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HIDROLISE DE XILANA E METABOLIZACAO DE XILOSE
POR LEVEDURAS ISOLADAS DA BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA EM DECOMPOSICAO

Junior Romeo Deotit
Sérgio Luiz Alves Junior
RESUMO

A hidrélise de compostos lignocelulésicos como a xilana e a metabolizagdo da
xilose, o principal produto dessa hidrélise, sdo fatores limitantes na producdo de
etanol de segunda geracdo. Com a finalidade de compreender melhor essas duas
etapas, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar leveduras
pertencentes a microbiota local. Foram analisadas 16 linhagens isoladas no campus
da Universidade Federal da Fronteira Sul, na Unidade de Conservacao da Floresta
Nacional de Chapecd, no Parque da Gruta Nossa Senhora de Guadalupe e no
Parque Palmital, localizados na cidade de Chapecé. Dentre as linhagens analisadas,
14 apresentaram crescimento em glicose, 13 apresentaram crescimento em xilose e
3 apresentaram crescimento em xilana. A glicose foi a fonte de carbono mais
rapidamente consumida pelas células. Também foram analisadas as atividades
enzimaticas de hidrolise de xilana induzidas em células crescidas em meios
contendo xilana ou xilose como fonte de carbono. Os resultados demonstraram que
a atividade enzimética em células crescidas em xilana € superior a daquelas
crescidas em xilose, indicando que a xilose nado induz a atividade enzimatica,
podendo atuar como repressor do gene que codifica a enzima. Além disso, os dados
também apontam que a atividade das xilanases é maior na fase final do crescimento
celular, sugerindo que os produtos da hidrélise enzimatica sdo indutores mais
potentes da sua expressao génica. O presente trabalho, portanto, permitiu também a
identificacdo de linhagens que podem contribuir para a otimizagcdo da producao de
etanol 2G.

Palavras-chave: Leveduras. Biomassa Lignocelulésica. Etanol 2G. Xilana. Xilose.

INTRODUGCAO

A producédo de etanol combustivel no Brasil teve inicio na década de 1970
com o Programa Nacional do Alcool (Proalcool). Em um periodo de crise econdmica
mundial impulsionada pelo preco dos barris de petréleo, o Proalcool buscou
substituir a gasolina utilizada como combustivel em veiculos leves pelo etanol. Com
0 estimulo do governo, a producédo de veiculos movidos a alcool chegou ao seu
apice em 1986, quando menos de um terco do total de carros fabricados no pais
ainda utilizava gasolina como combustivel. Nos anos seguintes, entretanto, a
producédo de etanol sofreu forte declinio, em virtude, principalmente, da estabilizacédo
do preco do petréleo e dos problemas apresentados pelos automéveis movidos a
alcool. Esse quadro so foi revertido com o inicio da comercializagéo dos carros flex —
veiculos bicombustiveis movidos a alcool e a gasolina — no ano de 2003, que foi
impulsionada pela crescente preocupacdo com os problemas ambientais gerados
pela utilizacdo de combustiveis fosseis e pela busca por fontes renovaveis de
energia (DARIO, 2007).
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O surgimento dos motores bicombustiveis fez com que a producéo de alcool
combustivel ganhasse novamente for¢a no Brasil. De acordo com dados recentes da
ANFAVEA (Associagdo Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores), no ano
de 2013, 88,50% dos veiculos novos comercializados no pais eram bicombustiveis.
Com essa pronunciada comercializagdo de veiculos flex, o Brasil ganhou papel de
destaque na substituicdo da gasolina, combustivel derivado do petréleo, pelo etanol,
combustivel renovavel e menos poluente. O Brasil — que, na safra de 2013/2014,
segundo a UNICA (Unido da Industria de Cana-de-Acucar), produziu cerca de 25,04
bilhdes de litros de etanol — é o segundo maior produtor mundial, ficando apenas
atras dos Estados Unidos.

Atualmente, a producao nacional de alcool combustivel (chamado de etanol
de primeira geracao) é proveniente da fermentacdo do caldo de cana-de-acucar, ou
do melago derivado desse caldo. O caldo extraido da cana-de-acUcar é utilizado
diretamente como substrato nesse processo fermentativo. E amplamente
reconhecido que a sacarose representa quase a totalidade de acgUcares presentes
no caldo de cana. Dessa forma, o etanol produzido hoje no Brasil (de primeira
geracdo) € proveniente da eficiente fermentacdo da sacarose pela levedura
Saccharomyces cerevisiae (WHEALS et al., 1999; ZANIN et al., 2000; PESSOA-JR
et al., 2005; WU, BIRCH, 2007; STAMBUK et al., 2008).

