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RESUMO

O xilitol € um poliol de alto valor agregado, podendo ser aplicado a diversos setores industriais
na producdo de diferentes produtos como goma de mascar, cremes dentais e adocantes.
Atualmente a producdo de xilitol ocorre por rota quimica, que se trata de um processo caro
devido as severas condi¢Oes reacionais empregadas. Logo, surge como uma potencial
alternativa o uso de rotas biotecnoldgicas de producédo, que compreende a conversao biologica
de xilose em xilitol, na qual as condigdes de processo exigidas sdo mais brandas,
consequentemente menor impacto ambiental. No entanto, a rota biotecnoldgica ainda apresenta
importantes gargalos e desafios que dificultam o escalonamento da producéo. Estratégias e
tecnologias modernas que tém potencial para melhorar a bioproducdo de xilitol incluem a
selecdo de cepas microbianas capazes de tolerar inibidores encontrados em hidrolisados acidos
de biomassas lignocelulésicas, e cepas com alta taxa de consumo de xilose durante a etapa de
fermentacdo. Portanto, este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da espécie Meyerozyma
caribbica quanto a resposta fisioldgica de tolerancia e capacidade de metabolizar xilose na
presenca do inibidor acido acético, comum em hidrolisados é&cidos de biomassas
lignoceluldsicas. Para isso, foi feito teste de crescimento em placa contendo diferentes
concentragdes do inibidor em meio semissintético contendo xilose e/ou glicose. Em sequéncia,
foram feitas as fermentacGes em meio com semissintético com xilose e glicose na relacdo de
1:5 a fim de avaliar capacidade de assimilacdo e producdo de xilitol, contendo &cido acético
0,6, 0,8, 1,6 e 3,7 g/L. A partir disso, foi feito um processo alimentado de fermentagdo por
acréscimo de glicose por pulsos a cada 24horas, e por fim uma avaliacédo da relacdo do pH do
meio, concentracdo do inibidor e uma prévia exposicdo das células a um pH &cido antes da
fermentacdo, visando a producéo de xilitol. Foi possivel concluir que ha relevante impacto do
acido acético no crescimento da levedura. Além disso, a fonte de carbono influencia
diretamente na resposta de adaptacdo ao meio com inibidor, e no desenvolvimento da cepa para
a producdo de metabdlitos de interesse. Na fermentacdo, o consumo de xilose e a producéo de
xilitol foram afetados a medida que eleva a concentracdo de acetato. Além do xilitol, foi
observada a producéo de etanol no meio. Outra importante caracteristica foi o0 consumo do acido
acetico pela levedura, e também da relacdo do pH com o potencial de inibicdo do acido.
Portanto, M. caribbica, foi capaz de consumir e transformar os agucares que sdo presentes em
hidrolisados lignocelulésicos em produtos de alto valor agregado, como o xilitol.

Palavras-chave: Biomassas; Leveduras; Fermentagéo; Hidrolisados; Xilitol.



ABSTRACT

Xylitol is a polyol with high added value, which can be applied to several industrial sectors in
the production of different products such as chewing gum, toothpastes and sweeteners.
Currently, the production of xylitol occurs by chemical route, which is an expensive process
due to the severe reaction conditions employed. Therefore, the use of biotechnological
production routes emerges as a potential alternative, which comprises the biological conversion
of xylose into xylitol, in which the required process conditions are milder, consequently less
environmental impact. However, the biotechnological route still presents important bottlenecks
and challenges that make it difficult to scale up production. Modern strategies and technologies
that have the potential to improve xylitol bioproduction include the selection of microbial
strains capable of tolerating inhibitors found in acidic hydrolysates of lignocellulosic biomass,
and strains with a high rate of xylose consumption during the fermentation step. Therefore, this
work aimed to evaluate the species Meyerozyma caribbica regarding the physiological response
of tolerance and ability to metabolize xylose in the presence of the acetic acid inhibitor,
common in acid hydrolysates of lignocellulosic biomass. For this, a growth test was carried out
on plates containing different concentrations of the inhibitor in a semi-synthetic medium
containing xylose and/or glucose. In sequence, fermentations were carried out in semi-synthetic
medium with xylose and glucose in a ratio of 1:5 in order to evaluate the assimilation capacity
and production of xylitol, containing acetic acid 0.6, 0.8, 1.6 and 3, 7 g/L. From this, a fed
fermentation process was carried out by adding glucose in pulses every 24 hours, and finally an
evaluation of the pH ratio of the medium, inhibitor concentration and a previous exposure of
the cells to an acidic pH before fermentation, targeting the production of xylitol. It was possible
to conclude that there is a relevant impact of acetic acid on yeast growth. In addition, the carbon
source directly influences the adaptation response to the medium with inhibitor, and the
development of the strain for the production of metabolites of interest. In fermentation, xylose
consumption and xylitol production were affected as the acetate concentration increased. In
addition to xylitol, ethanol production was observed in the medium. Another important feature
was the consumption of acetic acid by the yeast, and also the relationship between pH and acid
inhibition potential. Therefore, M. caribbica was able to consume and transform the sugars that

are present in lignocellulosic hydrolysates into products with high added value, such as xylitol.

Keywords: Biomasses: Yeasts; Fermentation; Hydrolysates; Xylitol.
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1. INTRODUCAO

A producdo de xilitol atualmente vem tentando se enquadrar nas estratégias que
diminuam a capacidade de impacto ambiental. As questdes ambientais e alteracdes climaticas,
além da limitagdo de recursos, estdo levando a mudancas globais nos sistemas de producéo.
Visto isso, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) fez o langcamento da Agenda 2030, que
tem como alvo o apelo pela protecdo e equilibrio ambiental e da sociedade, a partir da criacdo
dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (ONU, 2015). Dentre as ODS, as
indlstrias estdo inclusas, buscando mudar e adaptar seu funcionamento para processos
sustentaveis, a fim de uma producdo com respeito a0 meio ambiente, solicitada pela ODS 9
(Inddstria, Inovacdo e Infraestrutura) (ONU, 2015). Portanto, é de grande relevancia o
aprimoramento de processos biotecnoldgicos que substituam 0s processos quimicos usados
atualmente em grande escala, uma vez que possuem potencial de serem sistemas de produgéo
mais sustentaveis (Yamakawa; Qin; Mussatto, 2018).

Por isso, a biomassa lignocelulodsica se destaca como importante fonte de matéria-prima
renovavel e alto potencial de uso na industria (Yaashikaa et al., 2023). No Brasil, a cana-de-
acucar € muito usada na producao de eletricidade, acucar e biocombustivel (Dos Santos et al.
2016). O primeiro levantamento, da safra 2023/2024, resultou em uma produc¢édo de 637 milhdes
de toneladas de cana-de-acucar (CONAB, 2023). O processamento dessa biomassa rende
grandes volumes de bagaco cana-de-agucar, cerca de 250 kg/t de cana (Rodrigues, 2011; Dos
Santos et al. 2016; Oliveira, 2016). Esses residuos podem ser hidrolisados para obtencao de
outros produtos por meio da conversao microbiana desse hidrolisado (Hoang et al., 2020). A
partir da biomassa lignocelulésica é possivel obter o hidrolisado rico em pentoses, por meio de
um tratamento acido diluido. Na hidrdlise acida da biomassa lignoceluldsica ocorre a liberacéo
de acgUcares fermentesciveis como a glicose e xilose. Esses acUcares sdo utilizados por micro-
organismos para a producdo de biocombustiveis e produtos de valor agregado, como o etanol e
o xilitol, respectivamente (Felipe Hernandez-Pérez et al., 2019).

Nesse contexto, o xilitol € um dos produtos que tem recebido importante atencdo para
producédo por via biotecnoldgica por ser uma biomolécula de alto valor agregado com muitas
aplicacdes em diversos setores industriais. Se estima que a producéo global anual de xilitol ja
seja maior que 200 mil toneladas (Dasgupta, 2017; Felipe Herndndez-Pérez et al., 2019;
GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019). Porém, a producdo do xilitol por rotas
biotecnoldgicas pode ser limitada pela presenca de compostos inibidores encontrados nos
hidrolisados acidos lignoceluldsicos (Felipe Herndndez-Pérez et al., 2019). Na hidrdlise &cida
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diluida ocorre a formacao de inibidores como 5-HMF, furfural e acido acético podem interferir
severamente na producdo de xilitol pelos dos micro-organismos, principalmente devido a
mudanca do pH intracelular, perda da integridade da membrana e geracdo de estresse oxidativo
(Almeida et al., 2007; Caspeta; Castillo; Nielsen, 2015). Dentre os inibidores, o acido acético
tem sido relatada como um severo limitador da producéo de xilitol (Tadioto, et al. 2022).

Neste sentido, € de suma importancia a busca por micro-organismos que tenha a
capacidade de produzir xilitol e tolerar as condi¢fes adversas do processo industrial. As
espécies do género Meyerozyma, como M. guilliermondii e M. caribbica, vém mostrando
relatos de eficiéncia e adaptacdo a ambientes estressantes, e capacidade de conversao da xilose
em xilitol (Santos et al., 2020). Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem estudado a levedura
selvagem Meyerozyma caribbica URMS8365 isolada do solo da producéo de cana de aglcar e
em um trabalho recente do grupo esta levedura apresentou um interessante potencial para a
producdo de produtos de valor agregado como o xilitol. Portanto, o objetivo deste trabalho é
avaliar o potencial fermentativo da levedura M. caribbica URM8365 na producéo de xilitol em
resposta a presenca de &cido acético no meio, um potente inibidor encontrado em altas

concentragdes no meio utilizado para producgédo do bioproduto.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial fermentativo da levedura Meyerozyma caribbica URM8365 na producgéo

de xilitol e a relacdo com sua resposta fisioldgica e adaptacdo em meios contendo &cido acético.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do inibidor &cido acético no crescimento da levedura M. caribbica
URM8365;

Determinar a produtividade e o rendimento de xilitol da levedura M. caribbica URM8365 na
presenca de acido acético e avaliar a melhor condicdo de fermentacdo em meio semissintético.
Avaliar relacdo do acido acético com diferentes parametros da fermentacao durante o processo

de consumo de xilose e producéo de xilitol pela M. caribbica URM8365.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercado e producéo de Xilitol

A xilose é um agucar de cinco carbonos (pentose) encontrado na composi¢éo da biomassa
lignocelulosica, que pode ser usado como matéria-prima na producdo de diversos produtos
biotecnoldgicos, como etanol, propanodiol, &cido glicélico e xilitol. O xilitol € um poliol de
grande interesse nas industrias farmacéutica, odontol6gica e alimenticia, devido as suas
propriedades anticariogénicas e edulcorantes, além de outras caracteristicas como alta
solubilidade e baixo indice glicémico (De Albuquerque et al., 2014; Trichez et al., 2019).

Impulsionado pela crescente consciéncia em saude, aumento populacional e busca
crescente por produtos com menos agucar para melhorar o estilo de vida, o mercado global de
xilitol atingiu um valor de US$ 976,12 milhdes em 2022. Com aumento da necessidade de
maiores demandas de xilitol, a projecdo para o0 mercado de xilitol de 2023 para 2028 é que seja
de US$ 1,345,87 milhdes (EXPERT MARKET RESEARCH, 2018). As principais regides
responsaveis pelo mercado de xilitol sdo América do Norte, América Latina, Asia-Pacifico,
Africa, Oriente Médio e Europa, sendo o Gltimo representando a maior industria do produto
(Figura 1) (MORDOR INTELLIGENCE), sendo a Du Pont, Roquette Freres SA, Cargill,
Incorporated, Ingredion Incorporated, ZuChem, Inc. Etc as principais e mais relevantes
empresas fabricantes de xilitol sdo: (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019).

Figura 1. Tamanho do Mercado Global de Xilitol por Regides.

B Alto
Médio

I Baixo

Fonte: Mordor Intelligence (modificado)
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Atualmente, para os modelos existentes de producdo de xilitol, a inddstria utiliza
hidrolisado da biomassa lignocelulésica, uma vez que, a depender do tipo de biomassa, pode
conter um alto teor de xilose, monossacarideo de 5 carbonos mediador da producéo de xilitol.
Para que se entenda sobre essa producdo, é necessario saber mais sobre a matéria prima do

xilitol.

3.2 Biomassa lignocelulosica

Os subprodutos lignoceluldsicos representam 0s maiores recursos renovaveis do mundo,
sendo produzidos milhdes de toneladas no ano por atividade agroindustrial. As fracdes
constituintes da estrutura da biomassa lignoceluldsica sdo, principalmente, celulose,
hemicelulose e lignina, ressalvando que essas porgdes variam de acordo com cada fonte e
propriedades fisicas das biomassas; esses componentes podem ser utilizados como substrato
para obtencdo de produtos de alto valor agregado, como xilitol (HERNANDEZ-PEREZ et al.,
2020).

Os polimeros de celulose e hemicelulose sdo firmemente ligados a lignina, através de
interagBes de hidrogénio e covalentes, tornando a estrutura resistente & despolimerizagdo
(Figura 2). O nivel de cristalinidade da celulose, protecdo por lignina, heterogeneidade das
particulas da biomassa, area de superficie acessivel, contribuem para esta resisténcia,

acarretando em diferentes graus de digestdo (Mosier et al., 2005).

Figura 2 - Composicao do material lignocelulésico

Celulose

—— Lignina

Fonte: SHLESER, 1994 (modificado).

A celulose é um homopolimero linear formado por unidades repetitivas de centenas a
milhares de D-glicose, ligadas por ligagdes B- 1,4 glicosidicas; os dimeros de glicose em
repetices sdo chamados de celobiose (HU e RAGAUSKAS, 2012). Essa estrutura resulta na
formacdo potencial de ligacdes de hidrogénio intramoleculares e

intermoleculares, que tornam a celulose nativa altamente cristalina, insollvel e resistente ao
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ataque enzimatico. As regides altamente cristalinas da celulose na parede celular da planta sao
separadas por regides amorfas menos ordenadas (Saini et al., 2015). Essa recalcitrancia € um
limitador na obtencdo do carboidrato glicose, pois quanto maior a cristalinidade, maior o grau
de compactacdo das microfribrilas formadoras da estrutura (Figura 3), impedindo a chegada de
agentes a matriz celuldsica, como acidos e celulases, compostos estes, que realizam hidrdlise
desse material.

Figura 3 - llustracdo dos componentes da estrutura da celulose, mostrando em verde, as
microfibrilas compostas pelas regides amorfas e cristalinas.

Elementary fibrils

S = Kl "\f—,,_ﬁ«(microﬁbﬁlﬂ Microfibrillated cellulose

Amorphous regions Crystalline parts Cellulosic fiber

Chemical structure of cellulose
chain

Fonte: Lavoine et al. (2012).

Ja a hemicelulose é polissacarideo constituido por diferentes acucares, os principais sdo
as hexoses (glicose, manose e galactose) e pentoses, (xilose e arabnose). Dentre as pentoses, a
xilose é o carbono que representa cerca de 30% da estrutura da biomassa lignocelulésica, o
que pode implicar em potencial bioenergético, utilizado como um dos substratos para
obtencdo de produtos de alto valor agregado, como o xilitol (Ramos, 2003; Pu et al., 2008;
PETRECHEN, 2017).

Ao sofrerem processos de hidrolises, sdo liberados os monossacarideos constituintes da
estrutura hemicelulésica (Hu; Ragauskas, 2012). Este heteropolimero apresenta toda sua
estrutura de forma amorfa, polimeros de cadeira lateral curta e afinidade hidrofilica,
facilitando a liberacdo dos mondémeros no meio reacional (Figura 4), apresentando vantagem

na remocdo dos carboidratos da estrutura (Santos et al., 2012).

Figura 4 - Esquema estrutura lignina-celulose-hemicelulose com consequente efeito de pré-
tratamento.

Pré-tratamento 7 _ = ,°
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Fonte: (Santos et al., 2012).

Portanto, pela diferenca em sua conformacdo, € possivel visualizar algumas das
diferencas entre a celulose e a hemicelulose, o que infuencia diretamente no processamento

destas biomassas lignocelulésicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais diferencas entre a celulose e hemicelulose.

