
aprofundado, quer por fracionamento, quer por ressonancia magnética, para elucidar a

estrutura molecular do mesmo.
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Leveduras habeis em metabolizar furfural e demais inibidores derivados dos pré-
tratamentos de lignocelulose sdo fundamentais para aplicacdo em biorrefinarias, sendo parte
decisiva no completo aproveitamento da biomassa (MANDALIKA et al., 2014). A completa
elucidacdo do metabolismo de furfural por Geotrichum sp. VTO01 pode, portanto, representar

avancos na aplicabilidade desta em processos industriais.

4.4 Conclusoes

Geotrichum sp. VT01 é habil em metabolizar furfural, liberando como principal
produto deste metabolismo um composto de peso molecular 160 g/mol, cuja estrutura ainda é
desconhecida.

A despeito de consumir furfural, este ndo é utilizado como fonte de carbono, havendo
decréscimo de biomassa quando este se encontra a concentracdo de 8,00 g/L.

Os esforgos subsequentes devem se concentrar em elucidar o metabolismo de furfural

por esta linhagem a fim de esclarecer a real aplicabilidade desta em biorrefinarias.
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CONCLUSOES GERAIS

O protocolo de hidrolise de biomassa empregado neste trabalho tem como fator, com
maior efeito significativo, a razdo solido : liquido, havendo efeito negativo sobre as

concentracdes de acgucares obtidas a medida que se aumenta o volume de acido empregado.

As 20 coldnias de leveduras isoladas a partir do besouro Veturius tranversus
apresentam 11 perfis bioquimicos distintos, sendo metabolicamente similares a 11 espécies
distintas, distribuidas em quatro géneros. Todas sdo descritas na literatura como detentoras de
pelo menos uma das caracteristicas a seguir: secretoras de enzimas hidroliticas e vitaminas,
leveduras oleaginosas ou agentes de controle bioldgico, o que pode explicar o papel destes
micro-organismos em associacdo ao besouro. A analise de regiGes conservadas do genoma
indicam que os isolados pertencem a trés clados distintos, a saber, Geotrichum sp., Candida
tropicalis e Williopsis saturnus. Com excecdo de dois isolados, todos produzem xilitol a partir
de D-xilose, com destaque para Geotrichum sp. VTO01, o qual foi selecionado para ensaio em

processo fermentativo.

Quando cultivado em HACA, Geotrichum sp. VTO01 produziu xilitol com rendimento
médio de 0,45 g/g, sendo este um resultado relativamente comum. Sua notavel habilidade em
consumir furfural (> 98%) motivou a investigacdo a fim de caracterizar o metabolismo deste
inibidor. Os resultados indicaram que a levedura ndo o usa como fonte de carbono, mas é sim
habil em consumi-lo na totalidade produzindo, em resposta a este, um composto de peso

molecular 160 g/mol de estrutura ora desconhecida e sem similares descritos na literatura.

Conjuntamente, os resultados reforcam a hipdtese de que a microbiota associada a
insetos xil6fagos é dotada de potencial biotecnolégico que justifica investigacdo cientifica

com intuito de prospeccéo.
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ANEXOS
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I. Cromatogramas dos ensaios de hidrolise acida de bagaco de cana de
agucar
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CROMATOGRAMAS DOS PADROES:

1. Solugdo padrdo (12 mg/mL) de xilose:
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3. Solugdo padrio (5 mg/mL) de sacarose:

1.60 4
Det . Time Midth
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1/Z Status
Ho. Name () (mir) (mimn) foounts)  Code (sec) Codes
1254 TTTT STTTTToooTTT Soooooooos Somooos Smmoemsms Somessmsmss Smms Smememms e
1 lo0_Qooo 5,345 o_ooo 2457743 BB z4.9 U
Totals: l00.0000 o._0oo £4&7743
1.00+
&£ 0754
[=]
=3
0.50+
0.254
g
o]
ow
0.00 ; /L\ T

25 5.0 5 !

Minutes

CURVA ANALITICA DA GALACTOSE (area X concentracdo em mg/mL):

6000000 -~
4000000 -
2000000 - y =480078x-161138
R? =0,998
0 T T 1
0 5 10 15
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CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS:

Amostra 1
Pun File :oelhstartdatatsugars _italobamostra 1.orun
Method File : amostra 1-1.mth
Sanple ID : Marmal Sample
1 SD:
1.25
1,00+
0.75 | g
g
0.50
0.25 o
0.00+ I I !
0.13 ‘ T T
25 50 75
ol ___ Minues
1 47 YE10 1. 326 0. ao0 15EEETED BE 1l8.z U
g 45,8801 4_ 041 0. ao0 17451738 BY 3.8 U
3 g._39839 E_Ezl 0. aoo 2298675 VB d43.3 0T
Totals: loo.oooo 0. ao0 25703162
Amostra 2
Pann File > coihstaridata’\sugars italobamostra Z.run

Method File @ amostra Z-1.mth
Sample ID : Marmal Sample
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Vaolts

-013

1.50

1.264

1.00

07454

0.40+

0.25

0.00+

1.951

3987

5147

248

Peak Peak Besult
No. MName )
1 dE _ d1zZ6
z 45 _Z37E
i 2.34593
Totals: loo_ooon

a0

Bet .
Time
(mir)

Time
Offset
(miri)

748

Area
fcounts)
18E130E54
18044350

23306083

a9es801z

Minutes

Width
Sep. 1lrE Status
Code {(=ec) Codes

EE 17.2 U
Bwy 3.1 U
VB 40,7 T
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Amostra 3

Pun File I elhstaridatalsugars_italohamostra 3.run
Method File : amostra 3-1.mth
Sample ID : Maral Sample
1504
1.26
1.00 §
075+
2
050
0.25 [
0.00 —
017 T T T
25 5.0 7.5
Minutes
Bet Time Wideth
Peak Peak Be=sult Time Offset Area Sep. 152 Status
MNa. Hame 1l (mirn (min) [count=) Code i(sec) Code=
1 370087 Z.024 o._ooo ZEE4L5EE EE 1.4 U
z Lz 66385 4 045 o_aoaoa I635466 Evy 15.7 0O
3 10.3224 LE_EZ339 o_ooo FlZE0Z VB 34.8 0T
Totals: loa_oooo o_aoaoa Bo0z2493
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Amostra 4

Pun File : cohstartdatalsugars _italohamostra 4.run
Method File : amostra 4-1.wth
Sample ID : Marmmal Sample
1.50
1.26
1.00 3
0.75 1
£
0.50
025 5
3
0.00
s 2.5 5.0 7.5 ‘
Minutes
Bt | Time WMidth
Daalk Peak Be=sult Time Off=et Area Sep. 1lr2 Status
Mo Name 0l {miri) (miri) {counts) Code {(=zec) Codes
1 41. 2444 1.949 o.ooo 1e7701leE EE 17.2 T
Z 49_8z4%8 4 053 o.ooo z0z 59010 EV z4.2 T
] 2.9309 L. za? o.ooo I RRCIch] VE 42,7 0T
Totals: loo. o000l o.ooo 40550507
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Amostra 5

