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OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE 2-FENILETANOL POR LEVEDURAS
SELVAGENS A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Stéfany Kell Bressan*
Anderson Giehl**
Sérgio Luiz Alves Jr, ***

RESUMO

O 2-feniletanol (2-PE) é um composto aromatico de alto valor agregado amplamente aplicado
nas induastrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. A producdo microbiana desse aroma,
especialmente por leveduras, tem ganhado destague como alternativa sustentavel aos métodos
quimicos tradicionais. Além do 2-PE, leveduras selvagens sdo capazes de produzir outros
Compostos Organicos Volateis (VOCs) de relevancia biotecnoldgica. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi isolar e selecionar leveduras com potencial biotecnolégico e avaliar a
producdo de 2-PE a partir de residuos agroindustriais — casca de laranja e bagaco de malte —
investigando como diferentes concentracdes de L-fenilalanina (L-Phe) e nitrogénio assimilavel
influenciam o rendimento e a eficiéncia do processo fermentativo. A triagem inicial das
leveduras isoladas de nectarios florais demonstrou a producgéo de diversos VOCs. O 2-PE foi 0
composto mais predominante, com areas de pico de até 55%, mas também foram identificados
triptofol, 4-hidroxi-2-metilacetofenona e &cido fenilacético. A espécie isolada Aureobasidium
leucospermi (cepa CHAP-214) surgiu como a melhor produtora de 2-PE, alcancando 145,736
mg/L em meio sintético, sendo este um dos primeiros relatos da producéo deste composto por
essa linhagem. Testes com extratos dos residuos (casca de laranja e bagaco de malte) foram
conduzidos com variagdo do balango carbono-nitrogénio (M1-M5) e quatro formulagdes (E1-
E4) com diferentes concentracfes de L-phe. O meio E3, contendo extrato de casca de laranja,
bagaco de malte e 4 g/L de L-phe, apresentou a maior producéo de 2-PE (2,477 +0,01 g/L) e 0
melhor rendimento (0,83 £ 0,02 g/g). Os resultados demonstram o potencial de A. leucospermi
como plataforma microbiana promissora para a producdo sustentadvel de 2-PE a partir de
residuos agroindustriais, reforcando a importancia do ajuste da composicdo do meio e da
concentracdo do precursor para a otimizacdo do bioprocesso.
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1 INTRODUCAO

Leveduras sdo capazes de produzir compostos organicos volateis (VOCs) de
relevancia biotecnologica (Fenner et al., 2022). Esses compostos podem ser sintetizados durante
0 metabolismo de acUcares presentes em nectarios florais, como glicose, frutose e sacarose
(Ryniewicz et al., 2020). A producdo de VOCs por leveduras, aliada ao crescente interesse por
compostos naturais de alto valor agregado, tem impulsionado o desenvolvimento de
bioprocessos sustentaveis e economicamente competitivos. Entre esses compostos, destaca-se
o 2-feniletanol (2-PE), um alcool aromatico com odor caracteristico de rosas e amplamente
utilizado nas industrias cosmética, alimenticia, farmacéutica e quimica devido as suas
propriedades organolépticas, antimicrobianas e antifngicas (Guo et al., 2018; Martinez-Avila
etal., 2018).

O mercado global de 2-PE foi avaliado em 255 milhdes de ddlares em 2021, com
previsdo de crescimento anual composto (CAGR) de 5,5% entre 2024 e 2028 (Global Market
Insights Inc., 2022). Atualmente, a maior parte desse composto € obtida por sintese quimica,
principalmente por reacdes de Friedel-Crafts, Grignard ou hidrogenacdo. Contudo, tais rotas
utilizam precursores nocivos e geram subprodutos indesejaveis (como cloretos metalicos
residuais, derivados aromaticos halogenados, compostos parcialmente reduzidos e lamas
cataliticas contendo metais pesados) resultando em elevado impacto ambiental (Bernardino et
al., 2024). Leis e regulamentacdes foram promulgadas nos Estados Unidos e na Europa para
restringir o uso de 2-PE sintetizado quimicamente em alimentos, cosméticos e bebidas (Shen et
al., 2016). Além disso, a extracdo direta de 2-PE de flores e plantas é limitada devido ao baixo
rendimento e aos altos custos associados (Mitri et al., 2022).