CELULOSE HEMICELULOSE

FOORMADAS POR UNIDADES DE GLICOSE LIGADAS Formada por varias unidades de pentoses e hexoses
ENTRE SI (HOMOPOLISSACARIDICA) ligadas entre si (Heteropolissacaridica)

ALTO GRAU DE POLIMERIZAGAO (10.000 A 15.000) Baixo grau de polimerizacdo (50 a 300)

FORMA ARRANJO FIBROSO N&o formam arranjo fribroso

APRESENTA REGIOES CRISTALINAS E AMORFAS Apresentam somente regides amorfas

E ATACADA LENTAMENTE POR ACIDO INORGANICO Sdo atacadas rapidamente por &cido inorgéanico
DILUIDO A QUENTE diluido a quente

E INSOLUVEL EM ALCALIS Séo soltveis em alcalis

Fonte: Adaptado Fengel e Wegener, (1989).

A biomassa lignoceluldsica é composta também de lignina, a macromolécula mais
encontrada, depois da glicose (Santos et al., 2012). Formada por trés unidades diferentes de
fenilpropanos: alcoois p-coumarilico, coniferilico e sinapilico (Fengel e Wegener, 1989; Dias,
2014). A lignina é estruturada de forma heterogénea, com estruturas globulares e regifes
amorfas, variando a sua composi¢do/organizacao entre espécies, de acordo com a relacao entre
a celulose e hemicelulose (Figura 5).

Figura 5 — Estrutura quimica de cada fragdo formadora da biomassa lignoceluldsica

HOH2C HOH2C

((\j;) b e ) O, —OH o oM
&) oS g
.‘\ “-‘ ﬁ/ —OH o oM —0

ﬂ HOHz2C Celulose  HoHzc

' Hemicelulose

Lignina

Fonte: Zampieri, 2011.

A lignina age como um fator limitante nos processos de hidrolise das biomassas

lignocelulosicas, atuando como barreira fisica para enzimas e micro-organismos gque possuem
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finalidade de hidrolisar as fracbes hemiceluldsicas e celuldsicas das biomassas, além da
diminuicdo dessas enzimas para reagdo, pois a lignina captura as mesmas, dificultando a
recuperacdo dessas enzimas ap6s o0 processo de hidrélise (Lu et al., 2012). Por isto, é uma das
principais responsaveis pela adicdo de pré-tratamentos das biomassas lignocelulésicas, para que

facilite o encontro de agentes hidroliticos a matriz celulésica.

3.3 Cana-de-agucar

Saccharum officinarum, comumente chamada como cana-de-agucar, foi introduzida no
Brasil pelos portugueses, sendo hoje muito cultivada no pais, nas regides tropicais e
subtropicais (Rosillo-Calle et al., 2005). Ocorreram diversas modificacfes fisiologicas e
morfoldgicas ao longo do tempo, gerando uma diversidade de espécies, diferindo entre elas,
principalmente, o contetdo de agUcares e fibras. Sua estrutura esta dividida em partes aéreas

(folhas, colmo e flores) e subterraneas (raizes e rizomas) (Figura 6) (Triana et al., 1990).

Figura 6 - Estrutura da cana-de-acutcar

Folhas verdes

Ponteiro

Fonte: Canilha et al., 2012 (modificado).

Ela é composta predominantemente por dgua e acUcares, concentrados no colmo. Sua
composic¢ao quimica € muito variavel em relacdo a quantidade de seus elementos (Tabela 2)
(Schlittler, 2006).

Tabela 2 - Componentes do bagaco da cana-de-agucar in natura.

Componentes (%) In natura
Celobiose 3,34
Glicose 46,2
Hidroximetilfurfural 0,3

Acido formico 0,56



20

Xilose 24,21
Arabinose 1,7
Furfural 1,25
Acido glucurénico 1,09
Acido acético 2,64
Lignina soluvel 2,61
Lignina insoltvel 23,66
Cinzas 1,61
Extrativos -

Fonte: Canilha et al., 2007 (modificado).

A prdpria industria sucroalcooleira reutiliza os residuos gerados a partir do uso dessa
cana, como o bagaco, como fonte para gerar energia e calor (Dos Santos et al. 2016). Sabendo
disto, tem sido objetivo de pesquisas, a utilizacdo deste residuo agricola como fonte de carbono
para processos fermentativos para obtencdo de novos e potenciais bioprodutos de alto valor
agregado, como biocombustiveis e xilitol, através de preparo de hidrolisados celulésico.

A composi¢do é de suma importancia, pois sdo as caracteristicas relevantes na escolha do
tipo de biomassa lignocelulésica que serd utilizada nos processos fermentativos, inferindo

diretamente no seu potencial para obtengéo de bioprodutos (Tabela 3).

Tabela 3 - Composicao lignocelulésica da biomassa bagaco de cana-de-agucar

Compostos (%) Bagaco de cana-de-acUcar (B1ZZO et al., 2014)
Celulose 35,3
Hemicelulose 24,0
Lignina 22,9

Fontes: Adaptado Bizzo et al. (2014).
3.4 Pré-tratamento e hidrolise da biomassa

O pré-tratamento da biomassa é uma etapa realizada para que se facilite 0 acesso de
enzimas e micro-oganismos na matriz celuldsica, modificando a estrutura da biomassa através
da quebra da estrutura recalcitrante da lignocelulose, liberando aclcares redutores, como a
glicose e a xilose (Figura 4) (Zhang; Yuan; Cheng, 2017). Ha diferentes tipos de tratamentos
para desconstruir material lignocelul6sico para obtencdo de xilose, sdo eles: hidrolise acida ou
enzimatica, tratamentos hidrotérmicos ou ruptura mecanica (Mussato, 2016).

A hidrolise com acido diluido é um dos métodos mais usados para liberar xilose da
biomassa lignocelulésica para producdo de xilitol, por ser um método eficiente na ruptura

da hemicelulose, diminuindo a cristalinidade da biomassa e as ligagbes entre a lignina e
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carboidratos, tornando estes mais facilmente acessiveis (Alvira et al., 2010; Agbor et al., 2011;
Mussato, 2016).
O pré-tratamento com acido diluido despolimeriza principalmente a fracdo
hemiceluldsica de biomassas lignoceluldsicas, liberando actcares como xilose, arabinose,
glicose, e compostos ndo-agucares como acido acético. Além disso, esse processo acarreta na
formacéo de 5-hidroximetilfurfural e furfural, produtos da desidratacdo de pentoses e hexoses.
A celulose e a lignina também séo degradadas, gerando glicose e compostos fendlicos,
respectivamente (Mussato; Roberto, 2004). Apés a hidrolise, ha formacdo de uma fragdo
liquida, conhecida como hidrolisado hemiceluldsico, que é rico em xilose e pode ser utilizado
na producao de xilitol a partir de rotas quimicas ou biotecnoldgicas.

Mesmo com sua alta eficiéncia na liberacdo de xilose da hemicelulose, o uso de acidos
traz algumas desvantagens, como corrosdo nos equipamentos, reduzindo a vida atil do mesmo
e a formacdo dos compostos ndo-agucares, que, dependendo da rota em que esse hidrolisado
seja utilizado, pode comprometer o processo, como €é o0 caso da fermentacdo
microbiologica. Devido a isto, o pré-tratamento por hidrotermia tem sido considerado uma
opcéo interessante, pois utiliza apenas d&gua em altas temperaturas e ndo requer adi¢do de &cidos,
sendo também uma alternativa mais ecoldgica (Carvalheiro et al., 2016).

E importante que essa etapa apresente baixo custo de operacio, recuperacio da maioria
dos compostos lignocelulosicos, além de tentar evitar producdo de inibidores da fermentacéo
(Chandra et al., 2007).

3.5 Rotas de producéo de xilitol

Na industria, o xilitol é atualmente produzido por hidrogenacdo quimica de Xilose
purificada obtida a partir de hidrolisados hemicelulésicos. O processo consiste nas seguintes
etapas: hidrolise da biomassa lignocelul6sica, purificacdo da xilose da fracdo hemicelul6sica,
uma vez que esse hidrolisado € um meio complexo e pode prejudicar a purificacdo do xilitol na
etapa subsequente, recuperacgéo, purificacdo por cromatografia e cristalizacdo do xilitol em
baixas temperaturas, que sera seco e embalado para comercializacdo (Martinez et al., 2015;
Arcaiio et al., 2020; Queiroz et al., 2022).

Em outras palavras, em decorréncia das varias etapas de purificacdo, uma solucéo de
xilose ultrapura é submetida a uma reacdo de hidronegacéo catalitica em alta temperatura (140-
200 °C) e pressao (acima de 50 atm), utilizando como catalisador o niquel metalico (Dasgupta
etal., 2017).

A sintese quimica do xilitol € uma producdo ndo ecoldgica e usa muitas etapas de
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purificacdo tanto no inicio e fim do processo que aumentam o gasto de energia e tempo de
producdo, elevando o valor do produto final. Esse preco elevado do xilitol acaba
comprometendo o uso desta molécula para outras aplica¢fes industriais. Na busca de métodos
de producao eficaz, sustentaveis e de menor custo, varios centros de pesquisas no Brasil estdo
usando rotas biotecnolégicas como alternativa para producéo de xilitol (Figura 7) (Mussatto e
Roberto, 2002; Arcafio et al., 2020; Queiroz et al., 2022).

Diferente da rota quimica, a rota biotecnologica ndo requer as etapas extensas para
purificacdo da xilose, uma vez que é empregada a etapa de conversdo microbiana, a qual € um
processo biologicamente seletivo (Felipe Hernandez-Pérez et al., 2019). As rotas
biotecnoldgicas para produgdo de xilitol podem consistir nas etapas de Pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica; Concentracdo e desintoxicacdo do hidrolisado hemiceluldsico;
Bioconversdo de xilose em xilitol; Purificacdo e recuperacdo de xilitol (Figura 7) (Felipe
Hernandez-Pérez et al., 2019).

Figura 7. Fluxogramas de rotas de producdo de xilitol
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|
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Fonte: Adaptado MUSSATTO e ROBERTO, 2002.

Sao diversas as vantagens da producdo biotecnolégica quando comparado ao processo
quimico. O uso de residuos agroindustriais de baixo custo, como as biomassas lignocelulosicas
(entre eles o bagaco de cana, palha de arroz e de trigo e sobras de eucalipto, por exemplo)
servem de matéria-prima para os processos de produgdo, que junto a estratégias de fermentacéo
microbioldgica, representam uma alternativa interessante para a producédo de xilitol de menor
custo (De Albuquerque et al., 2014).

Esse processo dispensa a purificacdo inicial da xilose, pois na fermentagao de hidrolisados
hemicelulésicos, por uso de micro-organismos especificos, ocorre a conversdao da xilose em

xilitol, combons rendimentos do produto, além da vantagem de dispensar o uso de catalisadores
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metalicos. Essa fermentacdo pode atuar em condicbes mais amenas, diminuir gastos de
producdo, podendo atingir rendimentos mais elevados (Mussatto e Roberto, 2002; Mathew, et
al. 2018).

Além disso, a unido da producéo de xilitol em uma biorrefinaria pode elevar a viabilidade
econémica do processo, permitindo producdo em larga escala do produto, potencializando a
capacidade de producdo sustentavel, uma vez que o gasto energético desse processo pode ser
compensado pela cogeracdo de energia a partir da combustdo dos residuos sélidos
gerados. (Yamakawa et al., 2020). O objetivo de uma biorrefinaria sustentavel é alcancar o
méaximo de uso de uma biomassa na producdo de energia e produtos de alto valor agregado, que
podem auxiliar no aumento do crescimento da economia de base bioldgica (Dragone., 2020).

Este conceito se enquadra perfeitamente na Agenda 2030, programa lancado pela
Organizacao das Nagdes Unidas (ONU), que tem como alvo o apelo pela protecdo e equilibrio
ambiental e da sociedade, a partir da criacdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) (ONU, 2015). Dentre as ODS, as industrias estdo inclusas, buscando mudar e adaptar
seu funcionamento para processos sustentaveis, a fim de uma producéo com respeito ao meio
ambiente, solicitada pela ODS 9 (IndUstria, Inovacéo e Infraestrutura) (ONU 2015).

Além disso, avaliacGes técnico-econémicas e ambientais, na perspectiva de potencializar
melhorias na bioproducdo de xilitol, vém sendo levantadas, como a proposta de
desenvolvimento de cepas robustas e metodologias, que promovam melhorar a competitividade
da bioproducdo de xilitol, uma vez que atualmente néo é tdo eficiente quanto a rota quimica.
Essas avaliagbes sdo importantes também na indicacdo de etapas potenciais, que requerem
atencdo, bem como fornecer uma estimativa sobre o investimento adequado, como custos,
lucro, balanco de massa e energia do processo, impactos ambientais, entre outros parametros
relevantes para aplicacdo industrial (Martinez-Ruano., 2018).

Estudos que visam melhoramento na eficiéncia e custos do processo vém avancando. O
uso de cepas por evolucgdo adaptativa, modificagdo genética por engenharia genética e na cadeia
de processamento (etapas upstrea, fermentacao e dowstream) tém trazido inovagdes para que a
rota biotecnoldgica se torne cada vez mais uma realidade nos sistemas de producédo de xilitol,
assim como de outros bioprodutos. Nesse contexto, esses estudos técnico-econémicos tém
considerado diferentes cenarios de biorrefinaria para producdo de xilitol utilizando diferentes
subprodutos e residuos agroindustriais como matéria-prima, como bagago de cana-de-acucar,

palha de milho entre outros (Queiroz et al., 2022).
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3.6 Bioquimica da producao de xilitol

Ha micro-organismos selvagens, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que
conseguem converter xilose em xilitol. Atualmente, as leveduras tém sido relatadas como as
produtoras de xilitol mais eficientes (De Albuquerque et al. 2014; PAL; Mondal; Sahoo, 2016).

Nas leveduras o metabolismo da xilose inicia pela reducdo do agucar pela enzima xilose

redutase (XR), que depende de cofatores NADPH/NADH, levando a formacéo de xilitol. A
literatura relata uma diversidade de XR que podem aumentar e/ou facilitar a assimilacdo da
xilose pela levedura e consequentemente sua conversao em xilitol e/ou etanol (Serpa, 2016;

Mathew, et al. 2018).

O xilitol produzido pode ser acumulado ou convertido em Xxilulose pela enzima
xilitol desidrogenase (XDH) dependente da coenzima NAD+. Quando os cofatores citados se
encontram em desequilibrio, acarretard na excrecdo de xilitol (Mathew, et al. 2018). A xilulose
¢ fosforilada em xilulose-5-fosfato e convertida em intermediarios glicoliticos, como
gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) e frutose-6-fosfato (F6P), através da via fosfato pentose (PPP)
(Figura 8).

Com o objetivo de propiciar acimulo de xilitol e evitar producao de outros metabdlitos,
é importante a selecdo das cepas e de condigdes ideais de processamento para obter altos
rendimentos em xilitol durante a fermentacéo, impactando fortemente na economia do processo

e viabilidade em larga escala (Mathew, et al. 2018; Queiroz et al., 2022).

Figura 8. Representacdo de rotas de assimilacdo por leveduras fermentadoras de xilose.
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Fonte: (Queiroz et al., 2022)

Para isso, é de grande importancia compreender as variaveis presentes durante 0 processo
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da fermentacdo, assim como garantir o estabelecimento das condicdes ideais de pH, niveis de
oxigénio, temperatura, suplementacdo de nutrientes, concentracdo celular, dentre outras
variantes que sdo capazes de otimizar a producdo maxima de xilitol (Mathew, et al. 2018). A
disponibilidade de oxigénio mensurado por meio do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio, é de extrema relevancia, pois influencia nas atividades das principais enzimas do
metabolismo da xilose, que sdo XR e XDH, regulando o metabolismo podendo desviar o
desempenho microbiano para o produto ou crescimento celular (Pal; Mondal; Sahoo, 2016; de
Arruda et al., 2017; Hernandez-pérez et al., 2020).