Pun File . elhstarhidatalsugars italodbamostra S.run
Method File :© amostra &5-1.wmth
Sample ID : Marmal Sample
1,60
125
1.00 g
0.75
= g
050
025 _
.00 I T T
013 2.5 5.0 7.5 ‘
Minutes
Bet . Time Midth
Pealk Peak Peszult Time Off=et Areaa Sep. 152 Status
Mo, MName [N (minl fmira) [counts) Caode (=ec) Caode=
1 48 7214 1._98%9 o_Qoo 128417528 EE 17.7 U
z 4z . 8594 4 03z 0_Qoo lez0lE22 BY Z24.7 U
3 2.4193 LE_E81 0_Qoo 212633 VB 4.9 U
Total=: lao_anal 0_0ao 27801742
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Amostra 6

P File
Method File

cihvstarhdatatsugars italobamostra ©.run
amostra S-l.mth

Sample ID Manual Sample
150
125+
1.00 %
0754
§ 5
050+
0254 .
000+ . T T
016 T T
25 5.0 75
Minutes
Det . Time Width
Peak Paak Fa=zult Time Off=set Areas Sep. 152 Status
Mo MName 1 fminl (min} [counts) Code (zec) Code=s
1 Lo_17EE l.3L532 0. aoao 20197462 BV 17.9 0O
Z 41_949E5 4_ 082 0. aoo 16886278 WO Z5E.5 0O
a3 T.8753 5. ZE3 0. aoo 2170106 WEB EE:.1 0O
Totals: loo.aoon 0. aoo 40zZ535846
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Amostra 7

Iuan File : eihvstarhdatatsugars_italol\amostra 7. run
Method File :© amostra &H-1l.mth
Sample ID : Marmal Sample
1,50
125
1.00 g
075 g
050
025 -
0.004 I T T
018 25 5.0 75 !
Minutes
Bet . Time Widtl
Peak Paak Fa=zult Time Off=set Areas Sep. 152 Status
MNao. Mame 1 fminl (min} [counts) Code (=ec) Codes
1 45 _L9g8s 1945 o_0oo 137247326 BY 17.% 0O
z 45 1976 4_ 088 o_0oo 13983828 v ZE.7? 0O
3 2_Z038 E_E79 o_0oo 2E487Z5 VB E&.7 U
Totals: loo_aoao o_ooo 43EEPEQE
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Amostra 8

Pun File
Method File

cohstaridata’lsugars _italobamostra S.run
amostra 5-1.mth

Sanple ID Marmal Sauple
1507
1254
1.00+ %
075+ g
=
050+
026+ @
0,004 T
014 . . .
25 50 75
Minutes
Ret . Time Midth
Pealk Peak Fesult Time Off=et Area Sep. 172 Etatus
No MName 0 (mirml {mir) (counts) Code (sec) Codes
1 463619 1.9732 o_Qoo 19928264 BY 17.9 U
z 44 0EZE 4 _07E 0_Qoo le92399:z22 VU OZE.4 U
I Q_E7EE E_EEE 0_Qoo 4115920 VE 49.Z U
Totals: a0 oo 0_Qoo 42284122
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Amostra 9

Punn File : cihvstarhdatal sugars_italotamostra 3.orun
Method File : amostra L-1.mth
Sanple ID : Marumal Sample
1507
1.26
1.00 g
0.75 .
E +
0.50
025 -
0.00 T I
o 2.5 5.0 7.5 ‘
Minutes
Bet. . Time WMidth
Peak Peak Bezult Time Off=set Area Bep.  1fZ Status
No. Name il {miri) {miry) focounts) Code (=sec) Codes
1 49 3L 1,962 o._ooo 12118770 By 17.8 U
z 47 _ 4156 4. 026 0.0oo lgz7z108 VW OZE.1 U
3 77486 E.E7a 0.0aoao ZOTEGEEE WE E3.7? U
Totals: loo.aoon 0.0aoao ZE3E3E00
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Amostra 10

Durn File
Method File

cohstartdatatsugars italo’\amostra
amostra S-1.mth

10 run

Sanple ID Marmal Sample
mwj
1.25-
100+ g
075+
3
0.50
025
0.00
014 T T T
25 5.0 75
Minutes
Det . Time Width
Peak Peak Besult Time Offset Area Sep. 172 Status
Mo MName 1 fminl (min} [counts) Code (zec) Code=s
1 45 4599 1.38% o.ooo 19436404 BEY 17.92 U
z 43_ 8837 4_104 o.oao 153358688 Vv Z5.4 O
3 2_6E564 5_z37 o.oaao 4039745 YE 4%.0 O
Totals: lo0o_ 0000 o.oao 415348337



Amostra 11

Pun File
Method File

cohstartidatalsugars_italotamostra 11l.run
amostra S-l.mth

Sanple ID Marnual Sanple
150]
1.25
1.00 %
0.75 Y
g
0.50
0.25 o
0.00 T
014 T T T
25 5.0 75
Minutes
Bet . Time Mideh
Peak Peak Bezult Time Offset Area Sep. 1f2 Status
Mo Name [ (mir) (mimn) [count=s) Code (=ac) Codeas
1 S0.04383 1.363 o.ooo Z0333718 By 1lz.0 0O
z 41 _8E&7 4. 084 o._oan 17010484 v ELR.4 T
2 20345 LoZ7E o.ooo 2288521 vB El.0 O
Totals: 0o 0ooo o._oan 40639783



Amostra 12

Pun File
Method File

cihvstarhdatalsugars italoiamostra lZ.run
amostra S5-1.mth

Sawple ID Marnual Sample
1.50]
1.25
1.00 E
075 1
Z
050
025 g
0.00 T
-0.13 T T T
25 5.0 75
Minutes
Bet . Time Mideh
Peak Peak Rezult Time Offset Area Bep. 172 Status
Nao Name i {miri) {mim) {ocounts) Code (sec) Codes
1 44 _ 2034 1.377 o.oao 13788288 BV 17.%2 T
z 45 2230 4,101 o.ooo 1335500 YU ZELE O
3 9_8676 E.E93 o.oao 4347935 WEBE EO.Z T
Totals: lao.oooo o.ooo 440827 ES
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Amostra 13

Pun File : elhstartdatalsugars_italolamostra 13 run
Method File : amostra &5-1._mth
Sample ID : Manual Sanple
150
126
1.00 %
075 g
" =
2
060
025 @
.00
013 2.5 5.0 7.5 ‘
Minutes
Bet. Time Width
Peak Feak Bezult Time Off=set Area Sep. 1lfZ Status
No. Name 0l {mir) (mir) fcounts) Code (sec) Codes
1 48, 2794 19532 0.0 Z0zEB9ze BYW 17.9%9 T
z 43, 0194 4. 094 0.0 lag05171e WO OEE.1l T
I g2.701z LE_EZg9 0.0 de5lleZ WE ELE1.1 T
Totals: lao_aooo 0.0 41961808
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Amostra 14

