F
l l r—’ UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS- UFGD
FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS - FACET

( r ’ PROGRAMA DE DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

FISIOLOGIA DE 15 LEVEDURAS EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

Cinthia Aparecida de Andrade Silva
Doctor Scientiae

DOURADOS
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
2017



CINTHIA APARECIDA DE ANDRADE SILVA

FISIOLOGIA DE 15 LEVEDURAS EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

Tese apresentada a Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia e Biodiversidade, para obtencédo
do titulo de Doctor Scientiae.

DOURADOS
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
2017



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagéo (CIP).

S586f  Silva, Cinthia Aparecida de Andrade.
Fisiologia de 15 leveduras em diferentes condigdes de
cultivo. / Cinthia Aparecida de Andrade. — Dourados, MS :
UFGD, 2017.
148f.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Graciano Fonseca.
Tese (Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade) —
Universidade Federal da Grande Dourados.

1. Bioprospeccdo. 2. Leveduras isoladas. 3. Parametros
cinéticos. I. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central — UFGD.

©Todos os direitos reservados. Permitido a publicacéo parcial desde que citada a fonte.



MINISTERIO DA EDUCACAO

74 FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

# FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA

PROGRAMA DE DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE

Termo de Aprovagao

Apos apresentagdo, arguicao e apreciagdo pela banca examinadora, foi
emitido o parecer APROVADO, para a tese intitulada: “Fisiologia de 15
leveduras em diferentes condigdes de cultivo”, de autoria de Cinthia
Aparecida de Andrade Silva, apresentada ao Programa de Pds-graduagéo
em Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Federal da Grande
Dourados.

e Vasokotus
Prof. Dr. Gystavo Graciapt Fonseca

Presidente da banca ¢kaminadora

MARAAAE 700 A2 HAL,

Prof2. Dr?. Margareth Batistote
Membro Examinador (UEMS)
st T Buliis Ko
ku« MOA v@\w AN XJV\/('*L
Prof. Dr. Rodrigo Simées Ribeiro Leite
Membro Examinador (UFGD)

Prof. DW Fossa da Paz
Membro Examinador (UFGD)

c - aﬂ
Swilianat T eole
Profé. Dr?. Sandriane Pizato A

Membro Examinador (UEM)

Dourados/MS, 20 de junho de 2017.



“N&o é sobre chegar no topo do mundo e saber
que venceu.
E sobre escalar e sentir que o caminho te
fortaleceu”

Ana Vilela



A todos que contribuiram com essa importante fase da minha vida.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Antes de mais nada, aprendi que um doutorado ndo se constroi sozinha, é necessario

muitas “maos” para o sucesso dessa fase. Por isso, agradeco:
A Deus, por me dar saude fisica e mental para chegar até aqui.

A0s meus pais, que tiveram como objetivo educar as filhas para que tivessem oportunidades

que eles ndo tiveram. “Pai e mée vocés conseguiram...sou Dra!”

Ao orientador, Gustavo Graciano Fonseca, pelos anos de trabalho juntos, ensinamentos,

oportunidades e amizade.

Ao meu querido Anderson Luiz Back, pelo companheirismo, participacdo e incentivo em todas
as minhas (nossas) escolhas.

Marta Ligia, Pedro e Janaina, que mais que alunos de iniciacdo cientifica, se tornaram meus

grandes amigos. Sem vocés nada disso seria possivel.

A minha familia e amigos, pessoas muito importantes na minha caminhada, irmé&, avd, avos,

tios (as), primos (as) e sogra que me incentivam todos os dias.

Mariana, Maria Eugénia, Valkirea, Ligia e Janina pela amizade que comegou nos laboratorios
da UFGD e que se estende para a vida. Obrigada por serem tdo presentes nesses anos de

doutoramento.

Ao grupo de pesquisa Bioengenharia, por colaborar, apoiar, dialogar, rir e chorar em varios

momentos, tornando as extensas horas de laboratorio agradaveis.

A UFGD e ao Programa de Pos-graduacdo em Biotecnologia e Biodiversidade pela

oportunidade de formagéo.

A UEMS, em especial aos membros do Centro de Pesquisa em Recursos Naturais (CERNA),

gue permitiram adaptar a minha rotina trabalho para que pudesse realizar o doutorado.

Aos 6rgdos de financiamento, Capes, CNPq e Fundect.



NOMENCLATURA

TP T R UPR PR PRI acetato
ARA bbbt R ettt bbb b arabinose
AT P bbb adenosina trifosfato
(O N TSRO P PP UPRUPTUPRRUIN Catanduva - 1
(610 OO TPU PRSP UP PRSP dioxido de carbono
O I OSSR SUPRRSS Centro de Tecnologia Canavieira
D0ttt bbbt densidade Optica
0 TSRS derivada de substrato
0 | SO PRPRN derivada de tempo
1 USSP PP PRPRP etanol
R U ettt Rttt nhe e bt n e nae e enns frutose
AL . et galactose
SO S S S glicose
] | OSSPSR glicerol
o [ USSP acido cloridrico
S0 PSP OTRTPRTTR isolado
K Sttt constante de afinidade do substrato
LA C et bR Rt Rt bR Rt Rt R e e Rt e st e st et e be et b eneare s lactose
b logaritmo neperiano
[ TSP RTOPRURPRS massa celular seca
Y TSP P RO PR UPPUPRRUPPOTRPPRN Mato Grosso
VIS ettt bbbt n et ne e Mato Grosso do Sul
SRS gés nitrogénio
NADH. ..ot dinucledtido de nicotiamina e adenina
N 1 ] SRS hidréxido de sodio
DGttt ettt ettt ettt bRt R bRt bt et R e e bRt Re e nbe e re e n&o apresentou crescimento
0 RSP RTR néo determinado
TP TP T PP PR PPROPP produto
SRS PRPRPRPRIN concentragéo inicial do produto
P A e —————————— analise de componentes principais



P 2. e et — e et —a et —————— Pedra—2

PN ettt bbbt b et e e b e nne s produtividade de etanol
0] USROS potencial hidrogebnico
PINAXe 1141ttt ete et et ettt ettt b ettt b et b e bt eea et et neer et ne et s concentragdo méxima do produto
PPttt ettt ettt ettt e Ee R e e R e et et et ntentenreareare e produtividade de produto
P ettt bbb b e produtividade de biomassa
RECOL....ceiii e Rede Centro Oeste de Leveduras
RID ...ttt refratdbmetro diferencial
S T PP PP PP UPR TSRS substrato
Sttt ettt et re e reeneeneens concentragéo inicial do substrato
RSSO URPPORPTPPRTRPRN substrato residual
SUC ettt bR R Rt R et b e Rt Rt Rt R e Rt et et bbb b ne e succinato
D e tempo de duplicacéo
1 SRR acido trifluoroacético
LS SRRSO tempo final
LT P TP TSP ORI PR RPROPPRRPIN tempo inicial
L TS PP U PP PR PR PRO tempo de duplicagéo ou geragao
UHPLC....o e cromatografia liquida de alta performance
Y AC/S e ereereeneereenteste st sttt sttt nre s fator de conversdo de substrato em acetato
Y GHi/Su et vetteentenneenteentesite st ettt sttt ettt st fator de conversdo de substrato em glicerol
Y Et/S . cteenreereeeteete et e ete et e e te et e ebeebe st esbeeeaeeraesbeebeenaeereas fator de converséo de substrato em etanol
Y P/S ettt ettt ettt fator de converséo de substrato a produtos
Y SUC/S e teenteeiee st et ettt ettt fator de conversdo de substrato em succinato
Y XUSutteetttente ettt ettt bbbt fator de converséo de substrato a células
DGOSR PRPPPRPPO concentragéo celular/biomassa
K ittt ettt ettt et te Rt R e e R e et et et e nreereereeneeneens concentragéo celular inicial
DK+ttt ettt etttk et s e bttt h e bbbt b e bbb R bt nn e re e concentracdo celular maxima
D (SRR OR xilose
LT TSP P U P PRSPPI velocidade especifica
LLMEX- 4+ e resreereereesaeseessaneeneesee s eaesresaesresresnearaas velocidade especifica de crescimento méaxima
LS.ttt ettt velocidade especifica de consumo de substrato

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Cinéticas de crescimento, formacdo de metabdlitos e consumo de substrato durante
cultivos utilizando frutose (10 g L™*) como fonte de carbono, em aerobiose. ...............cc.c....... 52
Figura 4.1. Andlise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em glicose de
S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em
planos formados por eiX0S de PCL € PC2. .......coveiiie ettt 77
Figura 4.2. Analise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em frutose de
S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em
planos formados Por €iX0S de PCL € PC2. ......cooiiieiieieie e 79
Figura 4.3. Anélise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em sacarose de
S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em
planos formados por eiX0S de PCL € PC2. ..ot 81
Figura 4.4. Andlise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em glicose,
frutose e sacarose de S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido

Centro-Oeste, em planos formados por eixos do PCL e PC2........ccccceveiieveiiicieece e 82

Vi


file:///C:/Users/CINTHIA/Desktop/Tese/Defesa%20doc/Tese%20final_Cinthia_GGF%20-%20versão%20corrigida.docx%23_Toc487017161
file:///C:/Users/CINTHIA/Desktop/Tese/Defesa%20doc/Tese%20final_Cinthia_GGF%20-%20versão%20corrigida.docx%23_Toc487017161

LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato glicose em
diferentes concentracdes e diferentes condicGes de cultivos (temperatura e aeragéo)............. 14
Tabela 2.2. Pardmetros cineticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato glicose
em diferentes concentracdes e diferentes condicGes de cultivos (temperatura e aeragéo). ...... 18
Tabela 2.3. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato frutose em
diferentes concentracdes e diferentes condicGes de cultivos (temperatura e aeragéo)............. 21
Tabela 2.4. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com substrato frutose
em diferentes concentragdes e diferentes condigdes de cultivos (temperatura e aeracdo). ...... 22
Tabela 2.5. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato sacarose em
diferentes concentracdes e diferentes condicGes de cultivos (temperatura e aeragdo)............. 23
Tabela 2.6. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com substrato sacarose
em diferentes concentragdes e diferentes condicdes de cultivos (temperatura e aeragao). ...... 24
Tabela 2.7. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato arabinose,
galactose, lactose, maltose, manose e xilose, em diferentes concentracdes e diferentes condicdes
de cultivos (temMpPeratura € @BIaGa0). .........ccueieerreerieiieieeireseesteetesreesteeresreestesbesreesteeneesreeseans 25
Tabela 2.8. Pardmetros cinéticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato
arabinose, celobiose, galactose, lactose, maltose, rafinose e xilose em diferentes concentractes
e diferentes condicdes de cultivos (temperatura € @eraGan). ........ccvvevveerveieerreeieeseeseeieesreenneans 27
Tabela 2.9. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com combinacdo de
substrato em diferentes concentracdes e diferentes condi¢cdes de cultivos (temperatura e
TC] 21010 ) 1R TSP PSP U TP PSPPI 29
Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacgédo de
substrato em diferentes concentracdes e diferentes condicdes de cultivos (temperatura e
ETC] 21010 ) 1R TSP U PP PRPRRPO 30
Tabela 3.1. Pardmetros cinéticos dos cultivos, utilizando frutose como fonte de carbono com

diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste e com S. cerevisiae CAT-1, em aerobiose.

Tabela 4.1. Parametros cinéticos dos cultivos realizado com glicose como fonte de carbono
com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condicdes

08 ANABTODIOSE. ...eeeeeeeieeee ettt ettt et e ettt ee et et et ee et eeeeee e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeenneees 65

viii



Tabela 4.2. Balanco de carbono (g L) e recuperagdo de carbono (%) com diferentes leveduras
isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condi¢des de anaerobiose,
utilizando glicose COMO SUDSLIALO. ......ccveiieiieiicic e 66
Tabela 4.3. Pardmetros cinéticos dos cultivos realizado com frutose como fonte de carbono
com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condicdes
08 ANABTODIOSE. ...ttt bbbttt b bbbttt 68
Tabela 4.4. Balanco de carbono (g L) e recuperagio de carbono (%) com diferentes leveduras
isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condi¢des de anaerobiose,
utilizando frutoSe COMO SUDSTIALO. ......cc.eiieiieiiiie e e 69
Tabela 4.5. Pardmetros cinéticos dos cultivos realizado com sacarose como fonte de carbono
com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condicdes
(0L RE T Lo (] o] [0TSRSO PRSPPI 71
Tabela 4.6. Balanco de carbono (g L) e recuperagdo de carbono (%) com diferentes leveduras
isoladas da Regido Centro-Oeste e com S. cerevisiae CAT-1, em condi¢Oes de anaerobiose,
utilizando SacaroSe COMO SUDSIIALO. ........cuerviiiiriiieieie ettt et 72
Tabela 4.7. Carga das variaveis baseadas em correlagcdes, para os dois principais componentes
(PCL € PC2) €M GIICOSE. ..ottt bbbt 76
Tabela 4.8. Carga das variaveis baseadas em correlagdes, para 0os dois componentes principais
(PCL @ PC2) €M FrULOSE. ...cveeeiecticcie ettt ettt et et te e e eraesreeneenes 78
Tabela 4.9. Carga das variaveis baseadas em correlagdes, para 0s dois componentes principais
(PCL € PC2) EIM SACAIDSE. .....eveeueeneestestesteatesieaseeseestesesse st e st b et seebe e e s et et e b et e sbe s bt beeneennennes 80
Tabela 4.10. Carga das varidveis baseadas em correlagdes, para os dois componentes principais

(PC1 e PC2) em glicose, frULOSE € SACAIOSE. ......c.eeiveiieirieiecriecteesteeie s e sre et sre e 82



s
K= Hmax 3776

Hs = Yx/s
X-Xi
Y -
X8 Si—S
P— P;
Y = —
P/S S—s

In Xi: = Umax (t - tl)

X
In 2 X_l = HUmax tg

LISTA DE EQUACOES

Equacéo 2.1

Equacéo 2.2

Equacéo 2.3; Equacéo 3.1; Equacdo 4.1

Equacdo 2.4

Equagéo 2.5

Equacéo 2.6

Equacéo 2.7

Equacdo 2.8; Equacéo 3.3; Equacdo 4.3

Equacéo 2.9

Equacéo 3.2; Equagéo 4.2



RESUMO

SILVA, Cinthia Aparecida de Andrade, Dra, Universidade Federal da Grande Dourados, junho
de 2017. Fisiologia de 15 leveduras em diferentes condi¢des de cultivo. Orientador:
Gustavo Graciano Fonseca.

A bioprospeccao de novas cepas de leveduras € importante devido a grande biodiversidade
existente na natureza e ainda pouco explorada. A regido Centro-Oeste devido as suas
caracteristicas ambientais sdo favoraveis a presenca de microrganismos, como as leveduras,
sendo um ambiente propicio para a bioprospec¢do de novas linhagens. Além disso, a regido
possui varias usinas e destilarias, no qual durante o processo fermentativo estdo presentes varias
cepas de leveduras selvagens. O estudo fisiologico de novas cepas se torna importante para o
estabelecimento de novas plataformas microbianas com diferentes aplicacGes biotecnoldgicas.
No primeiro capitulo € apresentado uma introducéo geral sobre o trabalho. No segundo capitulo
¢ feita uma revisdo da utilizacdo dos parametros cinéticos como ferramenta para estudos
fisiologicos em leveduras. No terceiro capitulo, foi avaliada a fisiologia de Saccharomyces
cerevisiae CAT-1, 3 leveduras isoladas de usina de acucar e alcool e 11 leveduras isoladas de
frutos da Regido Centro-Oeste, utilizando-se frutose (10 g L) como Unica fonte de carbono,
em aerobiose. As linhagens que apresentaram maior velocidade especifica de crescimento
maxima (Umax) foram a isoladas de mosto (valores entre 0,47 e 0,49 h). Entre as linhagens
isoladas de frutos, Candida parapsilosis Recol 29 apresentou pmax superior (0,44 h). S.
cerevisiae CAT-1 (3,02 h'l), S. cerevisiae BB9 (3,01 h!) e Candida glabrata Recol 41 (2,52 hr
1y se destacaram em termos de ps. C. parapsilosis Recol 29 e Rhodotorula mucilaginosa Recol
03 foram as que apresentaram maior Yxss. A analise de Ypss indicou que C. glabrata Recol 10
e S. cerevisiae BB9 se destacaram (0,44 e 0,41 gEth gS™, respectivamente). Por fim, no quarto
capitulo foi analisado a fisiologia de S. cerevisiae CAT-1 e de outras 13 leveduras isoladas da
Regido Centro-Oeste, por meio de parametros cinéticos obtidos a partir de cultivos com 3
diferentes fontes Unicas de carbono (glicose, frutose ou sacarose), em condicGes de anaerobiose.
Em glicose, S. cerevisiae CAT-1 se destacou, pois apresentou 0s maiores valores de pmax (0,35
h), us (3,06 hl) e Pern (0,69 gEth Lt h!). Candida glabrata Recol 43 e C. glabrata Recol 10
se destacaram pelo rapido consumo de substrato, formacdo de etanol e biomassa. Meyerozyma
guilliermondii Recol 09, Candida parapsilosis Recol 12, Candida parapsilosis Recol 37 e
Isolado Recol 42 apresentaram maiores tempo de cultivo. Assim como em glicose, S. cerevisiae
CAT-1 se sobressaiu em relacdo as demais linhagens em frutose, com valores superiores de
Hmax (0,25 h™%), us (2,24 h't) e Pem (0,60 gEth L™t h't). M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis
Recol 37 e Isolado Recol 42 apresentaram cultivos com mais de 30 h e substrato residual. Em
sacarose, apenas S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e Pichia kudriavzevii Recol 39 foram
capazes de consumir todo o substrato apresentando Pewm de 0,72, 0,51 e 0,44 gEth Lt h?,
respectivamente. Observou-se nos experimentos que frutose é um substrato interessante, pois
em anaerobiose as linhagens apresentaram maior formacdo de etanol nesse substrato. Alem
disso, diferentes linhagens apresentaram potencial biotecnol6gico

Palavras-chave: Bioprospeccdo; Leveduras isoladas; Pardmetros cinéticos.
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ABSTRACT

SILVA, Cinthia Aparecida de Andrade, Dra, Federal University of Grande Dourados, june,
2017. Physiology of 15 yeasts in different culture conditions. Adviser: Gustavo Graciano
Fonseca.

Bioprospecting of new strains of yeasts is important because of the great biodiversity that exists
in nature and still little explored. Brazilian Midwest Region due to its environmental
characteristics are favorable to the presence of microorganisms, such as yeasts, being an
environment conducive to the bioprospecting of new strains. In addition, the region has several
plants and distilleries, in which during the fermentation process several of wild yeasts are
present. The physiological study of new strains becomes important for the establishment of new
microbial platforms with different biotechnological applications. The first chapter presents a
general introduction about the work. The second chapter is a reviews the use of kinetic
parameters as a tool for physiological studies in yeast. In the third chapter, the physiology of
Saccharomyces cerevisiae CAT-1, 3 yeasts isolated from sugar and alcohol plants and 11 yeasts
isolated from fruits of the Brazilian Cerrado were evaluated using fructose (10 g L™) as the sole
source of carbon, in aerobiosis. The strains that showed the highest specific maximum growth
rate (umax) Were isolated from must (values between 0.47 and 0.49 h™). Among the isolated
strains of fruits, Candida parapsilosis Recol 29 presented higher pmax (0.44 h). S. cerevisiae
CAT-1 (3.02 h'}), S. cerevisiae BB9 (3.01 h) and Candida glabrata Recol 41 (2.52 h!) stood
out in terms of us. C. parapsilosis Recol 29 and Rhodotorula mucilaginosa Recol 03 were those
that presented higher Yxss. Ypis analysis indicated that C. glabrata Recol 10 and S. cerevisiae
BB9 stood out (0.44 and 0.41 gEth gS™, respectively). Finally, in the fourth chapter the
physiology of S. cerevisiae CAT-1 and other 13 yeasts isolated from the Brazilian Cerrado were
analyzed using kinetic parameters obtained from cultures with 3 different single sources of
carbon (glucose, fructose or sucrose) under anaerobic conditions. In glucose, S. cerevisiae
CAT-1 showed the highest values of pmax (0.35 ht), us (3.06 ht) and Pewn (0.69 gEth L hl).
Candida glabrata Recol 43 and C. glabrata Recol 10 were distinguished by the rapid
consumption of substrate, formation of ethanol and biomass. Meyerozyma guilliermondii Recol
09, Candida parapsilosis Recol 12, Candida parapsilosis Recol 37 and Isolate Recol 42 showed
longer culture time. As in glucose, S. cerevisiae CAT-1 was superior to the other fructose
strains, with values higher than pmax (0.25 h), us (2.24 h') and Pen (0.60 gEth Lt h't). M.
guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 37 and Isolate Recol 42 presented cultures with
more than 30 h and residual substrate. In sucrose, only S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9
and Pichia kudriavzevii Recol 39 were able to consume the entire substrate presenting Pew of
0.72, 0.51 and 0.44 gEth L™ h%, respectively. It was observed in the experiments that fructose
is an interesting substrate, because in anaerobiosis the yeasts showed higher ethanol formation
in this substrate. In addition, different strains showed biotechnological potential.

Keywords: Bioprospecting; Yeasts isolated; Kinetic parameters.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Esta tese apresenta as atividades realizadas pela aluna Cinthia Aparecida de Andrade
Silva durante o seu doutoramento pelo Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia e
Biodiversidade da Rede Pro-Centro-Oeste na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), iniciado em outubro de 2013.

A definicdo do projeto de tese surgiu a partir do projeto de pesquisa, aprovado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), intitulado
“Avaliacdo do potencial biotecnologico de diferentes leveduras isoladas na Regido Centro-
Oeste, visando a produgdo de etanol, através de uma abordagem sistémica” (Edital
MCT/CNPg/CT-BIOTEC/Rede Nacional de Pesquisa em Leveduras N° 27/2010), com o
objetivo de isolar e avaliar o potencial biotecnologico de diferentes linhagens de leveduras da
Regido Centro-Oeste Brasileira, visando a producdo de etanol, tendo como referéncia as
principais leveduras industriais e de laboratorio.

Juntamente com esse projeto foi criada a Rede Centro Oeste de leveduras (Recol), com
0 objetivo de atender a esse projeto. A Recol conta com diversas instituicdes: Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS),
Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCDB), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), Usina S&o Fernando de Aclcar e Alcool (USFAA) e
Associacdo de Produtores de Bioenergia do Mato Grosso do Sul (BIOSUL).

O desenvolvimento do projeto deu-se a partir do isolamento de cepas de leveduras
provenientes de frutos e cama de frango (Stefanello, 2010), isolamento de cepas do mosto da
usina de acucar e alcool do municipio de Barra do Bugres — MT (Silva et al., 2011) e com a
linhagem industrial Saccharomyces cerevisiae CAT-1 cedida pela Usina Sdo Fernando de
Acucar e Alcool — Dourados/MS.

Posteriormente, no grupo de Bioengenharia da UFGD, foram estudadas 52 linhagens de
leveduras: 46 isolados bioprospectados de frutos, 2 de cama de frango, 3 isoladas da Usina
Barralcool do municipio de Barra do Bugres - MT e a levedura industrial S. cerevisiae CAT-1,
quanto a assimilacdo e fermentacdo em diferentes substratos (Camargo, 2013). A partir dos
resultados desse estudo foram selecionadas 15 linhagens por apresentarem perfis fermentativos

viaveis para estudos cinéticos.



Assim, Camargo (2013) realizou estudo de parametros cinéticos para as linhagens BB1,
BB2, BB9, Recol 03, Recol 09, Recol 10, Recol 12, Recol 29, Recol 37, Recol 39, Recol 41,
Recol 42, Recol 43, Recol 44 e S. cerevisiae CAT-1, com as fontes de carbono glicose e
sacarose em condicOes de aerobiose.

Portanto, para uma melhor compreenséo da fisiologia dessas linhagens, observou-se a
necessidade de estudo em substrato frutose, como unica fonte de carbono, em condicdes de
aerobiose (Capitulo 3), j& que no setor sucroalcooleiro, a matéria-prima utilizada é a cana-de-
acucar, rica em sacarose, um dissacarideo ndo redutor formado pelas moléculas de glicose e
frutose, unidas através da ligacdo glicosidica (Stambuk et al., 2000). Em seguida, realizaram-
se cultivos, em condi¢des de anaerobiose, nos trés acucares previamente estudados (glicose,

frutose e sacarose, como Unica fonte de carbono), em anaerobiose (Capitulo 4).

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

A partir desta Introducdo Geral (Capitulo 1), o trabalho foi organizado da seguinte
forma:

Capitulo 2: Pardmetros cinéticos como ferramenta para estudos fisiol6gicos em
leveduras: Uma reviséo;

Capitulo 3: Fisiologia de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e de outras 14 leveduras,
isoladas da Regido Centro-Oeste, tendo frutose como fonte Unica de carbono em aerobiose;

Capitulo 4: Fisiologia de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e de outras 13 leveduras,
isoladas da Regido Centro-Oeste, em cultivos com diferentes aglicares em anaerobiose;

Na sequéncia apresentam-se a Conclusdo Geral, Apéndices e Anexos.

1.3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

e Objetivo Geral: Avaliar a fisiologia de 15 leveduras em diferentes condi¢des de cultivo

a partir de pardmetros cinéticos.



e Artigol: Compilar e sistematizar informacGes sobre os principais parametros cinéticos
de cultivos descontinuos com diferentes fontes de carbono (agUcares e suas
combinag@es), além de avaliar e explicar esses pardmetros nos cultivos com leveduras
em diferentes condicdes (Capitulo 2).

e Artigo 2: Avaliar a fisiologia de 15 diferentes leveduras cultivadas em meio mineral
contendo frutose como unica fonte de carbono, em aerobiose, através de seus
parametros cinéticos e producdo de metabdlitos (Capitulo 3).

e Artigo 3: Estudar a fisiologia de S. cerevisiae CAT-1 e de 13 leveduras isoladas da
Regido Centro-Oeste, por meio de parametros cinéticos obtidos em cultivos com 3
diferentes fontes Unicas de carbono (glicose, frutose e sacarose), em condic¢Bes de
anaerobiose (Capitulo 4).
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2 PARAMETROS CINETICOS COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS
FISIOLOGICOS EM LEVEDURAS: UMA REVISAO

RESUMO: Parametros cinéticos de cultivos sao utilizados em estudos com diversos objetivos.
A analise de parametros cinéticos é uma ferramenta matematica simples, que ndo requer
infraestrutura analitica complexa para sua execuc¢do, gerando informacGes répidas acerca do
comportamento de microrganismos. Entre os principais parametros cineticos estdo: velocidade
especifica de consumo de substrato (ls), velocidade especifica de crescimento maxima (max),
tempo de duplicacdo (TD), fator de conversédo de substrato a células (Yxss), fator de conversao
de substrato a produtos (Yrss), além de dados de produtividade de biomassa (Px) e de produto
(Pp), e.g. etanol (Pewm). Assim, parametros cinéticos em cultivos de leveduras com agucares
como fonte de carbono e diferentes condigdes de cultivo foram compilados da literatura, com
0 objetivo de sistematizar informacdes sobre 0s principais parametros cinéticos de cultivos
descontinuos com diferentes fontes de carbono (aglcares e suas combinagdes), além de avaliar
e explicar esses parametros em diferentes condicGes de cultivos com leveduras.

Palavras-chave: Acucares; Crescimento; Cultivos descontinuos.

2.1 INTRODUCAO

A compreensdo acerca da fisiologia e metabolismo de leveduras é importante, pois com
isso, pode-se direciona-las para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas. A analise de fluxos
metabdlicos e estudos de pardmetros cinéticos sdo técnicas para estudar o comportamento das
leveduras em diferentes substratos e condicdes de cultivo.

A andlise de fluxos metabdlicos € um método utilizado para anlise de células em
diferentes ambientes, porém essa andlise requer o conhecimento da composicdo da biomassa
celular, um modelo estequiométrico para o metabolismo central de carbono, além de técnicas
mais elaboradas (Stephanopoulos, 1999).

Por outro lado, a determinacdo de parametros cinéticos é uma ferramenta matematica
simples que permite obter uma resposta rapida do comportamento das leveduras em diferentes
condigdes de cultivo, gerando informacdes a respeito da fisiologia e metabolismo, sem requerer
infraestrutura analitica complexa. O conhecimento dos parametros cinéticos é importante para
a modelagem de um processo bioquimico. Através do estudo desses parametros pode-se inferir,
a velocidade de utilizagdo de substratos, crescimento da biomassa (Santos e Ishii, 2011) e o
destino de compostos organicos (Grady Janior et al., 1996). Além disso, a partir das respostas

desses parametros, pode-se escolher quais estudos mais especificos devem ser realizados para



determinado objetivo, e.g. escolha de linhagens e possibilidade de ampliacdo de escalas
laboratoriais para escala industriais.

Com isso, objetivou-se com este trabalho compilar e sistematizar informac6es sobre 0s
principais pardmetros cinéticos de cultivos descontinuos com diferentes fontes de carbono
(acucares e suas combinac@es), além de avaliar e explicar esses pardmetros nos cultivos com

leveduras em diferentes condicdes.

2.2 PARAMETROS CINETICOS

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste na analise da evolucdo de
valores de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em funcdo do tempo de fermentagéo
(Hiss, 2001). A cinética de crescimento microbiano, caracteriza-se pela relacdo entre a
velocidade especifica de crescimento de uma populacdo microbiana e as concentracdes de
substrato (Kovérova-Kovar e Egli, 1998).

Um dos primeiros modelos matematicos foi proposto por Jacques Monod em 1942
(Kono, 1968). A cinética de crescimento microbiano proposto por Monod introduzia o conceito
do substrato como controle de crescimento (fator limitante) (Okpokwasili e Nweke, 2005). O
modelo de Monod relaciona a velocidade de crescimento com a concentragdo de um unico
substrato como controle de crescimento por meio de dois pardmetros, a velocidade especifica
de crescimento maxima (umax) € a constante de afinidade do substrato (Ks) (Kovarova-Kovar e
Egli, 1998; Martin-Pascual et al., 2012).

A equacdo proposta por Monod (Equacdo 2.1) foi utilizada para explicar a relacéo entre
a concentracdo do substrato (S) limitante no meio, com a velocidade especifica (u) de

reproducdo do microrganismo (Hiss, 2001):

S ~
K= Hmax 1~ Equacéo 2.1

No qual: p=velocidade especifica de crescimento; umax = velocidade especifica de crescimento
méxima; S = substrato; Ks = constante de afinidade do substrato.

O entendimento do crescimento microbiano e da cinética de utilizacdo de substrato e
formagéo de produtos € importante para a previsdo do destino dos compostos organicos em

ambientes naturais e modificados (Grady Janior et al., 1996). Informac6es sobre a cinética do
5



processo de fermentacéo podem indicar melhorias do desempenho do processo (Gaden Junior,
1959). Além disso, sem o conhecimento da cinética é inviavel a transposicdo de um
experimento de laboratorio para a escala industrial, com os estudos cinéticos € possivel a
comparacgdo quantitativa entre diferentes condigdes de cultivo por intermédio dos pardmetros
cinéticos, como velocidades de transformacdo e fatores de conversdo obtidos por meio de
curvas de ajustes (Hiss, 2001).

Entre as velocidades de transformacédo esta a velocidade especifica de consumo de
substrato (us) (Equacédo 2.2) (Martin-Pascual et al., 2012). A velocidade especifica de consumo

de substrato também pode ser calculada pela Equacéo 2.3 (Fonseca et al., 2013).
Us = %(— —) Equacéo 2.2

s - %/S Equagio 2.3

No qual: pus = velocidade especifica de consumo de substrato; X = concentracgdo celular; dS =
derivada de substrato; dt = derivada de tempo; pmax = velocidade especifica de crescimento
maxima; Yxs = fator de conversédo de substrato a células.

Os rendimentos séo calculados com base no consumo de um substrato para a formacao
de algum produto, sendo esses os fatores de conversdo. Os fatores de conversdo mais utilizados
sdo os fatores de conversdo de substrato a células (Yxss) e substrato a produto (Yrss) (Equacdo
2.4 e 2.5). O rendimento do crescimento microbiano é definido como o aumento na biomassa
(X) que resulta da utilizacdo do substrato (S) (Martin-Pascual et al., 2012), assim também para

a formacéo do produto, pois o rendimento é medido pelo consumo do substrato.

Yxs = % Equacéo 2.4
Yrs = % Equacéo 2.5

No qual: Yxs = fator de converséo de substrato a células; X = concentracdo celular final; X; =
concentragéo celular inicial; Ypss = fator de converséo de substrato a produto; P = concentragao
final do produto; P; = concentracéo inicial do produto; Si = concentragdo inicial do substrato; S
= concentracdo final do substrato.



Yxss foi originalmente definido por Monod tendo sido Gtil em andlises de alguns
processos como producdo de proteinas unicelulares a partir de carboidratos ou hidrocarbonetos
(Hiss, 2001).

O crescimento microbiano em cultivos descontinuos é caracterizado pelas fases lag,
exponencial, estacionaria e morte (Monod, 1959; Wang e Buchanana, 2016). E durante a fase
exponencial que a velocidade especifica de crescimento € constante e maxima (Equacéo 2.6)
(Hiss, 2001).

N2 = s (£ — 1) Equago 2.6

No qual: In = logaritmo neperiano; X = concentracdo celular final; X; = concentracdo celular
inicial; umax = velocidade especifica de crescimento maxima; t = tempo final da fase
exponencial; ti = tempo inicial da fase exponencial.

Ao lado da pmax, a fase exponencial também é caracterizada pelo tempo de duplicacdo
ou geracdo (tg) que é o intervalo de tempo necessario para dobrar o valor da constante celular
(Equacéo 2.7) (Hiss, 2001).

In 2 Xi = Umax tg Equacédo 2.7

No qual: In = logaritmo neperiano; X = concentracdo celular final; X; = concentracdo celular
inicial; umax = velocidade especifica de crescimento maxima; ty = tempo de duplicagéo.

A estimativa dos parametros de crescimento microbiano, em particular a velocidade
especifica de crescimento maxima, € essencial em muitas areas da microbiologia, e.g. para
caracterizar os efeitos de antimicrobianos, otimizar os meios microbianos e desenvolver
modelos cinéticos de utilizacdo em alimentos e nas tecnologias de fermentagdo (Esener et al.,
1981; Dalgaard e Koutsoumanis, 2001).

Os primeiros parametros de importancia comercial foram os rendimentos do produto
final e as conversdes de substrato, porém, a medida que a tecnologia se desenvolveu, foi dada
maior atencdo aos fatores que levam tempo em consideracdo, como produtividade, que é
definida como a concentragéo do produto final dividida pelo tempo (Gaden Junior, 1959). A

produtividade avalia o desempenho de um processo fermentativo, esta pode ser aplicada a



produtividade de biomassa (Equacao 2.8) e também produtividade de produtos (Equacéo 2.9)
(Ribeiro e Horii, 1999).

Px = ' Equacéo 2.8

Equacéo 2.9

No qual: Px = produtividade de biomassa; Xmax = concentragdo celular maxima; Xi =
concentracdo celular inicial; t = tempo final de concentragdo maxima; Pp = produtividade de
produto; Pmax = concentracdo maxima do produto; P; = concentracdo inicial do produto.

2.3 PARAMETROS CINETICOS DE DIFERENTES LINHAGENS EM DIFERENTES
SUBSTRATOS

Os principais parametros cinéticos de cultivos descontinuos (i. e. sistemas fechados
inoculados com um volume de microrganismos e quantidade de substrato limitado) foram
compilados da literatura a fim de exemplificar sua aplicacdo, a partir de estudos com diferentes
objetivos, e.g. compreensédo da fisiologia, metabolismo, transporte de carboidratos, efeitos de
mutacBes, além de producdo de enzimas, piruvato, proteinas e outros. Assim, dados de
concentracdo de substrato (S), velocidade especifica de crescimento maxima (umax), fator de
conversdo de substrato a células (Yxss), velocidade especifica de consumo de substrato (us),
fator de converséo de substrato a produto (Yrss) para diversas linhagens de leveduras cultivadas
em diferentes condicdes de cultivo séo apresentados nas Tabelas 2.1 a 2.10.

A Tabela 2.1 apresenta os parametros cinéticos de linhagens do género Saccharomyces
utilizando glicose como fonte Unica de carbono em diferentes concentracdes, temperatura e
cultivos em aerobiose, oxigénio limitado e anaerobiose.