Tem sido observado que em leveduras, a baixa aeracdo leva ao desequilibrio redox entre
as atividades de XR e XDH devido a reducdo da taxa de via oxidativa, resultando no acumulo
de xilitol. No entanto, sob condicbes de alta aeracdo, 0 NADH é oxidado a NAD+, 0 que
favorece a oxidagéo do xilitol a xilulose devido ao alto teor de NAD+/NADH, diminuindo o
acumulo de xilitol (Pal; Mondal; Sahoo, 2016).

Além disso, sabe-se que a repressdo catabdlica € um dos fatores que afetam a assimilacao
da xilose, influenciando diretamente na producédo de enzimas envolvidas na captacdo de outras
fontes de carbono, as quais podem ser reprimidas na presenca de acUcares hexose,
principalmente glicose, por ser 0 monossacarideo de consumo primario na maioria dos micro-
organismos (Pal; Mondal; Sahoo, 2016). Por isso a importancia das vias metabdlicas,
disponibilidade de cofatores, transporte de xilose em nivel celular/molecular e regular sua
formacdo dentro das células é de suma importancia no processo de fermentacdo, pois
influenciam na produgéo microbiana de xilitol e consequentemente na conversao de xilose em

xilitol.
3.7 Micro-organismos

E possivel a aplicagdo de leveduras como catalisadores em processos biotecnoldgicos a
partir do uso de biomassa lignocelulésica como matéria-prima gracas a presenca e diversidade
de aclcares em sua composi¢do. Leveduras conhecidas e usadas convencionalmente,
como Saccharomyces cerevisiae, sdo muito utilizadas em processos biol6gicos com sua alta
eficiéncia em assimilagéo de glicose. Contudo, a busca por “’leveduras ndo-Saccharomyces’’
(Kurtzman, 2011) estdo sendo estudadas para aplicacdo em diferentes setores industriais e
capazes de assimilar diferentes fontes de carbono, uma vez que S. cerevisiae ndo possui
eficiéncia para consumir xilose, havendo esfor¢o crescente para descobrir e construir novas

linhagens de leveduras capazes de assimilar esta pentose, assim como robustez para tolerar
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ambiente indspito de processamentos (Bergmann et al., 2019).

Além da capacidade de assimilacdo de pentose, € muito importante que essas leveduras
sejam tambem capazes de suportar ambientes estressantes, como a presenca de acido acetico,
muito encontrado em hidrolisados lignocelulosicos, que afetam o processo de fermentacéo.
Dentre algumas espécies de leveduras ndo-Saccharomyces descritas na literatura, que sao
naturalmente capazes de consumir a xilose e que podem ser 6timos modelos de estudo para
tolerancia aos inibidores de hidrolisado, destacam-se as do género Meyerozyma, as quais vém
sendo avaliadas para testes biotecnoldgicos (Bergmann et al., 2019).

Além disso, um trabalho recém publicado do grupo (Alencar et al., 2023) (Anexo A)
mostra a a capacidade de prospeccéo de M. caribbica na producéo de biocompostos a partir de
substratos industriais. Nas linhagens do género Meyerozyma é possivel ver a capacidade de
assimilar xilose dos hidrolisados lignoceluldsicos além de serem capazes de produzir xilitol
(Tabela 4). Além de manterem produgdo mesmo na presenca de inibidores (Martini et al. 2016),
foi relatada como produtora de etanol quando adaptada a presenca de 3 g/L de acido acético,
elevando a producdo (Moremi et al., 2020).

Tabela 4. Producdo de xilitol por diferentes espécies de leveduras

LEVEDURAS CoONC. FINAL DE RENDIMENTO PRODUTIVIDADE
XILITOL XILITOL (G/G) [G/(L.H)]
(G/L)

M. cArIBBICA JA9 11,37 £ 2,60 0,54+0,11 0,10 + 0,03
SPATHASPORA SP. JA1 22,62 + 6,33 0,75+ 0,01 0,20 + 0,06

S. PASSALIDARUM 0,19 £ 0,06 0,01 +£0,01 0,003+0
M. GUILLIERMONDII 8,25+1,92 0,44 +£ 0,02 0,063 +0,01

C. TROPICALIS - 0,45 -
C. GUILLIERMONDII FT 50,5 0,81 0,6
120037

Fonte: Adaptado de (Carneiro, 2018; Trichez et al., 2019).

Meyerozyma caribbica é uma espécie do grupo, menos estudada, que possui a capacidade
natural de fermentar pentoses e hexoses, o que pode facilitar sua utilizacdo biotecnologica nas
industrias de alimentos e salde, assim como em inddstrias de biomassa em biorrefinarias
(Bergmann et al., 2019). A espécie foi relatada como capaz de crescer vigorosamente em
presenca de glicose ou xilose como fonte de carbono, havendo influéncia dos niveis desses
acucares e de inibidores no meio, como o &cido acético, quando avaliado a fermentacdo em
hidrolisado de biomassa lignocelulodsica (Tadioto et al., 2022). Trichez et al. (2019) demonstrou

que xilitol foi o principal produto obtido das leveduras isoladas em seu trabalho, sendo a cepa
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M. caribbica JA9 uma delas, alcancando uma producéo de 17,33 g/L e um rendimento de 0.44
(9/g) de xilitol a partir de hidrolisado de biomassa de cana-de-acUcar; além de também alcancar
uma producéo de 5,69 g/L de etanol, mostrando o potencial de bioproducéo desta levedura.

Analises genbmicas comparativas mostraram que as rotas metabolicas da xilose sédo
conservadas entre as leveduras produtoras de xilitol, como revelado por Trichez et al., (2019)
em Spathaspora sp. JAl, M. caribbica JA9 e Meyerozyma guilliermondii. Leveduras
produtoras de xilitol apresentaram xilose redutase estritamente dependente de NADPH
enquanto que o xilitol-desidrogenase dependente de NAD+. Este desequilibrio de cofatores
favorece o alto rendimento de xilitol nos processos de fermentacdo. Trichez et al., (2019)
também avaliou a quanto a capacidade de M.caribbica JA9 de destoxificacdo do meio em
relacdo aos inibidores encontrados em hidrolisados lignocelul6sicos, sendo eles 0 HMF e
Furfural a qual foram reduzidos a partir dos cofatores NADH e NADPH, influenciando,
portanto, na rota de producdo de xilitol. Além disso, relatou que os furaldeidos provavelmente
ndo foram os principais inibidores durante a fermentacdo dos hidrolisados.

Ja o acido acético ndo é tao esclarecido quanto o seu efeito no metabolismo em leveduras
produtoras de xilitol, porém a menor produtividade de xilitol pode estar relacionada com o
aumento da atividade enzimatica na presenca deste acido, que apesar de promover a formacéo
do xilitol por aumento da atividade de xilose redutase, é consumido pelo mesmo aumento da
xilose desidrogenase (Lima, 2002).

Portanto, uma vez que M. Caribbica possui capacidade de assimilar as duas principais
fontes de carbono encontradas nas matérias-primas utilizadas por biorrefinarias, e os produtos
de sua fermentacdo possuem alto valor agregado e desejados pela bioindUstria e sua robustez

em ambiente com inibidores, tornam significativos os estudos com esse micro-organismo.

3.8 Inibidores da fermentacao do hidrolisado hemicelulésico

A biomassa pode sofrer perda de parte de seus acglcares durante o processo de pré-
tratamento e hidrolise, levando a formacdo e liberacdo de inibidores. Os compostos néo-
acucares agem como inibidores do metabolismo celular, interferindo o desempenho dos micro-
organismos durante a fermentacdo, por isso ha necessidade de uma etapa de desintoxicacgdo do
hidrolisado hemicelulésico antes de seguir para a proxima rota, a fim de reduzir/eliminar a
concentracao desses compostos, encarecendo o processo (Meighan, 2016; Queiroz et al., 2022).
Existem trés classes de inibidores comumente formados durante a pré-tratamento da

biomassa lignocelulésica, que sdo os acidos organicos, compostos furaldeidos e compostos
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fendlicos.

Nos acidos organicos, o principal composto inibitério encontrado em biomassa de cana-
de-acucar é o &cido acético, afetando o pH intracelular e atuando sobre a fase lag do
metabolismo celular (Almeida, 2007). Outros inibidores encontrados nos hidrolisados sdo 0s
compostos furaldeidos, sendo os principais compostos desse grupo o furfural e HMF, que
quando combinados, afetam o metabolismo celular e consequentemente a fermentacéo
(Almeida, 2008). O furfural é proveniente da desidratacdo das pentoses, enquanto que o HMF
das hexoses (Almeida, 2007). Assim como o acido acético, os furaldeidos também elevam o
tempo de adaptacdo do micro-organismo no meio, além de alterar a integridade da membrana,
trazendo consequéncias em seu metabolismo e, portanto, na producéo do produto de interesse,
como o xilitol (Baptista, 2013).

Ja compostos fenolicos sao derivados da quebra da lignina durante o pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica. Esses produtos de degradacdo, como a vanilina, atuam sobre a
integridade da membrana citoplasmatica, afetando a sua capacidade seletiva da membrana. Os
aumentos da concentracdo desses produtos também atuam como inibidores do metabolismo
microbiano, logo, afetam a producdo do produto alvo (Lyra Colombi et al., 2017). Esses
compostos inibitdrios séo comumente encontrados em hidrolisado de biomassa lignocelulésica

de bagaco de cana-de-actcar, como pode ser demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5. Principais inibidores encontrados em hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar

Hidrolisado Inibidor Concentracao Referéncia
Acido acético 2-9(g/L) Gonzélez-Ramos et al., 2016
Bagaco de cana-de- Furfural 1,1-2(g/L) Martin al., 2002
acucar 5-HMF 1,7-7 (g/L) Laandan et al., 2008
Vanilina 0,5-2(g/L) Endo et al., 2008

Tendo em visto as altas concentracGes presentes de &cido acético em hidrolisados acidos
de bagaco de cana de agUcar, é importante compreender 0s mecanismos inibitérios desse
composto no metabolismo microbiano (Gonzélez-Ramos et al., 2016). O acido acético é
formado a partir da quebra da hemicelulose durante a hidrélise acida da biomassa (BK et al.,
2022). Os niveis desse composto comprometem a taxa de crescimento celular, interferindo
diretamente no processo fermentativo (COLOMBI et al., 2017).

Kaur et al (2023) mostrou queda no rendimento de xilitol em C. tropicalis e M. caribbica
com o0 aumento da concentracdo de acido acético no meio de fermentacdo. Além disso, relatou
a maxima producdo de xilitol na presenca do acido quando o pH do meio de cultivo foi 5,5 em

relacdo a outros testados. E possivel visualizar que ha uma relagio entre o pH do meio e a
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toxicidade do acido acético na célula.

Isso se explica pelo fato que, em condicdes de baixo pH, o &cido se encontra protonado,
podendo entrar na célula por difusdo simples (Kaur et al., 2023). Ao chegar no citoplasma, o
acido acético se dissocia em anions acetato e prétons, acarretando em acidificacdo intracelular
e inibicdo de algumas importantes fungfes metabodlicas, podendo levar até mesmo a morte
celular. Perna; Bastos; Ceccato-Antonini (2018) revelaram que a diminuicdo do pH de 5,5 para
3,5 do meio de cultivo com 10,5 g/L de acido acético, inibiu completamente o crescimento de
M. guilliermondii, contudo, houve consumo do 4cido aético.

Ha leveduras que podem sobreviver a presenca deste inibidor em baixas concentracoes,
ja que o acetato pode ser metabolizado e convertido em acetiil-COA, e consequentemente
utilizado em outras rotas, como a do &cido tricarboxilico (Geng; Zhang; Shi, 2017). As
leveduras resistentes ao acido acético possuem alteracbes na parede e membrana celular,
mecanismos de recuperacdo do pH e desintoxicacdo (Figura 9). Para que haja a manutencao do
pH intracelular, assim como para outros processos fisioldgicos, existe a necessidade de que a
célula gaste ATP para ativacdo de enzimas responsaveis pelo bombeamento e expulsdo dos
prétons, conhecidas como ATPAse (Geng; Zhang; Shi, 2017; perna; bastos; ceccato-antonini,
2018). Em altas concentracdes de acido no citosol, ocorre esgotamento e deplecéo da atividade

enzimatica e de ATP, levando a queda no pH citosélico (Palmgvist; Hahn-Hagerdal, 2000).

Figura 9. Mecanismo de estresse do acido acético em S. cerevisiae.
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Fonte: GENG; ZHANG,; SHI, 2017.

Esse gasto energético compromete metabolicamente a célula, incluindo a producédo de
xilitol. Portanto, torna-se essencial determinar, para cada micro-organismo especifico, a
concentracdo maxima toleravel deste composto toxico presente no hidrolisado hemicelulésico,
de modo a garantir que a eficiéncia do processo fermentativo ndo seja comprometida (Pereira
etal., 2011).

Encontrar uma solugédo de baixo custo para superar a presenca de inibidores no
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hidrolisado hemicelulésico para obter um desempenho microbiano eficiente durante a
fermentacdo é um dos pontos mais relevantes que demandam esforcos para o desenvolvimento

de um bioprocesso robusto para producao de xilitol.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Micro-organismos e meio de cultura

A linhagem utilizada foi Meyerozyma caribbica URM8365 (Alencar et al., 2023). O
cultivo de micro-organismos foi feito por uso de meio de cultivo YPD, no qual foi usada as
seguintes propor¢oes: 2% de glicose e peptona, e 1% de extrato de levedura. O crescimento
ocorreu em erlenmayers de 250 mL, mantidos em shaker, a temperatura de 30°C e a 150 rpm.
Ao final do processo, 0s micro-organismos foram centrifugados e pesados, a fim de alcancar a
qguantidade celular desejada para posteriormente serem ressuspendidos nos meios de
fermentacdo.

Para o crescimento em placas, foi utilizado meio s6lido YPD, YPX. A constitui¢do do
meio sélido YP ¢é 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% para glicose ou xilose (YPD
e YPX respectivamente) e agar a 2%. Para o0 meio YPDX (1:5), ou seja, as duas fontes de
carbono no meio, foi usado a concentragdo de 2% total dos agucares, sendo a proporc¢éo de 1
de glicose para 5 de xilose. Essa proporcéo (1:5) foi estabelecida como a melhor para producao

de xilitol por M. caribbica, por trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Alencar et al., 2023).
4.2 Ensaios de crescimento

Foram realizados ensaios fisiologicos em diferentes condicdes para avaliar os efeitos dos
inibidores no perfil de crescimento da levedura M. caribbica. As células foram pré-cultivadas
em meio YPD a 30°C com agitagdo de 150 RPM por 24 horas. Em sequéncia as células foram
centrifugadas a 3600 rpm durante 5 min, lavadas com solu¢do salina e ressuspendidas em agua
para uma densidade otica final de 1,0 nm. Em seguida foram realizadas dilui¢Oes seriadas (10
-2, 10 -3, 10 -4, 10 -5) e as células foram inoculadas em meio YPD, YPX e YPDX (1:5
glicose/xilose) solido, com uso de &gar a 2%, sem e com &cido acético nas concentragdes de
0,6, 0,8, 1,6 e 3,7 g/L e incubadas em estufa a 30°C durante 5 dias e acompanhadas para avaliar

0 crescimento da cepa.

4.3 Avaliacéo do tratamento acido no crescimento

O ensaio de crescimento com células tratadas foi feito a fim de avaliar a resposta ap6s
uma pré-adaptacéo das células ao estresse acido. As células foram reinoculadas em YPD com
pH corrigido para 2 e 2,5 (Lucena et al., 2020), com uso de acido sulfurico, mantindas em pouca

agitacdo durante 2 horas. Apdis isso foram inoculadas em placas YPDX (1:5) utilizando as
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diluicOes seriadas de 10-1, 10-2, 10-3, sem e com acido acético nas concentracdes submetidas
nos ensaios de crescimento descritos anteriormente. Esses valores de pH foram utilizados pois
se enquadram na metodologia usada por usinas produtoras de etanol, pela necessidade de
reciclagem celular, s&o tratadas e entdo recuperadas para novas fermentacdes (Beckner, 2011).

