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RESUMO

Um dos desafios na producdo do etanol de segunda geracdo (2G)
estd no desenvolvimento de leveduras eficientes para converter xilose em
etanol no processo de fermentacdo de aclUcares. Desta forma, a analise
abrangente do metabolismo de leveduras fermentadoras de xilose é
essencial para facilitar a identificacdo dos fatores limitantes no metabolismo
de conversao desta pentose e, assim, auxiliar na construgdo de linhagens
modificadas geneticamente mais eficientes. O objetivo deste trabalho foi
utilizar uma ferramenta analitica avancada, a metabolémica, para quantificar
0s principais metabdlitos relacionados as vias de conversdo da xilose a
etanol em quatro espécies de leveduras fermentadoras de xiloses:
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae
e Candida Tenuis. As leveduras foram cultivadas em xilose sob duas
diferentes condi¢cdes de crescimento, aerdObica e microaerdbica. O preparo
de amostra para analise metabolémica incluiu as etapas de quenching e
extracdo dos metabdlitos, e para tal foram utilizados os protocolos de
metanol gelado e etanol fervente, respectivamente. A quantificacdo dos
metabdlitos foi realizada por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS), utilizando
cromatografia de par idnico e a cromatografia liquida de interacao hidrofilica.
Os dados obtidos na quantificacdo foram processados e tratados através da
andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software RStudio. Um total de
onze metabdlitos da via do metabolismo da xilose foram quantificados e
validados através da andlise de fluxo metabdlico (MFA) com R2>90. Estes
metabdlitos foram utilizados para a constru¢do do fluxo metabdlico das trés
espécies de leveduras analisadas (Scheffersomyces stipitis, Spathaspora
passalidarum e Spathaspora arborariae). A comparacdo de alvos
moleculares nas leveduras fermentadoras de xilose mostrou que as espécies
S. stipitis e S. passalidarum tem os melhores rendimentos de producdo de
etanol quando crescidas com oxigénio limitado. A analise metabolomica
realizada neste estudo podera auxiliar no melhoramento genético destes
microrganismos e na producéo de etanol 2G.

Palavras-Chave: Metabol6mica, Espectrometria de massas, Cromatografia
Liquida, Biotecnologia e Leveduras.
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ABSTRACT

One of the challenges in the production of second generation (2G) ethanol is
in the development of efficient yeasts to convert xylose into ethanol in the
process of fermenting sugars. Thus, the comprehensive analysis of xylose
fermenting yeast metabolism is essential to facilitate the identification of the
limiting factors in the conversion metabolism of this pentose and, thus, help
in the construction of more efficient genetically modified strains. The
objective of this work was to use an advanced analytical tool, the
metabolomics, to quantify the main metabolites related to the xylose to
ethanol conversion pathways in four species of yeast xyloses:
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae
and Candida Tenuis. The yeasts were grown in xylose under two different
growth conditions, aerobic and microaerobic. The preparation of the sample
for metabolic analysis included the steps of quenching and extraction of the
metabolites, for which the protocols of ice cold methanol and boiling ethanol,
were used, respectively. The quantification of the metabolites was performed
by ultra high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/ MS), using ion-pair chromatography and
hydrophilic interaction liquid chromatography. The data obtained in the
guantification were processed and treated through analysis of variance
(ANOVA) using RStudio software. A total of eleven metabolites of the xylose
metabolism pathway were quantified and validated through metabolic flow
analysis (MFA) with R?>90. These metabolites were used to construct the
metabolic flow of the three species of yeasts (Scheffersomyces stipitis,
Spathaspora passalidarum and Spathaspora arborariae) analyzed. The
comparison of molecular targets in yeast xylose showed that the S. stipitis
and S. passalidarum species have the best yields of ethanol when grown
with limited oxygen. The metabolomic analysis performed in this study may
help in the genetic improvement of these microorganisms and in the
production of 2G ethanol.

Keywords: Metabolomics, Mass Spectrometry, Liquid Chromatography,
Biotechnology e Yeasts.
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1 Introducéao

1.1 Aproveitamento da xilose para producao de Etanol 2G

A conversdo de xilose em etanol por leveduras é um dos maiores
obstaculos a producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulosica, também
denominado etanol de segunda geracédo (Etanol 2G)!. A xilose é o segundo
acucar mais abundante da biomassa lignoceluldsica, chegando, a 33% do total
de acucares fermentesciveis em bagaco de cana-de-acgucar, um subproduto da
producéo de etanol de primeira geracdo. Portanto a sua utilizacdo € de grande
importancia econdmica e ambiental para as usinas sucroalcooleiras 2.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, microrganismo mundialmente
utilizado na industria para producdo de etanol, € incapaz de converter
pentoses, tais como xilose, a etanol 3. Portanto, estratégias de biotecnologia
microbiana tem sido utilizadas afim de melhorar a capacidade de fermentacao
da xilose por leveduras, e dentre as principais estdo: i) a identificacdo de
linhagens naturalmente capazes de fermentar xilose; e ii) o desenvolvimento de
linhagens recombinantes de S. cerevisiae “.

A identificacdo de novas linhagens naturalmente capazes de fermentar
xilose pode facilitar a compreensao e identificacdo dos fatores limitantes para o
metabolismo de xilose. De fato, espécies de leveduras, tais como
Scheffersomyces stipitis (previamente conhecida como Pichia stipitis), Candida
shehatae, Candida tenuis, Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum
e Pachisolen tannophilus, naturalmente consomem e fermentam xilose, e
diversos estudos tém sido realizados para melhorar a compreensdo do
metabolismo de pentoses nestas espécies, culminando na recente analise
gendmica comparativa e evolutiva de leveduras fermentadoras de xilose®.

Um dos obstaculos no metabolismo de xilose reportado na literatura € a
conversao eficiente da xilose em xilulose (Figura 1). O metabolismo da xilose
por leveduras ocorre em duas etapas (1) reducéo da xilose em xilitol pela xilose
redutase (XR) e (2) oxidacdo do xilitol em xilulose pela xilitol desidrogenase
(XDH). Assim, linhagens recombinantes de S. cerevisiae obtidas pela
expressao das enzimas XR (xilose redutase) e XDH (xilitol desidrogenase, via

oxido-redutiva) ou Xl (via da xilose isomerase), sao capazes de produzir
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etanol®. Estas enzimas sdo responsaveis pela conversdo de xilose a xilulose,
um metabdlito que a levedura é capaz de metabolizar ”.

Tanto as leveduras naturalmente fermentadoras de xilose quanto as
linhagens construidas pela simples expressao desses genes sdo capazes de
produzir etanol, entretanto, com baixo rendimento. 1SS0 ocorre porque na via
oxidoredutiva, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima XR dependente de
NAD(P), em seguida ocorre a oxidacao do xilitol a xilulose pela enzima XDH
dependente de NAD*, desta forma a regeneracdo de coenzimas NAD(P)
durante a conversdao de xilose em xilulose é incompleta, causando um
desequilibrio entre NAD(H) e NADP(H) que por sua vez, leva a um alto

rendimento de xilitol e o bloqueio do metabolismo da xilose (Figura 1) 2.
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ADP
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Figura 1. Esquema simplificado da via de conversédo da xilose por leveduras
(adaptado de Moysés et al, 2016)°.

Apesar dos avangos no desenvolvimento de leveduras para fermentacéo
de xilose, outras modificagdes ainda sao necessarias, ja que as taxas de
fermentacdo e rendimentos de etanol ainda precisam ser aumentadas'®. Desta
forma, a identificacdo de alvos moleculares para subsidiar programas de
melhoramento genético torna-se essencial para o desenvolvimento de

linhagens produtoras de etanol 2G.
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As principais abordagens para o melhoramento genético de leveduras
envolvem a coleta, andlise e integracdo quantitativa de dados biolégicos em
larga escala através de ferramentas OMICAS (gendmica, transcriptdmica,
protedbmica, fluxomia e metabolbmica). A integracdo dos dados de
metaboldmica destas espécies associada aos dados gendmicos ja
disponiveis~1®> pode ajudar na construcdo de modelos mais relevantes e
preditivos a fim de identificar as etapas limitantes no metabolismo da xilose por

leveduras 18.

1.2 Metaboldmica de leveduras

A tecnologia baseada em metaboldmica mostra-se atraente, pois €
capaz de identificar e quantificar os metabdlitos presentes em um sistema
biolégico 7. O Metaboloma é definido como um conjunto de moléculas de baixo
peso molecular, produzidas e modificadas por um organismo Vivo, 0S
metabdlitos, que sdo quimicamente transformados durante o metabolismo
proporcionando uma leitura funcional do estado celular 181°, Desta forma, uma
variacdo no sistema biolégico pode ser identificada através de alteracdes no
fluxo dos metabodlitos 2°.

A complexidade da metaboldbmica frente as outras abordagens 6micas
consiste na grande variedade quimica dos compostos que compde o
metaboloma, os quais incluem alcoois, cetonas, aminoacidos, carboidratos,
dentre outros. Esta complexidade impossibilita a utilizacdo de uma Unica
plataforma analitica e a determinacdo simultdnea de todos os metabolitos
presentes em uma célula ou organismo, sendo necessaria a integracao de
varias técnicas de andlise'®. A escolha da melhor estratégia de analise
metabolomica deve ser realizada de acordo com o0s metabdlitos e a via
metabdlica de interesse, ou com a questdo biologica a ser respondida. Outro
desafio em metaboldmica € o processamento de dados, uma vez que uma
grande quantidade de informacdes é gerada em uma Unica andlise?. Portanto,
€ necessaria a utilizacdo de programas computacionais para processamento e
analise dos dados, além da utilizacdo de bancos de dados especificos.

A metabolémica possui duas principais abordagens: analise direcionada

(targeted) e analise nao direcionada (untargeted). A analise targeted consiste
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na quantificacdo de metabdlitos alvo, cujo objetivo € responder a questdes
bioquimicas ou hipoteses especificas de uma ou mais vias metabdlicas,
enquanto que a analise untargeted proporciona uma visdo global dos
metabdlitos presentes no sistema. A metabolbmica targeted permite a
quantificacdo dos metabdlitos presentes nas vias de fermentacdo (glicélise,
pentose fosfato (PPP) e ciclo do acido tricarboxilico (TCA)) de xilose por
leveduras??. Estes dados podem auxiliar grandemente a construcdo de redes
metabdlicas e regulatérias especificas das vias de utilizacdo de pentoses
nestas espécies.

A fim de investigar tais vias metabdlicas especificas algumas etapas
para o estudo da metabolémica devem ser seguidos, tais como: i) otimizacéo
do preparo de amostra, ii) escolha da plataforma analitica mais adequada, iii)
processamento e iv) analise dos dados (Figura 2).

—) PREPARO DE AMOSTRA —) METODOS ANALITICOS

. Escolha do
* Resfriamento R CROMATOGRAFIA-MS DIMS
L. solvente e método
rapido -
de extragao de * CE-MS
* Tratamento
L. acordocoma * GC-MS
acido
classe de * LC-MS

metabdlitos de
interesse.

PROCESSAMENTO DE DADOS LW ANALISE DE DADOS E INTERPRETACAO

= * Correcio da linha de * Estatistica * Anélise dos
base * PCA metabélitos da via
P * Integragao * PLSDA * Reconstrugdo da
* Normalizagao rede

Figura 2. Visdo geral de um fluxo de trabalho para um experimento de
metaboldmica de leveduras (Adaptado de Abdelnur et al, 2011)23.

1.2.1 Preparo de amostra em metabolémica de leveduras

O preparo de amostra € um dos fatores determinantes para a obtencao
de dados representativos e reprodutiveis em metabolémica, e é dependente do
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organismo em estudo. O tempo de conversdo de muitos intermediarios das
reacoes metabdlicas é da ordem de milissegundos, portanto, a rapida
interrupcdo da atividade celular (quenching) ap6s a amostragem torna-se
necesséria para evitar grandes variacbes na composicdo metabdlica das
amostras?*,

A etapa subsequente a interrupcdo da atividade celular, é importante
para tornar os metabdlitos presentes na célula, disponiveis para analise, esta
deve ser realizada com o minimo de perdas, tendo em vista que a degradacao
pode contribuir para alterar o nivel e a estrutura quimica dos metabdlitos na
amostra. O método mais utilizado para obtencdo dos metabdlitos é a
extracdo?®. Durante a extracdo as paredes celulares sdo rompidas quimica,
térmica ou mecanicamente para a passagem dos metabdlitos para a fase
liquida. Esta etapa € a mais longa, sendo inevitaveis as perdas decorrentes do
processo, principalmente devido a alta diversidade quimica e a ampla faixa
dindmica das concentracdes dos metabalitos.

De maneira geral, o preparo de amostra em metabolomica envolve dois
procedimentos principais: a interrup¢do da atividade metabdlica (quenching) e
a extracdo. Na Figura 3 é apresentado o fluxo de trabalho envolvendo estas
duas etapas. ApOs a otimizacdo destes protocolos, os metabdlitos extraidos

sdo recuperados e podem ser analisados por diferentes métodos analiticos.

| BIOMASSA |
METABOLITOS - — — —

e = = = -

v \ 4
—— Ve = = = - I A
" "SOBRENADANTE | | CONCENTRACAO |
METABOLITOS | | EVAPORAGAO DO SOLVENTE |
| EXTRACELULARES , ~  ~~~~~~ =77 777°7

Figura 3. Fluxo de trabalho geral para o preparo de amostra em metabolémica

targeted de leveduras para analise de metabdlitos intracelulares.
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A rapida inativacdo do metabolismo € geralmente alcancada atravées de
mudancas bruscas de temperatura ou pH, ou ainda apdés a submissao da
amostra a temperaturas muito baixas (< -20°C)%%. De maneira geral, duas
estratégias podem ser utilizadas para a realizacdo do preparo de amostra em
metabolémica: i) combinar as etapas de interrupcéo da atividade metabdlica e
extracdo; e ii) realizar a interrupcdo da atividade metabodlica seguido da
separacdo da biomassa, sendo esta ultima particularmente interessante para
metaboldmica de microrganismos, pois minimiza a interferéncia de metabolitos
extracelulares, desde que o método escolhido seja confiavel para evitar a
extrusdo dos metabdlitos intracelulares antes do processo de extracao.