Pun File
Method File

clistarhdatatsugars_italohamostra
amostra E-1.mth

14 run

Sanple ID Marnal Samnple
mwi
1.25+
1.00 %
075+
g
0,50
0.25+
0,00+
03 2.5 '5.0 75 ‘
Minutes
Det . Time Width
Peak Paak Fa=zult Time Off=set Areas Sep. 152 Status
No Name [ {mirl (miruh [counts) Code (=sec) Codes
1 450093 1.3E5& 0. aoo 20184354 BV 17.% 0O
z 44 _ 1438 4 0925 0. aoao 13365354 vWwoOZELE 0O
3 9_8470 L.Z91 0. aoo 4319881 YEB LO.0 0O
Totals: loo. 000l 0. aoao 43870189
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Amostra 16

Pun File cihstartdatalsugars italotbamostra l6.run
Method File amostra L5-1.mth
Sample ID Marmal Sample
1501
126
1.00 &
0.75
2 2
.50
0.25 o
.00 T T
013 5 5.0 75 ‘
Minutes
Bet . Time Width
Peal Pealk Fezult Time Off=et Lyea Sep. 152 Status
No Name 0 fmirn) fmir) focounts) Code (=sec) Codes
1 EzZ_E0OEZ 1_962 o_0oo Z0E37108 By 17.%2 0O
z 29,1685 4. 0397 0. ooo 15255280 v oEZE.2 U
2 2_3Z62 L_Zz93 o_0oo 22663214 Y& LEl.z2 O
Totals: 1000000 o.0oo 2AZ28702
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Amostra 17

Pun File
Method File

cohistartdatalsugars_italot\amostra 17._run
amostra 5-1.mth

Sanple I Marial Sample
150
125+
1.00 %
0754 .
E o
0,50
0,25 5
0.00 I
013 2.5 5.0 7.5 ‘
Minutes
Bet. . Time Width
Pealk Peak Besult Time Off=et Lrea Sep. 1lr2 Status
Mo Name 1l {mir) (mirm) fooumnts) Code (sec) Codes
1 43 _9279% 136k 0. oon 20042364 BY 17,7 0O
Z 40._ 8058 4 104 0.o00 163564390 v EZ5E.1 T
3 Q_ 2147 5303 0.o00 3595351 B L51.0 1
Totals: lo0. 0000 0.o00 401032145
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II. Cromatogramas do teste de fermentacao de D-xilose a etanol e xilitol
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\branco 10x 01 _07_2013
Acquired: 7/1/2013 11:52:05 AM
Printed: 7/10/2013 10:01:41 AM

0.03 0.03
| — | g
1 Retention Time \“‘ r
0.02 - “‘ -0.02
1 i L,
1 | .3
001 2 o Lo.0T
O | |
; & 2 | f
E < \ E
0.00 - //\‘L« Lﬁr QRFL -0.00
0 - lb o | 1‘5 - 2b | 2‘5 | 3‘5 | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 9.685 101972 14.167 1320 4.255
2 10.527 20874 2.900 848 2.734
3 11.029 257 0.036 35 0.111
4 14.098 590645 82.057 28526 91.980
5 17.179 6050 0.840 285 0.919
Totals | 719798 | 100.000 | 31013 | 100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07 2013\Amostra 1 5x 01_07_2013
Acquired: 7/1/2013 1:21:48 PM
Printed: 7/10/2013 10:03:56 AM
00154 -0.015
1 Retention Time
0.010 1 10,010
1 [e0]
g \ 2
| < < ‘ s
0.005 - &BSm - < \ 10.005
1 o~® N \
=M i @ \
i [ < o \
| - I N 3 | i
0.000 hﬁ,g_\_’& S | -0.000
0 o 1‘5 - 2b | o 2‘5 | o 3‘5 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.304 146497 17.434 1604 7.099
2 10.795 14583 1.735 775 3.428
3 11.333 1074 0.128 77 0.340
4 14.098 90786 10.804 4281 18.947
5 19.347 23464 2.792 1091 4.828
6 24.824 1456 0.173 60 0.267
7 30.952 562447 66.934 14708 65.090
| Totals | 840307 | 100.000 | 22597 | 100.000 |




Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 2 5x 01_07_2013
Acquired: 7/1/2013 2:03:41 PM
Printed: 7/10/2013 10:04:59 AM

0044 — | -0.04

Retention Time H

002 - \ 00
] “\ © P>
| & 8 3 8 5 ,
] S == 88 |8 g 8 i
0.00 | //\Hi‘. ‘ : Ur | ‘l ‘ | ‘ | -0.00
0 - é - lb - 1% - 26 - 2% - 36 - 3% - 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.361 151964 14.109 1614 3.609
2 10.835 12718 1.181 127 1.625
3 11.317 814 0.076 73 0.163
4 14.101 827039 76.786 39922 89.243
5 15.090 2816 0.261 81 0.180
6 17.191 2330 0.216 116 0.259
7 19.356 2171 0.202 103 0.230
8 30.976 77221 7.170 2098 4.691
| Totals | | 1077073 | 100.000 | 44734 | 100.000 |

Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 3 5x 01_07_2013
Acquired: 7/1/2013 2:45:23 PM
Printed: 7/10/2013 10:06:54 AM

0.04 10.04
i | i

Retention Time \“

0.02- i io.o%
i ‘ ‘ L >
| H
| o d 5 i
| = & 8 :

0.00 ‘//\Hﬁ ‘ U ‘ \ -0.00
0 - é - lb - 1% - 26 - 2% - 36 - 3% - 40
Minutes

Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.325 143828 13.970 1572 3.681
2 10.785 11786 1.145 675 1.581
3 11.250 686 0.067 61 0.142
4 14.099 785377 76.283 38039 89.048
5 30.971 87887 8.536 2370 5.548
| Totals | | 1029564 | 100.000 | 42717 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 4 5x 01_07_2013

Acquired: 7/1/2013 3:29:14 PM
Printed: 7/10/2013 10:07:30 AM

0.04 4 0.04
I I
1 Retention Time M L
1 ‘\
0.02 “ \ 002
i >
& | 5
] = g 3 -
1 = pois I
i - \
0.00 | ‘ /ﬂFLﬁ.# U I ‘ ‘ -0.00
0 - EL - lb - 1‘5 - 26 - ZLE: - 36 - 3‘5 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.300 134140 13.309 1503 3.612
2 10.764 9841 0.976 609 1.463
3 14.098 752602 74.672 36487 87.713
4 30.971 111296 11.043 3000 7.212
| Totals | [ 1007879 | 100.000 | 41598 [  100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 5 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 8:35:48 AM
Printed: 7/10/2013 10:08:49 AM
0.04 f — (\ ;0.04
] Retention Time ‘H‘ I
| I ,
0.02 1 | \ L 0.02
1 i ~ r =
] s ¥ | 8 i
| S % 8 8 ;
0.00 ‘} /JH s U | | -0.00
0 - EL lb o | 1‘5 - 26 - ZLE: - 36 - 3‘5 | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 7.400 71 0.007 17 0.038
2 10.323 133904 13.005 1521 3.487
3 10.756 8936 0.868 598 1.372
4 14.091 816785 79.327 39589 90.752
5 30.997 69952 6.794 1898 4.350
| Totals | | 1029649 | 100.000 | 43623 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 6 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 9:17:34 AM
Printed: 7/10/2013 10:09:22 AM