4.4 Ensaios de fermentacéo

Todos os ensaios foram realizados utilizando 5% m/v de indculo (massa Umida) em 30
mL de meio YPDX (1:5). Foram mantidos nas condi¢fes de 150 RPM a 30° C em frascos
erlenmayers de 125 mL. As concentracdes utilizadas nas fermentacdes foram de 20 g/L de
glicose + xilose (20 g/L YPDX (1:5)), sem e com &cido acético 0,6 e 0,8 g/L durante 48 horas,
e YPDX 80 g/L sem e com acido acético 1,6 e 3,7 g/L durante 96 horas. Dentro do periodo de
fermentacdo, foram realizadas coletas pontuais, centrifugadas durante 10 min a 10000 rpm e
filtradas para que posteriormente fosse quantificado o consumo dos agucares e producdo de

metabdlitos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
4.5 Ensaio de fermentacao com pulsos de glicose

Para o ensaio de fermentacdo com pulso de glicose foi utilizado a condi¢édo de 80 g/L de
glixose + xilose (80g/L YPDX (1:5)) com 1,6 g/L de acido acético, acrescentado 13,3 g/L de
glicose a cada 24 horas. Foram realizadas coletas de amostras antes e depois dos pulsos, durante

120 horas, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente (item 4.4)

4.6 Avaliacdo da correlacdo entre os fatores que interferem na producéo de xilitol durante

a fermentacao

A fim de criar uma relacdo entre os fatores que sdo limitantes na fermentacdo, foi
realizado uma nova fermentacdo. Foram associados 3 fatores, sendo eles o pH do meio de
fermentacdo, a presenca de acido acético, e a pré-exsposicdo das células, que chamamos de
tratamento, em um pré-cultivo com pH &cido antes da fermentacdo. O meio de fermentacdo se
manteve 80g/L YPDX (1:5), assim como a otimizac¢ao por pulsos de glicose a cada 24 horas,
agitacdo de 150 rpm a 30° C. A fermentagdo durou um total de 120 horas, com coletas a cada

24 horas antes e depois dos pulsos.
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4.7 Analises de dados

A quantificacdo de acUcares (glicose, xilose), &cido aceético, xilitol e etanol foi
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), detectado por indice de
refracdo, em coluna Aminex® (HPX-87H+, Bio- Rad, EUA), com vazao 0,6 mL/min, 35°C e,
como fase movel, H2SO4 (5 mM).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo do crescimento de M. caribbica na presenca de acido acético

E bastante relatado na literatura que os compostos 5-HMF, furfural, cido formico e acido
acético sdo os principais inibidores do processo fermentativo dos hidrolisados lignocelul6sicos
e, portanto, métodos de detoxificacdo desses compostos tem sido cada vez mais ncessario (Chen
et al., 2023). Contudo, o acido acético mesmo ap0os o processo de detoxificacdo fica presente
no hidrolisado e mesmo em baixas concentracbes consegue inibir tanto o crescimento
microbiano quanto o consumo dos agucares e producdo dos principais metabolitos (Campos et
al., 2022).

Portanto, com o objetivo de determinar o efeito da concentracdo do &cido acético no
crescimento de M. caribbica foi realizado um ensaio de crescimento em meio YP soélido
contendo glicose, xilose e Glicose + Xilose (1:5), como carboidratos e 0,6 g/L, 0,8 g/L e 1,6
g/L de &cido acético (Figura 10). Inicialmente é possivel notar que o efeito inibidor do &cido
acetico é relativo a fonte de carboidrato. No meio com glicose, a 0 micro-organismo teve
capacidade de crescer na presenca de até 1,6 g/L do &cido acético.

Também foi realizado o cultivo com 3,7 g/L de acido acético com total inibicdo do
crescimento nos trés meios. Em xilose como Unica fonte de carbono, o efeito inibitério méximo
ja ocorre com 0,8 g/L de acido acético. Na presenca de glicose/xilose, 0 crescimento é
reestabelecido na concentracao de 0,8 g/L e 1,6 g/L do &cido. Esse reestabelecimento se deve
gracas ao fato de a glicose fornecer cofatores e energia suficiente para adaptacao da célula no

meio de estresse pelo &cido acético (Lima, 2002).

Figura 10. Avaliacdo do crescimento celular nas diferentes condicdes de cultivo. Experimento
realizado em meio sintético com triplicata técnica e dilui¢des seriadas (10 -2, 10 -3, 10 -4, 10
-5 da esquerda pra direita), em diferentes composi¢oes de carboidratos YPX (xilose), YPD
(Glicose) e YPDX (glicose:xilose) e concentracfes de acido acético. Células cultivadas por 72
h.
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O efeito inibitdrio do &cido acético no crescimento de leveduras é bastante descrito na
literatura. Por exemplo, Bhavana et al. (2022) mostraram que Pichia stipites NCIM 3497 teve
a taxa de crescimento reduzida mediante presenca do acido acético, assim como Pereira et al.
(2011) concluiu que o0 metabolismo de C. guilliermondii é afetado na presenca de acido acético,
principalmente quando se trata de crescimento celular. SOARES (2021) mostrou que a cepa M.
caribbica JA9 conseguiu crescer em 1 g/L de acido acético, tendo seu crescimento inibido em
2 g/L. O mesmo concluiu que as leveduras necessitavam de mais tempo para se adaptar a
toxicidade do inibidor, logo, havendo um aumento da fase lag.

Além disso, ha outros fatores que estdo interligados com a toxidade do &cido acético,
como o pH do meio. Kaur et al., (2023) testaram as leveduras C. tropicalis e M. caribbica em
diferentes concentracOes de acido acético com diferentes valores de pH do meio. Relataram que
10 g/L de acido acético em pH de 4,5 foi tdxico para ambas as leveduras, tanto para crescimento
quanto para producdo de xilitol. Porém, ao elevar o pH do meio para 5,5 e 6,5 foram capazes
de tolerar bem os 10 g/L do &cido e melhorar sua produtividade.

O pH esté intimamente ligado a capacidade de entrada do acido acético na célula, uma
vez que, quando baixo o pH do meio, o &cido aparece na sua forma nédo dissociada, o qual é
lipossoluvel e facilita sua entrada no interior da levedura. Visto isso, a diminui¢do da massa

celular pode ser explicada pelo fato de que o acido acético pode se difundir pela membrana
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celular da levedura, levando a uma acidificagéo intracelular. Nesse caso, a célula gasta energia
que seria usada no crescimento para restaurar a homeostase, para que diminua a possibilidade
de morte celular (Pereira et al., 2011; De Lucena et al., 2015; Bk et al., 2022).
Portanto, foi realizado um ensaio de crescimento para visualizar o efeito da pre-exposi¢édo
das células a pH acido. Para isso as células foram pré-cultivadas em meio com pH de 2 e 2,5,
ajustado com acido sulfdrico, antes de cultivadas em meio de crescimento glicose + xilose (1:5)
e &cido acetico. Quando analisadas e comparadas as células crescidas nas placas para teste do
tratamento ao pH acido, podemos visualizar que, tanto para o grupo controle como no meio
com acido acético, o crescimento das células ndo tratadas (N) seguiu o padrdo estabelecido nos
experimentos anteriores, no qual o acetato influencia negativamente no crescimento das células
e aumento da fase lag (Figura 11). E importante salientar que essas analises foram qualitativas,
a partir de comparacdes visuais entre as placas ao longo do tempo de incubacéo, assim como
do crescimento anterior. No grupo controle, as condigdes com ou sem tratamento de pH ndo
revelaram grandes diferencas, apesar de, na maior diluicdo, ser possivel ver uma quantidade de
coldnias um pouco menos volumosas nas que tiveram sido tratadas por pH antes de gotejadas.
Enquanto que, no grupo com acido acético 1,6 g/L, as células tratadas e ndo tratadas

mostraram diferentes padrdes de crescimento revelado a partir da diluicdo intermediéaria (10-

2),

Figura 11. Crescimento em placas com YPDX (1:5) com células tratadas e ndo tradas.
Legenda: YPDX (1:5) com dilui¢des seriadas (1/10). (A) Grupo controle, (B) grupo com
acido acético 1,6 g/L. N - células sem tratamento, 2 - células com tratamento em pH 2, 2,5 -

células tratadas com pH 2,5 por 1 hora.
YPDX + Acido acético 1,6 g/L

Foi clara a visualizacdo do impacto do tratamento com pH no crescimento dos cultivos
em meio contendo &cido acético. As células submetidas ao estresse acido, antes de serem
gotejadas, revelaram influéncia na sobrevivéncia das leveduras quando dispostas no meio com

presenca do outro agente estressor, 0 acetato, que esta intimamente ligado ao estresse celular.



Xilose, Glicose, Etanol (g/L)

18 -
16

14 1

-
~

-
o

o

37

Logo, € possivel concluir que as células que foram anteriormente submetidas a uma
exposicdo acida, possibilitaram, qualitativamente, melhores condi¢des de crescimento na
presenca do &cido acético quando comparado ao grupo sem &cido (Figura 11). Isso pode ser
explicado pelo fato de que a utilizagdo do acido sulfirico no tratamento das células permita
uma adaptacdo da célula ao ambiente acido e, a partir disso, ocorra uma inducdo génica nos
sistemas de resposta da célula para ao estresse e de manutencdo da integridade da parede celular
(DE MELO et al., 2010; DE LUCENA et al., 2015).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de crescimento do nosso estudo, € evidente
que a levedura apresenta resposas distintas em relacdo ao comportamento diante do acido
acetico e sua concentracdo, o que também se relaciona com a composi¢cdo do meio de
fermentacdo e induz diferentes respostas celulares. Com base nessas observacoes, procedemos

a avaliacdo do impacto metabolico dessas variaveis de fermentacfes com M. caribbica.

5.2 Avaliacdo da capacidade de producéo de xilitol na presenca de acido acético.

Por permitir melhor condicionamento celular na presenca do &cido acético, as
fermentacOes realizadas mantiveram a presenca de glicose e xilose no meio. A fermentagéo em
20 g/L YPDX (1:5) como fonte de carbono, tendo como teste as condi¢bes com &cido acético
0,6 e 0,8 g/L, baseadas nas concentracdes testadas nos ensaios de crescimetos e encontradas em
hidrolisados lignocelulésicos de cana-de-agUcar, tiveram as seguintes consideragdes: em todos
0s grupos testados, o consumo de glicose, até seu esgotamento se deu nas primeiras 2 horas de
fermentacdo, visto que apenas 3,3 g/L de glicose era presente no meio. Para xilose, com
concentracgdo inicial de 16,7 g/L, o seu consumo foi quase total no grupo controle, ja nos grupos
com acetato houve xilose residual (Figura 12).

Figura 12: Fermentacdo com 20 g/L YPDX (1:5). Consumo de carboidratos e producéo de
xilitol. Legenda: (A) Grupo controle; (B) grupo com acido acético 0,6 g/L; (C) grupo com
acido acético 0,8 g/L. Xilose (circulo fechado); Glicose (quadrado fechado); Etanol (losango
fechado); Xilitol (tridngulo aberto); Acido acético (circulo aberto).
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Ha diversos relatos na literatura que confirmam a glicose como fonte preferencial frente
a outros aculcares, como a xilose. O consumo da glicose, mesmo considerando a pouca
quantidade deste composto no meio testado frente a xilose, é relatado por autores como Tadioto
et al. (2022), no qual a glicose é totalmente consumida em menor tempo que outras fontes de
carbono.

Além disso, a glicose foi consumida quase que totalmente nas primeiras 2 horas de
fermentacéo (Figura 12), possivelmente conduzida a formacéo de etanol, o qual mostrou o apice
de producdo também com 2 horas e manteve-se constante até 24 horas de fermentacéo.
Observa-se também que com 48 horas o etanol tem uma queda, o que € possivel deduzir o
consumo deste metabolito. Estas mesmas observacgdes foram discutidas por Nandal; Sharma &
Arora. (2020) e SOARES (2021). Este consumo também pode ser explicado pelo fato de que,
com 48 horas de fermentagdo ndo havia mais agucares disponiveis para consumo.

A producéo de etanol foi visualizada tanto em meios com presenga ou auséncia de acido
acético, tendo em vista que ndo houve grandes disparidades quanto as concentracdes
produzidas, independente da condicdo do meio testado, como visto na Figura 12. E possivel
que, mesmo com pouca diferenca, os niveis mais elevados de etanol nos meios com presenca
de &cido acético, tenham sido devido ao uso da xilose, uma vez que a presenca do inibidor
influéncia no aumento da atividade da xilose redutase e xilitol desidrogenase, podendo explicar
essa leve diferenca na producéo do etanol (Lima, 2002).

Quando avaliado a producdo de xilitol pela levedura testada, foi visto uma maior
producdo no grupo controle do que na presenca do acido acético, mostrando a influéncia deste
inibidor no meio, inclusive sua concentracdo. A concentracao final de xilitol foi maior no grupo
com acido acetico 0,6 g/L do que em 0,8 g/L, como ilustrado na Figura 12.

A presenca da hexose no meio de fermentacdo também é um dos fatores que regula a
producdo de xilitol por leveduras. Pode haver leveduras que ndo se beneficiem da presenca da
glicose no meio, havendo aumento da fase lag para consumo da pentose, prejudicando a
producdo de xilitol (Paraj6 et al., 1998). Por outro lado, a C. tropicalis mostrou melhoramento
na producdo de xilitol quando o meio é suplementado com glicose, inclusive com menor
consumo de xilose (Yahashi et al., 1996). Apesar de contraditorio, explica-se pelo fato de que
a glicose permite um maior crescimento/adaptagdo ao meio do que em xilose, uma vez que
regula a regeneracdo de NADPH através das vias das pentoses fosfato, favorecendo a formacéo
de xilitol, por ser cofator para a xilose redutase (Parajo et al., 1998; Lima, 2002). Rosa et al.
(1998) constataram o favorecimento de producdo de xilitol por C. - guilliermondii, em meio
sintético contendo 30 g/L de xilose e 5,0 g/L glicose.
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O consumo da xilose, consequentemente a producdo de xilitol, foi afetado também pela
presenca do acido acético. Nos testes de SOARES (2021) revelou que sua cepa de M. caribbica
JA9 teve pouco ou nenhum consumo de xilose e pouca formagdo de produto na presenca do
acido, entrando em consenso com os dados obtidos neste trabalho. O efeito do acido acético no
metabolismo de levedura ndo € tdo elucidado, porém a menor produtividade de xilitol pode
estar relacionada com o aumento da atividade das enzimas xilose redutase e xilitol
desidrogenase na presenca do &cido (Sousa et al., 1998; Lima, 2002). Ou seja, na presenca do
acido, apesar de promover a formacgdo do xilitol por aumento da atividade de xilose redutase,
havera uma declinacao do xilitol excretado, uma vez que serd consumido pelo fato de que houve
0 mesmo aumento para a enzima xilose desidrogenase, levando para outras rotas metabdlicas.
(Lima, 2002). No entanto, o &cido acético presente no meio, além de afetar no metabolismo
celular da levedura na producéo do xilitol, foi visto que a linhagem de M. caribbica consegue
internalizar este composto, dados visiveis na Figura 12 - (B e C).

Ha variacdes nos niveis de tolerancia ao acido acético e estas sdo devidas as diferentes
espécies de micro-organismos avaliados e as condi¢BGes experimentais usadas, especialmente
ao pH das fermentacfes. Ao se testar o efeito do acido acético na fermentacdo de xilose
utilizando Candida guilliermondii FT1 20037, Felipe et al. (1995) constataram que o aumento
da concentracdo do 4cido até 1,0 g/L levou a um favorecimento no rendimento e produtividade
em xilitol. Também foi observado que a levedura foi capaz de assimilar o acido juntamente
com o0s agucares, sendo completamente consumido em concentragcdes menores que 3,0 g/L,
sugerindo que C. guilliermondii age como agente de destoxificacdo do meio.

Isso permite comparar a capacidade de M. caribbica de assimilar o acido acético como
mencionado por Felipe et al. (1995). Porém, quando analisamos os dados de producéo de xilitol,
entra em discordancia com o autor a respeito de aumento de rendimento em concentracdo de
até 1 g/L de &cido; mas é importante ressaltar que 0 mesmo utilizou em seu meio uma
concentracdo de 60 g/L de xilose e 15 g/L de glicose, aléem de suplementar o meio com sulfato
de amonio e outros compostos.