Como consequéncia da producado de etanol de primeira geracdo, 75 milhdes
de toneladas de bagaco de cana sao gerados anualmente no pais. Atualmente, 85%
desse bagaco sdo utilizados para a geracdo de calor e/ou energia elétrica para a
propria usina (STAMBUK et al., 2008). Sabe-se, no entanto, que o bagaco gerado
pode ter outro destino: a producao de etanol de segunda geracéo (também chamado
de etanol 2G ou etanol lignocelulosico). Paises como Suécia, Estados Unidos e
Japédo tém investido fortemente em pesquisas que viabilizem a produgédo de etanol
2G a partir de diferentes fontes de biomassa lignocelulésica. O Brasil, por sua vez,
de maneira singular, pode fazer o uso da biomassa subaproveitada presente no
bagaco e na palha da cana-de-acUcar para aumentar sua producao de etanol sem
gue haja um aumento da area de plantio dessa graminea. Em virtude da grande
guantidade de acucares fermentaveis que os constituem, tanto o bagaco quanto a
palha provenientes da cana-de-agUcar podem promover um aumento de mais de
50% na quantidade de etanol obtida por tonelada de cana, considerando que o0s
acucares da biomassa em questdo possam ser completamente viabilizados para
uma fermentacdo com grau de eficiéncia em torno de 90% (GONCALVES et al.,
2005; PESSOA-JR et al, 2005; VAN MARIS et al., 2006).

O etanol 2G é dependente da fermentacdo dos acucares que constituem a
biomassa lignocelulésica, que € estruturada pela interacdo entre celulose,
hemicelulose e lignina (MESHITSUKA, ISOGAI, 1996; HOWARD et al., 2003;
HIMMEL et al., 2007). A celulose, polissacarideo encontrado em maior abundancia
no tecido vegetal das plantas, é formada através da interacao linear de monémeros
de glicose unidos através de ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. A hemicelulose,
segundo maior componente da biomassa em questdo, possui estrutura variavel de
acordo com a espécie vegetal. Na maioria das hemiceluloses sdo encontradas
hexoses (glicose, galactose, manose, acido glicurénico) e pentoses (xilose,
arabinose) formando uma estrutura linear majoritariamente composta por um acgucar
principal unida lateralmente a residuos de outros carboidratos. A lignina, por sua
vez, € uma macromolécula composta pela polimerizacdo de unidades fenil-propano
formando uma cadeia estrutural muito complexa, fornecendo rigidez, suporte e



protecdo contra ataques enziméticos que possam desestruturar o tecido vegetal
(POLIZELI et al., 2005; DASHTBAN et al.; 2009; PROMPT, 2012).

A composicao heterogénea das hemiceluloses faz com que haja numerosas
classificacbes deste composto na natureza. De forma geral, a maior classe de
hemiceluloses sdo as xilanas, compostos encontrados em grandes quantidades em
gramineas como a cana-de-acgUcar. As xilanas sdo geralmente caracterizadas pela
presenca de residuos de arabinose ligados lateralmente a uma cadeia linear
principal formada majoritariamente de monémeros de xilose unidos entre si através
de ligagdes glicosidicas p-1,4 (Figura 1). Sendo assim, de forma resumida, a xilose é
o carboidrato presente em maior quantidade na xilana, e consequentemente a
pentose predominante encontrada no bagaco e na palha da cana-de-acucar
(POLIZELLI, 2005).

Figura 1 - Estrutura da xilana
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Fonte: Polizeli, 2005.

O processo de transformacéo da biomassa lignocelulosica em etanol requer,
em relacdo a xilana, a cooperacdo de um grupo de enzimas que conduzem uma
série de reacOes. Isso consiste em disponibilizar, através da hidrélise do
polissacarideo em questdo, os mondmeros de xilose, que, assim, devem ser
transportados do meio extracelular para o meio intracelular. A primeira etapa desse
processo se d& através das quebras das ligagdes glicosidicas 3-1,4 entre residuos
de xilose, que sdo catalisadas por enzimas endo-1,4-B-xilanases (genericamente



denominadas xilanases) e B-xilosidases, conforme esquematizado na Figura 1 (BEG
et al., 2001; COLLINS et al., 2004; POLIZELI et al., 2005, HAHN-HAGERDAL et al.,
2001; DASHTBAN et al., 2009).

As enzimas endo-1,4-B-xilanases (Figura 1A) séo inicialmente responsaveis
pela desestruturagdo da hemicelulose em oligdmeros de xilose com menor grau de
polimerizacdo. Subsequentemente, essas mesmas enzimas atacam novamente o
substrato (dessa vez menos polimerizado), produzindo mono-, di- ou trissacarideos
de xilose. Os monossacarideos oriundos dessa primeira etapa sao
preferencialmente transportados para o interior da célula, enquanto isso os di- e
trissacarideos sdo hidrolisados novamente por outro grupo de enzimas, as
B-xilosidases (Figura 1B), até que estes também sejam convertidos em
monossacarideos de xilose que possam ser transportados para o interior da célula.