0.04 -0.04
, — I L

] | [
i Retention Time I [

0.027: “ i0.0@
] [ . B
| 2 1 g ,
S g | e
] > I i
0.00 | ‘ //\H‘E ‘ ‘ ‘ ‘ -0.00
05;1‘01‘52‘02‘53‘03‘540
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.281 139410 13.860 1536 3.695
2 10.718 9600 0.954 599 1.441
3 11.125 406 0.040 43 0.104
4 14.091 760116 75.571 36785 88.471
5 31.001 96296 9.574 2614 6.288
| Totals | | 1005827 | 100.000 | 41578 | 100.000 |

Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 7 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 9:59:17 AM
Printed: 7/10/2013 10:10:03 AM

o.o4é - | ;0.04
4 | .
1 Retention Time ‘H‘ 7
| I z
0.02 1 \\ 008
] “ © [
1 & i 3 :
| = g ? f
0.00 ‘/A‘L‘ 3 i U I | -0.00
0 5 10 15 20 25 3 3
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.308 130861 12.886 1482 3.438
2 10.723 8002 0.788 535 1.242
3 14.091 813062 80.063 39336 91.259
4 30.998 63603 6.263 1750 4.060
otals : .
Total 1015528 100.000 43103 100.000
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 8 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 10:41:02 AM
Printed: 7/10/2013 10:10:28 AM

0044 F -0.04
] I L
Retention Time ‘H‘ L
] I i
0.02 \ “ -0.02
] | L >
1 NS i S g
ST g | 3
’ ) | L
0.00 - ‘ /‘H I | | | | -0.00
0 5 s 20 2 30 35 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.293 132396 13.206 1497 3.542
2 10.704 8569 0.855 564 1.334
3 11.092 334 0.033 34 0.080
4 14.090 788122 78.612 38202 90.372
5 30.999 73128 7.294 1975 4.672
| Totals | 1002548 | 100.000 | 42272 | 100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 9 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 11:22:48 AM
Printed: 7/10/2013 10:10:55 AM
0.04 -0.04
1 I i
Retention Time ‘H‘ r
] | :
0.02 \‘ \ }o.o%
4 “ ‘ g .
. @ | S B
=+ 8 | &
] _ | i
0.00 - | /H‘Eﬁ ‘ U i -0.00
0 5 o - 15 20 25 o 30 ‘35‘ o ‘40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.261 127052 12.894 1468 3.514
2 10.667 8346 0.847 552 1.322
3 11.008 297 0.030 39 0.092
4 14.089 778883 79.047 37789 90.480
5 31.004 70758 7.181 1917 4.591
| Totals | 985336 | 100.000 | 41764 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 10 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 12:46:15 PM
Printed: 7/10/2013 10:11:15 AM

0.045 S | ;0.04
] Retention Time M‘ i
| | ,
0.02 ] \\ 0.0£
1 | r =
1 Ny(Y) | ‘ 0
§ 5 i S -
] & 8 | 5
] 4 ) i
0.00- — /H S | | | -0.00
0 EL o lb - 1‘5 26 | ZLE: - 36 - 3‘5 | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.271 137063 13.706 1509 3.515
2 10.673 8271 0.827 564 1.313
3 11.033 408 0.041 49 0.115
4 14.089 816560 81.653 39748 92.584
5 31.005 37729 3.773 1061 2472
| Totals | | 1000031 | 100.000 | 42932 | 100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 11 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 1:27:55 PM
Printed: 7/10/2013 10:11:59 AM
o010 I L0.010
Retention Time J‘ \‘ *
u
1 | 2
0.005 - o o | \‘ - 0.085
| RE : |
© 3 2 ||
1 \ 52 / \‘ r
0.000 - %@mﬁA e % AL ~0.000
0 5 0 15 20 s 30 3 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.252 19821 3.351 648 4.549
2 10.225 124825 21.106 1397 9.808
3 11.281 24538 4.149 711 4.992
4 11.542 367 0.062 62 0.434
5 19.340 13446 2.273 627 4.402
6 30.989 408432 69.058 10797 75.814
| Totals | | 591430 | 100.000 | 14242 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\Amostra 12 5x 02_07_2013
Acquired: 7/2/2013 2:52:59 PM
Printed: 7/10/2013 10:13:14 AM

0.04 f T q‘\‘ ;0.04
Retention Time H [
- ‘M [
0.02 ‘\ 70.02%
1 <
] L | g
S g
0.00 i /\L«‘Hﬁ; TL U -0.00
0 EL | - 1‘5 26 ZLE: - 36 - 3‘5 | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.154 127559 12.714 1419 3.243
2 11.046 20434 2.037 616 1.407
3 11.342 386 0.039 53 0.122
4 14.090 854905 85.211 41664 95.228
[ Totals | 1003285 | 100.000 | 43751 | 100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 13 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 10:06:35 AM
Printed: 7/10/2013 10:14:36 AM
| — | :
0.04 ] Retention Time H 50'04
] \ g
| | -
0.02 1 “ \ L0.02
i oo L
] = g
=4 S
] 3 \ I
0.00 I ,’/u—«i’. i U E—— -0.00
0 EL - 10 - 1‘5 | 26 ZLE: - 36 - 3‘5 | | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 10.022 113837 10.358 1254 2.562
2 10.399 23308 2.121 1155 2.359
3 11.169 20524 1.868 667 1.363
4 14.076 941315 85.653 45868 93.715
| Totals | | 1098984 | 100.000 | 48944 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 14 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 10:48:23 AM
Printed: 7/10/2013 10:15:20 AM
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0 - EL - lb - 1‘5 - 26 - ZLE: - 36 - 3‘5 | | 40
Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.237 21235 3.802 664 4.594
2 9.914 85250 15.262 1172 8.103
3 10.503 37583 6.728 1176 8.129
4 11.275 20763 3.717 681 4.710
5 19.315 13247 2.372 639 4.417
6 20.052 1065 0.191 60 0.413
7 31.022 379449 67.929 10071 69.634
| Totals | | 558594 | 100000 | 14463 |  100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Anélises de 01_07_2013\amostra 15 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 11:55:24 AM
Printed: 7/10/2013 10:16:18 AM
0.010 — ‘("\‘ ;0.010
Retention Time ‘J \‘ I
[
| i
|| £
0.005 - g . < ‘J \ -0.08
g S« =8 B
N ed [ X=] [
[oe) — Ao 8 | \
| \ N o | L
0.000 TM@\_/\W ‘U & AL 0.000
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Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.236 20075 3.540 638 4.331
2 9.870 83548 14.732 1132 7.676
3 10.492 36290 6.399 1163 7.890
4 11.253 20299 3.579 654 4.436
5 19.314 15865 2.797 737 4.998
6 20.056 1573 0.277 72 0.485
7 31.020 389487 68.676 10346 70.183
| Totals | | 567136 | 100.000 | 14741 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 16 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 12:38:58 PM
Printed: 7/10/2013 10:16:45 AM
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Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.235 20596 3.842 654 4.740
2 9.814 76281 14.231 1091 7.906
3 10.521 43380 8.093 1169 8.474
4 11.287 20033 3.737 660 4.785
5 19.315 9746 1.818 478 3.461
6 20.056 915 0.171 52 0.376
7 31.020 365065 68.107 9694 70.259
| Totals | | 536017 | 100.000 | 13798 | 100.000 |
Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 18 5x 08_07_2013a
Acquired: 7/8/2013 2:29:23 PM
Printed: 7/10/2013 10:18:04 AM
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Minutes
Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.245 19543 3.265 626 4.007
2 9.756 71953 12.022 1066 6.822
3 10.588 50388 8.419 1211 7.755
4 11.327 20400 3.408 692 4.431
5 19.313 20662 3.452 959 6.139
6 20.028 2251 0.376 98 0.627
7 31.013 413329 69.058 10969 70.220
| Totals | | 598525 | 100.000 | 15621 | 100.000 |
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Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 19 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 3:11:00 PM
Printed: 7/10/2013 10:18:31 AM
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A I
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Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 8.245 20499 3.268 636 3.928
2 9.727 73708 11.750 1098 6.781
3 10.499 49172 7.839 1223 7.553
4 11.253 23317 3.717 725 4.477
5 11.667 829 0.132 72 0.442
6 19.320 11010 1.755 530 3.275
7 31.014 448772 71.539 11907 73.545
| Totals | | 627307 | 100.000 | 16189 | 100.000 |

Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Analises de 01_07_2013\amostra 20 5x 08_07_2013
Acquired: 7/8/2013 3:52:37 PM
Printed: 7/10/2013 10:20:07 AM
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Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 7.058 111 0.019 18 0.123
2 8.241 19782 3.426 618 4.154
3 9.762 69757 12.080 1048 7.045
4 10.468 43393 7.514 1160 7.800
5 11.214 19956 3.456 650 4.367
6 19.315 3639 0.630 188 1.263
7 31.009 420842 72.876 11194 75.248
| Totals | | 577479 | 100.000 | 14876 | 100.000 |
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Cromatograma de uma mistura preparada de xilose, etanol e xilitol:

Data Name: C:\CLASS-VP\Data\Dados\Coluna REZEX\Anélises de 01_07_2013\Xilose_Xilitol EtOHa

Acquired: 7/3/2013 4:10:34 PM
Printed: 7/10/2013 10:24:05 AM
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Detector A
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 (xilose) 14.095 260963 4.461 12907 4.906
2 (etanol) 17.003 5356988 91.581 243538 92.572
3 (xilitol) 31.013 231488 3.957 6634 2.522
| Totals | | 5849439 | 100.000 | 263079 | 100.000 |
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RIQUEZA DE LEVEDURAS DA AMAZONIA:
ALTERNATIVAS PARA OBTENGAO DE PRODUTOS
A PARTIR DA BIOMASSA
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Abstract

Yeasts have remarkable role in various branches of industry, be
as sources of enzymes, or as direct agents of bioprocesses. When newly
discovered, they were considered mere catalysts, until the advent of
microscopy allowed the correct conclusion that are living organisms.
Since then several species have been described, remaining many gaps and
uncertainties about the evolutionary history and the correct classification
of many of them. The increasing demand for clean technologies for food
production and energy brings to the context of this discussion yeasts able
to metabolize the hemicellulosic fraction of plant biomass. Prospecting for
wild-type yeasts able to produce, for example, ethanol, xylitol and protein
supplements using hemicellulose as carbon source can lead to obtaining
important biotechnological tools. Whereas the Amazonian microbial
‘community is huge and unknown, the elucidation of this wealth can lead to
knowing species with this ability. Previous work reports the occurrence of
ini guilliermondii asmaatedwith
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INTRODUCAO

O presente capitulo versard sobre a utilizacdo de linhagens selvagens
de leveduras amazénicas para obtencio de produtos usando a biomassa
lignocelulésica como matéria prima. As atencdes aqui serio dedicadas a fragio
hemicelulose desta biomassa. As se¢ées iniciais fario uma contextualizacio
no intuito de explicar ao leitor o desafio que representa a utilizagao de
hemicelulose enquanto matéria prima. A seguir, discorreremos sobre
leveduras, sua importancia, diversidade, utiliza¢ées e potencialidades. Por
fim, apresentaremos os trabalhos ja desenvolvidos no &mbito dos Programas
de Pés-Graduagio da Universidade Federal do Amazonas, o panorama atual
e potenciais futuros sobre a utilizacdo de leveduras no contexto amazénico.

LEVEDURAS
Classificagao, Riqueza e Potencial Biotecnolégico

A taxonomia é o ramo da biologia dedicado 2 classificacio dos seres
vivos, descrevendo-os em grupos formados por similaridades morfoldgicas e
moleculares, além de refletirem histdria evolutiva comum. Tradicionalmente,
0s organismos vivos eram agrupados exclusivamente com base na morfologia
e demais caracteristicas fenotipicas. Este sistema criou alguns equivocos ao
longo da histéria da Ciéncia, como o agrupamento de todos os seres vivos
em somente dois grandes reinos: Animal e Vegetal. Baseado nesta légica, a
maior parte dos fungos era equivocadamente posicionada no reino Vegetal,
enquanto os fungos zoospéricos, por exemplo, eram agrupados dentro do
reino Animal.

Durante a segunda metade do secquXX aproposicio de um sistema de
classificagdo que dividia os organismos vivos em cinco reinos foi amplamente
difundida e aceita. A partir de entdo, os fungos integravam o reino Fungi,
definidos como organismos eucariotos, dotados de parede celular quitinosa,
tendo glicogénio como polissacarideo de reserva. No entanto, a condicao
taxonémica de alguns grupos, como oomicetos e mixomicetos, seguia
incégnita, ja que estes ndo atendiam a uma grande parte dos requisitos
fenéticos estabelecidos para as divisdes do reino Fungi.

Blackwell e Spatafora (2004) descrevem o reino Fungi integrado
por organismos heterotréficos, iméveis, dotados de parede celular e com
reproducio, sexuada e/ou assexuada, por esporulacio. Os mesmos autores
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propoem, baseados em anlise filogenética, que Fungi seja dividido em
quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota.
Alexopoulos et al. (1996) consideram a existéncia do filo-forma
Deuteromycota, grupo no qual encontram-se fungos cuja fase de reprodugio

da e/ou posicio ica ndo seja ainda esclarecida. Atualmente,
existem cerca de 80.000 espécies de fungos descritas, estimando-se a
existéncia de pelo menos 1,5 milhdes de espécies, as quais devem ser
descobertas, identificadas e inclusas nos quadros taxonémicos (BLACKWELL
e SPATAFORA, 2004).

Foco deste capitulo, as leveduras sio micro-organismos integrantes
do reino Fungi, distribuidos entre os filos Ascomycota, Basidiomycota e no
filo-forma Deuteromycota. Caracterizam-se por serem predominantemente
unicelulares, realizando reproducio assexuada por brotamento e, em alguns
casos, por fissio celular (BARNETT, 2004). Eventualmente, algumas espécies

de fungos fil hsos podem ap forma leveduréide quando
submetidos 4 escassez de O, e abundancia de CO,. Ap am habito
cosmopolita, sendo capazes de col os mais di habi crescendo

em condi¢do saprébia, comensal, parasita ou inquilina de outros organismos
como plantas e animais (STAJICH et al., 2009). Quando cultivadas in-vitro
formam, tipicamente, colénias com aspecto cremoso, embora algumas
espécies apresentem crescimento colonial radial semelhante a fungos
filamentosos (Figura 1).