Grande parte dos estudos realizados com Saccharomyces cerevisiae ocorrem entre 30 e
37°C, porém S. cerevisiae CCTCC M20122 foi estudada a 15°C, com alta concentracao de
glicose (85 g L), em aerobiose (Wang et al., 2004), e nessas condicdes essa linhagem
apresentou 0 menor imax 0,09 h™! (Tabela 2.1). O mesmo foi observado com o substrato frutose
(91,1 g L) pmax 0,08 ht (Tabela 2.3) e sacarose (96,6 g L) pumax 0,08 h™t (Tabela 2.5), indicando

gue essa temperatura nao € ideal para crescimento dessa linhagem. Outrossim observou-se para



S. cerevisiae CEN.PK113-7D em anaerobiose a 5, 10, 15 e 18,5°C, cujos valores de pimax Obtidos
foram de 0,008, 0,003, 0,006 e 0,11 h™, respectivamente (Tabela 2.1) (Zakhartsev et al., 2015).

A temperatura 6tima de crescimento do género Saccharomyces foi reportada como
aproximadamente entre 30 e 33°C (Salvado et al., 2011). Em temperaturas sub6timas e supra
6timas ocorre declinio da velocidade de crescimento, resultando diminuigdo de Yx/s (Van Uden
e Madeira-Lopes, 1976; Zakhartsev et al., 2015).

Outro fator que pode influenciar no crescimento de leveduras é a concentracdo de
substrato, pois em concentracOes altas de glicose, pode ocorrer e.g. inibicdo do consumo (Wang
et al., 2004) devido a repressédo catabdlica (Erasmus et al., 2003).

Para S. cerevisiae CAT-1 foram apresentados estudos a 30 e 37°C em aerobiose com 10
e 20 g L de glicose (Della-Bianca e Gombert, 2013; Nascimento, 2016), nessas condigGes,
essa linhagem apresentou maiores pimax € ps @ 37°C, porém menor taxa de formacéo de produtos,
Yxise Yets (Tabela 2.1). Quando comparados dados em relacdo a concentracdo de substrato
10 e 20 g L observa-se que a concentracéo de glicose 10 g L™ é favoravel ao crescimento dessa
linhgem, pois apresenta maiores pmax ¢ ps (Tabela 2.1).

A diminuicdo nas taxas de formacao a 37°C pode estar relacionada ao estresse téermico,
mesmo um pequeno estresse térmico pode afetar a producdo de biomassa (Mensonides et al.,
2002), isso porque é necessario mais carbono do substrato para neutralizar os efeitos do estresse
(Della-Bianca e Gombert, 2013).

S. bayanus var. uvarum P3 também foi avaliada em substrato glicose (50 g L) em
condigdes de aerobiose, com variagdes de temperatura entre 21,5 e 35°C (Serra et al., 2005). A
30°C observou-se melhor adaptacéo da linhagem ao substrato, pois obteve-se pimaxde 0,48 ht.
A 21,5°C obteve-se desempenho menos favoravel, com pmax de 0,27 h%. Isto provavelmente
ocorre pelo fato de S. bayanus estar presente em habitats fermentativos e selvagens (Naumova
et al., 2000; Salvado et al., 2011), cujas temperaturas estdo na faixa de 28 a 32°C.

Outra espécie de Saccharomyces apresentada na Tabela 2.1 é a S. kluyveri, linhagens
Y708 e Y709 (Mgller et al., 2001; Magller et al., 2002). Apesar de pertencerem ao género
Saccharomyces, essas linhagens mostraram comportamento bastante diferente das linhagens de
S. cerevisiae, pois apresentaram maiores valores de Yxs 0,29 e 0,27 gMCS gS™ e baixas taxas
de Yews 0,08 e 0,11 gEth gS?, respectivamente (Tabela 2.1; Apéndice 1). Isso acontece por

essa linhagem ter um comportamento mais respiratério (Mgller et al., 2001; Fonseca et al.,



2007), enquanto S. cerevisiae apresenta comportamento respiro-fermentativas (Otterstedt et al.,
2004; Fonseca et al., 2007) nessas condigdes.

Ainda em substrato glicose, Kluyveromyces lactis CBS 2359 foi estudada a 30 e 37°C
(Rocha et al., 2011) em aerobiose. Para essa linhagem ndo foi observado crescimento a 37°C
(Tabela 2.2), inclusive em sacarose (Tabela 2.6) e lactose (Tabela 2.8) nas mesmas condigdes
de cultivo, indicando que essa temperatura ndo foi adequada para o crescimento dessa linhagem.

Kluyveromyces marxianus foi estudada por varios autores com substrato glicose (Tabela
2.2). Uma caracteristica dessa espécie sdo as taxas de Y x;s mais elevadas, acima de 0,40 gMCS
gS* (Apéndice 2), que indicam uma alta conversdo de substrato a biomassa (Kiers et al., 1998;
Bellaver et al., 2004). K. marxianus quando avaliada com 120 g L de glicose apresentou
menores umax, entre 0,09 e 0,13 h! (Le et al., 2013), quando comparada com estudos utilizando
10 e 20 g L*!, mostrando umaxacima de 0,36 ht.

Em cultivos com oxigénio limitado, Pichia kudriavzevii se destacou das demais
leveduras, pois obteve valor de pmax de 0,65 h™! (Xiao et al., 2014), bastante superior ao das
outras espécies avaliadas nessa condicdo (Tabela 2.2). P. krudiazvezii apresenta tempos de
duplicacdo rapidos, sendo considerada tolerante a multi-estresse (Dhaliwal et al., 2011), além
de possuir habilidade de fermentagéo (Kitagawa et al., 2010).

Candida shehatae CBS 2779 foi avaliada em aerobiose, oxigénio limitado e anaerobiose
a30°C e 40 g L de glicose (Lighelm et al., 1988). Os resultados apresentados pelos autores
indicam diminuigdo nos valores de pumax, Yxs € ps, além de aumento de Yews conforme ocorre
a reducio da concentracdo de oxigénio. Em aerobiose com valores de pmax = 0,17 ht, Yxs =
0,21 gMCS ¢S, us=0,80 h! e Yems = 0,33 gEth gS™. Oxigénio limitado, pmax= 0,02 %, Yxis
= 0,06 gMCS gS™, ps = 0,66 h* e Yews = 0,42 gEth gS™. E anaerobiose com pimax = 0,005 h?,
Yxis=0,01 gMCS gS?, ps = 0,31 h' e Yems = 0,44 gEth gS™ (Tabela 2.2). Isso € caracteristico
de cultivos em anaerobiose, no qual rendimentos de biomassa sdo menores do que em cultivos
aerdbicos (Kiers et al., 1998).

As Tabelas 2.3 e 2.4 apresentam parametros cinéticos com substrato frutose. Os estudos
em frutose sao bem escassos na literatura. Nesse substrato destacou-se a linhagem S. cerevisiae
PTCC24860 (Shafaghat et al., 2009), com Yeus 0,81 gEth gS™ (Tabela 2.3), essa linhagem
também se destacou no substrato glicose Yews 0,66 gEth gS (Tabela 2.1) e sacarose Yeis 0,58
gEth gS* (Tabela 2.5). A maior formag&o de etanol com substrato frutose pode estar ligada as

vias de transporte e entrada deste na via glicolitica (Berthels et al., 2004), isso porque ha duas
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maneiras de entrada de frutose nessa via. Na primeira, a frutose é fosforilada pela enzima
frutoquinase, gerando frutose-1-fosfato que entdo € quebrada em duas gerando diidroxiacetona-
fosfato e gliceraldeido. O gliceraldeido é fosforilado pela enzima triosequinase formando
gliceraldeido-3-fosfato se encaixando desta forma na via glicolitica, gastando 2 ATP. A
segunda maneira é quando a frutose, pela agdo da hexoquinase, é fosforilada a frutose-6-fosfato,
consumindo apenas 1 ATP (Van Maris et al., 2006).

K. marxianus 6556 foi cultivada em 10 g L™ de frutose (Fonseca et al., 2013) (Tabela
2.4). Como observado com glicose (Bellaver et al., 2004; Fonseca et al., 2007; Fonseca et al.,
2013) (Tabela 2.2) e sacarose (Rocha et al., 2011; Fonseca et al., 2013) (Tabela 2.6), apresentou
Y x/s mais elevado que aquele reportado para o género Saccharomyces (Apéndice 1).

Cultivos com substrato arabinose sdo apresentados na Tabelas 2.8 e 2.9. Valores de pimax
de 0,002 a 0,03 h! para a S. cerevisiae (TMB 3061, 3063, 3130 e 3400) com 50 g L* de
arabinose (Sanchez et al., 2010) (Tabela 2.8) indicam dificuldades dessa linhagem em se
adaptar a esse substrato, mesmo com modificacBes genéticas, ao contrério de K. marxianus
NIBGE Y-1 (Rajoka et al., 2003) que apresentaram melhor adaptacéo a esse substrato (20 g L
1Y com pmax 0,54 ht e Debaromyces hansenii CL18 em 10 g L™ com pmaxde 0,27 h™t (Nobre et
al., 1999) (Tabela 2.9). K. marxianus e D. hansenii sdo linhagens capazes de fermentar
arabinose naturalmente (Parajo et al., 1995; Rodrussamee et al., 2011).

Em lactose ha escassos estudos com S. cerevisiae isso porque essa linhagem nao possui
enzimas que permitem a assimilacdo desse aclucar (Rodrussamee et al., 2011), e quando ocorre
avaliacdo da mesma, é por meio de modificacdo genética, como em S. cerevisiae GRF167
(Ramakrishnan e Hartley, 1993), ao contrario de K. marxianus que sdo amplamente estudadas
nesse substrato, ja que essa levedura é considerada fermentadora de lactose (Rodrussamee et
al., 2011). K. marxianus CBS 6556 ¢ CBS 397 foram avaliadas em cultivos com 10 g L™, & 30
e 37°C (Rocha et al., 2011; Fonseca et al., 2013), essas linhagens cresceram e formaram
biomassa nessas condicdes, porém K. marxianus CBS 712" ndo foi capaz de se desenvolver
nessas condi¢cdes experimentais (Tabela 2.8) (Rocha et al., 2011).

K. marxianus FIl 510700 foi estudada em lactose em concentragdes de 10, 20, 40 e 60
g L't (Lukondeh et al., 2005) e foi identificado menor formagdo de biomassa nos cultivos com
40e 60 g L™ Yxs0,37 e 0,38 gMCS gS™t, respectivamente, enquanto com 10 e 20 g L, Yxis
0,47 e 0,45 gMCS ¢S (Tabela 2.8).
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Xilose é um carboidrato de grande interesse biotecnoldgico, devido estar presente em
residuos lignocelulosicos, como residuos agricolas e folhosos, que podem ser utilizados para
fermentacdo, porém S. cerevisiae ndo é capaz de assimilar e fermentar esse substrato (Sanchez
etal., 2010), mas h4 estratégias genéticas que permitam que essa linhagem utilize esse substrato.
Linhagens modificadas de S. cerevisiae TMB 3400 em cultivos com xilose com 20 g L*
apresentaram crescimento com pimax de 0,26 h™* (Hahn-Higerdal et al., 2005) e umax de 0,12 h'
quando utilizados 50 g L™ (Sanchez et al., 2010). No entanto, outras linhagens de S. cerevisiae
(TMB 3061, TMB 3063, TMB 3130) ndo apresentaram crecimento nesse substrato (Tabela
2.7).

Entre as linhagens que se destacaram nos cultivos com xilose estdo K. marxianus
NIBGE Y-1 (Rajoka et al., 2003), D. hansenii INETI CL18 (Nobre et al., 1999), Pichia stipitis
CBS 7126 e Pachysolen tannophilus (Ligthelm et al., 1988) (Tabela 2.8).

Outra condicdo interessante de estudo é a combinacdo de agucares, que sdo realizados
para compreender os mecanismos de captacdo e de transporte de agUcares pelas leveduras
(Orlowski e Barford, 1991; Nobre et al., 1999). As Tabelas 2.9 e 2.10 trazem estudo com
combinacéo de agUcares.

S. cerevisiae IMS0003 e IMS0007 foram avaliadas em uma mistura de substratos
glicose, arabinose e xilose, com o intuito de avaliar a conversdo de todos os agucares derivados
de materiais lenhocelulésicos, em busca de processos industriais rentaveis, eficientes,
completos e rapidos. S. cerevisiae IMS0003 apresentou pmax de 0,06 h™t e Yeus de 0,44 gEth
gS?, enquanto S. cerevisiae IMS0007 apresentou pmax de 0,05 h e Yews de 0,44 gEth gS™
(Wisselink et al., 2009).

Contreras et al. (2015) utilizaram estudos com combinacdo de acglUcar para avaliar
linhagens de leveduras ndo-Saccharomyces para producao de vinho. Além disso, cultivos com
combinacBes de agucar podem indicar se ha preferéncia de substrato por leveduras, avaliando
nivel de repressao entre os substratos (Fonseca et al., 2013; Nascimento, 2016).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse contexto, os dados compilados da literatura mostram que os parametros cinéticos
sd0 uma boa ferramenta matematica, pois trazem resposta importantes acerca do

comportamento de leveduras em fungéo das condicGes de cultivos
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As informacOes apresentadas demonstram que os parametros cinéticos sdo utilizados
para diversos fins, a partir dos mesmos foi possivel observar, por exemplo que S. cerevisiae
apresenta um perfil diferente das demais leveduras, pois nessas ha menor formacéo de biomassa
e maior produgéo de etanol, enquanto que K. marxianus sdo linhagens com maiores taxas de
Yxis.

Por fim, o entendimento dos parametros cinéticos se mostra bastante atraente em
estudos com leveduras, pois indicam possiveis aplicacdes biotecnologicas para cada linhagem

em diferentes condicdes cultivos.
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Tabela 2.1. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condi¢des de cultivos

(temperatura e aeracao).

Mmax

Yxis

Hs

YEthis

T

Levedura (Sg ) (h) (GMCS gs) (h)) (9Eth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae BB9 10 0,17+0,00 0,17+0,00 0,96+0,08 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camargo, 2013
S. cerevisiae BG-1 20 0,29 0,12 2,41* 0,37 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae BG-1 20 0,27 0,11 2,45* 0,39 37 2013
S. cerevisiae BY4742 22 0,32+0,01 0,12+0,00 2,50* 0,33+0,01 30 Aerobiose Metodologia para analise cinética Velagapudi et al., 2006
S. cerevisiae CAT-1 10 0,51+0,00 0,24+0,00 2,80+0,05 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camargo, 2013
S. cerevisiae CAT-1 10 0,44+0,00 0,17+0,00 2,64+0,00 | 0,34+0,00 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento. 2016
S. cerevisiae CAT-1 10 0,54+0,00 0,13+0,00 3,99+0,01 | 0,3340,01 37 '
S. cerevisiae CAT-1 20 0,36 0,15 2,40* 0,38 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae CAT-1 20 0,39 0,14 2,78* 0,37 37 2013
S. cerevisiae CBS 8066 40 0,38 0,04 9,04* 0,39 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Cot et al., 2007
S. cerevisiae CCTCC M201022 | 85 0,09 0,22 0,42* nd 15 Aerobiose Utilizac8o de diferentes aglcares Wang et al., 2004
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 10 nd 0,11+0,00 nd 0,41+0,02 30 Aerobiose Resposta o n'VEI. f|3|olog|cc_> Para | iimmel et al., 2010
uma dele¢do da enzima hexoguinase 2
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 10 0,37 0,10 3,562* nd 30 Aerobiose Repressdo da glicose no metabolismo | Gombert et al., 2001
S. cerevisiae CEN.PK113-7D | 20 0,44+001 | nd nd nd 30 | Aerobiose | SreOS fisiologicos da sobreproduao |\, oey et al., 1998
e piruvato descarboxilase
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,37+0,01 0,13+0,01 nd nd 30 Aerobiose Efeitos da super expresséo de HAP4 | Van Maris et al., 2001
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,28+0,00 0,11+0,00 nd nd 30 Aerobiose Regulacgdo do transporte de glicose Jansen et al., 2005
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 20 0,36 nd nd nd 30 Aerobiose Composicéo da parede celular ,zﬁgjéjgl)lar-Uscanga & Francois,
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,38+0,01 0,14+0,00 2,71* nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Bakker et al., 2000
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,35 0,11 3,18* 0,34 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,30 0,09 3,33* 0,34 37 2013
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,40+0,01 nd nd nd 30 Aerobiose Efeitos de mutagdo Flikweert et al., 1999
Genes estruturais que codificam
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,40 nd nd nd 30 Aerobiose NADH desidrogenase mitocondrial | Luttik et al., 1998
externa
S. cerevisiae CEN.PK113-7D | 40 0,37 0,11 3,36% 0,07 30 | Aerobiose | Resposta_fenotipica em relagdo a | ooy endran et al., 2004
perturbagdes genéticas
S. cerevisiae CEN.PK152 20 0,38 nd nd nd 30 Genes estruturais que codificam
S. cerevisiae CEN.PK162 20 0,39 nd nd nd 30 Aerobiose NADH desidrogenase mitocondrial | Luttik et al., 1998
S. cerevisiae CEN.PK167-2B 20 0,37 nd nd nd 30 externa
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Tabela 2.1. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condi¢des de cultivos
(temperatura e aeracdo) (continuagéo).

Mmax

Yxis

Ms

YEthis

T

Levedura (Sg ) (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae CEN.PK2-1C 60 0,29 nd nd nd 30
(FMME-002) . . .

— Aerobiose Produgo de piruvato Xu et al., 2012
S. cerevisiae CEN.PK2-1C 60 025 nd nd nd 30
(FMME-002ATHI2) :
S. cerevisiae CEN.PK226-1D 20 0,37+0,01 0,15+0,00 2,46* nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Bakker et al., 2000
S. cerevisiae EBY.D149 10 0,46 nd nd nd 30 Aerobiose Enzima malica Boles et al., 1998
S. cerevisiae Fleishmann 20 0,42 0,12 3,50* 0,35 30 . o . Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae Fleishmann 20 0,41 0,13 3,15 0,40 g7 | A\erobiose | Fisiologia de crescimento 2013
S. cerevisiae FY4 10 0,35+0,01 0,13+0,01 2,69* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011
S. cerevisiae GG392 20 0,43+0,01 nd nd nd 30 . Efeitos fisioldgicos da sobreproducéo
S. cerevisiae GG393 20 0,39+0,01 nd nd nd 30 Aerobiose de piruvato degcarboxilase P ¢ Van Hoekeetal., 1998
S. cerevisiae H1022 30 0,44 nd nd nd 30 Aerobiose Adapt_agao no deslpcamento de Auling et al., 1984

aerobiose para anaerobiose
S. cerevisiae JP-1 20 0,32 0,13 2,46* 0,35 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae JP-1 20 0,38 0,12 3,16* 0,41 37 2013
S. cerevisiae LYYO 10 0,31+0,03 nd nd nd 30
S. cerevisiae LYY4 10 0,32+0,03 nd nd nd 30
S. cerevisiae LYY8 10 0,27+0,02 nd nd nd 30 Aerobiose Transportadores de glicose Yeetal., 1999
S. cerevisiae LYY16 10 0,11+0,01 nd nd nd 30
S. cerevisiae MC996A 10 0,39+0,02 nd nd nd 30
S. cerevisiae PE-2 20 0,34 0,12 2,83* 0,37 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae PE-2 20 0,34 0,11 3,09* 0,38 37 2013
S. cerevisiae PTCC 24860 35 0,45 0,04 1046* | 0,66 30 | Aerobiose | Efeito de diferentes fontes de carbono | gy e oot e al., 2009
na producéo de etanol

S. cerevisiae RE607B 10 0,30+0,03 nd nd nd 30 Aerobiose Transportadores de glicose Yeetal., 1999
S. cerevisiae S288¢ 20 0,33 0,13 2,53* 0,38 30 Aerobiose Fisiologia de crescimento Della-Bianca e Gombert,
S. cerevisiae S288c 20 0,32 0,08 4,00* 0,31 37 2013
S. cerevisiae T2-3C 10 0,20 nd nd nd 30 Aerobiose Atividade de piruvato-desidrogenase Zeeman et al.. 1998
S. cerevisiae T2-3D 10 0,45 nd nd nd 30 mitocondrial o
S. cerevisiae TMB 3001 20 0,42 nd nd nd 30 Aerobiose Icﬁltlij\?gsc'a da composigdo de meios de Hahn-Hégerdal et al., 2005
S. cerevisiae TMB3001 5 0,44+0,01 0,14+0,01 3,14+0,05 | nd 30 Expressio de enes de
S. cerevisiae TMB 3001C1 5 0,28 0,17 1,62+0,02 | nd 30 Aerobiose in(F))se/Evqugéo 9 Sonderegger e Sauer, 2003
S. cerevisiae TMB3001C5 5 0,41 0,16 2,61+0,09 | nd 30
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Tabela 2.1. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condigcdes de cultivos
(temperatura e aeracdo) (continuagéo).

Mmax

Yxis

Ms

YEthis

T

Levedura (Sg ) (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia

S. cerevisiae TMB 3400 20 0,43 nd nd nd 30 Aerobiose Lﬁ';'ﬁfgg'a da composigdo de meios de Hahn-Hégerdal et al., 2005

S. cerevisiae TN1 25 0,41 0,17 2,41* 0,45 30

S. cerevisiae TN4 25 0,38 0,14 2,71* 0,46 30 Estudos fisiolégicos de  cepas

S. cerevisiae TN5 25 0,41 0,16 2,56* 0,46 30 Aerobiose comprometidas na via de sintese do | Nissen et al., 2000

S. cerevisiae TN6 25 0,17 0,12 1,41* 0,50 30 glicerol

S. cerevisiae TN23 25 0,09 0,11 0,81* 0,36 30

S. cerevisiae VL3c 50 0,50 nd nd nd 25

S. cerevisiae VL3c 50 0,53 nd nd nd 26,5

S. cerevisiae VL3c 50 0,61 nd nd nd 30

S. cerevisiae VL3c 50 0,68 nd nd nd 33,5 | Aerobiose Condic0es dtimas de crescimento Serra et al., 2005

S. cerevisiae VL3c 50 0,70 nd nd nd 35

S. cerevisiae VL3c 50 0,68 nd nd nd 36

S. cerevisiae VL3c 50 0,56 nd nd nd 38

S. cerevisiae Y750 20 0,37 0,12 3,08* 0,40 30 Aerobiose Producdo de proteinas heterélogas Maller et al., 2001

%mg%revwlae 248 UNSW 10 0,45 0,16 2,80* 0,36 30 Aerobiose Modelo Matematico para crescimento | Barford e Hall, 1981

S. cerevisiae 248 UNSW |, 0,45 0,15 3,00* nd 30 | Aerobiose | C@Ptacdo de glicose, frutose, uma | o0 ie Barford. 1991

703100 mistura de glicose/frutose e sacarose

S. exiguus CLIB 179 10 0,28+0,04 0,18+0,02 1,55* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011

S. kluyveri Y708 20 0,47+0,01 0,29+0,01 1,62* 0,08+0,02 30 Aerobiose Distribuicéo de fluxo Maller et al., 2002

S. kluyveri Y749 20 0,35 0,27 1,29* 0,11 30 Aerobiose Producdo de proteinas heterélogas Magller et al., 2001

gslbayanus var uvarum CLIB 10 0,22+0,04 0,13+0,03 1,69* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,27 nd nd nd 215

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,33 nd nd nd 25

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,36 nd nd nd 28,5

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,48 nd nd nd 30 Aerobiose Condigoes dtimas de crescimento Serra et al., 2005

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,42 nd nd nd 31,5

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,39 nd nd nd 33

S. bayanus var. uvarum P3 50 0,38 nd nd nd 35

S. cerevisiae NRRL Y-132 40 0,32 0,07 4,57* 0,43 30 I(?X'.ge”'o Efeito da aeragao na fermentagao de | | ;onoim et al., 1988
imitado xilose
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Tabela 2.1. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condigcdes de cultivos
(temperatura e aeracdo) (continuagéo).

Mmax

Yxis

YEthis

T

S s ~ . .
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae TMB 3001 20 0,32 nd nd nd 30 Oxigénio Influéncia da composicéo de meios de 5
S. cerevisiae TMB 3400 20 0,36 nd nd nd 30 limitado cultivos Hahn-Hégerdal et al., 2005
S. cerevisiae BB9 10 0,10+0,00 0,08+0,00 0,80+0,05 | 0,39+0,02 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho**
S. cerevisiae CAT-1 10 0,35+0,03 0,11+0,00 3,06+0,20 | 0,38+0,00 30 g
S. cerevisiae CBS 1171 20 0,40 0,10 4,00* nd 25 Anaerobiose | Crescimento anaerébio Visser et al., 1990
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 15 0,008+0,001 | 0,07+0,005 0,10+0,00 | nd 5
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 15 0,03+0,008 | 0,09+0,002 0,31+0,09 | nd 10 . Efeito da temperatura na taxa de
S. cerevisiae CEN.PK113-7D | 15 0,06£0,01 | 0,110,001 | 0,6120,12 | nd 15 | AAnaerobiose | o cimento anaerobio Zakhartsev et al., 2015
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 15 0,11+0,03 0,1240,002 0,8940,21 | nd 18,5

S: Substrato; pmax: velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de converséo de substrato a célula; Yeus: fator de converséo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae; S. exiguus: Saccharomyces exiguus; S. kluyveri: Saccharomyces kluyveri; S. bayanus var uvarum: Saccharomyces bayanus var uvarum. *Dados calculados pela formula: pg = Bmix, **Capitulo 4 deste

trabalho.

Yx/s
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Tabela 2.2. Parametros cinéticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condicdes de cultivos

(temperatura e aeracao).

S Mmax Yxis Hs Yethis T . . P

Levedura (G LY () (GMCS gs) (h)) (gEth 957 °C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia

C. glabrata Recol 10 10 0,30+0,002 | 0,32+0,001 2,26+0,07 | nd 30

C. glabrata Recol 41 10 0,46+0,005 | 0,360,001 1,71+0,07 | nd 30

C. glabrata Recol 43 10 0,37+0,012 | 0,49+0,010 0,85+0,01 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camarao. 2013

C. parapsilosis Recol 12 10 0,400,005 | 0,28+0,003 | 1,35+0,06 | nd 30 g g0,

C. parapsilosis Recol 29 10 0,48+0,001 | 0,360,001 1,12+0,08 | nd 30

C. parapsilosis Recol 37 10 0,52+0,002 | 0,41+0,007 1,71+0,19 | nd 30

C. rugosa IFO 0750 10 0,45+0,09 0,79+0,02 0,56* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011

C. shehatae CBS 2779 40 0,17 0,21 0,80* 0,33 30 | Aerobiose Elflf)';g da aeragdo na fermentacdo de |\ ;opoim et al., 1988

D. nepalensis NCYC 3413 10 nd nd nd 0,11 30 Aerobiose Metabolismo Kumdam et al., 2013

D. hansenii INETI CL18 10 0,44+0,04 0,44+0,09 1,00* nd 30 Aerobiose Transporte de agucares Nobre et al., 1999

K. lactis CBS 2359 10 0,41 nd nd nd 30 Aerobiose At_|V|dade _de piruvato-desidrogenase Zeeman et al., 1998
mitocondrial

K. lactis CBS 2359 10 0,37 0,49 0,78 nd 30 . . . - L

K lactis CBS 2359 10 ne e ne nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisioldgico Rochaet al., 2011

K. lactis GG 1990 10 0,39 nd nd nd 30 Atividade de piruvato-desidrogenase

K. lactis GG 1993 pRW 10 0,12 nd nd nd 30 | Aerobiose | Tt P 9 Zeeman et al., 1998

K. lactis PDA 10 0,38 nd nd nd 30

K. marxianus 120 0,13+0,002 nd nd 0,39+0,01 30

K. marxianus 120 0,13+0,002 nd nd 0,3940,01 35 . .

K marxianus 120 0.13£0.006 nd nd 0.3920.01 20 Aerobiose Efeitos da alta temperatura Leetal., 2013

K. marxianus 120 0,09+0,003 nd nd 0,48+0,02 45

K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,59 nd nd nd 35 Aerobiose Regulaggo da producdo de p- Rajoka et al., 2003
galactosidase

K. marxianus CBS 397 10 0,55 0,42 1,28 nd 30 . . . . o

K marxianus CBS 397 10 0.52 0.41 153 nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisioldgico Rocha et al., 2011

K. marxianus CBS 6556 10 0,56+0,02 0,51+0,02 1,09+0,005 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2007

K. marxianus CBS 6556 10 0,49+0,005 | 0,545+0,005 0,90+0,001 | nd 30

K. marxianus CBS 6556 10 0,45 0,53 0,85 nd 37 Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013

K. marxianus CBS 6556 20 0,49 0,53 0,92 nd 30

K. marxianus CBS 6556 10 0,44+0,03 0,49+0,02 0,90 nd 30 Aerobiose Fisiologia em excesso de agucar Bellaver et al., 2004

K. marxianus CBS 6556 10 0,59 0,44 1,34 nd 30 . . . " L,

K marxianus CBS 6556 10 0.66 0,45 143 nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisioldgico Rochaet al., 2011
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Tabela 2.2. Parametros cinéticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condi¢des de cultivos
(temperatura e aeracdo) (continuagéo).

Hmax

Yxis

Ms

YEthis

T

S ~ . .
Levedura (G LY () (gMCS gS) (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
K. marxianus CBS 6556 20 0,69 nd nd nd 33
K. marxianus CBS 6556 20 0,86 nd nd nd 40 Aerobiose Producéo de inulinase em diferentes Rouwenhorst et al. 1988
K. marxianus CBS 6556 20 0,83 nd nd nd 42 temperaturas "
K. marxianus CBS 6556 20 0,53 nd nd nd 45
K. marxianus CBS 7127 10 0,31 0,45 0,75 nd 30 . - . . S
K marxianus CBS 7127 10 0.47 0.58 0.85 nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisioldgico Rocha et al., 2011
K. marxianus CDBB-L-278 20 0,46 nd nd nd 30
K. marxianus CDBB-L-278 20 0,55 nd nd nd 35 Aerobiose Efeito da temperatura na producéo de Cruz-Guerrero et al.. 1999
K. marxianus CDBB-L-278 20 0,42 nd nd nd 40 endo-poligalacturonase N
K. marxianus CDBB-L-278 20 0,36 nd nd nd 45
K. thermotolerans CLIB 292 10 0,30+0,05 0,27+0,04 1,11* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011
M. guilliermondii CCT7783 | 20 0,07 0,08 0,875+ nd 30 | Aerobiose ggﬁfgge“se”to e fermentagdo  de | y1artini et al., 2016
M. guilliermondii Recol 9 10 0,44+0,002 | 0,51+0,00 1,12+0,02 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camargo, 2013
P. tannophilus NRRL Y-2460 | 40 031 0,14 2,21% 0,31 30 | Aerobiose ifl%';g da aeragdo na fermentacdo de |\ ; peim et al., 1988
P. angusta CLIB 421 10 0,42+0,05 0,52+0,08 0,80* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011
P. anomala NRRL-Y-366-8 20 0224002 | 0,59+0,13 0,37* 0,030,004 | 25 | Aerobiose ?ggfl‘gg;';mo central de carbono e sua | ¢ oy 11 et al,, 2004
P. kudriavzevii BB1 10 0,57+0,001 0,19+0,026 5,94+0,21 nd 30
P. kudriavzevii BB2 10 0,56+0,001 0,41+0,003 3,29+0,13 nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camardo. 2013
P. kudriavzevii Recol 39 10 0,44+0,004 | 0,40+0,003 1,73+0,05 | nd 30 g go.
P. kudriavzevii Recol 44 10 0,34+0,008 | 0,28+0,005 1,05+0,07 | nd 30
P. stipitis CBS 7126 40 0,27 0,23 1,17* 0,26 30 | Aerobiose Elflf)';g da aeragdo na fermentagao de |\ ; poim et al., 1988
R. mucilaginosa ATCC 26423 10 0,19+0,003 nd nd nd 25 Aerobiose Crescimento em ferro limitado Andersen et al., 2003
R. mucilaginosa Recol 3 10 0,28+0,001 | 0,24+0,009 1,98+0,05 | nd 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Camargo, 2013
Y. lipolytica H222 10 0,46+0,03 0,51+0,02 0,90* nd 30 Aerobiose Metabolismo em excesso de glicose Christen e Sauer, 2011
Y. lipolytica A-101 150 0,19 nd nd nd 30
Y. lipolytica Wratislavia 1.31 150 0,23 nd nd nd 30 . x f .
Y. lipolytica Wratislavia AWG7 | 150 0.36 nd nd nd 30 Aerobiose Produgo de &cido citrico Rywiniska et al., 2010
Y. lipolytica Wratislavia K1 150 0,23 nd nd nd 30
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Tabela 2.2. Parametros cinéticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato glicose em diferentes concentracdes e diferentes condi¢des de cultivos
(temperatura e aeracdo) (continuagéo).

S Mmax Yxis Hs YEthis T . . A

Levedura (G LY () (gMCS gS) (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
C. shehatae CBS 2779 40 0,02 0,03 0,66* 0,42 30 Oxigénio Efeito da aeracdo na fermentacdo de Liathelm et al.. 1988
P. tannophilus NRRL Y-2460 40 0,05 0,06 0,83* 0,43 30 limitado xilose g "
P. kudriavzevii (l. orientalis 50 0,6540,02 nd nd nd 30 o
ATCC 24210) Oxigénio o .

- = - - . Caracterizagdo bioquimica Xiao etal., 2014
P. kudriavzevii (l. orientalis limitado

50 0,65+0,01 nd nd nd 30
SD108)
P. stipitis CBS 7126 40 0,2 0,14 1,42% 0,07 g0 | OXigénio | Efeito da aeragdo na fermentacdo de | |\ ;ineim et al., 1988
limitado xilose
R. mucilaginosa PTD3 30 nd nd nd 0,5 30 O_X|_gen|o Qt!llzagao de aglicares na produgéo de Buraetal., 2012
limitado xilitol e etanol

C. utilis CBS 621 20 0,01 0,03 0,33* nd 25 Anaerobiose | Crescimento anaerébio Visser et al., 1990
C. glabrata Recol 10 10 0,14+0,04 0,12+0,00 1,22+0,29 | 0,37+0,01 30
C. glabrata Recol 41 10 0,20£0,01 0,12+0,00 1,61+0,04 | 0,38+0,00 30
C. glabrata Recol 43 10 0,22+0,02 0,13+0,00 1,69+0,23 | 0,38+0,01 30 . . . .
C. parapsilosis Recol 12 10 0,00£0,01 | 0,09£0,00 0,93£012 | 0,28%0,12 39 | AAnaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho
C. parapsilosis Recol 29 10 0,16+0,00 0,12+0,00 1,40+0,05 | 0,39+0,02 30
C. parapsilosis Recol 37 10 0,02+0,00 0,06+0,00 0,35+0,04 | 0,2740,02 30
C. shehatae CBS 2779 40 0,005 0,01 0,31* 0,44 30 | Anaerobiose Eﬁ%‘;g da aeragdo na fermentaao de | | ;o1 et al., 1088
C. tropicalis CBS 94 20 0,05 0,07 0,71* nd 25 Anaerobiose | Crescimento anaerébio Visser et al., 1990
M. guilliermondii Recol 9 10 0,02+0,00 0,06+0,00 0,34+0,02 0,3740,00 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho**
P. tannophilus NRRL Y-2460 | 40 0,03 0,04 0,75* 0,42 30 | Anaerobiose Elfli';g da aeragdo na fermentaao de | | ;o1 et al., 1088
P. kudriavzevii BB1 10 0,10+0,00 0,10+0,00 1,16+£0,07 | 0,36+0,00 30
P. kudriavzevii BB2 10 0,18+0,00 0,11+0,01 1,65+0,18 | 0,31+0,00 30 Anaerobiose | Fisioloaia de leveduras Este trabalho™*
P. kudriavzevii Recol 39 10 0,13+0,02 0,07+0,00 1,69+0,29 0,37+0,01 30 g
P. kudriavzevii Recol 44 10 0,18+0,02 0,11+0,00 1,64+0,12 0,35+0,02 30
P. stipitis CBS 7126 40 0,07 0,10 0,70% 0,33 30 | Anaerobiose Eﬁ%‘;g da aeragdo na fermentagao de |\ ;neim et al., 1988
T. delbrueckii CBS 1146 20 0,03 0,06 0,50* nd 25 Anaerobiose | Crescimento anaer6bio Visser et al., 1990

S: Substrato; Umax: Velocidade especifica de crescimento méxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de converséo de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; nc: ndo apresentou crescimento; C. glabrata: Candida glabrata; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; C. rugosa: Candida rugosa; C. shehatae: Candida shehatae; C. utilis: Candida utilis; C. tropicalis: Candida tropicalis; D. nepalensis:
Debaryomyces nepalensis; D. hansenii: Debaryomyces hansenii; 1. orientalis: Issatchenkia orientalis; K. marxianus: Kluyveromyces marxianus; K. lactis: Kluyveromyces lactis; K. thermotolerans: Kluyveromyces thermotolerans; M. guilliermondii: Meyerozyma
guilliermondii; P. tannophilus: Pachysolen tannophilus; P. angusta: Pichia angusta; P. anémala: Pichia andmala; P. kudriavzevii: Pichia kudriavzevii; P. stipitis: Pichia stipitis; R. mucilaginosa: Rhodotorula mucilaginosa; T. delbrueckii: Torulaspora delbrueckii; Y.

lipolytica: Yarrowia lipolytica. *Dados calculados pela formula: ug = £m&; **Capitulo 4 deste trabalho.