Uma vez dentro da célula, a xilose deve ser reduzida a xilitol, que por sua vez
€ oxidado a xilulose antes de seguir pela Via das Pentoses-Fosfato (PPP). Para que
as células de leveduras, entretanto, possam fermentar eficientemente a xilose, €
necessario haver um balanco redox nessas duas primeiras reacdes da
metabolizacdo da xilose, que séo catalisadas pelas enzimas Xilose-redutase (XR) e
Xilitol-desidrogenase (XDH) respectivamente. Enquanto esta ultima utiliza NAD”
como coenzima (que, na reacdo é reduzida a NADH), a primeira pode fazer uso
tanto da NADH quanto da NADPH (que, na reacdo, sdo oxidadas a NAD" ou a
NADP™), dependendo da isoenzima presente. Naquelas leveduras em que a XR
utiliza uma coenzima diferente da XDH, passa a haver um desbalanco que, pela falta
da reciclagem dessas, acaba por interromper a metabolizacéo de xilose, acarretando
num acumulo de xilitol (TOIVOLA et al.,, 1984; RIZZI et al., 1989; JEFFRIES,
ALEXANDER, 1990; STAMBUK et al.,, 2008).Isso termina dificultando a
metabolizagdo da xilose, fazendo com que as células de leveduras tenham
dificuldade de consumi-la em velocidade suficiente para garantir um metabolismo
fermentativo com o grau de eficiéncia desejado.

Atualmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae €& o0 principal
microrganismo utilizado na producdo de etanol de primeira geracdo. O grande
sucesso dessa levedura durante a fermentacao do caldo de cana deve-se a algumas
de suas caracteristicas especiais, dentre elas a capacidade de fermentar
carboidratos eficientemente mesmo na presenca de oxigénio e de tolerar: (1) as
altas concentracdes de etanol na fase final da fermentacéo; (2) os baixos niveis de
pH do meio; (3) o estresse osmotico provocado pelas altas concentracbes de
acucares; e, (4) a pressao hidrostatica provocada pelo grande volume de liquido
contido nas dornas de fermentacdo (LAGUNAS, 1979, 1986; LANDRY et al., 2006).
Essa levedura também se destaca por estar entre os melhores fermentadores de
glicose (MERICO et al., 2007), carboidrato presente em maior quantidade na
biomassa lignoceluldsica. No entanto, como j& citado anteriormente, a produgcdo do
etanol de segunda geracdo € dependente da completa hidrélise da xilana e da
eficiente fermentacdo da xilose, e cepas selvagens de S. cerevisiae, além de serem
incapazes de fermentar a xilose, também s&o incapazes de hidrolisar a xilana
(STAMBUK et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2009a).

Por outro lado, diferentemente de S. cerevisiae, diversas espécies de
leveduras, dentre elas algumas que ja foram isoladas da microbiota brasileira, como
Cryptococcus laurentii, Sugiyamaella smithiae, Scheffersomyces stipitis e
Spathaspora arborariae, conseguem hidrolisar a xilana e/ou fermentar a xilose com
diferentes graus de rendimento de etanol (CADETE et al., 2009; FERREIRA et al.,



2011; LARA et al., 2014). Essas leveduras, entretanto, ndo demonstram o mesmo
desempenho fermentativo em comparacao a S. cerevisiae em condi¢des industriais.
Sendo assim, diante dessas diferencas e conhecendo-se, como comentado acima, a
elevada eficiéncia fermentativa de S. cerevisiae durante o consumo da glicose
(carboidrato presente em maior quantidade nos hidrolisados de lignocelulose),
diversos pesquisadores tém apontado a engenharia genética de S. cerevisiae —
através da expressao heter6loga de genes que codifiguem enzimas que possibilitem
a essa levedura a fermentacao eficiente dos carboidratos que comp&em a biomassa
lignocelulésica — como a melhor alternativa para uma producéo eficiente do etanol
de segunda geracdo (LEANDRO et al. 2006, 2008; SALOHEIMO et al., 2007;
HECTOR et al., 2008; KATAHIRA et al., 2008; MATSUSHIKA et al., 2008a, 2008Db,
2009b, 2009c; BENGTSSON et al., 2009; RUNQUIST et al., 2009).