Neste contexto, a producdo biotecnologica de 2-PE apresenta vantagens significativas,
uma vez que na industria de alimentos foi reconhecido por diversas organiza¢cdes — Food and
Drug Administration (FDA), Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA), o Joint
Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o Council of Europe (COE) — como produto
seguro (GRAS), quando produzido por vias naturais, o que lhe confere um valor agregado
(Scognamiglio et al., 2012). Assim sendo, leveduras sdo capazes de sintetizar naturalmente 2-
PE por duas principais rotas, a via do chiquimato e a via de Ehrlich, sendo esta ultima a mais
eficiente (Mitri et al., 2022). A via de Ehrlich é uma via secundéaria e tem inicio com a
transaminacdo da L-fenilalanina (L-Phe) em fenilpiruvato, catalisada por aminotransferases
dependentes de piridoxal-fosfato. Em seguida, o fenilpiruvato €é descarboxilado por
descarboxilases aromaéticas, gerando fenilacetaldeido. Por fim, o fenilacetaldeido pode ser



reduzido a 2-PE por alcool desidrogenases (ADH) ou oxidado a &cido fenilacético por aldeido
desidrogenases (ALDH), de modo que o destino metabolico do intermediario depende da
composicao do meio (Gu et al., 2020).

A escolha do meio de cultivo é, portanto, determinante para a eficiéncia do processo
fermentativo. O uso de residuos agroindustriais como fontes de carbono e nitrogénio reduz
custos, agrega valor a subprodutos e contribui para processos mais sustentaveis (Mitri et al.,
2022). Entre esses residuos, destacam-se a casca de laranja, rica em acUcares fermentaveis
(Lima; Souza; Cunha, 2020; Torrado et al., 2011), e o0 bagaco de malte, proveniente do setor
cervejeiro, com elevado conteldo proteico e presenca de aminoacidos, incluindo L-Phe
(Mussatto, 2014). O Brasil é um dos maiores produtores de suco de laranja e,
consequentemente, de residuos deste produto. Ademais, o residuo do processo produtivo
cervejeiro tem se mostrado uma promissora matéria-prima para uso em biorrefinarias, porém a
principal destinacdo desse subproduto é a racdo animal, que apresenta baixa valorizacéo
(Mussatto, 2014; Minussi et al.,2024). Entretanto, sua utilizacdo como substrato para
microrganismos requer estratégias de pré-tratamento capazes de disponibilizar seus
componentes nutricionais (Minussi et al., 2024; Schmidt et al., 2023).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo isolar e selecionar leveduras com
potencial biotecnoldgico e avaliar a producdo de 2-PE a partir de residuos agroindustriais —
casca de laranja e bagaco de malte — investigando como diferentes concentragdes de L-Phe e

nitrogénio assimilavel influenciam o rendimento e a eficiéncia do processo fermentativo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

Onze linhagens de levedura isoladas dos nectarios florais de Senna macranthera,
(encontradas na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecd) foram analisadas
neste trabalho: CHAP-208, CHAP-209, CHAP-211, CHAP-213, CHAP-214, CHAP-215,
CHAP-216, CHAP-218, CHAP-219, CHAP-220 e CHAP-221. Para o isolamento, um swab
estéril foi utilizado para coletar material dos nectarios, que foram posteriormente inoculados
em placas de Petri contendo meio YNB (6,7 g/L de base nitrogenada de levedura) com 10 g/L
de xilose, 0,2 g/L de cloranfenicol e 20 g/L de &gar, pH 5,0. Em seguida, os morfotipos de
leveduras foram isolados e purificados por sucessivas repicagens no mesmo meio solido.

Na sequéncia, as linhagens CHAP-208 CHAP-209, CHAP-213, CHAP-214, CHAP-
216, CHAP-218, CHAP-219 e CHAP-221 foram identificadas taxonomicamente por meio do



sequenciamento de duas regides do rDNA: o Espacador Interno Transcrito (ITS1-5.8S-1TS2),
amplificado pelos primers ITS1 e ITS4, e os dominios varidveis da subunidade grande (LSU),
amplificados pelos primers LROR e LR16. O DNA amplificado foi purificado e sequenciado
em um sistema ABI 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies, EUA) usando BigDye v3.1 e
polimero POP7. As sequéncias foram montadas, editadas e alinhadas no MEGAG e comparadas
da BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), conforme descrito por Tadioto et al. (2022). As
linhagens CHAP-211, CHAP-215 e CHAP-220 foram identificadas por DNA fingerprinting

as sequéncias depositadas no GenBank por meio ferramenta

utilizando o primer repetitivo (GTG)s, que gera perfis de bandas especificos para cada isolado
(Giehl et al.,2025). Todas as regides ITS e LSU foram depositadas no NCBI, onde receberam

ndmeros de acesso, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Identificagcdo taxondmica das linhagens de leveduras isoladas e seus respectivos
codigos de identificacdo molecular.

