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RESUMO

Xilitol é um acucar-alcool de cinco carbonos que tem despertado interesse biotecnologico, por
suas diversas aplicacdes nas industrias farmacéutica e alimenticia. Este composto é produzido
industrialmente por rota quimica, através da hidrogenacdo catalitica de xilose purificada. Contudo,
uma producdo mais econdmica e ambientalmente menos impactante é de interesse. Uma
alternativa € a utilizacdo de microrganismos que sejam capazes de converter a xilose presente em
hidrolisados de biomassa lignoceluldsica a xilitol. Para competir com a producdo quimica, 0s
microrganismos escolhidos devem ser capazes de manter altos indices de rendimento e
produtividade, mesmo na presenca dos inibidores provenientes da hidrolise da lignocelulose. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar leveduras selvagens capazes de produzir
xilitol a partir de acucares derivados do bagaco da cana de acucar. Para isso, 960 linhagens de
leveduras isoladas de amostras de solo e madeira em decomposicdo foram prospectadas e
selecionadas pela capacidade de crescer em meio minimo contendo xilose (40 g/L) como Unica
fonte de carbono. As 42 leveduras que apresentaram melhor crescimento foram cultivadas em
microplacas em meio de cultura suplementado com xilose e o perfil de consumo de acucar e de
producdo de metabdlitos foi analisado. Com base nesses resultados, as seis leveduras que mais
consumiram Xxilose foram posteriormente identificadas taxonomicamente e avaliadas em
experimentos comparativos e de cinética fermentativa em hidrolisado com e sem suplementacéo
de fontes de carbono e nitrogénio. As seis leveduras foram identificadas como pertencentes a
espécie Meyerozyma guilliermondii. Todas foram capazes de consumir toda a glicose e Xxilose
presente no hidrolisado de bagaco de cana e produzir xilitol, porém com cinéticas diferenciadas
entre si. Com base nos resultados de rendimento obtidos, uma das seis linhagens foi selecionada

para comparacao de cinética fermentativa de hidrolisado, em frasco e biorreator, com linhagens de



Spathaspora sp. JA1, W. anomalus 740 e M. guilliermondii A3 conhecidas como produtoras de
xilitol. Essa linhagem selecionada foi capaz de assimilar xilose e produzir xilitol com rendimento
méaximo de Y= 0,57 g/g xilose. A estratégia de prospec¢do adotada nesse trabalho possibilitou a
identificacdo de uma nova linhagem de M. guilliermondii capaz de produzir xilitol a partir de

hidrolisados de biomassa de cana de agucar.

Palavras-chave: xilitol, xilose, hidrolisado, fermentacéo, cana de aclcar.



ABSTRACT

Xylitol is a sugar alcohol with five carbons, which is attracting interest for their various
biotechnology applications in the pharmaceutical and food industries. This compound is
industrially produced only by chemical route, through the catalytic hydrogenation of the purified
xylose. However, a more economical and environmentally friendly production is of interest. An
alternative is to use microorganisms that are able to convert xylose present in lignocellulosic
biomass hydrolysates into xylitol. To compete with chemical production, the chose
microorganisms must be able to maintain high levels of yield and productivity, even in the presence
of inhibitors from the hydrolysis of lignocellulose. In this context, this study aimed to select wild
yeasts able to produce xylitol from sugars derived from sugar cane bagasse. For this, 960 yeast
strains, isolated from soil, wood and insects have been prospected and selected for the ability to
grow on minimal medium containing xylose (40 g/L) as the only carbon source. The 42 yeasts that
showed better growth were grown in microplates in culture medium supplemented with xylose (40
g/L), and the profile of sugar consumption and production of metabolites were analyzed. Based on
these results, the six most xylose consumers yeasts were subsequently identified, molecular and
taxonomically, and evaluated in comparative experiments of fermentative kinetics in hydrolyzed
with and without any supplement of carbon and nitrogen sources. The six yeasts have been
identified as belonging to the species Meyerozyma guilliermondii and were able to consume all the
xylose and produce xylitol, however, they presented different fermentative kinetics. Based on the
results obtained, one of the six strains was selected for comparison of the fermentative kinetics in
sugar cane bagasse hydrolyzed, in bottle and bioreactor, with strains of Spathaspora sp. JAL, W.
anomalus 740 and M. guilliermondii A3, known as xylitol producers. The strain selected was able

to assimilate xylose and produce xylitol with a maximum vyield of Y = 0.57 g/g Xylose. The
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prospecting strategy adopted in this work enabled the identification of a new strain of M.

guilliermondii able to produce xylitol from sugar cane biomass hydrolysates.

Keywords: xylitol, xylose, hydrolysate, fermentation, sugar cane.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biomassa lignocelulésica e suas aplicacfes

A biomassa lignoceluldsica é derivada de diversos residuos e produtos agroindustriais,
comumente divididos em 4 grupos: residuos de industrias energéticas e alimenticias, urbanos e
florestais [44]. Esses residuos lignocelul6sicos estdo disponiveis em abundéncia e s&o uma das
maiores fontes de energia encontradas na natureza [1]. Tais residuos podem ser utilizados para a
producédo de bioprodutos, como etanol, biodiesel, &cidos organicos, compostos fendlicos e xilitol
[44].

A fracdo lignocelul6sica da biomassa € composta basicamente por: celulose, hemicelulose
e lignina. Sua composicdo depende de alguns fatores como tipo de planta, clima e composicédo do
solo [1-27]. A cana de acucar, por exemplo, é composta por 40-50% de celulose, 25-30% de

hemicelulose e 15-20% de lignina [24-44] (Tabela 1).

A celulose ¢ o polimero mais abundante encontrado na natureza e possui diversas
aplicacdes comerciais [44]. A celulose é uma cadeia homopolimérica linear composta por
mondmeros de glicose, ligados alternadamente entre si, por ligacdes glicosidicas  — (1 — 4). Essa
conformacdo possibilita a formacdo de cadeias com estruturas cristalinas, que conferem

estabilidade e forma para a parede celular das plantas [44].

A hemicelulose, por sua vez, ¢ um polimero heterogéneo composto por pentoses (Xilose,
arabinose), hexoses (manose, galactose e glicose) e acidos de acucares; ligados entre si em
diferentes regides metil e acetil (Tabela 1). A cadeia principal é ramificada com diferentes residuos
de acUcares e acidos, o que impede a formacéo de regiBes cristalinas. Essa estrutura faz com que

a hemicelulose seja menos recalcitrante que a celulose [44].
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Tabela 1. Composicao percentual de diferentes materiais lignocelulésicos ricos em pentoses.

Biomassa Glucana Xilana Arabinana Lignina Acetil Referéncias
Bagaco de cana de acgucar 43,3 24,3 2,0 22,8 2,0 [41]
Palha de trigo 41,2 26,1 - 19,1 4,2 [42]
Palha de arroz 34,2 24,5* NR 19,9 NR [43]
Residuo de milho 36,1 2,.4 3,5 17,2 3,2 [40]
(americano)

Residuo de milho (italiano) 36,8 22,2 55 21,2 1,7 [40]

NR, ndo reportado.
*inclui arabinana.
Tabela adaptada de Almeida, et al, 2011.

Além da celulose e hemicelulose, a biomassa lignocelulésica também é composta por
lignina (Tabela 1). Um polimero aromatico altamente hidrofobico, composto por estruturas
fenolicas unidas por ligacdes de éter e conexdes carbono-carbono desordenadas. Possui uma

conformacao heterogénea policristalina, pertencente a classe dos compostos polifenélicos [50].

Para que os acUcares presentes na biomassa lignocelulésica possam ser utilizados em
processos fermentativos é necessario que a celulose e hemicelulose passe por processos de pre-
tratamento e hidrolise. Nesses processos, 0s mondmeros de agucares constituintes da celulose e

hemicelulose sdo liberados, e preferencialmente ocorre a remogéo da lignina [1].

Diferentes tipos de pré-tratamento sdo conhecidos, e podem ser agrupados em processos
quimicos (acidos, bases, liquidos ibnicos), fisicos (radiacdo, micro-ondas, pirélise), fisico-quimico
(explosdo a vapor, catélise elétrica, explosdo por CO2) e bioldgicos (catalise enzimatica) [44]. O
pré-tratamento tem como objetivo a reducdo da recalcitrancia da celulose, e a quebra da
hemicelulose e/ou lignina. Dependendo do tipo e das condi¢cdes do pré-tratamento ocorre a
solubilizacéo da hemicelulose (pré-tratamentos em condicdes acidas em altas temperaturas) ou da

lignina (pré-tratamentos em condicdes alcalinas em altas temperaturas) [1].
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Apbs o pré-tratamento, procede-se com o processo de hidrélise, o qual visa solubilizar
completamente os aclcares presentes na celulose e hemicelulose. A hidrdlise é realizada
preferencialmente por processos enzimaticos, para maximizar a recuperacao dos agucares evitar a

formacdo de compostos pela degradacdo dos acucares [1].

Apols o processo de pré-tratamento e hidrélise enzimatica, os aglUcares presentes na
hemicelulose sdo liberados no meio, porém, com eles, alguns compostos que inibem o
metabolismo microbiano também sdo liberados e outros possivelmente formados [1-2]. Entres
estes compostos estdo o 4cido acético, o qual é liberado no hidrolisado lignocelulésico pela
deacetilacdo da hemicelulose; outros &cidos alifaticos podem ser formados a partir da quebra do

HMF e furfural, tais como levulinico e férmico [1].

O Hidroximetilfurfural — HMF e o furfural sdo formados pela degradacéo de hexoses e
pentoses em altas temperaturas (>100°C), respectivamente [2-31]. Os compostos fendlicos sdo
formados pela quebra da molécula de lignina. Os compostos fendlicos mais encontrados em

hidrolisados sdo 4-hidroxibenzeno e &cido feralico, (Tabela 2) [31].

O grau de tolerancia aos inibidores pode variar de acordo com o microrganismo utilizado.
Mas de forma geral, inibidores interferem diretamente na cinética fermentativa dos
microrganismos. Eles podem influenciar na formacdo de ATP, proporcionar acumulo de
acetaldeido, o que resulta no aumento da fase lag na fermentacdo e ainda podem afetar a

integridade da membrana celular e a formacao de proteinas [31-32].

A biomassa do bagaco de cana possui altas concentracGes de agUcares, principalmente de
xilose (Tabela 1), o qual representa cerca de 33% dos agucares presentes no bagago de cana de

acucar[2]. Através do pré-tratamento e hidrélise do bagaco, é possivel recuperar mais de 80% das
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Tabela 2. Concentracéo de inibidores em diferentes hidrolisados de biomassa lignocelulésica.

Biomassa Acido HMF  Furfural Compostos Referéncias
aceético (g/L) (g/L) fendlicos totais
(9/L) (9/L)
Bagaco de cana de agucar 2,31 0,02 0,19 5,48 [11]
Residuos de madeira 11,25 0,19 1,75 4,52 [52]
Alamo amarelo 11,33 0,18 1,4 4,53 [52]
Residuo de cevada 1,31 0,05 0,64 1,32 [51]

Tabela adaptada de Rao, et al, 2016.

pentoses presentes na hemicelulose, o quais podem ser empregados em processos biotecnoldgicos
para producdo de compostos quimicos de interesse, tais como o Xxilitol e etanol de segunda geracao

(Figura 1) [25-26].