No entanto, alguns trabalhos recentes demonstraram que cepas da espécie
de levedura Dekkera bruxellensis apresentavam rendimentos iguais ou superiores
durante producéo de etanol, em comparacdo com cepas industriais de S. cerevisiae
(BETTIGA et al., 2009; BLOMQVIST et al., 2011; REIS et al., 2014). Além disso, as
linhagens de D. bruxellensis mostraram-se robustas diante das mudancas de pH e
temperatura e altamente tolerantes a presenca de bactérias acido-laticas, tornando-
as assim um organismo extremamente resistente as condi¢cdes adversas impostas
no meio industrial.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta a caracterizacdo bioquimica de
leveduras — isoladas de biomassa lignocelulésica em decomposi¢do — com potencial
para serem futuramente utilizadas na producéo de etanol de segunda geracéo, seja
pelo emprego direto de suas células no processo ou pela expressao heterdloga de
suas enzimas em linhagens industriais de S. cerevisiae. Isso certamente contribuira
para a minimizacdo das dificuldades impostas no processo de producdo de etanol
2G, principalmente no que tange as questdes de viabilidade econdémica.

METODOLOGIA
Isolamento de leveduras e linhagens utilizadas

As leveduras utilizadas foram isoladas a partir de amostras de matéria vegetal
em decomposicdo, obtidas no Campus Chapecé da Universidade Federal da
Fronteira Sul e na Unidade de Conservagdo da Floresta Nacional de Chapeco,
conforme protocolo descrito por CADETE et al. (2009). Restos de tecido vegetal
caidos na serapilheira coletados no campo foram transportados, até o laboratério,
em sacos plasticos estéreis, dentro de recipientes com isolamento térmico. De cada
amostra, foi separado 1,0 g de tecido vegetal para ser inoculado em frasco
Erlenmeyer com 25 mL de meio de cultura liquido contendo 6,7 g.L* de base
nitrogenada, 0,2 g.L™ de cloranfenicol e 10 g.L™ de xilana, xilose ou celobiose (o
periodo compreendido entre a coleta e o indculo ndo excedeu duas horas). Cada
frasco foi incubado a 25°C por 3 a 10 dias sob agitacdo constante (160 rpm).
Quando detectado crescimento celular, por turbidez, em cada amostra, uma algada
de células foi retirada deste meio liquido e estriada por esgotamento em placas de
Petri, contendo 6,7 g.L™ de base nitrogenada, 10 g.L™ de glicose e 20 g.L™ de &gar.
As placas foram incubadas a 25°C, e as leveduras foram selecionadas com base na
morfologia das colonias e na analise microscopica das células. Além dessas,
somam-se as leveduras pertencentes a colecédo do grupo de pesquisa do professor



Sérgio Luiz Alves Junior, isoladas anteriormente no Parque Palmital e no Parque da
Gruta de Nossa Senhora de Guadalupe, ambos na cidade de Chapeco.
Meios de cultura e crescimento celular

Para o cultivo das leveduras foram utilizados meios liquidos ricos ou minimos
contendo 20 g.L* de uma fonte de carbono, com pH ajustado para 5,0 através da
adicao de HCI (tabela 1).

Tabela 1 - Composicéo dos meios de cultura utilizados.

Meio Componentes (para 100 mL de meio)

Rico (YP) — 1 g de Extrato de leveduras;
— 2 g de peptona;
— 2 g fonte de carbono (glicose)
— Solucéo de HCI para ajuste do pH =5,0
— Agua destilada para completar 100 mL

Minimo (SC) — 0,67 g de Yeast Nitrogen Base
— 2 g fonte de carbono (xilana, xilose ou glicose)
— Solucéo de HCI para ajuste do pH =5,0
— Agua destilada para completar 100 mL

Para a verificacdo dos perfis de crescimento celular, as leveduras isoladas
foram pré-cultivadas por 48 h em frascos Erlenmeyer com 1/5 do volume de meio
liquido rico contendo 20 g.L™ de glicose. Em seguida, as leveduras do pré-cultivo
foram inoculadas (1/100 do volume final) em novos frascos Erlenmeyer com meio
minimo contendo, alternadamente, 20 g.L™ de xilana, xilose ou glicose como fonte
de carbono. As culturas foram incubadas a 28° C sob agitacéo de 160 rpm.

O crescimento celular foi determinado pela medida da densidade Optica — em
espectrofotdmetro, com feixe de 570 nm (DOs70nm) — €M amostras a serem retiradas
dos cultivos em tempos pré-estabelecidos. Uma aliquota de cada uma dessas
amostras foi centrifugada (5 minutos a 3.000 rpm) e seu sobrenadante foi
armazenado em microtubo para posterior determinacdo do consumo de
carboidratos.

Determinacao de glicose e xilose

A glicose, consumida durante os crescimentos celulares em meios contendo
essa fonte de carbono, foi determinada através de um kit enzimético comercial de
acordo com as instru¢cfes do fabricante (ANALISA). Para essa analise, 10,0 pyL de
cada amostra reagiu com 1,0 mL do reagente de cor desse kit (composto pelas
enzimas glicose oxidase e peroxidase) sob incubagédo de 10 min a 37° C. Em
seguida, a quinonimina (produto de cor avermelhada) produzida na reacdo foi
estimada a 490 nm, permitindo a determinagc&o da concentragao de glicose em cada
amostralatravés da correlacdo com a absorbéancia apresentada pela solucdo padréo
(2,0 g.L7).