Visto as consideracBes acima relacionadas as primeiras etapas experimentais e que as
condi¢bes de cultivo influenciam no comportamento da célula frente & presenca do acido
acético, seguiu-se para uma nova fermentacdo para analisar 0 comportamento com novos
parametros. O meio de cultivo teve a concentracao elevada para 80 g/L YPDX (1:5), ja que é
aproximadamente o encontrado em hidrolisados &cido de bagaco de cana-de-agUcar, além de
que, seria possivel visualizar melhor a producéo de xilitol, j& que pequena foi a concentracdo
de xilitol produzida a partir da fermentacdo em 20g/L YPDX (1:5). Além disso, as
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concentragdes de acetato foram alteradas para acompanhar este aumento, mantendo-as dentro
da faixa do que é encontrado em hidrolisado acido de bagaco de cana-de-acucar. Assim como
a fermentagdo em 20g/L YPDX (1:5), houve dificuldade de consumo e producéo pela célula na
presenca do agente estressor (Figura 13).

Figura 13. Fermentacdo com 80 g/L YPDX (1:5). Consumo de carboidratos e producéo de
xilitol. (A) Grupo controle; (B) grupo com acido aceético 1,6 g/L; (C) grupo com &cido acético
3,7 g/L. Xilose (circulo fechado); Glicose (quadrado fechado); Etanol (losango fechado);
Xilitol (tridngulo aberto); Acido acético (circulo aberto).
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Ao comparar os rendimentos da fermentacdo 20 g/l aos da 80 g/l, podemos evidenciar
que a presenca do &cido diminui o rendimento dos produtos. Na Tabela 6 é possivel ver que 0s
rendimentos em xilitol foram comprometidos a medida que houve acréscimo na concentragdo

do acido acético.

Tabela 6. Valores de rendimento de etanol e xilitol das fermentagdes com 20 e 80 g/L de
glicose+xilose YPDX (1:5)

Rendimento Grupo fermentacgdo Grupo fermentacao
S 20 g/L 80 g/L
Controle Acetato  Acetato Controle Acetato
0,6g/L 08¢g/L 1,6 g/L
Etanol (g/g) 0,12 0,15 0,14 0,11 0,20
Xilitol (g/g) 0,06 0,03 0,02 0,16 0,07

Outro fator importante destacar € que, com o0 aumento da concentracdo inicial de xilose,

0 grupo de meios contendo 80 g/L de acucares teve aumento no rendimento de xilitol, isso
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mostra que a quantidade de acucar inicial € um fator relevante no processo, como visto por
Parajo et al. (1998), porém, o0 aumento até niveis que afetem o equilibrio osmoético da levedura
leva a queda na produtividade rendimento no xilitol. Ja o etanol, se manteve um rendimento
préximo em todas as variaveis das fermentagdes. Todavia, nas condi¢cdes em presenca de acido
acetico, o rendimento era maior quando comparado aos respectivos grupos controles. Isso pode
ser explicado, como anteriormente mencionado, que pela presenca do acido no meio, pode levar
ao aumento da atividade de enzimas que utilizam a xilose, consequentemente levando o
consumo do xilitol para outras rotas metabdlicas (Lima, 2002).

Foi possivel visualizar semelhanca nos parametros fermentativos em relacéo ao teste com
20 g/L YPDX (1:5) tanto para o consumo de carboidratos como para a producdo de xilitol e
etanol. Mesmo com 0 aumento da concentracdo destes carboidratos, o0 acido impactou assim
como no teste anterior. A maior concentracdo testada do inibidor, 3,7 g/L (Figura 13-C),
impactou fortemente, a ponto da célula ndo conseguir tanto assimilar como produzir nenhum
componente no meio, mostrando o grau de intolerancia da levedura ao aumento do acido.

Esse impacto pode ser explicado pelo fato de que a célula utiliza de mecanismos para
manutencdo homeostatica do pH intracelular, que dependem da enzima transmembranica H+ -
ATPase que transporta ions H+ para fora das células, as custas do consumo de ATP (Lima,
2002; Pereira 2007). Com essa regulagéo, ocorre o desacoplamento da producéo de energia e

do transporte de nutrientes, resultando na diminuicdo do crescimento e do metabolismo do
micro-organismo, resultando em menor energia para a biossintese, como do xilitol apresentado.

Isso levou uma busca para ajustes no processo, uma vez que diversos sdo os fatores que
influenciam na resposta da célula, como os niveis de glicose. Nesse intuito, foi feita uma
fermentacdo com pulsos (adi¢do) de glicose a cada 24 horas para melhor avaliar o efeito desta
fonte de carbono no metabolismo de consumo e producdo da célula de levedura e sua relacédo

coma presencga do inibidor (Figura 14).

Figura 14. Perfil fermentativo da levedura M. caribbica em meio com glicose e xilose na
proporg¢do 1:5 como fonte de carbono & 80 g/L. Xilose (circulo fechado); glicose (quadrado
fechado); etanol (losango fechado) e xilitol (tridngulo aberto). (A) Meio de referéncia; (B)

Meio YPDX com pulso de glicose a cada 24h; (C) Meio YPDX com 1,6 g/L de acido acético
e (D) Meio YPDX com 1,6 g/L de acido acético e pulsos de glicose a cada 24 h.



42

80 16 A 80 16 B
70 14 70
~60 12 60
| \
> L=
E 50 10 8 50 Pulsd de 10
IS o4 o \ Jlifose -
LL L =
U 40 8 2 40 8 2
2 R S
(@] —_ s
=30 6 % 330 6 %
(O] =
S O]
320 4 g 20
X o
10 2 X 10 2
0 0 0 0
0O 1 2 3 4 5 0o 1_2 3 4
Tempo (dias) Tempo (dias)
80 16 C 0 16 D
70 14 70 14
=60 12 260 12
E 5
°50 10 550 10
C ~~
< O =
i s e .
© 40 8 \_@ 5540 glicose 8 \_@
3 A =
= 0 =
330 6 X 330 6 X
0 o '
3)5 20 4 020
ke S N
<10 2 %10 2

o 1 2 3 4 5 O 1 2 3 4 5
Tempo (dias) Tempo (dias)

Foi possivel concluir que, ao ser restabelecida a concentragédo inicial de glicose através
de pulsos a cada 24 horas, houve favorecimento na producdo de xilitol. No grupo sem acido
acetico, ao comparar a produtividade é possivel visualizar, na Figura 14-A e 14-B, que a
concentracdo de xilitol subiu de, aproximadamente, 8 g/L para 14,5 g/L, respectivamente. Isso
representa um aumento de quase 82%. Enguanto que nos grupos com acido acético, Figura 14-

C e 14-D, considerando o dia 4 da fermentacdo, houve um aumento de 6,8 g/L para 8,8 g/L,
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representando um acréscimo de quase 30%, os dados da fermentacéo estdo representados na
Tabela 7. Portanto, os pulsos de glicose no meio, se mostrou uma atividade efetiva, tanto para
quando presente o0 &cido acético, como ndo. Além da producdo, € possivel observar uma baixa
de produgéo e/ou o consumo do xilitol a partir do 5° dia de fermentacédo (Figura 14).

Tabela 7. Parametros fermentativos do ensaio com pulsos de glicose
Acido Acido acético

Controle +

Controle ulso glicose acetico + pulso
puisog glicose
. : 40,07 £
Xilose consumida (g/L) 38,58 + 6,26 62,30 = 3,05 171 46,74 + 3,40
Glicose consumida 8,30 £
(/L) 7,10 £ 0,69 33,74 £ 0,966 0.63 30,02 £ 5,35
: 47,90 £
Total consumido (g/L) 45,68 * 6,32 96,04 + 2,68 267 76,76 £ 4,24
Etanol produzido (g/L) 7,43+1,01 26,41+ 1,33 7(’)33; 24,14 + 151
Etanol rendimento (g/g) 0,17 £ 0,03 0,28 £0,01 Oélgli 0,32 £ 0,02
Xilitol produzido (g/L) 7,75+1,1 13,85+ 0,57 6(')7;9; 8,9+0,97
Xilitol rendimento (g/g) 0,17 £ 0,04 0,22+0,01 O(')lgoi 0,19 + 0,03

Obs: dados utilizados até 4° dia de fermentacéo.

Esses dados permite discutir que o uso de pulsos de glicose pode ser utilizado para
manutencdo celular, auxiliando no consumo da xilose e consequentemente producao de xilitol,
em contrapartida ao uso de grandes concentracgdes iniciais de glicose no meio, uma vez que, a
hexose é de consumo preferencial pelos micro-organismos (Rosa et al., 1998; Soares, 2021).
Silva et al. (2004) comparou diferentes propor¢oes de glicose e xilose, e mostrou que o efeito
da relacdo dessas duas fontes de carbono inferem mais sobre o rendimento do que na
produtividade. Mudancas nos rendimentos de xilitol, em relacdo ao pulso de carbono, foram
apresentadas na Tabela 7. Diferente do mencionado por Silva et al. (2004), a produtividade teve
grande relevancia quando usada a estratégia do pulso de glicose.

A medida que, a concentracio de glicose era mantida no meio, através dos pulsos de
glicose, a xilose era consumida, diminuindo sua concentracdo. Isso permitia que, a cada 24
horas, a relacdo glicose:xilose fosse alterada, portanto, diferentes respostas metabolicas podem
ser esperadas pela célula. Rosa et al. (1998) relatou que, até 10% de relacdo glicose:xilose (60
g/L de xilose e 5 g/L), ndo afetaram a taxa de consumo da pentose por C. guilliermondii
cultivada em meio sintético, obtendo um rendimento de 0,56 g/g, porém, apos esse valor

(aumento da concentracgdo de glicose), houve reducdo da taxa de consumo da xilose, e portanto,
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queda no rendimento.

Além disso, o consumo dos metabdlitos é visto, de maneira clara, na Figura 14-D, com a
reducdo da concentrac&o de xilitol ao fim da fermentac&o. E mencionado por alguns autores, 0
uso do etanol e/ou xilitol como fonte de carbono e energia por leveduras produtoras de xilitol,
tanto em meio sintético como em hidrolisado lignocelulésico (Flores et al., 2000; Matos et al.,
2003; Silva et al., 2004). Visto o impacto da concentracdo da fonte de carbono na cinética de
consumo e producdo, assim como a influéncia do pH do meio no crescimento em placa, foi
analisado em seguida, a relacdo do pH e seu efeito na cinética da célula durante a fermentacédo
com pulsos de glicose.

Quando analisado os parametros fermentativos sobre efeito de meio com pH controlado
e uma prévia exposicao das células aambiente acido, podemos visualizar seus efeitos na Figura
15. O pH do meio foi ajustado para 4,0, para ser usado na fermentacao, que ocorreu com células
tratadas previamente a um ambiente de pH 2,0. Ambos foram ajustados com o uso de acido
sulfdrico. O pH desses meios anteriormente sdo os do meios YP, que ficam na faixa média de
6,00.

Figura 15. Perfil fermentativo da levedura M. caribbica em meio com glicose e xilose na
proporcdo 1:5 como fonte de carbono a 80 g/L. Xilose (circulo fechado); glicose (quadrado
fechado); etanol (losango fechado) e xilitol (tridngulo aberto). (A) Meio YPDX com 1,6 g/L
de &cido acético e pulso de glicose a cada 24 h (B) Meio YPDX com 1,6 g/L de acido acético
e pulso de glicose fermentado com células pré-tratadas em pH acido e pH do meio ajustado.
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E possivel visualizar que o a expososi¢do ao acido acético influencia diretamente na
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fermentacdo, sendo a variavel com maior contribui¢do na producdo volumétrica de xilitol, como
visto ao longo do trabalho. Porém, como mencionado nos experimentos anteriores, o poder
inibitério do acido acético ndo esté relacionado apenas a sua presenga no meio, mas também a
sua interacdo com outros fatores. A Figura 15 mostra o quanto a relacéo entre a presenca de
acido acético e o pH do meio em que a levedura esta inserida, influenciam na producéo de
xilitol.

A presenca do acido acético foi atenuada quando o pH do meio foi alterado assim como
as células pré expostas a um ambiente de estresse acido. Felipe et al., (1997) e Morita; Silva
(2000) mostram que as produtividades volumeétricas do xilitol foram baixas no pH inicial de 4,0
e que seus valores aumentaram com a elevacao do pH do meio. Esta claro que o efeito toxico
do acido acético no metabolismo da xilose depende das condicGes de fermentacéo e da cepa de
levedura empregada. Porém, diferente do visto pelos autores supracitado, ao utilizarmos M.
caribbica ap0s ser tratada com um pH de 2,0 para fermentar em meio com ajuste de pH 4,0,
obtevemos uma maior produtividade de xilitol quando comparado a um meio YPDX sem ajuste

de pH e sem células tratadas (Tabela 8).

Tabela 8. Parametros fermentativos do ensaio com pulsos de glicose + tratamento acido em
meio com glicose e xilose na propor¢do 1:5 como fonte de carbono a 80 g/L contentodo acido
acetico 1,6 g/L. O grupo tratamento teve células préviamente expostas & meio com pH 2,0 e
pH do meio de fermentacdo ajustado para 4,0. Dados do grupo sem tratamento até o 4° dia de
fermentacéo, pois no 5° dia o xilitol j& é consumido consideravelmente).

Acido acético +  Células Células

pylso glicose (4° tr_atadas (4° tr_atadas (5°
Xi/lli)se consumida j:i 4+ 340 glzla)94 +1,55 gic)a?SS +0,97
gl/iﬁ?)se consumida 30,02 £ 5,35 40,85 + 2,58 51,01 +2,01
%tlii)l consumido 76.76 + 4,24 95,79 £ 4,02 120,55 + 2,88
(Egt}a[\)ol produzido 2414 + 151 29,70 £ 1,44 37,71 +1,79
(Egt;eln)ol rendimento 0,32 + 0,02 0,31+ 0,02 0,31 0,02
%?i/lgiit))ol produzido 8,0+ 0,07 10,05 £ 0,75 14,56 + 2,53
?gill(;t)ol rendimento 0,19 + 0,03 0,18 + 0,02 0,21 +0,03

O uso do tratamento acido em pH de 2,0 foi estabelecido uma vez que durante 0 uso
industrial da biomassa de levedura, € normalmente reciclada por tratamentos com &cido

sulfarico, a fim de controlar contaminagdo por outros agentes microbioldgicos (De Melo et al.,
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2010). Esse tipo de tratamento pode levar a perda da viabilidade celular, diminuindo o
rendimento da fermentacdo. Lucena et al., (2020) mostraram que diversas vias de sinalizacao,
genes para integridade da parede celular e vias de resposta ao estresse, sdo induzidas na
presenca de baixo pH por acidos inorganicos, como o acido sulfirico. Relataram também que
sua cepa mutante S. cerevisiae para genes de integridade de parede celular, teve a viabilidade
recuperada guando exposta a meio com pH extremamente baixo, e foi dependente da queda
induzida do pH do citosol. O pH citosolico é, portanto, um sinal que direciona o equilibrio entre
estresse de crescimento e tolerancia na levedura.

Isso pode explicar o porqué a maior produtividade do xilitol se deu quando as células
foram tratadas com pH &cido (Figura 15-B), o que provavelmente levou a uma pré-adaptacéo a
um ambiente de estresse. Logo, permitindo cascatas de sinalizagdes e génicas, proporcionando
melhor resiténcia a célula na presenca do 4cido acético, elevando a produtividade em xilitol. E
importante salientar que, ndo necessariamente a mudanca do pH do meio ira causar inibicdo na
producdo e crescimento da célula. Porém, quando presente o &cido acético em um estado
protonado, juntamente ao baixo pH do meio, ocasiona a entrada facilitada deste pela membrana,
interferindo no pH intracelular. (Oriji, 2009).