BIOMASSA

Pre-tratamento

ENZIMAS mmp Hidrdlise da Hid.rolisa'd(.)
celulose hemicelulésico
LEVEDURAS ™) Fermentag3o C6 Fermentagdo C5 mmmp Outros produtos
Etanol Etanol 2G

Figura 1. Esquema representando as principais etapas para producgéo de etanol e outros compostos
quimicos a partir de acUcares presentes na biomassa lignocelulésica. Apos etapas de pré-
tratamento e hidrolise os aclcares podem ser fermentados a etanol. Adicionalmente, a fracdo C5,

rica em Xxilose, pode ser separada e utilizada na producao de outros compostos quimicos.
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Biorrefinarias podem ser definidas como “industrias para o processamento sustentavel de
biomassas para formacao de produtos para o mercado alimenticio, farmacéutico e energético” [50].
Essas industrias surgem como alternativas mais sustentaveis as refinarias de produtos derivados
do petroleo [43]. Processos quimicos, fisicos e biologicos podem ser empregados em
biorrefinarias, afim de converter diferentes tipos de biomassa em produtos de interesse comercial

e energia sustentavel (Figura 1) [43].

Nesse contexto, a integracdao da producdo de biocombustiveis, tais como etanol 1G e 2G
com a producdo de outros compostos quimicos de interesse pode ser vantajoso. A fracdo celuldsica
da biomassa, rica em hexoses (glicose) podem ser facilmente convertidas a etanol por processos
fermentativos empregando a levedura industrialmente utilizada Saccharomyces cerevisiae. Porém
a xilose, proveniente da fracdo hemiceluldsica da biomassa, a qual ndo é metabolizada por essa

levedura, pode ser explorada para producdo de outros compostos quimicos (Figura 1).

1.2 Xilitol como um composto quimico de interesse

O xilitol ¢ um poliol (aclcar-alcool) de cinco carbonos (CsH120s) (Figura 2) e € um
metabolito intermedidrio no catabolismo de carboidratos. Possui alto potencial adocante,
semelhante ao da sacarose. A energia proveniente do xilitol € apenas de 10 kJ/g, 40% menor do
que a da sacarose, e, por ndo precisar de insulina para ser metabolizado, também pode ser utilizado

como adogante por pacientes com diabetes [1-7].

De fato, o xilitol tem sido amplamente utilizado como um substituto do agucar em
industrias alimenticias e também em industrias farmacéuticas, devido ao seu potencial bactericida.

Por ser um acgucar nao fermentavel, as bactérias ndo utilizam xilitol para crescer, o que leva a sua
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acdo preventiva contra inflamagdes das vias aéreas, como a otite e a sinusite e o surgimento de
caries [7-30].

OH

HO/Y!Y\OH

OH OH

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de xilitol.

Além de seus beneficios para a saude, o xilitol tem um potencial refrescante na boca,
causado pelo seu alto indice de calor endotérmico (38,8 cal/g) e alta solubilidade em agua. Essas
particularidades conferem a sensacdo de halito fresco, caracteristica essa, muito utilizada em
gomas de mascar, pastas de dente e balas [5 — 8]. Ademais, 70% do mercado mundial de xilitol é

direcionado para a confeccdo de doces [30].

O padréo alimentar da populacdo esta mudando, e com isso, a busca por produtos naturais,
mais saudaveis e com baixos valores caldricos estd aumentando. O mercado mundial de xilitol é
estimado em 670 milhdes por ano e a demanda mundial de xilitol aumenta estavelmente 6% ao
ano [2-7].

O xilitol foi identificado pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos (DOE) como
um dos 12 quimicos de maior potencial para ser produzido a partir de biomassa. O interesse
também se explica porque além de suas aplicaces em diferentes industrias, o xilitol tem potencial
para ser transformado em outras classes de moléculas de interesse comercial, como o etilenoglicol
e propilenoglicol, que podem ser utilizados em inddstrias cosméticas, farmacéuticas e

automobilisticas [25].

O xilitol, atualmente, é produzido apenas por rota quimica, através da hidrogenacéo

catalitica da xilose oriunda de biomassa lignocelulésica, na presenca de catalisadores de aluminio
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ou niquel [1-2]. A maior empresa produtora, M/s DuPont Danisco, tem filiais na Finlandia e
Estados Unidos e sede na China, e produz xilitol por rota quimica usando a xilose proveniente de
biomassa de madeira [1]. Seguida pela segunda maior industria M/s Xylitol Canada Inc. e M/s DFI
Corp. sediada nos Estados Unidos [30]. O processo de conversdo biotecnoldgica da xilose em
xilitol pode ser atrativo num contexto de biorrefinarias, pelo emprego de processos
ambientalmente menos impactantes e agregacdo de valor a residuos agroindustriais. No Brasil, ndo

existem industrias produtoras de xilitol [30]

1.2.1 Producéo de xilitol por rota quimica

A producdo quimica de xilitol iniciou-se na Finlandia, na década de 70, logo ap6s o
desenvolvimento tecnoldgico da separacdo de compostos quimicos por cromatografia, o que
possibilitou a separacdo de xilose da porcdo hemicelulésica de residuos de madeira, gerando uma

producdo em massa dessa pentose [30].

Industrialmente, o xilitol ainda é produzido apenas por rota quimica, atraves da reducéo da
xilose purificada, na presenca de catalisadores quimicos, em condi¢cdes de altas temperaturas e
pressdo (Figura 3). De forma geral, a producéo de xilitol por rota quimica passa por 5 etapas: 1.
Hidrdlise &cida da xilana; 2. Purificacdo do hidrolisado para obtencéo de xilose; 3. Utilizacdo de
catalisador de aluminio ou niquel para a reacdo de hidrogenacdo de Xxilose para xilitol; 4.
Purificacdo do xilitol; 5. Cristalizacdo do xilitol [1]. O pardmetro que regula a cinética de todas as
etapas é a manutencao de altas temperaturas [30], o rendimento méximo do processo fica em torno
de 60%-80% [4-5]. Sendo que a etapa de hidrogenacgdo catalitica pode durar de 3 a 5 horas,

dependendo dos equipamentos utilizados [1].
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Xilana

0]
OH H H
H OH n
Hidrélise Acida (4cido sulftrico)
Xilose
O, oH OH
OH OH n
HO HO
OH OH
Hidrogenacgao Catalitica:
Ni e Al,,(80-140°C, até 50 atm)
Xilitol
OH OH
HO OH HO /\/k{\ OH n
OH OH OH OH

Figura 3. Esquema representativo das etapas de producdo quimica de xilitol. Somente as etapas de

hidrolise acida da xilana e hidrogenacao catalitica da xilose a xilitol sdo exemplificadas.

Apesar do emprego em escala industrial, 0 processo quimico apresenta muitos gargalos no
que diz respeito as suas diversas etapas de purificacdo, principalmente a purificagdo da xilose
presente no hidrolisado. Precos elevados dos equipamentos, reagentes, e um consideravel gasto
energeético reacional na purificagdo da xilose e conversdo em xilitol, também sdo fatores que
contribuem para o aumento do custo de producdo e, consequente aumento do preco do xilitol no

mercado mundial [4-30].
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A producéo biotecnologica de xilitol é preferivel, principalmente, por ndo necessitar de
condicOes de temperatura e pressdo tdo extremas quanto as utilizadas na hidrogenacéo catalitica.

Além disso, tem o potencial de oferecer custos mais baixos para as rotas de producgdo [10].

Diversas estratégias de producéo de xilitol por rota biotecnoldgica tém sido analisadas. A
utilizacdo de células livres ou imobilizadas, inseridas em diferentes processos fermentativos, como
batelada, batelada alimentada ou fermentacdo continua vem sendo avaliados. [2]. Para aumentar a
eficiéncia do processo, diversos parametros tém sido analisados, tais como, microrganismo a ser
utilizado, pH do meio de cultura, aeragdo, temperatura, fonte de carbono, concentracdo de aglcares

e inibidores do crescimento celular, presentes no meio [25].

Em termos de catalisadores bioldgicos, diferentes microrganismos séo capazes de produzir
xilitol [1]. De qualquer forma, cada espécie e mesmo diferentes linhagens de uma mesma espécie
apresentam peculiaridades e os resultados de producdo relatados, geralmente, sdo muito
discrepantes uns dos outros. Portanto, o principal fator limitante quando se diz respeito ao processo
biotecnoldgico de producao de xilitol é a escolha do microrganismo, pois a partir dele, todos 0s

outros parametros serdo estabelecidos e otimizados (pH, aeracdo, fonte de carbono e nitrogénio)

[2].

1.2.2 Producéo de xilitol por rota biologica

Leveduras, fungos filamentosos e algumas bactérias sdo microrganismos que possuem a
capacidade de produzir xilitol como um metabdlito intermediario na via de assimilagdo de xilose.
[2]. O metabolismo de xilose em leveduras e fungos filamentosos, ocorre em duas etapas: primeiro

a xilose é reduzida a xilitol pela xilose redutase (XR), que é uma enzima NAD(P)H dependente.
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Nesse ponto, o xilitol pode ser secretado, ou oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase
(XDH), que por sua vez necessita do cofator NAD+ para realizar a catalise [2-9] (Figura 4).

Para a maioria das bactérias, o metabolismo de xilose ocorre apenas em uma etapa,
catalisada pela enzima xilose isomerase (XI) [7], a qual converte a xilose diretamente em xilulose,
(Figura 4). Alguns fungos filamentosos também possuem a via da XI. Nesses organismos a

producdo de xilitol pode ocorrer pela presenca de aldose desidrogenases inespecificas para xilose

[21-30].

+¥! D-Xilose
NAD(P)H Xilose

redutas

NAD(P)+ (XR)

"
’,

Xilose

Isomerase

D-Xilitol
NAD(P)+  Xilitol

desidrogenase

NAD(P)H  (XDH)

N

[ § |
““Illll llll.."
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» D-Xilulose
ATP

Xiluloquinase

ADP (XK)

—

D-Xilulose-5-fosfato

>

Via da fosfoquetolase Via da pentose fosfato

Figura 4. Vias do metabolismo de xilose mais comuns em bactérias (linhas pontilhadas), leveduras

e fungos filamentosos (linhas preenchidas).
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Uma das grandes limitacdes na producdo de xilitol é a entrada de xilose na célula, uma vez
que as pentoses geralmente utilizam os mesmos transportadores das hexoses. Porem, a afinidade
desses sistemas de transporte pelas hexoses é bem maior, o que diminui a assimilacdo de xilose
em comparacao a glicose [30]. Dessa forma, a presenca de hexoses em hidrolisados de biomassa

tende a reduzir a eficiéncia do processo, diminuindo a produtividade da etapa de converséo.

Apenas algumas bactérias sdo capazes de consumir xilose e produzir xilitol naturalmente,
como a Corynebacterium sp. e Enterobacter liquefaciens. No entanto, a producéo € baixa, menos
de 1 g/L, e por isso néo téo atrativa quando se considera processos industriais. Contudo, estudos
estdo reportando novas bactérias capazes de produzir xilitol através da fermentacdo de xilose.
Rangaswamy, e, Agblevor, [34], encontraram 10 bactérias anaerobicas facultativas pertencentes
aos géneros Serratia, Cellulomonas e Corynobacterium, nesse estudo a produgdo maxima de

xilitol foi de 0,81 g/L e rendimento maximo de 0,33 g/g xilose-L.

As leveduras sdo consideradas os melhores microrganismos produtores de xilitol por
produzirem Xxilitol em relativamente altas concentracdes e rendimento, principalmente, as
pertencentes ao género Candida (Tabela 3). Essas leveduras tém sido bastante avaliadas por
apresentarem capacidade de metabolizar xilose naturalmente e apresentarem bons rendimentos de

producdo de xilitol devido a expressao das enzimas XR e XDH [2].

Como mostrado na Tabela 3, os valores de producéo de xilitol, bem como de rendimento e
produtividade, sdo muito diferentes quando as cinéticas fermentativas das varias linhagens
produtoras de xilitol s&o comparadas. As pesquisas envolvendo o metabolismo dessas leveduras

estdo focadas, principalmente, na otimizagdo da producéo ja existente de xilitol.
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Tabela 3. Processos fermentativos para a producéo de xilitol por diferentes microrganismos.