Linhagem

Espécie Numero NCBI

CHAP - 208 Rhodotorula mucilaginosa

PQO046786 (ITS), PV749300 (LSU)

CHAP -

209 Aureobasidium leucospermi

PP580037 (LSU), PP580034 (ITS)

CHAP -

211 Aureobasidium leucospermi

GTG

CHAP -

213 Aureobasidium sp.

PP580040 (LSU), PP580038 (ITS)

CHAP -

214 Aureobasidium leucospermi

PP580041 (LSU), PP580039 (ITS)

CHAP -

215 Aureobasidium leucospermi

GTG

CHAP -

216 Papiliotrema rajasthanensis

PQ109716 (LSU)

CHAP -

218 Meyerozyma caribbica

PQ115148 (LSU), PQ788426 (ITS)

CHAP -

219 Aureobasidium sp.

PP580516 (LSU), PP580507 (ITS)

CHAP -

220 Aureobasidium leucospermi

GTG

CHAP -

221 Aureobasidium leucospermi

PQO046650 (ITS), PV749306 (LSU)

Fonte: os autores, 2025.

2.2 CULTIVO EM MEIOS SINTETICOS E ANALISE DA PRODUCAO DE COMPOSTOS
ORGANICOS VOLATEIS (VOCs)

A fim de verificar o perfil de crescimento das linhagens isoladas em meios com
carboidratos encontrados nos nectarios, todas as linhagens foram inicialmente submetidas a um
pré-indculo em meio sélido inclinado YPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona,

20 g/LL de glicose e 20 g/L. de agar) a 30 °C por 72 horas. Apds esse periodo, 1 uL de cada



linhagem foi inoculado em frascos Erlenmeyer com meios YP (10 g/L de extrato de leveduras
e 20 g/L de peptona, pH 5,0) contendo, alternadamente, 20 g/L de frutose e glicose ou 150 g/L
de sacarose. Os cultivos foram realizados sob agitacdo de 145 rpm a 30 °C por 48 h em todas
as condices, exceto para meios com sacarose, que permaneceram incubados por 72h (haja vista
a maior disponibilidade de agUlcar). Para o acompanhamento do crescimento celular, amostras
do meio foram coletadas em O h, 14 h, 19 h, 24 h, 38 h, 43 h e 48 h de cultivo. Para 0s meios
contendo sacarose, 0 acompanhamento seguiu até os tempos de 62 h, 67 h e 72 h. A densidade
de células foi avaliada por turbidimetria, com absorbancias analisadas em um espectrofotometro
a 570 nm.

Ao fim dos cultivos os meios foram transferidos para tubos Falcon que passaram por
centrifugacdo a 8500 g por 5 min, com objetivo de separar o sobrenadante e utiliza-lo para
extracdo dos compostos. A extracdo liquido-liquido foi realizada com o auxilio de um funil de
separacdo, 20 mL de cada sobrenadante foram misturados a 6,67 mL de diclorometano. Na
sequéncia, a fase apolar contendo diclorometano foi enviada para um cromatédgrafo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS), a fim de identificar os compostos
provenientes do metabolismo das leveduras avaliadas. A biblioteca utilizada para a
espectrometria foi a NIST08s, como descrito por Fenner et al. (2024). Como controle negativo,
meios de cultura prévios ao inéculo também passaram pelo mesmo processo de extracdo e

analise cromatogréfica.

2.3 TRIAGEM DE LEVEDURAS ISOLADAS

Com objetivo de selecionar a linhagem de levedura com melhor desempenho, todas as
onze cepas, apos pre-inoculo realizado conforme descrito acima, foram cultivadas em frascos
Erlenmeyer com meio YPS (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 50 g/L de
sacarose, pH 5,0) e incubadas por 96 horas a 30 °C sob agitacdo de 145 rpm. Ao fim dos
cultivos, os sobrenadantes foram reservados para posterior quantificacdo de 2-feniletanol. Os

cultivos foram realizados em duplicata.

2.4 PRODUCAO DE EXTRATOS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

As cascas de laranja (advindas de restaurante local) e o bagaco de malte (advindo de
industria cervejeira local) foram fornecidos ja secos, triturados e peneirados pelo Laboratorio
de Residuos Solidos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Chapeco.

O preparo do extrato de casca de laranja, com o objetivo de obter acUcares, seguiu a
metodologia adaptada de Carota et al. (2020). Para isso, o residuo foi adicionado a agua



destilada na proporcéo de 15:100 (p/v) e homogeneizado. Em seguida, incubado em banho-
maria a 90 °C por 30 minutos. Apos o resfriamento, a suspensdo liquida foi centrifugada
(6000 g, 15 min).