A dosagem de xilose, ao longo dos crescimentos celulares, foi realizada
através de uma adaptacdo, para microplacas de 96 pocos (de fundo plano), do
método colorimétrico de DNS descrito por MILLER (1959). Em cada poc¢o das



microplacas, foram adicionados 25 pL de amostra (diluidas conforme necessidade,
de modo que suas leituras estejam dentro da curva de calibracdo) e 25 uL de reativo
DNS (10 g.L™" de &cido 3,5-dinitrosalicilico e 300 g.L™ de tartarato duplo de sédio e
potassio em 0,4 M NaOH). As curvas de calibracdo, com seis concentracdes, na
faixa de 0 a 2,0 g.L* de xilose, foram montadas em todas as microplacas lidas.
Depois de pipetados as amostras e o reativo, as microplacas foram seladas com
filme plastico (T796400, E&K Scientific), incubadas em banho fervente por 5 minutos
e, subsequentemente, resfriadas no gelo. Depois disso, o filme plastico foi retirado e
foram adicionados 330 pL de &gua em cada poc¢o. As microplacas, por fim, foram
levadas ao leitor de microplacas e as amostras foram lidas a 490 nm (com um feixe
emitido por vez no centro de cada poco). As concentracdes, em g.L™" de xilose,
foram calculadas com base na equacdo de reta gerada a partir da curva de
calibragao, utilizando as medidas de absorbéncia obtidas diretamente em planilhas
do Microsoft® Excel.

Em virtude do elevado grau de polimerizagéo da xilana, ndo foi determinada a
concentracao restante deste polissacarideo ao longo dos crescimentos celulares que
o0 utilizaram como fonte de carbono.

Determinacéo da atividade de hidrolise de xilana

A atividade de hidrélise de xilana foi determinada em duas etapas. Na
primeira etapa, a atividade xilanase foi determinada em células crescidas até o inicio
da fase exponencial de crescimento (DOs7onm ~3,5), €m meios contendo xilana como
fonte de carbono, e, na segunda etapa, ao fim do crescimento celular (72 h de
incubagé&o), tanto em células crescidas em meios contendo xilana como em células
crescidas em meios contendo xilose como fonte de carbono. Para isso, no momento
do ensaio, foram retiradas aliquotas de 1 mL dos cultivos, e as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 3.000 rpm. Subsequentemente, 100 pL de seus
sobrenadantes foram transferidos para cinco microtubos, no intuito de fazer
amostras em triplicata e controles negativos em duplicata (antes de prosseguir com
0 experimento, os microtubos contendo os controles negativos foram fervidos a 100°
C por 10 minutos). Em seguida, foram adicionados 300,0 uL de uma suspenséao de
20 g.L™ de xilana em tamp&o succinato-Tris 0,15 M pH 5,0 e os microtubos foram
incubados por 30 minutos a 30°C ou a 50°C. Apés a incubacdo, os tubos foram
esfriados em banho de gelo para cessar a reacdo e em seguida congelados.
Posteriormente, quantificou-se a concentracdo de acgUcares redutores formados
(mono-, di- ou trissacarideos de xilose) através da mesma metodologia que utiliza o
reativo DNS para a determinacdo de xilose. A atividade enzimatica foi determinada
em nmol de acucar redutor formado por mL por minuto nas condi¢cdes do ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A hidrélise da xilana e a fermentacédo dos oligbmeros e mondémeros de xilose
pelas leveduras sdo fatores limitantes na producéo de etanol 2G. No intuito de
encontrar espécies capazes de hidrolisar o polissacarideo em questédo, e,
posteriormente, fermentar a xilose, foram isoladas leveduras de amostras de matéria
vegetal em decomposicdo coletadas em dois locais. Primeiramente, no Campus
Chapeco da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e, posteriormente, na
Unidade de Conservacao da Floresta Nacional (FLONA) de Chapeca.



Na primeira coleta, no dia 05/07/2014, foram obtidos 32 isolados espalhados
em 3 pontos distintos do campus universitario, enquanto que na segunda coleta, no
dia 15/08/2014, foram obtidos 28 isolados de 4 pontos distintos no interior da
unidade de conservacdo. Cada isolado recebeu um cdédigo Unico caracteristico
informando o local do isolamento, a fonte de carbono utilizada no isolamento, e o
ponto de coleta do isolamento no interior de cada local. Desses 60 isolados, 4 cepas
UFFS e 6 cepas FLONA foram randomicamente selecionadas para avaliagcdo dos
perfis metabdlicos. Somam-se a esses, 2 isolados do Parque Palmital (PAL) e 3
isolados do Parque da Gruta Nossa Senhora de Guadalupe (NSG) pertencentes a
colecdo do grupo de pesquisa do Professor Sérgio Luiz Alves Junior.