Microrganismo Biomassa Processo fermentativo Yxilitol/  Produtividade  Xilitol Referéncias
xilose (g/h.-) (g/L)
(9/9)
C. athensensis SB18 Residuo de Batelada 0,81 0,98 100,10 [10]
hortaligas
C. guilliermondii FT 120037 Bagaco de cana Batelada 0,81 0,60 50,50 [12]
C. guilliermondii FT 120037 Palha de arroz Batelada 0,84 0,17 66,10 [13]
C. tropicalis As 2 1776 Espiga de milho Batelada alimentada 0,83 1,01 96,50 [14]
C. tropicalis NBRC0618 Residuo de azeitona Batelada 0,49 - 53,00 [16]
C. magnoliae Bamboo Batelada 0,59 0,42 10,50 [55]
C. tropicalis HDY-02 Espiga de milho Batelada alimentada 0,73 0,74 58,00 [15]
C. tropicalis W103 Espiga de milho Batelada alimentada 0,70 0,95 68,40 [17]
P. stipitis NRRL Y - 30785 Palha de milho Batelada 0,61 0,18 12,5 [57]
D. hansenii Bagaco de cana Batelada 0,82 0,46 71,20 [17]
D. hansenii CCMI 941 Residuo de cevada Batelada 0,57 0,51 24,00 [58]
K. marxianus CCA 510 Bagaco de castanha Batelada - - 6,76 [56]
de caju
K. marxianus CE 025 Bagaco de castanha Batelada - - 4,80 [11]
de caju
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Yablochkova et al, [22] comparou a atividade das enzimas XR e XDH de 11 espécies
diferentes de levedura, incluindo os géneros: Candida, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis e
Pachysolen, com isso, foi possivel mostrar que a levedura C. tropicalis Y-456 possui a XR com a
maior atividade enzimaética especifica (6.57 1 mol//min/ mg proteina) Estudos apontam que
microrganismos que possuem alta atividade de XR - NAD(P)H dependente séo excelentes

produtores de xilitol [2 — 22].

A presenca de xilose no meio induz a expressdo da XR- NAD(P)H dependente e da XDH-
NAD+ dependente, principalmente, em algumas espécies do género Candida [2]. Nesses
microrganismos, a disponibilidade de oxigénio € um dos fatores fundamentais para a producao de
xilitol. Isso porque em condicBes de oxigénio limitado, os cofatores NAD(P)H ndo podem ser re-
oxidados e ocorre um desbalanco redox dos cofatores envolvidos no metabolismo de xilose, haja
vista que o NADP+ gerado pela XR néo € utilizado pela XDH, a qual ¢ NAD+ dependente. Isso

tudo resulta no acumulo de xilitol e sua consequente secrecdo pela célula [2-28].

Apesar da disponibilidade de linhagens produtoras de xilitol, a prospec¢do de novas
leveduras que sejam naturalmente capazes de produzir xilitol, ainda se faz necessaria, para que a

demanda de producdo em larga escala seja suprida [2-39].

De fato, estudos de prospeccao de novas leveduras estdo sendo feitos, dentre eles, Mirsa et
al, [23] estudou 18 espécies diferentes de leveduras provenientes do néctar da planta Hibiscus rosa.
Dentre as espécies identificadas, 11 pertencem ao género Candida, e a linhagem que mais produziu

xilitol (12,11 g/L em 72h, a partir de 50 g/L de xilose) foi uma Candida tropicalis [23].

30



Novas espécies de leveduras capazes de crescer e metabolizar xilose em hidrolisados de
bagaco de cana foram identificadas. Como mostra Martini, et al [28], uma linhagem de
Meyerozyma guilliermondii foi isolada de caldo de cana e foi capaz de assimilar toda a xilose e
produzir xilitol, com rendimento maximo de Ysr = 0,19 g/g em hidrolisado de bagaco de cana. .
Em outro trabalho, Martinez, et al [26], utilizaram parametros similares e observaram rendimento
méaximo de Ysr= 0,57 g/g [26].

Em outro estudo, Arruda, et al [25] realizaram a fermentacdo de hidrolisado de cana em
biorreatores de bancada, utilizando a levedura Candida guilliermondii, levedura anamorfa a
Meyerozyma guilliermondii [60], em condi¢bes de oxigénio limitado e obtiveram rendimento

méaximo de Ysr = 0,69 g/g [25].
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2. OBJETIVOS:

2.1 Objetivo geral
Obter novas linhagens de leveduras naturalmente capazes de converter xilose em hidrolisado

de biomassa de cana a xilitol.

2.2 Objetivos especificos
e Prospectar colecdo microbiana para selecdo de leveduras naturalmente capazes de
fermentar xilose;
e Selecionar leveduras capazes de assimilar xilose e produzir xilitol;

e Selecionar leveduras capazes de fermentar xilose em hidrolisados de biomassa de cana;

e Avaliar a capacidade fermentativa das leveduras selecionadas em hidrolisado de biomassa

de cana.
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3. JUSTIFICATIVA

O Brasil possui grande diversidade de espécies microbianas com potencial biotecnolégico,
mas ainda inexploradas, tais como leveduras depositadas em bancos microbianos de diferentes
biomas. A identificacdo e selecdo de leveduras que sdo naturalmente capazes de fermentar C5 é
vantajosa por ndo necessitar da obtencéo de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) para
a conversdo de pentoses em produtos de interesse. Além disso, a exploracdo dessas leveduras
abrird novas opcOes de configuracdo do processo de producdo, como também possibilitara a
identificacdo de novas linhagens para a conversdo de xilose. Nesse projeto, leveduras que sdo
naturalmente capazes de consumir xilose, depositadas em bancos microbianos e de amostras
ambientais, foram identificadas e selecionadas quanto a capacidade de crescimento e producéao de

xilitol.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Linhagens

As 960 leveduras utilizadas neste trabalho sdo provenientes da colecdo microbiana de
linhagens da Embrapa Agroenergia. Todas as linhagens foram isoladas em meio YM (descrito
abaixo suplementado com xilana) a partir de amostras de solo, madeira em decomposicéo e
visceras de insetos, coletadas na Embrapa Cerrados, Brasilia, Distrito Federal. Apos isolamento,
as leveduras foram crescidas em meio YM suplementado com xilana e armazenadas em freezer a
-80°C, em placas de 96 pocos (1,1 mL), denominadas JAP 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14. A

Tabela 4 resume o local de isolamento das leveduras estocadas em cada placa.

Tabela 4. Origem das linhagens pertencentes ao banco microbiano da Embrapa Agroenergia

Cadigo Solo Solo profundo? Madeira® Cupim® Larva de inseto®
superficial®

JAP -5 X

JAP -6 X

JAP -7 X

JAP -8 X
JAP -9 X
JAP —-10 X

JAP -11 X

JAP —12 X

JAP —-13 X

JAP —-14 X
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aSolo superficial refere-se a amostras de solo retirado da superficie, logo abaixo de folhas

e troncos de arvores, enquanto o profundo refere-se ao solo retirado a cerca 5 cm de profundidade;

bmadeira em decomposicdo encontrada sob solo; ¢ inseto adulto; 9 larvas de insetos encontrados

em/sobre madeira em decomposic¢ao

4.1.2 Meios de cultura para leveduras:

YM:
e Glicose 10 g/L
e Extrato de levedura 3 g/L
e Peptona bacterioldgica 5 g/L
e Extrato de malte 3 g/L

YPX:
e Extrato de levedura 1%

e Peptona bacterioldgica 2%
e Xilose 2%

YPD:
e Extrato de levedura 1%

e Peptona bacterioldgica 2%

e Glicose 2%

YPD agar:
e Extrato de levedura 1%
e Peptona bacteriologica 2%
e Glicose 2%

e Agar bacterioldgico 2%
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Meio YNB 10X (estoque):
e YNB: meio sintético YNB 1,7%

e Sulfato de amobnia 5%

Hidrolisado C5 diluido 30%

e Centrifugar o Hidrolisado

Filtrar o sobrenadante

Ajustar o pH para 5,5

Autoclavar

Diluir para 30% em fluxo laminar

Composicéo do hidrolisado 100%

Tabela 5. Composicéo do hidrolisado utilizado.

Celobiose Glicose Xilose Acido acético Furfural 5-HMF
(9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (g/L) (9/L)
1,85 5,06 95,24 21,43 3,13 0,38
Meio Mineral:

e Solucdo de sais 10X
e Hidrolisado 30%

e Elementos traco

e Solucdo de vitaminas
e Ureia (4g/L)

e Xilose (40 g/L)

e Glicose (8 g/L)
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4.1.3 Solucdes

Solucédo de Elementos Trago (1000X - Concentracéao final para uso 0,25%)

1,5 g de EDTA dissodico (etilenodiamino tetracético) em 50 mL de H20.
0,45 g de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4-7H20).
Ajustar pH para 6,0

Adicionar:

Cloreto de manganés dihidratado (MnCi2-2H20) 0,1 g
Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCiz-sH20) 0,03 ¢
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSo4-5H20) 0,03 g
Molibidato de sédio hidratado (Na2MoO4-H20) 0,04 ¢
Cloreto de célcio dihidratado (CaCi2-2H20) 0,45 ¢
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4-7H20) 0,39
Acido bérico (H3B03) 0,1 g

lodeto de potassio (K1) 0,01 g

Solucéo de Vitaminas (1000X - Concentracéo final para uso 0,25%)

Dissolver 0,005¢g de biotina em 1ml de NaOH 0,1M (hidroxido de s6dio)
80mL de H20.
Ajustar pH para 6,5 com HCI 1M/ NaOH 1M.

Dissolver as seguintes vitaminas nas solugdes de biotina, uma de cada vez.

Ajustar o pH para 6,5 ap@s cada adicao:
Pantotenato de célcio ((Co9H16NO5)2Ca) 0,1 g
Niacina (CeHsNO2) 0,1 g Inositol (C6H1206) 2,5 g
Cloridrato de tiamina (C12H17CIN405) 0,1 g
Cloridrato de piridoxina (C8H11NO3) 0,1 g

Acido papa-aminobenzéico (C7H7NO2) 0,02 g
Riboflavina (C17H20N40s) 0,02 g

Acido folico (C19H19N70s) 0,0002 g
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e Ajustar volume para 100mL com agua e pH = 6,5.
e Esterilizar por filtragdo com membrana Millipore 0,22 pm,
e Dividir o volume em tubos de 50mL.

e Armazenar na geladeira.

Solucéo de Sais (10X — Concentracéo final para uso 25%)

e Sulfato de aménio ((NH4)2S04) 50 g/L
e Sulfato de magnésio (MgS04-7H20) 5 g/L
e Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 30 g/L

Fase movel para HPLC (Cromatografia liquida de alta performance)

e Acido Sulftrico (H2S04) 5mM

e Completar com agua ultrapura

4.1.4 Protocolos
) Extracdo de DNA total:

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com protocolo do Kit: Gentra Puregene

Yeast/Bact.
1)) Reacdo de Polimerase em Cadeia — PCR:

As PCRs para amplificagdo dos fragmentos da regido D1/D2 de DNA ribossémico 26S
foram realizadas seguindo os pardmetros descritos na Tabela 6. A sequéncia dos primers NL1/NL4
utilizados na reacéo estdo apresentadas na Tabela 7 (item 4.1.4) e os parametros para a reacdo de

PCR no termociclador, na Tabela 8 (item 4.1.5).
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Tabela 6. Pardmetros para a realizacéo de Reacéo de Polimerase em Cadeia.