Os métodos para a interrupcdo da atividade metabdlica (quenching)
mais utilizados na metabol6mica consistem no uso de uma solu¢cdo de metanol
gelado, com diferentes propor¢cbes de metanol e agua, utilizando temperaturas
que variam de -20 a -40°C 24?7, A vantagem deste método é que a membrana
celular € mantida intacta, tornando possivel a separacdo dos metabdlitos
extracelulares dos intracelulares apés o procedimento. Outro método utilizado é
a filtracdo rapida, que tem a vantagem de realizar a interrupc@o da atividade
metabdlica e a extracdo dos metabdlitos em uma Unica etapa?®.

A obtencdo dos metabodlitos em uma amostra bioldégica pode ser
alcancada através de altas temperaturas, pH extremo, solventes organicos, por
acdo mecanica ou pela combinacdo de todos esses fatores. Ha trés requisitos
essenciais que um método ideal de extracdo de metabdlitos deve cumprir: (i) a
integridade da extracdo, para garantir que todos os metabdlitos intracelulares
estejam inteiramente acessivel para analise; (ii) prevencdo de conversao de
metabolito durante a extracdo ou etapas subsequentes, principalmente por
assegurar a inativacdo eficaz de enzimas; e (iii) auséncia de extensa
degradacdo dos metabolitos pelo préprio processo. No que diz respeito a este
altimo requisito, as perdas parciais podem ser aceitaveis se 0s resultados
puderem ser corrigidos por meio de fatores de recuperacdo ou através da
utilizacédo de padrées internos adequados?°.

Diferentes métodos de extracdo dos metabdlitos intracelulares sé&o

utilizados em metabolémica de microrganismos, sendo 0s principais: metanol
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puro (PM, do inglés Pure Methanol), etanol fervente (BE, do inglés Boiling
Ethanol), metanol/cloroformio (CM, do inglés Methanol/ Chloroform), agua
quente (HW, do inglés Hot Water), hidréxido de potassio (KOH), &acido
perclorico (PCA, do inglés Perchloric Acid), congelamento e descongelamento
em metanol (FTM, do inglés Freezing-Thawing in Methanol) e
acetonitrila/metanol acidos (AANM, do inglés Acidic Acetonitrile-Methanol)3°. A
escolha do método de extracdo depende do tipo de amostra e do objetivo do
estudo.

Neste estudo, a interrupcéo da atividade celular foi realizada através do
meétodo solucdo de metanol gelado (- 40°C) seguido do método de extracédo,
etanol fervente, esta escolha se deve principalmente a alta polaridade da maior

parte dos metabdlitos de interesse.

1.2.2 Técnicas analiticas avancadas para analise metabolémica

A identificagdo e quantificagdo de uma variedade significativa de
metabdlitos (polares, né&o-polares, volateis, entre outros) provenientes do
extrato celular complexo, com concentragdo estimada na faixa de pmol a mmol,
torna necessario a selecéo e utilizacdo de metodologias especificas capazes
de analisar simultaneamente uma grande quantidade de metabdlitos com alta
sensibilidade e seletividade. Diversas abordagens analiticas sdo empregadas
em metabolémica, sendo a ressonancia magnética nuclear (do inglés, Nuclear
Magnetic Resonance - NMR) e a espectrometria de massas (do inglés, Mass
Spectrometry - MS), as mais utilizadas??>. As técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas tém sido uma excelente opcao para a
analise de misturas complexas e por isso vém sendo usada frequentemente na
metaboldmica.

A técnica de NMR é empregada principalmente para elucidacéo
estrutural de metabdlitos, sendo altamente seletiva, reprodutivel e quantitativa.
No entanto, ainda ha algumas limitacbes quando se trata de amostras
biolégicas complexas. A resolucédo limitada e sensibilidade da NMR, juntamente
com as dificuldades associadas a identificacdo de metabdlitos desconhecidos
(particularmente para os compostos em baixa concentracéo) representam um

grande desafio para desvendar a complexidade das misturas biolégicas. Estes
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desafios tém restringido o nimero e a precisdo quantitativa dos metabdlitos
analisados?®.

A MS é uma técnica de deteccao utilizada na identificacdo de moléculas
de diferentes pesos moleculares e estruturas baseado na relacdo massa/carga
(m/z) de seus ions. Esta ferramenta possui grande potencial para estudo
metabdlico de varios organismos, principalmente devido a alta sensibilidade,
com deteccdo de metabdlitos na faixa de picomols e femtomols, seletividade, e
facilidade na preparacao e manipulagdo de amostra.

Experimentos de MS podem ser realizados utilizando diferentes
espectrometros de massas, 0S quais Sd0 compostos basicamente por: i)
sistema de infusdo de amostra; ii) fonte de ionizacao; iii) analisador de massas;
Iv) detector e v) sistema para armazenamento e processamento dos dados.

O sistema de insercao de amostra pode ser realizado por infuséo direta
(DIMS, do inglés Direct infusion mass spectrometry) ou com a separacao prévia
dos compostos, normalmente, utilizando métodos cromatograficos. Entre as
fontes de ionizagdo mais utilizadas em anélise metabolémica targeted esta a
ESI (ionizag&o por eletrospray, do inglés electrospray ionization - ESI). Esta é
uma técnica de ionizacdo branda, que produz ions carregados em solucdo
produzidos através da aplicacdo de um campo elétrico, sob pressao
atmosférica, gerado por uma diferenca de potencial. A principal vantagem do
electrospray é a baixa temperatura de dessolvatacéo (< 80 °C) que minimiza a
fragmentacdo das moléculas na fonte. Além disso as amostras a serem
analisadas séo introduzidas em solug¢édo, o que faz com que seja possivel o
acoplamento de técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida3'.

O espectrometro de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo
(QqQ, do inglés triple quadrupole) tem sido o mais utlizado para a
quantificacdo de metabdlitos pois oferecem maior sensibilidade e
reprodutibilidade®?33. O analisador quadrupolar (Q) é acoplado a uma camara
de colisdo (q) preenchida com um gas inerte, a qual é conectada a um segundo
quadrupolo (Q)3.

Em geral para a utillizacdo do QqQ em metabolébmica targeted é
necessario otimizar a energia de colisdo e a razdo m/z do ion fragmento para
cada metabdlito de interesse a fim de obter o sinal mais intenso. Apos esta

etapa o0s compostos sdo entdo analisados utilizando a abordagem de
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monitoramento de reacdes mdltiplas (Multiple Reaction Monitoring — MRM).
Esta técnica é mais seletiva tendo em vista que o primeiro quadrupolo
seleciona o ion precursor de interesse, este é entdo fragmentado no segundo
quadrupolo, e o terceiro quadrupolo direciona o ion fragmento pré-otimizado.
As analises por DIMS fornecem a identificacdo estrutural de uma gama de
compostos quimicos, e a partir de equipamentos de alta resolucado, € possivel
obter massa e medidas exatas. Sendo assim, a DIMS pode ser utilizada na
metaboldmica como uma O6tima ferramenta de screening, possibilitando uma
visdo global dos metabdlitos presentes no organismo em estudo, tendo em
vista que alta sensibilidade da MS permite niveis de deteccdo de metabdlitos.
Embora esta técnica seja muito abrangente, analises por DIMS s&o suscetiveis
a supressao ibnica, dificultando a identificacdo de alguns metabdlitos que
apresentem baixa ionizagcdo. Outra desvantagem € a incapacidade de distinguir
isdbmeros estruturais ou esteroisémeros.

A separacdo cromatografica dos metabdlitos antes da analise por MS
reduz o efeito de matriz e supressao ibnica, e é capaz de separar 0s isbmeros,
além de fornecer maior exatiddo na quantificacdo dos metabdlitos. Atualmente
existem trés técnicas cromatogréaficas, que acopladas a MS, tem sido de
grande auxilio na andlise metabolémica sdo estas: eletroforese capilar (do
inglés, Capillary Electrophoresis - CE), cromatografia gasosa (do inglés, Gas
Chromatography - GC) e cromatografia liquida (do inglés, Liquid
Chromatography - LC).

A cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (do inglés Ultra high liquid chromatography - mass
spectrometry — UHPLC-MS), utiliza colunas cromatrograficas com particulas <
2 um, permite andlises eficientes de alto rendimento, reduzindo o uso de
solventes, melhorando a resolu¢do do pico e consequentemente a separacéo
de metabdlitos®*. Entre os principais métodos cromatograficos utilizados pra
experimentos de metabolémicas destacam-se, a cromatografia por pareamento
ibnico (do inglés, ion pair chromatography — IPC) que utiliza fase estacionaria
hidrofébica e a cromatografia por interacdo hidrofilica (do inglés, hydrophilic
interaction liquid chromatography — HILIC) que envolve o uso de fases

estacionarias polares .
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O modo IPC depende da adi¢cdo de um contra-ion na fase movel, a fim
de promover a formacdo de pares i6nicos com analitos carregados. Esses
reagentes sdo geralmente compostos idnicos que contém uma cadeia alquilica
gue confere certa hidrofobicidade para que o par ibnico possa ser retido em
uma coluna de fase reversa. O reagente IP interage com a fase estacionaria
aumentando a seletivamente e a retencdo de analitos carregados?®.

A cromatografia HILIC envolve o uso de fases estacionarias polares
como a silica quimicamente modificada, ligadas a grupos organicos como:
amina, amida, diol, ciano entre outros. Os compostos sdo separados
principalmente por uma fase mdvel organica e os analitos sdo eluidos em
ordem decrescente de hidrofobicidade. As moléculas de agua sdo atraidas
pelos grupos polares dos diferentes tipos de fase estacionaria formando uma
camada aquosa sobre a superficie. A particdo dos analitos entre a fase mével
(hidrofébica) e a camada aquosa imobilizada constitui o0 maior mecanismo de
retencdo da HILIC?,

1.2.3 Processamento dos dados em metabol6mica

A etapa de processamento de dados ocorre apds o espectro bruto ser
adquirido e serve como a ligacao entre os dados brutos e a analise estatistica
38, Assim, como é necessario utilizar instrumentos sensiveis e seletivos, para a
obtencdo de dados de qualidade, softwares eficientes sdo essenciais para o
processamento dos dados gerados nestes experimentos. Varios métodos
automaticos, ja incluidos nos softwares do fabricante do equipamento, auxiliam
neste processo.

Em geral, o processamento de dados inclui a reducado do ruido, correcédo
da linha de base, alinhamento, normalizacdo dos picos, e deconvolugao do
espectro. Para a remocéao dos ruidos foram desenvolvidos varios algoritmos os
quais sdo atualmente implementados tanto em softwares comercial quanto
nagueles acessiveis ao publico3°.

A correcdo de linha de base € um procedimento para corrigir a distorcéo
na linha de base causada por artefatos sistematicos, com este procedimento
algumas das regides espectrais indesejadas podem ser removidas, como agua

€ outros contaminantes.
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O alinhamento possibilita que todos os picos correspondentes ou sinais
em diferentes amostras sejam alinhados ou agrupados para permitir a
comparacgdo adequada dos metabdlitos*©.

A normalizagdo é utilizada para corrigir variacdes sistematicas
decorrentes das andlises cromatograficas, como, por exemplo, pequenas
flutuacBes nos tempos de retencdo durante as andlises e fatores de diluicdo
das amostras .

A deconvolucdo € utilizada para separar compostos co-eluidos ou
sobrepostos, apds este procedimento é necessario definir, integrar e quantificar
0S picos correspondentes aos compostos individuais.

Um experimento de metabolémica envolve um grande numero de
amostras e consequentemente esta sujeito a muitas variagfes, tais como o
instrumento ou desempenho da coluna cromatogréfica, composi¢éo do tampao,
a complexidade da matriz, ou condi¢cdes ambientais, flutuacdo no tempo de
retencdo entre outros. Desta forma a correcdo destas variagdes € muito
importante para comparar as mesmas caracteristicas em um conjunto de

dados, apenas ap0s estas etapas € possivel analisar e interpretar os dados.

1.2.4 Anélise dos dados em metaboldmica

O grande volume de dados gerados em um experimento de
metabolémica impulsionou a utilizacdo e o desenvolvimento de softwares,
ferramentas estatisticas e bancos de dados, para auxiliar no entendimento dos
processos metabdlicos em um sistema biolégico, bem como armazenar
sistematicamente estas informacdes.