Apés a fase de isolamento, foram realizadas andlises de crescimento celular e
consumo de carboidratos (glicose, xilose) das cepas selecionadas em meios
minimos. Os resultados obtidos a partir dos crescimentos celulares realizados em
frascos Erlenmeyer, que permitiram a dosagem do consumo de acUcares durante o
cultivo, estao apresentados nas Figuras 2 a 4.

Como pode ser observado nos graficos apresentados nas Figuras 2 a 4, em
meios contendo glicose como fonte de carbono (graficos A), todas as linhagens,
exceto a cepa PAL-5.3, apresentaram crescimento. Além disso, vale ressaltar a
similaridade dos perfis de crescimento em glicose, com exce¢ao das cepas
UFFS-XI-2.3 (superior a média) e PAL-4.1a (inferior a média). Analisando os
crescimentos com xilose como fonte de carbono (graficos C), observamos que, além
da cepa PAL-5.3, a cepa FLONA-CE-3.6 também n&o apresentou crescimento. Em
relacdo ao consumo dos acucares presentes nos meios (graficos B e D das Figuras
2 a 4), pode-se observar a preferéncia por utilizacdo de glicose em relacdo a xilose.
Em todas as cepas que apresentaram crescimento, foi registrado o consumo total da
glicose ao fim do tempo de cultivo — muitas delas inclusive consumiram toda a
glicose presente no meio em menos de 24 h. Por outro lado, a xilose foi consumida
mais vagarosamente, €, em muitos casos, ao fim do periodo de crescimento celular
determinado, como nas cepas UFFS-XI-2.3, UFFS-XA-1.6, PAL-4.1a, NSG-2.5.1a,
NSG-2.6.2a e NSG-2.10.1a, o0 agUcar em questédo nao foi totalmente metabolizado.

Apesar de nao terem sido feitas dosagens de etanol, sabe-se que os
rendimentos de leveduras utilizando a xilose como fonte de carbono sdao menores
perante a utilizacdo de glicose. Isso ocorre devido ao desvio da producdo de etanol
para a producédo de xilitol ocasionada pela disponibilidade de oxigénio (TOIVOLA et
al., 1984) e devido a velocidade de captacdo dos acucares para o interior da célula,
fazendo com que muitas leveduras optem por utilizar o aglcar na via respiratdria ao
invés de fermenta-lo (POSTMA et al, 1989).

O crescimento em meio minimo contendo xilana, apresentado na Figura 5,
demonstra que apenas 3 cepas (FLONA-XI-1.1, NSG-2.6.2a e PAL-4.1a)
conseguiram utilizar o polissacarideo como fonte de carbono para crescimento
diante das condicbes impostas no experimento. Em se tratando de um
polissacarideo, sabe-se que a total degradacao da xilana depende da expressédo das
enzimas endo-1,4-B-xilanases e [-xilosidases, portanto, as cepas que nao
apresentaram crescimento em xilana possivelmente ndo contam com essas enzimas
hidroliticas. Entretanto, alguns desses mesmos microrganismos, em habitat natural,
através da associacdo com fungos, bactérias e outras leveduras do nicho ecoldgico
ao qual eles estao inseridos, conseguem utilizar os aglUcares presentes na biomassa
vegetal em decomposicdo, incluindo os hidrolisados de xilana (BAHDRA et al.,
2008).



Figura 2 — Crescimento celular (A,C) e consumo de aclUcares (B,D) de leveduras isoladas de
amostras coletadas no Campus da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). As linhagens
apresentadas foram cultivadas em meio minimo contendo 20 g.L™ de glicose (A,B) ou xilose (C,D)
como fonte de carbono.
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Figura 3 - Crescimento celular (A,C) e consumo de agucares (B,D) de leveduras isoladas de amostras
coletadas na Unidade de conservagdo da Floresta Nacional de Chapecd (FLONA). As linhagens
apresentadas foram cultivadas em meio minimo contendo 20 g.L™ de glicose (A,B) ou xilose (C,D)
como fonte de carbono.
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Figura 4 - Crescimento celular (A,C) e consumo de agucares (B,D) de leveduras isoladas de amostras
coletadas no Parque Palmital (PAL) e no Parque da Gruta de Nossa Senhora de Guadalupe (NSG).
As linhagens apresentadas foram cultivadas em meio minimo contendo 20 g.L™ de glicose (A,B) ou
xilose (C,D) como fonte de carbono.
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Figura 5 - Crescimento celular (A,B,C) de leveduras isoladas em meios contendo Xilana como fonte
de carbono.
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ApoOs a andlise do crescimento celular em xilana, foram selecionadas as
cepas que apresentaram resultados positivos de consumo do polissacarideo para
determinacdo da atividade xilanase. Além dessas, uma outra cepa (UFFS-XI-1.4),
gue sabidamente havia apresentado crescimento em placas contendo xilana como
fonte de carbono, também foi utilizada. Essas analises correspondem ao perfil de
atividade extracelular xilanolitica de células crescidas em xilose e xilana como
indutor da expressao enzimatica. As andlises foram efetuadas a 30° C (Figura 6A) e
a 50° C (Figura 6B), correspondente a temperatura Otima para fermentacdo e a
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temperatura Otima para hidrolise (LARA et al.,2014). Os resultados de atividade
enzimatica sdo dados em nmol de acucar redutor formado por mL a cada minuto.