Figura 1

Levedura isolada do i ino de Cale sp. (A) Cr colonial com
aspecto filamentoso; (B) Andlise ao microscépio 6ptico permite a identificacdo
de células de leveduras (aumento 400x). (Fotos: [talo T. S. R. Matos).

ey L Wi | Morslo Men | et rsiar Pchecods Ao | ek 33

A celulose ¢ o polissacarideo mais abundante na natureza. Consiste
em um homopolimero de glicose, unidas por ligaces glicosidicas B - 1,4. A
hidrolise por enzimas da familia das celulases gera monémeros de glicose
que, conforme mencionamos anteriormente, sio facilmente metabolizados
pelas leveduras tanto para produgio de biomassa microbiana quanto para
fermentacao alcodlica.

Diferentemente, a hemicelulose é um heteropolimero composto por
hexoses e pentoses, com destaque para estas tltimas. E formado por pentoses
(xilose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e agiicares acidos.
A proporgio de cada carboidrato também é varidvel, mas a xilose ocupa
sempre lugar de destaque, p 89,3% dos carboid
componentes da hemicelulose em alguns tipos de madeira (SAHA, 2003).
Este é o segundo mais abundante poli ideo da bi vegetal.

A quantidade de hemicelulose em cada tipo de vegetal é varidvel de
acordo com a espécie e as condi¢ées ambientais de cultivo. Este polimero
estd presente em di tipos de resid groindustriai dend

ir substrato abund. e de baixo custo para a obtengao de produtos
biotecnolégicos tais como xilitol, etanol e proteina celular microbiana. A
utilizacéio da fracio hemicelulésica da biomassa para obtengao de produtos
com valor agregado reduziria a liberacio de residuos sélidos para o meio
ambiente e seria interessante do ponto de vista econémico, devido ao baixo
custo dos residuos e o valor de mercado dos produtos.

O Brasil, maior produtor mundial de cana-de-aciicar (CUNHA et al,,
2006), tem o caldo de cana como principal fonte de carbono para fermentacao
alcoolica. Por conseguinte, o bagaco de cana-de-agiicar é o mais abundante
residuo agricola brasileiro, tendo sido produzidas 173,5 milhoes de tonelad
‘deste somente em 2009 (MATOS et al., 2012). A composigdo do bagaco é
variavel de acordo com as condi¢ées de cultivo do canavial, mas cerca de
35% deste corresponde a hemicelulose (SAHA, 2003). Diversos trabalhos
citam D-xilose como 0 a¢ticar mais abundante da fracdo hemicelulésica do
‘bagaco. Cheng et al. (2007) obtiveram xilose em fracao superior a 50% dos
_componentes resultantes da hidrélise 4cida de bagago de cana.

Admitindo os valores propostos por Saha (2003) e Cheng et al. (2007),
considerando que fossem utilizadas as 30,4 milhdes de toneladas de
xilose produzidas pelo Brasil em 2009, em uma estimativa tedrica seriam
‘produzidas: 15,2 milhoes de toneladas de etanol (14,7 bilhdes de reais -
'R$ 1,30/L); 30,4 milhoes de toneladas de xilitol (4,9 trilhdes de reais - R$
1177,00/kg) ou 20 milhoes de toneladas de extrato de leveduras (7,2 trilhoes
de reais - R$ 360/kg). Tal rentabilidade, no entanto, esbarra no principal
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Segundo Barnett (2003), as leveduras foram inicialmente descobertas
em processos fermentativos de vinho e cerveja, os quais eram considerados
meros processos fisicoquimicos dos quais as leveduras eram catalisadoras,
O desenvolvimento da sintese de substancias usando somente catalisadores
quimicos fortalecia o argumento de que o levedo usado na produgio do
vinho, do &lcool e da cerveja era apenas um catalisador da reacdo, e niao
?.lm organismo vivo. O crescimento do levedo durante a fermentacio era
ignorado pelos cientistas, que nio admitiam que o processo fosse efetuado
por seres vivos.

) Somente em meados dos anos 1830, com o aperfeicoamento do
microscépio éptico, as estruturas celulares de leveduras foram descritas e
reconhecidas como organismos vivos. Trinta anos mais tarde, apés diversos
debates e emb acalorados e os i trabalhos ;

s ! de Pasteur, a
cf)munndade cientifica passou a admitir que as leveduras fossem organismos
vivos. A aplica!:i.lidade industrial é um fato marcante entre estas, observado
::nal\:é;)a;;fpecxes principalmente do subfilo Saccharomycotina (STAJICH

Entre as aplicagées biotecnolégicas de leveduras, a fermentacio
alcodlica é a mais di inada, sendo empregada pela h idade desde
0s tempos mais remotos, na producio de cervejas, vinhos e pées (DEMAIN
e SOLOMON, 1981). Estes processos baseiam-se na utilizacdo de hexoses
pela via glicolitica para a producio de etanol e diéxido de carbono. O
aproveitamento da habilidade das leveduras em fermentar hexoses é
amplamente dominado pela indistria. Entretano, um limitado nimero de
espécies conhecidas é capaz de fermentar pentoses, o que torna a busca por
novas esp écies/linhag icrobi lvagens dotadas desta habilidade
um importante passo (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

BIOMASSA LIGNOCELULGSICA
Bioprodutos, Rentabilidade e Entraves

Denominamos biomassa lignocelulésica o conjunto dos polimeros
estrutu-rais presente nos vegetais, sendo estes a lignina, a celulose e
a hemicelulose. O primeiro tem fungio basicamente de sustentagao e
_ptote;éo mecanica, conferindo consisténcia lenhosa aos tecidos em que se
impregna. Serao focos desta secgio os dois tiltimos Ppor conta de terem maior
aplicabilidade aos processos fermentativos.
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fator limi : 0 niimero relati pegs de espécies conhecidas
habeis em metabolizar D-xilose.

Afracio hemicelulose e seus derivados nao estao prontamente acessiveis
2 assimilagiio e fer por micro-org; dotados desta habilidade.
Entre o estado polimérico da biomassa e os aglcares fermentesciveis,
encontram-se os principais gargalos tanto do ponto quimico/bioquimico
como f iro. A hidrélise é o processo empregado para sacarificacao, isto
&, tornar os carboidratos poliméricos em aglcares soltveis disponiveis a
fermentacio. O bagaco de cana-de-acticar pode ser hidrolisado por meio de
auto-hidrélise, hidrélise enzimatica e hidrélise acida.