Existem duas abordagens principais para a analise estatistica de dados
metabdlicos: quimiometria e metaboldmica quantitativa. Para o primeiro, a
analise estatistica é realizada diretamente sob o0s espectros obtidos e a
intensidade do sinal, sendo os metabdlitos identificados na ultima etapa, se
necessario. JA para a metaboldmica quantitativa, identifica-se todos os
metabdlitos primeiro e a andlise estatistica é realizada posteriormente sob
estes dados. Apesar disso os métodos utilizados para essas diferentes

abordagens sdo bastante similares.
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As principais ferramentas utilizadas em metaboldmica para facilitar a
interpretacdo dos dados, sdo: analise de componentes principais (PCA, do
inglés principal component analysis), analise de agrupamento hierarquico
(HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis), minimos quadrados parciais
(PLS, do inglés Partial Least- Squares), analise de variancia (ANOVA, do inglés
Analysis of Variance) e ANOVA - analise de componentes simultaneo (ASCA,
do inglés Simultaneous Component Analysis).3°

Apesar das muitas opc¢bOes para a andlise estatistica dos dados,
variaveis, como a concentracdo de metabdlitos, podem mudar com o tempo,
criando assim uma dimensédo de tempo no conjunto de dados. Embora seja
possivel usar ferramentas de visualizacdo como PCA e HCA, por exemplo, a
comparacdo de perfis metabdlicos entre diferentes grupos exigem métodos
estatisticos diferentes destes citados acima. Entre os diversos métodos
estatisticos que podem ser usados para analisar os dados ao longo do tempo,
0s métodos baseados na andlise de variancia (ANOVA) séo utilizados com
frequéncia em experimentos quimicos ou biolégicos L.

A ANOVA avalia a importancia de um ou mais fatores, comparando as
médias de variveis de resposta nos diferentes niveis de fator 42. A utilizacéo
da ANOVA com medidas repetidas permite testar se os perfis temporais da
concentragdo dos metabdlitos sé@o significativamente diferentes sob diferentes
condigbes experimentais. ApO0s a utilizacdo de ferramentas de analise
estatistica os dados metabdlicos mais relevantes séo incorporados nas vias
bioquimicas?®:.

A andlise de fluxo metabdlico (do inglés, Metabolic flux analysis - MFA) é
uma metodologia baseada em medidas de velocidades especificas
extracelulares, assumindo-se estado estacionario (ou pseudo-estacionario)
para 0s metabdlitos intracelulares e um modelo estequiométrico para o
metabolismo examinado®3.

A MFA fornece uma visdo geral sobre como o metabolismo é
equilibrado, ou seja, como 0s organismos convertem substratos em biomassa e
produtos*+4°>. Assim, esta andlise é usada para a previsdo de possiveis
limitacbes metabodlicas, permitindo uma melhor compreensdo de um
determinado metabolismo, a fim de melhora-lo em direcdo a um composto de

interesse 6. As redes metabodlicas construidas para MFA geralmente usam as

34



informacdes disponiveis a partir da anotagdo do genoma. Para cada rede
metabdlica definida, um conjunto de reacdes € definido e convertido em um
modelo matematico.

A principal vantagem do uso de concentracdes de metabdlitos
intracelulares nas andlises de MFA, é que essas medidas intracelulares estdo
diretamente ligadas a rede de reacdes metabolicas e refletem o fendtipo do
organismo naquele momento!247. Assim, a combinacdo das abordagens MFA e
metabolémica é uma estratégia valiosa para prever fluxos metabdlicos precisos

e para entender o comportamento do metabolismo bioldgico de leveduras.

1.3 Contribuicdo da metaboldmica no melhoramento de leveduras

fermentadoras de xilose

A Biologia Sistémica € uma abordagem multidisciplinar que inclui a
coleta, andlise e integracdo quantitativa de dados biologicos de genbmica
funcional (gendmica, transcriptdmica, protedbmica, metabolbémica, fluxoma),
permitindo a construcdo de modelos matematicos biologicamente relevantes e
preditivos*,

Abordagens sistémicas tém sido aplicadas, juntamente com estratégias
de engenharia metabdlica, gendmica funcional e engenharia evolutiva no
desenvolvimento de linhagens microbianas (bactérias, leveduras e fungos
filamentosos) e bioprocessos para a producdo de farmacos, matérias-primas e
produtos de guimica fina, combustiveis e polimeros, e outros materiais*®-51.

De fato, um dos exemplos concretos mais significativos da aplicacao da
biologia sistémica para identificagdo efetiva e modificagdo de novos alvos de
melhoramento genético foi 0 aumento da eficiéncia da capacidade fermentativa
em linhagens de S.cerevisiae na producéo de etanol 2.

Mais especificamente, a utilizacdo da reconstrucdo metabdlica em
escala gendbmica de S. cerevisiae permitiu investigar e validar
experimentalmente diferentes estratégias e modelagens para manipulacdo do
metabolismo redox, levando a uma diminui¢do da produc¢ao de xilitol e aumento
do rendimento de etanol em glicose como Unica fonte de carbono sob

condi¢cGes de anaerobiose®?53,
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O metabolismo do carbono central, que inclui as vias da glicolise,
pentose fosfato (PPP), e o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), sdo as principais
vias a partir da qual os fluxos metabdlicos sédo distribuidos por diferentes
ramos, fornecendo precursores para reacBes biossintéticas, metabolismo
energético e reactes anaplerdticas (Figura 4)%.

Assim, a compreensdo da distribuicdo do fluxo e sua regulacdo no
metabolismo central de carbono, isto é, uma "quantificacdo" do metabolismo, é
fundamental para o progresso da engenharia metabdlica. Embora as vias
metabdlicas sejam conhecidas ha véarias décadas, a quantificacdo e a
regulacdo das redes metabdlicas ainda ndo séo totalmente compreendidas*!.

Hackett et al. 2016°°, mostrou o fluxo metabdlico do metabolismo central
de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae e alguns mecanismos
reguladores como o acumulo de citrato inibiram a piruvato quinase, causando
reducdo do fluxo glicolitico e producdo de etanol. Demonstrando que a
concentracdo de metabdlitos € o principal determinante do fluxo metabdlico no
metabolismo central da levedura.

Este trabalho utilizou um protocolo de metabolomica previamente
desenvolvido e otimizado pelo grupo®-58 para investigar a via metabdlica de
assimilacdo da xilose por leveduras formado pelas vias da glicdlise, pentose
fosfato (PPP) e ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (Figura 4).

A plataforma analitica utilizada neste experimento baseia-se em UHPLC-
MS/MS. Dois métodos cromatograficos complementares acoplados a
espectrometria de massas tandem IPC-MS/MS e HILIC-MS/MS, foram
utilizados para quantificar 14 e 5 metabolitos intracelulares, respectivamente
(Figura 4), convertidos durante a fase exponencial de crescimento de quatro
espécies de leveduras naturalmente fermentadora de xilose, Scheffersomyces
stipitis, Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae.

Duas condi¢des de cultivo foram avaliadas: aerébico e microaerobico, a
fim de investigar a influéncia de oxigénio no consumo da xilose. A analise
estatistica dos dados biolégicos foi realizada através da andlise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas, desenvolvida no software R.

A analise de fluxo metabdlico (MFA) foi realizada através do software
Optflux e utilizada para validagcdo e comparacdo de alvos moleculares nas

leveduras fermentadoras de xilose em estudo.
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Figura 4. Via simplificada do metabolismo da xilose por leveduras formada
pelas vias da glicolise, pentose fosfato (PPP) e ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) Metabdlitos destacados em vermelho (14) foram quantificados pelo
método IPC; metabdlitos destacados em amarelo (5) foram quantificados pelo

método HILIC
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2 Objetivos Gerais

O objetivo principal do presente trabalho foi quantificar os alvos
moleculares relacionados as etapas limitantes na conversao de xilose em
etanol, utilizando estratégias de metaboléomica, visando o melhoramento
genético de leveduras, e consequentemente, 0 aumento de producao de etanol

de segunda geracéo.

2.1 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo principal, foram delineados cinco objetivos
especificos:

1: Otimizar o protocolo de metabolémica para analise dos metabdlitos de
4 espécies de leveduras fermentadoras de xilose (Scheffersomyces stipitis,
Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae)
utilizando UHPLC-MS/MS.

2: Quantificar os metabdlitos intracelulares produzidos por 4 espécies de
leveduras fermentadoras de xilose utilizando UHPLC-MS/MS.

3: Desenvolver um modelo para analise estatistica dos dados
metabolémicos obtidos na quantificacdo dos metabdlitos intracelulares de
quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose.

4: Realizar o tratamento e interpretacdo dos dados obtidos na aplicacéo
do protocolo de metabolémica através de modelo matemético apropriado a fim
de comparar as condi¢des de crescimento: aerdbico e microaerdbico e a fases
de crescimento das leveduras.

5: Validar os metabodlitos intracelulares presentes no metabolismo do
carbono central de 4 espécies de leveduras fermentadoras de xilose, utilizando
a analise de fluxo metabdlico (MFA) para cada espécie.

6: Construir e comparar o fluxo metabolico de quatro espécies de
leveduras visando identificar alvos metabdlicos relacionados a converséo de

xilose a etanol.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e solucdes

Os padrdes de metabdlitos utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich
com pureza = 95% : acetil coenzima-A (ACCOA), acido alfacetoglutarico (AKG),
acido malico (L-MAL), D-(+)-glicose, D-(+)-xilose, glicose-6-fosfato (G6P),
frutose-6-fosfato (F6P), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), eritrose-4-fosfato
(E4P), gliceraldeido-3-fosfato (GAP), glicerol-3-fosfato (GLY3P), ribose-5-
fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato (RU5P), xilulose (Xylu), fosfo(enol)piruvato
(PEP), glicerol, acido piravico (PYR), sedoheptulose-7-fosfato (S7P) e xilitol. Os
solventes tributilamina, acetonitrila e metanol também foram adquiridos da
Sigma-Aldrich com pureza 2 99%. O acetato de amoénio foi adquirido da
empresa Vetec (USA) e o hidroxido de amoénio da marca Fluka (USA). Todas
as soluctes foram preparadas com agua deionizada (18.2 MQ) obtidas através
do sistema de purificagéo Direct 16 Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

3.2 Desenho Experimental

O protocolo de metabolémica descrito neste trabalho buscou avaliar o
metabolismo de quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose,
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e
Candida Tenuis. As leveduras foram crescidas em triplicata biologica. As
amostras foram coletadas em trés pontos especificos e em triplicata durante a
fase exponencial de crescimento, entre 20 e 94 horas de fermentacdo em duas
condicdes de crescimento: aerdbica e microaerdbica (Figura 5). Cada espécie
de levedura gerou 27 amostras para cada uma das diferentes condi¢cdes de
crescimento, desta forma, o protocolo de metaboldmica desenvolvido e

otimizado foi aplicado para um total de 216 amostras de leveduras.
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Figura 5. Desenho experimental para a realizagcdo da metabolémica de quatro
espécies de leveduras fermentadoras de xilose. As replicatas de tempo (T1, T2,
T3) e as replicatas técnicas (R1, R2, R3) sdo repetidas para cada replicata

biolégica aerdbica (A, B, C) e microaerdbica (D, E, F).

3.3 Cultivo de leveduras

O cultivo das leveduras foi realizado no Laboratorio de Genética e
Biotecnologia (LGB), na unidade da Embrapa Agroenergia. As leveduras
fermentadoras de xilose Scheffersomyces (Pichia) stipitis (NRRL Y-7124),
Spathaspora passalidarum (NRRL Y-27907), Candida tenuis (NRRL Y-1498) e
Spathaspora arborariae (NRRL Y-48658) foram crescidas em placa YPD
durante a noite e pré-inoculadas em 50 mL de meio mineral %°. A xilose foi
utilizada como fonte de carbono com concentracdo de 40 g.L? 0. Os ensaios
de fermentacdo foram realizados em biorreatores (Multifors 2 Infors) com
volume de 500 mL sob condigbes controladas para o crescimento celular,
conforme descrito a seguir: 28 °C, agitacdo de 200 rpm, fluxo minimo de ar em
0.05 L.min't, pH 5,5, ajustado com KOH 3 M, e O2 inicial com 100%, sendo
consumido no decorrer do tempo de cultivo, até ficar em condicédo
microaerdbica. Para a condig&o aerdbica foi mantido 100% de ar com fluxo de
0,5-0,8 L.min™.
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3.4 Determinacao dos produtos de fermentacdo e da biomassa

A determinacdo dos metabdlitos extracelulares foi realizada no
Laboratorio de Genética e Biotecnologia (LGB), na unidade da Embrapa
Agroenergia. Os compostos xilose, xilitol, etanol, acetato, glicerol, piruvato e
succinato, foram analisados por HPLC (Acquity UPLC H Class, Waters)
equipado com uma coluna HPX-87 H (Bio-Rad Laboratories) a 45°C e detector
de indice de refracdo previamente descrito por Veras et al. 2017 5%, Fase movel
composta por acido sulfurico 5 mM e o modo de eluicdo foi isocratico a uma
taxa de 0.6 ml.min"t com duracéo total da corrida de 25 minutos.

A biomassa foi medida através de OD600 usando um espectrofotdmetro
(SpectraMax M3, Molecular Devices). Para cada ponto coletado, o peso seco
da célula (CDW) foi obtido utilizando 5 mL de pré-in6culo na fase estacionaria.
As amostras foram retiradas e centrifugadas a 12.000xg por 5 min. Para a
pesagem as células foram colocadas num tubo de vidro e secas a 60°C por 48
h. Desta forma, foi possivel obter uma correlacdo entre os valores de OD600 e
CDW.