Figura 6 - Atividade xilanase extracelular apresentada por leveduras crescidas em meios sintéticos
contendo 20 g.L™ de xilana (no inicio da fase exponencial — barras cinzas —, ou apés 72 horas de
crescimento — barras brancas) ou 20 g.L'l de xilose (ap6s 72 horas de crescimento — barras pretas)
como fonte de carbono.

A J XADO =35 B [ XADO =35
160- 1 XA72h 160- [ XA72h
5 C m XI72h 5 € ] ER XI72h
S E =) £
D« u [ .
g7 1% 3 120
5 © S =
5 @ 5
8 5 80 g 3 80
58 58
e e s
3 8 88
é o 404 é o 40
< g Zg
= =
0- 0 T T
FLONA-XI-1.1  PAL-4.1a NSG-2.6.2a UFFS-XI-1.4 FLONA-XI-1.1 PAL-4.1a NSG-2.6.2a UFFS-XI-1.4

Conforme demonstram os resultados, a linhagem FLONA-XI-1.1 foi a que
apresentou maior atividade enzimética entre todas as cepas analisadas. Observa-se
gue o aumento de temperatura de 30° C (Figura 6A) para 50° C (Figura 6B)
ocasionou um aumento expressivo na atividade de hidrélise da xilana por esta cepa.
Nas demais linhagens, a mudanca de temperatura ndo teve o mesmo grau de
influéncia sobre a atividade enzimatica, o que pode sugerir que o pH ou a
temperatura 6tima de hidrolise dessas cepas possa vir a ser diferente das condi¢des
impostas no experimento (POLIZELI, 2005).

Como pode ser observado nos gréficos da Figura 6, foram registrados
maiores niveis de atividade enzimatica nas células crescidas em xilana em relagéo a
células crescidas em xilose, o que demonstra que a xilana, possivelmente, € um
indutor para a sintese enzimatica de xilanases. Esse efeito foi questionado por muito
tempo por alguns autores (BIELY, 1985; KULKARNY et al., 1999), devido ao fato de
gue macromoléculas como a xilana ndo conseguem manter contato direto com o
sitio de indugdo de expressdo génica localizado no interior das células a ponto de
desencadearem a sintese enzimatica, portanto, macromoléculas ndo poderiam ser
consideradas indutores génicos. No entanto, sabe-se que apés a hidrolise inicial da
xilana através da atividade basal das xilanases constitutivas, geram-se
oligossacarideos de xilose - principalmente xilobiose e xilotriose — que por sua vez
sao transportados com a ajuda de permeases para o interior da célula, onde eles
engatilham a transcricdo dos genes responsaveis pela producédo de endo-1,4-B-
xilanases e B-xilosidases (Figura 7). Além disso, alguns autores defendem que a
xilobiose € o principal indutor da sintese de ambas as enzimas (HALTRICH et al.,
1996; SUNNA, ANTRANIKIAN, 1997, POLIZELI et al, 2005). De fato, os resultados
obtidos corroboram este indicativo, tendo em vista que, na fase final de crescimento,
onde a presenca de oligossacarideos é efetivamente maior do que na fase inicial
(devido a polimerizacdo da xilana), os dados indicam uma maior expressdo dessas
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enzimas, haja vista a maior atividade xilanase apresentada apos 72 h de cultivo
celular.

Figura 7 - Representacdo esquematica da regulacdo do complexo xilanolitico envolvendo as
xilanases e as B-xilosidases.

4[ Sintese Enzimatica ]

A N

Induca
Ao Represséo

[ B-xilosidases ]

Xilobiose
Xilotriose

Xilose
/]\ Citoplasma

Permeases Membrana plasmatica

Xilose
Xilobiose
/T Xilotriose

Xilanases

Xilana

Fonte: Polizeli, 2005.