O pKa (constante de dissociac¢do) do acido acético é 4,75. Em um meio de fermentacao
em que o pH esteja abaixo do valor do pKa do &cido, isso fard com que o &cido acético esteja
predominantemente protonado no meio, que é sua forma toxica para levedura, enquanto que em
pH mais alto, a forma desprotonado é predominante (Morita; Silva, 2000b). O pH do interior
da célula é controlado gracas a membrana e parede celular, porém a influéncia do meio externo
pode acarretar no desequilibrio do pH intracelular. Na presenca de um meio rico em acido
acetico na forma protonada, esse acido é capaz de atravessar a membrana celular facilmente por
difusdo, resultando na acidificacdo do citosol da célula. I1sso ocorre devido ao pH do citosol,
que é maior que o pKa do &cido acético, ocasionando a dissocia¢do do &cido no interior da
célula (Parawira, Tekere, 2011; Geng; Zhang; Shi, 2017).

Para impedir os efeitos negativos desse desequilibio no pH intracelular, a célula utiliza
como recurso a expulsdo dos prétons e anions, além de mudanca na parede celular para lidar
com esses componentes toxicos. Porém, esses mecanismos de reacdo levam a um gasto
energético pelo metabolismo celular, diminuindo o crescimento e producdo (Lima, 2002;
Pereira 2007; Lucena et al., 2020).

Sene et al. (2000) conseguiu testar a melhor faixa de pH para a méxima atividade das
enzimas responsaveis pelo reducdo da xilose e consumo do xilitol (xilose redutase e xilitol

desidrogenase) da levedura C. guilliermondii que foi de pH 5,5 e 8,5, respectivamente. Ja
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Morita et al. (2000a) utilizando a mesma especie, para fermentacdo em hidrolisado de bagaco
de cana-de-aglcar, obteve os melhores parametros de consumo de xilose, rendimento e
produtividade de xilitol quando ajustado o meio para pH de 7,0. Ainda Morita et al. (2000b)
relata que até o fim de uma fermentacdo com pH 7,0 ndo houve total assimilacdo do acido
acetico, enquanto que em pH 4,0 houve rapidamente, implicando no discutido acima sobre o
pH e sua relacdo com o acido organico no meio.

Nesse contexto, é possivel visualizar a importancia das analises nas relacGes entre os
parametros utilizados durante a fermentacdo, pois diferentes sdo as respostas frente a cada
variavel isolada e em sinergia. Assim como Saputra et al. (2020), relatam que o grau de
toxicidade do &cido acético, capacidade de assimilacdo pela levedura e producdo de xilitol
estdo diretamente ligadas as condicdes de cultivo, sendo elas: disponibilidade de oxigénio, pH,
temperatura, concentracdo inicial e idade do inoculo, concentracdo inicial de xilose, relacdo da
concentracdo xilose/acido acético e também a presenca de outros glicidios.

Desta maneira, os perfis de crescimento e de fermentacdo desta levedura mostram a acéo
bioldgica do inibidor presente no meio, juntamente sua relagdo com outras variaveis. Sabendo
este comportamento, € importante avaliar as melhores condi¢cfes de uso de M. caribbica para
fermentacéo efetiva de hidrolisados lignocelul6sicos para obtencédo de xilitol; uma vez que estes
resultados estdo relacionados a testes isolados em meios semisintéticos, havendo necessidade
de avaliacao futura deste comportamento em hidrolisado lignocelulosico, visando a otimizagéo
do processo, superando os gargalos atuais. Portanto, além das variaveis testadas, muitas outras
sdo de importancia para melhor serem estudadas. Pois, € a partir dessas andlises, que sera
possivel alcancar o melhor pardmetro para o uso da levedura na producéo de xilitol e/ou outros

bioprodutos na industria.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

Conclui-se que a presenca de inibidores influencia negativamente a adaptacéo do micro-
organismo no meio, elevando sua fase lag, assim como na producédo de produtos, como o xilitol.
Além da influéncia dos inibidores no meio, a fonte de carbono e a relacdo entre elas, como
glicose:xilose disponibilizada nesse meio também é importante para manutencdo do micro-
organismo, afetando diretamente sua capacidade de adaptacdo ao inibidor presente e na
dindmica metabdlica de producdo. No caso de producdo de xilitol a partir de M. caribbica
URM8365, o &cido acético foi o inibidor muito impactante, a medida que sua concentracdo

aumenta, diminui a atividade metabolica de crescimento e bioproducéo de xilitol da levedura.

Além da influéncia do inibidor acido, diversos séo os fatores que interferem no consumo
da pentose e producdo do agucar de alcool. Nesse contexto, h& necessidade de estabelecer o0s
melhores modelos de produgdo, como analise por planejamento fatorial, relacionando cada
variavel que interfere no processo. Foi estabelecido, portanto, os pardmetros que mais refletiram
no bioprocesso, dentre eles, o pH, concentracdo de acido acético e concentracdo de acucares
iniciais e sua proporcdo. A partir disso € que sera possivel a otimiza¢do do processo para a
producdo do xilitol e ou etanol. Além desses fatores estudados, alguns outros possuem grande
impacto na producdo de xilitol quando presente &cido acético no meio, como: oxigenag&o,
temperatura, quantidade de biomassa celular inicial etc.

Portanto, para que haja producdo de xilitol de maneira economicamente viavel, é
necessario a integracdo do sistema industrial ao de pesquisa, que visem a superacao desses
gargalos, para que a levedura esteja robusta suficiente para tolerar dindmicas industriais e
concentragfes mais elevadas de acido acético, assim como outros inibidores encontrados em
hidrolisados lignoceluldsicos, com o intuito de melhorar rendimentos e produtividade na

producdo de bioprodutos de valor agregado, dentre estes, o xilitol.
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Abstract: The production of fuels and other industrial products from renewable sources has inten-
sified the search for new substrates or for the expansion of the use of substrates already in use, as
well as the search for microorganisms with different metabolic capacities. In the present work, we
isolated and tested a yeast from the soil of sugarcane irrigated with vinasse, that is, with high mineral
content and acidic pH. The strain of Meyerozyma caribbica URM 8365 was able to ferment glucose,
but the use of xylose occurred when some oxygenation was provided. However, some fermentation
of xylose to ethanol in oxygen limitation also occurs if glucose was present. This strain was able
to produce ethanol from molasses substrate with 76% efficiency, showing its tolerance to possible
inhibitors. High ethanol production efficiencies were also observed in acidic hydrolysates of each
bagasse, sorghum, and cactus pear biomass. Mixtures of these substrates were tested and the best
composition was found for the use of excess plant biomass in supplementation of primary substrates.
It was also possible to verify the production of xylitol from xylose when the acetic acid concentration
is reduced. Finally, the proposed metabolic model allowed calculating how much of the xylose carbon
can be directed to the production of ethanol and/or xylitol in the presence of glucose. With this, it is
possible to design an industrial plant that combines the production of ethanol and/ or xylitol using
combinations of primary substrates with hydrolysates of their biomass.

Keywords: cactus; hydrolysate; lignocellulose; mixed substrate; non-conventional yeast

1. Introduction

The use of lignocellulosic biomass to produce biofuels, thermal and electrical energy,
fertilizers, biomaterials, and high added value chemicals has been a strategy to reduce
greenhouse gas emissions and reduce the negative impact of climate change [1]. It is
estimated that 181.5 billion tons of lignocellulosic biomass are produced in the world, which
clearly indicates the importance of this bioresource for humanity [2]. However, the technical,
economic, social, and environmental feasibility of using lignocellulosic biomass has been
questioned, especially when production arrangements operate for the production of few
products with low added value. To improve these indicators, the concept of biorefineries
emerged to convert all lignocellulosic biomass fractions and process by-products into
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energy, biofuels and high value-added bioproducts [3-5]. Solarte-Toro and Alzate [6] have
recently published a very interesting review on the concept, design and critical points
relating to biorefineries. Among the points of discussion raised, the use of multifeedstock
appears as one of the relevant factors to be considered.

An example of biorefineries is the successful case of first-generation ethanol production
in Brazil, where the predominant raw material is sugarcane with a harvest of approximately
631 million tons per year [7]. Its processing generates the production of sugar and ethanol
(28 billion liters) and its by-products are bagasse (180 million tons), straw (203 million tons),
filter cake (24 million tons) and vinasse (420 billion liters). These by-products are already
used in the production of thermal and electrical energy, as fertilizer in the crop field and
in the production of biogas [8]. Despite this, many studies seek to take advantage of the
chemical composition of these biomasses to improve the production of biofuels and new
products, such as studies with fractioning of sugarcane bagasse components [9,10].

In addition to sugarcane biomass, other sources of biomass are beginning to gain
ground in some regions of Brazil, such as the production of ethanol from corn in the
Midwest and research into sweet sorghum [11] in Northeast Brazil. All these biomasses
have cellulose, hemicellulose, and lignin fractions in the composition of the plant cell wall
and that can be used in biorefinery arrangements [2,3,6,12]. Recently, we have shown
the potential of sweet sorghum bagasse as energy biomass that can be considered in this
biorefinery context as well [13-15].

In addition to these conventional lignocellulosic biomasses, our inter-laboratory re-
search group has also studied the potential of pectin-rich biomasses, such as those from the
Opuntia and Neopala cacti, for ethanol production from the hydrolysis of the prickly pear
cladodes [16,17]. The hydrolysis of its biomass generates a substrate rich in glucose that
can be fermented by Saccharomyces cerevisiae at high yield [16]. However, this is no bagasse
production in this case, which makes unprofitable the production of ethanol solely using
this biomass. Therefore, the cactus hydrolysate serves as complement in mixture with more
conventional substrates, such as sugarcane and sweet sorghum. The main advantages
for the use of these substrates relies on the lower demand for water, especially the cactus,
than sugarcane. It means that areas already degraded with low supply of water could be
explored instead of natural areas and stop deforestations.

In addition to the search for different substrates, the concept of biorefineries also
presupposes the search for strains of microorganisms capable of using the different sugars
present in these substrates, as well as producing different products [2,3]. In the case of
biomass such as bagasse and wood derivatives, the released xylose can be converted to
ethanol or partially reduced to xylitol [2]. This use will depend on the microorganisms with
capacity to metabolise this pentose. Several yeast species stand out as capable candidates
for producing many of those products [18-21], such as the yeast Meyerozyma caribbica [22].
This is the new epithet of Pichia caribbica and the teleomorph of Candida fermentati (Division
Ascomycota, class Saccharomycetes, order Saccharomycetales, family Debaryomycetaceae—
Index Fungorum). This yeast has been isolated from soils around the world [23] and in the
phylloplane of sugarcane leaves in different provinces of Thailand [24]. It was also isolated
from rotting corn samples [22], among other niches worldwide. It was identified in the
yeast population of the industrial fermentation processes for fuel-ethanol production in
northeast Brazil that use sugarcane juice and /or molasses as substrate [25], as well as in the
fermentation process to produce cachaca spirit from sugarcane juice substrate in stills in the
state of Pernambuco, northern Brazil [26]. This is one the species fund in high abundance in
coffee fermentation [27]. It was isolated from the nectar of tropical flowers of India, being
the better xylitol producer of that osmotolerant yeast community [28], as well as from the
ripe fruits of camu-camu plant from the Brazilian Amazon [29]. Therefore, this species
presents a promissing biotechnological potential, serving as a biofactory to produce ethanol
from cellulose-derived glucose and ethanol and/or xylitol from hemicellulose-derived
xylose. The metabolic pathway taken by the cells, whether producing ethanol or xylitol,
is directly linked to the availability of oxygen. The objective of this work was to evaluate
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the potential of the yeast M. caribbica, isolated in sugarcane soil irrigated with vinasse, to
produce first- and second-generation ethanol as well as xylitol.

2. Materials and Methods
2.1. Soil Characteristics and Sampling

Soil samples were taken in March 2019 from sugarcane plantations in the surround-
ings of the Japungu Agroindustrial distillery, municipality of Santa Rita, Paraiba state,
Brazil (latitude: —7.11631; longitude: —34.9812; south: 7° 6’ 59”; west: 34° 58’ 52"). The
region is basically formed from an oxisols, generally composed by iron oxides, quartz
and kaolinite, a clay mineral highly weathered, with average pluviometry of 115 (£6)
mm and daily air temperature variation from 23 to 35 °C in the sampling period. The
soil was constantly irrigated with the vinasse resulting from distillation of the fermented
must. In that particular distillery of study, sugarcane harvesting goes from July to January
and the fermentation process uses cane juice as substrate. However, the fermentation
process extends to March mostly using the molasses coming from food sugar production as
fermentation substrate. It means that at the time of sampling, the soil had been irrigated
with molasses-based vinasse, whose average composition was: pH = 4.6 (-0.6), biochem-
ical oxygen demand = 22.4 gO, /L (43.6), chemical oxygen demand = 55 gO,/L (£14),
total solids = 67.1 g/L (£20.3), volatile solids = 30 g/L (%14.1), total carbon = 17.5 g/L
(+£7.6), total nitrogen = 1.16 g/L (£0.64), C/N ratio = 16.3, potassium = 6.2 g/L (+2.28),
sulfur = 5.06 g/L (£1.89), calcium =4.87 g/L (£0.43), magnesium = 1.11 g/L (£0.58), phos-
phorus =245 mg/L (£63.7) (data from the period of vinasse irrigation kindly provided
by the distillery). It means that the yeasts in the soil were exposed and tolerant to high
concentration of minerals, especially to potassium, sulfur and calcium in combination.

2.2. Soil Processing and Yeast Isolation

Samples were taken in ten different spots of each area, in 0-20 cm deep that were
mixed in sterile plastic bags and transported to the lab in thermic boxes under refrigeration
(2-8 °C). The amount of 50 g of the soil bland was suspended with 250 mL of Wallerstein
Nutrient (WLN) broth (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) containing a mix of the antibi-
otic ampicillin, chloramphenicol and nalidixic acid at 100 pg/mL each and cycloheximide
at 5mg/L in 500 mL flasks. The suspensions were incubated for 24 h at 30 °C under orbital
agitation of 160 rpm for enrichment in non-Saccharomyces cerevisiae yeasts. Afterwards, the
suspensions were submitted to serial dilutions with 0.85% sterile NaCl 0.9% w /v solution
and 100 mL of each dilution were plated on synthetic medium containing 1.7 g/L yeast
nitrogen base (YNB) without amino acids and ammonium (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO,
USA), 20 g/L glucose and 5 g/L ammonium sulphate, supplemented with antibiotics and
cycloheximide as above. The plates were incubated for five days at 30 °C. The colonies
were transferred for YPD plates (10 g/L yeast extract, 20 g/L peptone, 20 g/L glucose and
20 g/L bacto-agar) and incubated for more five days at 30 °C. Colonies were separated by
morphological inspection and checked for purity.

2.3. Yeast Molecular Identification

Selected yeast colonies were identified by molecular analysis. Cells of each isolate
were cultivated in YPD medium for 16-18 h at 30 °C at 160 rpm and used for DNA
extraction [25]. Samples of one mL were transferred to 1.5 mL microtubes, and cells
were harvested by centrifugation. The supernatant was throwed out and the cell pellets
suspended with 600 uL of extraction buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.0; 250 mM NaCl; 25 mM
EDTA pH 8.0). Sodium dodecyl sulphate (SDS) was added to 10% (w/v) to each suspension
and homogenised by vortexing. Then, the tubes were incubated at 65 °C for 10 min, with
constant homogenisation. The lysates were centrifuged for 5 min at 10,000 rpm at 4 °C. A
volume of 500 uL of the supernatants was transferred to new microtubes and mixed with
500 pL of extraction buffer and 10 uL Proteinase K solution (10 mg/mL). Following the
incubation for 30 min at 56 °C, 425 uL of the lysate was transferred to the cartridges of DNA
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IQ Casework Pro Kit (Promega, Madison, WI, USA) for DNA purification in Maxwell®
16 device (Promega) according to manufacturer instruction. Purified DNA was eluted with
50 pL elution buffer, quantified in Nanodrop equipment (Thermo scientific, Waltham, MA,
USA) and checked for integrity in 1% agarose gel using 0.5x Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer.