Reagentes Estoque Concentracéo de uso Volume da reacédo
(u)
Tampéo 5X 1X 80
MgCl 25 mM 2,25 mM 24
Primer NL1 10 uM 0,2 uM 10
Primer NL4 10 uM 0,2 uM 10
dNTP 2,5mM 0,2 mM 8,0
Enzima Tag DNA 5U/uL 2 U/uL 2,0
polimerase
Template — DNA gendmico - - 40*
Agua Mili-Q - - 258
Total - - 400

4.1.4 Primers para amplificacdo da regido D1/D2 do DNA ribosomal 26S de
leveduras

Tabela 7. Sequéncia dos primers utilizados na PCR.

Nome Sequéncia Alvo Referéncia
NL-1 5°-3° GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG rDNA [60]
NL-4 3°-5° GGTCCGTGTTTCAAGACGG rDNA [60]

4.1.5 CondicGes de amplificacdo da regido D1/D2 do DNA ribossémico 26S de
leveduras

Tabela 8. Parametros para PCR em termociclador.

Desnaturacéo inicial 94°C por 5 minutos

94°C por 30 segundos (desnaturacao)

35 ciclos 52°C por 1 minuto (anelamento dos primers)

72°C por 1 minuto (extensdo da cadeia de nucleotideos
pela Taq DNA polimerase)

Extenséo final 72°C por 10 minutos
Armazenamento 4°C
Referéncia [60]
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4.1.6 Purificacéo dos produtos de PCR

A purificacdo dos fragmentos da regido D1/D2 do DNA ribosémico 26S, amplificado
através da reacdo de polimerase em cadeia — PCR - foi feita segundo o protocolo disponibilizado
no kit Thermo Scientific — molecular biology, para que as sequéncias de DNA fossem enviadas

para analise de sequenciamento pela empresa Eurofins Scientific.

4.1.7 Analise em gel de agarose
Tampéao SB

e NaOH 0,8%

e Acido Borico 4,5%

e pHS8,0.
Brometo de etidio (EtBr)

e Brometo de etidio diluido em 4gua ultrapura (concentragao final 62,5 pg/mL).

e Concentracéo final de uso: 5pg/m
Gel de agarose 1%:

e 0,89 de agarose

e 70mL de tamp&o SB

e Dissolver em micro-ondas

e Resfriar o frasco até 60°C

e Adicionar aproximadamente 100 pL da solugdo de brometo de etidio xxx pg/M.
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4.1.8 Armazenamento de linhagens

As leveduras utilizadas neste trabalho foram retiradas da colecdo de microrganismos da
Embrapa Agroenergia e crescidas em meio YPD agar. As linhagens selecionadas durante esse
trabalho foram estocadas novamente em freezer -80°C. Para tanto, apds crescimento em meio
YPD, 0,625 mL da cultura foram colocados em tubos de criopreservacdo de 1,5 mL e misturados

com 0,375 mL de glicerol 80 %.

4.1.9 Anadlises dos metabdlitos por HPLC

Todas as aliquotas coletadas durante os experimentos foram analisadas em HPLC- UPLC
Waters (AcQuity UPLC H Class) com a coluna Aminex HPX 87H. As amostras foram diluidas
trés vezes com agua ultrapura, 10 ul de cada amostra foi injetado na coluna, ja pré-aquecida a
45°C. A eluigdo foi feita com 5mM de H2SO4, com fluxo de 0,6 mL/min, durante 24 minutos. Os
compostos foram monitorados por Detector do indice de Refragdo e as concentragdes foram
calculadas por comparacdo com a area do pico obtido através de uma curva-padrdo, contendo:

glicose, xilose, xilitol, glicerol, acetato e etanol.

4.2 METODOS

4.2.1 Prospeccao de colecdo microbiana para selecdo de leveduras naturalmente
capazes de consumir xilose

A selecéo das leveduras foi realizada pela prospeccdo de 960 linhagens da colegéo de
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Para que a capacidade de crescimento em meio minimo
contendo xilose fosse avaliada, as linhagens contidas em 10 placas de 96 pogos (1,1 mL)

denominadas JAP -5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 e 14 (Tabela 8 - Materiais), armazenadas em freezer
41



-80°C foram retiradas do estoque e inoculadas em 200 pL de meio YM suplementado com glicose
10 g/L e incubadas em estufa a 30°C por 24 h.

Posteriormente, as linhagens foram replicadas em 200 pL de meio YNB (1x)
suplementado com xilose (40g/L). A transferéncia foi feita utilizando replicador de 96 pinos estéril
(Boekel, USA). As placas foram incubadas a 30°C e o crescimento monitorado por medidas de
densidade 6tica (DO 600 nm) com o auxilio de um espectrofotdmetro (SpectraMax M3, Molecular
Devices).

Os dados coletados foram avaliados para quantificar a capacidade de crescimento de cada

linhagem. Os experimentos foram feitos em duplicata bioldgica, como mostrado na Figura 5

ESTOQUE -80°C . . Repique em meio
Repique em meio YM :
960 leveduras selvagens YNB(1X) + Xilose (40 g/L)

Selecdo das leveduras:
Crescimento apds 180h

Figura 5. Esquema representando a metodologia utilizada nas prospecgoes iniciais.
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Para realizar a selecdo os seguintes critérios foram utilizados: i) identificacdo de linhagens
que atingem DOegoo NM mais altas, independentemente do tempo, ii) identificacdo de linhagens com
crescimento mais rapido, ou seja, atinjam a fase estacionéria mais rapidamente. Além disso, para
garantir diversidade de origem e possivelmente genética das linhagens, leveduras de todas as
placas foram selecionadas para os proximos experimentos. Esses critérios garantiram que
leveduras com DOs altas e baixas fossem escolhidas

Gréficos contendo médias e desvios padrdo de todas as replicatas foram feitos para tornar

possivel a sele¢do das linhagens conforme critérios estabelecidos.

4.2.2 Avaliagdo da capacidade fermentativa de leveduras em microescala

Para analisar a capacidade de conversdo de xilose, as linhagens previamente escolhidas
pelo crescimento nesse acucar foram inoculadas em microplaca de 96 pocos com 200 uL de meio
YM, e incubadas por 24h em estufa 30°C. ApoGs o crescimento as leveduras foram repicadas
utilizando repicador de 96 pinos estéril (Boekel, USA) em microplacas de 1,1mL e colocadas em
estufa 30°C por 48h. Depois desse periodo as placas foram centrifugadas por 20 mina 3.800 x g e
o0s sobrenadantes foram coletados para analise dos metabdlitos produzidos pelas leveduras por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia- HPLC.

Adicionalmente, foi realizado ensaio de fermentacdo de 40g/L de xilose utilizando uma
maior densidade celular inicial. Para isso, coldnias crescidas em placas de Petri com meio YPD,
por 24h em estufa a 30°C, foram inoculadas em tubos de 50 mL contendo 10 mL de meio YNB
1x suplementado com 40 g/L de xilose. Os tubos foram colocados em shaker a 180 rpm, 28°C,

depois de 24h os tubos foram centrifugados por 20 min a 3.800 x g, o sobrenadante foi descartado
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e as células foram ressuspendidas em 5 mL de agua destilada autoclavada e centrifugadas
novamente por 20 min a 3.800 x g.

Todo o pellet foi inoculado em 1 mL de meio YNB 1x suplementado com xilose 40 g/L
em placa de 1,1 mL, o inoculo foi colocado em estufa a 28°C. Apds 48h os sobrenadantes foram

coletados e as concentra¢fes dos metabolitos foram analisadas em HPLC.

4.2.3 Avaliacdo da capacidade fermentativa de leveduras em frasco, em condicfes de
oxigénio limitado

As seis leveduras que apresentaram maior rendimento e consumo da fonte de carbono
foram selecionadas para as proximas etapas de experimentos. Cada linhagem de levedura foi
inoculada em um tubo de 50 mL contendo 7 mL de meio YNB suplementado com xilose 40 g/L.
Tais tubos foram colocados no shaker, 180 rpm 28 °C por 24 h. Apds o periodo de incubacao as
leveduras foram inoculadas em frascos de 100 mL contendo 50 mL de meio YNB suplementado
com 40 g/L de xilose. O inoculo foi realizado com densidade 6tica (DO 600 nm) inicial de 0,2, 0s
frascos foram incubados em shaker a 180 rpm 28 °C. Aliquotas foram retiradas em intervalos
regulares para mensuracdo de densidade Otica, consumo de acglcar e formacdo de produtos por
HPLC.

Para a determinacdo do peso seco da biomassa celular, 5 mL ou 10 mL da cultura foram
centrifugados por 15 min a 3.800 x g, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
com 5mL de &gua destilada. A amostra foi centrifugada novamente seguindo o mesmo padréo
anterior, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de agua destilada e
colocado em formas de aluminio. As formas foram colocadas em estufa 60 °C durante 48 h. As

mesmas foram pesadas em balanca analitica antes e apds o procedimento.
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4.2.4 ldentificacdo taxondmica e comparacao filogeneética das linhagens selecionadas

Para a identificacdo molecular, foi realizada a extracdo de DNA gendmico, utilizando o
protocolo proveniente do kit de extracdo de DNA genémico de levedura da Invitrogen. Apos a
extracdo, a regido 26S do DNA ribossémico foi amplificada por PCR, utilizando os primers NL1
e NL4 (Figura 6). Os produtos de PCR foram purificados e enviados para a Empresa Eurofins
Scientific para a realizacdo do sequenciamento. Ap0s o recebimento das sequencias forward e
reverse de cada amostra, a qualidade das mesmas foi checada pela analise dos esferogramas.
Posteriormente, as sequencias (formato Fasta, Anexo 1) foram alinhadas através dos programas
BLAST pertencente ao banco de dados NCBI (Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica) e
do programa Geneious.

Ap06s o alinhamento e confirmacéo de identidade entre as sequéncias de DNA e formagéo
da sequéncia consenso, as duas sequéncias nucleotidicas (forward e reverse), da regido D1/D2 de
cada levedura, foram comparadas com as sequéncias da regido D1/D2 das linhagens pertencentes

aos bancos de dados NCBI e CBS-KNAW Collections para identificagdo taxonomica.

26S
18S ITS1 —5.8S ITS2 | D1 D2 28S

———  (e——

NL1 NL4

Figura 6. Esquema representativo da regido conservada D1/D2 do DNA ribossémico 26S de

leveduras.
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Para a construcdo de &rvore filogenética contendo as linhagens selecionadas foram
utilizadas as sequencias consenso da regido D1/D2 de cada levedura, formadas através do
programa Geneious, assim como das leveduras padrdoes M. guilliermondii NRRL Y-2075, M.
guilliermondii ZGE34B e M. caribbica NRRL Y-27274, coletadas no banco de dados NCBI. O
grupo externo designado foi o dominio conservado D1/D2 da sequéncia de DNA ribossdmico 26S
da levedura Candida tenuis, também retirada do banco de dados NCBI. A Arvore filogenética foi
montada através do software Geneious seguindo o modelo Jukes-Cantor, com parametros

neighbor-joining, 1.000 bootstraps, 847,488 random seeds, support treshold 50 %.