Além disso, observando os gréficos da figura 6, os resultados sugerem que na
maioria das linhagens crescidas em xilose, exceto na linhagem PAL-4.1a (figura 6B),
a expressao de xilanases foi inibida — ou ao menos néo foi induzida — mesmo apés
72 h de crescimento celular. Nao h4 um consenso na literatura sobre a indugcédo ou
repressao da producdo de enzimas xilanoliticas pela acdo da xilose (FLORES et al.,
1996; KULKARNY et al., 1999; POLIZELI et al, 2005), todavia, em concordancia com
os dados apresentados no presente trabalho, os resultados de outros pesquisadores
apresentam varias espécies que possuem inibicdo da atividade xilanolitica devido a
presenca de xilose (BIELY, 1985; KULKARNY et al., 1999).

Ainda com base nos resultados obtidos através da andlise da atividade
xilanolitica, verificou-se que a cepa PAL-4.1a apresentou um comportamento
anormal com a mudanca de temperatura do ensaio enzimatico. Esperar-se-ia um
aumento ou decréscimo proporcional na atividade xilanase com a variacdo da
temperatura de 30°C para 50° C, no entanto, a atividade enzimética de células
crescidas em xilana, que se apresentava maior que a de células cultivadas em
xilose, no ensaio a 30°C (Figura 6A), foi inferior quando analisada em 50°C (Figura
6B). E possivel, portanto, que isoenzimas, expressas em condi¢ées diferentes e com
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diferentes temperaturas 6timas de atuacdo, possam estar relacionadas ao perfil
observado. Nesse sentido, a enzima expressa em células crescidas em xilana pode
ser diferente daquela expressa em células cultivadas em xilose.

Além de conseguirem utilizar a xilana, a glicose e a xilose como fonte de
carbono, algumas cepas utilizadas no presente trabalho também apresentaram
crescimento em celobiose (dados ndo apresentados — dos Santos et al., manuscrito
em preparacao), indicando que as mesmas tém potencial para serem utilizadas para
producao de etanol 2G. Alguns autores tém sugerido a integracao dos processos de
producdo de etanol de primeira e segunda geracdo através da utilizacdo de um
microrganismo que consiga fermentar diferentes aclUcares presentes na biomassa
lignoceluldsica, resultando em um maior rendimento de etanol, menor demanda
energética e menor custo de producdo (TOIVOLA et al., 1984; HAHN-HAGERDAL et
al., 2001; GALBE, ZACCHI, 2002).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos certamente apontam que algumas leveduras isoladas
podem vir a ser utilizadas em estudos que busquem identificar os genes que
codifiquem as enzimas responsaveis pela metabolizacdo dos carboidratos em
guestdo ou que avaliem a aplicabilidade direta desse organismo em condi¢cbes
industriais ou semi-industriais. Com isso, sera possivel verificar o verdadeiro
potencial de uso dessas leveduras na producdo do etanol 2G, seja através do seu
uso direto como microrganismo fermentador, da expressdo heter6loga de suas
enzimas em cepas de S. cerevisiae, ou da aplicagcdo de suas enzimas xilanoliticas,
nesse caso para promover hidrdlise prévia da hemicelulose e permitir a fermentacéo
do hidrolisado subsequentemente. Vale ressaltar também, ainda como perspectivas
futuras, que seria interessante a identificacdo taxonémica dos isolados, no intuito de
promover o aumento do conhecimento da microbiota local.
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XYLAN HYDROLYSIS AND XYLOSE METABOLIZATION BY
YEASTS ISOLATED FROM DECAYED WOOD

ABSTRACT

Hydrolysis of lignocellulosic compounds, such as xylan, and xylose metabolism, the main
product of this hydrolysis, are limiting factors for the production of second generation ethanol.
In order to better understand these two steps, the present study aimed to isolate and to
characterize yeasts belonging to the local microbiota. We analyzed 16 strains, which were
isolated at Universidade Federal da Fronteira Sul, Conservation Unit of the National Forest
Chapecd, Nossa Senhora de Guadalupe Grotto Park and Palmital Park, located in the city of
Chapecd. Among the analyzed strains, 14 of them were able to grow on media with glucose,
13 were able to grow on xylose and 3 on xylan. The glucose was the fastest carbon source
to be consumed by the cells. The xylanase activities, induced by xylan or xylose, were also
analyzed. Our results demonstrated that the enzyme activity in cells grown on xylan is higher
than in cells grown on xylose, suggesting that xylose does not induce the enzymatic activity
and can act as a repressor of this enzyme expression. Furthermore, our data also suggest
that the activity of xylanases is higher in the final stages of cell growth, indicating that the
products of enzymatic hydrolysis are more powerful inducers of the gene expression. The
present study also enabled us to identify strains which can contribute to the optimization of
the second generation ethanol production.

Keywords: Yeasts. Lignocellulosic Biomass. 2G Ethanol. Xylan. Xylose.
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