Yeast isolates were identified using molecular markers previously described [25,26].
Total DNA was subjected to amplification of the ITS1-5.8s-ITS2 locus using the primers
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') and ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-
3) and the D1/D2 variable domains of the rDNA 26S gene using the primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGAAAAG-3') e NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') in
25 uL PCR reactions containing: 1.25 mM MgCl,, 10 mM each ANTP, 0.5 U Taqg DNA
polymerase, 5 mM each primer and 50 ng DNA. The cycling parameters were: initial
denaturation at 94 °C for 5 min followed by 35 cycles of 94 °C/30 s for denaturation,
55 °C/1 min for annealing and 72 °C/1 min for polymerization, with final extension at
72 °C for 5 min. The amplicons were checked for integrity in 1% agarose gel electrophorese
in 0.5x TBE buffer and then purified using Wizard® PCR Preps DNA Purification System
kit (Promega) following the manufacturer instructions. Samples were sent to the DNA
sequencing and gene expression platform in the Centre of Biosciences of the Federal
University of Pernambuco for sequencing in ABI Prisma 3500 devices. The chromatograms
were analysed with the use of the BioEdit (v7.2.6) software and the clean nucleotide
sequences used for yeast identification with the BLASTn tool in the GeneBank at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) database (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST (accessed on 10 July 2023)). Molecular identification used the criterion
indicated for industrial yeast identification [26].

For phylogenetic analysis, these sequences were aligned in the online interface MAFT
v.7 software [30] and manually edited in MEGA v.7 software. Afterwards, the sequences
were submitted Bayesian analysis with that aid of MrBayes 3.2.7 software [31] available
in the CIPRES Science Gateway portal [32], with the substitution models generated with
MrModel 2.3 software [33]. Maximum-likelihood phylogeny was constructed using RAXML
v7.2.8 6 available in XSEDE 8.2.12 accessed from the CIPRES Science Gateway portal [34].
Standard patterns were conducted with 1000 replicates of bootstrap. The phylogenetic tree
was visualised in FigTree v.144 software.

2.4. Physiological Tests

Yeast isolates were cultivated in YPD as above and cell suspension were prepared
in NaCl 0.9% w/v solution to around 1.0 absorbance unit at 600 nm (A600). Dilutions of
10x and 100 of the cell suspensions were prepared in NaCl 0.9% w/v solution and 10 uL
of each dilution were spotted on selective plates composed of 1.7 g/L YNB plus a carbon
source (20 g/ L glucose or xylose) and a nitrogen source (5 g/L ammonium sulphate). To test
for acid tolerance, yeast cells were inoculated in YNB containing glucose and ammonium
sulphate and adjusted to different pH values with sulphuric acid (50% v/v solution).

The growth capacity of M. carribica was evaluated in different fermentation media
composition (Table 1). For the assays, the yeast was previously grown in YPD medium
(2% w /v glucose, 2% w/v peptone, and 1% w/v yeast extract) for 24 h. After that, the
microbial suspension was centrifuged at 3600 rpm for 5 min. Afterward, the cells were
washed three times with 0.9% w/v NaCl and centrifuged (3600 rpm; 5 min) to remove
the dirty liquid between each wash. After that, the cells were transferred to the different
substrates to the initial concentration of 0.1 A600. The cultivations were performed in
orbital shakers for 24 h, at 30 °C and 200 rpm. Biomass production was quantified by
direct inspection of media absorbance variation. All experiments were performed in
biological triplicates.
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Table 1. Composition of fermentation substrates and blends.
TFC Total N Conductivity Composition

Substrate (g/L) (%) C/N (ms/cm) ML SCB SSB CPB
ML 107.51 4.01 160.8 33.1 100% = “ =
SCB 21.27 1.81 70.5 122.0 - 100% - -
SSB 17.96 1.96 55.0 109.8 = - 100% =
CPB 64.09 421 91.4 57.0 = = = 100%
M1 127 42 3.21 2382 54.7 70% * 10% 10% 10%
M2 94.66 3.31 171.6 64.8 50% * 16.7% 16.7% 16.6%
M3 52.31 2.46 127.5 83.8 25% * 25% 25% 25%
M4 306.97 6.76 272.5 299 50% 16.7% 16.7% 16.6%
M5 108.8 5.11 127.7 56.4 25% 25% 25% 25%
M6 36.63 3.26 67.4 93.4 10% 30% 30% 30%

Abbreviations: TFC—Total fermentable carbohydrates; ML—Molasses; SCB—sugarcane bagasse hydrolysate;
SSB—sweet sorghum bagasse hydrolysate; CPB—cactus pear biomass hydrolysate. * Molasses was diluted six
times before being mixed with the SCB, SSB, and CPB hydrolysates.

2.5. Acid Hydrolysates Production and Molasses

Hydrolysates of sugarcane and sweet sorghum bagasses and Opuntia were produced
by applying a solid load of 10 w/v for bagasse and 15% w/v for Opuntia. For this, a
solution of 1.5% v/v of H,SO4 was used [35]. The flasks containing the biomass and the
acid solution was kept in an autoclave for 30 min at 121 °C and 1 atm. After cooling, the
suspension was centrifuged at 3600 rpm, for 5 min, with the liquid fraction, which is rich in
carbohydrates, was collected and stored in a freezer at —20 °C. The molasses was kindly
provided by the Ipojuca Agroindustrial distillery, located in the municipality of Ipojuca,
Pernambuco, Brazil.

2.6. Fermentation Assays

Yeast cells were cultivated in YPB broth by successive batches to produce enough
biomass. Then, they were collected by centrifugation and washed with NaCl 0.9% w /v
solution. Fermentation substrates were composed by YNB broth containing 5 g/L am-
monium sulphate and the carbon sources (40 g/L glucose or xylose alone or a mixture of
glucose and xylose at 20 g/L each). Each substrate was inoculated with yeast biomass to
around 100 g/L and fermentations were performed at 30 °C without agitation for up to
120 h. Samples were taken, centrifuged and the supernatant filtered in 0.22 um Millipore
filters. Every fermentation was performed in biological triplicates, with technical dupli-
cates each. Metabolic flux distribution models were prepared according to Teles et al. [36],
taking in account the input of carbon from the consumed sugar and the metabolic NADPH
requirement to assimilate the consumed xylose.

Fermentation experiments using sugarcane juice, sugarcane molasses, plant biomass hy-
drolysates were performed as previously reported in our previous works [11,13,14,16,19,37,38].
In addition, mixed substrates were prepared according to Table 1 without nutritional sup-
plementation. In brief, the yeast cells were cultivated in YPD medium at 30 °C and 200 rpm
for 24 h. The cells were collected and resuspended in the same volume of fresh medium
for further cultivation. This procedure was repeated until reaching enough biomass for
the fermentation experiments. Then, the cells were collected and re-suspended in the
fermentation substrate to initial biomass of 100 g /L. Static incubations at 30 °C lasted for
different times according to the substrate. Whenever necessary, the flasks were slightly
agitated at 70 rpm in rotatory shaker. Samples were withdrawn at indicated intervals,
depending on the type of substrate, centrifuged and the supernatant stored for metabolites
quantifications. Saccharomyces cerevisine industrial strain JP1 was used as reference [11,13,16].
All experiments were performed in biological triplicates.

For the quantification of total nitrogen, 20 mL of the fermentative substrates were
added in a test tube, which was attached to the apparatus. In a 125 mL Erlenmeyer flask,
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10 mL of boric acid solution, with indicator, was pipetted. Into the distiller’s beaker, 10 mL
of 13N NaOH will be pipetted. The sample was distilled to a volume of 50 mL. The distillate
was titrated with 0.07143 N HCI until it turned from green to dark pink. Conductivity was
determined by measuring with a conductivity meter. All experiments were performed in
biological triplicates with technical triplicates each.

2.7. Substrate Detoxification

The detoxification of the sugarcane bagasse hydrolysates and substrate blends were
performed with the application of biochar produced from the sugarcane bagasse. For this,
the sugarcane bagasse was kept in a pyrolyzer for 1h at 600 °C. After that, the biochar
produced was kept in hermetically sealed glass and protected from light. The detoxification
assays were performed according to Ahuja et al. [39], with the following adaptations:
10% w/v biochar loading in the substrates and incubation shaker for 3 min at 100 rpm and
25 °C, followed by substrate centrifugation at 3600 rpm for 5 min. The detoxified substrates
were recovered and used in the fermentation assays as above.

2.8. Effect of Acetate on Fermentation

Fermentation assays were carried out for evaluated the effect of acetic acid in the
fermentative metabolism of M. caribbica. For that, experiments were performed using YP
medium contend glucose and xylose as carbon sources in the proportion of 1:5 (total of
80 g/L of carbon sources). Yeast cell were pre cultivated in YPD medium at 30 °C and
200 rpm for 24 h. The cells were collected and resuspended in the YPDX medium contend
1.6 and 3 g/L of acetic acid to initial biomass of 50 g/L. The flasks were incubated at 30 °C
with slightly agitation at 70 rpm in rotatory shaker. Samples were collected every 24 h for
120 h for metabolites quantifications. The assays were performed in biological triplicate.

2.9. Analytical Methods

Consumed sugar and other metabolites (glycerol, xylitol, acetic acid and ethanol)
were identified by HPLC in Agilent Technologies 1200 Series device with a refractive
index detector (RID), using HPX87H+ column (BioRad, Hercules, CA, USA) and mobile of
5 mM sulphuric acid at 45 °C. Calibration curves of standard metabolites were used for
quantification and fermentative parameters were calculated.

2.10. Statistical Analysis

Values in the graphics and table represent the arithmetic mean (+standard deviation).
The results were subjected to variance analysis (ANOVA) and were compared by the
Tukey test (x = 0.05) using the software ASSISTAT v1.0 (Informer Technologies, Inc,,
https:/ /assistat.software.informer.com/ (accessed on 10 July 2023)).

3. Results
3.1. Yeast Isolation and Identification

In the present work, we screened the yeast population in the soil of sugarcane planta-
tions irrigated with vinasse, which turns those soils with high loads of minerals that can
be toxic for most microorganisms. Following a series of dilutions and spreading in WLN
medium, colonies of given morphotypes were isolated, checked for purity and submitted
to molecular identification by 265 rDNA sequencing. Fives isolates were identified as
M. caribbica (Figure 1). Phenotype quantitative tests showed that all M. caribbica isolates
could grow aerobically on plates containing glucose or xylose as the single carbon source
and the isolates W13, 53T2, RAC and RAF grew in medium adjusted to pH 2.5 with sulfuric
acid. Then, the isolated RAC stood out as the most acid tolerant among the isolated yeasts
and was chosen for further analysis. This isolated was deposited at the Department of
Mycology Culture Collection (URM-Recife), Federal University of Pernambuco, which is
part of the World Directory of Collections of Culture of Microorganisms (WFCC) under
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registration number 604 and can be released for research purposes upon request. This yeast
was henceforth designated strain URM 8365 (Figure 1).

== D. hansenii NRRL Y7426
S. stipits NRRL Y7124
C. gl hil:
M. amylolytica NCAIM Y02179
M. amylolytica NCAIM Y01955
M. amylolytica DSM27310
C. elateridarum ATCCMYA
C. athensensis BG02
C. smithsonii BG02
C. fukuyamaensis
C. xestobii
M. carpophila CBS5256
M. guiliermondii NRRL Y0275
C. neustonensis SN92
M. caribbica RAC (URM 8356)
M. caribbica RAF
M. caribbica CBS9966"
M. caribbica CA3
M. caribbica 5372
M. caribbica W13
M. caribbica CBS5265
M. caribbica CBS5265
M. caribbica CBS8302
M. caribbica CBS5289
C. iae AF172262

044122 G2

044114

0.8

Figure 1. Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of D1/D2 domain of the 26S rRNA
gene for the identification of yeast isolated from the vinasse-irrigated sugarcane plantation soils.

3.2. Ethanol Fermentation of Mineral Medium and Carbon Distribution Analysis

Fermentation assays in the mineral medium were carried out to evaluate the ethanol
production by M. caribbica URMB8365 from glucose and xylose as carbon sources. The results
showed that all glucose was consumed and produced ethanol to a yield of 0.43 g/g and the
glycerol was also detected as a by-product of fermentation (Table 2). On the other hand, all
initial xylose was detected at the end of fermentation (Table 2). This result contrasts with the
experiments of aerobic growth on a plate, revealing the incapacity of this yeast to assimilate
xylose when the oxygen supply is limited or absent. Then, glucose and xylose were mixed
to approximately the same initial concentration. In this case, glucose was exhausted while
only 21.7% of the initial xylose was consumed (Table 2). No xylitol was detected under this
oxygen-limitation condition, while ethanol was the unique fermentation product. However,
the final ethanol yield was calculated as 0.55 g/g if only glucose uptake was taken into
consideration, above the maximal theoretical of 0.51 g/g. It indicated that part of the
consumed xylose was also transformed to ethanol.

Table 2. Fermentative parameters of Meyerozyma caribbica URMS8365 isolated from vinasse-irrigated
sugarcane plantation soil in synthetic medium containing different sugars.

Parameter Glucose Xylose Glucose + Xylose
Initial glucose (g L 37.85 (+0.90) - 17.00 (+0.23)
Initial xylose (g L™ 1) - 38.82 (+0.96) 18.95 (+0.20)
Final glucose (g L~ 1) 0.0 (£0.00) = 0.0 (£0.00)

Final xylose (g L1 - 38.62 (+0.99) 14.84 (+£0.31)

Ethanol produced (g L) 16.19 (£1.09) 0.00 9.29 (+£1.73)
Glycerol produced (g LY 0.67 (£0.12) 0.00 0.00

Ethanol yield (g/g) 0.43 (£0.03) 0.00 0.44 (+£0.04)
Glycerol yield (g/g) 0.02 (>0.00) 0.00 0.00
CO, yield (g/g) * 0.41 0.00 042
Biomass yield (g/g) 0.03 0.00 0.09
Carbon balance (%) 89% 0.00 95%

* Stoichiometrically calculated from ethanol [36].

To calculate how much of xylose was fermented, we simulated a metabolic model
taking into consideration that the amount of 28 mmol (4.11 g) xylose that was consumed by
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the cells would require 28 mmol of NADPH for the first enzymatic step of xylose reductase
that converts xylose to xylitol (Figure 2). This reducing equivalent can be produced by
the deviation of part of glucose-6P to the Pentose Phosphate Pathway (PPP) or via the
acetaldehyde dehydrogenase in the Pdh bypass pathway [36]. Since acetate was not
detected (Table 2), then we considered that NAPDH was the majority produced by the
PPP with the metabolization of 14 mmol of glucose (Figure 2). In this case, the sum of
metabolites flowing directly through glycolysis with those metabolites returning from PPP
would produce 181 mmol of ethanol, resulting in a yield of 0.49 g ethanol per gram of
glucose. This is 13% above the yield calculated from glucose alone (Table 2). In parallel, the
28 mmol of xylose consumed would produce 14 mmol of ethanol from glyceraldehyde-3P.
The theoretical production of 195 mmol (9.02 g) of ethanol and the ethanol yield 0of 043 g/g
was in the range of the experimental ethanol concentration of 9.29 g/L (+1.73) and yield of
0.44 g/ g (Table 2). Therefore, the ethanol yield from xylose was calculated as 0.16 g/g. The
major concern about this metabolic adjustment regards the surplus of NADH produced
by xylitol oxidation (Figure 2). Taking the fact that xylose has been consumed and no
xylitol was detected, this unbalanced redox state was somehow surpassed by the yeast
metabolism. Hence, it was plausible to suppose that the excess of 28 mmol of NADH might
be used together with 14 mmol of fructose-6P from xylose and 38 mmol of ammonium
from the medium to produce biomass. This hypothesis was experimentally supported by
the production of twice more biomass at the end of fermentation in a sugar mix medium
(2.09 g) than in a glucose medium (1.13 g) (Table 2). Thus, xylose consumption in oxygen
limitation might be dependent on the presence of some glucose in the substrate.

17 g consumed 4.1 g consumed 068¢g
Glucose Xylose NH4"
CO; NADPH
94 mmoll 14 mmol 28 mmol > 128 mmol F |
mmol
Glucose-6P —K; Ribulose-5P Xylitol
14 mmol 14 I
80 mmoll NADH (PPmpz:away) A —— 2:?:?:0!
Pyruvate ) Limimol J;mmol Xylulose
160 mmol Ribose-5P, Xylulose-5P Lcmmet
€O, 160 mmol 14 mmoll 14 mmol
Ethanol
160 mmol GA3P
7 mmol 7 mmol
(GA3P)Glyceraldehyde-3P Fructose-6P Fructose-6P
1—» 7 mmol CO; l—»u mmol CO; 1
y
Ethanol Ethanol Ethanol Biomass
7 mmol 14 mmol 14 mmol

Figure 2. Metabolic model for carbon distribution in the central metabolism of Meyerozyma caribbica
URM 8365 based on the physiological parameters calculated from the fermentation assays in mineral
medium containing mixture of glucose and xylose. Stoichiometric calculations were performed
according to Teles et al. [33].