Para a obtencdo do extrato de bagaco de malte, visando a obtencdo de uma fonte de
nitrogénio, o residuo foi tratado com NaOH 0,1 M na propor¢do 1:40 (p/v), ¢ incubado em
banho-maria a 95 °C por 4 horas (Zhang; Sandres; Bruins, 2014). Ambos os extratos (casca de
laranja e bagaco de malte) foram filtrados em sistema de filtracdo estéril a vacuo, ajustados para

pH 5,0 e produzidos em triplicata.

2.5 CONDIC}C)ES DE CULTIVO EM MEIOS PRODUZIDOS A PARTIR DE RESIDUOS

Os extratos de casca de laranja e bagaco de malte mencionados na sec¢do anterior foram
misturados (na propor¢do de 1:1, v/v) para a composicdo de meios de cultura com vistas a
producdo de 2-PE a partir de substratos residuais. Nesse contexto, a levedura com melhor
desempenho em YPS foi inoculada (1 pL) nos seguintes meios, eventualmente suplementados
com sulfato de aménio, ureia e/ou sacarose:

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte (meio M1);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagago de malte + 5 g/L de sulfato de amonio
(meio M2);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 5 g/L de sulfato de amonio
+ 20 g/L de sacarose (meio M3);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagago de malte + 2,8 g/L de ureia (meio
M4);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 2,8 g/LL de ureia + 20 g/L
de sacarose (meio M5).

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer mantidos sob agitagdo a 145 rpm,
a uma temperatura de 30 °C, durante 72 horas. Amostras foram coletadas ao longo do tempo
para leitura da densidade dptica em espectrofotdmetro (DO 570nm), nos tempos de O h, 6 h,
18 h, 30h, 42h, 54h, 66h e 72h, com o objetivo de construir curvas de crescimento das
leveduras em cada meio. Ao final do cultivo (72 h), os meios passaram por centrifugacéo para
separacdo das células (fase solida) e do sobrenadante (fase liquida), o qual foi utilizado para
analise da concentracédo de 2-PE e L-phe.

Subsequentemente, considerando os resultados nos meios M1 a M4, novas condi¢6es
de cultivo foram testadas, sendo elas:



e Extrato de casca de laranja + extrato de bagago de malte + 9 g/L. de L-Fenilalanina
(meio E1);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 5 g/L de sulfato de amonio
+ 9 g/L de L-Fenilalanina (meio E2);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagago de malte + 4 g/L. de L-Fenilalanina
(meio E3);

e Extrato de casca de laranja + extrato de bagago de malte + 4 g/L de L-Fenilalanina
+ 5 g/L de sulfato de aménio (meio E4).

Também nos casos dos meios E1 a E4, os extratos de casca de laranja e bagaco de
malte foram misturados em uma proporgéo 1:1 (v/v).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.6 QUANTIFICACAO DE AGCUCARES, PROTEINAS, 2-PE E L-PHE

A dosagem de acUcares redutores nos extratos de casca de laranja foi realizada por
método DNS em microplaca, conforme descrito em Santos et al. (2017). A guantificacdo das
proteinas extraidas do bagaco de malte seguiu a metodologia de Bradford (Zor; Seliger, 1996).
As triplicatas de ambos os extratos foram misturadas e enviadas para quantificacdo de
carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; LCMS-2020, Shimadzu) com
detector de indice de refracdo RID-10A (Refractive Indez — IR, Schimadzu) e coluna AMINEX
HPX-87P Bio-Rad, com respectivo preé-filtro e holder. A fase mdvel utilizou 5,0 mM de &cido
sulfurico a 50 °C, com fluxo de 0,6 mL/ min durante 25 minutos por amostra.

A concentragdo de 2-PE e L-Phe nas amostras foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando o sistema LC-20AD com detec¢do de 210 nm. A
separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna C18 a 40 °C. O volume de injecao foi
de 20 pL e a vazao total do sistema foi mantida constante em 0.6000 mL/min. A fase movel era
composta por acetonitrila/agua operando em modo de gradiente binario, sendo 0.01 min a 5%
acetonitrila, 5.00 min a 5%, 7.5 min a 10%, 10.00 min a 10%, 15.00 min a 30%, 17.50 min a
30%, 25.00 min a 5% e por fim parada em 30.00 min.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de todos os cultivos contendo residuos agroindustriais foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) one-way para testar a hipotese nula, utilizando o software
GraphPad Prism® v8.0.2 (StatSoft Inc.), com o objetivo de verificar diferencas significativas

entre os grupos avaliados (p < 0,05). Diante da significancia detectada pela ANOVA, aplicou-
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se o teste de comparacdes multiplas post-hoc de Tukey (p < 0,05) para identificar quais pares
apresentaram diferencas estatisticas. A distincdo entre os grupos foi representada por letras
sobrescritas, de modo que médias que compartilham pelo menos uma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, enquanto médias que ndo compartilham letras sdo consideradas

significativamente diferentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO

Foram identificadas onze linhagens de leveduras (Tabela 1) isoladas de nectarios
florais de Senna macranthera. A identificacdo apresenta uma predominancia de leveduras do
género Aureobasidium. Este género é um colonizador amplamente observado na superficie das
plantas (filosfera) por se adaptar facilmente a nichos ricos em agucar, como 0s nectarios, que
fornecem uma fonte concentrada de nutrientes (Zalar et al., 2008).