Yx/s
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Tabela 2.3. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato frutose em diferentes concentracdes e diferentes condicdes de cultivos
(temperatura e aeracao).

S Mmax Yxis Hs YEthis T ~ . -
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S °C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae BB9 10 0,47+0,02 0,15+0,000 3,01+0,34 | 0,41+0,03 30 . . . ok
S. cerevisiae CAT-1 10 0,45:0,00 | 0,150,000 | 3,0240,03 | 0,33£0,00 30 | A\erobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho
S. cerevisiae CAT-1 10 0,44+0,001 0,17+0,001 2,60+0,01 | 0,41+0,006 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento. 2016
S. cerevisiae CAT-1 10 0,48+0,012 | 0,15+0,001 3,11+0,05 | 0,40+0,004 37 g '
S. cerevisiae CCTCC M201022 | 91,1 0,08 0,192 0,41* nd 15 Aerobiose Utilizacdo de diferentes agucares Wang et al., 2004
S. cerevisiae PTCC 24860 35 0,42 0,04 1000+ | 0,81 30 | Aerobiose | Efeito de diferentes fontes de carbono | o, c.ohat et al., 2009
na producéo de etanol
S. cerevisiae 248 UNSW |, 0,43 0,17 2 52% nd 30 | Aerobiose | C@Ptacdo de glicose, frutose, uma | o0 i e Barford 1991
703100 mistura de glicose/frutose e sacarose
S. cerevisiae BB9 10 0,10+0,00 0,08+0,00 1,24+0,07 | 0,40+0,01 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho™*
S. cerevisiae CAT-1 10 0,25+0,02 0,11+0,00 2,24+0,20 | 0,40+0,00 30 g

S: Substrato; pImax: Velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xss: fator de conversdo de substrato a célula; Yeuws: fator de conversao de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;

nd: ndo determinado; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. *Dados calculados pela formula: ug = ‘;’";" **Capitulo 4 deste trabalho; *** Capitulo 3 deste trabalho.
X/s
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Tabela 2.4. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com substrato frutose em diferentes concentraces e diferentes condigdes de cultivos
(temperatura e aeracao).

Levedura (Sg L1 tlh“?f)x 2;>l<\//7CS gsY) ?hs_l) éﬁ?ﬁ g5 ;I‘—’C) Aeragio Objeto de estudo Referéncia

C. glabrata Recol 10 10 0,36+0,00 0,18+0,00 1,97+£0,02 | 0,44+0,02 30

C. glabrata Recol 41 10 0,40+0,00 0,14+0,06 2,52+0,60 | 0,32+0,02 30

C. glabrata Recol 43 10 0,31+0,00 0,19+0,01 1,65+0,05 | 0,34+0,05 30 . . .

C. garapsilosis Recol 12 10 0,3240,00 | 0,22+0,01 1,44+0,04 | 0,22+0,02 30 | A\erobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho™*

C. parapsilosis Recol 29 10 0,44+0,00 0,30+0,01 1,45+0,08 | 0,22+0,02 30

C. parapsilosis Recol 37 10 0,37+0,01 0,20+0,02 1,85+0,28 | 0,17+0,06 30

D. nepalensis NCYC 3413 10 nd nd nd 0,12 30 Aerobiose Metabolismo Kumdam et al., 2013
E 2:3:223: ggz 2222 ig gﬁ 823 82? 23 2(7) Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013
M. guilliermondii Recol 9 10 0,3440,01 0,2240,01 1,51+0,13 | 0,2640,02 30

P. kudriavzevii BB1 10 0,48+0,01 0,19+0,01 2,47+0,02 | 0,2740,00 30

P. kudriavzevii BB2 10 0,49+0,00 0,20+0,00 2,43+0,00 | 0,33+0,00 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Este trabalho***

P. kudriavzevii Recol 39 10 0,37+0,01 0,20+0,01 1,89+0,17 | 0,27+0,08 30

P. kudriavzevii Recol 44 10 0,31+0,01 0,20£0,01 1,54+0,00 | 0,12+0,03 30

R. mucilaginosa ATCC 26423 10 0,20+0,008 nd nd nd 25 Aerobiose Crescimento em ferro limitado Andersen et al., 2003
R. mucilaginosa Recol 3 10 0,24+0,01 0,28+0,05 0,87+0,10 | 0,00+0,00 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Este trabalho***

C. glabrata Recol 10 10 0,20+0,01 0,10+0,00 1,97+0,07 | 0,40+0,00 30

C. glabrata Recol 41 10 0,20+0,00 0,13+0,00 1,24+0,01 | 0,40+0,01 30

C. glabrata Recol 43 10 0,22+0,00 0,14+0,0 1,56+0,13 | 0,41+0,00 30

C. parapsilosis Recol 12 10 0,12+0,00 0,13+0,00 0,92+0,13 | 0,29+0,10 30

C. parapsilosis Recol 29 10 0,19+0,01 0,14+0,00 1,30+0,09 | 0,37+0,02 30

C. parapsilosis Recol 37 10 0,04+0,00 0,06+0,00 0,70+0,17 | 0,40+0,05 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho**

M. guilliermondii Recol 9 10 0,02+0,00 0,10+0,00 0,24+0,00 | 0,38+0,02 30

P. kudriavzevii BB1 10 0,10+0,00 0,08+0,00 1,25+0,03 | 0,39+0,00 30

P. kudriavzevii BB2 10 0,07+0,00 0,11+0,00 0,62+0,07 | 0,39+0,01 30

P. kudriavzevii Recol 39 10 0,09+0,01 0,07+0,00 1,18+0,01 | 0,43+0,00 30

P. kudriavzevii Recol 44 10 0,18+0,00 0,10+0,01 1,85+0,07 | 0,32+0,02 30

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de converséo de substrato a célula; Yems: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; C. glabrata: Candida glabrata; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; D. nepalensis: Debaryomyces nepalensis; K. marxianus: Kluyveromyces marxianus; M. guilliermondii: Meyerozyma guilliermondii; P. kudriavzevii: Pichia kudriavzevii; R.
mucilaginosa: Rhodotorula mucilaginosa. **Capitulo 4 deste trabalho; ***Capitulo 3 deste trabalho.
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Tabela 2.5. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato sacarose em diferentes concentracdes e diferentes condicGes de cultivos

(temperatura e aeracao).

S Mmax Yxis Hs Yethis T . . A
Levedura (LY (h) (GMCS s (h)) (gEth g5 C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae CAT-1 10 0,45+0,003 | 0,16+0,007 2,86+0,14 | 0,40+0,03 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento. 2016
S. cerevisiae CAT-1 10 0,50+0,000 | 0,19+0,008 2,69+0,11 | 0,40+0,01 37 g '
S. cerevisiae CCTCC M201022 | 96,6 0,08 0,20 0,40* nd 15 Aerobiose Utilizagdo de diferentes aglcares Wang et al., 2004
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 20 0,39 nd nd nd 30 Aerobiose Composicdo da parede celular ?géjélar-Uscanga e Francois
S. cerevisiae PTCC 24860 35 0,39 0,04 9,75* 0,58 30 | Aerobiose | Creito dediferentes fontes de carbono | gy coonat et al. 2009

na producéo de etanol

%318%rew5|ae 248 UNSW 10 0,54 0,17 3,17* 0,34 30 Aerobiose Modelo Matemético para crescimento | Barford e Hall, 1981
S. cerevisiae 248 UNSW - . Captacdo de glicose, frutose, uma -
203100 10 0,55 0,16 3,43 nd 30 Aerobiose mistura de glicose/frutose  sacarose Orlowski e Barford, 1991
S. cerevisiae BB9 10 0,14+0,00 0,11+0,01 1,29+0,11 | 0,41+0,02 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho**
S. cerevisiae CAT-1 10 0,32+0,01 0,15+0,00 2,08+0,15 | 0,43+0,02 30 9

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de converséo de substrato a célula; Yews: fator de conversao de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
= Emix sxCapitulo 4 deste trabalho.

nd: ndo determinado; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. *Dados calculados pela formula: ug

Yx/s
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Tabela 2.6. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com substrato sacarose em diferentes concentracgdes e diferentes condicdes de cultivos

(temperatura e aeracao).

Mmax

Yxis

YEthis

T

Levedura (Sg ) (h) (GMCS s %ﬁ_l) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia

D. nepalensis NCYC 3413 10 nd nd nd 0,12 30 Aerobiose Metabolismo Kumdam et al., 2013

K. lactis CBS 2359 10 0,40 0,52 0,76* nd 30

E :T?;?;ifnii 2255397 18 8?52 8?39 2?33* 23 2(7) Aerobiose Polimorfismo genético e fisiolégico Rocha et al., 2011

K. marxianus CBS 397 10 0,67 0,47 1,42* nd 37

K. marxianus CBS 6556 10 0,43 0,63 0,68 nd 30

K. marxianus CBS 6556 10 0,42 0,56 0,75 nd 37 Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013

K. marxianus CBS 6556 10 0,58 0,39 1,48* nd 30

K. marxianus CBS 6556 10 0,70 0,49 1,42* nd 37

K. marxianus CBS 7127 10 0,33 0,45 0,73* nd 30 Aerobiose Polimorfismo genético e fisioldgico Rocha et al., 2011

K. marxianus CBS 7127 10 0,45 0,59 0,76* nd 37

K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,37 nd nd nd 35 Aerobiose Regulaggo da produgdo de p- Rajoka et al., 2003
galactosidase

R. mucilaginosa ATCC 26423 10 0,15+0,004 nd nd nd 25 Aerobiose Crescimento em ferro limitado Andersen et al., 2003

C. glabrata Recol 10 10 0,0740,00 0,1040,00 0,75+0,00 | 040 30

C. parapsilosis Recol 12 10 0,02+0,00 0,12+0,00 0,22+0,01 | 0,38+0,05 30

C. glabrata Recol 43 10 0,04+0,00 0,04+0,00 0,98+0,19 | 0,01+0,00 30

C. glabrata Recol 41 10 0,005+0,00 | 0,03+0,00 0,16+0,01 | 0,22+0,00 30

C. parapsilosis Recol 29 10 0,01+0,00 0,04+0,00 0,26+0,01 | 0,27+0,02 30

C. parapsilosis Recol 37 10 0,004+0,00 0+0 0,73+0,06 | 0+0 30 Anaerobiose | Fisiologia de leveduras Este trabalho**

M. guilliermondii Recol 9 10 0,01+0,00 0,09+0,00 0,15+0,00 | 0,53+0,02 30

P. kudriavzevii BB1 10 0,02+0,00 0,11+0,00 0,24+0,02 | 0,26+0,02 30

P. kudriavzevii BB2 10 0,007+0,00 | 0,05+0,01 0,15+0,05 | 0,06+0,03 30

P. kudriavzevii Recol 39 10 0,15+0,00 0,09+0,00 1,58+0,03 | 0,35+0,00 30

P. kudriavzevii Recol 44 10 0,01+0,00 0,09+0,00 0,12+0,01 | 0,01+0,00 30

S: Substrato; Umax: Velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de conversédo de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; nc: ndo apresentou crescimento; C. glabrata: Candida glabrata; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; D. nepalensis: Debaryomyces nepalensis; K. lactis: Kluyveromyces lactis; K. marxianus: Kluyveromyces marxianus; M. guilliermondii:

Meyerozyma guilliermondii; P. kudriavzevii: Pichia kudriavzevii; R. mucilaginosa: Rhodotorula mucilaginosa. *Dados calculados pela formula: g = ‘;’"“. **Capitulo 4 deste trabalho.
x/s
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Tabela 2.7. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato arabinose, galactose, lactose, maltose, manose e xilose, em diferentes
concentracgdes e diferentes condi¢des de cultivos (temperatura e aeracao).

Levedura (Sg L1 ?h”,‘f)x EF\I/ISCS gsY) tlhs_l) éEEﬂt]/hS o5 ) ;I‘—’C) Aeragio Objeto de estudo Referéncia
ARABINOSE
S. cerevisiae TMB3061 50 0,01+0,00 nd nd nd 30
S. cerevisiae TMB3063 50 0,03+0,00 nd nd nd 30 Aerobiose Engenharia evolutiva para Sanchez et al.. 2010
S. cerevisiae TMB3130 50 0,02+0,01 nd nd nd 30 fermentagdo "
S. cerevisiae TMB3400 50 0,002+0,000 | nd nd nd 30
GALACTOSE
S. cerevisiae CAT-1 10 0,28+0,00 0,20+0,00 1,36+£0,01 | 0,34+0,00 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento. 2016
S. cerevisiae CAT-1 10 0,35+0,00 0,19+0,00 1,80+0,02 | 0,28+0,00 37 '
S. cerevisiae BY4742 22 0,22+0,01 0,19+0,01 1,15* 0,32+0,00 30 Aerobiose Metodologia para andlise cinética Velagapudi et al., 2006
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 15 0,17+0,01 0,28+0,02 0,60* nd 30 Aerobiose Alvos para engenharia metabdlica Bro et al., 2005
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 20 0,23 nd nd nd 30 Aerobiose Composicéo da parede celular ?guna(-Uscanga €
rancois 2003
S. cerevisiae CEN.PK113-7D 20 0,18 nd nd nd 30 Genes estruturais que codificam
2 zggz:::zz gEmEﬁgg 58 813 23 :g :g gg Aerobiose N?DH desidrogenase mitocondrial | Luttik et al., 1998
S. cerevisiae CEN.PK1672B | 20 0,37 nd nd nd 30 externa
LACTOSE
S. cerevisiae GRF167 40 nd 0,21 nd 0,37 30 Aerobiose Fermentacdo Ramakrishnan €
Hartley, 1993
MALTOSE
S. cerevisiae CAT-1 10 0,38+0,01 0,14+0,00 2,63+0,01 | 0,39+0,01 30 Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento 2016
S. cerevisiae CAT-1 10 0,44+0,00 0,14+0,00 3,11+0,12 | 0,42+0,01 37 '
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 20 0,31 nd nd nd Aerobiose Composicédo da parede celular AguHar-_Uscanga
eFrancois, 2003
MANOSE
S. cerevisiae CEN.PK133-7D 20 0,33 nd nd nd Aerobiose Composicéo da parede celular qunar-Uscanga €
rancois, 2003
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Tabela 2.7. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com substrato arabinose, galactose, lactose, maltose, manose e xilose, em diferentes
concentracgdes e diferentes condic¢des de cultivos (temperatura e aeracdo) (continuacgao).

S Mmax Yxis Hs YEthis T ~ . A
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
XILOSE

S. cerevisiae TMB 3001 20 0,14 nd nd nd 30 Aerobiose mltlij\fggla da composicao de meios de Hahn-Héagerdal et al., 2005
S. cerevisiae TMB 3061 50 0,01+0,00 nd nd nd 30 Engenharia evolutiva ara
S. cerevisiae TMB 3063 50 0,02+0,00 nd nd nd 30 Aerobiose ferg’lenta %o P Sanchez et al., 2010
S. cerevisiae TMB 3130 50 0,05+0,003 nd nd nd 30 ¢
S. cerevisiae TMB 3400 20 0,26 nd nd nd 30 Aerobiose (I:T?tlij\fgg'a da composicao de meios de Hahn-Hagerdal et al., 2005

. . Engenharia evolutiva para
S. cerevisiae TMB 3400 50 0,12+0,01 nd nd nd 30 Aerobiose fermentacio Sanchez et al., 2010
S. cerevisiae TMB 3001 20 0,006 nd nd nd 30 Oxigénio Influéncia da composicdo de meios de 4
S. cerevisiae TMB 3400 20 0,01 nd nd nd 30 limitado cultivos Hahn-Hagerdal et al., 2005

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de converséo de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;

nd: ndo determinado; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. *Dados calculados pela formula: ug = ‘;’"“.
x/s
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Tabela 2.8. Parametros cinéticos das linhagens de ndo-Saccharomyces com substrato arabinose, celobiose, galactose, lactose, maltose, rafinose e xilose em

diferentes concentracdes e diferentes condic¢Oes de cultivos (temperatura e aeragéo).

S Mmax Yxis Hs YEthis T ~ . o
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
ARABINOSE
D. hansenii INETI CL18 10 0,27+0,02 0,45+0,06 0,60* nd 30 Aerobiose Transporte de aglicares Nobre et al., 1999
K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,54 nd nd nd 35 Aerobiose Regulaggio da  produgdo de - Rajoka et al., 2003
galactosidase
M. guilliermondii CCT7783 20 0,07 0,13 0,53* nd 30 | Aerobiose ggﬁfgég‘se”to e fermentagdo de | \1-iinietal, 2016
R. mucilaginosa PTD3 30 nd nd 0,06 nd 30 C_JX|_gen|o U_tl_llzagao de aglicares na produgédo de Buraetal., 2012
limitado xilitol e etanol
CELOBIOSE
K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,49 nd nd nd 35 | Aerobiose | Requlacdo da producdo de B~ | poiowo et al 2003
galactosidase
GALACTOSE
D. hansenii INETI CL18 10 0,36+0,02 0,43+0,004 0,83* nd 30 Aerobiose Transporte de aglicares Nobre et al., 1999
K. marxianus CBS 6556 10 0,41 0,49 0,84 nd 30 . . .
K marxianus CBS 6556 10 0.31 0.47 0.66 nd 37 Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013
S Oxigénio Utilizag&o de agUcares na producgéo de
R. mucilaginosa PTD3 30 nd nd 0,18 0,4 30 limitado xilitol & etanol Buraetal., 2012
LACTOSE
K. lactis CBS 2359 10 0,37 0,30 1,16 nd 30 . . . " S
K lactis CBS 2359 10 ne ne ne nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisiologico Rocha et al., 2011
K. marxianus CBS 6556 10 0,44 0,45 0,98 nd 30 Aerobiose Fisiologia em excesso de agucar Bellaver et al., 2004
K. marxianus CBS 6556 10 0,40 0,54 0,72 nd 30 . . . » s
K_marxianus CBS 6556 10 0.63 0.53 119 nd 37 Aerobiose Polimorfismo genético e fisiologico Rocha et al., 2011
K. marxianus CBS 6556 10 0,40 0,55 0,71 nd 30 . . .
K marxianus CBS 6556 10 0.39 0.52 0.75 nd 37 Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013
K. marxianus CBS 397 10 0,46 0,40 1,02 nd 30
K. marxianus CBS 397 10 0,59 0,40 1,55 nd 37 . . . » L
K marxianus CBS 7127 10 ne ne ne nd 30 Aerobiose Polimorfismo genético e fisiologico Rocha et al., 2011
K. marxianus CBS 7127 10 nc nc nc nd 37
K. marxianus FIl 510700 10 0,37 0,47 0,40 nd 30
K. marxianus FI1 510700 20 0,35 0,45 0,35 nd 30 . Potencial producéo de biomassa de K.
K. marxianus FI1 510700 40 0,37 0,37 0,37 nd 30| Aerobiose | ianus Lukondeh et al., 2005
K. marxianus FIl 510700 60 0,36 0,38 0,36 nd 30
K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,36 nd nd nd 35 Aerobiose Regulaggo da produgdo de p- Rajoka et al., 2003
galactosidase

27



Tabela 2.8. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com substrato arabinose, celobiose, galactose, lactose, maltose, rafinose e xilose em
diferentes concentracdes e diferentes condic¢Oes de cultivos (temperatura e aeragdo) (continuagao).

S Mmax Yxis s Yethis T x - -
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
MANOSE
D. hansenii INETI CL18 10 0,46+0,03 0,47+0,05 0,97* nd 30 Aerobiose Transporte de aglicares Nobre et al., 1999
R. mucilaginosa PTD3 30 nd nd 0,34 0,50 30 QX|.gen|o Qt!llzagao de aglcares na produgdo de Bura et al., 2012
limitado xilitol e etanol
RAFINOSE
R. mucilaginosa ATCC 26423 | 10 [ 0,120,003 | nd nd [ nd 25 | Aerobiose | Crescimento em ferro limitado | Andersen et al., 2003
XILOSE
C. shehatae CBS 2779 40 0,17 0,33 0,51% 0,22 30 | Aerobiose Eﬁ%‘;g da aeragdo na fermentacdo de | | jounoim et al., 1988
D. hansenii INETI CL18 10 0,27+0,02 0,45+0,06 0,60* nd 30 Aerobiose Transporte de agucares Nobre et al., 1999
K. marxianus NIBGE Y-1 20 0,45 nd nd nd 35 | Aerobiose | Regulacdo da producdo de B~ | poioo et al 2003
galactosidase
M. guilliermondii CCT7783 20 0,07 0,14 0,50* nd 30 . Crescimento e fermentagdo de -
M. guilliermondii CCT7783 50 0,04 0.15 0,26 0,04 30| AeTobiose | ioses Martini et al., 2016
P. tannophilus NRRL Y-2460 40 0,23 0,25 0,92* 0,10 30 . Efeito da aeracdo na fermentacdo de | | .
P. stipitis CBS 7126 40 0,25 0,39 0,64* 0,18 30 ] AeTObIose | s Ligthelm etal., 1988
R. mucilaginosa ATCC 26423 10 0,060,001 | nd nd nd 25 Aerobiose Crescimento em ferro limitado Andersen et al., 2003
Candida shehatae CBS 2779 40 0,02 0,01 2,00* 0,37 30 Oxiaénio Efeito da aeracio na fermentacio de
P. tannophilus NRRL Y-2460 | 40 0,03 0,01 3,00% 0,28 30 "mi%a i ilose ¢ ¢ Ligthelm et al., 1988
P. stipitis CBS 7126 40 0,08 0,05 1,60* 0,47 30
R. mucilaginosa PTD3 30 nd nd 0,20 nd 30 C_)XI.genlo L{t!llzagao de agucares na produgdo de Bura et al., 2012
limitado xilitol e etanol
C. shehatae CBS 2779 40 0,003 0,01 0,30* 0,41 30 Efeito da aeracio na fermentacio de
P. tannophilus NRRL Y-2460 40 0,008 0,01 0,80* 0,26 30 Anaerobiose xilose ¢ ¢ Ligthelm et al., 1988
P. stipitis CBS 7126 40 0,003 0,03 0,10* 0,40 30

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xss: fator de conversdo de substrato a célula; Yews: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; nc: ndo apresentou crescimento; C. shehatae: Candida shehatae; D. nepalensis: Debaryomyces nepalensis; K. lactis: Kluyveromyces lactis K. marxianus: Kluyveromyces marxianus; M. guilliermondii: Meyerozyma guilliermondii; P. tannophilus:

Pachysolen tannophilus; P. stipitis: Pichia stipitis; R. mucilaginosa: Rhodotorula mucilaginosa. *Dados calculados pela formula: ug =

Hmax

Yxss'
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Tabela 2.9. Parametros cinéticos das linhagens de Saccharomyces com combinacdo de substrato em diferentes concentracdes e diferentes condicdes de
cultivos (temperatura e aeragéo).

S

Mmax

Yxis

YEthis

T

s x . .
Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S °C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
S. cerevisiae CAT-1 (FSFf}SJ)J’ GAL | 038000 | 1,57+0,06 0,24£0,08 | nd 30
S. cerevisiae CAT-1 (FSFf}SJ)J’ GAL | 0421002 | 1,88:0,01 0,230,09 | nd 37
S. cerevisiae CAT-1 GLC +FRU 0,36+0,02 1,49+0,18 0,24+0,03 | nd 30
(5+5) . o .
— GLC + FRU Aerobiose Fisiologia de leveduras Nascimento, 2016
S. cerevisiae CAT-1 (5 +5) 0,33+0,04 1,35+0,11 0,25+0,07 | nd 37
S. cerevisiae CAT-1 SSLES; GAL 1 030/0,16 | 0,11/0,30 349/043 | nd 30
S. cerevisiae CAT-1 g'fS; GAL 1 039/023 | 0,16/0,29 3,16/0,99 | nd 37
- GLC + GAL . x Ramakrishnan e
S. cerevisiae GRF167 (20 + 20) nd 0,13 nd 0,38 30 Aerobiose Fermentacéao Hartley, 1993
S. cerevisiae 248 UNSW | FRU + GLC . Captacdo de glicose, frutose, uma | Orlowski e Barford,
703100 (5+5) 0,45 0,15 nd nd 30 Aerobiose mistura de glicose/frutose e sacarose | 1991
- GLC + XYL
i/'lECg;el‘gZ'ae CENPK 113-5D 1 161+ | nd 0,13 nd 0,26 30
38,3)
GLC + XYL Oxigénio Construgdo cepas eficientes para a Romani et al. 2015
S. cerevisiae PE-2 MEC1121 (17,4 + | nd 0,19 nd 0,32 30 limitado fermentacéo de xilose N
39,7)
- GLC + XYL
S. cerevisiae PE-2 MEC1133 (17,6+39,7) nd 0,15 nd 0,33 30
S. cerevisiae CEN.PK113-7D | GLC + XYL - . . . .
(TMB 3001) (20 + 50) 0,27 0,04 6,75 0,43 30 Anaerobiose | Fisiologia de cepas recombinantes Roca et al., 2003
. GLC + GAL . x Ramakrishnan e
S. cerevisiae GRF167 (20 + 20) nd 0,09 nd 0,48 30 Anaerobiose | Fermentagdo Hartley, 1993
GLC + XYL
S. cerevisiae IMS0003 + ARA (30 | nd 0,06+0,003 nd 0,44+0,01 30 - x S
+15 + 15) _ Estratégias de s_e!egag para otimizagao o
GLC + XYL Anaerobiose | evolutiva da utilizagdo de misturas de | Wisselink et al., 2009
S. cerevisiae IMS0007 + ARA (30 | nd 0,05£0,001 | nd 0,44+0,00 30 substrato
+15 +15)

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de converséo de substrato a célula; Yews: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;

nd: ndo determinado; nc: ndo apresentou crescimento; ARA: Arabinose; FRU: Frutose; GAL: Galactose; GLC: Glicose; XYL: Xilose; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. *Dados calculados pela formula: yg =

_ Hmax

Yxss'
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Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacédo de substrato em diferentes concentracdes e diferentes condi¢fes
de cultivos (temperatura e aeragéo).

Mmax

Yxis

Ms

YEth/s

T

Levedura (Sg ) (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
C. diversa AWRI1165 8?1 ;SF)RU nd 0,10 nd nd 22

C. sake AWRI1161 8?1 ;SF)RU nd 0,37 nd nd 22

C. stellata AWRI1159 glécj_ ;SF)RU nd 0,29 nd nd 22

C. mrakii AWRI1045 ?7|§C+ ;BF)RU nd 0,25 nd nd 22

C. saturnus AWRI1046 8%3 ;SF)RU nd 0,33 nd nd 22

D. hansenii AWRI1157 823 ;SF)RU nd 0,35 nd nd 22

D. anomala AWRI1101 géi ;SF)RU nd 042 nd nd 22

D. anomala AWRI1128 ?7|§C+ ;SF)RU nd 0,45 nd nd 22

D. bruxellensis AWRI1103 8'5?_ ;SF)RU nd 0,47 nd nd 22 A _ Avaliar isolados nio-

: GLC +ERU erobiose Saccharomyces Contreras et al., 2015

D. bruxellensis AWRI1127 (75 + 75) nd 0,21 nd nd 22

D. bruxellensis AWRI1499 gléci ;SF)RU nd 0,35 nd nd 22

H. uvarum AWRI1425 237'5‘1 ;SF)RU nd 0,50 nd nd 22

H. uvarum AWRI863 glé(i ;SF)RU nd 0,41 nd nd 22

H. valbyensis AWRI258 gléci ;SF)RU nd 0,24 nd nd 22

K. lactis AWRI1181 g'gi ;SF)RU nd 0,36 nd nd 22

K. marxianus AWRI1005 gléi ;5F)RU nd 0,44 nd nd 22

K. marxianus AWRI58 g'gi ;5F)RU nd 0,41 nd nd 22

L. thermotolerans AWRI861 8'5(1 ;SF)RU nd 0,40 nd nd 22
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Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacao de substrato em diferentes concentracées e diferentes condicdes de
cultivos (temperatura e aeragdo) (continuacgao).

S

Mmax

Yxis

Ms

YEth/s

T

Levedura (G LY (h) (GMCS s (h)) (gEth ¢S C) Aeracdo Objeto de estudo Referéncia
M. pulcherrima AWRI1149 glgi ;SF)RU nd 0,36 nd nd 22

M. pulcherrima AWRI1656 glgi ;SF)RU nd 0,28 nd nd 22

M.guilliermondii AWRI1552 glécj_ ;SF)RU nd 0,38 nd nd 22

P. tannophilus AWRI1094 ?7|§C+ ;SF)RU nd 0,40 nd nd 22

P. fermentans AWRI1199 gléi ;SF)RU nd 0,04 nd nd 22

P. holstii AWRI1044 823 ;SF)RU nd 0,43 nd nd 22

P. kluyveri AWRI1821 géi ;SF)RU nd 0,36 nd nd 22

P. kudriavzevii AWRI1220 ?7|§C+ ;SF)RU nd 0,33 nd nd 22

P. membranifaciens AWRI1095 8'5?_ ;SF)RU nd 0,08 nd nd 22 A _ Avaliar isolados nio-

: GLC +ERU erobiose Saccharomyces Contreras et al., 2015

P. terricola AWRI1124 (75 + 75) nd 0,19 nd nd 22

R. glutinis AWRI1743 gléci ;SF)RU nd 0,09 nd nd 22

S. japonicus AWRI1098 ?7'5‘1 ;SF)RU nd 0,36 nd nd 22

S. pombe AWRI141 glé(i ;SF)RU nd 0,31 nd nd 22

S. pombe AWRI442 gléci ;SF)RU nd 0,42 nd nd 22

S. capriottii AWRI1665 g'gi ;SF)RU nd 0,34 nd nd 22

S. occidentalis AWRI1032 823 ;5F)RU nd 0,50 nd nd 22

S. roseus AWRIB9 g'gi ;5F)RU nd 0,12 nd nd 22

T. delbrueckii AWRI1152 8'5(1 ;5':)RU nd 0,30 nd nd 22
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Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacao de substrato em diferentes concentracées e diferentes condicdes de
cultivos (temperatura e aeragdo) (continuacgao).

S

Mmax

Yxis

Ms

YEth/s

T

Levedura (g LY (h)) (gMCS gS™) (hY) (gEth gS) C) Aeracéo Objeto de estudo Referéncia
. GLC + FRU
T. pretoriensis AWRI747 (75 + 75) nd 0,30 nd nd 22
.. GLC + FRU
T. cantarellii AWRI1164 (75 + 75) nd 0,34 nd nd 22
GLC + FRU
W. anomalus AWRI1051 (75 + 75) nd 0,25 nd nd 22
W. ciferrii AWRI1043 GLC +FRU nd 0,34 nd nd 22 Aerobiose Avaliar isolados ndo- Contreras et al., 2015
(75 + 75) Saccharomyces
. GLC + FRU
W. subpelliculosus AWRI11047 (75 + 75) nd 0,06 nd nd 22
. GLC + FRU
Y. mexicana AWRI1006 (75 + 75) nd 0,08 nd nd 22
A GLC + FRU
Z. bailii AWRI1578 (75 + 75) nd 0,31 nd nd 22
D. hansenii INETI CL18 g-fs’; XYL | 0.40+003 | 0,36+0,03 1,11% nd 30
- GLC+ MAN N : .
D.hansenii INETI CL18 (5 + 5) 0,40+0,02 0,32+0,06 1,26 nd 30 Aerobiose Transporte de aglcares Nobre et al. 1999
D. hansenii INETI CL18 étL;)ARA 0,33£0,02 0,46x0,05 0,71* nd 30
K. marxianus CBS 6556 glaflg)LAC 0,43/0,30 0,96/0,30 0,45/0,99 nd 30
K. marxianus CBS 6556 8'6515)6“- 037037 | 0,77/0,76 048049 | nd 30
K. marxianus CBS 6556 LAC + GAL | 4 4q 0,76 0,54 nd 30
(10+10) (0,63/0,45) . . .
Aerobiose Fisiologia de levedura Fonseca et al., 2013
K. marxianus CBS 6556 GLC + FRU 0,42 0,88 0,48 nd 30
) (10+10) ' ' (0,37/0,56)
. GAL + FRU 0,47
K. marxianus CBS 6556 (10+10) 0,42 0,89 (0,47/0,47) nd 30
K. marxianus CBS 6556 (Fl%glg)LAC 037037 | 0,77/0,76 0,48/0.49 | nd 30
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Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacéo de substrato em diferentes concentragdes e diferentes condicGes de

cultivos (temperatura e aeragdo) (continuacgao).

S Umax Yxis Us YEthis T
@L? (h™) (gMCsgsh) | (hh) (gEth gS™) (%)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL(15+ | nd 0,16 nd 0,41 30
4+1)

GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL(375 | nd 0,12 nd 0,43 30
+10 +2,5)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL(60+ | nd 0,06 nd 0,38 30
16 +4)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL (825 | nd 0,05 nd 0,42 30
+22 +5,5) Microaerobiose
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 2'112’5 f\;'a nd 0,04 nd 0,40 30
+7,5)

GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 + XYL (150 | nd 0,05 nd 0,32 30
+40 + 10)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 -('-262,5 i(\;la nd 0,10 nd 0,28 30
+17,5)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL(15+ | nd 0,06 nd 0,42 30
4+1)

GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL(375 | nd 0,03 nd 0,35 30
+10 +2,5)
GLC, ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL((60+ | nd 0,03 nd 0,32 30
16 + 4)
GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 +XYL (825 | nd 0,04 nd 0,34 30
+22 +5,5)

Levedura Aeracdo Objeto de estudo Referéncia

Efeito da concentragéo de substrato Delgenes et al., 1988

Anaerobiose
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Tabela 2.10. Parametros cinéticos das linhagens de ndo Saccharomyces com combinacéo de substrato em diferentes concentragdes e diferentes condicGes de

cultivos (temperatura e aeragdo) (continuacgao).