3.3. Ethanol Fermentation of Industrial Substrates

Fermentation experiments were performed in molasses as the reference of industrial
substrate for first-generation fuel ethanol (Figure 3A). Complete consumption of sucrose
was achieved at six hours of fermentation, followed by glucose. Fructose concentration
was raised during sucrose consumption, indicating that the cells secrete the enzyme inver-
tase and, therefore, sucrose hydrolysis occurs in the medium (Figure 3A). All sugar was
completely consumed at 72 h of fermentation to produce 46 g/L of ethanol and 5 g/L of
glycerol (Figure 3A), with respective yields of 0.39 g/g and 0.04 g/g. It was compared
to fermentation of a defined mineral medium used as reference of laboratory condition
(Figure 3B). The results were physiologically like molasses after seven hours of fermenta-
tion: external hydrolysis of sucrose with transient fructose accumulation, ethanol yield
of 0.38 g/g and glycerol yield of 0.04 g/g. These results indicated that M. caribbica URM
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Concentration (g/L)

8365 can efficiently ferment molasses without suffering the interference of any possible
inhibitors present at average levels in the substrate.
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Figure 3. Fermentation profile of Meyerozyma caribbica URM 8365 in sugarcane molasses (A) and in
mineral medium containing sucrose (B).

Afterwards, hemicellulose hydrolysates were tested as substrates for second-generation
fuel ethanol. The hydrolysis produced substrates with xylose:glucose ratios of 7:1 for sugar-
cane bagasse (Figure 4A) and 2.5:1 for sweet sorghum (Figure 4B). In both cases, all glucose
was consumed resulting in ethanol yields of 0.42 g/g and 0.45 g/g for sugarcane and
sweet sorghum, respectively. These values were higher than those calculated for molasses
and mineral medium. On the other hand, xylose remained untouched in these substrates.
The explanation rested on the presence of the acetic acid in the hydrolysates, an already-
known inhibitor of xylose metabolization. The concentration of this acid was between
2 to 3 g/L (34 to 50 mM) in the hydrolysates (Figure 4A,B). Thus, the challenge is to remove
most of the acetate by physical procedures or to dilute it by mixing the hydrolysates with
other substrates.
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Figure 4. Fermentation profile of Meyerozyma caribbica URM 8365 in acid hydrolysates of
sugarcane (A) and sweet sorghum (B) bagasses.
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The glucose-rich cactus pear hydrolysate was fermented by M. caribbica URM 8365 cells.
All glucose was consumed in six hours to produce 27 g/L of ethanol, with a final yield of
049¢g/g.

3.4. Fermentation of Mixed Industrial Substrates

The results above showed that M. caribbica URM 8365 fermented biomass hydrolysates
at even higher efficiency than molasses. However, it is not feasible to concept an ethanol
industry based solely on these alternative substrates. Instead, the idea is to incorporate
these hydrolysates into the conventional sugarcane-based matrix, especially considering
the use of molasses produced from the crystal sugar milling process. Based on this, a series
of combinations were prepared by mixing sugarcane molasses and bagasse hydrolysates
(Table 1). The influence of these compositions on cell physiology was first tested in aerobic
cultures (Figure 5). The results showed a higher cell growth in the molasses than in the
hydrolysates, which might rely on the difference of nitrogen content since the hydrolysates
were not supplemented with nutrients. In a way;, it helped to explain the highest ethanol
yields on the hydrolysates. The final yeast biomass achieved in the blends depends on the
proportion of molasses in the mixture. The lowest growth was observed with the blends
M4 and M5 (Figure 5), which might be the consequence of the high gravity condition above
300 g/L of sugar in the mixture. No significant difference in yeast growth was observed
when the substrates were supplemented with ammonium, except for M4 and M5 where it
at least doubled the final yeast biomass (Figure 5).

30, [C—Jo0h

24 24h

I 24h - (NH,) SO,
25
2.0

0.D. (600 nm)
&

7

/

1.0 - ’
%

%

?
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4

4

L ?

0.0 - VA

- 2
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Substrates

Figure 5. Aerobic growth of Meyerozyma caribbica URM 8365 in sugarcane molasses (ML), in hy-
drolysates of cactus pears (CPB), sugarcane (SCB) or sweet sorghum (SSB) and different mixtures of
these substrates (M1 to M6) as described in Table 1. Optical density of the cultures was measured at
the beginning (light grey columns) and after 24 h (striped columns) and 48 h (dark grey columns).
* Significant difference at « < 0.01.

The fermentation profiles using these different blends showed that all hexoses were
consumed by the yeast cells, except for glucose and fructose in M4 (Figure 6D) and M5
blends (Figure 6E). These sugars accumulated in the substrate probably due to the paralysis
of the carbon flux by the central metabolism due to the imbalance of nitrogen, as indicated
by the aerobic growth experiments (Figure 5). Ethanol was produced in all conditions
almost proportional to the initial sugar concentration (Figure 6; Table 3). However, the
calculated final ethanol production was lower when the sugar content was very high.
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The effect is particularly relevant when intending to ferment at high gravity with higher
input of molasses. Xylose concentration was only relevant in M1 to M3 blend, where it
surpassed 2.5 g/L, but it was not used by the yeast cells in fermentation (Figure 6A-C). The
hypothesis in this case was the absence of oxygen in the fermentation condition. All xylose
was consumed when the flasks were gently agitated at 70 rpm. in an orbital shaker resulting
in xylitol production. Therefore, improvements were necessary to adequate the production
of ethanol and xylitol in the concept of a biorefinery that uses any of these substrates.
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Figure 6. Fermentation profile of Meyerozyma caribbica URM 8365 in different mixtures of substrates
M1 (A), M2 (B), M3 (C), M4 (D), M5 (E) and M6 (F) prepared as described in Table 1.

Table 3. Fermentation parameters of Meyerozyma caribbica URM 8365 in mineral medium containing
a mixture of glucose and xylose in the absence or presence of acetic acid.

Parameters Mineral Medium  +Acetic Acid 1.6 g/L  +Acetic Acid 3.7 g/L
Xylose consumed (g/L) 63.58 £ 5.26 50.30 + 3.05 0.00
Glucose consumed (g /L) 11.10 + 0.69 11.74 + 0.966 250 + 0.63
Ethanol produced (g /L) 11.67 + 1.01 1241 +1.33 0.00
Xylitol produced (g/L) 11.67 £ 1.1 4.85+ 0.57 0.00
Xylitol yield (g/g) 0.18 + 0.04 0.1 +0.01 0.00

To investigate the effect of the initial sugar concentration on the yeast fermentation
capacity, we plotted the final ethanol concentration and final yield against the initial
concentration of assimilable sugar taking from all fermentation conditions tested (Figure 7).
The fifth-order regression curves indicated that a dissociation of ethanol production and
ethanol yield up to 120 g/L of sugar. Taking in account the cost-benefit aspect of ethanol
production, the best scenario for M. caribbica URM 8365 was the substrate containing
120 g/L of assimilable sugar even an ethanol yield of 0.4 g/g, meaning 78% of batch
fermentation efficiency (Figure 7).
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Figure 7. Correlation between the initial sugar concentration and the ethanol production or the
ethanol yield by Meyerozyma caribbica URM 8365 as calculated from the fifth-order correlation curves.

3.5. Xylitol Production

In addition to ethanol, the assimilation of xylose can also produce xylitol. Similar to
what was observed in mineral medium (Table 2), fermentation of xylose-rich hydrolysates
did not produce xylitol when the cultures were left static, with severe limitation, or even
absence of oxygen. Then, we simulated a condition in which the mineral medium presented
xylose:glucose ration similar to found in the bagasse hydrolysates. At this condition, xylitol
was only produced when the cultures where gently agitated at 70 rpm (Table 3). However,
low xylitol production was observed with a yield of 0.18 g/g. It is noteworthy the fact that
ethanol production is much higher than expected for the amount of glucose consumed
(Table 3). This indicated that part of the xylose was also converted to ethanol in this sugar
mixture, as seen in Table 2. From these values, it was possible to determine the distribution
of xylose carbon for the two products. Considering that each xylitol molecule comes from a
reduced xylose molecule, then the production of 11.7 g of xylitol used 11.7 g of the total
63.6 g of xylose consumed, leaving 51.9 g of xylose. Considering the calculated yield of
0.43 g/g for the conversion of glucose to ethanol (Table 1; Figure 2), 4.77 g of ethanol
were produced from glucose and the remaining 6.9 g of ethanol came from xylose. In the
conservative perspective of the calculated yield of 0.18 g/g of the conversion of xylose to
ethanol (Table 2), then 38.3 g of the remaining 51.9 g of xylose were converted to ethanol.
Finally, the remaining 13.6 g of xylose must have been used for biomass generation. This
result shows that the presence of glucose actually stimulates the conversion of xylose to
ethanol, impairing the production of xylitol.

Afterwards, fermentation assay in synthetic medium containing xylose and glucose
were performed in the presence of the acetic acid (1.6 g/L and 3.7 g/L), according to the
concentration found in bagasse hydrolysate. Interestingly, the condition with 1.6 g/L of
acetic acid decreased only the parameters related to xylose metabolism, while glucose
consumption and total ethanol production were not affected (Table 3). Using the same
rationale above, it was possible to calculate that 7.41 g of ethanol came from consumed
xylose. This value is even higher than that calculated for the medium without acetic acid.
However, xylitol production was reduced by 58%. Since the conversion of xylose to ethanol
metabolically involves its initial reduction to xylitol, it makes no sense to consider that
acetic acid reduced the ability of the yeast to produce xylitol. Thus, these data showed
that this acid at this mild concentration accelerated the complete metabolization of xylose
before xylitol left the cell.

In addition, the highest acetic acid concentration completely inhibited the xylose
metabolism, with slight glucose consume (Table 3). Indeed, the presence of acetic acid in
the hydrolysates may be also of major concern, since its presence in concentrations above
1.5 g/L impaired xylose consumption from synthetic medium, sugarcane, and sorghum
bagasse hydrolysates. Thus, fermentations were performed with sugarcane hydrolysates
(5 xylose: 1 glucose) that were detoxified with the aid of active coal. This treatment reduced
the content of acetic acid in the hydrolysates from 2.5 g/L to 0.6 g/L. Ethanol yield from
glucose remained around 0.44 g/g and was not affected by the detoxifying treatment. In
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addition, xylitol was detected at 6 g/L in the detoxified substrate (Y = 0.3 g/g), which
hugely contrasted with its absence in fermentation of untreated hydrolysates.

4. Discussion

In the present work, we studied a strain of M. caribbica isolated from a vinasse-irrigated
soil used for sugarcane cultivation in Northeast Brazil. This yeast has been isolated from
soils, cereals, nectar and industrial processes around the world. The isolation of this yeast
from these spots reveals the adaptation of this species in the environment of sugarcane
plantation and processing. The phylogenetic analysis performed based on 26S rDNA
sequencing discriminated M. caribbica within the heterogeneous Meyerozyma guilliermondii
complex (Figure 1), in special from its closed-related species M. guilliermondii [40,41].

The selected strain M. caribbica URM 8365 used glucose or xylose for aerobic growth,
but only glucose for ethanol fermentation when oxygen was very limited or absent (Table 2).
Neither xylose was consumed nor xylitol was produced by M. caribbica under conditions
of severe oxygen limitation. On the other hand, Tadioto et al. [22] reported that up to 32%
of xylose was converted to xylitol when cultures were sufficiently aerated. Indeed, xylose
assimilation seems to be not an easy task for yeast cells. Pichia stipitis cells consumed around
66% of xylose after 72 h of fermentation [42] and M. caribbica consumed all xylose only after
120 h of cultivation [43], despite the experiments used in rich medium. On the other hand,
Veraset al. [44] reported high ethanol yields with full xylose consumption by Scheffersomyces
stipitis and Spathaspora passalidarum in mineral medium under oxygen-limited conditions.

The results from mixed media in the present work showed that xylose is consumed
during fermentation and part of this sugar is converted to ethanol when glucose is present in
the medium. That is, the impediment of xylose fermentation seems to be due to the cellular
unavailability of cofactors reduced in the absence of oxygen. Lane et al. [45] improved
the co-assimilation of glucose and xylose by slowing down the activity of hexokinase and
glucokinase enzymes. Later, Trichez et al. [46] showed that evolved strains of S. stipitis
and S. passalidarum harbouring a mutant allele of the glucose transporter HXT2.4 gene
had improved co-assimilation of glucose and xylose. From the energetic point of view, the
glucose consumed in the present work corresponded to 5.6 mM, which could theoretically
produce up to 11.2 mM of NADPH from the PPP. Stoichiometrically, one mol of xylose
requires one mol of NADPH to be reduced to one mol of xylitol. Since xylitol was detected
at 76.3 mM final concentration, it indicated that the required NADPH originated not
only from the PPP, but also from some other metabolic oxidative reactions capable of
providing the extra 65.1 mM of reducing power. This high requirement of reduced cofactor
indicated that NADH, both glycolytic and from TCA, might also be requested for the
xylose metabolism.

Besides the energetic requirement, there are other concerns regarding xylose assimila-
tion in the central carbon metabolism, such as the reported inhibition by acetic acid [47].
Indeed, acetic acid was the major inhibitor of xylose fermentation for M. caribbica when
using hemicellulose hydrolysates (Figure 4). This organic acid can induce intracellular
acidification that increases the demand for ATP and impairs the metabolic flux through the
central metabolism [48]. The xylitol production by P. stipitis NCIM 3497 was also inhibited
in the presence of 3.7 g/L of acetic acid [42]. Tadioto et al. [22] also reported the impair-
ment of xylose consumption and xylitol production by M. caribbica from stalk-straw corn
hydrolysates that contained acetic acid above 3 g/L. In the present work, xylitol production
was impaired at lower concentration of 2.5 g/L of acetic acid in the bagasse hydrolysates.
In addition, we observed the production of xylitol to a yield of 0.3 g/ g in not-supplemented
hydrolysates after 75% removal of acetic acid with active coal. Nagarajan et al. [43] also
detoxified the hydrolysate with activated coal reducing from 9 g/L to 3 g/L the content of
acetic acid in the substrate and increasing xylitol yield from 0.49 g /g to 0.54 g /g together
with the increment of the yeast biomass formation. However, like many other reports in
the literature, the authors supplemented the detoxified hydrolysate with salts and yeast
extract, reaching higher yields and titers. Substrate supplementation always impose higher
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production costs, which are for many times impeditive for the production of commodities
like ethanol and low- to middle-add value products like xylitol. Here, although showing
lower yield, we used conditions that would be closer to the industrial process. Therefore, in
the case of the biorefinery concept, part of the bagasse could be treated more mildly to pro-
duce a hydrolysate with the appropriate proportion of xylose and glucose for the optimal
xylitol production, without the presence of acetic acid in the inhibitory concentration.

In conclusion, the results obtained in the present work showed the potential of
M. caribbica URM 8365 strain for 1stG and 2ndG ethanol and xylitol production using
industrial substrates: ethanol achieving more than 75% of fermentation efficiency for mo-
lasses, sugarcane juice and sugarcane and sorghum bagasse hydrolysates. The highest
concentration of ethanol of 50 g /L was obtained in the M3 medium, which is composed of
25% molasses and 75% of biomass hydrolysate. In this condition, devoid of nutritional sup-
plementation, there seems to present the best proportion and concentration of fermentable
carbohydrates. Moreover, unlike the fermentation tanks that will receive a stream of juice,
molasses or cellulose hydrolysate, the tanks for stream of hemicellulose hydrolysate must
ensure a minimum of aeration for conversion of xylose into ethanol and xylitol. More
studies are necessary to optimize the production process in order to integrate ethanol and
xylitol in the same industrial plant.
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