Espécies do género Aureobasidium demonstram capacidade de produzir compostos
organicos volateis (VOCs), incluindo alcoois como etanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-
butanol e 2-feniletanol (Yalegedon etal., 2021). Além disso, essas leveduras se destacam pela
sua versatilidade, como capacidade de crescer em diferentes condi¢fes e substratos variados,
incluindo residuos agroindustriais. Dessa forma, o género Aureobasidium se apresenta como

um grupo microbiano de interesse (Xiao et al., 2024).

3.2 CULTIVO EM MEIO SINTETICOS E COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS

Com objetivo de analisar o desenvolvimento das onze linhagens isoladas nos
principais agucares encontrados em nectarios florais, as leveduras foram cultivadas em meios
contendo sacarose, glicose ou frutose (Ryniewicz et al., 2020). Todas as cepas testadas

apresentaram capacidade de se desenvolver nos trés meios avaliados (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de crescimento das leveduras em meios contendo glicose (A), frutose (B) ou
sacarose (C) como carboidratos disponiveis.
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Fonte: autores, 2025.

Durante o cultivo, algumas linhagens analisadas produziram compostos organicos
volateis distintos a partir das trés fontes de carbono disponiveis (Tabela 2). Para a analise das
moléculas produzidas, foram considerados compostos com indice de similaridade maior que
90%. A éarea representa a predominancia do composto encontrado em relacdo aos demais

presentes nos meios.
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Tabela 2. Compostos produzidos pelas leveduras durante os cultivos com trés agucares

diferentes.
Area (%)
Linhagem Composto Glicose Frutose Sacarose
CHAP - 208 - _ _ _
3-etil-3-metilheptano - - 1,56
CHAP - 209 2-feniletanol - - 1,44
4-hidroxi-2-metilacetofenona - - 6,55
2-feniletanol 0,72 - 1,06
CHAP - 211 4-hidroxi-2-metilacetofenona - - 48,48
3-etil-3-metilheptano 0,65 - -
2-feniletanol - 0,65 1,49
CHAP - 213
3-etil-3-metilheptano - 0,85 -
2-feniletanol 37,68 20,58 43,32
4-hidroxi-2-metilacetofenona 0,59 0,86 -
CHAP - 214
3-etil-3-metilheptano 1,21 - -
Acido Fenilacético - 1,21 -
2-feniletanol 55,02 49,02 43,32
CHAP - 215
4-hidroxi-2-metilacetofenona 1,22 1,85 -
CHAP - 216 - - - -
CHAP - 218 - - - -
2-feniletanol 13,81 - 35,68
CHAP - 219
3-mercaptopropionato de isooctila - - 1,31
3-etil-3-metilheptano 1,2 - -
CHAP - 220
2-feniletanol 10,55 38,17 20,77
CHAP - 221 2-feniletanol 2,41 - 5,99

Fonte: autores, 2025.

Neste contexto, 0 composto encontrado com maior predominancia foi o 2-PE, com
areas de pico de até 55%, em meio contendo sacarose (Figura 2). Estudos relatam este composto
como um dos principais produtos do metabolismo de leveduras, em pesquisas voltadas a
modulac¢do do perfil aroméatico de hidroméis com baixo teor alcodlico, o uso de leveduras
selvagens resultou na deteccédo de 2-PE como composto dominante (Vanmullen et al., 2022).
Além disso, Zou e colaboradores (2023) mencionam a produgdo de compostos organicos
volateis por leveduras com atividade antifungica, destacando o 2-PE como um dos responsaveis

pela inibicdo de Botrytis cinerea em morangos.
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Figura 2. Andlise quali-quantitativa dos VOCs produzidos pelas linhagens isoladas nos trés

meios disponiveis.
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Fonte: os autores, 2025.

Além do 2-PE, foi possivel identificar a 4-hidroxi-2-metilacetofenona, composto ja
relatado em processos fermentativos envolvendo leveduras associadas a grdos de café, é
conhecida por seu perfil aromatico fendlico, amplamente aplicada nas inddstrias alimenticia e
de aromas naturais (De Bruyn et al., 2019; De Melo Pereira et al., 2021).