4.2.5 Avaliacdo da capacidade fermentativa e producéo de xilitol em hidrolisado de
bagaco de cana de agucar

) Avaliacdo da cinética fermentativa em frasco
O desempenho da levedura Meyerozyma guilliermondii B12 em hidrolisado, selecionada nesse
estudo, foi comparado com as linhagens Spathaspora sp. JA1, Wickerhamomyces anomalus 740,
Meyerozyma guilliermondii A3 (pertencentes a colecdo de leveduras da Embrapa Agroenergia,
dados ndo publicados) e uma linhagem controle Meyerozyma guilliermondii Y-324 obtida do ARS
Culture Collection (NRRL), Estados Unidos.
Para realizar esse processo fermentativo, foi feito um pré in6culo de 50 mL em YPX em
frasco aletado de 500 mL, durante 72 h, a 28 °C e 180 rpm. Para o inoculo, a DO600 nm inicial
foi estabelecida entre 15 e 20, o meio utilizado foi de hidrolisado de bagaco de cana de agucar

diluido para 30%, sem suplementacédo de fontes de carbono ou nitrogénio.
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As leveduras foram inoculadas em 100 mL de meio de cultura em frasco de 500 mL e o
experimento foi acompanhado por 72h. Para o peso seco, foram coletados 5 mL da cultura de
inoculo do experimento e 5 mL ao final do periodo de cultivo. Uma aliquota por dia foi coletada
para aferir crescimento e consumo de agUcares e formacdo de metabdlitos.

Apobs as andlises in silico dos resultados, as leveduras M. guilliermondii B12, M.
guilliermondii A3 e Meyerozyma guilliermondii controle, foram submetidas a mais um processo
fermentativo em frasco (Tabela 9), desta vez em triplicata técnica, contendo hidrolisado 30%,
suplementado com glicose (10 g/L) e ureia (4 g/L) (Meio Mineral).

Para este experimento, foi realizado um pré inoculo em frascos de 1 L, contendo 300 mL
de meio YPX, os frascos foram incubados em shaker a 30°C, 180 rpm, por 24h. Apds este periodo,
aliquotas foram coletadas para iniciar o experimento. As leveduras foram inoculadas com DO de
20 em frascos de 125mL, contendo 40mL de Meio Mineral, e os frascos foram colocados em
shaker a 30°C, 180rpm por 96h. Aliquotas de 1 mL foram coletadas 3 vezes ao dia para anélises
de crescimento e dos metabolitos formados em espectrofotdmetro e HPLC, respectivamente.

Para calculos de peso seco e biomassa, aliquotas de 5mL foram retiradas ao final do pré
inoculo e ao final da fermentacdo, ressuspendidas em 1mL de &gua destilada e deixadas em estufa

a 60 °C por 72 h. Esse procedimento foi realizado em duplicata.

1) Avaliacéo da cinética fermentativa em biorreator
O desempenho das leveduras M. guilliermondii B12, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus
740 também foi comparado em fermentagdo de xilose/hidrolisado em biorreator em condigdes

aerobica e de oxigénio limitado.
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Para iniciar a fermentacdo, foram feitos pré-indculos em frascos de 1 L, contendo 150 mL
de meio YPD, os frascos foram colocados em shaker, a 30 °C e 180 rpm, por 24 h. Apds esse

periodo, a densidade dptica de cada meio foi medida.

Os experimentos foram realizados em 500 mL de meio mineral contendo hidrolisado 30
%, 10 g/L de glicose, 10 g/L de ureia e 40 g/L de xilose, no fermentador Multifors (Infors Suica)
em vaso de 1 L. A DO600 nm inicial do inoculo foi igualada a 1 em todas as amostras, para
padronizar a densidade celular inicial no biorreator. O primeiro processo fermentativo foi realizado
em condicdes aerdbicas (0,8 v.min-t, 400 rpm, 28°C e pH 5,5), durante 96 h. O segundo, foi feito
sob condicdo de oxigénio limitado (0,2 v.min-1, 400 rpm, 28°C e pH 5,5), durante 62h. Os
experimentos foram realizados em duplicata biologica. Aliquotas de 2 mL foram retiradas 4 vezes

ao dia para leitura de densidade optica em espectrofotdmetro e analise cromatografica em HPLC.

Os procedimentos para realizacao de peso seco, seguiram 0s mesmos padrdes ja abordados

no topico acima.
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5. RESULTADOS
5.1 Prospeccéo

Com o intuito de selecionar leveduras com capacidade de metabolizar xilose, 960 leveduras
pertencentes a colecdo da Embrapa Agroenergia foram prospectadas pela capacidade crescimento
em meio minimo contendo xilose (40 g/L) como Unica fonte de carbono. Para tanto, acompanhou-
se 0 crescimento das leveduras através de analises de densidade Optica, medida trés vezes ao dia,
durante sete dias (180 h) (Figura 7).

Entre as 960 linhagens prospectadas, aproximadamente 90% foram capazes de assimilar
xilose. Resultados representativos das curvas de crescimento obtidas sdo mostrados na Figura 7.
O crescimento se mostra variado, algumas leveduras cresceram rapidamente, entretanto, nao
atingiram DOs relativamente altas, quando comparadas a outras que cresceram lentamente.

Cada uma das 10 placas da colecéo foi replicada em duplicata bioldgica, a DOsoo Nm de
cada linhagem foi checada e comparada com média e desvio padrdo. Apés a analise de crescimento
de todas as 960 leveduras e suas respectivas replicatas, as 42 linhagens que melhor cresceram
foram selecionadas. Dentre essas, 9 foram isoladas de amostras de cupim, 10 vieram de larvas de

inseto, 13 de solo profundo, 5 de solo superficial e 5 de madeira em decomposicao (Figura 8).
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Figura 7. Curva de crescimento de leveduras em meio minimo (YNB) suplementado com Xxilose
(40 g/L) em microplacas de 96 pocos. Cada linha representa o crescimento de uma linhagem de
levedura. (A) placa JAP14-— Replica 1; (B) placa JAP14- replica 2; (C) placa JAP14- replica 3;
(D) placa JAP14 replica 4.
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Figura 8. Média e desvio padrdo do crescimento méaximo das quatro réplicas das 42 leveduras previamente selecionadas dentre todas as

960, em YNB 1X suplementado com xilose (40 g/L). OD600 nm medido ap6s 180h de crescimento. Leveduras isoladas de cupim

(verde), larva de inseto (laranja), solo profundo (cinza), solo superficial (azul), madeira (roxo).
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5.2 Selegéo das leveduras capazes de produzir xilitol

A fim de analisar o consumo de xilose juntamente com a producdo de xilitol, as 42
linhagens previamente selecionadas (Figura 8) foram inoculadas em placas Deepwell de 1,1 mL
contendo YNB (1X) suplementado com xilose (40 g/L). Apds 48h os sobrenadantes das culturas
foram coletados e o consumo de xilose e producéo de xilitol analisados em HPLC. O consumo
méaximo de xilose foi de 20 g/L e dentre as 42 leveduras selecionadas, 41 foram capazes de produzir
quantidades detectaveis de xilitol (Figura 9).

As 8 leveduras que mais consumiram xilose e produziram maiores quantidades de xilitol
foram isoladas de diferentes tipos de amostras, dentre as quais, quatro foram provenientes de
cupim, duas de larvas de insetos, uma de solo profundo e uma de madeira em decomposicéo
(Tabela 9). Essas leveduras foram selecionadas para realizar um processo fermentativo com maior

densidade celular, para que fosse possivel detectar a producédo de xilitol em maior concentragéo.
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Figura 9. Consumo de xilose e producdo de xilitol (g/L), realizados pelas leveduras previamente selecionadas. Xilose consumida (barras

coloridas); xilitol produzido (barra preta); Leveduras isoladas de cupim (verde), larva de inseto (laranja), solo profundo (cinza), solo

superficial (azul), madeira (roxo).
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Tabela 9. Melhores leveduras consumidoras de xilose e produtoras de xilitol.

Cadigo do Origem da amostra Consumo de Xilose Producéo de xilitol (g/L)
microrganismo (g/L)

JAP 6 — H2 Cupim 10,34 0,09

JAP 6 — H5 Cupim 11,06 0,13

JAP 6 — H9 Cupim 10,37 0,08

JAP 9 - G12 Larva de inseto 9,52 0,09

JAP 7 —H12 Cupim 11,89 0,13

JAP 8 —B12 Larva de inseto 9,09 0,11

JAP 12 — D9 Solo profundo 13,36 0,21

JAP 14 — Al12 Madeira em decomposicao 21,15 0,04

Nesse experimento, 7 mL do pré inoculo foi centrifugado e todo o pellet foi inoculado no

meio fermentativo contendo xilose 40g/L, com OD inicial de 0,2. Ap6s 72h de fermentacdo em

placa Deepwell (1,1 mL), a levedura JAP 14 — A12 que foi isolada de madeira em decomposicao,

apresentou o melhor consumo de xilose (8 g/L) e produgéo de xilitol (6 g/L) (Figura 10, Tabela

10). Apenas duas leveduras, D9 e H12, as Unicas isoladas de amostras de solo e madeira em

decomposicdo, ndo apresentaram rendimentos superiores a Y = 0,50 g/g, e, portanto, foram

excluidas das préximas etapas experimentais (Tabela 10). As outras 6 linhagens apresentaram bons

valores de rendimento de xilitol, os quais variaram de0,12 a 0,74 g/g (Tabela 10) e também

produziram tracos de etanol nas condigdes testadas.
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Consumo de xilose,

producao de xilitol e etanol (g/L)
OCR NWHAUON®

JAP12-D9
JAP14-A12
JAP6-H2
JAP6-H5
JAP6-H9
JAP7-H12
JAP8-B12
JAP9-G12

Leveduras selecionadas

Figura 10. Consumo de xilose e producdo de xilitol e etanol pelas leveduras previamente
selecionadas. Xilose consumida (barras coloridas); producao de xilitol (barra preta); producéo de
etanol (linha rosa). Leveduras isoladas de cupim (verde), larva de inseto (laranja), solo profundo

(cinza), madeira (roxo).

Tabela 10. Valores maximos de rendimento alcancados na fermentacdo de xilose (40 g/L) em
microplaca; em condic¢do oxigénio limitado.

Levedura Produgdo de xilitol Y (gxilitol/gxil.  Producéo de etanol Y (Qetanol/gxil.
(g/L) Consumida) (g/L) Consumida)

Al2 5,88 0,74 0,87 0,11
B12 3,10 0,57 0,22 0,04
G12 2,87 0,59 0,18 0,04

H5 3,63 0,69 0,13 0,02

H9 3,84 0,61 0,47 0,08
H12 4,71 0,66 0,36 0,05

D9 2,22 0,45 0,00 -

H2 0,11 0,12 0,00 -
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5.3 Avaliacdo da cinética fermentativa

A partir dos resultados obtidos anteriormente, as seis leveduras (A12, B12, G12, H5, H9 e
H12) que apresentaram maior consumo de xilose e consequente producdo de xilitol foram
selecionadas para avaliagdo em fermentagdo micro-aerobica. Dentre as leveduras selecionadas, a
H5, H9 e H12 foram isoladas de visceras de cupim, B12 e G12 de larvas de insetos e a A12 de
madeira em decomposicao.

Em condicBes de micro-arobiose, todas as linhagens apresentaram cinéticas fermentativas
semelhantes, destacando-se a produgdo de xilitol e biomassa como principais produtos da
convers&o de xilose (Figura 11). N&o houve producéo significativa de etanol. Todas as 6 leveduras
consumiram cerca de 30g/L de xilose em 72 horas e produziram principalmente biomassa celular
e xilitol. As linhagens B12, A12, G12 e H12 foram as melhores produtoras de xilitol, com a
producdo de aproximadamente 15 g/L. Ndo houve producéo significativa de etanol (Figura 11).
Apenas a linhagem H9 néo apresentou rendimento de producéo de xilitol em relagdo ao consumo

de xilose, acima de Y = 0,4 g/g, como mostrado na Tabela 11.
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Figura 11. Fermentacdo de meio definido YNB suplementado com Xilose (40 g/L), em condicdo
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Xilose ( A ), Xilitol ( A ), Etanol (O ),0D (0O).

(F) H12.
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Tabela 11. Valores maximos de rendimento alcancados na fermentacdo de Xilose 40 g/L em
frasco; em condicdo aerdbica.