3.5 Etapas de gquenching e extracdo dos metabdlitos

A Figura 6 apresenta as etapas do preparo de amostra, quenching e
extracdo, utilizada na metaboldémica de leveduras. O método de quenching foi
realizado a partir da adicdo de 2 mL de amostra em 8 mL de uma solucéo
metandlica 60% submerso em um banho termostéatico a -40°C %2. Em seguida
esta mistura foi centrifugada a -9°C, e o pellet resultante congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até futura extracdo. A etapa de
extracdo foi realizada utilizando o método do etanol fervente®3. Inicialmente as
amostras foram retiradas do freezer a -80°C e colocadas no banho termostéatico
a - 40°C, por 5 minutos. Uma solugdo etandlica (75% de etanol, 10mM de
acetato de aménio, pH 7,4) foi aquecida a aproximadamente 85°C. O etanol
quente foi adicionado diretamente no pellet na proporgédo (1:1) (V/V). As
amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex, transferidas para
um tubo eppendorf e incubadas por 3 minutos a 85°C, em um termoagitador

para tubo eppendorf com agitacdo vigorosa constante. As células foram
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resfriadas a - 40°C no banho termostatico e centrifugadas em uma
microcentrifuga refrigerada, a 5000 rpm e - 9°C por 3 minutos. Os restos
celulares foram descartados e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo tipo eppendorf de 2 mL. As amostras foram entdo levadas a secura em um

concentrador a vacuo e armazenadas a -80°C.

il

N, Liquido

Fermentagao

Solugao

Centrifuga a -9 °C por 5 min

Congelamento

em bioreator metanollca 2 e descarte do sobrenadante Sl pe'IIeF em
—40°C N, liquido
. r a3

Adigao de etanol ao pellet ~ Banho Centrifuga a
Etanol . o Incubacao em e A
seguida de agitagao . termostatico —-9°C por
fervente . termomixer :
vigorosa por 30s 3 min

Figura 6. Fluxo de trabalho das etapas do preparo de amostra: A) quenching

do metabolismo celular das leveduras; B) extracdo dos metabdlitos

intracelulares. (adaptado de Campos et al, 2019)°6

3.6 UHPLC-MS/MS

Todos os experimentos foram realizados utilizando um sistema AcQuity™
UPLC (Waters), acoplado a um espectrometro de massa triplo quadrupolo
(Xevo TQD, Waters) equipado com uma fonte de ionizagao por electronspray.
Os dados foram adquiridos e processados com o software MassLynx 4.1
(Waters). O MS foi operado em modo de ionizacdo negativa, ESI (-)-MS,
usando monitoramento de

reacoes mudltiplas (MRM). Os parametros

instrumentais utilizados foram: tensédo capilar 3500 V, temperatura de
desolvatacdo: 450°C, temperatura da fonte: 130 °C, fluxo de gas cone: 20 L/h e
fluxo de desolvatacéo: 700 L/h. Os canais de transicdo de MRM e as voltagens
das células de colisdo foram otimizados para cada metabolito apds infusdo

direta por MS.
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A Cromatografia Liquida de Interacdo Hidrofilica (HILIC) foi realizada

usando uma coluna de amida BEH (2.1 x 150 mm x 1,7 ym) (Waters) a 50°C,

com fase moével (A: hidroxido de amonio a 0.1%) e (B: acetonitrila com 0.1% de

hidréxido de aménio). A Cromatografia de par i6nico (IPC) foi realizada

utilizando uma coluna de fase reversa, HSS-T3 (2.1 x 150 mm x 1,8 um)

(Waters) a 45°C, com fase movel (A: 5 mM de tributilamina, 10 mM de acido

aceético e 5% (v/v) de metanol, pH 4,8) e (B: metanol). Os gradientes utilizados

para ambos os métodos sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Gradiente cromatografico usado na separagdo dos metabdlitos pelo modo

HILIC, fase movel A: hidréxido de amoénio 0.1% e B: acetonitrila + hidroxido de amoénio

0.1%, a 60°C.

Tempo Fluxo Eluente A Eluente B
(min) (mL/min) (vol. %) (vol. %)
0.0 0.2 15 85
6.5 0.2 50 50
7.5 04 50 50
8.0 0.2 15 85
12.0 0.2 15 85

Tabela 2. Gradiente cromatografico usado na separagdo dos metabdlitos pelo modo
IPC, fase moével A: Tributilamina 5 mM + Acido Acético 10 mM + 5% MeOH e B:

MeOH, a 45°C.
Tempo Fluxo Eluente A Eluente B

(min) (mL/min) (vol. %) (vol. %)
0.0 0.4 100 0
10.0 0.4 89.5 10.5
18.0 0.4 47.4 52.6
19.0 0.4 47.4 52.6
20.0 0.4 100 0
26.0 0.4 100 0
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3.7 Quantificacdo dos metabalitos intracelulares

Solucdes padrdes individuais (SI) dos metabdlitos em estudo foram
preparadas a uma concentragcdo de 1 mg/mL. Em seguida, foram utilizadas
diluicdes das Sl a 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 e 50 pg/mL, para a construgéo
da curva de calibracdo e preparo do controle de qualidade (QC). O limite de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos com base na
relacdo sinal/ruido de 3:1 e 10:1, respectivamente®®. A curva de calibracéo
analitica definitiva foi construida com seis niveis de concentragdo, cada nivel é
composto da mistura das solu¢cdes padrdo com os valores de concentracéo
determinada para cada metabdlito. Os valores reais de concentracdo foram
obtidos plotando-se a area do pico versus a concentracdo tedrica de cada
padrdo, a curva analitica foi ajustada com o modelo de regressao polinomial de
segunda ordem.

As amostras geradas foram reconstituidas em 200 pL de agua ultra pura
e submetidos ao ultrassom por 5 minutos, a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante transferido para o vial. A curva
analitica e as amostras foram injetadas em triplicata, o QC foi incluido a cada 9

injecdes, a fim de avaliar a estabilidade do equipamento.

3.8 Analise estatistica utilizando ANOVA

O desenho experimental permitiu medir o efeito do tipo e o tempo de
fermentacdo em dois ambientes de crescimento (aerGbico e microaerébico)
através das medidas da concentracdo dos metabdlitos. O design descrito
permite que isso seja feito utilizando a ANOVA com medidas repetidas®®, de
acordo com o seguinte modelo para a concentragéo:

Vije = B T @; +JB_;'|::':I + 1.+ (at), + €k
Sendo i a média geral, «; o tipo de ambiente de crescimento, f;;, 0 efeito
aleatorio da levedura j receber o tratamento i, r, 0 efeito do tempo k& de
exposi¢do ao ambiente de fermentagéo, (at),, a interagdo entre o ambiente e 0
tempo de exposicao ao crescimento e o erro experimental e, ;. .

O software RStudio (http:/www.rstudio.org) foi utilizado para a
construgcdo deste modelo matemaético.
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3.9 Obtencdo do modelo estequiométrico

O modelo estequiométrico foi construido de acordo com metodologia
previamente estabelecida na literatura.'?1>6 O modelo é composto por 39
reacoes dentro da via de assimilacao da xilose, que inclui as vias das pentoses
fosfato (PPP), glicélise, metabolismo do piruvato e TCA. A reacdo de biomassa
foi determinada de acordo com protocolo descrito por Walhlbom et al.'? A
reacao inclui os componentes de macromoléculas da célula (proteinas, acidos
nucleicos e polissacarideos)?. A construcdo do modelo estequiométrico
baseou-se nos dados disponiveis na Enciclopédia de Genes e Genomas de
Kyoto (KEGG). A informacdo genémica e bioquimica da levedura S. stipitis
(Entrada T01023) foi usada como referéncia. Os genes que codificam para as
enzimas no metabolismo da xilose presentes no respectivo genoma podem ser
determinados usando a via KEGG. Com base nas informagfes gendmicas, as
enzimas das reacdes metabodlicas foram identificadas na rede metabdlica

proposta.

3.10 Andlise de Fluxo Metabdlico (MFA)

O modelo foi carregado para o software OptFlux a partir de um arquivo
do Excel (material suplementar 04 do anexo C). O grau de liberdade da rede
metabdlica foi calculado usando as propriedades do modelo estequiométrico. O
namero exato de graus de liberdade foi obtido pela diferenca entre o nimero de
metabdlitos da rede e o nimero de equacdes linearmente independentes*.
Para diferenciar reacdes internas e externas, os metabdlitos externos foram
identificados com “[e]” e metabdlitos intracelulares com “[c]’. A reacdo de
biomassa foi usada como uma funcdo objetival?®’. As taxas de fluxo
extracelulares (xilose, acetato, glicerol, piruvato, succinato e xilitol) obtidas
durante a fase de crescimento médio exponencial foram adicionadas ao
modelo. As simulacdes foram executadas usando o meétodo algébrico com

ajuste de minimos quadrados.
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3.11 Validacao da quantificacdo dos metabadlitos intracelulares utilizando

analise de Fluxo Metabdlico (MFA)

As concentracbes dos metabolitos intracelulares resultantes da anélise
estatistica foram adicionadas ao modelo estequiométrico. Em seguida, foi
realizada uma simulagcdo com o objetivo de determinar a distribuicdo do fluxo
dentro da rede metabdlica. Inicialmente, as simula¢des foram realizadas com a
adicdo de uma concentracdo de metabdlito por tempo. Assim, foram obtidas
onze distribuicbes de fluxo medidas, uma para cada concentracdo do
metabdlito medido. Em seguida, os fluxos obtidos a partir dos calculos
estequiométricos e aqueles com a adicdo dos dados do metaboloma foram
comparados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (R?). O coeficiente de
correlacdo foi utilizado para determinar a relacdo entre as distribuicdes de
fluxos calculadas e medidas. Os metabdlitos, cuja correlacdo foi superior a
90%, foram utilizados no modelo estequiométrico para uma nova rodada de
simulacdes de fluxos. Assim, foi possivel estimar a porcentagem de erro entre

fluxos calculados e medidos para cada metabdlito medido.
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4 Resultados e discussao

4.1 Analise Metaboldmica de leveduras fermentadoras de xilose

Os experimentos de metabolomica targeted de leveduras consistiu
inicialmente na otimizacdo do preparo de amostra e na andlise de 19
metabalitos presentes na via metabdlica de assimilacédo da xilose por leveduras
formado pelas vias da glicolise, pentose fosfato (PPP) e ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura quimica dos metabdlitos presentes na via de assimilacao
da xilose por leveduras. Metabdlitos: acido alfa cetoglutarico (AKG), éacido
malico (L-MAL), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), fosfo(enol)piruvato (PEP),
eritrose-4-fosfato (E4P), frutose-6-fosfato (F6P), glicerol-3-fosfato (GLY3P),
glicose-6- fosfato (G6P), gliceraldeido-3-fosfato (GAP), piruvato de sddio (PYR),
ribose-5- fosfato (R5P), ribulose-5- fosfato (RU5P), sedoheptulose-7- fosfato

(S7P), xilitol, xilose, glicose, xilulose (Xylu), glicerol e acetilcoenzima A (ACCOA).

O método analitico baseado em UHPLC-MS/MS foi desenvolvido por

Campos et al. e otimizado (Anexos A e B)°%°® para a andlise das amostras de

50



leveduras fermentadoras de xilose. A espectrometria de massa de infusdo
direta (DIMS) foi utilizada para otimizar a fonte de ionizacdo e as tensdes das
células de colisdo para cada metabolito. Os metabdlitos em estudo foram
detectados com melhor sensibilidade usando ESI(-)-MS. Os valores da energia
do capilar e da energia de colisdo foram otimizados para cada padréo, no
entanto a energia do capilar foi a mesma para todos os metabdlitos (3500 V). O
ion fragmento mais intenso e/ou seletivo foi selecionado para analises por
MRM (Tabela 3). Dois meétodos cromatograficos complementares foram
necessarios para a analise simultdnea dos metabdlitos devido a grande
variedade quimica dos compostos em diferentes concentracdes.

A cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC) foi utilizada na
separacdo dos monossacarideos e alcoois, desta forma cinco metabdlitos
foram separados e quantificados por este método, sendo: xilose, xilulose, xilitol,
glicose e glicerol (Figura 8). A cromatografia de par idnico (IPC) foi utilizada na
separacdo do segundo grupo composto por &cidos organicos e acucares
fosfatados, seu mecanismo de separacdo consiste em uma fase estacionéaria
hidrofébica e um reagente de par de idnico (IP) como fase mével. O reagente
IP interage com a fase estacionéaria, criando uma carga oposta ao analito,
aumentando assim a retencdo e a seletividade da coluna de fase reversa.
Desta forma, 14 metabdlitos, incluindo os isbmeros: G6P e F6P, e R5P e Ru5P

puderam ser separados e quantificados (Figura 9).
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Tabela 3. Pardmetros do espectrometro de massas, voltagem do cone (V), valores de

m/z Q1 e Q3 e energia de colisdo (eV), otimizados para cada metabdlito para a

realizacdo dos experimentos de MRM.

Metabélitos Voltager(1\1/)do cone (r(r?/:;) (r(r?/32) Energia(;l\(;,-)coliséo

ACOOA 60 808.1 408.0 50
AKG 18 144.6 56.8 15
DHAP 25 169.0 97.0 18
E4P 20 198.8 78.8 20
F6P 32 258.6 96.8 18
G6P 32 258.7 96.8 20
GAP 20 168.8 96.8 18
Glicose 15 179.1 58.9 18
GLY3P 30 170.5 78.7 25
Glicerol 18 91.0 59.1 18
L-MAL 18 132.6 114.8 10
PEP 20 166.6 78.8 10
PYR 20 86.8 42.8 8
R5P 30 228.8 96.8 20
RUSP 30 228.8 79.0 20
S7P 32 288.4 138.9 25
Xilitol 25 151.0 58.9 20
Xilose 10 149.0 59.0 14
Xylu 10 149.0 59.0 14
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Figura 8. Cromatograma de 5 canais de MRM no modo HILIC-ESI(-)-MS/MS:
a) glicerol (91> 59), b) xilulose (149> 59) e xilose (149> 59), c) xilitol (151> 59)
e d) glicose (179> 59).
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Figura 9. Cromatograma de 11 canais de MRM no modo IPC-ESI(-)-MS/MS: a)
glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato (m/z 259 > 97); b) ribose-5- fosfato (m/z
229 > 97) e ribulose-5- fosfato (m/z 229>79); c) sedoheptulose-7-fosfato (m/z
288 > 139); d) glicerol-3-fosfato (m/z 170>79); e) eritrose-4-fosfato (m/z
199>79); f) gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato (m/z 169>97), g)
acido piravico (m/z 87 > 43), h) acido malico (m/z 133 >115); i) acido
alfacetoglutarico (m/z 145 > 57); j) fosfo(enol)piruvato (m/z 167 > 79) e k) acetil
co-A (808 > 408).
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Este protocolo de metabolomica foi aplicado em amostras de quatro
espécies de leveduras fermentadoras de xilose, Scheffersomyces stipitis,
Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e Candida tenuis, cujo

resultados séo apresentados a seguir.