3.3 TRIAGEM DE LEVEDURAS SELVAGENS

Apoés observar a predomindncia de 2-PE entre os metabdlitos produzidos pelas
linhagens testadas, realizou-se uma triagem para selecionar a cepa com maior capacidade de
sintetizar a molécula de interesse. A Figura 3 evidencia que varias linhagens foram capazes de
produzir 2-PE, contudo, as maiores produgdes de 2-PE ocorreram por linhagens da especie
Aureobasidium leucospermi (CHAP-211, CHAP-214, CHAP-215 e CHAP-220), destacando a
eficiecia desta especie. Ademais, a cepa CHAP-214 Aureobasidium leucospermi se sobressaiu,
alcancando 145,736 mg/L. Cabe salientar que a producdo deste composto é uma caracteristica
intraespecifica (especifica de cada cepa), ou seja, diferentes cepas de uma mesma espécie
podem produzir diferentes concentraces de 2-PE (Eshkol et al., 2009). Neste contexto, até
onde se tem conhecimento, ndo foram encontrados trabalhos que descrevam a producéo desse
composto por leveduras dessa espécie. Assim, o presente estudo se destaca por estar entre 0s

primeiros a relatar essa capacidade.
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Figura 3. Screening das onze linhagens testadas em meio contendo 50 g/L de sacarose, 20 g/L
de peptona e 10 g/L de extrato de levedura.
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Fonte: os autores, 2025.

Com isso, a cepa A. leucospermi CHAP-214 foi selecionada para testes subsequentes

nos meios produzidos com extratos de residuos agroindustriais.

3.4 EXTRATOS AGROINDUSTRIAIS

Os extratos obtidos da casca de laranja e do bagago de malte foram caracterizados em
termos de concentracdo de aclcares e proteina (Tabela 3). Conforme o esperado, o extrato de
casca de laranja apresentou maior teor de agUcares redutores totais (78,754 + 5,354 g/L) em
relacdo ao extrato de bagaco de malte (0,089 + 0,068). Cabe salientar que o método
colorimétrico por DNS quantifica a soma dos grupos redutores presentes na amostra, incluindo
monossacarideos e oligossacarideos redutores (como maltodextrinas, maltotriose,
oligogalacturonideos e galactooligossacarideos) (Miller, 1959). Em contrapartida, a analise por
HPLC permite a separacdo cromatogréfica e a quantificacdo individual de carboidratos que
apresentam sinal na coluna utilizada, como glicose, xilose e celobiose, ndo detectando
oligossacarideos maiores ou polimeros (Costa; Conte-Junior, 2015). Dessa forma, quando
comparados, os valores obtidos por HPLC nos extratos foram inferiores aos determinados pelo
meétodo DNS.
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Tabela 3. Composicdo quimica dos extratos de Casca de Laranja e Bagaco de Malte.

Acucares

Xilose Glicose Celobiose redutores totais

Extrato (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) Proteina (g/L)
Casca de Laranja 21,549 18,025 2,523 78,754 + 5,354 0,741 +0,111
Bagaco de Malte 0,000 0,000 0,000 0,089 +0,068 2,795+ 0,598

Fonte: os autores, 2025.

Em relacdo as proteinas produzidas, o extrato de bagaco de malte apresentou 2,795 +
0,598 g/L, diferentemente do extrato de casca de laranja, com apenas 0,741 + 0,111. Neste
contexto, a juncdo dos extratos se mostra promissora, uma vez que juntos podem fornecer
aminoéacidos e fontes de carbono essenciais para o metabolismo das leveduras (Tian et al.,
2020).

3.5 CULTIVO NOS EXTRATOS AGROINDUSTRIAIS

Para a avaliacdo do desempenho da levedura A. leucospermi CHAP-214 em meios
oriundos de residuos agroindustriais, 0s extratos de casca de laranja e bagaco de malte foram
misturados na proporcao de 1:1 (v/v). No entanto, considerando o baixo teor de proteina em
relacdo ao de carboidratos nos extratos, os meios de cultura foram alternadamente
suplementados com fonte de nitrogénio extra (ureia ou sulfato de amonio). Além disso, alguns
meios também foram suplementados com sacarose, considerando a abundancia desse
dissacarideo nos nectarios florais e a sua vantagem frente aos demais aclcares na producdo de
VOCs (vide Tabela 2). Cabe destacar que as fontes de nitrogénio, como ureia e sulfato de
amonio, e a disponibilidade de carbono, como a sacarose, influenciam diretamente o equilibrio
entre metabolismo primario e secundario em leveduras, afetando o fluxo metabdlico da via de
Ehrlich e a formagao de compostos aromaticos (Mitri et al., 2025).