S Umax Yxis Us YEthis T
@LY () (@MCSgsh) | (h?) (gEth gS*) ()
GLC + ARA
+ XYL
(1125 + 30
+7,5)

GLC + ARA
P. stipitis Y 7124 + XYL (150 | nd 0,04 nd 0,45 30 Anaerobiose Efeito da concentragdo de substrato | Delgenes et al., 1988
+40 +10)
GLC + ARA
+ XYL
(262,5 + 70
+17,5)

Levedura Aeracao Objeto de estudo Referéncia

P. stipitis Y 7124 nd 0,04 nd 0,45 30

P. stipitis Y 7124 nd 0,00 nd 0,00 30

S: Substrato; pmax: Velocidade especifica de crescimento méxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de conversdo de substrato a célula; Yews: fator de conversdo de substrato em etanol; T: Temperatura; MCS: massa celular seca; Eth: Etanol;
nd: ndo determinado; ARA: Arabinose; FRU: Frutose; GLC: Glicose; GAL: Galactose; LAC: Lactose; XYL: Xilose; C. diversa: Candida diversa; C. sake: Candida sake; C. stellata: Candida stellata; C. mrakii: Cyberlindnera mrakii; C. saturnus: Cyberlindnera
saturnus; D. hansenii: Debaryomyces hansenii; D. andmala: Dekkera anémala; D. bruxellensis: Dekkera bruxellensis; H. uvarum: Hanseniaspora uvarum; H. valbyensis: Hanseniaspora valbyensis; K. marxianus: Kluyveromyces marxianus; K. lactis: Kluyveromyces
lactis; L. thermotolerans: Lachancea thermotolerans; M. pulcherrima: Metschnikowia pulcherrima; M. guilliermondii: Meyerozyma guilliermondii; P. tannophilus: Pachysolen tannophilus; P. fermentans: Pichia fermentans; P. holstii: Pichia holstii; P. kluyveri: Pichia
kluyveri; P. kudriavzevii: Pichia kudriavzevii; P. membranifaciens: Pichia membranifaciens; P. stipitis: Pichia stipitis; P. terricola: Pichia terricola; R. glutinis: Rhodotorula glutinis; S. japonicas: Schizosaccharomyces japonicus ; S. pombe: Schizosaccharomyces
pombe; S. capriottii: Schwanniomyces capriottii; S. occidentalis: Schwanniomyces occidentalis; S. roseus: Sporobolomyces roseus; T. delbrueckii: Torulaspora delbrueckii; T. pretoriensis: Torulaspora pretoriensis; T. cantarellii: Trigonopsis cantarellii; W. anomalus:

Wickerhamomyces anomalus; W. ciferrii: Wickerhamomyces ciferrii; W. subpelliculosus: Wickerhamomyces subpelliculosus; Y. Mexicana: Yamadazyma Mexicana; Z. bailii: Zygosaccharomyces bailii. *Dados calculados pela formula: pg = %
X/s
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3 FISIOLOGIA DE Saccharomyces cerevisiae CAT-1 E DE OUTRAS 14 LEVEDURAS,
ISOLADAS DA REGIAO CENTRO-OESTE, TENDO FRUTOSE COMO FONTE
UNICA DE CARBONO EM AEROBIOSE

Resumo: Sacharomyces cerevisiae € reconhecidamente a levedura mais utilizada na industria.
Contudo, a bioprospeccdo de novas cepas e o estudo fisiologico das mesmas sdo importantes
para o estabelecimento de novas plataformas microbianas, com diferentes potenciais
biotecnoldgicos, dada a grande biodiversidade genética existente na natureza, ainda pouco
explorada. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a fisiologia de diferentes leveduras,
através de seus parametros cinéticos e metabdlitos produzidos a partir de cultivos de 3 leveduras
isoladas de usina de agucar e lcool e 11 leveduras isoladas de frutos da Regido Centro-Oeste,
além da linhagem industrial S. cerevisiae CAT-1, utilizando-se frutose como Unica fonte de
carbono, em aerobiose. As linhagens foram cultivadas em frasco tipo Erlenmeyer contendo
meio mineral e frutose (10 g L) com fonte Gnica de carbono (30°C, 200 rpm). Aglicar, etanol
e &cidos organicos foram quantificados. Os parametros cinéticos avaliados foram velocidade
especifica de consumo de substrato (lis), velocidade especifica de crescimento maxima (Umax),
tempo de duplicacdo (TD), fator de conversédo de substrato a células (Yxss), fator de conversao
de substrato a produtos (Yess) (etanol, glicerol e acetato) e concentragdo celular maxima (Xmax),
além de dados de produtividades de etanol (Pew) e de biomassa (Px). As linhagens que
apresentaram maior pmax foram Pichia kudriavzevii BB2, Pichia kudriavzevii BB1 e S.
cerevisiae BB9 (valores entre 0,47 e 0,49 h'l), isoladas de mosto. Entre as linhagens isoladas
de frutos, Candida parapsilosis Recol 29 apresentou pmax superior (0,44 h). As linhagens S.
cerevisiae CAT-1 (3,02 h'l), S. cerevisiae BB9 (3,01 h!) e Candida glabrata Recol 41 (2,52 hr
1y se destacaram em termos de ps. O Yxss na linhagem C. glabrata Recol 41 foi baixo, enquanto
as linhagens C. parapsilosis Recol 29 e Rhodotorula mucilaginosa Recol 03 foram as que
apresentaram maior Yxs. A anélise de Ypis indicou que C. glabrata Recol 10 e S. cerevisiae
BB9 se destacaram devido & maior taxa de conversdo de substrato a etanol (0,44 e 0,41 gEth
gS?t, respectivamente), quando comparada a S. cerevisiae CAT-1 (0,33 gEth gS™). Glicerol e
acetato foram produzidos em pequenas quantidades por apenas algumas linhagens. Todas as
linhagens avaliadas foram capazes de consumir o substrato frutose. R. mucilaginosa Recol 03
foi a que apresentou menor desempenho de consumo do substrato, enquanto os isolados de
mosto e a linhagem C. glabrata Recol 10 foram os que apresentaram melhor capacidade para
producdo de etanol, enquanto C. parapsilosis Recol 29 apresentou maior conversao em
biomassa.

Palavras-chave: Bioprospeccdo; Parametros Cinéticos; Metabolismo.

3.1 INTRODUCAO

Sacharomyces cerevisiae € conhecida por ser uma linhagem de levedura industrial
(Shafaghat et al., 2009) utilizada para a producdo de etanol, bebidas alcodlicas, biomassa,
produtos metabolicos (Cardona e Sanchez, 2007; Teixeira et al., 2009) e como fonte de [3-

glucano (Kogan e Kocher, 2007). No Brasil, as linhagens de S. cerevisiae CAT-1 e PE-2 sdo
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comumente utilizadas na producdo de etanol (Romani et al., 2015), representando 80% da
levedura comercializada para a producédo de etanol combustivel no Brasil (Basso et al., 2011).
Contudo ¢ imprescindivel a bioprospeccao de novas cepas e o estudo fisioldgico das mesmas,
buscando ndo somente aquelas que apresentem destacado potencial fermentativo, mas também
outras aplicacdes biotecnoldgicas, o que é promissor, dada a grande biodiversidade desses
microrganismos nos biomas brasileiros (Silva e Fonseca, 2016).

A Regido Centro-Oeste, devido as suas caracteristicas ambientais, temperatura,
umidade, solo, sdo favoraveis a presenca de microrganismos, como as leveduras, sendo um
ambiente propicio para a bioprospecgéo de novas linhagens. Além disso, a regido possui varias
usinas e destilarias, nas quais durante o processo fermentativo ocorre uma sucessao intensiva
de linhagens de S. cerevisiae no mosto de fermentacéo, em alguns casos, a levedura original é
completamente substituida por linhagens selvagens (Silva-Filho et al., 2005; Batistote et al.,
2010). Essas linhagens selvagens podem ser isoladas e estudadas, gerando informac6es sobre
as caracteristicas e possiveis aplicagdes dessas cepas. Além do mosto, cepas de leveduras
podem ser isoladas do ambiente, solo, frutos entre outros (Silva et al., 2011; Nyanga et al.,
2012; Freire et al., 2014).

Entre as leveduras ndo-Saccharomyces com potenciais aplicagcbes fermentativas,
destaca-se Pichia kudriavzevii, também identificada como Issatchenkia orientalis (Chan et al.,
2012). Esta foi isolada de varios tipos de substratos, como solo (Limtong et al., 2009), frutos
(Nyanga et al., 2012) e mostos (Freire et al., 2014). E considerada como etanol, osmo e
termotolerante (Kitagawa et al., 2010). P. kudriavzevii é descrita em processos fermentativos
de producdo de vinho com reduzido teor alcodlico (Contreras et al., 2015) e na producédo de
etanol em diferentes condi¢des (Dhaliwal et al., 2011).

Outra candidata é a linhagem Candida glabrata, que foi descrita por sua capacidade de
fermentar glicose e trealose (Silva et al., 2012). Também foi relatada sua termotoleréncia e
relacdo evolutiva préxima a S. cerevisiae (Wang et al., 2013). Ainda dentro do género Candida,
a espécie C. parapsilosis é descrita como adequada para a fermentacdo do xilitol (Nolleau et
al., 1995). Contudo apresenta incapacidade de fermentar maltose (Silva et al., 2012). Tanto C.
glabrata como C. parapsilosis séo capazes de produzir amilase via cultivo em estado solido
(Oliveira et al., 2015).

Meyerozyma guilliermondii, também conhecida como Candida guilliermondii

(Kurtzman e Suzuki, 2010), foi isolada de fermentac6es espontéaneas de vinhos brancos de uvas
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da variedade Malvar, na Espanha (Cordero-Bueso et al., 2013). M. guilliermondii é eficaz para
a bioconverséo da xilose em xilitol (Papon et al., 2013).

Apesar de ser considerada uma das dez principais espécies de leveduras que causam a
deterioracdo dos alimentos, Rhodotorula mucilaginosa tem sido utilizada em experimentos de
vinificacdo em associa¢do com S. cerevisiae para melhorar o aroma de vinhos, isso porque essas
leveduras secretam B-glicosidades e com isso produzem compostos de aroma a partir de seus
precursores presentes na uva (Albertyn et al., 2014, Wang et al., 2017). Além disso, esta espécie
tem potencial para produzir xilitol (Bura et al., 2012).

E desejavel que a levedura possa metabolizar o maior espectro de substratos. A frutose,
e.g., ¢ um monossacarideo fermentescivel, apesar da usual preferéncia pelo consumo de glicose
pelas leveduras (Berthels et al., 2004). As leveduras que utilizam frutose sdo importantes para
a fermentacdo do caldo de cana-de-agucar porque, uma vez que a sacarose se hidrolisa em
glicose e frutose, pode haver o risco de contaminacdo microbiana. Ainda, se houver niveis
residuais alto de frutose ocorrerd menor produtividade no processo, ja que nem todo substrato
sera convertido em produto. Além disso, os perfis de consumo de frutose podem ser usados
para identificar cepas de leveduras que possam ter preferéncia por frutose (Tronchoni et al.,
2009). Assim, a pesquisa de leveduras frutdfilas é importante para a indUstria vinicola (Jones
et al., 2005).

O metabolismo e os efeitos reguladores de frutose em S. cerevisiae foram reportados
como semelhantes aos da glicose (Anjos et al., 2013), porém em algumas linhagens o consumo
da frutose pode ser mais lento e até mesmo incompleto (Berthels et al., 2004; Wang et al., 2004).

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a fisiologia de 15 diferentes leveduras
cultivadas em meio mineral contendo frutose como Unica fonte de carbono, em aerobiose,
através de seus parametros cinéticos e producdo de metabdlitos. Foram estudadas 3 leveduras
isoladas de usina de acucar e alcool e 11 de frutos tipicos da Regido Centro-Oeste, além da
linhagem industrial S. cerevisiae CAT-1.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Microrganismos e manutencao

As leveduras utilizadas no estudo foram S. cerevisiae Catanduva — 1 (CAT-1), cedida

pela Usina S&o Fernando de Acucar e Alcool, Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), e 14
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leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste: 3 isoladas de mosto industrial, no municipio de
Barra do Bugres, Mato Grosso (MT), Pichia kudriavzevii BB1, Pichia kudriavzevii BB2 e S.
cerevisiae BB9 (Silva et al.,, 2011) e 11 leveduras isoladas de frutos tipicos da regido,
denominadas, Rhodotorula mucilaginosa Recol 03, Meyerozyma guilliermondii Recol 09,
Candida glabrata Recol 10, Candida parapsilosis Recol 12, C. parapsilosis Recol 29, C.
parapsilosis Recol 37, Pichia kudriavzevii Recol 39, Candida glabrata Recol 41, Isolado Recol
42, Candida glabrata Recol 43 e Pichia kudriavzevii Recol 44.

As linhagens Recol 03, Recol 09, Recol 10 e Recol 12 foram isoladas a partir de
cerejeira do Rio Grande (Eugenia involucrata), Recol 29 de uvaia (Eugenia pyriformis), Recol
37 de péssego-do-mato (Hexachlamys edulis), Recol 39 e Recol 41 de acerola (Malpighia
glabra) e Recol 42, Recol 43 e Recol 44 de pequi (Caryocar brasiliense).

Aliguotas-estoque de 1 mL das leveduras utilizadas foram obtidas de culturas-estoque

mantidas em glicerol 20% (p/v) a -80°C (Fonseca et al., 2013).

3.2.2 Meio mineral para pré-cultivos e cultivos

O meio mineral foi preparado, contendo por litro de agua destilada: (NH4)2S0O4, 5,0 g;
KH2PO4, 3,0 g; MgS04.7H.0, 0,5 g; 1 mL de elementos-traco (preparada em 4&gua
desmineralizada, contendo por litro: EDTA, 15 g; ZnS04.7H20, 4,5 g; MnCl,.2H-0, 1 g;
CoCl2.6H20, 0,3 g; CuS04.5H,0, 0,3 g; NazM004.2H.0, 0,4 g; CaCl..2H.0, 4,5 g;
FeS0..7H20, 3,0 g; H3BO3, 1,0 g; KI, 0,1 g), com pH final de 6,0. O meio foi autoclavado
(121°C, 15 min), posteriormente adicionou-se ao meio 1 mL L de solugéo filtro-esterilizada
de vitaminas (preparada em agua desmineralizada, contendo por litro: D-biotina, 0,05 g;
pantotenato de célcio, 1,0 g; acido nicotinico, 1,0 g; mio-inositol, 25 g; cloreto de tiamina, 1,0

g; piridoxina, 1,0 g; e acido para-aminobenzoico, 0,20 g) (Verduyn et al., 1992).

3.2.3 Condicgdes de cultivo

Para o preparo dos experimentos, uma aliquota-estoque foi utilizada para inocular uma
placa de petri contendo aproximadamente 20 mL de meio YPD (extrato de levedura 1%,
peptona 2%, glicose 2% e agar 2%) estéril, por 48 horas a 28°C.

Para os pré-cultivos foi transferida uma alcada de células da placa de petri para um

frasco tipo Erlenmeyer (500 mL) contendo 250 mL de meio mineral estéril (Verduyn et al.,
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1992), com pH ajustado para 6,0. A fonte de carbono frutose foi previamente esterilizada
separadamente na concentragdo 10 g L. Em seguida os pré-cultivos foram incubados a 30°C
em agitador orbital (Marconi, Brasil) a 200 rpm até atingir a densidade 6ptica (DO) (A= 600nm)
de 5+1, medidas em espectrofotometro (Bioespectro, Brasil), em condic¢des de aerobiose.

A partir de uma aliquota de quantidade determinada do pré-cultivo para DO inicial (A=
600nm) de 0,1, os cultivos foram realizados em duplicata, em meios e frascos idénticos ao do
pré-cultivo.

Os cultivos principais foram realizados a 30°C em agitador orbital (Marconi, Brasil) a
200 rpm até o total consumo de aglcar. O volume de 3 mL de amostra foi retirado a cada 30

minutos para determinacdo de massa seca e concentracdo de metabdlitos extracelulares.

3.2.4 Quantificacdo de metabdlitos extracelulares e determinacgdes de biomassa

Amostras foram coletadas e centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (NT805,
Brasil) (5 min., 17.609 g, 5°C). O sobrenadante foi utilizado para determinar substrato residual,
etanol, glicerol e acidos organicos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)
Agilent 1290, equipado com coluna Rezex ROA — Organic Acid H* (8%) (Phenomenex). A
fase movel utilizada foi &cido trifluoroacético (TFA) a 5 mM, a uma vazio de 0,6 mL min?, a
55°C e o volume injetado foi de 20 pL. Estes compostos foram detectados por um detector
refratdmetro diferencial (RID) Agilent 1260, acoplado a um mddulo de aquisi¢cdo de dados
(Nascimento et al., 2016).

O sedimento de biomassa obtido apds centrifugacdo da amostra foi seco em estufa de
secagem (Marconi, Brasil) (105°C) até peso constante. A massa celular seca (g L) foi obtida
pelo quociente entre a diferenca de peso por volume de meio centrifugado. Biomassa (X)
também foi determinada indiretamente através de medicGes de DO realizadas com um
espectrofotdmetro (Biospectro, Brasil) a 600 nm. Para este fim, os valores de absorbancia
medidos foram convertidos em valores de massa utilizando uma relacéo linear (unidades DO

por grama de biomassa seca) determinada para cada experimento.

3.2.5 Determinacéo de parametros cinéticos

A fase exponencial de crescimento foi identificada como a regido linear da plotagem do

In (DO) pelo tempo para os dados do cultivo. A velocidade especifica de crescimento maxima
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(Umax) foi determinada como a inclinacdo desta reta, e o tempo de duplicacdo (TD) pelo
quociente do In(2) pelo pmax. Avaliou-se a formacdo maxima de biomassa (Xmax) obtida por
curva de calibracéo.

O fator de conversao de substrato a células (Yxs) foi determinado como a inclinagao da
linha obtida pela plotagem da concentragdo celular (X) em fungédo da concentracao de substrato
(S). O fator de conversdao de substrato a produto (Yes) (etanol, glicerol e acetato) foi
determinado a partir da concentracdo do produto (P) em relacdo a concentracdo de substrato

(S). A velocidade especifica de consumo de substrato (us) foi calculada de acordo com a

Equacéo 3.1:
s = ’;’)’:—j: Equacdo 3.1

Produtividades de etanol (Petw) e de biomassa (Px) foram calculadas de acordo com as

Equacdes 3.2 e 3.3, respectivamente (Ribeiro e Horii, 1999):

Pyyy, =max=Pi Equacéo 3.2

t

Py :M Equacéo 3.3

No qual, Pmax = concentracdo méxima do produto; P;i = concentracéo inical do produto;
t = tempo final de concentracdo maxima; Xmax= concentracdo celular méxima; X;= concentracéo

celular inicial.

3.2.6 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, utilizando a versdo do software Statistica versdo 6.0
(Statsoft, USA).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3.1 apresenta 0s parametros cinéticos de crescimento durante a fase
exponencial dos cultivos, enquanto a Figura 3.1 as cinéticas de crescimento, formacdo de
metabdlitos e consumo de substrato durante cultivos utilizando frutose (10 g L) como fonte

Unica de carbono, em aerobiose.
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Tabela 3.1. Parametros cinéticos dos cultivos, utilizando frutose como fonte de carbono com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-
Oeste e com S. cerevisiae CAT-1, em aerobiose.

Levedura HMmax TD Ms Yxis YEth/s Yaiirs Yacis X Px Peth T
() (h) () (gMCs gS) (gEth gs™) (gGli gs?) (gAc gs) (gL (gMCsL*hY)  (gEthL*hY)  (h)
S.c. CAT-1 0,45+0,00° 1,52+0,01° 3,02+0,032 0,15+0,00¢ 0,33+0,002b¢ 0,10+0,002 0,01+0,00° 1,44+0,01" 0,12+0,00%9 0,28+0,012> 12,0
P.k. BB1 0,48+0,01%°  1,42+0,03f 2,47+0,0285¢  0,19+0,01°¢  0,27+0,002Pcd  (,04+0,00P 0,11+0,002 1,98+0,01%¢  0,19+0,012 0,28+0,02*> 10,5
P. k. BB2 0,49+0,00 1,38+0,01° 2,43+0,00%>¢  0,20£0,00°¢  0,33+0,002P¢ (0,100,002 0,03+0,00°¢  2,07+0,03%¢  0,17+0,012b¢ 0,25+0,01° 12,5
S.c.BB9 0,47+0,02%°  1,46+0,09f 3,01+0,342 0,15+0,00°¢ 0,41+0,0320 0,01+0,01¢ 0,06+0,01° 1,73+0,009 0,17+0,0220 0,35+0,032 11,5
R. m. Recol 03 0,24+0,019 2,88+0,082 0,87+0,10° 0,28+0,05%°  0x0¢ 0+0° 0+0° 1,79+0,01%¢ 0,100,009 00 17,0
M. g. Recol 09 0,34+0,019¢f  2,03+0,08>¢ 1,51+0,13%  0,22+0,01&>¢  0,26+0,022b¢d  0+Q° 0+0° 2,18+0,05°¢ 0,140,005 0,14+0,01%¢ 155
C. g. Recol 10 0,36+0,00%%¢  1,89+0,00°¢  1,97+0,02b¢d  0,18+0,00°¢  0,44+0,022 0,05+0,00° 0+0° 1,96+0,01%  0,14+0,009&f 0,34+0,002 14,0
C. p. Recol 12 0,32+0,008f 2,13+0,01° 1,44+0,04%  0,22+0,012P¢  0,22+0,020cd 0+0°¢ 0°+0 2,14+0,00° 0,12+0,00%9 0,08+0,01F 16,5
C. p. Recol 29 0,44+0,00° 1,5440,00%F  1,45+0,08%¢  0,30+0,012 0,22+0,02bc4d 0,05+0,00° 0,03+0,03°¢  2,36+0,062 0,17+0,002b¢ 0,12+0,01%¢ 14,5
C. p. Recol 37 0,37+0,01%¢  1,85+0,04°¢  1,85+0,28>¢¢ 0,20+0,02°¢  0,17+0,06%¢¢ 0+0° 0+0° 1,75+0,049 0,12+0,00%9 0,07+0,01f 14,0
P. k. Recol 39 0,37+0,01%¢  1,83+0,04¢ 1,89+0,17P¢d  0,20+£0,01°¢  0,27+0,082bcd  Q+Q° 0+0° 1,98+0,02%¢  0,13+0,00%f 0,12+0,01%¢ 15,0
C. g. Recol 41 0,40+0,00¢ 1,72+0,00%¢  2,52+0,60%°  0,14+0,06° 0,32+0,022b¢ 0+0° 0+0° 1,91+0,01%F  0,14+0,00%4ef  0,24+0,04>¢ 135
Iso Recol 42 0,36+0,01%%¢ 1,91+0,03°¢  1,65+0,08%4¢ 0,21+0,01*>¢  0,37+0,022P 0,01+0,00¢ 0+0° 1,97+0,02%¢  0,12+0,00"9 0,16+0,03%¢ 155
C. g. Recol 43 0,310,001 2,19+0,03° 1,65+0,05%4¢  0,19+0,01°¢  0,34+0,052P¢ 0,05+0,00° 0+0°¢ 2,27+0,03%>  0,16+0,00°¢4 0,28+0,02> 14,0
P. k. Recol 44 0,31+0,01f 2,17°+0,07 1,5440,00%  0,20+0,01°¢  0,12+0,03%¢ 0+0° 0+0° 1,80+0,01%¢  0,15+0,00°¢4¢  0,08+0,01%¢ 125

Umax: Velocidade especifica de crescimento maxima; TD: tempo de duplicacéo ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xs: fator de converséo de substrato a célula; Yeqs: fator de converséo de substrato em
etanol; Ygjis: fator de conversao de substrato em glicerol; Y a¢s: fator de conversédo de substrato em acetato; X: concentracdo maxima de células formadas; MCS: massa celular seca; Px: produtividade de biomassa; P
produtividade de etanol; T: tempo de cultivo; S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae BB9; R. m. Recol 03: R. mucilaginosa Recol
03; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol 10; C. p. Recol 12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C. parapsilosis
Recol 37; P. k. Recol 39: Pichia kudriavzevii Recol 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: Pichia kudriavzevii Recol 44; Iso: Isolado. *Dados apresentados
com médiatdesvio padrédo. *Letras iguais em uma mesma coluna ndo apresenta diferenca significativa (P>0,05).
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Todos os resultados foram obtidos utilizando meio mineral com frutose como Unica
fonte de carbono. Todas as linhagens apresentaram crescimento no meio avaliado.

A velocidade especifica de crescimento méxima (Umax) representa a adaptacdo do
microrganismo ao meio, sendo considerada um importante parametro para selecdo de cepas
para bioprocessos (Gomes et al., 2007). As linhagens isoladas de mosto, P. kudriavzevii BB2,
P. kudriavzevii BB1 e S. cerevisiae BB9 apresentaram maior pmax (entre 0,47 e 0,49 hl),
seguido da linhagem industrial S. cerevisiae CAT-1 (0,45 h') (Tabela 3.1), sem apresentar
diferenca significativa (P<0,05), mas apresentando diferenca significativa (P>0,05) com
relacdo aos isolados de frutos. Entre as linhagens isoladas de frutos, C. parapsilosis Recol 29
apresentou pmax superior (0,44 h™1), enquanto os demais isolados de frutos apresentaram pimax de
0,24 a 0,40 h! (Tabela 3.1).

Shafaghat et al. (2009) estudaram a linhagem S. cerevisiae PTCC 24860 com
concentracéo de frutose de 35 g L™ e observaram pimax de 0,42 ht. A levedura Kluyveromyces
marxianus CBS 6556 também foi avaliada em frutose (10 g L) e apresentou pmax de 0,41 h't
(Fonseca et al., 2013). R. mucilaginosa ATCC 26423 em frutose (10 g L) mostrou pimax de
0,20+0,008 h! (Andersen et al., 2003). Nesses ensaios as leveduras foram destacadas pela
adaptacdo ao meio, corroborando os dados deste trabalho.

Com relacdo a velocidade especifica de consumo de substrato (us), as linhagens que se
destacaram foram S. cerevisiae CAT-1 (3,02 h%), S. cerevisiae BB9 (3,01 h') e C. glabrata
Recol 41 (2,52 h1). K. marxianus CBS 6556 em 10 g L™ de frutose apresentou s de 0,86 h™.
As leveduras S. cerevisiae CAT-1, C. glabrata Recol 41 e os isolados de mosto explorados
neste trabalho apresentaram valores superiores aos reportados na literatura, indicando boa
adaptacdo ao substrato e as condicdes de cultivo.

Quanto ao fator de converséao de substrato a células (Yxs), destaca-se que C. glabrata
Recol 41 apresentou menor Yxss (0,14 g MCS g?), seguida pelas S. cerevisiae CAT-1 e S.
cerevisiae BB9 (0,15 g MCS g, indicando maior propensdo a producdo de metabdlitos
secundarios. Em contraste, os maiores valores de Y x;s foram encontrados para C. parapsilosis
Recol 29 (0,30 g MCS g}) e R. mucilaginosa Recol 03 (0,28 g MCS g™?).

Wang et al. (2004) estudaram a linhagem S. cerevisiae CCTCC M201022, utilizada na
fermentac&o de vinho de magc4, utilizando frutose (100 g L) e encontraram Yxs de 0,1922 g
MCS g, valores proximos aos encontrados nesse estudo, exceto para as linhagens R.

mucilaginosa Recol 03 e C. parapsilosis Recol 29, que apresentaram valores superiores a 0,28
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g MCS g®. No entanto, Fonseca et al. (2013) reportaram valores ainda maiores para K.
marxianus (0,49 g MCS g*) em frutose (10 g L™). Pode-se afirmar que as linhagens com maior
Yx/s sdo favoraveis a producdo a de biomassa, assim como é descrito para K. marxianus
(Bellaver et al., 2004; Fonseca et al., 2013).

A Tabela 3.1 apresenta os dados de formacdo de metabdlitos das linhagens estudadas.
Esses cultivos mostraram formacéo de etanol, glicerol e acetato.

Quanto a formacdo de etanol, a linhagem C. glabrata Recol 10 e S. cerevisiae BB9 se
destacaram pela maior taxa de conversdo de substrato a etanol (Yewms), 0,44 e 0,41 gEth g2,
respectivamente, inclusive quando avaliada a produtividade de etanol, 0,35 e 0,34 gEth L™ h?,
respectivamente (Tabela 3.1). Pode-se notar que 0 Yews dessas linhagens foi superior ao da
levedura industrial S. cerevisiae CAT-1, porém sem diferenca significativa (P<0,05).

Kumdam et al. (2013) avaliaram a producdo de etanol da levedura Debaryomyces
nepalensis NCYC 3413, utilizando frutose (100 g L) e observaram Yewsde 0,12 g g*. Para S.
cerevisiae PTCC 24860 em frutose (35 g L) foi reportado Yews de 0,81 gEth g (Shafaghat
et al., 2009).

Glicerol foi produzido em pequenas quantidades nas linhagens S. cerevisiae CAT-1, P.
kudriavzevii BB1, P. kudriavzevii BB2, S. cerevisiae BB9, C. glabrata Recol 10, C.
parapsilosis Recol 29, Isolado Recol 42 e C. glabrata Recol 43 (Tabela 3.1; Fig. 3.1, A, B, C,
D, G, I, M, N). Acetato foi detectado apenas nas linhagens S. cerevisiae CAT-1, P. kudriavzevii
BB1, P. kudriavzevii BB2, S. cerevisiae BB9 e C. parapsilosis Recol 29 (Tabela 3.1; Fig. 3.1,
A, B, C, D, I). Néo foi observada a producdo de outro metabdlito nos cultivos realizados nestas
condigdes.

Glicerol é conhecido por ter funcdo protetora para as células, sua formacdo é uma
resposta ao estresse (Fonseca et al., 2013). Os baixos niveis de sintese de glicerol obtidos nesse
estudo podem estar associados a um metabolismo ativo para formacéo de etanol, o que indica
um melhor desempenho da fermentagéo de leveduras (Ramos et al., 2013).

A linhagem R. mucilaginosa Recol 03 ndo apresentou formacéo de qualquer metabdlito
extracelular (Fig. 3.1, E), além disso apresentou menores valores para pmax € Us, que indicam

que a mesma teve dificuldade de se adaptar ao substrato e as condicGes avaliadas.
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Figura 3.1. Cinéticas de crescimento, formacdo de
metabdlitos e consumo de substrato durante cultivos
utilizando frutose (10 g L) como fonte de carbono, em
aerobiose.

A. S. cerevisiae CAT-1; B. P. kudriavzevii BB1; C. P.
kudriavzevii BB2; D. S. cerevisiae BB9; E. R. mucilaginosa
Recol 3; F. M. guilliermondii Recol 9; G. C. glabrata Recol
10; H. C. parapsilosis Recol 12; 1. C. parapsilosis Recol 29;
J. C. parapsilosis Recol 37; K. P. kudriavzevii Recol 39; L.
C. glabrata Recol 41; M. Isolado Recol 42; N. C. glabrata
Recol 43; O. P. kudriavzevii Recol 44.

Fru (m); X (#); Eth (+); Gli (+); Ac (x). Fru: Frutose; X:
Concentracéo Celular; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato.
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CONCLUSAO

A anélise dos parametros cinéticos indicou que todas as linhagens foram capazes de
consumir o substrato frutose. Entre as linhagens estudadas R. mucilaginosa Recol 03 apresentou
maior dificuldade de consumo do substrato frutose, além da incapacidade de sintese de etanol,
glicerol e &cidos organicos.

A linhagens isoladas de mosto (P. kudriavzevii BB1, P. kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae
BB9) e a linhagem C. glabrata Recol 10, isolada de cerejeira do Rio Grande (Eugenia
involucrata), foram os que apresentaram melhor capacidade para producéo de etanol, enquanto
a linhagem C. parapsilosis Recol 29, isolada de uvaia (Eugenia pyriformis), apresentou maior

eficiéncia para conversdo de substrato em biomassa.
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4 FISIOLOGIA DE Saccharomyces cerevisiae CAT-1 E DE OUTRAS 13 LEVEDURAS
ISOLADAS DA REGIAO CENTRO-OESTE, CULTIVADAS EM DIFERENTES
ACUCARES EM ANAEROBIOSE

Resumo: O processo de fermentacdo de acUcar é realizado por leveduras na auséncia de
oxigénio, porém nem todas as leveduras conseguem se adapatar nessas condigdes. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a fisiologia de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e de outras 13
leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, por meio de pardmetros cinéticos obtidos a partir
de cultivos com 3 diferentes fontes Unicas de carbono (glicose, frutose ou sacarose), em
condigdes de anaerobiose. As linhagens foram cultivadas em meio mineral contendo fonte Gnica
de carbono (10 g L) a 30°C, com injecéo continua de N2 puro. Os frascos de cultivos foram
conectados com um segundo frasco com NaOH 2M, que foi utilizado para anélises de CO..
Acucares, etanol, glicerol e acidos orgéanicos foram quantificados. Os parametros cinéticos
avaliados foram velocidade especifica de consumo de substrato (Us), velocidade especifica de
crescimento maxima (Umax), tempo de duplicacdo (TD), fator de conversdo de substrato a
células (Yxss), fator de conversdo de substrato a produtos (Ypss) (etanol, glicerol, acetato e
succinato), concentragdo celular maxima (Xmax), produtividade de etanol (Pet), produtividade
de biomassa (Px) e concentracdo de CO2. Em glicose, S. cerevisiae CAT-1 se destacou entre as
linhagens estudadas, pois apresentou os maiores valores de pmax (0,35 ht), s (3,06 ht) e Pen
(0,69 gEth L hl). Candida glabrata Recol 43 e Candida glabrata Recol 10 também se
destacaram pelo rapido consumo de substrato, formacao de etanol e biomassa. Meyerozyma
guilliermondii Recol 09, Candida parapsilosis Recol 12, Candida parapsilosis Recol 37 e
Isolado Recol 42 apresentaram maiores tempo de cultivo, sendo que para C. parapsilosis Recol
37 e o Isolado Recol 42 ndo houve o consumo total de substrato. Assim como em glicose, S.
cerevisiae CAT-1 se sobressaiu em relacdo as demais linhagens em frutose, com valores
superiores de pmax (0,25 ht), s (2,24 ') e Pem (0,60 gEth L™ h™t). M. guilliermondii Recol 09,
C. parapsilosis Recol 37 e Isolado Recol 42 apresentaram cultivos com mais de 30 h e substrato
residual. Apenas as linhagens S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e Pichia kudriavzevii
Recol 39 foram capazes de consumir todo o substrato sacarose, apresentando Pew Superiores
(0,72, 0,51 e 0,44 gEth L™ hl, respectivamente) em relacdo as demais fontes de carbono. A
incapacidade de consumir todo o substrato indicou a presenga do efeito Kluyver. Demais
metabolitos extracelulares foram detectados em diferentes concentracdes.

Palavras-chave: Glicose; Frutose; Sacarose; Efeito kluyver.

4.1 INTRODUCAO

As leveduras realizam a fermentacéo do agucar com o objetivo de conseguir a energia
guimica necessaria a sua sobrevivéncia (Amorim e Ledo, 2005). Estas sdo divididas em trés

grupos no que diz respeito a capacidade fermentativa: fermentativas obrigatérias, fermentativas
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facultativas e ndo fermentativas (Visser et al., 1990). As fermentativas sdo capazes de se
desenvolver em anaerobiose.

Em anaerobiose, a conversdo de 1 mol de acucar hexose em 2 moles de etanol e 2 moles
de CO; é uma converséo redox natural. O rendimento maximo teérico é de 0,51 g de etanol por
g de aglcar. A producao de etanol industrial opera em 90% do rendimento tedrico (Della-Bianca
et al., 2013). CO., biomassa e glicerol sdo os maiores subprodutos da fermentacéo alcoolica
(Gombert e Van Maris, 2015), porém nem todas as leveduras séo capazes de se desenvolver em
condicdes de anaerobiose (Visser et al., 1990).

Em condi¢cBes de anaerobiose é necessario a suplementagdo dos meios com
ergosterol/Tween 80, pois sem estes componetes as leveduras ndo sdo capazes de sintetizar
esterdis e acidos graxos insaturados (Snoek e Steensma, 2007). A auséncia de oxigénio afeta a
biossintese de lipidios e as leveduras sdo incapazes de completar a biossintese de acidos graxos
insaturados e ergosterol. A falta desses componentes reduz a area de superficie das membranas
até o limite da viabilidade (Salmon, 2006; Deesuth et al., 2016). Além disso, a composi¢ao
lipidica das membranas esta relacionada com a tolerancia ao etanol (Mannazzu et al., 2008).

Vaérias cepas selvagens tém sido isoladas a partir de biorreatores industriais com o
objetivo de reintroduzi-las no processo industrial (Morrissey et al., 2004; Salmon, 2006; Basso
et al., 2011a). Cepas selvagens podem apresentar melhor desempenho no processo em termos
de rendimento de substrato a etanol, robustez e compatibilidade geral com o processo industrial
em comparacao com linhagens de leveduras que tém sido tradicionalmente utilizadas no setor
industrial (Della-Bianca et al., 2013). Além disso, essas linhagens isoladas podem apresentar
potencial para outras aplicacGes biotecnoldgicas, que ndo seja apenas a producao de etanol. O
estudo fisiologico destas linhagens em anaerobiose pode contribuir para uma melhor
compreensdo do metabolismo dessas novas linhagens, direcionando de maneira efetiva tais
aplicacdes.