4.2 Otimizacdo dos parametros analiticos para a quantificacédo dos

metabolitos

A quantificacdo dos metabdlitos intracelulares produzidos por quatro
espécies de leveduras fermentadoras de xilose: Scheffersomyces stipitis,
Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e Candida tenuis,
cultivadas nas condicdes aerdbica e microaerobica foi realizada utilizando os
métodos por UHPLC-MS/MS descritos acima.

As analises preliminares das leveduras em estudo detectaram altas
concentracfes de xilose e xilitol, sendo assim, foi necessario diluir as amostras
100 vezes antes de injeta-las pelo método HILIC-MS/MS. Além disso, o acido
malico e a sedoheptulose-7-fosfato ultrapassaram o limite superior da curva de
calibracdo, sendo assim, foi necessaria uma diluicdo de 5 vezes antes da
analise por IPC-MS/MS.

Os limites de deteccao (LOD) e quantificagéo (LOQ) e os coeficientes de
regressdo (R?) para cada metabdlito foram estabelecidos para a realizagdo da
analise quantitativa dos 19 metabdlitos pertencentes a via de assimilacdo de

xilose por leveduras (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros analiticos para a quantificacdo de 19 metabdlitos alvos da via de
assimilacéo da xilose: coeficientes de regresséo (R?), intervalo de curva de calibragéo,

limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacédo (LOQ).

# Metabdlitos (;fg?/lrﬁ?_) R? (plé(/)n?L) (ulgg(/)n?L)
1 ACCOA 7.4-80 0.9975 2.35 7.12
2 AKG 3.5-50 0.9958 0.92 3.08
3 L-MAL 0.2-50 0.9984 0.03 0.11
4 Gly3P 0.5-50 0.9994 0.09 0.29
5 G6P 1.5-50 0.9990 0.43 1.43
6 F6P 3.5-50 0.9980 0.96 3.19
7 DHAP 2.0-50 0.9992 0.59 1.99
8 GAP 3.5-50 0.9979 0.92 3.06
9 R5P 2.0-50 0.9992 0.65 1.99
10 Ru5P 2.5-50 0.9991 0.61 2.04
11 E4P 1.0-50 0.9996 0.29 0.98
12 S7P 1.4-30 0.9983 0.38 1.27
13 PEP 2.5-50 0.9919 0.66 2.21
14 PYR 0.5-50 0.9998 0.14 0.43
15 Xylu 0.5-75 0.9971 0.20 0.50
16 Xilose 0.5-50 0.9990 0.20 0.50
17 Glicose 0.5-50 0.9991 0.20 0.50
18 Glicerol 0.5-50 0.9993 0.20 0.50
19 Xilitol 0.5-75 0.9988 0.20 0.50

Inicialmente as curvas de calibracdo foram processadas utilizando o
modelo linear, no entanto, observou-se que a maior parte dos metabdlitos
estudados apresentavam uma tendéncia quadratica (Figuras 10 e 11)%8, sendo
este 0 modelo matematico escolhido para o calculo das concentragdes.

As curvas de calibragédo variaram de 0.5 a 80 pyg/mL, os valores de LOD
variaram de 0.03 (L-MAL) a 3.19 yg/mL (ACCOA) e LOQ de 0.11 (L-MAL) para
7.12 yg/mL (ACCOA).
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Figura 10. Curvas de calibracdo ajustadas pelo modelo quadréatico de quatorze
padrbes de metabdlitos analisados pelo método IPC: A) acetil coenzima A
(ACCOA), B) dlicose-6- fosfato (G6P), C) ribose-5- fosfato (R5P), D)
sedoheptulose-7- fosfato (S7P), E) piruvato de sodio (PYR), F) acido alfa
cetoglutarico (AKG), G) frutose-6-fosfato (F6P), H) ribulose-5- fosfato (RU5P), i)
gliceraldeido-3-fosfato (GAP), J) fosfo(enol)piruvato (PEP), K) acido malico (L-
MAL), L) dihidroxi acetona fosfato (DHAP), M) eritrose-4-fosfato (E4P), e N)
glicerol-3-fosfato (GLY3P).
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Figura 11. Curvas de calibracdo ajustadas pelo modelo quadratico de cinco
padrdes de metabdlitos analisados pelo método HILIC: A) xilulose, B) glicerol,
C) glicose, D) xilose e E) xilitol.

Utilizando esses parametros, os metabodlitos detectados durante o
crescimento exponencial das espécies de leveduras em estudo em meio de

xilose foram quantificados.

4.3 Quantificacdo dos metabdlitos intracelulares das leveduras
fermentadoras de xilose por UHPLC-MS/MS

Um total de 54 amostras para cada espécie de levedura foram
guantificadas conforme planejamento experimental (Figura 5). A xilose foi o
metabdlito detectado com maior concentragdo (5000 pg/mL), seguido do xilitol
(3051 pg/mL), embora fosse esperado uma elevada concentragéao de xilose, ja

que esse acucar foi utilizado como substrato para o experimento, a auséncia de
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uma etapa de lavagem das células possivelmente contribuiu para os altos
valores de concentracdo deste acucar. O excesso de xilitol pode indicar que o
oxigénio disponivel pode néo ter sido suficiente para o equilibrio redox, e,
portanto, o acimulo de xilitol®.

A seguir sdo apresentados os dados de quantificacdo obtidos para 216
amostras das quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose em

estudo, nas duas condi¢cfes de crescimento.

4.3.1 Quantificacdo dos metabdlitos intracelulares da levedura S. stipitis
por UHPLC-MS/MS

A levedura naturalmente fermentadora de xilose Scheffersomyces
stipitis, anteriormente conhecida como Pichia stiptis, é considerada uma
levedura em potencial para a producdo de etanol 2G %°. A S. stipitis é capaz de
catabolizar a glicose, manose, galactose, ramnose, xilose, arabinose, celobiose
e alguns compostos relacionados a lignina. Outra vantagem dessa levedura é
seu processo de crescimento simplificado, sua forte resisténcia a contaminacao
e desintoxicacgédo de inibidores dos produtos derivados da biomassa °.

Neste trabalho, as células da levedura S. stipitis foram coletadas em trés
pontos durante a fase de crescimento exponencial (22h, 26h e 29h) e (20h, 28h
e 40h) sob condicdes aerdbicas e microaerbbicas, respectivamente. Um total
de 13 metabdlitos foram quantificados nas amostras de S. stipitis em ambas as
condicBes de crescimento (Tabelas 5 e 6). Dentre estes, 12 metabdlitos (acido
malico (L-MAL), glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-
fosfato (F6P), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), ribose-5-fosfato (R5P),
ribulose-5-fosfato (Ru5P), sedoheptulose-7-fosfato (S7P), fosfo(enol)piruvato
(PEP), acido piravico (PYR), xilose e xilitol) foram quantificados em ambas as
condicbes. Os metabdlitos acido alfa cetoglutarico (AKG) e eritrose-4-fosfato
(E4P) foram especificos para a condicdo aerObica e microaerdbica

respectivamente.
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Tabela 5. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

stipitis nos pontos de coleta (22h, 26h e 29h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C), sob condi¢ao aerdbica.

22h 26h 29h
# | Metabolitos (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A | B | C A | B C A B C
1 ACCOA ND ND ND
449 1038 153 805 11.79 1062 10.61 14.86 8.44
2 AKG 1144 951 119 1290 1154 440 @ 1332 17.31  4.14
1290 1532 3.39 1192 1212 7.49 @ 12.44 1478 4.80
36.93 49.13 77.15 98.80 1195 1275 63.73 17.90 13.89
3 L-MAL 63.96 46.14 5202 1237  111.7 11.82 36.77 2022 13.78
138.7 83.04 8273 1060 448 1532 5556 19.86 13.40
995 1392 913 986 1830 0.75 16.09 111 0092
4 Gly3pP 1530 1450 756 @ 11.14 1631 066 @ 3.85 118 = 0.87
17.72  19.84 1051 1143 218 077 @ 484 110 = 0.95
550 563 @ 867 819 674 117 653 @ 247 239
5 G6P 438 536 245 833 607 135 532 296 227
782 581 578 858 398 196 542 @286 263
737 1017 887 847 940 360 1032 294 3.16
6 F6P 925 1140 595 779 7.06 272 356 @210 3.39
978 1224 991 863 277 234 461 309 3.84
1.84  2.60 - 341  3.59 - 3.07 - -
7 DHAP 552  2.82 - 474 | 217 - - - -
354 359 - 3.40 - - 2.10 - -
8 GAP ND ND ND
583 300 126 625 348 089 136 100 0.84
9 R5P 429 444 147 454 099 @ 084 289 122 094
425 437 089 326 096 090 318 126 1.06
586 10.71 @ 473 1048 1317 251 986 @ 427 205
10 RU5P 1771 868 428 1576 933 233 541 402 201
1290 1739 604 1278 273 252 1300 423 @236
11 E4P ND ND ND
27.22 5055 27.12 3356 4826 1342 3814 13.89 5.34
12 S7P 3462 4681 1999 4386  42.19 1040 1588 16.19 6.47
49.02 7293 3459 4173 2362 1114 26.84 17.18 564
797 752 859 844 1177 536 1036 569 = 6.00
13 PEP 988 10.85 521 1016 869 @469 583 @ 7.74 4098
1250 1009 918 991 420 398 642 600 5.83
214 814 @ 568 890 1207 431 879 @ 1394 267
14 PYR 1541 826 462 1519 1039 541 @957 1516 3.22
9.09 1530 584 1013 560 @ 6.77 16.08 813 3.87
15 Xylu ND ND ND
3610 7247 2903 @ 1439 1676 137.3 3518 71.95 28.06
16 Xilose 4583 @ 6559 3023 3002 @ 1986 86.86 9561 66.25 23.17
2759 6119 2089 @ 2775 1113 1446 130.8 8297 29.28
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
584.4 1267 1874 7952 954.3 2986 1202 2658 172.6
19 Xilitol 980.5 1134 1213 1149 @ 859.6 200.4 318.6 250.6 164.0
1561 1594 = 1561 1063 348.9 220.8 435.3  280.0 157.1

*ND: ndo detectado
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Tabela 6. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

stipitis nos pontos de coleta (20h, 28h e 40h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C), sob condi¢cdo microaerébica.

20h 28h 40h
# | Metabolitos (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A B C A | B C A B C
1 ACCOA ND ND ND
2 AKG ND ND ND
20.03 1850 17.72 3059 30.00 26.30 7.46 6.63 @ 26.17
3 L-MAL 2185 19.00 1337 27.00 27.66 23.00 6.38 548 21.86
2190 21.35 16.33 29.87 3323 2518 652 6.07 28.15
402 427 447 @ 402 558 377 044 036 = 4.10
4 Gly3pP 432 440 326 376 498 343 041 032 3.28
430 489 394 408 608 401 039 034 4.33
470 320 373 593 778 652 - - 6.01
5 G6P 440 364 184 417 7.04 6.02 - - 5.42
441 599 259 630 866 7.03 - - 5.60
742 586 358 871 861 656 187 @150 7.96
6 F6P 755 906 28 932 819 578 165 @130 4.80
811 676 375 876 1020 7.00 173 155 7.93
1.84  2.60 - 341  3.59 - 3.07 - -
7 DHAP 552  2.82 - 474 | 217 - - - -
354 359 - 3.40 - - 2.10 - -
8 GAP ND ND ND
3.66 4.07 - 394 327 - 073 0.78 -
9 R5P 321 263 - 271  3.90 - 0.48 = 0.83 -
461 @ 4.44 - 480 & 6.50 - 0.72 = 0.89 -
1397 1390 296 950 658 331 350 423 283
10 RU5P 987 583 257 588 930 278 195 407 264
2047 1568 265 1649 2303 326 362 492 273
180 196 164 206 191 169 143 160 1.87
11 E4P 179 176 160 182 191 156 126 164 174
203 200 152 180 224 199 155 @154 183
1525 1213 8.46 2000 2166 13.83 220 252 1953
12 S7P 15.08 1433 752 1863 2073 11.14 213 278 = 9.95
1865 279 926 2230 2857 1261 211 265  16.72
413 315 344 @381 417 303 322 442 236
13 PEP 421 323 270 300 374 301 337 458 @ 3.25
391 406 372 391 386 320 317 415 280
851  7.62 - 738 716 048 519 544 = 0.88
14 PYR 651 6.12 - 815 742 040 266 515 0.66
934 872 - 970 1183 092 464 7.60 0.81
15 Xylu ND ND ND
4700 @ 6575 5470 3997 | 4628 2874 - 554 2478
16 Xilose 5202 5453 3316 @ 2165 3739 2154 - 342 1852
5697 4688 3816 @ 2746 5064 = 3491 - 578 3813
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
246.8 278.3 190.6 2354 3283 199.8 8394 09868 2227
19 Xilitol 2439 2722 1127 1312 2505 1189 7823 89.37 1222
266.6 281.0 1332 150.4 360.8 2187 78.89 88.76 305.4

*ND: ndo detectado
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Apesar da complexidade das amostras biolégicas o efeito de matriz ndo
foi significativo para a interpretacdo dos dados. As Figuras 12 e 13 mostram
uma sobreposicdo dos cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados
nas amostras da levedura S. stipitis com as solu¢cdes padrdo destes
compostos, nas condicdes aerobica e microaerdbica, respectivamente. Além
disso, € possivel observar isbmeros diferentes dos padrdes, nos canais de
MRM selecionados para os padrées R5P e Ru5P (Figura 12d) e G6P e F6P
(Figura 13c).
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Figura 12. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. stipitis com as solucdes padrdo destes compostos,
nas condicdes aerdbica. A linha soélida corresponde a solugcédo padrdo e a linha
pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e
ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato
(Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) acido piravico (PYR), i) acido
malico (L-MAL), j) acido alfa cetoglutarico (AKG), k) fosfo (enol) piruvato (PEP).
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Figura 13. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. stipitis com as solucdes padrdo destes compostos,
nas condicbes microaerdbica. A linha sélida corresponde a solugcédo padrédo e a
linha pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e
ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato
(Gly3P), g) di-hidroxi acetona fosfato (DHAP), h) acido pirtvico (PYR), i) &cido
malico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP).