O cultivo da A. leucospermi CHAP-214 nos meios com extratos demonstrou a
capacidade dessa linhagem se desenvolver em todas as condigdes testadas (Figura 4). E possivel
observar que todas as culturas apresentaram fase lag curta, seguida por aumento da densidade
oOptica (fase exponencial). Os meios M4 e M5 apresentaram crescimento mais rapido até
40 h, alcangando a maior DO nesse ponto, porém com declinio subsequente. Esse fato sugere
possivel queda de nutrientes, uma vez que a ureia é rapidamente assimilada e a quantidade
disponivel pode ser consumida ainda nas fases iniciais do cultivo, levando a limitagdo de

nitrogénio nas fases subsequentes (Courchesne; Magasanik, 1988).
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Figura 4. Curvas de crescimento da linhagem A. leucospermi CHAP-214 nos meios testados.
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Fonte: Os autores, 2025.
Legenda: M1 (extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte), M2 (extrato de casca de laranja + extrato

de bagaco de malte + 5 g/L de sulfato de amonio), M3 (M2 + 20 g/L de sacarose), M4 (extrato de casca de laranja
+ extrato de bagago de malte + 2,8 g/L de ureia) e M5 (M4 + 20 g/L de sacarose).

Em contrapartida, nos meios M1, M2 e M3, a linhagem testada manteve seu
crescimento estavel. Em especial, 0 meio M2 e M3 apresentaram uma DO ~35 apds 72h. Visto
iSS0, sugere-se que sua composicdo apresentou maior equilibrio entre fontes de carbono e

nitrogénio, possibilitando o desenvolvimento celular (Rodrigues-Romero et al., 2020).

Ao observar a producdo de 2-PE nos meios M1 a M4 (Tabela 4), nota-se que 0s meios
contendo ureia (M4 e M5) nédo apresentaram formacdo do composto desejado, e que a adi¢do
de sacarose também ndo favoreceu sua biossintese. J& 0 meio suplementado apenas com sulfato
de aménio (M2) promoveu maior crescimento celular, porém com reducdo na sintese do

composto aromatico quando comparado com 0 meio M1.



17

Tabela 4. Producdo de 2-Feniletanol pela levedura Aureobasidium leucospermi nos meios M1
a M5.

Extrato Concentracéo 2-PE (mg/L)
M1 2,935+0,59 4
M2 2,690 + 0,55 "B
M3 1,828 + 0,398
M4 0,000 +0,0 ©
M5 0,000+ 0,0 €

Fonte: Os autores, 2025.

Ademais, ocorreu producdo proxima de 2-PE nos meios M1 (2,935mg/L) e M2 (2,690
mg/L), fator que indica equilibrio adequado entre carbono e nitrogénio nos dois meios testados.
Visto isso, ambos foram escolhidos para testes com L-fenilalanina. A L-Phe foi adicionada
como precursor direto da via de Ehrlich, com objetivo de aumentar o fluxo metabdlico para
formacéo de 2-PE pelas leveduras (Alonso-Vargas et al., 2022).

Apesar de a L-Phe ser um precursor de elevado custo, sua utilizacdo continua sendo
economicamente valida, uma vez que o 2-PE possui um valor agregado aproximadamente duas
vezes superior ao da L-Phe. Essa diferenga sustenta o uso do aminoacido como substrato e
reforca a importancia de otimizar o rendimento da conversdo para maximizar a margem de lucr
e manter 0 processo competitivo (Jorge et al., 2025).

Ao analisar a Tabela 5, observa-se que o rendimento (g/g) da bioconversdo ndo tem
relacdo direta com a concentracdo final de 2-PE produzida pela linhagem. Enquanto a
concentracdo final (g/L) é fundamental para quantificar a produtividade volumétrica do
bioprocesso, o rendimento (g/g) reflete a eficiéncia da levedura na conversao do precursor (L-
phe) em produto. Essa relagdo pode ser exemplificada ao comparar 0os meios E2 e E4, enquanto
0 meio E2 apresentou menor rendimento (0,19 g/g), porém maior concentracéo final de 2-PE
(1,302 g/L), 0 meio E4 exibiu rendimento superior (0,33 g/g), porém menor concentracao final
do composto (0,810 g/L).