Assim, objetivou-se no presente estudo avaliar a fisiologia de Saccharomyces cerevisiae
CAT-1 e de 13 outras leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, por meio de parametros
cinéticos obtidos em cultivos com 3 diferentes fontes Unicas de carbono (glicose, frutose ou

sacarose), em anaerobiose.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Microrganismos e manutencao

Utilizaram-se a levedura industrial S. cerevisiae Catanduva — 1 (CAT-1), cedida pela
Usina S&o Fernando de Actcar e Alcool, Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil, e outras
13 leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, sendo 3 leveduras isoladas de mosto industrial
no municipio de Barra do Bugres, Mato Grosso (MT), Brasil (Silva et al., 2011), identificadas
como Pichia kudriavzevii BB1, Pichia kudriavzevii BB2 e S. cerevisiae BB9 e 10 leveduras
isoladas de frutos diversos em Dourados, MS, Brasil, identificadas como Rhodotorula
mucilaginosa Recol 03, Meyerozyma guilliermondii Recol 09, Candida glabrata Recol 10,
Candida parapsilosis Recol 12 (isoladas de cereja do Rio Grande (Eugenia involucrata)),
Candida parapsilosis Recol 29 (isolada de uvaia (Eugenia pyriformis)), C. parapsilosis Recol
37 (isolada de péssego-do mato (Hexachlamys edulis)), Pichia kudriavzevii Recol 39, Candida
glabrata Recol 41 (isoladas de acerola (Malpighia glabra)), Isolado Recol 42, Candida
glabrata Recol 43 e Pichia kudriavzevii Recol 44 (isoladas de pequi (Caryocar brasiliense)).

Aliguotas-estoque de 1 mL das leveduras utilizadas foram obtidas de culturas-estoque
mantidas em glicerol 20% (p/v) a -80°C (Fonseca et al., 2013).

4.2.2 Meio mineral para pré-cultivos e cultivos

O meio mineral foi preparado contendo por litro de 4gua destilada: (NH4)2S0a4, 5,0 g;
KH2PO4, 3,0 g; MgS04.7H20, 0,5 g; 1 mL de elementos-trago (preparada em agua
desmineralizada, contendo por litro: EDTA, 15 g; ZnS04.7H20, 4,5 g; MnCl,.2H-0, 1 g;
CoCl2.6H20, 0,3 g; CuSO4.5H20, 0,3 g; Na:Mo004.2H.0, 0,4 g; CaCl..2H20, 4,5 g;
FeS0..7H20, 3,0 g; H3BO3, 1,0 g; KI, 0,1 g), com pH final de 6,0 e autoclavado (121°C, 15
min), posteriormente adicionou-se ao meio 1 mL L™ de solugao filtro-esterilizada de vitaminas
(preparada em &gua desmineralizada, contendo por litro: D-biotina, 0,05 g; pantotenato de
calcio, 1,0 g; acido nicotinico, 1,0 g; mio-inositol, 25 g; cloreto de tiamina, 1,0 g; piridoxina,
1,0 g; e acido para-aminobenzoico, 0,20 g) (Verduyn et al., 1992).
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4.2.3 Biorreator para cultivos

Frascos de 250 mL foram utilizados como biorreatores. Estes frascos possuiam tampas
com duas conexdes de aco inoxidavel, sendo que em uma foi acoplada agulha para a injecédo de
gés nitrogénio (N2) e retirada da amostra por meio de uma seringa estéril. A segunda conexao
foi utilizada para interligar, por meio de mangueira de silicone estéril, o frasco do cultivo com
um segundo frasco de 250 mL (Apéndice 10). Este ultimo continha 200 mL hidroxido de sodio
(NaOH) 2M, que foi utilizado para posteriores analises de didxido de carbono (CO.) (Peixoto
etal., 2012).

4.2.4 Condicdes de cultivo

Para o preparo dos experimentos, uma aliquota-estoque foi transferida para 100 mL de
meio YPD liquido (extrato de levedura, 10 g L; peptona, 20 g L; glicose, 20 g L), e crescidos
por 24 h a 30°C, posteriormente foi inoculada em placa de petri contendo aproximadamente 20
mL de meio YPD (extrato de levedura 10 g L™, peptona 20 g L%, glicose 20 g L™t e 4gar 20 ¢
L) estéril, por 48 horas a 28°C.

Para os pré-cultivos foi transferido uma alcada de células da placa para um frasco tipo
Erlenmeyer (500 mL) contendo 250 mL de meio mineral estéril (Verduyn et al., 1992), com pH
ajustado para 6,0. A fonte de carbono, glicose, frutose ou sacarose foi previamente esterilizada
separadamente na concentragdo 10 g L e adicionada ao meio. Em seguida os pré-cultivos
foram incubados em agitador orbital (Marconi, Brasil) a 30°C e 200 rpm, em condicGes de
aerobiose, até a obtengdo de densidade optica (DO) (A= 600nm) de 51, medidas em
espectrofotémetro (Bioespectro, Brasil). Células foram centrifugadas (ITR, Brasil) (202,9 g, 5
minutos) e ressuspensas em meio mineral.

A partir de uma aliquota de quantidade determinada do pré-cultivo para DO inicial (A=
600nm) de 1,0 os cultivos foram realizados em condi¢cdes de anaerobiose, em duplicata, em
meios idénticos ao do pré-cultivo, nos biorreatores previamente descritos e sem agitacao.

As condicBes de anaerobiose foram mantidas com a injecdo continua de N2 ultrapuro
5.0 (99,999% de pureza) a 2 mL min* ao longo de todo o cultivo (adaptado de Abbott et al.,
2007), para o crescimento anaerobico fez-se necessario o acréscimo de 10 mg L™ ergosterol e
420 mg L de Tween 80 dissolvidos ao meio, preparados assepticamente (Verduyn et al., 1990,

1992).
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Os cultivos principais foram realizados a 30°C em estufa incubadora (Marconi, Brasil)
até o total consumo do aclcar ou até que se atingisse 36 h de cultivo. Aliquotas de 3 mL de
amostra foram coletadas em intervalos de 0,5 h (em cultivos de até 24 h) ou 1,5 h (em cultivos
com mais de 24 h) para a determinacdo das concentracdes de metabolitos extracelulares e da

massa celular seca (biomassa).

4.2.5 Quantificacdo de metabolitos extracelulares e determinacgdes de biomassa

As amostras coletadas foram centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (NT805,
Brasil) (5 min., 17.609 g, 5°C). O sobrenadante foi utilizado para determinar substrato residual,
etanol, glicerol e &cidos organicos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)
Agilent 1290, equipado com coluna Rezex ROA — Organic Acid H* (8%) (Phenomenex). A
fase movel utilizada foi acido trifluoroacético (TFA) a 5 mM, a uma vazéo de 0,6 mL min, a
55°C e o volume injetado foi de 20 pL. Estes compostos foram detectados por um detector
refratdmetro diferencial (RID) Agilent 1260, acoplado a um mddulo de aquisicdo de dados
(Nascimento et al., 2016).

O sedimento de biomassa obtido apds centrifugacdo da amostra foi seco em estufa de
secagem (Marconi, Brasil) (105°C) até peso constante. A massa celular seca (g L™) foi obtida
pelo quociente entre a diferenca de peso por volume de meio centrifugado. Biomassa (X)
também foi determinada indiretamente através de medicbes de DO realizadas com um
espectrofotdmetro (Biospectro, Brasil) a 600 nm. Para este fim, os valores de absorbancia
medidos foram convertidos em valores de massa utilizando uma relacéo linear (unidades DO

por grama de biomassa seca) determinada para cada experimento.

4.2.6 Determinacdo de parametros cinéticos

A fase exponencial de crescimento foi identificada como a regido linear da curva de
cinética de crescimento pelo tempo. A velocidade especifica de crescimento maxima (Umax) foi
determinada como a inclinagéo desta reta, e o tempo de duplicagéo (TD) pelo quociente do In(2)
pelo pmax. Avaliou-se a formacdo maxima de biomassa (Xmax), obtida por curva de calibracao.

O fator de converséo de substrato a células (Yxs) foi determinado como a inclinagéo da
linha obtida pela plotagem da concentragéo celular (X) em fungéo da concentragéo de substrato

(S) e o produto (etanol, glicerol, acetato e succinato) (Yess) a partir da concentragdo do produto
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(P) em relacéo concentracdo de substrato (S). A velocidade especifica de consumo de substrato

(us) foi calculada de acordo com a Equagdo 4.1:

pg = Emix Equacio 4.1
Yx/s

Produtividade de etanol (Pet) e produtividade de biomassa (Px) foram calculadas de
acordo com as Equacdes 4.2 e 4.3, respectivamente (Ribeiro e Horii, 1999):
_Pmax—P;

Pgen = Equacéo 4.2

t

X —X; ~
Py 2% Equacdo 4.3
No qual, Pmax= concentracdo maxima do produto; Pij= concentracédo inical do produto;
t=tempo final de concentracdo maxima; Xmax= concentracdo celular maxima; Xi= concentraco

celular inicial.

4.2.7 Andlise de CO:ze balanco de carbono

A andlise de CO: foi realizada por meio de titulacdo segundo a metodologia de Peixoto
et al. (2012). Foram tituladas duas partes da solugdo de NaOH (2M), sendo uma o controle,
armazenada, e a outra utilizada para coleta de CO2 nos cultivos. Esta Ultima teve a quantidade
de NaOH reduzida pela passagem de CO> (Reacéo 4.1) e sua concentragdo foi determinada pela

diferenca entre 0 nimero de mols de OH" presentes na solucao antes e apds a coleta do gas.
CO: (g) + OH"(aq) — HCOz3(aq) Reacdo 4.1

Para a titulacdo foi adicionado a 20 mL da solucdo NaOH 2M, 2 gotas de fenolftaleina
(1%) e titulado com solucdo de acido cloridrico (HCI) 2M. A titulagcdo ocorreu até mudanca de
coloragéo de rosa para incolor.

O balango de carbono foi apresentado em gramas por litro, levando em consideracdo a

biomassa maxima obtida, metabdlitos e CO, formados.
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4.2.8 Andlises estatistica

Os cultivos com glicose, frutose, sacarose e a relacdo dos trés cultivos foram submetidos
a Analise de Componentes Principais (PCA) realizado com o software Statistica versdo 6.0
(Statsoft, USA) (Ramos et al., 2013). PCA foi aplicado aos parametros: velocidade especifica
de crescimento maxima (Umax), velocidade especifica de consumo de substrato (us), fator de
converséo de substrato a celula (Yxss), fator de conversdo de substrato em etanol (Yetws), fator
de converséo de substrato em glicerol (Ygiiss), concentragdo maxima de células formadas (X),

produtividade de biomassa (Px), produtividade de etanol (Pew) e tempo de cultivo (T).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Cultivos com glicose como fonte Gnica de carbono

Os parametros cinéticos obtidos neste estudo com fonte de carbono glicose em
condigdes de anaerobiose sdo apresentados na Tabela 4.1 e o balango de carbono na Tabela 4.2.

S. cerevisiae CAT-1 foi a levedura que apresentou a maior velocidade especifica de
crescimento maxima (umax) (0,35 h™) e a maior velocidade especifica de consumo de substrato
(us) (3,06 h1). S. cerevisiae CAT-1 apresentou Yeums de 0,38 gEth gS™* e a maior produtividade
dentre as linhagens avaliadas (0,69 gEth L™ h™).

C. glabrata Recol 43, C. parapsilosis Recol 29 e C. glabrata Recol 10 também
apresentaram rapido consumo de substrato (1,69, 1,40 e 1,22 hl, respectivamente), formagcéo
de etanol (0,38, 0,39 e 0,37 gEth gS™?, respectivamente) e biomassa (0,13, 0,12 e 0,12 gMCS
gS?, respectivamente). As linhagens que tiveram maior Pgt, apresentaram também a maior Px.

M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 12, C. parapsilosis Recol 37 e Isolado
Recol 42 foram as leveduras que apresentaram os cultivos com maior tempo, sendo que nos
cultivos com C. parapsilosis Recol 37 e o Isolado Recol 42 ndo houve o consumo total de
substrato, apresentando substrato residual de 5,89 e 5,01 g L™, respectivamente (Tabela 4.2).
Além disso, foi observado que essas linhagens apresentaram os menores valores de pmax (0,02
a 0,09 h') e ps (0,25 a 0,93 h1), indicando menor afinidade ao substrato nas condicdes
analisadas.

E importante destacar que essas linhagens foram capazes de produzir etanol, porém

quando avaliada a produtividade de etanol (Pem) a reposta foi quase nula (0,04 a 0,09 gEth L
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h'). Quanto a taxa de conversdo de substrato a glicerol, essas foram as linhagens que
apresentaram maior Y giiss (0,04 a 0,17 gGli gS™).

Em relagcdo a conversdo de substrato a acetato e succinato, os resultados indicaram
pequena formacdo desses metabolitos.

Todas a linhagens fecharam balanco de carbono entre 90,30 e 103,80% (Tabela 4.2),
com excecdo de S. cerevisiae BB9 e C. parapsilosis Recol 12 que fecharam com 86,10 e 82,4%
respectivamente. Isto poderia indicar um maior gasto de carbono e energia, ndo contabilizados,
para a manutencdo destas linhagens, mas que ndo pode ser aqui confirmado. As linhagens que
apresentaram menor formacéo do CO2, foram as mesmas que ndo consumiram todo o substrato,
C. parapsilosis Recol 37 (1,45 g L) e o Isolado Recol 42 (1,05 g L™Y).
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Tabela 4.1. Parametros cinéticos dos cultivos realizado com glicose como fonte de carbono com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-
Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condi¢Oes de anaerobiose.

Levedura max TD Ms Yxis YEthis Yalirs Yacrs Ysucis X Px PEth T
(h) (h) () (QMCSgS™)  (gEthgS?)  (gGligS?) (gAcgS?) (gSucgst) (gL (@MCSL*hY)  (gEth L™*h?)  (h)
S.c. CAT-1 0,35+0,03 1,95+0,18  3,06+0,20  0,11+0,00 0,38+0,00 0,02+0,00  0,04+0,00  0,002+0,000 1,76+0,17  0,25+0,03 0,69+0,01 5,0
P. k. BB1 0,10+0,00 6,55+0,41  1,16x0,07  0,10+0,00 0,36+0,00 0,02£0,00  0+0 0,004+0,000 1,61+0,04  0,10+0,00 0,41+0,01 9,5
P. k. BB2 0,18+0,00 3,68+0,03  1,65+0,18 0,11+0,01 0,31+0,00 0,03+0,00  0,01+0,00  0,005+0,000 1,63+0,06  0,08+0,00 0,21+0,02 12,5
S.c.BB9 0,10+0,00 6,76+0,00  0,80+0,05 0,08+0,00 0,39+0,02 0,03+0,00  0+0 0,003+0,000 1,57+0,20  0,07+0,00 0,34+0,02 11,0
M.g.Recol 09 0,02+0,00 31,30+0,89 0,34+0,02  0,06+0,00 0,37+0,00 0,07+0,00  0,01+0,00  0,018+0,000 1,45+0,00  0,02+0,00 0,09+0,00 36,0
C.g.Recol 10 0,14+0,04 4,87+0,37  1,22#0,29  0,12+0,00 0,37+0,01 0,02+0,00  0,01+0,00  0,001+0,000 1,67+0,00  0,15+0,00 0,47+0,03 75
C.p.Recol 12 0,09+0,01 7,59+0,93  0,93+0,12  0,09+0,00 0,28+0,12 0,04+0,00 0£0 0+0 0,89+0,06  0,01+0,01 0,06+0,01 33,0
C.p.Recol29 0,16+0,00 4,10+0,13  1,40£0,05 0,12+0,00 0,39+0,02 0,03+0,00  0,02+0,02  0,003+0,000 1,62+0,03  0,16+0,00 0,54+0,00 6,5
C.p. Recol 37 0,02+0,00 29,28+0,57 0,35+0,04  0,06+0,00 0,27+0,02 0,11+0,00  0+0 0+0 0,66+0,05 00 0,04+0,00 36,0
P.k.Recol 39 0,13£0,02 5,41+0,20 1,69+0,29  0,07+0,00 0,37+0,01 0,03+0,00  0,02+0,01  0,003+0,000 1,32+0,06  0,07+0,00 0,35+0,01 10,0
C.g.Recol41 0,20+0,01 3,46+0,24 1,61+0,04 0,12+0,00 0,38+0,00 0,03+0,00  0,03+0,00  0,001+0,000 1,86+0,01  0,14+0,00 0,42+0,00 8,5
Iso Recol 42 0,02+0,00 31,67#1,22 0,25£0,00  0,08+0,00 0,22+0,02 0,17+0,03  0,05+0,05 00 0,89+0,02 00 0,05+0,01 34,0
C.g.Recol 43 0,22+0,02 3,14+0,30  1,69+0,23  0,13+0,00 0,38+0,01 0,02£0,00  0£0 0,002+0,000 1,91+0,08  0,21+0,00 0,57+0,04 6,0
P.k.Recol 44 0,18+0,02 3,76+0,48  1,64+0,12  0,11+0,00 0,35+0,02 0,03+0,00  0,02+0,00  0,003+0,000 1,50+0,06  0,12+0,00 0,38+0,02 8,0

Mmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; TD: tempo de duplicacdo; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de conversdo de substrato a célula; Yeuws: fator de
conversdo de substrato em etanol; Yaiis: fator de conversdo de substrato em glicerol; Y acs: fator de conversdo de substrato em acetato; Ysues: fator de conversdo de substrato em succinato; X:
concentracdo maxima de células formadas; MCS: massa celular seca; Px: produtividade de biomassa; Peth: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo; S. ¢c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k.
BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol 10; C. p. Recol
12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata
Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; Iso: Isolado.

Dados apresentados com média + desvio padréo
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Tabela 4.2. Balanco de carbono (g L) e recuperacdo de carbono (%) com diferentes leveduras
isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condicOes de anaerobiose, utilizando

glicose como substrato.

Levedura ol resual  BoTama Membolfost  COp (L,
(g LY (g LY QL% QL) QL) (%)

S. cerevisiae CAT-1 -10 016001 1,7620,17 4,07+0,08  3,28+0,17  92,70+1,40
P. kudriavzevii BB1 -10 0,36+0,00 1,61+0,04 509+0,04  3,32+028  103,80+1,95
P. kudriavzevii BB2 -10 0,35+0,01 1,63+0,06 374%014  331x0,00  90,30+0,95
S. cerevisiae BB9 -10 0,15#0,03 1574020 2,90+0,10  3,99+0,21  86,10+3,09
M. guilliermondii Recol 09 -10 092+0,03 1,45:0,00 491%0,08  3,10£0,15  103,80+1,72
C. glabrata Recol 10 -10 0,14+0,00 1,67+000 4,13%002  3,85¢0,15  97,90+0,46
C. parapsilosis Recol 12 -10 068001 089006 2,57+0,29 4,10+0,03  82,40+1,58
C. parapsilosis Recol 29 -10 0,20+0,02 1,62+003 4,13%032 3764009  97,10+3,45
C. parapsilosis Recol 37 -10 589051 066005 2,29+0,25  1,45:0,06  102,90+1,46
P. kudriavzevii Recol 39 -10 051%022 1324006 4,35:0,16 3,45:0,09  96,30+3,89
C. glabrata Recol 41 -10 0,39+0,00 1,86+001  4,124#0,06  3,800,03  101,70+1,10
Isolado Recol 42 -10 501%0,18 089002 3,26+0,25  1,05:0,03  102,19+0,17
C. glabrata Recol 43 -10 0,15+0,03 1,91+0,08 4474011  3,34%024  98,70+0,13
P. kudriavzevii Recol 44 -10 0,15+0,02 1,50+0,06 4,04%0,14  3,56%0,06  92,50+0,50

Dados apresentados com média + desvio padréo.
*Soma das concentragdes de etanol, glicerol, acetato e succinico (g L™).

4.3.2 Cultivos com frutose como fonte Unica de carbono

Resultados obtidos em frutose como Unica fonte de carbono em anaerobiose séo
apresentados na Tabela 4.3 para os parametros cinéticos e Tabela 4.4 para o balan¢o de carbono.
Assim como em glicose, S. cerevisiae CAT-1 apresentou maiores valores de pmax (0,25 h't) e
us (2,24 h't), além disso apresentou Yews de 0,40 gEth gS™ e Pewn de 0,60 gEth L™ h.

As linhagens C. glabrata Recol 10, C. parapsilosis Recol 29, C. glabrata Recol 41 e C.
glabrata Recol 43 também se adaptaram bem as condicdes analisadas, pois apresentaram pmax
entre 0,19 e 0,22 h'l, psentre 1,24 € 1,97 h!, Yeuys de 0,37 a 0,41 gEth gS™ e Pew entre 0,51 e
0,60 gEth Lt h'l. Além disso, C. parapsilosis Recol 29, C. glabrata Recol 41 e C. glabrata
Recol 43 foram destaques na producdo de biomassa com Yxsde 0,13 a 0,14 gMCS gS™ e Px
de 0,54 20,60 gEth L h',

Com as taxas de Yets também é possivel observar que P. kudriavzevii Recol 39 (0,43
gEth gS) e S. cerevisiae BB9 (0,40 gEth gS™) apresentaram producio de etanol, com tempos
de cultivo de 9,5 h e 10,5 h, respectivamente.
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De acordo com os dados € possivel observar que Yetvs em cultivos com fonte de carbono
frutose (Tabela 4.3) foram superiores que em cultivos com fonte de carbono glicose (Tabela
4.1), exceto para C. parapsilosis Recol 29.

C. parapsilosis Recol 12 utilizou 20 h para consumir todo o substrato frutose, enquanto
que para glicose foram 33 h nas mesmas condigdes de cultivo, apresentando em frutose a
segunda maior taxa de Yxs (0,13 gMCS gS™).

M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 37 e o Isolado Recol 42 apresentaram
cultivos com mais de 30 h e substrato residual (Tabela 4.4), sendo que estas foram as linhagens
cujos cultivos apresentaram as maiores taxas de Yaiis (0,07 a 0,14 gGli gS™2).

Succinato foi produzido em pequenas quantidades e para a acetado foi observado taxas
entre 0,01 e 0,05 gAc gS™ para algumas linhagens.

Os balancos de carbono nos cultivos com frutose em anaerobiose fecharam entre 90 e
109%. As linhagens que ndo conseguiram consumir todo o substrato produziram menos CO>

que as demais.
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Tabela 4.3. Pardmetros cinéticos dos cultivos realizado com frutose como fonte de carbono com diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-
Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condi¢Oes de anaerobiose.

Levedura Mmax TD Us Yxis Yethis Yaiirs Yacis Y suc/s X Px Peth T
() (h) () (gMCs gs™) (gEth gS™) (gGligs™) (9Ac gs™) (gSuc gs™) (gL (@MCs Lt h) (gEth L*h) (h)
S.c. CAT-1 0,25+0,02 2,77+£0,28  2,24+0,20  0,11+0,00 0,40+0,00 0,02+0,00 040 0,001+0,000 1,39+0,03  0,16+0,01 0,60+0,01 6,0
P. k. BB1 0,10£0,00 6,68+0,31  1,25+0,03  0,08+0,00 0,39+0,00 0,04+0,01  0,02+0,00 0+0 1,39+0,06  0,08+0,00 0,48+0,04 9,0
P. k. BB2 0,07+0,00 9,87+0,95 0,62+0,07 0,11+0,00 0,39+0,01 0,03+0,00  0,03+0,00  0,009+0,003 1,72+0,04  0,09+0,00 0,30+0,02 11,5
S.c.BB9 0,10+0,00 6,72+0,67  1,24+0,07  0,08+0,00 0,40+0,01 0,03£0,00  0,04+0,00  0,004+0,000 1,12+0,12  0,06+0,01 0,35+0,01 9,5
M.g.Recol 09 0,02£0,00 27,67+0,62 0,24+0,00 0,10+0,00 0,38+0,02 0,07+0,00  0,05+0,00  0,021+0,000 1,23+0,01  0,01+0,00 0,06+0,00 33,0
C.g.Recol 10 0,20+0,01 3,44+0,17  1,97+0,07  0,10+0,00 0,40+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01  0,002+0,000 1,29+0,08 0,11+0,01 0,51+0,00 7,5
C.p.Recol 12 0,12+0,00 5,77+0,38  0,92+0,13  0,13+0,00 0,29+0,10 0,03+0,00  0+0 0+0 1,66+0,00  0,05+0,00 0,13+0,03 20,0
C.p.Recol 29 0,19+0,01 3,56+0,24  1,30+0,09  0,14+0,00 0,37x0,02 0,01+0,00  0,02+0,01  0,004+0,000 1,90+0,10  0,19+0,01 0,60+0,00 6,0
C.p. Recol 37 0,04+0,00 16,09+0,24 0,70+0,17  0,06+0,00 0,40+0,05 0,09+0,01  0,05+0,01 00 0,86+0,00 00 0,05+0,00 36,0
P.k.Recol 39 0,09+0,01 7,55+0,83 1,18+0,01  0,07+0,00 0,43+0,00 0,03+0,00  0,06+0,03  0,005+0,000 1,25+0,02  0,06+0,00 0,38+0,01 10,5
C.g.Recol 41 0,20+0,00 3,34+0,03 1,24+0,01  0,13+0,00 0,40+0,01 0,03+0,00  0+0 0,001+0,000 1,94+0,01  0,16+0,00 0,54+0,02 7,0
1so Recol 42 0,02+0,00 27,99+0,59 0,19+0,00  0,12+0,00 0,44+0,00 0,14+0,00 0+0 00 1,49+0,05  0,02+0,00 0,08+0,00 34,0
C.g.Recol 43 0,22+0,00 3,11+0,12  1,56+0,13  0,14+0,00 0,41+0,00 0,01+0,00 0+0 0+0 1,90£0,02  0,18+0,00 0,54+0,00 7,0
P. k. Recol 44 0,18+0,00 3,74+0,30  1,85%0,07  0,10+0,01 0,32+0,02 0,02£0,00 0+0 0,003+0,000 1,59+0,13  0,15+0,01 0,40+0,04 7,5

pmax: velocidade especifica de crescimento maxima; TD: tempo de duplicagdo, ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de conversdo de substrato a célula; Yews: fator
de conversdo de substrato em etanol; Yaiis: fator de converséo de substrato em glicerol; Y acs: fator de converséo de substrato em acetato; Y sucss: fator de converséo de substrato em succinato;
X: concentragdo maxima de células formadas; MCS: massa celular seca; Px: produtividade de biomassa; Pet: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo; S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1;
P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol 10; C. p.
Recol 12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida
glabrata Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; 1so: Isolado.

Dados apresentados com média + desvio padréo.
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Tabela 4.4. Balanco de carbono (g L) e recuperacdo de carbono (%) com diferentes leveduras
isoladas da Regido Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condicOes de anaerobiose, utilizando
frutose como substrato.

Levedura o rescua | Bomasa Metmdiosr O LR,
(g LY (G LY L% C) QL% (%)

S. cerevisiae CAT-1 -10 021%0,02  1,39+0,03  435:007  3,54%0,09  94,90+0,03
P. kudriavzevii BB1 -10 0174002  139+006 531:0,47  3,32#0,09  101,90+3,23
P. kudriavzevii BB2 -10 0,29+0,00 1,72+0,04 4,40£036  3,03%0,12  94,40+2,08
S. cerevisiae BB9 -10 0674012 1,12+0,12 441x039  3,49+0,03  96,90+2,02
M. guilliermondii Recol 09 -10 4,45:0,89  123+001 285:001  151%0,03  100,40+3,96
C. glabrata Recol 10 -10 0,25%0,03  1,29+0,08  4,24%001  4,24%0,40  100,20+3,02
C. parapsilosis Recol 12 -10 0,21+005  1,66+000 351+022  352:0,06  90,00+1,06
C. parapsilosis Recol 29 -10 021x0,01  1,90+0,10 4,88+0,18  3,36+0,03  10350+0,43
C. parapsilosis Recol 37 -10 575:0,28  0,86+0,00 2,870,222  0,96+0,06  104,40+3,81
P. kudriavzevii Recol 39 -10 0,25+0,00  1,25%0,02 540+002 3,710,038  106,10+0,37
C. glabrata Recol 41 -10 0,22#0,05  1,94+001 4,390,006  3,56+0,06  101,10+0,65
Isolado Recol 42 -10 393+0,32  149+005 443+025  1,05%0,09  109,00+1.21
C. glabrata Recol 43 -10 031+005 190+0,02 407+001  345:0,09 97,30+1,44
P. kudriavzevii Recol 44 -10 051x0,01  159+0,13 3974022  3,560,06  96,30+331

Dados apresentados com média + desvio padréo.
*Soma das concentragdes de etanol, glicerol, acetato e succinico (g L™).

4.3.3 Cultivos com sacarose como fonte Unica de carbono

Os parametros cinéticos de cultivos com sacarose em anaerobiose sdo apresentados na
Tabela 4.5 e os balangos de carbono na Tabela 4.6.

Para a fonte de carbono sacarose apenas S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e P.
kudriavzevii Recol 39 foram capazes de consumir todo o substrato. Essas cinéticas levaram 5,5,
9,5 e 9 h, respectivamente. As trés linhagens se mostraram adaptadas ao substrato sacarose,
pois apresentaram valores para pmax, s € Yx/s similares aos demais cultivos, com Yegwysde 0,43,
0,41 e 0,35 gEth gS*, respectivamente, atingindo Pen de 0,72, 0,51 e 0,44 gEth L h?,
respectivamente.

As demais linhagens avaliadas ndo foram capazes de consumir todo o substrato e
apresentaram substrato residual (Tabela 4.6). Dentre essas, P. kudriavzevii BB1, M.
guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 12 e Isolado Recol 42 apresentaram formagéo
de biomassa e produgdo de etanol (Tabela 4.5), porém em pequenas quantidades. Para P.
kudriavzevii BB1 restou apenas 2,96 g L™ de substrato residual e apresentou Yews de 0,26 gEth
gS™.
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As linhagens C. glabrata Recol 10 e P. kudriavzevii Recol 44 apresentaram Yxsde 0,10
e 0,09 gMCS gS?, respectivamente, direcionando seu gasto energético para a formagio de
biomassa, ja que a producéo de etanol foi quase nula.

P. kudriavzevii BB2, C. parapsilosis Recol 37 e C. glabrata Recol 43 n&o apresentaram
formacdo de metabolitos extracelulares e biomassa consideraveis (Tabela 4.6). Aparentemente
essas linhagens ndo conseguiram se adaptar as condi¢6es analisadas.

Quanto a formagéo de CO; (Tabela 4.6), as linhagens S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae
BB9 e P. kudriavzevii Recol 39 apresentaram contetidos de 3,49 a 3,87 g L, enquanto P.
kudriavzevii BB1 e C. glabrata Recol 10 a formagcéo de 2,68 e 2,66 g L%, respectivamente. Nas
demais linhagens a formagéo de CO- foi menor que 1,06 g L.

70



Tabela 4.5. Parametros cinéticos dos cultivos realizado com sacarose como fonte de carbono com diferentes leveduras isoladas da Regido

Centro-Oeste e S. cerevisiae CAT-1, em condig¢des de anaerobiose.

Levedura Mmax TD Ms Yxis Yethis Yaiirs Yacis Y suc/s X Px Peth T
() (h) () (gMCs gs) (gEth gS™) (gGligs™) (9Ac gs™) (gSuc gs™) @Lh (gMCs L*h) (gEth L*h) (h)
S.c. CAT-1 0,328+0,01 2,11+0,11 2,08+0,15  0,15+0,00 0,43+0,02 0,03+0,00  0,01+0,00 0,001+0,000 2,06+0,00  0,24+0,01 0,72+0,05 55
P. k. BB1 0,027+0,00 24,93+1,45 0,24+0,02 0,11+0,00 0,26+0,02 0,01+0,00  0+0 0+0 1,29+0,06  0,02+0,00 0,06+0,00 33,0
P. k. BB2 0,007+0,00 93,68+1,79  0,15+0,05 0,05+0,01 0,06+0,03 0+0 0+0 00 0,70+0,02 00 0+0 33,0
S.c.BB9 0,149+0,00 4,62+0,04 1,29+0,11  0,11+0,01 0,41+0,02 0,03£0,00  0,02+0,00  0,004+0,000 1,70+0,09  0,13+0,04 0,51+0,01 9,5
M.g.Recol 09 0,015+0,00 45,63+1,69 0,15+0,00  0,09+0,00 0,53+0,02 0,08+0,00 0,02+0,01  0,022+0,000 1,22+0,03  0,01+0,00 0,08+0,00 34,0
C.g. Recol 10 0,078+0,00 8,87+0,40 0,75+0,00  0,10+0,00 0+0 0+0 0,08+0,00 00 0,91+0,08  0,01+0,00 0+0 325
C.p. Recol 12  0,027+0,00 25,48+0,00 0,22+0,01  0,12+0,00 0,38+0,05 0,04+0,01  0,06+0,00 0+0 1,30+0,12  0,02+0,02 0,01+0,00 36,0
C.p.Recol 29 0,011+0,00 63,06£0,83  0,26+0,01  0,04+0,00 0,27+0,02 0+0 0+0 00 0,60+0,01 00 0,01+0,00 30,0
C.p. Recol 37 0,004+0,00 158,26+x1,50 0,73+0,06 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0,65+0,01 00 0+0 34,0
P. k. Recol 39 0,151+0,00 4,57+0,16 1,58+0,03  0,09+0,00 0,35+0,00 0,01+0,00  0,01+0,00  0,001+0,000 2,02+0,03  0,14+0,00 0,44+0,01 9,0
C.g. Recol 41 0,005+0,00 126,19+6,48 0,16+0,01  0,03+0,00 0,22+0,00 0+0 0+0 00 0,65+0,01 00 0+0 34,0
1so Recol 42 0,039+0,00 17,71+0,37  0,31+0,00 0,12+0,01 0,42+0,05 0,05+0,00 0,12+0,02 00 1,25+0,00  0,01+0,00 0,05+0,00 34,0
C.g. Recol 43 0,043+0,00 16,13+0,87  0,98+0,19  0,04+0,00 0,01+0,00 0,01+0,01  0,01+0,01 0+0 0,86+0,02  0,01+0,00 0+0 32,0
P. k. Recol 44 0,011+0,00 60,08+0,38 0,12+0,01  0,09+0,00 0,01+0,00 0,00+0,00 0+0 00 0,85+0,00 00 0+0 30,0

Mmax: Velocidade especifica de crescimento méxima; TD: tempo de duplicacéo; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de conversdo de substrato a célula; Yews: fator de
conversdo de substrato em etanol; Yaiis: fator de converséo de substrato em glicerol; Y acss: fator de converséo de substrato em acetato; Ysucss: fator de conversdo de substrato em succinato; X:
concentracdo maxima de células formadas; MCS: massa celular seca; Px: produtividade de biomassa; Pet: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo; S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k.
BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. ¢. BB9: S. cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol 10; C. p. Recol
12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata
Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; Iso: Isolado.

Dados apresentados com média + desvio padréo.
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Tabela 4.6. Balanco de carbono (g L™) e recuperagéo de carbono (%) com diferentes leveduras isoladas
da Regido Centro-Oeste e com S. cerevisiae CAT-1, em condigdes de anaerobiose, utilizando sacarose
como substrato.

Levedura el readual  Blomama Metsboliost Oy L,
(g LY (G LY QL) QL) QL) (%)

S. cerevisiae CAT-1 -10 041#0,12  2,06+0,00 4,62+002  3,87+0,18  109,60+1,21
P. kudriavzevii BB1 -10 2,96+0,69  129+0,06 2,28+0,14  268+0,18  92,10+2,97
P. kudriavzevii BB2 -10 821#0,41  0,70+0,02 0,21+004  052+0,06  96,40+3,73
S. cerevisiae BB9 -10 0,18+0,03  1,70%0,09 536027  3,49+0,03  107,30+1,24
M. guilliermondii Recol 09 -10 529%0,03 1,22#0,03 397#0,27  050£0,03  109,80+3,11
C. glabrata Recol 10 -10 590£0,15 0,91x0,08 094002 2,660,226 104,103,17
C. parapsilosis Recol 12 -10 794021 1,30+0,12 1,09+0,14  046+0,03 107,90+3,11
C. parapsilosis Recol 29 -10 7,08+0,02  0,60+0,01 086+0,08  094+0,03  104,83+2,08
C. parapsilosis Recol 37 -10 8,68+0,34  0,65:0,01 0,01+0,00  0,39+0,06  98,20+8,30
P. kudriavzevii Recol 39 -10 0,14%0,00 2,02#0,03 454%0,24  3,65¢0,06 10350+1,71
C. glabrata Recol 41 -10 8,1840,38  0,65:0,01 0,33+001 0524002  96,80+142
Isolado Recol 42 -10 571003  1,25%0,00 2,82+006  0,39+0,01  101,70+1,30
C. glabrata Recol 43 -10 7,31+0,34  0,86+0,02 0,14+006  1,06+0,00 103,70+2,71
P. kudriavzevii Recol 44 -10 8,0740,77 085%0,00 0,17+003 046003 9550+1,79

Dados apresentados com média + desvio padréo.
*Soma das concentragdes de etanol, glicerol, acetato e succinico (g L.