Microrganismo Producéo de xilitol (g/L) Y (Oxilitol/gxil. Consumida)
Al2 14,71 0,42
B12 14,50 0,43
G12 14,61 0,43
H5 12,44 0,41
H9 8,84 0,32
H12 16,56 0,47

A partir dos resultados obtidos, a levedura Meyerozyma guilliermondii B12, isolada de

larvas de insetos, foi selecionada como melhor produtora de xilitol dentre as 960 prospectadas.

5.4 Identificacio taxondmica das leveduras

Para identificagdo molecular das 6 linhagens selecionadas, o fragmento corres®’pmdenmte
|a regido D1/D2 do DNA ribossomal 26S foi amplificado por PCR. Conforme esperado, um
fragmento com tamanho esperado de aproximadamente 680 pares de base foi obtido (Figura 12).

Os fragmentos de DNA obtidos foram sequenciados e as sequencias obtidas foram
comparadas por similaridade em banco de dados NCBI e CBS-KNAW Collections descritos em
Materiais e Métodos. Todas as linhagens identificadas se mostraram como do género Meyerozyma.
O que ndo é incomum, pois, leveduras do género Meyerozyma sdo maioria em amostras de
intestino de insetos e solo [35]. Nao foi possivel diferenciar a levedura G12, da qual foram obtidos
resultados taxonémicos para as espécies: M. guilliermondii e M. caribica, com 99% de identidade
(Tabela 12). A Tabela 12, resume o resultado da identificacdo das 6 leveduras, evidenciando os

principais hits no banco de dados NCBI.

58



1kb H5 H9 H12 A12B12 G12 + -

700 pb ErEESE—R XXX X
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Figura 12. Anélise eletroforésica em gel de agarose para confirmacdo da amplificacdo do
fragmento de DNA da regido 26S do DNA riossomal das leveduras(~680 pb). O marcador
utilizado foi 0 1 kb plus DNA ladder.

Tabela 12. Identificacdo taxondmica das leveduras selecionadas.

Cadigo Levedura ID da sequéncia Identidade
Al2 Meyerozyma guilliermondii MSRY _19 KY952849.1 100%
B12 Meyerozyma guilliermondii MSRY_19 KY952849.1 100%
G12 Meyerozyma guilliermondii N2-1 MF148904.1 99%
Meyerozyma caribbica KX507035.1 99%
H5 Meyerozyma guilliermondii DGC-G-z MG518185.1 100%
H9 Meyerozyma guilliermondii 2A-1C315l111 MG736036.1 100%
H12 Meyerozyma guilliermondii MSRY_19 KY952849.1 100%

A Figura 13 apresenta a arvore filogenética comparativa entre as espécies de Meyerozyma
identificadas neste trabalho e outras linhagens de M. guilliermondii presentes em banco de dados
(NCBI e CBS-KNAW Collections), como descrito em Materiais e Métodos. Conforme mostrado
na Figura 13, apesar de pertencerem a mesma espécie existe certo grau de polimorfismo nas

linhagens selecionadas.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY952849?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HY3JH0FV014
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Candida tenuis

M. gui NRRL Y-2075

100 A12

602 G12

56.3 — H9

85.3 M. car NRRLY-27274

H5

H12
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B12

99.7

M.gui ZGE34B

Figura 13. Relaces filogenéticas entre as linhagens das leveduras selecionadas neste trabalho e outras linhagens de M. guilliermondii
presentes em bancos de dados (NCBI e CBS-KNAW Collections). Sequéncias nucelotidicas do dominio D1/D2 do DNA ribossémico
26S das leveduras selecionadas, foram alinhadas e comparadas com o microrganismo escolhido para o grupo externo, Candida tenuis.
Arvore filogenética foi montada através do software Geneious seguindo o modelo Jukes-Cantor com parametros Neighbor-joining,

1.000 bootstraps, 847,488 random seeds, support treshold 50 %. M. gui (M. guilliermondii), M. car (M. caribbica).
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5.5 Avaliagdo da cinética fermentativa em hidrolisado

O desempenho fermentativo da linhagem M. guilliermondii B12 em hidrolisado de
biomassa de cana foi comparado com outras quatro linhagens de leveduras produtoras de xilitol.
Trés leveduras previamente caracterizadas como boas produtoras de xilitol (ndo publicado) pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Genética e Biotecnologia da Embrapa Agroenergia:
Spathaspora sp. Al; Wickerhamomyces anomalus 740, M guilliermondii A3; e com a linhagem
controle M guilliermondii Y-324 (Tabela 13). Para tanto, o crescimento e a cinética fermentativa
dessas leveduras foram avaliados em hidrolisado sem suplementacéo.

As 5 linhagens apresentaram cinéticas fermentativas muito semelhantes, foram capazes de
consumir pouco mais de 10 g/L de xilose e, a producdo maxima de xilitol chegou a 4 g/L. A
levedura gque apresentou a maior producdo de xilitol foi a Spathaspora sp. JA1 (4 g/L), seguida
pela W. anomalus 740, M. guilliermondii Y-324 controle positivo e M. guilliermondii B12. A M.
guilliermondii A3 ficou por Gltimo, com a menor producao de xilitol, que atingiu menos de 2 g/L.
O perfil fermentativo para cada linhagem € apresentado na Figura 14.

Apesar de a M. guilliermondii B12 e a M. guilliermondii A3 ndo terem se destacado na
producdo de xilitol, elas, juntamente com o controle positivo (M. guilliermondii Y-324) foram as
linhagens que melhor assimilaram a xilose nessa avaliacdo fermentativa, consumindo 8,5 g/L, 9
g/L e 10 g/L, respectivamente. Todas as leveduras consumiram o acido acético presente no meio,
a linhagem Controle consumiu todo o acetato e as linhagens M. guilliermondii B12 e A1, chegaram

a consumir mais de 4 g/L (Figura 14).
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Figura 14. Fermentagéo de hidrolisado 30% em condic¢do de oxigénio limitado, realizada pelas
leveduras (A) Spathaspora sp. JA1, (B) M. guilliermondii B12, (C) M. guilliermondii Controle
positivo, (D) M. guilliermondii A3 (E) W. anomalus 740, em frasco. Xilose ( A ), Xilitol (A ),
Etanol ( O ), Biomassa ( O ), Acetato ( x ).
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Tabela 13. Valores maximos de rendimento (48h) e produtividade especifica (48h) da fermentacéo
de hidrolisado 30% sem suplementacdo, em frasco.; em condi¢cOes aerdbicas.

Microrganismo Producéo de Y P(gr.g.hv) Producéo de Y
xilitol (g/L)  (gxititol/gxil etanol (g/L)  (Qetanol/gxil.
. Consumida) Consumida)

Spathaspora sp. Al 2,961 0,519 0,012 2,454 0,330
M. guilliermondii A3 1,962 0,420 0,031 2,085 0,217
M. guilliermondii B12 2,211 0,401 0,024 1,587 0,288
W. anomalus 740 2,361 0,364 0,012 1,650 0,199
M. guilliermondii Y-324 2,646 0,509 0,025 1,161 0,176
Controle +

Houve uma pequena producéo de etanol, sendo 2,454 g/L o valor maximo produzido pela
linhagem Spathaspora sp. Al, seguido por 2,085 g/L produzido pela M. guilliermondii A3. As
leveduras W. anomalus 740, M. guilliermondii B12 e M. guilliermondii Y-324 Controle
produziram quantidades muito similares de etanol, 1,650 g/L, 1,587 g/L e 1,161 g/L,
respectivamente (Figura 14, Tabela 14).

As leveduras apresentaram bons valores de rendimento em hidrolisado, levando em
consideracdo sua elevada acidez (5 g/L de acido acético). A linhagem Spathaspora sp. JA1 foi
capaz de atingir rendimento maximo de Y = 0,519 g/g. A linhagem M. guilliermondii A3
apresentou o maior valor de produtividade, sendo P = 0,031 g.L.h-%, seguida pelas linhagens M.

guilliermondii Y-324 Controle P = 0,025 g.L.h-t e M. guilliermondii B12 = 0,024 g.L.h-1.
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5.6 Avaliacéo da cinética fermentativa em biorreator

As leveduras M. guilliermondii B12, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 foram
submetidas a fermentacdo em biorreator, utilizando duas condi¢des de processos fermentativos em
batelada: aerdbica e com oxigénio limitado.

Em condigBes aerdbicas (fluxo de ar comprimido de 0,8 L/min) e meio contendo
hidrolisado 30% suplementado com xilose (40 g/L) e ureia (4 g/L) (Figura 15). As trés linhagens
consumiram toda a xilose antes de 80 h; e produziram principalmente biomassa celular (Figura
15).

A linhagem M. guilliermondii B12 consumiu toda a xilose rapidamente e, direcionou quase
toda a fonte de carbono para crescimento celular, que atingiu quase 30 g/L; e produziu 5 g/L de
xilitol (Figura 15 A, Tabela 14). A levedura W. anomalus 740 comegou a consumir a xilose muito
lentamente, mas apesar da demora para se adaptar ao meio, assimilou toda a pentose, e a sua
producéo de xilitol e biomassa foram, respectivamente, de aproximadamente 4 g/L e16 g/L (Figura
15 C, Tabela 14).

O acumulo de xilitol ndo é favorecido em condi¢cbes aerdbicas, mesmo assim a levedura
Spathaspora sp. JAl(Figura 15 B) produziu quase 20 g/L de xilitol, com rendimento e
produtividade méaximos de Y = 0,58 g/g e P = 0,056 g/.h-1, respectivamente (Tabela 14). Ela
consumiu a xilose rapidamente, a partir do momento em que toda a pentose foi consumida (50h),
ela comegou a metabolizar o xilitol acumulado e o converter em biomassa. Ao final da

fermentacdo, a levedura consumiu toda a xilose e sobrou apenas 0,3 g/L de xilitol.
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Figura 15. Fermentacdo de hidrolisado 30% em condig&o aerobica, realizada pelas leveduras (A)
M. guilliermondii B12, (B) Spathaspora sp.JAL, (C) W. anomalus 740, em biorreator. Xilose (&

), Xilitol (A ), Glicose (® ), Etanol (O ), Acetato ( x ), Biomassa ( O).
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Tabela 14. Valores maximos de rendimento e produtividade (48h) da fermentacao de hidrolisado
30%, em duplicata em biorreator; em condicdes aerdbicas.

Microrganismo Producéo de xilitol Y (gxilitol/ gxil. P(g/.h-)
(o/L) Consumida)

M. guilliermondii B12 3,402 + 1,278 0,143 + 0,003 0,005 + 0,003

Spathaspora sp. Al 21,391+ 5,398 0,589 + 0,096 0,056 + 0,011

W. anomalus 740 3,312 £ 0,924 0,382 + 0,117 0,022 + 0,009

Posteriormente, o perfil fermentativo das leveduras foi comparado em condicdo de
oxigénio limitado (0,2 v/min), em hidrolisado 30 %, suplementado com xilose (40 g/L), glicose
(10 g/L) e Ureia (4 g/L). Todas as leveduras consumiram a glicose em pouco mais de 10h de
fermentacao, o que pode justificar a producédo de 5,2 g/L de etanol pela leveduras Spathaspora sp.
JA1(Figura 16) (Tabela 15), a qual ndo foi observada na fermentacéo em batelada aerdbica (Figura
15).

Quando a glicose acabou, as leveduras comegaram a consumir a xilose mais rapidamente,
tendo seu ponto méximo as 50h, no qual, a linhagem B12 produziu 5 g/L de xilitol e a Al produziu
21 g/L. A linhagem W. anomalus 740 chegou a produzir quase 25 g/L de xilitol nesse processo
fermentativo. Dessa forma, ficou evidente o efeito benéfico da presenca de glicose no meio para a
assimilacdo de xilose por parte dessa levedura.