A levedura S. stipitis tem alta capacidade de producado de etanol a partir
da xilose possuindo rendimento maximo de 0.48 g.g' °, a fermentacdo
realizada alcancou um rendimento de 0.45 g.g* sob condicdes microaerébicas
(Figura 14). Este resultado condiz com outros estudos realizados para esta

espécie, 0s quais indicam que a regulacdo no nivel de oxigénio é o fator

principal para a produgéo de etanol 6%.70.71,
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Figura 14. Graficos dos produtos da fermentacdo da xilose pela levedura
Scheffersomyces stipitis (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as

condicdes de crescimento a) aerdbica e b) microaerdbica.

Em contrapartida a quantidade de biomassa para a condi¢cdo aerébica
(0.16 g.gt) é praticamente o dobro em relagdo a condicdo microaerébica (0.09
g.g1). Estes resultados podem explicar a identificacdo do metabdlito AKG
apenas na condicdo aerodbica, o metabdlito AKG faz parte do ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA) (Figura 4), de fato, a fermentacéo sob condi¢bes aerdbicas
leva ao metabolismo respiratério. Ja a E4P € um intermediario importante para
conectar a via das pentoses fosfato (PPP) a via glicolitica (Figura 4) permitindo
assim que a xilose seja convertida a etanol, caracteristica de uma fermentacéo
com pouco oxigénio.

4.3.2 Quantificagdo dos metabdlitos intracelulares da levedura S.
passalidarum por UHPLC-MS/MS

A levedura Spathaspora passalidarum € atualmente a mais promissora
levedura fermentadora de xilose em termos de crescimento e fermentacéo a
etanol®® 72, Esta espécie foi originalmente isolada do intestino médio de um

besouro pascal que habita em madeiras branca de decomposicéo.
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A S. passalidarum possui duas enzimas XR, uma delas utiliza NADH
como cofator o que permite consumir mais eficientemente xilose e produzir
etanol sob condicbes de crescimento aerObica e microaerébica, em
comparacao com outras leveduras fermentadoras de xilose como a S. stipitis,
por exemplo, e outras espécies nativas’s.

A partir das amostras analisadas nos tempos 9, 13 e 21h de
fermentacao aerobica e 40, 45 e 55h de fermentacdo microaerdbica foi possivel
quantificar 15 e 14 metabdlitos, respectivamente (Tabelas 7 e 8). Sendo que,
12 destes compostos (4cido malico (L-MAL), glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-
6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), diidroxiacetona-fosfato (DHAP), ribose-
5-fosfato  (R5P), ribulose-5-fosfato (Ru5P), eritrose-4-fosfato  (E4P),
sedoheptulose-7-fosfato (S7P), fosfo(enol)piruvato (PEP), &cido pirtvico (PYR),
xilose e xilitol) foram quantificados em ambas as condi¢des de crescimento em
amostras de S. passalidarum. O metabdlito acetil co-A (ACCOA) foi detectado
apenas na condicdo microaerdbica, enquanto que os compostos, acido alfa
cetoglutarico (AKG) e glicerol foram quantificados apenas nas amostras obtidas
com livre demanda de oxigénio. Tendo em vista que o glicerol também é um
produto de fermentacdo, ndo € possivel garantir que o glicerol detectado €

proveniente do citosol, ou seja, do interior da célula.
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Tabela 7. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

passalidarum nos pontos de coleta (9h, 13h e 21h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C), sob condi¢ao aerdébica.

9h 13h 21h
4 Metabolitos (ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
A | B | C A | B C A B | C
ACCOA ND ND ND
- - - 4.03 4.10 - 12,53 | 10.10 . 8.45
2 AKG - - - 1.82 5.65 - 7.74 | 1405 @ 6.83
- - - 1.66 7.22 3.48 10.42  17.62 @ 9.39
36.17 1 4551 1 56.14 | 95.04 A 8564 78.86 8217 77.57 @ 69.29
3 L-MAL 35.13 1 5224 1 63.75 | 85.15 1 8586 78.62 69.96 76.34 69.35
37.83 1 43.39 1 69.79 | 8237 9157 98.11 7246 8173 7354
6.55 7.14 7.59 6.14 3.45 8.14 8.45 8.04 3.91
4 Gly3pP 5.88 8.17 | 8.95 4.99 5.07 8.18 6.58 819 @ 391
6.61 6.42 | 10.87 4.90 5.80 10.88 7.22 9.00 4.43
9.16 | 11.52 | 8.45 4.93 3.92 1259 | 10.50 | 14.16 | 6.43
5 G6P 8.60 @ 15.39 | 8.63 4.31 598 13.11 11.61 10.40  5.99
1042 12.87 @ 10.13 5.42 8.47 16.51 | 11.27 | 7.41 7.08
13.39 1442 18.21 8.75 6.15 17.37 | 11.70 | 7.47 7.88
6 F6P 12.60 17.99 20.52 8.91 9.99 17.88 | 10.33 | 9.02 7.09
13.21 13.64 29.86 9.57 1228 ¢ 2754 | 10.82 i 8.19 8.22
2.48 3.54 2.65 1.81 1.40 2.57 141 1.52 0.93
7 DHAP 2.28 4.24 2.20 1.33 2.82 2.63 1.26 1.08 0.89
3.91 5.56 3.77 1.91 3.81 4.51 1.21 1.09 0.95
8 GAP ND ND ND
2.59 3.25 2.85 2.38 1.92 2.71 1.61 1.46 1.33
9 R5P 2.34 3.85 2.84 1.91 3.34 2.66 141 1.39 1.28
3.53 4.96 3.02 2.57 3.75 4.10 1.43 1.38 1.33
3.47 392 | 557 5.05 3.08 5.10 3.00 236 @218
10 RUSP 3.15 5.52 5.73 3.23 9.09 5.29 2.31 2.17 2.43
4,22 5.74 5.24 5.42 11.92 7.95 1.40 2.38 2.10
2.53 2.49 2.18 1.265 1.52 2.62 1.35 1.33 1.56
11 E4P 1.73 1.11 2.40 1.56 1.42 2.50 1.44 1.38 1.30
1.88 1.80 2.65 1.99 1.66 2.84 1.46 1.52 1.63
29.71 | 35,96 | 215.1 @ 74.80 5.52 172.2 8.93 591 | 27.11
12 S7P 29.76 | 61.64 | 271.8 | 51.79 | 46.84 190.8 7.06 7.65 | 26.81
36.20 | 29.79 | 264.9 | 58.27 | 62.13 354.8 7.99 6.49 | 28.16
1785 2323 1464 2195 @ 23.71 : 1826 | 18.39 : 14.38 | 32.43
13 PEP 16.90  19.79 1387 2142 @ 2257 17.84 | 16.05 : 1594 | 32.53
15.46 20.72  23.37 2227 @ 2412 i 21.20 | 16.45 : 15.87 | 34.25
5.79 5.65 | 5.058 8.35 5.44 7.26 4.89 3.98 3.94
14 PYR 5.07 7.50 6.03 5.78 6.86 8.42 3.29 3.42 3.45
6.97 7.67 7.96 6.35 7.25 13.44 3.58 3.83 4.03
15 Xylu ND ND ND
3654 3115 2593 @ 2784 147.3 | 9135 | 28.37 | 21.67  21.90
16 Xilose 3084 4221 3391 2227 137.8 0 961.4 | 21.22 | 23.60  21.57
3722 3896 3468 @ 219.0 156.6 | 1461 | 23.38 | 22.54  22.60
17 Glicose ND ND ND
88.50 { 151.3 | 116.7 | 206.6 : 138.0 | 144.78 157.2 136.7 | 76.00
18 Glicerol 90.29 | 207.6 | 157.2 @ 159.7 | 134.6 152.2 | 108.7 : 115.5 | 80.30
99.67 | 170.5 | 166.5  145.7 | 1499 230.9 | 127.3 | 133.8 | 89.92
518.1 | 637.8  494.6 | 505.22 | 291.2 6128 2325 170.5  103.2
19 Xilitol 478.8 1 909.7 | 616.3 | 409.4 | 273.4 588.9 166.0 168.0  110.0
546.2 : 643.0 1 8035 374.1 I 316.3 901.8 186.8 180.0 1204

*ND: ndo detectado
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Tabela 8. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

passalidarum nos pontos de coleta (40h, 45h e 55h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracéo, sob condicdo microaerdbica.

40h 45h 55h
4 Metabolitos (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A B C A B C A B C
9.48 9.65 8.32 10,69 952 | 871 1448 1891 1232
1 ACCOA 9.08 8.98 7.60 9.88 9.82 829 1431 17.03  12.34
942 11012 7.30 9.85 1092 9.16 1523 16.96 : 1341
2 AKG ND ND ND
49.23  50.06  40.62 6252  53.64  49.33 61.30 A 50.68 : 53.59
3 L-MAL 47.12  47.02 @ 30.79 54.63 56.36 4584 57.94  48.33 | 51.02
45,52 1 50.76 @ 29.22 53.00  57.82  53.26 60.00 : 46.60 : 54.22
5.82 5.80 4,31 7.42 507 575 234 @ 096 | 2.09
4 Gly3P 5.44 5.37 2.94 5.91 589 497 205 @ 0.60 : 1.87
5.18 5.97 2.74 5.46 6.23 674 223 @ 0.20 @ 221
1258 17.23 . 9.60 16.00 1578 1654 6.36 @ 892 556
5 G6P 12.70 | 16.08 6.15 15,75 18.13 1579 | 5.88 8.34 6.16
11.37 | 16.86 6.85 13.44 2052 1 2158 7.39 1370 | 7.51
1821 2151 11.80 '@ 21.40 20.26 10.80 7.28 8.98 : 9.81
6 F6P 1764 20.39 @ 6.68 1964 1935 893 742 794 8.68
19.75 | 23.21 6.59 20.37 2556 12.77 852 1481 @ 10.75
1.87 351 1.05 4.02 3.11 0.95 1.45 1.04 0.55
7 DHAP 2.22 3.20 0.70 2.73 333 087 157 @ 0.71 @ 0.56
2.65 3.37 0.81 3.18 355 102 234 149 | 056
8 GAP ND ND ND
4.11 8.29 1.22 8.16 632 131 212 @ 209 | 1.16
9 R5P 6.35 6.97 1.12 5.26 8.04 142 @ 216 141 | 1.12
4.66 5.85 1.22 5.54 682 156 252 236 @ 112
8.78 14.15 7.91 14.33  10.37 | 5.08 5.29 3.76 2.60
10 RU5P 10.05 11.06 @ 5.68 1022 1388 474 489 @ 270 @247
8.08 | 10.20 . 5.09 953 1325 587 @ 613 3.76 @ 2.56
2.72 2.66 2.28 2.91 261 273 215 @ 178 | 229
11 E4P 2.64 2.66 2.13 2.55 275 241 206 @ 179 @ 226
2.55 2.58 2.33 2.50 266 @ 262 175 @ 179 @ 220
93.88 1241  86.64 @ 205.4 35.80  59.42  19.38 30.93  11.94
12 S7P 93.85 96.33  121.84  131.2  32.11  48.66 17.25  15.20 . 9.82
81.63 ' 146.5 186.6 108.7 A 25.60 : 101.5 19.63  14.64 @ 14.12
9.39 1169 1256 @ 1551 @ 12.21 : 13.62 20.38 : 18.68 | 19.67
13 PEP 9.29 8.02 6.61 12.82 1178 9.42  19.62 16.66 17.84
11.04 | 15.47 6.17 13.94 16.63 | 15,58 | 20.30 : 19.11 | 20.80
2.16 3.74 0.42 6.98 433 054 6.93 461 @ 217
14 PYR 3.33 2.06 0.29 4.84 437 042 6.12 @ 426 @214
2.90 3.58 0.22 5.20 482 050 791 @ 451 @ 3.36
15 Xylu ND ND ND
3266 2299 3341 2514 | 1082 | 1639 @ 51.50  27.77 A 54.56
16 Xilose 2621 1751 2620 1683 @ 1253 | 1260 @ 41.37 | 14.08 : 43.82
2266 | 2338 2441 1770 = 1490 | 1627 @ 48.46 : 17.99 | 59.43
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
428.6 1 248.3 287.6 591.6 H 181.7  402.4 129.6 A 57.48 | 220.0
19 Xilitol 364.0 201.0 167.1 346,5 228.0 296.2 106.4  44.42 @ 169.0
3229 2723 153.1 307.5  273.4  428.7 1149  46.28 A 215.6

*ND: ndo detectado
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A confirmacdo da identidade dos metabdlitos alvo produzidos pela
levedura S. passalidarum pode ser observada através da sobreposicdo dos
cromatogramas de MRM das amostras com seus respectivos padrbes em
ambas as condicbes de crescimento (Figuras 15 e 16). E possivel ainda
vizualizar um isdmero nao identificado, no canal de MRM selecionado para os
padrées G6P e F6P (Figura 16c).