A auto-hidrélise consiste em tratamento por choque térmico a
temperaturas superiores a 190 °C, resultando na conversio de hemicelulose
a xilo-oligossacarideos. A hidrélise enzimatica é feita pela mistura de certa
quantidade de enzimas ao substrato lignocelulésico, liberando agtcares
fermentdveis, O problema destes processos estd principalmente no custo,
pela intensa demanda de calor, necessaria 4 auto-hidrélise, e o preco elevado
das enzimas, bem como os gastos na manutengio de temperatura e pH
btimos a atividade enzimatica. Além disso, as enzimas hemiceluloliticas
nido podem ser usadas na hidrélise direta, pois sdo inibidas pela estrutura
cristalina da lignocelulose, sendo necessdrio empregar pré-tratamento fisico
e/ou quimico para obtencio de hidrélise completa (PANDEY et al,, 2000;
WHITE et al., 2008; CANILHA et al., 2010).

A utilizacio de dcidos inorganicos diluidos, como HCl, HNO, e
H,S0,, levam a hidrélise quase completa da fragio hemicelulésica em

idad. éricas de p e hexoses (WHITE et al.,, 2008). Este
processo gera muitos inibidores ao crescimento microbiano, como furfural,
hidroximetilfurfural, icidos férmico, levulinico e acético. Para tornar o
crescimento microbiano viavel, diversas técnicas de detoxificagio podem
ser empregadas. Entre estas temos centrifugacio, filtracao, adicdo de carvao
ativado, eletrodialise, adicio de hidréxido de cilcio e biodetoxificacio
(CANILHA et al, 2010; HOU-RUI et al, 2009). Algumas técnicas de
detoxificacio podem ainda provocar a redugio na concentracio de acticar
redutor entre 5% e 12% (CANILHA et al., 2010).

O emprego de técnicas simples para detoxificagio de hidrolisados
hemicelulésicos leva a obtengdo de substratos com elevados teores de
inibid podendo ser empregados como meios seletivos para micro-
organismos de alta resisténcia, Esta caracteristica pode baratear os produtos
biotecnolégicos baseados em hidrolisados hemicelulésicos, haja vista a
necessérios a detoxifi

redugéo nos investi -acio.
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Adi idade de leved icas, em seu estado incégnito, pode
conter em si diferentes espécies dotadas de tais habilidades e aplicaveis a
obtencao dos produtos supracitados. Este ramo da pesquisa foi iniciado
no ambito dos Programas de Pés- Gradua;éo da Universidade Federal do

Amazonas, com alguns resultados p como a seguir.

DIVERSIDADE / RIQUEZA DE LEVEDURAS AMAZONICAS

Da assimilagdo de hemicelulose
a fermentagdo de D-xilose

Confé descrito, a obtengéo de prod biotecnolégicos baseados
em hemicelulose tem perspectivas p mas que d dam muito
esforco de pesquisa especialmente no que se refere aos micro-organismos
habeis em metabolizar esse substrato e seus derivados. A pergunta que
tentamos responder é como a diversidade microbiana da Amazonia se
iciona num contexto de obtencio destes produtos?

A condigio megadiversa do bioma A énia é ampl conhecida
& difundida, restando muito desconhecimento sobre o numero de espécies
essa diversidade. Diversos trabalhos cientificos versam sobre
busca por micro-organismos e/ou processos que conduzam & obtengdo .
produtos biotecnolégicos baseados em hemicelulose (MATOS, 2010).
um extenso levantamento bibliografico, diversos artigos relatam
construgio e emprego de micro-organismos recombinantes. Poucos
trataram do isolamento e utilizagao de leveduras selvagens para utilizacao de
hemicelulose, sendo que, em hum dos casos, 0 foi efetuado a
partir de habitats amazonicos.
Igualmente escasso é o nimero de trabalhos cientificos atuais que
tratam da riqueza de espécies mic da 6nia. A megadiversid
6nica encontra-se, portanto, em condi¢ao incégnita, e aparentemente
fontinuara assim por um perfodo longo. Esta expectativa se baseia no fato
que poucos grupos de pesquisa tem se dedicado a tal tarefa, sendo menor
a 0 namero de grupos que busca a aplicagdo de espécies selvagens aos
ropésitos supracitados.

Entre os estudos efetuados objetivando o isolamento de espécies de
uras selvagens habeis em metabolizar hidrolisado hemicelulésico de
gaco de cana-de-agiicar, os resultados sao animadores. Em sua dissertagdo
de mestrado, desenvolvida no ambito do Programa de Pés-Graduagio em
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cana-de-acticar foi lavado para retirada de sacarose residual e desidratado em
estufa de secagem a 70 ‘C. A seguir, o bagago foi imerso em dcido sulfirico
3%, com razio sélido liquido de 1:4. Apds 24 horas a temperatura ambiente, a
mistura foi autoclavada a 121 °C por 40 minutos. A fase liquida foi separada e
neutralizada pela adigio de hidroxido de célcio. Por fim, a solugdo foi filtrada
e 0 meio liquido utilizado como fonte de carbono para selegio de micro-
organismos, conforme descrito por Vargas Betancur e Pereira Jr (2010).
Considerando que o pré-tratamento empregado gera grande quantidade de
inibidores do crescimento microbiano, o meio obtido tinha elevado poder
de selecio de leveduras hébeis em metabolizar hemicelulose e tolerantes a
inibidores.

0 isolamento das leveduras deu-se em placas de Petri contendo meio
composto por HACA, Yeast Nitrogen Base (livre de aminodcidos ou outras
fontes de carbono) e Agar. Forani selecionadas ao todo 76 leveduras, obtidas
conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Total de coldnias isolad: do o habitat pesquisado

Nimero Aaes o S e S
teolalos. de D-xilose de D-xilose
-2 0 =
8 4 =
12 b 2
Y 12 1

A pequena quantidade de isolados obtidos a partir das amostras de
o deu-se provavelmente em razio da alta seletividade do meio, ja que a
svidade microbiana decompositora de lignocelulose em solos amazénicos é
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Diversidade Biolégica, Matos (2010) consid quatro d: bi6

na Amazénia: solos de savanas no estado de Roraima, solos de matas de
terra firme no Amazonas, conteido intestinal de cupins (Nasutitermes sp.) e
besouros do género Calosoma (Artropoda, Insecta, Carabidae).

As amostras de solo foram escolhidas como habitats em potencial
para as leveduras de interesse levando em conta o volume de biomassa
lignocelulésica que é dec: pela atividade microbiana. Quanto aos
insetos, os cupins (Nasutitermes sp.) foram selecionados em funcio da

il isto &, ali -se basi de madeira. Considerando que
menos de 10% das enzimas empregadas na digestio da madeira é produzida
pelos cupins (BREZNAK, 1982), a suposiio de que encontrar-se-ia leveduras
hemiceluloliticas nestes insetos pareceu razovel. Calosoma é um género
de besouros carnivoros, mas que apresentam habito alimentar xiléfago
durante a fase larval (LIMA, 1945). Segundo Suh et al. (2005), o intestino de
besouros é um habitat inexplorado e hiperdiverso em espécies de leveduras
ainda nao descritas. Os cupins foram manuseados até a extrusao do aparelho
digestério (Figura 24), enquanto que os espécimes de Calosoma sp. tiveram
seus intestinos dissecados (Figura 2B).