Apenas as leveduras Spathaspora sp. JA1 e a W. anomalus 740 foram capazes de consumir
toda a xilose em condides microaerdbicas. Apos as 50h ndo havia mais fonte de carbono no meio,
contudo, a concentracao de xilitol comecou a diminuir, sugerindo que as leveduras comegcam a

assimilar o xilitol na auséncia de outras fontes de carbono disponiveis (Figura 16).
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Conforme esperado, apesar do consumo da xilose, as linhagens ndo produziram
quantidades de biomassa t&o altas quanto em condigdes de aerobiose. A levedura W. anomalus
740 foi a que mais cresceu, chegando a quase 15 g/L de células, seguida pela Spathaspora sp. JA1
e M. guilliermondii B12, que produziram 12 g/L e 10 g/L, respectivamente (Figura 16).

A linhagem M. guilliermondi B12 apresentou perfil fermentativvo diferente das outras,
passou mais tempo se adptando ao meio, comegou a consumir Xilose mais rapidamente a partir das
40 h, e assimilou 20 g/L até o fim do processo fermentativo (Figura 16). Enquanto as linhagens
Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740, apresentaram perfis semelhantes, no qual consumiram

rapidamente toda a xilose.
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Figura 16. Fermentagéo de hidrolisado 30% em condicdo de oxigénio limitado, realizada pelas
leveduras (A) M. guilliermondii B12, (B) Spathaspora sp.JAl, (C) W. anomalus 740, em
biorreator. Xilose ( A ), Xilitol (A ), Glicose (® ), Etanol (O ), Acetato ( x ), Biomassa ( O).
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Tabela 15. Valores maximos de rendimento e produtividade relativa (44h) da fermentacdo de hidrolisado 30%, em duplicata em

biorreator; em condicGes de oxigénio limitado.

Microrganismo Producéo de xilitol Y (gxilitol/ gxil. P(g/.h-1 Producéo de Y (Qetanol/gxil. Consumida)
(g/ L) Consumida) etanol (g/ L)

M. guilliermondii B12 5,005+ 0,418 0,418 + 0,083 0,014 + 0,001 0,870 + 0,083 0,138 + 0,060

Spathaspora sp. Al 21,085+ 1,972 0,744 £ 0,031 0,057 £ 0,006 5,221 + 1,687 0,177 £ 0,069

W. anomalus 740 24,753 + 1,692 0,838 £ 0,125 0,101 £ 0,035 0,573 £ 0,360 0,111 + 0,087
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Em fermentacdo em batelada com oxigénio limitado o rendimento maximo de consumo de
xilose comparada a producdo de xilitol foi de Y ris = 0,42 g/g, Trés vezes maior do que o
rendimento mé&ximo registrado em fermentacdo em batelada aerdbica. O valor méximo de
produtividade especifica da levedura M. guilliermondii B12 em batelada microaerobica foi 2,8

vezes maior do que o apresentado em batelada aerdbica (Tabela 14 e Tabela 15).

No presente trabalho, foi obtida a diminuicdo da concentracdo de biomassa em mais de
75%, quando em condicdes de oxigénio limitado em biorreator (Figura 16). Portanto, condi¢bes
fermentativas aerdbicas para a producdo de xilitol ndo sdo muito reportadas na literatura, ja que

nesses parametros, a levedura direciona a fonte de carbono para a producédo de biomassa celular.

5.7 Avaliacéo da cinética fermentativa em frasco

Em seguida, as leveduras pertencentes ao género Meyerozyma - B12, A3 e controle - foram
escolhidas para realizar fermentacao de hidrolisado 30% em frasco, com o inutito de comparar a
fermentagdo em hidrolisado entre as leveduras do mesmo género.

Dessa vez houve a suplementacédo de xilose (40 g/L), glicose (10 g/L) e uréia (4 g/L), afim
de potencializar a producdo de xilitol. O experimento foi feito em triplicata, em condicGes
limitantes de oxigénio (40 mL de meio em frascos de 125 mL).

Nesse experimento, as leveduras comecgaram a fermentacdo com DO 20, para favorecer a
converséo do agucar em xilitol, e ndo para o crescimento celular. O consumo maximo de xilose
foi de 30 g/L e a producdo de xilitol atingiu mais de 12 g/L (Figura 17). A levedura que mais

produziu xilitol foi a linhagem A3, mais de 12,3 g/L, em seguida foi a controle, que produziu 12
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g/L até as 40h de fermentacdo, quando passou a consumi-lo, um pouco antes da xilose acabar
(Figura 15 B). A B12 néo se destacou na producéo de xilitol, a mesma ndo chegou a 6 g/L.

Como a quantidade de oxigénio foi muito limitada, as trés leveduras produziram etanol, a
linhagem controle produziu 10,6 g/L, a B12 produziu 5 g/L e a A3 produziu 8 g/L.

Apesar de a B12 ndo ter apresentado a melhor producéo de xilitol, seu rendimento maximo
de xilitol aumentou para 0,572 g/g (Tabela 16), melhora considerdvel, se comparada com a
fermentacdo anterior que apresentou rendimento de 0,41 g/g (Tabela 16). O que pode ser
justificado pela adicéo das fontes de carbono e nitrogénio no meio fermentativo.

A linhagem controle apresentou o maior rendimento de produgéo de xilitol de Y = 0,621
g/g, e também a maior produtividade P = 0,042 g.L.h-t A levedura M. guilliermondii A3 obteve o
segundo maior valor de produtividade P = 0,039 g.L.h-* e 0 menor valor de rendimento Y = 0,36
g/g (Tabela 16).

Houve significativa producdo de etanol, a levedura M. guilliermondii Y-324 controle
produziu em média, quase 9 g/L de etanol, seguida pela M. guilliermondii A3 que produziu 7 g/L.
A producéo de etanol realizada pela linhagem M. guilliermondii B12 foi um pouco maior do que
sua producdo média de xilitol, chegou a antingir quase 5 g/L, porém, o valor de rendimento
maximo na producéo de etanol para esta levedura foi menor ('Y=0,416 g/g) do que o apresentado
em relacéo a producdo de xilitol (Y= 0,572 g/g) (Tabela 16).

O maior rendimento para a producdo de etanol foi o da linhagem M. guilliermondii B12,
seguido pelas leveduras M. guilliermondii A3 e M. guilliermondii Y-324 controle, que obtiveram
valores maximos de rendimento muito similares, Y = 0,322 g/g e Y = 0,328, respectivamente.
Conforme esperado, ndo houve aumento muito significativo na biomassa durante a fermentacéo

(Figura 17).
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Figura 17. Fermentacéo de hidrolisado 30% em condicdo microaerobica, realizada pelas leveduras
(A) B12 (M. guilliermondii), (B), Controle positivo (M. guilliermondii), (C) A3 (M.
guilliermondii), em frasco. Xilose ( A ), Xilitol ( A ), Glicose (® ), Etanol (O ), Acetato ( x ),

Biomassa ( O).
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Tabela 16. Valores méximos de rendimento e produtividade especifica maximos (48h) da fermentacao de hidrolisado 30%, em
triplicata em frasco; em condigdes microaerobicas.

Microrganismo Producéo de Y (0xilitol/gxil. Consumida)  Pxilitol(g/ig v Producdo de etanol Y (Qetanol/xil.
xilitol (g/L) (g/L) Consumida)
M. guilliermondii B12 4,662 + 0,146 0,572 £ 0,038 0,015+ 0,001 4,865 + 0,138 0,416 £ 0,012
M. guilliermondii A3 10,999 + 1,091 0,360 + 0,008 0,039 + 0,008 7,172 £ 0,584 0,322 £ 0,041
M. guilliermondii Controle + 10,261 + 1,024 0,621 + 0,030 0,042 + 0,004 8,850 + 0,623 0,328 + 0,014
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, a prospeccao de 960 leveduras isoladas de solo, madeira em decomposicao
e intestino de insetos resultou na selecdo de 6 linhagens de leveduras fermentadoras de xilose.
Todas elas foram identificadas como do género Meyerozyma. Tal fato pode ser explicado pela
ubiquidade das espécies desse género. As mesmas podem ser isoladas de diferentes ambientes
(dguas termais, frutas, insetos, solo), além de se destacarem pela capacidade de consumir pentoses

[35-49].

Kurtzman, 2010 [60], propbs a criacdo do género Meyerozyma para enquadrar duas
espécies de leveduras que sdo identificadas por sua caracteristica de produzir Coenzima-Q9, sdo
elas, Pichia guilliermondii (levedura anamorfa a Candida guilliermondii) e Pichia caribica.
Agora, renomeadas, se tornaram Meyerozyma guilliermondii e Meyerozyma caribica,
respectivamente [45]. As espécies do género Meyerozyma pertencem ao Filo Ascomycota e estdo
inseridas no clado Saccharomycotina CTG. Contudo, a estrutura filogenética das leveduras deste

grupo nao é totalmente compreendida [35].

Neste trabalho foi feita a identificagdo taxon6mica através do fragmento de DNA
ribosomal 26S, foi possivel identificar todas as leveduras em nivel de espécie. Ainda faltam
métodos biotecnoldgicos para auxiliar na diferenciacdo das linhagens dentro da espécie [45].
Romi, et al, 2014, mostrou que foi possivel diferenciar as espécies M. guilliermondii e M. caribica,

porém, o mesmo ndo ocorreu com a diferenciacdo entre as linhagens [46].
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Com a prospeccdo realizada neste trabalho foi possivel encontrar leveduras selvagens que
fossem naturalmente capazes de assimilar a xilose presente em hidrolisado e produzir xilitol,
mesmo na presenca de inibidores (Tabela 12). A linhagem Meyerozyma guilliermondii B12
selecionada ao fim dos experimentos, foi capaz de produzir xilitol em hidrolisado de cana

alcancando rendimento de xilitol de 0,57 g/g xilose (Tabela 16).

Mesmo na presenca de 5 g/L de acido acético, a linhagem M. guillieromndii B12 foi capaz
de produzir xilitol com rendimento maximo de Y ris = 0,40 g/g (Figura 13). Um dos maiores
impedimentos no uso de hidrolisados de biomassa lignocelulésica como meio fermentativo, é a
quantidade de inibidores (HMF, furfural e &cidos) que nele estdo presentes (Tabela 2), dificultando
o crescimento celular. Portanto, o interesse também aumenta na procura por microrganismos que

sejam capazes de crescer em hidrolisado, tolerando as concentragdes de inibidores [47].

Hernandez-Pérez e Arruda, 2016 [3], realizaram testes fermentativos em condicGes
semelhantes as deste trabalho, utilizando a levedura C. guilliermondii, e obtiveram rendimentos
de producédo de xilitol similares em hidrolisado sem suplementagdo (Y pis = 0,41 g/g). J& em
hidrolisado suplementados com glicose (10 g/L) e ureia (4 g/L), o rendimento foi de Y p;s= 0,50
g/g, menor do que o registrado para a levedura M. guilliermondii B12 ('Y rs = 0,57 g/g) (Tabela

16).

Contudo, se faz necessaria a suplementacdo do hidrolisado com fontes de carbono e
nitrogénio, para que o meio de cultura fique menos hostil para o crescimento celular. [30]. Como
demonstrado na Figura 17 a suplementacdo do hidrolisado com glicose (10 g/L), ureia (4 g/L) e
xilose (40 g/L), possibilitou 0 aumento na assimilacdo da xilose e na consequente producdo de

xilitol. Esses resultados corroboram observacgdes previas de que as condicfes para a producdo de
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xilitol a partir de hidrolisado devem ser muito bem pré-estabelecidas. Diversos fatores podem
influenciar no crescimento celular, como aeracgdo, pH, temperatura, fonte de nitrogénio. Portanto,

a otimizacgdo do processo fermentativo depende do microrganismo que vai ser utilizado [2].