4.4 DISCUSSAO
4.4.1 Cultivos com glicose ou frutose como fontes Unicas de carbono

Com base nos cultivos de glicose foi possivel observar a formacdo de biomassa, etanol,
glicerol, acetato e succinato, sendo que estes dois Ultimos em apenas algumas linhagens
(Tabelas 4.1 e 4.3).

Na literatura sdo reportados estudos em anaerobiose com a linhagem industrial S.
cerevisiae PE-2. Della-Bianca et al. (2014) avaliando os parametros cinéticos dessa linhagem
em pH 5, com meio sintético e fonte de carbono glicose (20 g L), obtiveram Yx;s0,11 (g MCS
g glicose), corroborando os dados desse trabalho, pois a linhagem S. cerevisiae CAT-1
apresentou valor idéntico para Yxss, a partir desse agucar.

Ainda com S. cerevisiae PE-2 é reportado na literatura um estudo utilizando meio YPD,
20 g L1, em anaerobiose, no qual foram obtidos os resultados: pmax 0,45 ht, Yxis0,15 g MCS
g glicose™, Yaiis 0,05 g glicerol g glicose™ e Yems 0,45 g etanol g glicose™ (Della-Bianca et
al., 2014). Os valores obtidos no estudo de Della-Bianca et al. (2014) foram superior ao obtido
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nesse estudo com S. cerevisiae CAT-1 (Umax 0,35 h, Y5 0,11 gMCS gS™?, Yaiis 0,02 gGli gS°
! & Yems 0,38 gEth gSt), porém YPD é um meio rico em nutrientes para leveduras, justificando
as maiores taxas, porém préximas aos dados obtidos em meio mineral com S. cerevisiae CAT-
1.

S. cerevisiae CEN.PK113-7D foi avaliada em anaerobiose com injecdo de 0,5 L h™! de
N2 em cultivos com meio sintético com 15 g L™* de glicose e foram obtidos para pmax 0,319 h?,
Usde 2,425 ht, Yx;sde0,13gMCS gSt e X de 1,97 g L' (Zakhartsev et al., 2015), valores que
corroboram os obtidos nesse estudo.

O crescimento lento das linhagens M. guilliermondii Recol 09 e C. parapsilosis Recol
12, C. parapsilosis Recol 37 e Isolado Recol 42 e até mesmo a falta do consumo total dos
substratos por C. parapsilosis Recol 37 e Isolado Recol 42 em glicose e em condi¢des de
anaerobiose (Tabela 4.1) podem indicar a necessidade de uma gquantidade limitada de oxigénio
(Visser et al., 1990).

S. cerevisiae CBS 1171, Candida utilis CBS 621, Torulaspora delbrueckii CBS 1146 e
Candida tropicalis CBS 94 foram avaliadas em anaerobiose, com substrato glicose (Visser et
al., 1990). Nessa avaliacdo, as linhagens C. utilis, T. delbrueckii e C. tropicalis apresentaram
crescimento lento, com pimax de 0,01, 0,03 e 0,05 h'%, respectivamente e Yxs de 0,03, 0,06 e 0,07
g g glicose™, respectivamente, valores esses proximos ao encontrados no presente estudo com
as linhagens M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 12, C. parapsilosis Recol 37 e
Isolado Recol 42 (Tabela 4.1). Ainda sobre o estudo de Visser et al. (1990), S. cerevisiae
apresentou capacidade de crescimento em condicGes anaerdbicas, pois verificou-se pmaxde 0,40
h'le Yxsde 0,10 g g glicose™.

Dekkera bruxellensis CBS 11270 é uma linhagem descrita na literatura como anaerébia
facultativa, porém néo foi observado crescimento em meio mineral sob anaerobiose completa,
porém quando foi adicionado quantidade limitada de oxigénio, a mesma foi capaz de consumir
0 substrato e produzir etanol (Blomgvist et al., 2012). Oxigénio mesmo em baixos niveis,
provavelmente, pode resolver problemas redox que as células possam ter sob estritas condi¢6es
anaerdbicas em meio mineral (Visser et al. 1990; Blomqvist et al., 2012).

A formacéo de glicerol é caracteristica em cultivos anaerdbicos. Glicerol é o terceiro
maior subproduto da fermentacao alcoolica, depois da producdo de CO> e biomassa (Gombert

e Van Maris, 2015). Em culturas anaerobias de S. cerevisiae, o glicerol formado é descrito como
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um dissipador de redox para reoxidacdo do excesso NADH que é formado nas reagdes
biossintéticas (Van Dijken e Scheffers, 1986).

Glicerol também ¢ formado pela producdo de biomassa, assim a formacéo de glicerol
em anaerobiose também esté relacionada ao crescimento (Van Dijken e Scheffers, 1986), ja que
a formacao de glicerol é essencial para reoxidar o NADH resultante do crescimento a partir de
acucares (Gombert e Van Maris, 2015), confirmando a formacao de biomassa nos cultivos em
anaerobiose desse estudo.

As taxas de formacdo de glicerol foram maiores com a linhagem M. guilliermondii
Recol 09, C. parapsilosis Recol 37 e Isolado Recol 42 (em substrato glicose e frutose, valores
entre 0,07 e 0,14 gGli gS?), que apresentaram cultivos com pelo menos 30 h, assim a maior
formacdo de glicerol nessas linhagens, pode estar ligada a funcdo protetora exercida pelo
glicerol para as células em resposta a alta pressdo osmética (Fonseca et al., 2013) que pode
ocorrer no processo, além disso a formacédo de glicerol € um dos pardmetros da fermentacéao
alcdolica que indica o grau de estresse microbiano (Deesuth et al., 2016).

E estimado que 4 a 8% dos aclcares consumidos pela levedura sdo desviados para
formacédo de glicerol (Basso et al., 2011a), corroborando a concentracdo de glicerol formado
em anaerobiose nesse estudo que com substrato glicose apresentou entre 2,4 e 7,0% e com
frutose entre 1,3 e 8,0%.

O consumo mais rapido de frutose por C. parapsilosis Recol 12, quando comparado
com glicose, pode ser explicado pela via de conversdo da frutose na fase preparatoria da
glicolise, que pode ser fosforilada pela hexoquinase ou pela enzima frutoquinase, que catalisa
a fosforilagao da frutose (Nelson e Cox, 2014) ou pela utilizagéo das duas vias simultaneamente.

Taxas de Yews superiores em frutose podem ocorrer devido a menor producdo de
biomassa e/ou glicerol (Tabela 4.3) em relacdo aos cultivos de glicose (Tabela 4.1). Qualquer
reducdo na producgéo de biomassa e formacéo de glicerol vai resultar no aumento de rendimento
do etanol (Gombert e Van Maris, 2015).

4.4.2 Cultivos com sacarose como fonte Unica de carbono

A utilizacdo do aclcar sacarose pelas leveduras € um dos mais importantes nos
processos industriais, visto que sacarose é a principal matéria-prima utilizada para a producao

de bebidas e alcool combustivel (Stambuk et al., 2000).
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Os cultivos com fonte de carbono sacarose em anaerobiose foram eficientes apenas para
as linhagens S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e P. kudriavzevii Recol 39, enquanto que
as demais linhagens ndo foram capazes de consumir todo o substrato em cultivos com mais de
30 h. Isso pode ser explicado pelo efeito Kluyver, no qual leveduras respiro-fermentativas séo
capazes de fermentar certos dissacarideos em aerobiose, mas ndo em anaerobiose (Kluyver e
Custers, 1940). Leveduras podem apresentar efeito Kluyver para alguns agucares e para outros
ndo, i.e. o efeito Kluyver esta associado a combinacdo de espécies de leveduras e de acUcares
(Fukuhara, 2003).

No caso de efeito Kluyver, a levedura ndo fermenta e ndo cresce em certos agucares na
auséncia de oxigénio (Fukuhara, 2003) ou apresenta uma baixa taxa no transporte e
metabolismo de certos acucares (Goffrini et al., 2002), como ocorrido neste estudo com
algumas linhagens sendo cultivadas por pelo menos 30 h.

Uma proposta para o efeito Kluyver é a necessidade de oxigénio para a captagdo do
acucar pela linhagem (Barnett, 1992), além do nivel das enzimas da fermentacdo (piruvato
descarboxilase), que pode estar muito baixo para manter o crescimento fermentativo (Sims e
Barnett, 1991). Ainda nesse estudo Sims e Barnett (1991) avaliaram que as linhagens de
leveduras que apresentam efeito Kluyver tiveram menor atividade da enzima piruvato
descarboxilase comparada com as que nao apresentaram.

Muitas linhagens de leveduras apresentam efeito Kluyver para sacarose (Kaliterna et al.,
1995). Em uma avaliacdo com 137 leveduras respiro-fermentativas, 31 foram descritas por néo
serem capazes de fermentar essa fonte de carbono em condicdes de anaerobiose (Barnett et al.,
1990).

S. cerevisiae é descrita como Kluyver negativa (Fukuhara, 2003; Snoek e Steensma,
2007) e em cultivos com sacarose em condi¢bes de anaerobiose ndo houve inibicdo da
fermentagdo (Basso et al., 2011b), assim como nesse estudo com as linhagens S. cerevisiae
CAT-1, S. cerevisiae BB9, além de P. kudriavzevii Recol 39. Essa caracteristica nessas
linhagens pode ser em funcdo do metabolismo predominante, no qual metaboliza a sacarose por
meio de hidrdlise extracelular através de invertase. A hidrolise extracelular produz glicose e
frutose, que entram na célula por difuséo facilitada através de transportadores da familia de
genes HXT (Kaliterna et al., 1995; Basso et al., 2011b). As invertases séo traduzidas a partir
dos genes da familia SUC e o gene SUC2 é descrito por estar presente em todas as leveduras do

género Saccharomyces.
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S. cerevisiae também podem hidrolisar sacarose intracelularmente, mesmo em
anaerobiose (Basso et al., 2011b) por transporte ativo, no qual a sacarose € captada diretamente
através do co-transporte com fons H*, pelos transportadores Malx1p e Agtlp, e hidrolisada
internamente por agdo da invertase intracelular ou maltase (Stambuk et al., 2000).

Na literatura séo descritos para S. cerevisiae CEN.PK113-7D valores de Yews 0,38 (g
de etanol g de sacarose) (Basso et al., 2011b). Os valores de Yews corroboram os obtidos nas

linhagens S. cerevisiae CAT-1 e S. cerevisiae BB9 (0,43 e 0,41 gEth gS™, respectivamente).

4.4.3 Andlise de Componentes Principais (PCA)
4.4.3.1 PCA para cultivos com glicose

A PCA foi aplicada para diferenciar as linhagens cultivadas com glicose utilizando os
parametros cinéticos. A andlise de PCA para glicose resultou em um modelo de dois
componentes principais que descreveu 87,24% da variagdo total dos dados. O primeiro
componente principal (PC1) apresentou um autovalor de 8,34% e representou 75,88% da
variabilidade dos dados no conjunto e o segundo (PC2) com autovalor de 1,24%, representando
11,36% da variabilidade dos dados. De acordo com Kaiser (1960), apenas os autovalores de >
1,0 sé&o considerados significativos da variancia dos dados.

A Tabela 4.7 apresenta a carga das variaveis para os dois componentes principais (PC1
e PC2). Os parametros Px, Pem, T (h) e X apresentaram cargas elevadas para PC1 (>0,95),

enquanto PC2 enfatizou pmax, Sres € CO2.

Tabela 4.7. Carga das variaveis baseadas em correlagdes, para os dois principais componentes
(PC1 e PC2) em glicose.

Variaveis PC1 PC2
Mmax 0,8568 -0,4555
Ms 0,8316 -0,4026
Yxss 0,8057 -0,2778
YEthis 0,8187 0,4067
Yalirs -0,8716 -0,3272
T (h) -0,9286 0,0508
Px 0,9185 -0,3199
Peth 0,9259 -0,1948
X 0,9109 0,1322
Sres -0,8534 -0,4281
CO; 0,8484 0,4320

*As cargas mais significativas para cada PC estfo destacadas em negrito.

76



Mmax: Velocidade especifica de crescimento maxima; ps: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xss: fator de conversao
de substrato a célula; Yews: fator de conversdo de substrato em etanol; Yaiis: fator de conversdo de substrato em glicerol; X:
concentragdo maxima de células formadas; Px: produtividade de biomassa; Pet: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo;
CO2: diéxido de carbdnico; Sres: substrato residual.

A Figura 4.1 apresenta a projecao dos dados de comparacdo PC1 x PC2, que revelou 4
grupos distintos. C. glabrata 37 e Isolado Recol 42 foram influenciadas pela presenca de
substrato residual. M. guilliermondii Recol 09 e C. parapsilosis Recol 12 resposta pelo tempo
de tempo de cultivo, pois essas linhagens levaram 36 e 33 h, respectivamente para o total
consumo do substrato. S. cerevisiae CAT-1 foi separada dos demais grupos correlacionados aos
maiores valores de produtividades (Px e Peth) € tmax, Uts € Yxss. Além disso, houve formagéo de
um grande grupo com as demais linhagens indicando adaptacdo as condigdes de cultivos

fermentativos.
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Figura 4.1. Analise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em glicose de

S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em

planos formados por eixos de PC1 e PC2.

S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae
BB9; M. g. 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. 10: C. glabrata Recol 10; C. p. 12: C. parapsilosis Recol 12; C. p. 29: C.
parapsilosis Recol 29; C. p. 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. 39: P. kudriavzevii Recol 39; C. g. 41: C. glabrata Recol 41;
C. g. 43: C. glabrata Recol 43; P. k. 44: P. kudriavzevii Recol 44; 1so 42: Isolado Recol 42.

4.4.3.2 PCA para cultivos com frutose

Para frutose, a analise de PCA resultou em um modelo de dois componentes principais

que descreveu 80,50% da variacdo total dos dados. O primeiro componente principal (PC1)
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apresentou um autovalor de 7,19% e representou 65,41% da variabilidade dos dados e o
segundo componente (PC2) com autovalor de 1,66%, representou 15,09% da variabilidade dos
dados.

Os parametros pmax, T (), Px, Pet e Sres apresentaram as cargas mais influentes para
PC1 e para PC2 foram os parametros Yxss e X (Tabela 4.8).

Tabela 4.8. Carga das variaveis baseadas em correlagdes, para os dois componentes principais

(PC1 e PC2) em frutose.

Variaveis PC1 PC2

Mmax 0,9131 0,0274
Ms 0,8169 0,4268
Yxis 0,4883 -0,8191
Yethis -0,2020 0,3356
Yalirs -0,8852 -0,1530
T (h) -0,9515 -0,2081
Px 0,9225 -0,1627
Peth 0,9200 0,1850
X 0,6424 -0,7288
Sres -0,9079 -0,0557
CO2 0,8895 0,1774

*As cargas mais significativas para cada PC estdo destacadas em negrito.

Mmax: Velocidade especifica de crescimento méaxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Y xss: fator de conversao
de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; Yaiiss: fator de conversdo de substrato em glicerol; X:
concentragdo maxima de células formadas; Px: produtividade de biomassa; Pet: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo;
CO2: diéxido de carbdnico; Sres: substrato residual.

A comparacdo dos dados PC1 x PC2 esta apresentado na Figura 4.2. Nesta PCA foi
formado 6 grupos distintos. C. glabrata Recol 41, C. glabrata Recol 43 e C. parapsilosis Recol
29 formaram um grupo relacionado a producéo de biomassa (X, Px € Yxs). C. glabrata Recol
10, P. kudriavzevii Recol 44, P. kudriavzevii BB1 e S. cerevisiae CAT-1 formaram um grupo
positivamente influenciado pelos parametros pmax, ps, CO2 € Pew. P. kudriavzevii Recol 39 e S.
cerevisiae BB9 formaram um grupo pela formacdo de etanol, porém com produtividade de
etanol menores quando comparada com o grupo de S. cerevisiae CAT-1. M. guilliermondii
Recol 09 e Isolado Recol 42 foram agrupadas pelos parametros de tempo de cultivo (superior a
30 h) e Yaiis. Por fim, P. kudriavzevii BB2 e C. parapsilosis Recol 12 foram agrupadas devido
o tempo de cultivo de 11,5 e 20 h de cultivos, respectivamente, e C. parapsilosis Recol 37 ficou

isolada dos outros pontos.
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Figura 4.2. Anéalise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em frutose de
S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em

planos formados por eixos de PC1 e PC2.

S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae
BB9; M. g. 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. 10: C. glabrata Recol 10; C. p. 12: C. parapsilosis Recol 12; C. p. 29: C.
parapsilosis Recol 29; C. p. 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. 39: P. kudriavzevii Recol 39; C. g. 41: C. glabrata Recol 41;
C. g. 43: C. glabrata Recol 43; P. k. 44: P. kudriavzevii Recol 44; 1so 42: Isolado Recol 42.

4.4.3.3 PCA para cultivos com sacarose

A andlise de PCA com cultivos com sacarose resultou em um modelo de dois
componentes principais que descreveu 89,08% da variacdo total dos dados. O primeiro
componente principal (PC1) apresentou um autovalor de 7,80% e representou 70,96% da
variabilidade dos dados no conjunto e o segundo (PC2) com autovalor de 1,99%, representou
18,12% da variabilidade dos dados.

A Tabela 4.9 apresenta a carga das variaveis para os dois componentes principais (PC1
e PC2).
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Tabela 4.9. Carga das variaveis baseadas em correlac6es, para os dois componentes principais
(PC1 e PC2) em sacarose.

Variaveis PC1 PC2
Mmax 0,9394 0,1850
Ms 0,8538 0,3981
Y xis 0,6997 -0,4781
YEthis 0,5785 -0,7251
Yaliis 0,3227 -0,8990
T (h) -0,9152 -0,2871
Px 0,9698 0,1312
Peth 0,9731 0,1010
X 0,9466 -0,2023
Sres -0,9406 0,02329
CO; 0,8715 0,29308

*As cargas mais significativas para cada PC estdo destacadas em negrito.

pmax: velocidade especifica de crescimento méxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de converséo
de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; Yaiiss: fator de conversdo de substrato em glicerol; X:
concentragcdo maxima de células formadas; Px: produtividade de biomassa; Petn: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo;
CO:z: didxido de carbdnico; Sres: substrato residual.

Para essa andlise, as linhagens formaram 4 grupos. S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae
BB9 e P. kudriavzevii Recol 39 formaram um grupo influenciado positivamente pelos
pardmetros Umax, ps, Yetis, CO2, Px € Pen. Outro grupo foi formado por P. kudriavzevii BB1,
Isolado Recol 42 e C. parapsilosis Recol 12. Essas linhagens apresentaram tempo de cultivo
acima de 30 h e baixo consumo de substrato. P. kudriavzevii BB1 ficou isolada das demais
linhagens, pois apesar do tempo de cultivo elevado (33 h), consumiu 70% do substrato inicial
e produziu biomassa e etanol. As demais linhagens formaram um grupo relacionado a presenca

de substrato residual e tempos longos de cultivo.
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Figura 4.3. Analise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em sacarose de
S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido Centro-Oeste, em

planos formados por eixos de PC1 e PC2.

S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae
BB9; M. g. 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. 10: C. glabrata Recol 10; C. p. 12: C. parapsilosis Recol 12; C. p. 29: C.
parapsilosis Recol 29; C. p. 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. 39: P. kudriavzevii Recol 39; C. g. 41: C. glabrata Recol 41;
C. g. 43: C. glabrata Recol 43; P. k. 44: P. kudriavzevii Recol 44; Iso 42: Isolado Recol 42.

4.4.3.4 PCA para cultivos com glicose, frutose e sacarose

Com o intuito de agrupar as linhagens com melhor adaptacdo aos trés substratos,
realizou-se uma andlise simultanea de PCA com todos as linhagens e substratos (glicose, frutose
e sacarose).

A PCA com cultivos com os trés substratos gerou um modelo de dois componentes
principais que descreveu 82,40% da variacdo total dos dados. O primeiro componente principal
(PC1) apresentou um autovalor de 7,52% e representou 68,44% da variabilidade dos dados no
conjunto e o segundo (PC2) com autovalor de 1,53%, representando 13,96% da variabilidade
dos dados.

A Tabela 4.10 apresenta a carga das variaveis para os dois componentes principais (PC1
e PC2).
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Tabela 4.10. Carga das variaveis baseadas em correlacGes, para os dois componentes principais
(PC1 e PC2) em glicose, frutose e sacarose.

Variaveis PC1 PC2
Mmax 0,9231 -0,1742
Hs 0,8586 -0,3048
Y xis 0,7047 0,3746
YEth/s 0,5891 0,65045
Y alirs -0,2267 0,8495
T (h) -0,9314 0,1979
Px 0,9468 -0,1182
Peth 0,9588 -0,0731
X 0,8831 0,2097
Sres -0,9010 -0,1562
CO; 0,8765 0,0095

*As cargas mais significativas estdo destacadas em negrito.

pmax: velocidade especifica de crescimento méxima; us: velocidade especifica de consumo de substrato; Yxss: fator de converséo
de substrato a célula; Yeuws: fator de conversdo de substrato em etanol; Yaiiss: fator de conversdo de substrato em glicerol; X:
concentragcdo maxima de células formadas; Px: produtividade de biomassa; Petn: produtividade de etanol; T: tempo de cultivo;
CO:z: didxido de carbdnico; Sres: substrato residual.
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Figura 4.4. Anéalise de componentes principais (PCA) dos parametros cinéticos em glicose,
frutose e sacarose de S. cerevisiae CAT-1 e outras 13 diferentes leveduras isoladas da Regido
Centro-Oeste, em planos formados por eixos do PC1 e PC2.

S. c. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae
BB9; M. g. 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. 10: C. glabrata Recol 10; C. p. 12: C. parapsilosis Recol 12; C. p. 29: C.
parapsilosis Recol 29; C. p. 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. 39: P. kudriavzevii Recol 39; C. g. 41: C. glabrata Recol 41;
C. g.43: C. glabrata Recol 43; P. k. 44: P. kudriavzevii Recol 44; 1so 42: Isolado Recol 42.
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Com esta analise de PCA foram observados 3 grupos. Importante destacar que apenas
S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e P. kudriavzevii Recol 39 ficaram no mesmo grupo
com as 3 fontes de carbono, grupo este influenciado pelos parametros pmax, us, Yxis, Yets, X,

CO., Px e Peth que indicam adaptagédo ao substrato analisado.

CONCLUSAO

S. cerevisiae CAT-1 apresentou melhor desempenho dentre as linhagens estudadas, em
todos os substratos, corroborando seu potencial industrial.

Em frutose, a taxa de conversdo de substrato a etanol foi superior para todas as
linhagens, devido a via de entrada da frutose na via glicolitica.

M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 12, C. parapsilosis Recol 37 e Isolado
Recol 42 apresentaram menor potencial biotecnoldgico por apresentarem cultivos com maior
tempo, tanto em substrato glicose como em frutose.

S. cerevisiae CAT-1, S. cerevisiae BB9 e P. kudriavzevii Recol 39 apresentaram
potencial biotecnoldgico, pois foram as Unicas linhagens entre as avaliadas que se adaptaram
ao substrato sacarose em anaerobiose, além disso, também se desenvolveram em glicose e

frutose. As demais linhagens possivelmente apresentam efeito Kluyver.
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CONCLUSAO GERAL

Os parametros cinéticos, apesar de sua simplicidade comparada a outras ferramentas
para a avaliacdo fisiologica de microrganismos, sdo de grande valia para uma melhor
compreensdo acerca do metabolismo microbiano. A compilacdo de dados cinéticos obtidos a
partir de cultivos de leveduras em meio mineral contendo diferentes agicares, somada & uma
clusterizacdo sistémica dos dados, utilizando-se ferramentas estatisticas, permitiu-nos
sumarizar diversas conclusdes a respeito da fisiologia de diferentes espécies Saccharomyces e
ndo-Saccharomyces.

A respeito do trabalho experimental, destaca-se:

Frutose foi um substrato que apresentou comportamento distinto, pois em aerobiose
todas as linhagens se desenvolveram, enquanto que em anaerobiose as linhagens apresentaram
maior formacdo de etanol do que em glicose. Isso provavelmente ocorreu devido a via de
entrada da frutose na glicélise. Porém ainda sdo poucos os trabalhos realizados com esse agucar.

Para producdo de biomassa C. parapsilosis Recol 29 foi a linhagem que apresentou
maior potencial, tanto em cultivos em aerobiose com frutose, como em anaerobiose com glicose
e frutose.

M. guilliermondii Recol 09, C. parapsilosis Recol 12, C. parapsilosis Recol 37 e Isolado
Recol 42 ndo s&o indicadas as condigdes de anaerobiose, pois ndo se desenvolveram em nenhum
dos substratos analisados.

S. cerevisiae CAT- 1, S. cerevisiae BB9 e P. kudriavzevii Recol 39 apresentaram
potencial biotecnoldgico, pois foram as Unicas linhagens que se adaptaram aos 3 substratos
analisados (glicose, frutose e sacarose) em condi¢cfes de anaerobiose.
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APENDICES

Apéndice 1: Relagéo de Yxise Yets com substrato glicose,

em aerobiose e 30°C (Capitulo 2).

07 —
(@ s.c.PTCC 24860k )
0,6
S. ¢. CEN.PK113-7D¢
05 eS¢ TNGhS NG
]
-G S. c. $288¢?
— S.c.TN4' — @ @g s ¢ NI
inl |
@ 5.0.CBS8066¢ g o S.c. Y750 S. ¢. 248 UNSW 703100
= 0,4 ° : S.c. CAT-1# S.c. CAT-1¢
= A o
i} z‘w 0° € S.c. NRRL Y-132¢
& [\ ®C.s. CBS 27799
203 .
i S.c. TN23 S.c.JP-12
> . """ @ P.s.CBS 71269
S.c. PE=2 P. t. NRRL Y-24609
0,2 S.c. BY47420 S.c. BG-1?
S. ¢. Fleishmanna
S. c. CEN.PK113-7D? e g
01 /@S kY749 N
] \ i /
@ S. . CEN.PK113-7D" N @Skyms / .
T < VK. m. CBS 6556Tj)
0 —e—
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Yxis (QMCS gS)

S. c.: Saccharomyces cerevisiae; S. k.: Saccharomyces kluyveri; P. t.

: Pachysolen tannophilus; P. s.: Pichia

stipitis; K. m.: Kluyveromyces marxianus; 2Della-Bianca e Gombert, 2013; ®Velagapudi et al., 2006; “Nascimento,
2016; 9Cot et al., 2007; *Kummel et al., 2010; ‘Raghevendran et al., 2004; SLigthelm et al., 1988; "Nissen et al.,
2000; ‘Magller et al., 2001; iMgller et al., 2002; “Shafaghat et al., 2009; 'Barford e Hall, 1981; ™Fonseca et al., 2013;

*Calculado.
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Apéndice 2: Relagdo de Yx/s e [max com substrato glicose, em aerobiose e 30°C (Capitulo 2).

0,9
0,8 ® C.r.IFO 0750
0,7
06 P.a.CLIB 421
o ) K.t. CLIB 292 Y. 1. H222
28 u
205 K. 1. CBS 2359 . a d ® K. m.CBS 6556
g K.m. CBS 712T —a M.g.Recol 9 _~ D.h.INETICLI8 | = ~oono
=) P.k. Recol 39 —a s =
VQ 0’4 C. g. Recol 10 C. p. Recol 37 P. k. BB2
X C. g. Recol 41 y
> 03 R. m. Recol 3 K.t.CLIB292 — & C. p. Recol 29
, Wy P. k. Rgcol 44 ® S k. Y708
P.s. CBS 7126 a S. k. Y749 C. p. Recol 12
02 C.s.CBS 2779 a ® S.c.NRRL Y-gSZS CAT-1* ® Pk BB1
! S.c. TMB 3001C1 -G LAl o
b £ NRRL Y-24Séoc' BBY @ S.eCLIB179 @ i e S. ¢. 248 UNSW 703100*
L ) L] N
0.1 es.c.TN23 ? S.c.BG-1 -7 Bl v S. c. TMB3001
, )
a S.c. TNS, o Bya742 & ¢ CEN.PK113-7D* S.c. Flezlshmansnc oTCC 24860
M. g. CCT7783 S.b. CLIB 251 S.c.JP-1 —/s.c.5288¢— S.c. PE2 © o
0 S.c. FY4
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
-1
Hmax (h )

C. g.: Candida glabrata; C. p.: Candida parapsilosis; C. r.: Candida rugosa; C. s.: Candida shehatae; D. h.: D.
hansenii; K. I.: Kluyveromyces lactis; K. m.: Kluyveromyces marxianus; K. t.: Kluyveromyces thermotolerans; M.
g.: Meyerozyma guilliermondii; R. m.: Rhodotorula mucilaginosa; S. c.: Saccharomyces cerevisiae; S. b.:
Saccharomyces bayanus var uvarum; S. k.: Saccharomyces kluyveri; S. e.: Saccharomyces exiguus; P. a.: Pichia
angusta; P. k.: P. kudriavzevii; P. s.: Pichia stipitis; P. t.: Pachysolen tannophilus; Y. I.: Yarrowia lipolytica;
Bakker et al., 2000; Barford e Hall, 1981; Bellaver et al., 2004; Camargo, 2013; Christen e Sauer, 2011; Cot et al.,
2007; Della-Bianca e Gombert, 2013; Fonseca et al., 2007; Fonseca et al., 2013; Gombert et al., 2001; Jansen et
al., 2005; Ligthelm et al., 1988; Martini et al., 2016; Magller et al., 2001; Mgller et al., 2002; Nascimento, 2016;
Nobre et al., 1999; Orlowski e Barford, 1991; Raghevendran et al., 2004; Rocha et al., 2011; Shafaghat et al.,
2009; Sonderegger e Sauer, 2003; Van Maris et al., 2001; Velagapudi et al., 2006; *Dados calculados através da
média dos resultados obtidos pelos autores; Leveduras Saccharomyces (e); Leveduras ndo-Saccharomyces (m).
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Apéndice 3. Dados experimentais referentes as cinéticas de crescimento e consumo de

substratos com frutose, em aerobiose (Capitulo 3).

Fru: Frutose; X: Concentracdo de células; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; S. ¢c. CAT-1: S.
cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. ¢. BB9: S.
cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol
10; C. p. Recol 12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol
37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata Recol
41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; 1so Recol 42: Isolado Recol

42.

Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
4,5

55
6,5
7,5
8,5
9,5
10
10,5
11

115
12

S. c. Cat-1 Fru

(gL
10
9,430
8,671
9,190
8,642
8,823
8,758
8,642
8,302
7,582
7,659
7,064
6,450
5,412
4,703
3,519
1,793
0,878
0,265
0,231
0,199
0,194

X
(gL?

0,023
0,032
0,051
0,070
0,080
0,102
0,133
0,165
0,207
0,256
0,313
0,374
0,446
0,650
0,855
1,003
1,196
1,341
1,414
1,444
1,405

Eth
(L™

0,188
0,101
0,241
0,402
0,499
0,572
0,553
0,686
0,745
0,879
0,842
1,357
1,687
1,704
1,937
2,494
2,864
2,153
2,982
2,928
3,089

Gli
(gL?)

0,026
0,060
0,052
0,061
0,129
0,152
0,195
0,237
0,310
0,390
0,511
0,609
0,741
0,868
0,864
1,048
1,026
1,050
1,000
1,002
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Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
45

55
6,5
7,5
8,5
9,5

10
10,5

P. k. BB1Fru
(gL
10,000
9,547
9,519
9,446
9,390
9,215
8,643
9,292
7,374
7,047
6,985
5,081
3,995
3,310
1,961
0,751
0,296
0,157

0

X
(gL?

0,049
0,073
0,128
0,169
0,220
0,269
0,332
0,397
0,472
0,787
1,101
1,340
1,731
1,485
1,855
1,923
1,959
1,965

Eth
(L™

0,057
0,080

0,082
0,166
0,275
0,506
0,706
1,035
1,017
1,487
1,956
2,279
3,010
2,422
0

(L™

o O O o

0,078
0,200
0,098
0,298
0,261

o O O O o
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Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
45

55
6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5

P. k. BB1 Fru

(gL
10,000
9,486
9,358
9,366
9,254
9,232
9,061
8,967
8,643
8,696
7,953
7,374
6,605
5,595
4,126
2,634
1,108
0,326
0,161
0,141
0,139
0,115
0,115

X
(gL
0,050
0,053
0,076
0,113
0,145
0,178
0,239
0,297
0,365
0,435
0,625
0,815
1,098
1,245
1,435
1,629
1,848
1,949
1,991
1,968
2,065
2,069
2,034

Eth
(L™

O O O o o

0,029
0,127
0,069
0,303
0,640
0,731
1,039
1,653
2,029
2,628
3,026
2,670
2,882
2,608
2,591
2,591

Gli
(gL?)

o O O

0,027
0,027
0,055
0,092
0,152
0,237
0,320
0,464
0,683
0,838
1,039
1,090
0,998
0,869
0,756
0,572
0,347

Ac
(L™

O O O O o o

0,080
0,094
0,211
0,327
0,086
0,098
0,209
0,205
0,396
0,241
0,071
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Tempo R.m.Recol 03Fru

(h) @@L
0 10,000
1 9,841
2 9,568
3 8,515
3,5 8,604
4 7,934
4,5 7,814
5 8,293
5,5 7,774
6 7,326
6,5 6,599
7 7,167
7,5 7,187
8 7,166
8,5 7,114
9 7,114
9,5 7,128
10 6,752
10,5 6,746
11 5,931
11,5 5,007
12 5,116
12,5 4,690
13 4,556
13,5 4,587
14 4,361
14,5 4,225
15 3,414
15,5 3,661
16 2,726
16,5 1,652
17 0,625

X
(gL
0,050
0,056
0,067
0,091
0,099
0,113
0,127
0,150
0,172
0,193
0,212
0,238
0,265
0,303
0,335
0,371
0,401
0,433
0,464
0,698
0,931
0,966
1,044
1,129
1,214
1,289
1,365
1,536
1,623
1,676
1,791
1,758

Eth
(L™
0

O O O O OO OO OO O0ODO0OO0ODOO0OO0OO0OO0OD0O0OO0OO0O0O0O0OO0OO0OOOOoOOoOoao

Gli
(gL?)
0

O O O O OO OO OO O0ODO0OO0ODOO0OO0OO0OO0ODO0OO0OO0O0O0O0OO0OOOOOoOOoOoao

Ac
(L™
0

O O O O O O O OO OO O0OO0OOO0OO0OO0OO0O0O0OO0OO0O0O0O0OO0OO0OOOoOOoOOoOOo oo

93



Tempo

(h)

6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
155

M. g. Recol 09 Fru
9L
10,000

9,519
9,444
9,343
9,337
9,252
9,357
9,353
9,284
8,884
9,074
8,654
8,588
7,795
7,475
7,090
7,168
7,658
5,790
6,114
3,647
1,664
1,604
1,103
0,785
1,598
0,456
0,557
0,367

X
(gL
0,050
0,066
0,086
0,127
0,144
0,175
0,211
0,251
0,298
0,344
0,403
0,463
0,669
0,875
1,025
1,113
1,253
1,349
1,468
1,608
1,698
1,784
1,874
1,913
2,005
2,095
2,131
2,184
2,094

Eth
(L™
0

O OO OO OO oo o o

o

0,147
0,150
0,341
0,205
0,308
0,265
1,054
0,457
0,315
0,411

1,188
1,386
0,945
2,071
1,945

Gli
(L™
0

O O O OO OO OO0 O0ODO0OO0DO0OO0DO0OO0ODO0OD0O0OO0OO0OO0OOOOoOOoOooo

Ac
(L™
0

O O O O O O OO OO0 O0O0O0OO0OO00O0O0O0D0O0OD0O0O0OO0OO0OOoOOoOoOoOOo oo
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Tempo C. g. Recol 10 Fru

(h) @@L
0 10,000
1 9,748
2 9,716
3 9,597
3,5 7,492
4 9,180
4,5 9,169
5 9,014
5,5 7,971
6 6,264
6,5 7,517
7 6,541
7,5 6,881
8 5,168
8,5 4,999
9 3,635
9,5 2,371
10 0,916
10,5 0,290
11 0,308
11,5 0,231
12 0,185
12,5 0,139
13 0,137
13,5 0,180
14 0,171

X
(gL
0,050
0,060
0,070
0,088
0,100
0,120
0,143
0,172
0,206
0,247
0,304
0,365
0,433
0,498
0,743
0,989
1,189
1,389
1,606
1,744
1,761
1,778
1,854
1,890
1,960
1,906

Eth
(L™

0,082
0,144
0,169
0,267
0,239
0,328
0,312
0,448
0,530
0,630
0,924
0,892
1,073
1,533
1,674
1,254
1,073
1,448
1,729
2,569
1,623
1,722
3,148
1,570

Gli
(gL?)