O meio E4 com menor producdo final de 2-PE, continha adi¢do de sulfato de aménio
(NH4)2504, fato que pode ter levado a levedura a direcionar seu metabolismo para o
crescimento celular. I1sso ocorre porque o ion aménio (NH4"), uma fonte de nitrogénio de alta
assimilabilidade, induz a célula a priorizar as vias metabdlicas primarias relacionadas ao

crescimento, reduzindo o desvio de L-Phe para a via secundéria de Ehrlich (Wang et al., 2017).
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Tabela 5. Consumo de L-fenilalanina, Producdo e Rendimento de 2-Feniletanol nos diferentes
extratos de cultivo pela levedura A. leucospermi CHAP-214.

L-phe Consumida Concentracdao final 2-

Meio /L) PE (/L) Rendimento (g/g)
El 6,554 0,212 1,418 + 0,06 ° 0,21 +0,019
E2 6,779 + 0,192 1,302 + 0,07 ¢ 0,19 £ 0,019
E3 2,975+ 0,83° 2,477 £0,01° 0,83+0,02"
E4 2,449 +0,33° 0,810+0,01" 0,33+0,00°

Fonte: Os autores, 2025.
Legenda: E1 (extrato de casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 9 g/L de L-Fenilalanina), E2 (extrato de

casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 5 g/L de sulfato de amonio + 9 g/L de L-Fenilalanina), E3 (extrato
de casca de laranja + extrato de bagaco de malte + 4 g/L de L-Fenilalanina), E4 (extrato de casca de laranja +

extrato de bagaco de malte + 4 g/L de L-Fenilalanina + 5 g/L de sulfato de amoénio).

Embora a L-Phe tenha sido amplamente consumida no meio E1 e E2, o rendimento de
2-PE permaneceu baixo. Esse comportamento indica que, apesar da elevada disponibilidade
inicial do precursor, a levedura nédo direcionou a maior parte da L-Phe para a via de Ehrlich,
Em vez disso, uma fracdo significativa desse aminoacido pode ter sido desviada para outras
rotas metabolicas, como incorporacdo proteica ou formacdo de intermediarios como
fenilacetaldeido e sua posterior oxidacdo a acido fenilacético por aldeido desidrogenases
(Guetal., 2020; Dai et al., 2021).

Em contraste, 0 meio E3 se destaca, por apresentar tanto a maior producéo final de 2-
PE (2,477 g/L) quanto o maior rendimento da bioconversdo (0,83 g/g). O desempenho de E3
sugere que, nessas condicOes, a relacdo entre carbono, nitrogénio e precursor disponivel foi
mais equilibrada.

Neste contexto, vale mencionar que Kim et al. (2013) detectaram até 4,8 g/L de 2-PE
em Saccharomyces cerevisiae com modificacdo genética da via de Ehrlich, apontando para
competicdo entre oxidagao (via Ald3) e redugdo para 2-PE. Ja em Yarrowia lipolytica, a
engenharia metabdlica mostrou que melhorar a disponibilidade de cofatores e otimizar médulos
da via de Ehrlich levou a rendimentos de até 0,702 g de 2-PE por g de L-Phe, destacando a
importancia da otimizacdo redox e de fornecimento de precursores (Guetal.,2020). Os
resultados desses autores, portanto, corroboram o bom desempenho apresentado pela cepa A.
leucospermi CHAP-214, especialmente considerando que, no presente caso, ainda existe a

possibilidade de otimizacdo em trabalhos futuros.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o potencial da levedura A. leucospermi CHAP-214 para
a producdo de 2-PE a partir de residuos agroindustriais, uma vez que a linhagem foi capaz de
produzir quantidades expressivas do composto em meios de extratos de casca de laranja e
bagaco de malte, que foram capazes de fornecer fontes de carbono e nitrogénio necessarias para
sustentar o desenvolvimento celular e a bioconverséo.

Ademais, os ensaios com diferentes concentracbes de L-Phe mostraram que 0
resultado do bioprocesso depende do equilibrio entre precursor, carbono e nitrogénio. Dos
meios avaliados, o meio E3, com quantidade intermediaria de L-Phe, apresentou a maior
producdo de 2-PE e melhor rendimento. Neste contexto, nota-se que concentracfes moderadas
do precursor favorecem o direcionamento do metabolismo para a via de Ehrlich. Por outro lado,
concentracgdes elevadas de L-phe n&o resultaram em maior formacao de 2-PE.

Assim, este trabalho amplia o conhecimento sobre o metabolismo aromaético de A.
leucospermi e demonstra seu potencial como produtora de 2-PE em meios formulados com
residuos agroindustriais. A linhagem mostrou-se sensivel as alteracGes do meio e apresentou
rendimentos elevados em condic¢des otimizadas. Estudos futuros devem buscar ajustes das
condicBes fermentativas e abordagens de engenharia metabdlica para intensificar o fluxo pela
via de Ehrlich.
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