As fontes de nitrogénio sdo importantes, principalmente, para o aumento da formacao de
metabolitos. Diversos compostos organicos e inorganicos podem ser utilizados, dentre eles estao:
peptona, extrato de levedura, sulfato de amdnio, farelo de soja e ureia [30]. Neste trabalho, foi
utilizado extrato de levedura como fonte de nitrogénio nas fermentacdes iniciais (Figuras 10 e 11),
mas meios com Ureia (4 g/L) foram preferidos nos processos posteriores (Figuras 15, 16 e 17) por

ser um substrato de menor custo.

Um aumento no rendimento de Y ris = 0,401 g/g para Y ris = 0,572 g/g (Tabela 12 e Tabela
16) foi observado para a linhagem M. guilliermondii B12 durante a fermentagéo de hidrolisado
sem suplementagé@o de fontes de carbono e nitrogénio, e com suplementacdo, respectivamente.
Estes resultados estdo de acordo com observacdes similares de Albuquerque, et al, 2014 e Ko, et
al, 2008, que apontaram em seus trabalhos que os rendimentos de producdo de xilitol tendem a

aumentar apos a adicao de ureia.

Podemos avaliar o efeito da aeracdo comparando os rendimentos das fermentagcdes em
biorreator, em condicfes aerdbica (Figura 15) e de oxigénio limitado (Figura 16). Quando a
quantidade de ar dissolvido no meio foi diminuida, houve um aumento da producéo de xilitol pelas
celulas. A levedura M. guilliermondii B12 apresentou uma mudanca significativa nos valores de

rendimento quando as duas condicOes de aeracdo foram comparadas.
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Dentre os fatores reguladores da producdo de xilitol, a aeracdo se destaca devido a sua
importancia na regeneracdo de cofatores e balango redox da célula. Quando ha oxigénio
disponivel, a fonte de carbono é direcionada para a via das pentoses fosfato, a qual é utilizada para
a regeneracdo de cofatores importantes para o crescimento celular [47]. Se a quantidade de
oxigénio é restringida, ndo ocorre a regeneracdo de cofatores, diminuindo assim, a atividade
enzimética da XDH que necessita da regeneracdo de NAD+ para converter xilitol em xilulose;

promovendo o acumulo de xilitol na célula [2].

Neste estudo, a levedura Spathaspora sp. JA1 demonstrou melhor eficiéncia na conversao
de xilose, mesmo em aerobiose, produzindo quase 20 g/L de xilitol (Figura 15), com rendimento
méaximo de Y ris = 0,59 g/g (Tabela 14), em batelada, em biorreator de bancada. O que nao
diferenciou muito da sua performance em condi¢do de oxigénio limitado (Figura 16), na qual
produziu 22 g/L de xilitol, porém, o rendimento da conversdo aumentou para Y ris = 0,74 g/g
(Tabela 15). O aumento do rendimento pode ser explicado pelo uso de glicose como fonte de
carbono para consumo inicial na fermentacdo microaerobica, ja que a levedura pode direcionar
este aclcar para a formacdo de biomassa e utilizar a maior parte da xilose para produzir xilitol

[25].

Silva e Felipe, 2006, descreveram que, para a levedura C. guilliermondii, anamorfa a M.
guilliermondii, que a razdo 6tima de glicose/xilose presente no hidrolisado do bagaco de cana de
acucar, para uma melhor producéo de xilitol é de 1/5 [54]. Contudo, se a concentracdo de glicose
for mais alta, possibilita a formacdo de coprodutos [29]. Como observado na fermentacao
microaerobica de hidrolisado em frasco, suplementada com 10 g/L de glicose, além de 40 g/L de
xilose. Na qual, as leveduras M. guilliermondii B12, M. guilliermondii A3 e M. guilliermondii
controle produziram 4,6 g/L, 10,9 e 10,2 g/L de etanol, respectivamente (Figura 17).
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7. CONCLUSAO

A prospecgdo realizada neste trabalho resultou na selecdo de 42 leveduras selvagens
consumidoras de xilose e, possiveis produtoras de xilitol. Seis leveduras capazes de assimilar
xilose foram caracterizadas e comparadas. E uma levedura capaz de assimilar xilose presente em

hidrolisado lignocelul6sico foi selecionada.

As cinéticas fermentativas das seis linhagens que apresentaram maior potencial foram
avaliadas, dentre elas, uma foi selecionada para que mais testes fossem aplicados. A linhagem
escolhida, Meyerozyma guilliermondii B12, foi capaz de realizar a conversao de xilose em xilitol,
mesmo com a presenga de inibidores no meio de cultura, e com rendimento maximo de xilitol de

0,57 g/g xilose.

A producdo de xilitol foi avaliada variando-se diferentes condi¢Ges de processo, tais como:
aeracdo, suplementacdo de fontes de carbono (xilose e glicose) e nitrogénio (extrato de levedura e
ureia), e concentracdo celular inicial do inoculo. Nesses processos, pdde ser constatada a
importancia da disponibilidade de oxigénio na producéo de xilitol, nos quais, foi preferivel a
fermentacdo com oxigénio limitado (0,2 v/min de ar). Também foi observado que processos

aerobicos ndo favorecem o acumulo de xilitol.

A concentracdo celular inicial foi um dos fatores que mais influenciou o acimulo de xilitol,
sendo 10 g/L de célula (para concentracdo inicial de xilose de 40 g/L), o melhor valor para a
levedura M. guilliermondii B12 apontado neste estudo. Portanto, quando néo foi possivel comecar
a fermentacdo com uma maior densidade celular, o uso de glicose como fonte de carbono inicial

se mostrou eficaz.
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A glicose, possibilitou a assimilagédo de xilose 0 que proporcionou um aumento no
acumulo de xilitol, ja que a xilose pdde ser utilizada primeiramente para a produgédo do poliol.
Com a adigdo de glicose no meio, a levedura W. anomalus 740 aumentou a producgéo de 2 g/L para

23 g/L.

A ureia como fonte de nitrogénio também se mostrou favoravel. O valor maximo de
rendimento obtido para a levedura M. guilliermondii B12 foi de Y P/S = 0,43 g/g quando utilizado

apenas extrato de levedura, e Y P/S = 0,57 g/g, quando ureia foi adicionada ao meio.

Portanto, foi possivel a identificacdo de novas linhagens de leveduras, capazes de crescer
em hidrolisados de bagaco de cana de acucar, assimilar a xilose e produzir xilitol, mesmo na

presenca de inibidores.
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8. ANEXOS

Sequéncias FASTA referentes ao sequenciamento e identificacdo taxonémica das 6 linhagens

selecionadas:

Al12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY _19
ID da sequéncia: KY952849.1

100% de identidade.

F

TAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGTG
TCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGG
AACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTA
AGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT
CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGACC
CGCAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGTG
ACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGAGGA
CTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCG

R

CAGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACTTCACCGAAGTA

AAGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGGCCCGATAAGCT
GCGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTCTGATCTCAAAC
CCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCT
TTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAA
TTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACCTTA
CATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCA

AGAAACATAGACAAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTACAACTCGGAC
ACCGAAGGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTAAG
GCAATCCCTGTTGGTTTCTTTT

B12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY_19
ID da sequéncia: KY952849.1

100% de identidade.

F

TAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGTGTCC
GAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAAC
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AGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTAAGG
TGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCA
TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGA
TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGACCCGC
AGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGTGACTT
TACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGC
GATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCG

R

AGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACTTCACCGAAGTAA
AGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGGCCCGATAAGCTG
CGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTCTGATCTCAAACC
CTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTT
TCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAAT
TTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACCTTAC
ATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAA
GAAACATAGACNAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTACAACTCGGACA
CCGAANGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTAC

G12 - Meyerozyma guilliermondii N2-1
ID da sequéncia: MF148904.1
99% de identidade.

G12 - Meyerozyma caribbica
ID da sequéncia: KX507035.1

99% de identidade.

F

GTAGCGGCGAGTGANGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGTGTC
CGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAA
CAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTAAG
GTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCC
ATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAG
ATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGACCCG
CAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGTGAC
TTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGAGGACT
GCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGCCCGTCTTANNNNCCGG

R

CTTGATNNATCGCAGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACT
TCACCGAAGTAAAGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGG
CCCGATAAGCTGCGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTC
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TGATCTCAAACCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGT
TCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCT
TTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGA
AAGCACCTTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACG
TCCTGTTCCAAGAAACATAGACAAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTAC
AACTCGGACACCGAAGGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCC
GCTACTAAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTT

H5 - Meyerozyma guilliermondii DGC-G-z
ID da sequéncia: MG518185.1

100% de identidade.

F

CCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCG
GTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCT
TGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTAT
GTAAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTG
ACCCGCAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAAT
GTGACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGA
GGACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGCC

R

TCGCAGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACTTCACCGAA
GTAAAGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGGCCCGATAA
GCTGCGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTCTGATCTCA
AACCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCA
TCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATG
GAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACC
TTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTC
CAAGAAACATAGACAAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTACAACTCGG
ACACCGAAGGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTA
AGGCAATCCCTGTTGG

H9 - Meyerozyma guilliermondii 2A-1C315l11
ID da sequéncia: MG736036.1

100% de identidade.

F

GCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTC
GGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTC
TTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTA
TGTAAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTA
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AATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGAT
GGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGT
GACCCGCAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAA
TGTGACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCG
AGGACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGC

R

GCAGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACTTCACCGAAGT
AAAGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGGCCCGATAAGC
TGCGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTCTGATCTCAAA
CCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATC
TTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGA
ATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACCTT
ACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCC
AAGAAACATAGACAAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTACAACTCGGA
CACCGAAGGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTAA
GGCAATCCCTGTTGG

H12 - Meyerozyma guilliermondii MSRY _19
ID da sequéncia: KY952849.1
100% de identidade.

F

TTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGT
GTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTG
GAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGT
AAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGAC
CCGCAGCTTATCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGT
GACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGAGG
ACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGCC

R

AGTCCTCGGTCTAGGCAGGCAGCATCAACGCAGGCTATAACACTTCACCGAAGTAA
AGTCACATTCCTACGCCATTATCCTACCGCCCAAACCGATGCTGGCCCGATAAGCTG
CGGGTCACCCCGCCACGAAGGCAAGGCTCACAAAATATCGAGTCTGATCTCAAACC
CTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTT
TCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAAT
TTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACCTTAC
ATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAA
GAAACATAGACNAGAGCCAACCCCAAGGTTACAATCTTCAAATTACAACTCGGACA
CCGAANGCGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTAC
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ID da sequéncia: KX263039.1

ACACGGTCATGCTTTAGTAGCGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGGTGT
CCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGGACGTCAC
AGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTAAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTT
GGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGTTTGAGATCAGACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGACCCGCAGCTTATCG
GGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGTGACTTTACTTCGGTGAAGTGTTATAGC
CTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAA
CCGCCCGTCTTGAACCACGGAC

Grupo externo para montagem da arvore filogenética:
Sequéncia consenso.
Candida tenuis

AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAATAGCTCAAATTTG
AAATCTGGCGTCTTCGACGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGAATTGG
CTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATG
AGATGCCCAATTCCGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGC
TCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTA
CGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGGTCAGACTTGGTTTTACCAGGCCAGC
ATCAGTTTGGACGGCAGGATAATAGCTAAGAAATGTGACTCCACCTCGGTGGTGTGT
TATAGTCTTGGTTGATACTGCCTGTCTAGACTGAGGACTGCGTCTTTGACTA
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