0,028
0,028
0,079
0,119
0,144
0,147
0,139
0,239
0,262
0,399
0,363
0,516
0,553
0,558
0,429
0,371
0,699
0,616
0,608
0,336
0,160
0,060

Ac
(L™

O O O O O O O OO OO0 O0O0OO0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OOoOOoO oo o
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Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
45

55
6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
155
16
16,5

C. p. Recol 12 Fru
(gL
10,000
8,894
9,468
9,392
9,411
9,118
7,470
7,787
6,515
5,903
7,125
6,215
6,788
6,801
5,563
5,909
5,672
5,397
5,130
4,940
5,182
3,470
4,067
2,667
2,219
1,953
2,552
0,851
0,767
0,713
0,470

X
(gL
0,050
0,057
0,078
0,106
0,127
0,149
0,183
0,220
0,261
0,306
0,357
0,401
0,453
0,615
0,778
0,890
1,018
1,138
1,318
1,390
1,473
1,548
1,668
1,716
1,785
1,843
1,925
1,999
2,045
2,078
2,141

Eth
(gL
0
0,064
0,078

Gli

(L™
0

O O O OO OO OO O0ODO0OO0ODO0ODO0OO0DO0OO0DO0ODO0OOO0ODO0OOO0ODO0OOO0OOOOoOOooo

Ac

(gL?
0

O O O O O O O OO OO0 O0OO0OO0O0O0O0D0O0OD0O0O0D0O0O0O0O0OO0OO0OOoOOoOOoOOoo
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Tempo C. p. Recol 29 Fru

(h) (gL
0 10,000
1 9,507
2 9,492
3 9,380

35 9,362
4 9,661

45 9,190
5 9,180

55 9,037
6 8,933

6,5 8,740
7 8,531

75 8,312
8 7,321

8,5 7,079
9 6,741

9,5 6,576
10 5,345

10,5 5,006
11 4,630

115 4,323
12 3,717

12,5 3,278
13 2,452

135 2,161
14 0,677

14,5 0,147

X
(gL
0
0,048
0,065
0,094
0,124
0,147
0,192
0,246
0,304
0,352
0,439
0,497
0,752
1,008
1,111
1,265
1,395
1,491
1,654
1,713
1,834
1,885
2,120
2,214
2,328
2,384
2,353

Eth
(L™
0

O OO OO O o o o o

o
o
C)(J'I
S

0,067
0,256
0,303
0,421
0,506
0,601
0,643
0,831
1,095
1,092
1,136
1,471
1,200
1,793

Gli
(gL?)
0

O OO OO OO oO oo o o

o

0,046
0,099
0,120
0,149
0,167
0,198
0,242
0,297
0,312
0,354
0,404
0,369
0,446

Ac
(L™
0

O O O OO O OO0 O0OO0O0Oo0oOoO oo oo

o

0,336
0,339
0,308
0,320
0,304
0,298
0,307
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Tempo C. p. Recol 37 Fru

(h) @@L
0 10,000
1 9,447
2 9,650
3 9,513
3,5 7,912
4 8,155
4,5 7,763
5 7,997
5,5 7,905
6 7,415
6,5 7,398
7 7,243
7,5 6,609
8 6,651
8,5 6,202
9 6,664
9,5 6,018
10 5,804
10,5 5,079
11 2,954
11,5 2,646
12 2,868
12,5 1,828
13 1,154
13,5 0,769
14 0,957

X
(gL
0,050
0,056
0,075
0,099
0,123
0,141
0,169
0,201
0,238
0,296
0,348
0,409
0,473
0,641
0,809
0,941
1,008
1,128
1,248
1,215
1,346
1,523
1,645
1,658
1,750
1,636

Eth
(L™
0

O O O o o

0,056
0,073

0,147
0,068
0,056

0,164
0,122
0,200
0,233
0,243
0,393
0,525
0,611
0,635
0,834
1,103

Gli
(gL?)
0

O O O O OO OO OO0 0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OOOOoOOoOOooo

Ac
(L™
0

O O O O O O O OO OO0 O0O0OO0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OOoOOoO oo o
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Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
45

55
6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15

P. k. Recol 39 Fru
(gL
10,000
9,569
9,395
9,446
9,477
8,248
9,029
8,865
8,358
8,325
8,139
7,278
6,778
7,364
7,558
7,287
7,030
6,738
6,589
5,701
4,125
3,759
3,322
2,124
0,896
0,435
0,244
0,180

X
(gL
0,050
0,061
0,077
0,113
0,131
0,152
0,189
0,226
0,271
0,321
0,384
0,430
0,599
0,768
0,890
0,898
1,123
1,231
1,366
1,458
1,408
1,675
1,714
1,889
1,559
1,930
1,980
1,788

Eth
(L™

o
OO?IOOOOOOOOOOOOOO

0,178
0,174
0,252
1,078
0,360
0,532
0,516
0,954
0,436
1,064
1,864

Gli
(gL?)
0

O O OO OO OO OO0 O0OO0DO0OO0ODOO0ODO0OD0O0OO0OOO oo oo o

Ac
(L™
0

O O O O O O OO OO0 O0O0OO0O0OO0OO0O0O0O0OD0O0OO0OO0OO0OOoOOoO oo o
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Tempo C.g. Recol 41 Fru

(h) @@L
0 10,000
1 9,572
2 9,524
3 9,417
3,5 9,363
4 9,338
4,5 9,286
5 9,179
55 9,011
6 8,884
6,5 8,654
7 8,485
7,5 8,115
8 7,790
8,5 7,071
9 6,468
9,5 4,592
10 3,319
10,5 3,557
11 2,124
11,5 1,199
12 0,308
12,5 0,285
13 0,206
13,5 0,182

X
(gL
0,038
0,038
0,053
0,073
0,093
0,116
0,145
0,181
0,221
0,277
0,317
0,374
0,442
0,639
0,835
1,079
1,084
1,009
1,324
1,598
1,706
1,796
1,898
1,905
1,841

Eth
(L™

0,126
0,089
0,254
0,110
0,234
0,133
0,201
0,191
0,265
0,284
0,362
0,452
0,644
0,859
0,986
1,105
1,998
1,969
2,214
2,914
3,130
2,881
3,134

Gli
(gL?)
0

O O O OO OO OO0 O0O0O0O0O00O0O0O0O0OO0OO0OO0OOoO oo oo

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO0 0O0OO0OO0O0O0O0O0O0O0O0OO0oOOoO oo oo
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Tempo

(h)

0

1

2

3
3,5

4
45

55
6,5
7,5
8,5

9,5
10
10,5
11
11,5
12
12,5
13
13,5
14
14,5
15
155

Iso Recol 42 Fru
(gL
10,000
9,507
8,910
9,218
7,759
8,850
8,746
8,433
8,214
8,417
6,872
8,869
8,714
7,265
7,223
8,465
7,589
6,206
6,535
5,480
6,513
4,013
4,855
2,935
3,716
2,376
1,839
0,915
0,778

X
(gL
0,045
0,046
0,057
0,077
0,091
0,108
0,133
0,162
0,188
0,224
0,268
0,318
0,359
0,424
0,568
0,713
0,835
0,893
1,063
1,230
1,315
1,465
1,593
1,680
1,874
1,814
1,931
1,963
1,968

Eth
(L™
0

O OO OO OO oo o o

o

0,066
0,132
0,160
0,228
0,235
0,550
0,407
0,389
0,414
1,176
0,829
1,058
1,693
1,022
1,504
2,048

Gli
(gL?)
0

o
OO%OOOOOOOOOOOOOOOO

0,035
0,103
0,090
0,100
0,147
0,124
0,132
0,079

Ac
(L™
0

O O O O O O OO OO0 O0OO0O0OO00O0O0O0D0O0D0O0O0O0OO0OOoOOoOOoOoOOo oo
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Tempo C.g. Recol 43 Fru

(h) @@L
0 10,000
1 9,468
2 9,353
3 8,953
3,5 9,166
4 9,059
4,5 8,867
5 7,934
55 8,240
6 8,533
6,5 8,238
7 7,974
7,5 7,681
8 7,142
8,5 4,321
9 4,254
9,5 5,240
10 3,761
10,5 3,195
11 1,753
11,5 0,680
12 0,354
12,5 0,182
13 0,072
13,5 0,088
14 0,062

X
(gL
0,050
0,054
0,067
0,089
0,098
0,116
0,135
0,156
0,182
0,216
0,259
0,302
0,359
0,416
0,475
0,696
0,918
1,110
1,213
1,490
1,690
1,849
1,750
2,124
2,300
2,235

Eth
(L™

0,408
0,389
0,454
0,429
0,563
0,472
0,465
0,586
0,407
0,792
0,800
0,738
0,999
0,803
0,695
1,899
1,448
2,161
2,511
2,406
2,863
2,488
1,829
1,000
1,305

Gli
(gL?)

0,071
0,082
0,097
0,104
0,113
0,117
0,142
0,166
0,203
0,226
0,269
0,300
0,229
0,293
0,445
0,467
0,604
0,589
0,546
0,655
0,473
0,233
0,175
0,053

Ac
(L™

O O O O O OO OO0 0O0O0O0O0O0O0O00O0O0O0OO0OOoOoO oo oo

102



Tempo  P. k. Recol 44 Fru X Eth Gli Ac

(h) (gL (gL?) (gL (gL (gL?)
0 10,000 0,050 0 0 0
1 9,507 0,067 0
2 9,280 0,076 0 0 0
3 9,220 0,099 0 0 0

35 9,196 0,116 0,064 0 0
4 9,204 0,133 0 0 0

4,5 9,214 0,158 0,220 0 0
5 8,841 0,183 0 0 0

55 8,787 0,216 0 0 0
6 8,217 0,249 0,077 0 0

6,5 7,854 0,298 0,134 0 0
7 7,791 0,352 0,055 0 0

75 7,859 0,407 0,131 0 0
8 7,741 0,605 0,143 0 0

8,5 6,502 0,804 0,095 0 0
9 6,087 0,866 0,194 0 0

9,5 6,185 1,025 0,293 0 0
10 4,699 1,169 0,368 0 0

10,5 3,696 1,335 0,484 0 0
11 2,656 1,514 0,428 0 0

11,5 2,591 1,805 0,707 0 0
12 0,388 1,775 0,600 0 0

12,5 0,251 1,886 1,001 0 0
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Apéndice 4. Cinéticas de crescimento, formacdo de metabolitos e consumo de substrato para

cultivos em substrato glicose, em anaerobiose (Capitulo 4).

A. S. cerevisiae Cat-1; B. P. kudriavzevii BB1; C. P. kudriavzevii BB2; D. S. cerevisiae BB9; E. M. guilliermondii
Recol 9; F. C. glabrata Recol 10; G. C. parapsilosis Recol 12; H. C. parapsilosis Recol 29; I. C. parapsilosis
Recol 37; J. P. kudriavzevii Recol 39; K. C. glabrata Recol 41; L. Isolado Recol 42; M. C. glabrata Recol 43; N.

P. kudriavzevii Recol 44. Gli (w); X (#); Eth (@); Gli (+); Ac (®); Suc (@).

Gli: Glicose; X: concentracdo celular; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc: Succinato.

*Graficos no eixo “Tempo” sdo apresentados com 14 h ou 40 h, dependendo do tempo de cultivo.
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Apéndice 5. Cinéticas de crescimento, formacdo de metabolitos e consumo de substrato para
cultivos em substrato frutose, em anaerobiose (Capitulo 4).
A. S. cerevisiae Cat-1; B. P. kudriavzevii BB1; C. P. kudriavzevii BB2; D. S. cerevisiae BB9; E. M. guilliermondii
Recol 9; F. C. glabrata Recol 10; G. C. parapsilosis Recol 12; H. C. parapsilosis Recol 29; I. C. parapsilosis
Recol 37; J. P. kudriavzevii Recol 39; K. C. glabrata Recol 41; L. Isolado Recol 42; M. C. glabrata Recol 43; N.
P. kudriavzevii Recol 44. Fru (m); X (#); Eth (®); Gli (»); Ac (®@); Suc (@).

Fru: Frutose; X: concentragdo celular; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc: Succinato.

*@Graficos no eixo “Tempo” sdo apresentados com 12 h ou 40 h, dependendo do tempo de cultivo.
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Apéndice 6. Cinéticas de crescimento, formacdo de metabolitos e consumo de substrato para
cultivos em substrato sacarose, em anaerobiose (Capitulo 4).
A. S. cerevisiae Cat-1; B. P. kudriavzevii BB1; C. P. kudriavzevii BB2; D. S. cerevisiae BB9; E. M. guilliermondii
Recol 9; F. C. glabrata Recol 10; G. C. parapsilosis Recol 12; H. C. parapsilosis Recol 29; I. C. parapsilosis
Recol 37; J. P. kudriavzevii Recol 39; K. C. glabrata Recol 41; L. Isolado Recol 42; M. C. glabrata Recol 43; N.
P. kudriavzevii Recol 44. Sac (®); X (#); Eth @); Gli (%); Ac (@); Suc (@).

Sac: Sacarose; X: concentracdo celular; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc: Succinato.

*Graficos no eixo “Tempo” sdo apresentados com 10 h ou 40 h, dependendo do tempo de cultivo.
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Apéndice 7. Dados experimentais referentes as cinéticas de crescimento e consumo de
substratos com glicose, em anaerobiose (Capitulo 4).

Glc: Glicose; X: Concentracdo de células; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc: Succinato; S. c.
CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c.
BB9: S. cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata
Recol 10; C. p. Recol 12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C.
p. Recol 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida
glabrata Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; 1so Recol
42: Isolado Recol 42.

Tempo S.c. Cat Glc X Eth Gli Ac Suc

(h) @@L 9L @L?)  @Lh 9L 9L
0 10,000 0,507 0 0 0 0
0,5 9,199 0,579 0,168 0,018 0 0

1 8,585 0,576 0,478 0,036 0,015 0
15 8,001 0,603 0,732 0,061 0,350 0

2 7,093 0,674 1,151 0,091 0,351 0,006
2,5 5,837 0,688 1,584 0,143 0,456 0,008
3 4,693 0,822 2,001 0,184 0,600 0,016
3,5 3,305 1,052 2,476 0,226 0,550 0,019
4 1,785 1,275 2,833 0,025 0,078 0,018
4,5 0,469 1,581 3,307 0,304 0,578 0,027
5 0,167 1,764 3,407 0,306 0,338 0,022
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
45
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5

P. k. BB1 Glc
(gLh
9,652
9,047
8,719
8,129
7,693
7,332
6,989
6,529
6,168
5,529
4,942
4,318
3,815
3,283
2,755
2,176
1,693
1,208
0,593
0,170

X
(gL
0,608
0,693
0,728
0,766
0,835
0,851
0,922
0,973
1,000
1,057
1,113
1,198
1,233
1,326
1,328
1,406
1,449
1,483
1,509
1,613

Eth
(gL
0,449
1,439
1,414
1,557
1,776
1,852
2,022
2,216
2,359
2,604
2,816
3,124
3,225
3,388
3,552
3,767
3,903
4,075
4,237
4,362

Gli
(gL
0,010
0,012
0,019
0,028
0,041
0,050
0,063
0,080
0,093
0,112
0,129
0,147
0,166
0,176
0,190
0,205
0,219
0,232
0,257
0,254

Ac
(gL
0,227
0,197
0,207
0,203
0,408
0,423
0,415
0,410
0,417
0,428
0,456
0,464
0,562
0,460
0,447
0,453
0,437
0,455
0,632
0,450

Suc
(gL?

O O O o o

0,003
0,006
0,008
0,010
0,050
0,013
0,014
0,017
0,019
0,023
0,028
0,034
0,032
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Tempo P. k. BB2 Glc X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL (gL (gL
0 9,988 0,597 0,178 0 0 0
0,5 9,664 0,747 0,337 0,003 0 0
1 9,365 0,761 0,405 0,012 0,171 0
15 8,948 0,716 0,544 0,019 0,176 0
2 8,780 0,769 0,618 0,029 0,165 0
2,5 8,420 0,814 0,747 0,041 0,331 0
3 8,186 0,772 0,882 0,051 0,345 0
3,5 7,985 0,800 0,980 0,027 0,214 0,004
4 7,985 0,823 1,206 0,069 0,452 0,012
4,5 7,220 1,011 1,226 0,095 0,514 0,009
5 6,725 1,064 1,455 0,104 0,452 0,011
5,5 6,433 1,182 1,577 0,125 0,586 0,013
6 6,147 1,159 1,644 0,127 0,336 0,012
6,5 5,638 1,238 1,787 0,148 0,564 0,017
7 5,089 1,337 1,967 0,163 0,552 0,019
7,5 4,868 1,330 2,152 0,171 0,471 0,019
8 4,447 1,279 2,225 0,194 0,556 0,022
8,5 3,904 1,436 2,324 0,201 0,566 0,025
9 3,625 1,505 2,389 0,211 0,351 0,026
9,5 2,884 1,446 2,578 0,219 0,337 0,028
10 2,841 1,529 2,591 0,238 0,102 0,033
10,5 2,536 1,534 2,591 0,243 0,376 0,033
11 1,397 1,619 2,978 0,263 3,534 0,041
11,5 1,112 1,571 3,061 0,288 0,600 0,046
12 1,012 1,663 2,797 0,296 0,582 0,044
12,5 0,358 1,635 2,808 0,296 0,598 0,047
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Tempo S.c.BB9 Glc X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL (gL (gL
0 9,609 0,724 0,134 0 0 0
0,5 9,309 0,805 0,357 0,010 0 0
1 8,835 0,829 0,553 0,027 0,308 0
15 8,703 0,868 0,678 0,034 0,309 0
2 8,398 0,935 0,672 0,049 0,603 0
2,5 8,025 0,957 0,796 0,053 0,307 0,003
3 7,893 1,003 0,875 0,068 0,590 0
3,5 7,341 1,014 1,130 0,079 0,492 0,004
4 7,287 1,023 1,204 0,096 0,618 0,010
4,5 6,624 1,072 1,333 0,120 0,634 0,012
5 6,219 1,116 1,626 0,137 0,625 0,015
5,5 5,855 1,212 1,615 0,153 0,688 0,018
6 5,273 1,169 1,863 0,163 0,388 0,016
6,5 4,836 1,150 2,122 0,179 0,385 0,018
7 3,980 1,216 2,394 0,207 0,653 0,022
7,5 3,720 1,312 2,543 0,214 0,404 0,021
8 3,255 1,296 2,668 0,220 0,379 0,022
8,5 2,740 1,367 2,968 0,242 0,642 0,026
9 2,200 1,469 3,197 0,248 0,144 0,026
9,5 1,644 1,511 3,416 0,267 0,392 0,029
10 1,179 1,489 3,568 0,280 0,400 0,033
10,5 0,642 1,488 3,796 0,296 0,408 0,036
11 0,154 1,572 3,908 0,302 0,398 0,038
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Tempo

(h)

© 00 N O Ul & WN P O
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M. g. Recol 09 Glc
(gLh
9,358
9,063
8,683
8,304
7,912
7,727
7,504
7,311
7,097
6,865
6,690
6,454
6,237
3,961
3,714
3,569
3,373
3,152
2,972
2,794
2,549
2,338
2,115
1,908
1,742
1,578
1,469
0,924

X
(gL
0,731
0,970
0,959
1,035
1,045
1,089
1,071
1,125
1,121
1,145
1,149
1,186
1,198
1,338
1,325
1,385
1,378
1,416
1,501
1,534
1,600
1,679
1,549
1,464
1,441
1,421
1,475
1,451

Eth
(gL
0,415
1,586
1,665
1,717
1,758
1,812
1,958
1,994
2,068
2,129
2,233
2,391
2,508
3,378
3,447
3,469
3,561
3,553
3,630
3,781
3,927
4,017
4,096
4,117
4,092
4,024
3,924
3,783

Gli
(gL
0
0,014
0,050
0,067
0,088
0,106
0,124
0,139
0,158
0,181
0,194
0,217
0,231
0,408
0,421
0,430
0,443
0,459
0,496
0,431
0,497
0,511
0,528
0,499
0,548
0,568
0,578
0,589

AcC
(gL

O O O O o o o

0,024
0,025
0,028
0,029
0,055
0,057
0,205
0,061
0,063
0,167
0,207
0,070
0,200
0,078
0,082
0,086
0,399
0,397
0,404

Suc
(gL?

0,006
0,009
0,011
0,014
0,017
0,020
0,024
0,028
0,031
0,035
0,038
0,088
0,094
0,095
0,098
0,105
0,115
0,108
0,113
0,114
0,119
0,120
0,125
0,131
0,138
0,138
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Tempo

(h)

0
0,5

1
15

2
2,5

3
3,5

4,5
55
6,5

7,5

C. g. Recol 10 Glc

(gL
9,508
4,901
8,454
7,222
7,319
6,756
5,959
5,807
5,363
4,657
4,119
3,180
2,142
1,229
0,383
0,148

X
(gL
0,518
0,601
0,619
0,642
0,681
0,762
0,783
0,823
0,858
0,975
1,042
1,141
1,210
1,406
1,581
1,680

Eth
(gL
0,428
0,937
0,621
0,884
1,073
1,265
1,364
1,470
1,784
2,010
2,303
2,605
2,886
3,364
3,867
3,981

Gli
(gL
0,002
0,014
0,026
0,049
0,059
0,075
0,081
0,095
0,110
0,129
0,156
0,167
0,184
0,214
0,234
0,242

AcC
(gL?)

0,187
0,194
0,372
0,403
0,362
0,347
0,363
0,355
0,338
0,444
0,170

o O O

Suc
(gL?)

o O o o

0,006
0,007
0,008
0,009
0,013
0,014
0,014
0,016
0,018
0,018
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15

C. p. Recol 12 Glc
(gLh
9,215
9,169
8,408
8,777
9,085
9,380
8,865
8,543
9,039
8,928
8,826
8,683
8,330
8,473
8,351
7,911
8,092
7,532
7,206
6,754
6,976
6,219
6,012
5,675
4,967
4,541
5,074
2,909
2,113
1,279
0,690

X
(gL
0,470
0,422
0,363
0,456
0,480
0,439
0,413
0,473
0,444
0,361
0,350
0,374
0,363
0,375
0,336
0,363
0,346
0,354
0,436
0,479
0,420
0,409
0,499
0,536
0,601
0,680
0,709
0,804
0,729
0,864
0,899

Eth
(L™

o
OOOOOOGOOOOOOO
\l

0,423
0,482
0,316
0,407
0,635
0,791
0,777
0,835
1,033
1,048
1,292
2,654
1,327
2,042
2,066
2,187
2,281

Gli
(gL?)
0

o
o
}_\OOOOO
o

O OO O O o o o o

o

0,010
0,012
0,014
0,018
0,020
0,068
0,082
0,102
0,346
0,149
0,180
0,230
0,258
0,293

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO O0OO0ODO0ODO0OO0DO0OO0DO0ODO0OOO0ODO0O0OO0ODO0OO0OOOOoOOooo

Suc
(gL?
0

O O O OO OO OO OO O0ODO0ODO0OO0ODO0OO0DO0ODO0O0O0D0O0O0O0O0O0OO0OO0OOoOOoOOooo
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Tempo
(h)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5

C. p. Recol 29 Glc
(gLh
9,092
8,535
8,338
8,002
7,555
6,963
6,345
5,634
4,849
3,752
2,622
1,410
0,649
0,201

X
(gL
0,543
0,529
0,525
0,503
0,584
0,562
0,754
0,822
0,971
0,893
1,213
1,245
1,503
1,628

Eth
(gL
0,032
0,247
0,284
0,716
0,713
1,088
1,282
1,523
1,890
2,239
2,681
2,983
3,581
3,544

Gli
(gL
0
0,015
0,013
0,042
0,057
0,079
0,100
0,126
0,156
0,191
0,226
0,262
0,280
0,290

AcC
(gL

0,027
0,302
0,256
0,275
0,257
0,277
0,284
0,299
0,294
0,308
0,294
0,280

Suc
(L™

O O O o o

0,008
0,006
0,014
0,014
0,019
0,023
0,022
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Tempo

(h)
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C. p. Recol 37 Glc
(gLh
9,286
8,972
8,753
8,720
8,647
8,609
8,554
8,534
8,511
8,463
8,372
8,363
8,299
8,247
8,202
7,918
7,822
7,753
7,676
7,621
7,539
7,419
7,311
7,215
7,160
7,099
5,896

X
(gL
0,600
0,547
0,479
0,470
0,477
0,553
0,534
0,580
0,596
0,600
0,604
0,604
0,587
0,648
0,646
0,681
0,674
0,720
0,708
0,761
0,646
0,636
0,656
0,665
0,658
0,640
0,663

Eth
(gL
0,242
1,013
1,002
1,109
1,037
1,082
1,108
1,262
1,123
1,150
1,246
1,197
1,186
1,318
1,309
1,278
1,300
1,328
1,377
1,405
1,405
1,406
1,571
1,563
1,511
1,493
2,021

Gli
(gL
0
0
0,041
0,112
0,041
0,045
0,063
0,084
0,086
0,099
0,101
0,112
0,115
0,115
0,125
0,168
0,171
0,178
0,179
0,188
0,196
0,198
0,211
0,221
0,234
0,241
0,272

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO O0OO0OO0OO0O0O0 OO0 oo o o

Suc
(gL?
0

O O O OO O OO OO O0OO0O0O0O0O0O0O00O0O0O00O0O0O0O0OOoOOoO oo oo
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Tempo
(h)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10

P. k. Recol 39 Glc
(gL
10,037
9,833
9,694
9,342
9,123
8,779
8,330
7,574
7,455
7,008
6,652
6,223
5,740
5,156
4,546
3,840
3,219
2,453
1,896
1,259
0,775

X
(gL
0,560
0,562
0,591
0,584
0,646
0,685
0,703
0,819
0,775
0,715
0,830
0,873
0,908
1,006
1,028
1,021
1,074
1,061
1,081
1,074
1,323

Eth
(gL
0
0,126
0,201
0,409
0,555
0,680
0,881
1,065
1,116
1,247
1,372
1,601
1,779
1,998
2,243
2,463
2,719
3,075
3,251
3,484
3,558

Gli
(L™

0,005
0,012
0,020
0,032
0,041
0,058
0,081
0,085
0,105
0,120
0,134
0,155
0,177
0,198
0,225
0,242
0,267
0,286
0,310
0,320

AcC
(gL

0,027
0,025
0,023
0,075
0,288
0,339
0,327
0,339
0,343
0,347
0,354
0,363
0,377
0,404
0,408
0,416
0,428
0,424
0,447

Suc
(gL?

o O o o

0,003
0,010
0,008
0,011
0,012
0,012
0,015
0,017
0,019
0,022
0,023
0,026
0,028
0,032
0,033
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Tempo

(h)

0
0,5

1
15

2
2,5

3
3,5

4,5
55
6,5
7,5

8,5

C. g. Recol 41 Glc

(gL
9,594
8,947
8,790
8,378
8,349
8,358
4,156
7,637
7,277
6,362
5,613
4,665
3,774
2,263
1,645
0,861
0,351
0,157

X
(gL
0,611
0,621
0,645
0,655
0,699
0,680
0,702
0,793
0,809
1,008
1,089
1,170
1,267
1,327
1,492
1,585
1,760
1,868

Eth
(gL
0,287
0,404
0,548
3,778
0,519
0,730
0,904
0,816
1,244
1,585
1,884
2,216
2,550
3,143
3,413
3,603
3,761
3,821

Gli
(gL
0,002
0,009
0,033
0,046
0,046
0,044
0,050
0,066
0,128
0,131
0,154
0,180
0,209
0,242
0,258
0,277
0,293
0,292

AcC
(gL?)

0,138

0,034
0,038
0,310
0,619
0,258
0,225
0,030
0,192

o O O o

Suc
(gL?)

O O O O o o o

0,003
0,003
0,005
0,006
0,010
0,012
0,013
0,013
0,013
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Tempo Iso Recol 42 Glc X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL (gL™) (gL™)
0 9,294 0,603 0,220 0 0 0
15 9,005 0,568 1,291 0,356 0 0

3 8,861 0,683 0,655 0,398 0 0
45 8,623 0,609 1,382 0,114 0 0

6 8,277 0,624 1,566 0,137 0 0
7,5 8,334 0,626 1,480 0,163 0 0

9 8,044 0,668 1,679 0,176 0 0
10,5 3,955 0,635 1,562 0,218 0 0
12 7,969 0,818 0,874 0,109 0 0
13,5 7,719 0,770 0,180 0,241 0 0
15 7,530 0,682 1,833 0,257 0 0
16,5 7,425 0,693 1,870 0,275 0 0
18 7,509 0,755 1,713 0,321 0,183 0
19,5 6,271 0,811 1,982 0,473 0,367 0,008
21 6,150 0,798 1,934 0,477 0,364 0,008
22,5 6,033 0,897 1,990 0,489 0,364 0,008
24 5,918 1,045 2,139 0,509 0,352 0,008
25,5 5,780 0,891 2,096 0,522 0,349 0,007
27 5,862 0,837 1,957 0,598 0,367 0,008
28,5 5571 0,839 2,207 0,751 0,631 0,010
30 5,419 0,886 2,301 0,558 0,365 0,006
31 5,286 0,949 2,364 0,582 0,353 0,008
32 5,140 0,883 2,517 0,591 0,327 0,007
33 5,181 0,943 2,239 0,695 0,328 0,009
34 5,013 0,894 2,208 0,713 0,329 0,010

Tempo C. g. Recol 43 Glc X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL?) (gL (gL (gL (gL (gL?)
0 9,272 0,639 0,303 0 0 0
0,5 8,292 0,653 0,541 0,021 0,449 0

1 7,826 0,677 0,760 0,037 0,395 0,004
15 6,977 0,732 0,928 0,051 0,352 0,013

2 6,317 0,875 1,198 0,073 0,356 0,012
2,5 5,488 0,909 1,527 0,098 0,301 0,015
3 4,804 0,959 1,738 0,122 0,335 0,018
3,5 3,830 1,120 2,103 0,148 0,326 0,020
4 2,898 1,313 2,538 0,190 0,379 0,026
45 2,045 1,522 3,025 0,205 0,298 0,023
5 0,698 1,742 3,542 0,230 0,341 0,025
55 0,217 1,851 3,507 0,222 0,273 0,023

6 0,159 1,915 3,760 0,255 0,436 0,028

121



Tempo
(h)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8

P. k. Recol 44 Glc
(gLh
9,168
9,381
8,583
7,701
7,349
6,577
5,757
5,307
4,458
3,935
3,094
2,387
1,575
0,910
0,417
0,382
0,152

X
(gL
0,541
0,582
0,576
0,630
0,725
0,826
0,887
1,038
1,070
1,195
1,284
1,385
1,386
1,481
1,441
1,521
1,510

Eth
(gL
0,038
0,137
0,246
0,398
0,573
1,089
0,999
1,572
1,503
1,736
2,179
2,602
2,803
3,171
2,998
3,079
3,116

Gli
(gL
0
0,015
0,023
0,045
0,070
0,085
0,114
0,138
0,151
0,187
0,211
0,229
0,255
0,272
0,280
0,280
0,286

AcC
(gL

0,199
0,181
0,445
0,529
0,289
0,504
0,506
0,491
0,567
0,565
0,553
0,584
0,578
0,577
0,579
0,608

Suc
(gL?

0,004
0,008
0,010
0,011
0,018
0,014
0,023
0,031
0,027
0,030
0,033
0,033
0,032
0,034
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Apéndice 8. Dados experimentais referentes as cinéticas de crescimento e consumo de

substrato com frutose, em anaerobiose (Capitulo 4).

Fru: Frutose; X: Concentracdo de células; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc: Succinato; S. c. CAT-1: S.
cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S. c. BB9: S. cerevisiae BB9;
M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol 10; C. p. Recol 12: Candida
parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C. parapsilosis Recol 37; P. k.
Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata Recol 41; C. g. Recol 43: C. glabrata Recol 43;
P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; Iso Recol 42: Isolado Recol 42.

Tempo S.c. Cat Fru X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL™) (gL (gL
0 9,277 0,412 0,301 0,028 0 0
0,5 8,679 0,452 0,578 0,025 0 0

1 8,097 0,476 0,665 0,042 0,263 0
15 7,484 0,561 1,006 0,066 0,035 0

2 6,972 0,666 1,160 0,094 0,288 0,004
2,5 5,893 0,727 1,574 0,125 0,067 0,008
3 4,797 0,783 2,069 0,166 0,308 0,008
35 3,643 0,926 2,522 0,198 0,084 0,011
4 2,322 1,037 3,088 0,231 0,091 0,012
4,5 1,069 1,350 3,661 0,253 0,088 0,010
5 0,414 1,423 3,889 0,267 0,232 0,016
55 0,182 1,401 3,982 0,272 0,109 0,016
6 0,211 1,393 3,958 0,274 0,108 0,016
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Tempo
(h)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9

P. k. BB1 Fru
(gLh
9,245
8,868
8,680
8,419
8,316
7,977
7,743
7,695
7,366
6,969
6,785
6,558
4,544
3,245
2,333
0,998
0,637
0,348
0,173

X
(gL
0,615
0,664
0,682
0,744
0,754
0,799
0,824
0,880
0,935
0,931
0,983
1,103
1,169
1,276
1,276
1,291
1,402
1,282
1,392

Eth
(gL
0,291
1,396
1,455
0,935
1,640
1,857
1,903
1,992
2,060
2,222
2,359
2,409
3,193
3,619
4,032
4,348
4,552
4,703
4,622

Gli
(gL
0
0,005
0,010
0,017
0,021
0,032
0,038
0,043
0,052
0,061
0,072
0,080
0,157
1,080
0,258
0,284
0,303
0,304
0,309

AcC
(gL

0,009
0,201
0,193
0,391
0,394
0,210
0,385
0,216
0,382
0,387
0,415
0,380
0,704
0,559
0,590
0,424
0,441

Suc
(gL?

o

O O O OO OO0 0O0O0O0O0O0OO0oOOoO oo oo
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Tempo
(h)
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5

P. k. BB2 Fru

(gLh
9,585
9,158
9,007
8,580
8,277
8,045
7,649
7,158
6,718
6,246
5,807
5,165
5,242
4,438
3,934
3,446
3,030
2,683
2,307
1,714
1,469
1,005
0,806
0,593

X
(gL
0,664
0,647
0,760
0,799
0,787
0,830
0,732
0,814
0,855
0,922
1,012
0,991
1,145
1,043
1,284
1,293
1,252
1,319
1,502
1,586
1,565
1,608
1,493
1,721

Eth
(L™

0,301
0,360
0,451
0,565
0,721
0,893
1,108
1,282
1,406
1,754
1,862
1,699
2,307
2,478
2,503
2,595
2,735
3,011
3,075
3,284
3,499
3,685
3,534

Gli
(gL
0
0,008
0,014
0,022
0,035
0,079
0,097
0,115
0,108
0,141
0,141
0,176
0,176
0,213
0,218
0,222
0,251
0,246
0,253
0,264
0,276
0,287
0,285
0,300

AcC
(gL

0,051
0,017

0,016
0,377
0,384
0,263
0,566
0,283
0,386
0,550
0,437
0,576
0,323
0,581
0,339
0,348
0,486
0,327
0,321
0,095
0,539

Suc
(gL?