AEROBICO
A
Glicerol
/ F S7P J
's L-MAL
rd
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 ]
1
i
B 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Xilose
Xylu Gly3P
™~ G e K
AKG
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 /
Cc Xilitol L AL
' 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 H DHAP L
GAP < PEP
N e
D
G6P
h F6P L Tempo
I t/ (min)
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 1200 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

v ris
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

|
E R5P PYR
S| RusP «
!H/
Il

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 15. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. passalidarum com as solugbes padrédo destes
compostos, nas condi¢cdes aerobica. A linha solida corresponde a solucdo
padréo e a linha pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) glicerol,
b) xilose, c) xilitol, d) glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), e)
ribose-5-fosfato (R5P) e ribulose-5-fosfato (Ru5P), f) sedoheptulose-7-fosfato
(S7P), g) glicerol-3-fosfato (Gly3P), h) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), i) acido
piravico (PYR), j) acido malico (L-MAL), k) acido alfa cetoglutarico (AKG) e 1)
fosfo(enol)piruvato (PEP).

67



MICROAEROBICO
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Figura 16. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. passalidarum com as solugbes padrédo destes
compostos, nas condicfes aerdbica. A linha sélida corresponde a solucéo
padrdo e a linha pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilose,
b) xilitol, c) glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato
(R5P) e ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-
3-fosfato (Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) acido piravico (PYR),
i) acido malico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP) e k) acetil co-enzima A
(ACCOA).

A levedura S. passalidarum apresentou alto rendimento de etanol (0.48
g.g1), sob condi¢cBes microaerdbicas, alto consumo de xilose e baixa producgéao
de xilitol (Figura 17).
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Figura 17. Graficos dos produtos da fermentacdo da xilose pela levedura
Spathaspora passalidarum (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as

condicBes de crescimento a) aerdbica e b) microaerdbica.

Acredita-se que o habitat natural desta espécie, o intestino médio de
besouros pascal, seja um ambiente com baixa demanda de oxigénio, desta
forma é esperado uma melhor evolucdo no consumo de acucares pela S.

passalidarum sob condicGes de oxigénio limitado?®.
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4.3.3 Quantificacdo dos metabdlitos intracelulares da levedura S.
arborariae por UHPLC-MS/MS

A linhagem Spathaspora contém varias espécies de leveduras
fermentadoras de xilose isoladas de madeira em decomposi¢do ou de insetos
que perfuram a madeira’®. A levedura S. arborariae é uma das espécies mais
recentes descobertas desta linhagem capaz de fermentar eficientemente xilose
a etanol®®. Um total de 13 metabdlitos (xilitol, xilose, acido pirivico (PYR),
sedoheptulose-7-fosfato (S7P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P),
glicerol-3-fosfato (Gly3P), acido malico (L-MAL), fosfo (enol) piruvato (PEP),
acetil Co-enzima A (ACCOA), ribose-5-fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato (Ru5P)
e dihidroxi acetona (DHAP)) foram quantificados nas amostras de S. arborariae
em ambas as condi¢des de crescimento (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

arborariae nos pontos de coleta (17h, 22h e 26h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C) sob condicao aerébica.

17h 22h 26h
4 Metabélitos i) e el
A B C A B C A B C
14,20  18.40 20.81 15.97 22.61 2251 : 36.20 29.77 i 24.19
1 ACCOA 1483  15.60 16.03  16.59  19.07  17.54 ' 28.25 28.22 : 21.95
15.20  17.16 19.33 18.58  19.45 19.61 ' 28.73  27.75 : 25.37
2 AKG ND ND ND
57.10  79.00 : 67.07  59.52 9855 75.23  48.80 27.25 77.43
3 L-MAL 57.54 - 49,12 : 56.00 : 74.96 . 56,50 | 37.08 . 29.34 | 64.15
51.00  66.70 : 76.37 . 79.33  74.20 . 57.44 @ 3453 - -
6.02 723 501 715 1760 7.14 794 176 @ 8.75
4 Gly3P 5.83 539 409 748 1532 5.38 6.05 @ 1.70 @ 7.30
5.81 555 516 @ 8.11 1552 5.63 576 @ 1.65  10.62
2.49 375 217 : 521 1842 265 1382 463 1378
5 G6P 2.68 292 202 494 13.09 2.07 9.68 @ 446 @ 15.82
3.70 465 | 206 : 6.13 1480 2.80 897 488 17.45
4.40 571 391 694 1417 391  10.70 5.00 @ 22.69
6 FeP 4.45 447 | 3.09 : 713 10.74 . 3.67 775 477 1455
4,25 507 376 @ 9.23 1185 3.68 6.54 @ 471 @ 23.27
1.43 182 088 182 : 255 0.91 158 135 @ 6.49
7 DHAP 1.36 161 104 @ 183 : 2.70 0.89 153 128 471
1.54 1.71 090 : 2.05 : 3.35 0.87 146 @ 117 @ 5.21
8 GAP ND ND ND
2.86 313 . 171 : 287 @ 3.74 1.78 274 . 234 @558
9 R5P 2.53 256 @ 167 @ 3.00 3.52 1.76 248 224 490
2.75 306 : 166 : 3.30 . 3.78 1.77 200 : 204 @ 9.56
1545 24,08 25.71 21.50 19.33  40.80 : 13.48 3.51 : 22.28
10 RU5P 15.00  19.38 30.00 21.87  18.20 28.06 : 11.31  3.11 : 21.21
15.19  19.81 34.23 22.37 1891 3531 : 10.71 3.38 : 28.76
11 E4P ND ND ND
33.03 39.10: 8.76 3246 61.18 19.64 @ 38.82 13.11 90.72
12 S7P 25.90 - 446 32713932 7.24 | 26.66  14.32  60.38
30.15  34.61 : 14.21  46.82 43.21 @ 11.92  19.75 - -
588 17.02  11.38 16.41 2453 1641 4231 35.39 21.31
13 PEP 12.82 14.44 - 18.92 23.66 @ 12.82 : 33.20 34.04 : 16.27
11.03 1285 9.65  20.16  20.29  12.21 : 33.00 31.78 : 19.60
0.6348 : 300 . 209 : 1.01 | 525 2.54 283 | 238 @ 5.16
14 PYR 0.6265 : 2.15 | 2.07 | 0.87 | 4.26 2.11 1.71 220 @ 4.03
0.6319 : 3.16 . 228 : 192 @452 2.33 153 197 @ 4.63
15 Xylu ND ND ND
5974 | 4456 @ 436.0 | 3412 | 719.4  506.08 : 268.9 : 345.7 | 2129
16 Xilose 5171 : 3357  414.0 . 3244 | 550.6 : 306.11 : 207.6 : 329.6 | 1585
4700 « 3735 416.4 4068  600.9 394.61 : 196.5 295.6 : 2474
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
832.4 1188 : 584.2 1104 2461 @ 991.0 @ 1436 : 3205 @ 1216
19 Xilitol 688.9 894.0 : 605.4 1087 @ 1872 @ 436.8 8129 3170  905.2
725.3  936.3 : 6255 1229 1918 @ 588.6 : 765.4 3136 : 1500

*ND: ndo detectado
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Tabela 10. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares das réplicas da levedura S.

arborariae nos pontos de coleta (27h, 32h e 41h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C), sob condi¢cdo microaerébica.

27h 32h 41h
y | Metabolitos (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A B C A B C A B C
6.95 10.72 8.01 6.61 10.75 8.30 5.24 9.96 9.33
1 ACCOA 5.73 10.21 7.79 6.28 10.58 8.17 5.21 9.89 8.86
6.04 10.79 8.05 6.95 10.87 8.65 5.34 1 10.11 9.21
2 AKG ND ND ND
8.22 8.98 8.06 1556 : 19.80 : 14.32 | 4.95 7.51 13.38
3 L-MAL 6.73 7.54 7.76 11.39 : 12.70 : 12.95 | 5.59 7.85 11.74
11.38 : 11.07 @ 12.70  19.15  20.93 1492 : 7.04  11.20 15.67
2.17 1.93 1.74 2.78 3.01 2.17 1.18 1.55 3.95
4 Gly3P 1.74 1.63 1.61 2.07 2.12 1.92 1.40 1.70 3.43
2.38 2.09 2.23 2.98 3.02 2.46 1.51 2.18 4.00
1.23 11.82 2.26 1.08 5.46 4.28 3.38 6.87 12.55
5 G6P 1.54 9.09 2.91 2.57 5.50 4.17 2.88 8.55 12.00
2.01 11.45 5.21 4.25 8.57 5.30 4.85  11.46 13.08
4.79 8.65 4.82 4.10 6.87 4.60 3.66 5.31 9.45
6 F6P 5.49 7.59 4.42 3.87 5.38 4.42 3.57 6.92 9.27
7.35 9.46 5.31 5.86 7.71 6.90 4.79 8.29 11.11
7 DHAP 1.69 1.32 0.39 0.53 1.51 0.61 1.03 1.77 1.62
8 GAP ND ND ND
1.70 2.81 1.87 1.03 2.11 1.85 1.07 1.80 3.81
9 R5P 1.60 2.32 1.42 0.75 2.17 1.85 0.93 1.91 3.88
1.53 3.09 1.86 1.94 3.64 1.99 1.09 2.49 3.32
4.04 5.59 3.65 5.81 11.00 7.96 3.61 4.38 11.11
10 RU5SP 3.48 4.68 3.55 4.91 8.00 7.09 3.80 4.90 10.14
4.44 5.95 4.35 7.73 11.98 8.89 4.53 6.19 11.81
11 E4P ND ND ND
12.32 1 22.80 : 10.82  13.71 2261 14.74 : 7.35 9.43 23.93
12 S7P 12.13 : 18.62 @ 10.44 1290 1596  13.07 : 7.06 @ 11.25 20.74
19.21 : 24.47 @ 17.06  21.25  23.07 1890 : 9.59 @ 15.19 26.52
3.24 4.12 3.19 4.84 6.55 3.65 2.09 4.80 6.27
13 PEP 4.16 3.60 2.71 3.57 4.54 3.51 1.40 6.80 541
2.52 5.44 3.00 4.36 5.94 5.42 2.84 6.58 7.56
2.13 1.50 0.54 1.81 2.10 0.51 1.35 1.17 1.36
14 PYR 1.73 1.33 0.32 1.28 1.80 0.57 1.79 1.40 1.01
1.42 1.60 0.42 1.86 2.28 0.58 1.16 1.39 1.05
15 Xylu ND ND ND
- 6153 3944 - 5929 4791 - 2609 3166
16 Xilose - 5332 3508 - 5453 4709 - 3589 2375
- 7743 4465 - 4628 5186 - 3546 3019
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
- 436.3 | 353.9 - 524.4 « 377.7 - 618.2 871.5
19 Xilitol - 354.0 3254 - 352.2  361.5 - 757.9 705.2
- 451.3 | 491.3 - 454.4 | 465.3 - 975.2 902.2

*ND: ndo detectado
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As Figuras 18 e 19 mostram um baixo efeito de matriz através da
sobreposicao significativa dos cromatogramas de MRM dos metabdlitos
identificados nas amostras da levedura S. arborariae com as solucdes padrao
destes compostos, nas condi¢cdes aerdbica e microaerdbica, respectivamente.
Além disso, outro isémero, diferente dos padrbes, foi detectado no canal de
MRM dos metabdlitos R5P e Ru5P (Figura 18d).
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Figura 18. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. arborariae com as soluc¢des padréo destes compostos,
nas condicOes aerdbica. A linha solida corresponde a solu¢édo padrdo e a linha
pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilitol, b) xilose, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e
ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato
(Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) acido piravico (PYR), i) acido
malico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP), k) acetil Co-enzima A (ACCOA).
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MICROAEROBICO
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Figura 19. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura S. arborariae com as solucdes padréo destes compostos,
nas condicfes microaerodbica. A linha sélida corresponde a solucdo padréao e a
linha pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilitol, b) xilose, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6- fosfato (F6P), d) ribulose-5-fosfato (Ru5P),
e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato (Gly3P), g) acido piravico
(PYR), h) acido malico (L-MAL), i) fosfo(enol)piruvato (PEP), j) acetil Co-enzima
A (ACCOA).

A levedura S. arborariae obteve baixos rendimentos na producédo de
etanol, 0.25 g.g* (aerébico) e 0.31 g.g* (microaerébico), quando comparado
com as outras duas espécies avaliadas (S. stipitis e S. passalidarum) (Figura
20).
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Figura 20. Graficos dos produtos da fermentacdo da xilose pela levedura
Spathaspora arborariae (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as condi¢des

de crescimento a) aerdbica e b) microaerobica.

4.3.4 Quantificacdo dos metabdlitos intracelulares da levedura C. tenuis
por UHPLC-MS/MS

A levedura Candida tenuis tém sido estudada na literatura devido sua
capacidade de converter xilose a etanol*>14, Um total de 10 metabdlitos foram
quantificados nas amostras de C. tenuis na condi¢cdo aerdbica e 9 metabdlitos
na condicdo microaerodbica (Tabelas 11 e 12).