Figura 2

A

(seta). B. Tubo dlgesténo de um espécime de Calosoma sp. dissecado com pingas
e tesouras cirtrgicas. (Fotos: ftalo T. 5. R. Matos).
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B Para o isolamento das leveduras, o meio seletivo foi produzido
utilizando hidrolisado acido hemicelulésico de bagaco de cana-de-agticar
(HACA) como fonte tinica de carbono. Para obtengéo do HACA, o bagaco de

de sp. d

até a extrus3o do tubo digestorio

conhecidamente intensa. Outro fato relevante foi a auséncia de crescimento
bacteriano e o escasso nimero de fungos filamentosos, demonstrando a
elevada seletividade do meio.

Os isolados foram submetidos a ensaios de fermentacio de D-xilose, a
fim de serem posteriormente selecionados para bioprocesso e identificados
por técnicas classicas e moleculares. A habilidade em fermentar D-xilose
foi verificada em trés isolados, sendo duas oriundas de Calosoma sp. e uma
de Nasutitermes sp. A capacidade fermentativa foi atestada pela retencio
em tubos de Durhan do gis desprendido durante o processo fermentativo,
conforme exemplificado na Figura 3.

Figura 3

Prova de fermentac3o de D-xilose por
retenc3o de gas em tubos de Durhan,
conforme descrito por Barnett et al.
(1990). Resultado positivo ao centro.
(Foto: ftalo T. 5. R. Matos).

Aidentificagio taxonémica dos trés isolados fermentadores de D-xilose
foi executada utilizando técnicas de biologia molecular e provas bioquimicas
utilizando o kit ID32C, da Biomerieux®. Os dados sobre assimilagio de
fontes de carbono e nitmgénio foram plotados no aplicativo online ApiWeb®,
o qual compara o perfil bioquimico ado com outros depositados
na base de dados da Biomerieux®, O DNA gendmico foi extraido, seguindo
a amplificagio e sequenciamento da regido ITS1. As sequéncias foram
analisadas pela ferramenta Nucleotid BLAST, na base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias obtidas foram depositadas no
GenBank, sob ntimeros de acesso JN974905 e JX861097.

As duas linhagens isoladas de Cal sp. foram identificadas como
Trichosp mycotoxini quanto a linhagem obtida de Nasutitermes
sp. foi identificada como sendo Meyerozyma gwlhermandn Foi a primeira
descrigdo da ocorréncia destas espécies associadas a estes hospedeiros na
Amazénia Central.

40 masbica ocorngio
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Quando cultlvada em HACA, T. my ini d rou
. 1 +

rato, ¢

osagiicaresp
ca de 80% dos acticares redutores totais e elevando o pH do meio de 5,0
2 7,5. Este isolado demonstmu ainda elevado potencial na produgao de
nassa, duzindo 0,71 gde b por grama de agiicar consumido.
tolerénqa a0 HACA foi considerada moderada, com 65,5% de células
s ao final do cultivo.
A espécie T. mycotoxinivorans foi descrita foi pela primeira vez por
et al. (2004), que isolaram a linhagem associada a cupins terricolas
cie Mastotermes darwiniensis, no deserto da Austrdlia. A ocorréncia
a espécie foi descrita ainda em associagao ao besouro xil6fago Phrenapetes
etti (Tenebrionidae), coletados no Panama por Suh et al. (2005). Hickey
(2009) menciona T. mycotoxinivorans na condi¢do de patégeno do trato
spiratério de pacientes portadores de fibrose cistica em San Antonio,
axas USA Ntougias et al (2010) descrevem a ocorréncia desta espécie
icrok dec de d de uva, em uma indistria de
oo sul do Pelopcmeso, Grécia. Estas e outras mencoes sugerem que T.
hébitoc idade oportunista,
sticas comu.ns a este género (CH.AGAS NETO etal., 2008).
Alguns trabalhos mencionam a utilizacdo de Trichosporon spp.
a produgio de biossurfactantes (MAKKAR et al., 2011), na produgio
e amilases extracelulares (LIN e TANAKA, 2006), e na utilizagio de
lulose para produgio de lipidios (CHEN et al., 2009; HUANG et al.,
). Quanto a Trichosporon mycotoxinivorans, a Ginica mengio encontrada
te a potencial blctecnoléglco diz respeito a notével habxhdade na
etoxificacdo das mi Oct ina A e Zearal c
1 estoques de culturas importantes como milho, sorgo, cevada e aveia.
enhum trabalho anterior investigou o p ial de T. ini na
acdo de lignocelulose, sendo este um trabalho pioneiro.
A sequéncia da regido ITS1 do isolado obtido de Nasutitermes sp.
sentou 100% de similaridade com Pichia guilliermondii. Esta espécie
mbém identificada em estado anamorfo pela sinonimia Candida
ondii. Considerando que o clado Pichia é polifilético, Kurtzman
i (2008) propuseram, baseados em anilise filogenética, que as
es P gmlhermondn e P. caribica fossem agrupadas em um novo
do M . Considerando que a p tem sido
ente aceita, adotou -se esta denommacéo neste trabalho.
Semelh aT Meyerozyma guilliermondii
izou o meio, elevando o pH de 5,0 para 7, 6 Foram consumidos 78,6%
% acticares redutores totais, com producio de 0,52g de biomassa por
ama de aguicar c ido. A despeito de ar menor
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de bi M. guilli dii
90,3% de células vidveis ao final do cultivo,

A neutralizagao do meio e a elevada tolerdncia ao HACA endossam a
afirmacdo de Parawira e Tekere (2011) sobre a capacidade de biodetoxificagao
apresentada pelo anamorfo Candida guilliermonddi frente a hidrolisados
hemiceluldsicos. Esta espécie apresenta conhecida habilidade na producio
de xilitol (MUSSATO et al., 2005) e etanol (RAO et al., 2008).

Ambas as espécies apresentaram potencial biotecnolégico na
produgio de biomassa microbiana, na utilizacio dos actcares presentes
no HACA e na tolerincia aos inibidores presentes neste substrato. Novos
trabalhos tem sido realizados no intuito de desenvolver bioprocesso
usando estes isolados.

maior tolerincia ao HACA, com

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Observa-se que em um trabalho de pesquisa realizado em prazo inferior
a vinte e quatro meses, foram identificadas duas espécies com potencial
de utilizagio de lignocelulose para obtencao de etanol, xilitol e biomassa
microbiana. Para conduzir as mesmas dos potenciais & real utilizagao
em bioprocessos, muito esforco de pesquxsa deve ser empreendido, 0 que
demandara novos investimentos e, principal recursos h

Em fungao de sua megadiversidade, a ainda pouco conhecida
microbiota amazénica podera constituir extensa fonte de micro-organismos
apliciveis para os mais diversos fins, seja na produgio de enzimas
industriais, t deefl produgio de biocombustiveis, ou ainda
como hospedeiros ou fontes de genes de i a haria boli
contribuindo assim para geragdo de renda 208 povos amazdnicos e criando
condigdes para mini a i

Os esforgos de pesquisa agora se concentram no estudo da microbiota

inal de t il6fagos, baseado na & de ser este um habitat
hiperdiverso, rico em espécies de leveduras ainda ndo descritas.
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