O OO O O oo o o o

o

0,033
0,033
0,060
0,046
0,033
0,047
0,037
0,038
0,023
0,023
0,031
0,029
0,033
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
45
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5

S.c.BB9Fru
(gLh
9,464
9,270
8,793
8,309
8,011
7,713
7,235
6,526
6,450
5,896
5,377
4,723
4,258
3,627
2,847
2,285
1,824
1,291
0,845
0,676

X
(gL
0,526
0,556
0,592
0,676
0,714
0,715
0,756
0,800
0,814
0,916
0,711
0,962
0,986
1,052
1,004
1,130
1,210
1,245
1,280
1,130

Eth
(gL
0,371
0,370
0,355
0,608
0,714
0,870
1,046
1,296
1,390
1,652
1,820
2,118
2,256
2,526
2,886
3,169
3,340
3,584
3,782
3,737

Gli
(gL
0
0,006
0,014
0,020
0,040
0,052
0,077
0,085
0,117
0,124
0,167
0,171
0,192
0,205
0,229
0,252
1,454
0,283
0,299
0,313

Ac
(L™

0,295
0,037
0,022
0,056
0,295
0,435
0,103
0,454
0,359
0,350
0,375
0,586
0,381
0,383
0,387
0,321
0,330
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Tempo

(h)

© 00 NO Ol & W N K- O

W WRNNNNMNNRRRRERRR R R
DR, O N0 WEkE O©~NUOMWDNERO

M. g. Recol 09 Fru
(gL
9,417
9,022
8,898
8,717
8,575
8,389
8,223
8,010
4,135
7,663
4,326
6,827
7,176
5,596
5,522
5,386
5,265
5,132
5,043
4,940
4,864
4,762
4,654
4,552
4,456

X
(gL
0,644
0,769
0,811
0,839
0,853
0,904
1,035
0,978
1,098
0,944
1,024
1,020
1,020
1,054
1,109
1,178
1,218
1,179
1,190
1,198
1,261
1,269
1,285
1,303
1,234

Eth
(gL
0,122
0,658
0,674
0,762
0,818
0,900
0,950
1,027
1,050
1,207
1,289
1,260
1,421
2,146
2,172
2,167
2,161
2,107
2,183
2,201
2,206
2,211
2,214
2,222
2,124

Gli
(gL
0
0,030
0,064
0,076
0,085
0,098
0,107
0,123
0,140
0,150
0,158
0,143
0,165
0,235
0,305
0,311
0,321
0,332
0,348
0,357
0,366
0,372
0,383
0,396
0,410

Ac
(L™
0

O OO OO O o o o o

o

0,156
0,195
0,209
0,366
0,211
0,209
0,216
0,053
0,222
0,056
0,214
0,223
0,219

Suc
(gL?

0,008
0,010
0,011
0,012
0,015
0,018
0,023
0,025
0,030
0,034
0,065
0,072
0,072
0,076
0,075
0,083
0,087
0,094
0,089
0,093
0,093
0,102
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7
7,5

C. g. Recol 10 Fru
(gLh
9,345
8,839
8,571
8,060
7,775
7,377
6,937
6,285
6,243
4,960
4,116
3,036
2,136
1,138
0,471
0,252

X
(gL
0,461
0,493
0,498
0,507
0,544
0,578
0,596
0,659
0,727
0,833
0,926
1,023
1,110
1,275
1,354
1,297

Eth
(gL
0,257
0,540
0,716
0,873
0,925
1,123
1,364
1,654
1,839
1,225
2,360
2,956
3,315
3,799
3,900
4,088

Gli
(gL
0
0,013
0,018
0,024
0,023
0,028
0,033
0,044
0,051
0,065
0,079
0,097
0,115
0,129
0,137
0,139

Ac
(L")

0,399
0,404
0,398
0,337
0,368
0,367
0,315
0,305
0,326
0,237
0,272
1,368

Suc
(gL?

0,004
0,004
0,009
0,010
0,010
0,011
0,025
0,014
0,017
0,020
0,020
0,022
0,024
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
45
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5
11
11,5
12
13
14
15
16
17
18
19
20

C. p. Recol 12 Fru
(gLh
9,087
9,299
9,303
9,280
9,276
9,258
9,249
9,249
9,241
9,250
9,250
9,222
9,189
9,178
9,180
9,122
9,103
9,048
9,003
8,951
8,789
8,604
8,372
7,500
6,733
5,593
4,922
3,633
2,372
1,353
0,628
0,453
0,212

X
(gL
0,545
0,453
0,460
0,465
0,520
0,508
0,518
0,518
0,475
0,420
0,380
0,403
0,453
0,473
0,518
0,570
0,573
0,578
0,633
0,673
0,630
0,715
0,810
0,775
0,813
0,995
1,263
1,240
1,103
1,618
1,648
1,655
1,668

Eth
(gL
0
0
0,183
0,417
0,118
0,412
0,448
0,448
0,065
0,168
0,178
0,213
0,425
0,238
0,271
0,280
0,308
0,315
0,245
0,307
0,446
0,614
0,748
1,165
1,279
1,264
1,557
1,919
2,231
2,325
2,523
2,598
3,125

Gli
(gL?)
0

O O O o o o

0,007
0,016
0,010
0,019
0,013
0,022
0,055
0,025
0,028
0,021
0,025
0,030
0,038
0,045
0,057
0,081
0,102
0,124
0,160
0,193
0,227
0,253
0,278
0,309
0,370

Ac
(L™
0

O OO O O OO O0ODO0O0O0OO0ODO0O0O0O0OO0OOoOOoOOoOooo

o

0,136
0,142
0,015
0,143
0,147
0,148
0,173
0,022
0,023
0,023

Suc
(gL?
0

O OO OO OO OO OO O0ODO0ODO0ODO0ODO0OO0DO0OO0DO0ODO0D0O0D0O0OO0O0O0O0OO0OO0OOoOOooo
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6

Tempo

(h)

© 00 N O Ul W NP O
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C. p. Recol 29 Fru
(gLh
9,202
8,666
7,344
6,149
6,004
5,063
4,934
3,923
3,283
0,954
0,939
0,747
0,353

C. p. Recol 37 Fru
(gL™h
9,266
9,259
9,177
9,067
8,966
8,890
8,727
8,629
8,506
8,409
8,303
8,192
7,092
6,993
6,861
3,740
6,628
6,491
6,388
6,305
6,305
6,110
6,014
5,916
5,814
5,759

X
(gL
0,720
0,720
0,779
0,816
0,872
1,013
1,080
1,228
1,333
1,445
1,638
1,796
1,908

X
(gL
0,622
0,616
0,604
0,620
0,644
0,623
0,604
0,613
0,699
0,674
0,688
0,694
0,760
0,751
0,660
0,734
0,587
0,820
0,795
0,701
0,810
0,807
0,810
0,799
0,858
0,781

Eth
(gL
0,500
1,962
2,284
2,083
2,332
2,639
2,360
2,770
3,109
3,381
3,817
3,977
4,144

Eth
(gL
0,125
1,067
1,162
1,168
1,235
1,235
1,320
1,427
1,434
7,810
1,472
1,530
2,158
2,190
2,285
2,332
2,301
2,324
2,567
2,381
2,274
2,273
2,221
2,187
2,131
2,150

Gli
(gL
0
0,011
0,023
0,030
0,039
0,049
0,062
0,075
0,090
0,107
0,121
0,089
0,137

Gli
(gL
0
0,565
0,077
0,094
0,106
0,116
0,132
0,149
0,161
0,166
0,176
0,182
0,293
0,301
0,314
0,330
0,482
0,351
0,344
0,359
0,374
0,387
0,396
0,412
0,427
0,432

Ac
(gL
0,214
0,354
0,297
0,324
0,296
0,415
0,311
0,304
0,413
0,558
0,388
0,381
0,554

AcC
(gL

O OO OO O OO oo o

o

0,165
0,161
0,187
0,322
0,474
0,321
0,340
0,317
0,326
0,335
0,339
0,318
0,336
0,286

Suc
(gL?

0,004
0,011
0,010
0,012
0,018
0,016
0,018
0,025
0,033
0,035
0,039
0,047

Suc
(gL

O O O O OO OO0 0O0O0O0D0O0OO0O0O0O0O0OO0OO0oOOoOo oo

o

0,005
0,005
0,005
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
45
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10
10,5

Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
55
6
6,5
7

P. k. Recol 39 Fru
(gLh
9,547
9,260
9,016
8,755
8,470
8,215
8,012
7,519
7,106
6,745
6,233
5,748
5,147
4,493
3,977
3,426
2,838
2,155
1,603
1,039
0,473
0,260

C.g. Recol 41 Fru
(gL™h
9,519
8,962
8,793
8,439
7,963
7,963
6,898
6,064
5,071
3,890
2,949
1,677
1,024
0,536
0,220

X
(gL
0,541
0,508
0,583
0,607
0,622
0,577
0,673
0,710
0,733
0,692
0,806
0,863
0,877
0,936
0,940
1,020
1,087
1,098
1,123
1,202
1,232
1,255

(gL
0,729
0,784
0,771
0,779
0,797
0,868
0,943
1,042
1,186
1,287
1,520
1,664
1,741
1,875
1,949

Eth
(gL
0,252
0,067
0,266
0,379
0,749
0,588
0,695
0,859
1,078
1,245
1,399
1,599
1,878
2,188
2,530
2,533
3,299
3,197
3,456
3,743
4,189
4,254

Eth
(gL
0,064
0,510
0,393
0,623
0,810
1,030
1,257
1,726
2,079
2,550
2,940
3,490
3,668
3,934
3,859

Gli
(gL
0
0,001
0,005
0,018
0,028
0,043
0,051
0,065
0,083
0,100
0,117
0,161
0,181
0,181
0,199
0,220
0,252
0,263
0,273
0,291
0,305
0,315

Gli
(gL?)

0,026
0,029
0,043
0,054
0,075
0,110
0,129
0,159
0,106
0,226
0,261
0,273
0,291
0,287

Ac
(L™

0,021
0,227
0,234
0,284
0,023
0,042
0,288
0,307
0,058
0,469
0,473
0,369
0,406
0,426
0,471
0,458
0,162
0,212

0,803

Suc
(gL?

O OO O O oo o o o

o

0,043
0,039
0,014
0,016
0,017
0,037
0,020
0,022
0,025
0,036
0,038

Suc
(gL
0,012
0,025
0,010

0,013
0,026
0,018
0,019
0,012
0,014
0,017
0,016
0,018
0,016
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Tempo
(h)
0
15
3
45
6
7,5
9
10,5
12
13,5
15
16,5
18
19,5
21
22,5
24
25,5
27
28,5
30
31
32
33
34

Iso Recol 42 Fru

(gLh
9,222
9,119
8,997
8,881
8,762
8,629
8,526
8,387
8,211
8,133
7,942
7,787
7,651
6,036
5,774
5,594
5,410
5,193
4,993
4,828
4,627
4,442
4,277
4,089
3,936

X
(gL
0,800
0,741
0,689
0,668
0,745
0,777
0,764
0,745
0,841
0,844
0,829
0,879
0,905
1,119
1,085
1,060
1,066
1,130
1,083
1,156
1,173
1,244
1,451
1,485
1,491

Eth
(gL
0,273
1,148
1,179
1,279
1,208
1,269
1,303
1,378
1,481
1,531
1,594
1,644
1,821
2,516
2,570
2,632
2,719
2,823
3,070
1,679
3,009
3,140
3,092
3,204
3,230

Gli
(gL
0
0,346
0,077
0,096
0,124
0,144
0,163
0,189
0,212
0,240
0,261
0,278
0,299
0,536
0,572
0,594
0,623
0,658
4,370
0,799
0,734
0,752
0,787
0,810
0,840

Ac
(L™
0

O O O O o o o

0,314
0,313
0,324
0,341
0,336
0,334
0,316
0,323
0,297
0,455
0,312
0,214
0,357
0,357
0,370
0,364

Suc
(gL?
0

O O O OO O OO oo o o

o

0,005
0,005
0,005
0,006
0,005
0,005
0,005
0,005
0,006
0,006
0,006
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Tempo C.g.Recol43Fru X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL (gL™) (gL
0 9,661 0,603 0 0 0 0
0,5 9,221 0,567 0 0 0 0

1 8,585 0,607 0,394 0,253 0 0
15 8,224 0,660 0,665 0,655 0 0

2 7,474 0,760 0,949 0,140 0 0
25 7,155 0,845 1,075 0,152 0 0

3 6,429 0,952 1,367 0,174 0 0
3,5 5,404 1,050 1,683 0,167 0 0

4 4,800 1,170 2,118 0,251 0 0
45 3,398 1,355 2,581 0,153 0 0

5 2,614 1,346 2,890 0,187 0 0
55 1,648 1,539 3,363 0,220 0 0

6 0,981 1,697 3,666 0,245 0 0
6,5 0,490 1,854 3,751 0,260 0 0

7 0,314 1,904 3,811 0,267 0 0
75 0,262 1,937 3,832 0,267 0 0

Tempo P. k. Recol 44 Fru X Eth Gli Ac Suc

(h) (gL (gL (gL (gL (gL (gL
0 9,947 0,419 0,038 0 0,600 0
0,5 9,126 0,599 0,137 0,073 0,618 0,014
1 8,912 0,631 0,246 0,023 0,618 0,018
15 8,921 0,659 0,398 0,045 0,588 0,015
2 7,876 0,710 0,573 0,070 0,591 0,017
2,5 6,246 0,772 1,089 0,085 0,631 0,024
3 4,129 0,863 0,999 0,114 0,650 0,029
3,5 8,674 0,976 1,572 0,138 0,592 0,017
4 6,871 1,061 1,503 0,151 0,611 0,023
45 2,268 1,188 1,736 0,187 0,649 0,035
5 2,032 1,284 2,179 0,211 0,661 0,037
5,5 2,397 1,298 2,602 0,229 0,645 0,034
6 1,895 1,308 2,803 0,250 0,649 0,036
6,5 0,806 1,436 3,171 0,252 0,656 0,040
7 0,613 1,558 2,998 0,251 0,645 0,040
75 0,515 1,600 3,079 0,251 0,610 0,035
8 0,539 1,562 2,963 0,257 0,667 0,041
8,5 0,542 1,763 2,992 0,261 0,643 0,043
9 0,406 1,787 2,932 0,266 0,626 0,038
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Apéndice 9. Dados experimentais referentes as cinéticas de crescimento e consumo de

substrato com sacarose, em anaerobiose (Capitulo 4).
Sac: Sacarose; X: Concentracdo maxima de células formadas; Eth: Etanol; Gli: Glicerol; Ac: Acetato; Suc:
Succinato; S. ¢. CAT-1: S. cerevisiae CAT-1; P. k. BB1: P. kudriavzevii BB1; P. k. BB2: P. kudriavzevii BB2; S.
c. BB9: S. cerevisiae BB9; M. g. Recol 09: M. guilliermondii Recol 09; C. g. Recol 10: Candida glabrata Recol
10; C. p. Recol 12: Candida parapsilosis Recol 12; C. p. Recol 29: C. parapsilosis Recol 29; C. p. Recol 37: C.
parapsilosis Recol 37; P. k. Recol 39: P. kudriavzevii 39; C. g. Recol 41: Candida glabrata Recol 41; C. g. Recol
43: C. glabrata Recol 43; P. k. Recol 44: P. kudriavzevii 44; 1so Recol 42: Isolado Recol 42.

Tempo

(h)
0
05
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
5,5

S. c. Cat Sac

(gL™h
9,126
8,577
8,593
8,269
7,524
6,595
5,739
4,380
3,187
1,643
0,664
0,233

X
(gL
0,706
0,585
0,898
0,687
0,731
0,884
1,174
1,309
1,551
1,684
1,952
2,064

Eth
(gL
0,261
0,517
0,695
0,944
1,127
1,550
1,864
2,434
3,041
3,747
4,147
4,224

Gli
(gL
0,003
0,020
0,036
0,064
0,086
0,124
0,155
0,195
0,241
0,287
0,307
0,306

Ac
(L™

0,206
0,285
0,298
0,464
0,306
0,284
0,223
0,248
0,322
0,083
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Tempo
(h)
0
15
3
45
6
7,5
9
10,5
12
13,5
15
16,5
18
19,5
21
22
23
25
25
26
27
28
29
30
31
32
33

P. k. BB1 Sac
(gLh
9,222
8,812
8,232
7,917
7,802
7,468
7,408
7,623
7,671
7,337
7,669
7,731
7,595
7,482
7,174
7,484
4,698
4,289
4,028
4,060
3,790
3,339
2,927
3,316
3,171
3,059
2,967

X
(gL
0,543
0,578
0,626
0,600
0,653
0,725
0,730
0,778
0,774
0,769
0,789
0,836
0,829
0,888
0,871
0,859
1,106
1,169
1,175
1,189
1,214
1,246
1,271
1,265
1,285
1,248
1,299

Eth
(gL
0
0,657
0,673
0,759
0,838
0,924
0,924
1,017
1,033
1,094
1,115
1,166
1,183
1,144
1,231
1,227
1,823
1,962
2,032
2,216
2,083
2,146
2,152
2,157
2,192
1,850
2,167

Gli
(gL
0,003
0,003
0,004
0,038
0,015
0,017
0,019
0,021
0,023
0,025
0,026
0,030
0,034
0,037
0,040
0,044
0,091
0,098
0,100
0,101
0,106
0,106
0,119
0,114
0,116
0,119
0,120

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO O0OO0OO0OO0O0O0 OO0 oo o o

Suc
(gL?
0

O O O OO O OO OO O0OO0O0O0O0O0O0O00O0O0O00O0O0O0O0OOoOOoO oo oo
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Tempo
(h)
0
15
3
45
6
7,5
9
10,5
12
13,5
15
16,5
18
19,5
21
22,5
24
25,5
27
28,5
30
315
33

Tempo

(h)

o

0 ~NOo ok wWwDN

8,5

9,5

P. k. BB2 Sac

(gLh
9,351
9,660
9,831
9,390
8,176
9,354
8,672
9,543
9,816
9,814
8,847
8,673
8,825
8,557
8,625
8,703
8,595
8,629
8,607
8,482
8,279
8,273
8,213

S.c. BB9 Sac

(gL?)
10,109
8,672
6,399
7,092
5,925
3,046
2,060
0,375
0,188
0,125
0,119
0,117

X
(gL
0,547
0,609
0,718
0,643
0,642
0,590
0,633
0,631
0,642
0,712
0,659
0,720
0,701
0,715
0,751
0,711
0,715
0,727
0,721
0,715
0,714
0,714
0,709

(gL
0,598
0,684
0,738
0,825
0,986
1,219
1,449
1,550
1,700
1,819
1,870
1,793

Eth
(gL
0
0,088
0,135
0,104
0,126
0,138
0,138
0,077
0,105
0,148
0,168
0,202
0,144
0,126
0,174
0,151
0,168
0,166
0,194
0,142
0,225
0,180
0,199

Eth
(gL
0,414
0,923
1,210
1,612
2,102
2,863
3,675
4,479
4,566
4,437
4,367
4,482

Gli
(gL
0,005
0,003
0,005
0,011
0,008
0,007
0,008
0,008
0,008
0,009
0,017
0,013
0,003
0,011
0,011
0,007
0,006
0,007
0,006
0,006
0,010
0,009
0,019

Gli
(gL
0,006
0,026
0,056
0,098
0,145
0,218
0,276
0,311
0,314
0,317
0,316
0,318

Ac
(L™
0

O OO OO O OO0 O0OO0OO0OO0O0O0O0O0OO0OO0OO0OoOoOOoooo

Ac
(gL?)

0,359
0,390
0,240
0,407
0,297
0,415
0,513
0,340
0,540
0,546
0,551

Suc
(gL?
0

O O O OO OO0 O0OO0OO0O0O0O00O0O0O0O0OO0OO0OOoOOoO oo o

Suc
(gL

0,009
0,015
0,021
0,031

0,039
0,021
0,038
0,019
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Tempo
(h)
0
15
3
45
6
7,5
9
10,5
12
13,5
15
16,5
18
19,5
21
22,5
24
25,5
27
28,5
30
31
32
33

34

M. g. Recol 09 Sac

(gLh
9,911
8,772
8,772
9,102
9,084
9,120
9,169
9,216
9,220
9,041
8,762
8,840
8,590
8,318
6,824
6,621
6,483
6,362
6,204
6,062
5,901
5,840
5,594
5,457

5,297

X
(gL
0,611
0,804
0,800
0,811
0,838
0,879
0,944
0,950
0,945
0,920
0,935
0,999
0,999
1,061
1,004
1,145
1,121
1,165
1,163
1,161
1,191
1,278
1,180
1,200

1,221

Eth
(gL
0,263
1,034
1,087
1,120
1,220
1,275
1,344
1,431
1,510
1,567
1,671
1,751
1,851
2,592
2,647
2,697
1,495
2,794
2,859
2,925
2,987
2,865
3,008
3,185

3,231

Gli
(gL
0
0,025
0,035
0,037
0,061
0,076
0,084
0,099
0,112
0,127
0,137
0,148
0,161
0,277
0,280
0,286
0,294
0,300
0,305
0,310
0,325
0,354
0,383
0,395

0,401

(L™

O O O O o o

0,175
0,176
0,186
0,337
0,359
0,230
0,051
0,213
0,055
0,056
0,058
0,060
0,060
0,231
0,227
0,238

0,237
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
4
55

8,5
10
11,5
13
14,5
16
17,5
19
20,5
22
23,5
25
26,5
28
29,5
31
32,5

C. g. Recol 10 Sac
(gL
9,262
8,519
7,257
7,628
7,331
7,127
7,068
7,090
7,227
7,944
7,419
7,672
7,751
7,752
8,001
6,859
5,515
5,591
5,646
6,456
6,133
6,120
6,014
5,914
6,165
5,990
5,904

X
(gL
0,568
0,814
0,704
0,887
0,726
0,788
0,737
0,807
0,734
0,749
0,752
0,741
0,762
0,767
0,703
0,793
0,898
0,994
0,983
0,957
0,975
0,975
0,942
0,936
0,986
0,935
0,914

Eth
(gL
0,313
0,450
0,547
0,584
0,621
0,678
0,626
0,673
0,655
0,639
0,403
0,511
0,463
0,405
0,419
0,537
0,449
0,446
0,438
0,447
0,423
0,410
0,418
0,411
0,389
0,398
0,392

Gli
(gL
0,074
0,241
0,297
0,349
0,327
0,325
0,450
0,468
0,381
0,377
0,423
0,419
0,391
0,392
0,426
0,428
0,246
0,240
0,219
0,224
0,208
0,198
0,931
0,167
0,174
0,174
0,175

Ac
(gL
0,024
0,027
0,031
0,031
0,030
0,030
0,309
0,448
0,190
0,047
0,063
0,064
0,057
0,073
0,076
0,420
0,264
0,240
0,248
0,141
0,279
0,252
0,351
0,338
0,352
0,357
0,341

Suc
(gL?

O O O O OO OO oo o o

o

0,003
0,005
0,004
0,024

0,033
0,032
0,035
0,032
0,033
0,033
0,033
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Tempo

(h)

Bowow~vwooas~wnr o

=
N

13,5
15
16,5
18
19,5
21
22,5
24
25,5
27
28,5
30
31,5
33
34,5
36

C. p. Recol 12 Sac
(gLh
9,407
9,450
8,951
9,387
9,610
8,317
8,373
9,334
9,507
9,410
9,729
9,748
9,762
9,728
8,790
9,281
9,188
9,460
9,164
9,314
8,850
8,590
8,389
8,334
8,098
8,176
8,216
8,239
7,944

X
(gL
0,543
0,443
0,516
0,503
0,505
0,463
0,509
0,459
0,470
0,498
0,529
0,481
0,507
0,496
0,532
0,531
0,505
0,421
0,507
0,512
0,576
0,608
0,646
0,690
0,766
0,818
1,007
1,134
1,309

Eth
(gL
0,267
0,064
0,259
0,068
0,068
0,076
0,014
0,039
0,050
0,036
0,040
0,081
0,060
0,072
0,167
0,193
0,222
0,230
0,293
0,223
0,369
0,325
0,448
0,645
0,889
0,864
0,779
0,715
0,937

Gli
(gL?)
0

O O O O o o o

0,001
0,001
0,001
0,002
0,003
0,004
0,006
0,036
0,008
0,013
0,017
0,020
0,027
0,037
0,055
0,076
0,098
0,075
0,084
0,094

Ac
(L™
0

O O O OO OO0 O0OO0OO0O0O0OO0OO0OO0O oo oo o

o

0,017
0,025
0,080
0,031
0,035
0,053
0,061

Suc
(gL?
0

O O O O O OO OO O0OO0ODO0OO0ODO0OO0DO0O0O0D0D0O0O0O0OO0OO0OOoOOoOOo oo
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
2,5
3
3,5
4
45
5
55
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
24
25
26
27
28
29
30

C.p. 29 Sac
(gLh
10,375
9,332
8,876
8,807
8,389
8,108
7,935
8,109
7,892
8,197
8,279
8,249
8,246
8,184
8,169
8,156
7,790
8,147
8,148
8,181
5,768
8,087
7,582
7,634
8,390
8,473
8,123
7,599
7,707
7,754
7,843
7,305
7,088
7,088
7,088

X
(gL
0,494
0,475
0,443
0,324
0,546
0,550
0,591
0,461
0,533
0,464
0,474
0,391
0,586
0,535
0,479
0,564
0,521
0,606
0,783
0,428
0,518
0,573
0,564
0,585
0,525
0,571
0,519
0,529
0,553
0,646
0,659
0,639
0,606
0,000
0,000

Eth
(gL
0
0
0,014
0
0,007
0,014
0,017
0,357
0,229
0,363
0,371
0,590
0,381
0,372
0,381
0,243
0,387
0,383
0,249
0,367
0,021
0,256
0,257
0,143
0,020
0,137
0,143
0,429
0,615
0,367
0,378
0,736
0,556
0,556
0,556

Gli
(gL?)

Ac
(L™
0

O O O O OO OO OO0 O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OOoOOo oo o

o

0,028
0,029
0,022
0,024
0,160
0,298
0,298
0,298

Suc
(gL?
0

O O O O O OO OO OO0 O0ODO0OO0DO0OO0DO0ODO0ODO0ODO0O0O0O0O0O00O0O0O0ODO0OO0OOoOOoOOoOoao
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Tempo

(h)

115
13
14,5
16
17,5
19
20,5
22
23,5
25
26,5
28
29,5
31
32,5
34

Tempo

(h)

o

© 00 N O Ul b WN P

C. p. Recol 37 Sac
(gLh
8,580
8,689
8,744
8,758
9,354
9,032
9,430
9,582
6,095
8,634
9,473
9,095
8,257
8,455
8,884
8,878
8,518
8,506
8,514
9,100
9,026
9,283
9,021
8,031
8,089

P. k. Recol 39 Sac
(gL?)
9,585
5,469
10,150
9,201
5,799
6,829
3,769
0,584
0,213
0,101

X
(gL
0,669
0,543
0,541
0,520
0,529
0,597
0,553
0,537
0,509
0,520
0,536
0,525
0,480
0,586
0,555
0,618
0,609
0,618
0,620
0,614
0,644
0,651
0,658
0,644
0,660

(gL
0,766
0,744
0,728
0,777
0,929
1,206
1,316
1,421
1,827
2,027

Eth
(gL
0
0,330
0,333
0,326
0,306
0,351
0,319
0,299
0,304
0,390
0,335
0,334
0,434
0,418
0,384
0,330
0,365
0,322
0,309
0,246
0,268
0,236
0,259
0,322
0,335

Eth
(L™

0,439
0,649
0,960
1,376
1,898
2,432
3,121
3,601
4,016

Gli
(gL?)
0

O O O OO O OO OO0OO0O0O0OO0O00O0O0O0O0O0O0O0OO0OOoO oo oo

Gli
(gL
0,011
0,011
0,141
0,039
0,072
0,108
0,140
0,171
0,226
0,188

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO0OO0OO0OO0O00O0O0O0O0O0O0O0OO0OOoO oo oo

Ac
(gL?)

0,399
0,217
0,385
0,397
0,390
0,446
0,389
0,415
0,336

Suc
(gL?
0

O O O O O O OO OO0 0O0OO0O00O0O0O0O0O0OO0OO0OOoO oo oo
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Tempo

(h)

115
13
14,5
16
17,5
19
20,5
22
23,5
25
26,5
28
29,5
31
32,5
34

C. g. Recol 41 Sac
(gLh
9,500
9,633
9,209
8,919
8,843
8,790
8,789
8,810
8,758
9,210
8,843
9,076
9,202
9,322
9,378
9,339
9,377
9,391
9,408
9,387
9,042
8,317
8,203
8,221
8,187

X
(gL
0,569
0,543
0,541
0,520
0,529
0,597
0,553
0,537
0,509
0,520
0,536
0,525
0,480
0,586
0,555
0,618
0,609
0,618
0,620
0,614
0,644
0,651
0,658
0,644
0,660

Eth
(gL
0,460
0,549
0,394
0,663
0,688
0,764
0,755
0,686
0,452
0,793
0,475
0,307
0,292
0,284
0,380
0,411
0,216
0,196
0,157
0,307
0,300
0,319
0,327
0,351
0,312

Gli
(gL1)
0,003
0,025
0,009
0,009
0,014
0,010
0,014
0,010
0,010
0,016
0,012
0,011
0,019
0,020
0,016
0,022
0,019
0,019
0,023
0,020
0,024
0,023
0,023
0,024
0,024

Ac
(L™
0

O O O OO O OO OO0OO0OO0OO0O00O0O0O0O0O0O0O0OO0OOoO oo oo

Suc
(gL?
0

O O O O O O OO OO0 0O0OO0O00O0O0O0O0O0OO0OO0OOoO oo oo
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Tempo

(h)

3,5
6,5

9,5
11
12,5
14
15,5
17
18,5
19
20,5
22
23,5
25
26,5
28
29,5
31
32,5
34

Iso Recol 42 Sac
(gLh
9,275
8,401
8,748
8,784
8,396
7,967
8,174
7,995
7,788
8,185
7,749
7,304
6,638
6,591
6,184
6,191
6,260
6,349
6,258
6,106
6,146
5,937
5,516
6,109
5,714

X
(gL
0,754
0,842
0,790
0,829
0,837
0,827
0,907
0,900
0,899
0,938
0,988
0,982
0,899
1,003
1,090
1,115
1,170
1,206
1,194
1,165
1,144
1,188
1,219
1,229
1,256

Eth
(gL
0,227
1,236
1,320
1,322
1,409
1,549
1,596
1,628
1,707
1,747
1,810
1,900
1,962
2,471
2,482
2,457
2,595
2,455
2,371
2,349
2,291
2,303
2,225
2,104
2,137

Gli
(gL
0
0,001
0,023
0,029
0,035
0,053
0,048
0,060
0,068
0,077
0,087
0,088
0,100
0,167
0,171
0,175
0,032
0,176
0,189
0,193
0,198
1,850
0,197
0,208
0,210

Ac
(L™
0

O OO OO OO oo o o

o

0,361
0,377
0,357
0,174
0,344
0,231
0,350
0,334
0,200
0,331
0,341
0,360

Suc
(gL?
0

O O O O O O OO OO0 0O0OO0O00O0O0O0O0O0OO0OO0OOoO oo oo
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Tempo
(h)
0
1
15
2
3,5
5
6,5
8
9,5
11
12,5
14
15,5
17
18,5
20
21,5
23
24,5
26
27,5
29
30,5
32

C. 9. Recol 43 Sac
(gL™h
9,095
8,742
8,868
8,960
9,248
9,505
9,612
9,607
9,683
9,584
9,456
9,423
9,447
7,264
7,327
7,778
7,327
7,409
7,063
6,988
7,535
8,137
8,274
7,317

X
(gL
0,523
0,581
0,578
0,609
0,576
0,650
0,698
0,748
0,648
0,871
0,865
0,946
0,990
0,820
0,773
0,789
0,774
0,755
0,791
0,790
0,823
0,829
0,896
0,863

Eth
(gL
0,607
0,575
0,510
0,480
0,656
0,611
0,551
0,540
0,465
0,416
0,420
0,330
0,376
0,693
0,417
0,418
0,597
0,459
0,287
0,424
0,231
0,155
0,127
0,126

Gli
(gL
0,010
0,018
0,023
0,018
0,018
0,020
0,022
0,031
0,023
0,023
0,037
0,036
0,028
0,025
0,029
0,015
0,015
0,027
0,022
0,025
0,016
0,113
0,016
0,024

Ac
(L™
0

O O O O O OO OO0 0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0O oo oo o

Suc
(gL?
0

O O O O O OO O0OO0ODO0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0O0OO0OO0O oo oo o
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Tempo
(h)
0
0,5
1
15
2
3,5
5
6,5
8
9,5
11
12,5
14
15,5
17
18,5
20
215
23
245
26
27,5
29
30

P. k. Recol 44 Sac
(gLh
9,340
8,983
8,692
8,653
8,576
8,773
9,067
9,462
9,093
9,054
8,714
8,513
8,248
8,093
8,213
8,024
8,128
7,944
7,612
8,201
8,822
8,386
8,073
8,073

X
(gL
0,645
0,622
0,608
0,700
0,683
0,739
0,674
0,694
0,718
0,744
0,738
0,743
0,796
0,835
0,837
0,852
0,845
0,982
0,861
0,855
0,824
0,879
0,852
0,852

Eth
(gL
0
0,302
0,306
0,614
0,017
0,713
0,546
0,536
0,514
0,512
0,504
0,214
0,036
0,011
0,387
0,384
0,377
0,361
0,425
0,156
0,215
0,102
0,174
0,174

Gli
(gL
0,111
0,025
0,017
0
0,052
0,028
0,024
0,019
0,061
0,047
0,070
0,073
0,077
0,049
0,045
0,051
0,016
0
0,063
0,019
0,039
0,007
0
0

Ac
(L™
0,018

0,011
0,021
0,018

0,015
0,013
0,017
0,020

0,028
0,358

o O

o o
o o
Q o Qo oo
o o

o O O

Suc
(gL?

o

O O O O OO OO0 0O0O0O0O0O0O00O0O0O0O0OO0OO0O oo oo o
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Apéndice 10. Fotografias do biorreator para cultivos em anaerobiose (Capitulo 4).

Figura 10.A. Biorreator para cultivos em anaerobiose. 1. Frasco com meio mineral utilizado para
cultivos; 2. Frasco utilizado para quantificacdo de CO,com NaOH 2M; 3. Agulha para entrada de gas
N e retirada de amostra.

Figura 10.B. Biorreator para cultivos em anaerobiose. 1. Cilindro com gas N.. 2. Mangueira de silicone

para transferéncia do gas N aos cultivos.
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ANEXOS
Anexo 1. Preparo de meios.

Anexo 1 A. Meio de manutencao (Meio YPD-agar)

Extrato de levedura 10gL?
Peptona 20gL?
Glicose 20gL?
Agar-agar 20gL?

Dissolver os componentes em &gua destilada.

Ajustar a pH 6,0 com KOH e autoclavar.

Autoclavar separadamente a glicose.

Misturar de modo estéril os componentes antes que ocorra a solidificacdo dos meios.

Tampar os recipientes (tubos ou placas) de manutencao e armazenar a 4°C.

Anexo 1 B. Meio de cultivo (Meio mineral)

VERDUYN, C.; POSTMA, E.; SCHEFFERS, W. A; VAN DIJKEN, J. P. Effect of benzoic
acid on metabolic fluxes in yeasts: a continuous-culture study on the regulation of respiration

and alcoholic fermentation. Yeast, v. 8, p. 501-517, 1992.

Anexo 1 C. Solucéo de elementos traco

EDTA 15,09 L*?
ZnS04.7H20 45¢gL*?
MnCl2.2H20 084gL*
CoCl2.6H20 0,30gL*
CuS04.5H,0 0,30gL*
Na,Mo004.2H,0 040gL*
CaCl,.2H.0 459gL*
FeS04.7H0 30gL*
HsBOs 1,0gL*?
KI 01glL?
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Dissolver os componentes em agua desmineralizada.

Ajustar a pH 4,0 com NaOH, autoclavar e armazenar a 4°C.

Anexo 1 D. Solugéo de vitaminas

D-biotina, 0,06gL*
Pantotenato de calcio 10gL?
Acido nicotinico 50gL*
Mio-inositol 2509 L*
Cloreto de tiamina 1,0gL*?
Cloreto de piridoxol 1,0gL*?

Acido para-aminobenzéico 0,20 g L™*

Dissolver a D-biotinaem 1 mL de NaOH 1 M.

Adicionar 80 mL de agua desmineralizada & solucéo de biotina.

Dissolver as demais vitaminas, uma por uma, a solucéo de biotina e ajustar a pH 6,5 ap06s cada
adicdo.

Ajustar o volume a 100 mL com agua desmineralizada e ajustar a pH 6,5.

Filtrar de modo estéril, dividir em por¢oes de 5-10 mL e armazenar a 4°C.
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