Dentre estes, 8 metabdlitos (acetil Co-A (ACCOA), acido malico (L-MAL),
glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P),
sedoheptulose-7-fosfato (S7P), xilose e xilitol) foram quantificados em ambas
as condicbes. Os compostos dihidroxi acetona fosfato (DHAP) e
fosfo(enol)piruvato (PEP) foram quantificados apenas nas amostras obtidas
com livre demanda de oxigénio, ja os metabdlitos R5P e PYR n&o puderam ser
quantificados pois estavam abaixo do limite de quantificacdo. Para a condicéo

microaerdbica a ribulose-5-fosfato (Ru5P) foi o composto diferencial.
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Tabela 11. Concentragdo dos metabolitos intracelulares das réplicas da levedura C.

tenuis nos pontos de coleta (44h, 76h e 83h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e C), sob condicao aerdbica.

44h 76h 83h
y | Metabolitos (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A B C A B C A B C
15.67 | 15.06 : 16.61 | 1456 @ 14.22 : 14.39 @ 1598 : 16.63 | 14.90
1 ACCOA 14.85 | 1451 : 16.28 | 15.26  14.38 : 13.96 | 16.67 : 17.67 @ 15.44
14.80 | 15.19 : 15.86 | 15.36  14.24 : 13.93  15.63 : 17.40 @ 14.92
2 AKG ND ND ND
22.69 : 24.68 38.27 : 13.63 : 13.90 : 17.85 | 4462  41.79 @ 13.56
3 L-MAL 20.09 : 21.03  36.21 : 27.15 : 13.17 : 14.82 4555 @ 1541 @ 32.09
18.38 | 12.38 | 23.74 | 18.47 @ 26.36 : 10.91 4055 : 44.00 | 16.07
17.75 : 16.38 : 29.91 9.85 9.81 13.02 | 42.94 @ 37.00 7.67
4 Gly3P 1499 | 13.69 | 25.09 | 19.70 9.24 7.97 4448  21.31 @ 24.40
11.76 8.05 24.23 1 1190  17.64 6.40 35.75 : 39.29 | 24.45
4.68 4.37 4.71 2.48 1.75 1.51 4.64 4.44 1.31
5 G6P 3.45 3.73 5.07 3.27 1.85 1.89 5.16 2.69 1.69
4.38 3.27 5.19 3.46 1.80 1.44 5.41 5.79 1.71
5.82 5.17 5.95 3.84 3.30 3.06 4.94 5.07 3.03
6 F6P 4.85 4.64 5.69 4.22 3.17 3.28 5.54 3.99 2.93
5.26 4.69 5.55 4.22 3.11 2.95 5.68 6.62 3.02
2.00 2.15 2.07 1.90 1.95 - 2.00 1.99 2.22
7 DHAP 2.04 1.99 1.95 1.95 1.87 1.93 2.18 2.10 -
2.00 5.84 2.15 1.91 1.93 - 1.92 2.70 1.88
8 GAP ND ND ND
9 R5P <L0O <L00 <L00
10 RU5SP ND ND ND
11 E4P ND ND ND
14.19 | 15.57 @ 18.84 6.20 4.38 3.75 14.78 @ 16.19 3.17
12 S7P 9.85 12.44 @ 17.94 8.81 4.16 4.69 16.87 @ 15.60 4.37
1252 : 14.17 @ 18.67 8.21 4.68 3.22 16.13 | 21.31 4.45
4.94 4.48 3.02 2.52 2.64 2.41 4.49 3.12 2.29
13 PEP 2.87 3.60 4.40 4.54 2.42 2.21 5.63 5.94 2.79
3.46 3.76 3.45 2.92 1.94 1.99 5.75 6.09 2.82
14 PYR <LO0 <L00 <LO0
15 Xylu ND ND ND
3581 3952 4086 2189 2508 1921 2012 2153 2118
16 Xilose 3165 4110 3158 2071 1732 2864 2101 2113 2007
4050 3861 3696 1921 2185 1764 1639 2972 1984
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
3494 3351 3778 2501 2149 2154 6146 5491 2989
19 Xilitol 2716 3269 3173 3382 1675 2318 6081 4984 4385
2882 2417 3528 2591 2489 1633 5467 5071 4212

*ND: ndo detectado

76




Tabela 12. Concentragdo dos metabolitos intracelulares das réplicas da levedura C.

tenuis nos pontos de coleta (49h, 67h e 94h), durante a fase exponencial de

crescimento, e em triplicata de extracao (A, B e c), sob condicdo microaerdbica.

49h 67h 94h
y | Metabolitos (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
A B C A B C A B C
6.85 6.88 6.84 7.10 6.90 6.64 7.49 7.36 7.44
1 ACCOA 6.74 6.94 6.45 7.05 7.21 6.75 7.03 7.22 6.97
6.68 6.55 6.71 7.20 7.36 6.80 7.04 7.36 7.26
2 AKG ND ND ND
1.74 2.15 3.50 3.14 1.86 3.70 3.14 3.55 3.67
3 L-MAL 1.17 1.99 1.14 3.14 2.91 2.92 2.00 2.62 2.30
1.31 0.94 3.44 2.07 1.64 2.89 2.30 3.21 2.18
0.71 0.65 1.64 1.29 0.58 1.51 1.44 1.61 2.05
4 Gly3P 0.55 0.66 0.55 1.40 0.76 1.27 0.88 1.02 1.12
0.61 0.51 1.26 0.79 0.58 1.15 1.04 1.29 1.00
1.92 2.56 1.24 2.03 2.21 0.99 1.60 1.75 1.37
5 G6P 1.36 2.36 0.79 1.99 2.94 0.97 1.04 1.37 0.96
1.52 1.32 1.46 1.61 2.00 1.10 1.24 1.90 0.99
3.05 3.61 2.47 3.34 3.50 2.25 2.71 2.75 2.67
6 F6P 2.59 3.66 2.06 3.20 4.20 2.16 2.34 2.66 2.21
2.88 2.65 2.76 2.86 3.43 2.19 2.53 3.08 2.22
7 DHAP ND ND ND
8 GAP ND ND ND
9 R5P ND ND ND
3.30 2.33 2.79 2.75 2.39 2.48 2.46 2.47 3.78
10 RU5SP 3.40 2.84 2.26 3.09 1.86 4.91 2.55 2.58 2.62
2.35 1.75 3.29 2.93 2.57 4.42 2.29 2.20 2.53
11 E4P ND ND ND
4.25 5.18 3.31 5.01 3.99 2.34 3.04 2.95 2.62
12 S7P 3.05 4.62 1.50 4.31 5.14 2.04 1.94 2.16 1.46
3.50 2.34 4.09 3.21 3.49 2.23 1.80 3.03 1.398
13 PEP ND ND ND
14 PYR ND ND ND
15 Xylu ND ND ND
5416 4353 5369 4142 3431 3409 4084 3859 3584
16 Xilose 4468 5803 3124 5198 6432 3751 3633 3633 2869
5246 3371 5220 5447 3779 4387 4424 - 4143 2507
17 Glicose ND ND ND
18 Glicerol ND ND ND
370.3 630.9 508.7  798.4 684.0 5229 1671 1650 1134
19 Xilitol 2505 : 741.1  252.8 1027 1457  729.9 @ 1378 1339  810.8
293.2 1 310.7  440.7 916.0 : 712.3 808.1 1684 1526  773.5

*ND: ndo detectado
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O glicerol-3-fosfato (Gly3P) esta entre os metabdlitos mais concentrados
nas amostras analisadas sob condicdo aerdbica (Tabela 11). Esta é uma
caracteristica comum desta espécie ja relatado na literatura'*. O acumulo de
Gly3P sob condi¢des aerdbicas pode estar relacionado com a alta atividade da
enzima XR por esta levedura’®.

As Figuras 21 e 22 apresentam o0s cromatogramas de MRM dos
metabalitos identificados nas amostras da levedura C. tenuis com as solucdes
padrdo destes compostos, nas condicbes aerébica e microaerdbica,
respectivamente. Como os niveis de concentracdes de alguns dos metabdlitos
ficaram muito proximos dos limites de quantificacdo a qualidade dos picos

cromatograficos para estes compostos foi afetada.
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Figura 21. Cromatogramas de MRM dos metabolitos identificados nas
amostras da levedura C. tenuis com as solu¢des padrao destes compostos, na
condicdo aerodbica. A linha sdlida corresponde a solucdo padrdo e a linha
pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) sedoheptulose-7-fosfato
(S7P), e) glicerol-3-fosfato (Gly3P), f) dihidroxi acetona fosfato (DHAP), Q)
acido malico (L-MAL) e h) fosfo(enol)piruvato (PEP) e acetil co-enzima A
(ACCOA).
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MICROAEROBICO

A D G

Xilose L-MAL

Xylu I'e
S
300 2.00 .00 500 10.00 200 400 600 800 10.00 1200 Z00 T2.00 16,00 1800 20.00
B E H
Xilitol S7P ACCOA
Pd 'l
il
Tempo
200 2.00 5.00 B.00 70.00 200 400 600  BO0 1000 1200 1200 14.00 16.00 1800  20.00(Min)
C F
Gly3P
GeP
i F6P Il
P ~
S v

2.00 4.00 6.00 8.00 10,00 12.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 22. Cromatogramas de MRM dos metabdlitos identificados nas
amostras da levedura C. tenuis com as solucdes padréo destes compostos,
nas condicfes microaerdbica. A linha sélida corresponde a solucéo padréao e a
linha pontilhada os metabdlitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c)
glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e
ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato
(Gly3P), g) acido malico (L-MAL) e h) acetil co-enzima A (ACCOA).

Uma quantidade significativa de metabodlitos ndo foi detectado nas
amostras de C. tenuis, quando comparado com as outras espécies de
leveduras em estudo. Embora tenha sido proposto anteriormente que a
levedura C. tenuis é capaz de fermentar xilose, esta levedura apresentou as
menores taxas de consumo de xilose entre as leveduras avaliadas e néo foi
capaz de produzir etanol em nenhuma das condi¢cfes de crescimento testadas.
Em contrapartida, houve um acumulo de xilitol durante a fermentacdo com
oxigénio limitado (15.4 g.L!) (Figura 23). Provavelmente algumas mudancas
nos parametros da fermentacdo em relacdo a trabalhos anteriores podem ter
influenciado o metabolismo da C. tenuis. A baixa taxa de fluxo de ar durante a

fermentacdo microaerobica e o uso de meio mineral definido em vez de extrato
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de levedura por exemplo, podem estar relacionados com a néo detecgéo de
etanol neste experimento®:. Por esta razdo a andlise estatistica e metabdlica

dessa espécie de levedura nao foi realizada.
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Figura 23. Gréficos dos produtos da fermentacdo da xilose pela levedura
Candida tenuis (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as condi¢cbes de
crescimento a) aerdbica e b) microaerdbica.

Sendo assim, os dados da quantificacdo das outras trés leveduras
avaliadas foram submetidos a analise estatistica para a continuacdo do estudo

metabolémico dessas espécies.

4.4 Andlise estatistica dos dados obtidos na quantificacdo de amostras
de leveduras fermentadoras de xilose utilizando ANOVA

Um modelo matematico e biologicamente representativo foi construido
para a analise e interpretacdo dos dados obtidos, devido ao grande niamero de
dados gerados pelas analises metabolémicas, conforme apresentado no
desenho experimental (Figura 5).

Desta forma, era necessério avaliar diferencas significativas da extracéo

em relacdo as réplicas bioldgicas, avaliar a influéncia do tempo de crescimento
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da levedura e determinar se a abundancia relativa de cada metabdlito
identificado foi significativamente diferente entre as condi¢des de crescimento.

A andlise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas e abordagem
slipt-plot foi 0 modelo matematico escolhido para o tratamento dos dados
gerados através do software RStudio, cujo codigo de programacao foi
desenvolvido pelo colaborador Igor Ferreira Nascimento, aluno de doutorado
na area de estatistica da Universidade de Brasilia.

A partir do processo experimental desenvolvido (Figura 5) foi necessério
realizar as andlises estatisticas por medidas repetidas. Inicialmente, as
leveduras foram submetidas a dois tipos de tratamentos (aerdbico e
microaerdbico) - fator A, e em 3 diferentes tempos de fermentacdo durante a
fase de crescimento exponencial das leveduras - fator B. Ao final do processo
em triplicata para cada tratamento, foram obtidas 9 unidades.

As replicatas biolégicas sdo as whole-plots, e as variacdes nessas
unidades séo responsaveis por analisar o efeito do fator A. Cada whole-plot é
dividida em trés partes denominada split-plot, em que o tempo de coleta é
atribuida a cada uma. Neste caso, cada uma das 9 unidades teve a
concentracdo medida em cada unidade de tempo. Tais unidades sdo as
medidas repetidas, utilizadas para medir o erro do efeito do fator B e a

interacéo entre o efeito A e B (Figura 24).
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Figura 24. Esquema explicativo da andlise estatistica por ANOVA com

medidas repetidas e design split-plot.

Tendo em vista que cada unidade de tempo foi medida trés vezes, essas
trés medidas foram utilizadas para reduzir o erro operacional (extracdo). Assim
para analise estatistica foram utilizadas as médias das réplicas de medidas em
cada split-plot de tempo.

O modelo ANOVA estabeleceu um valor Unico representativo das
concentracfes de metabdlitos intracelulares, sendo o desvio padrao relativo
(RSD) o quociente do desvio padrdo pela média das concentracdes das

réplicas bioldgicas e técnicas.

4.4.1 Andlise e interpretacdo dos dados da quantificacdo da levedura S.

stipitis

As Tabelas 13 e 14 apresentam as meédias das concentracbes dos
metabdlitos quantificados nas réplicas biolégicas da levedura S. stipitis para
cada unidade de tempo sob condi¢do aerdbica (22, 26 e 29h) e microaerdbica
(20, 28 e 40h).
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Como o desvio padrao relativo (RSD) descreve a distribuicdo dos dados
em termos de média, o mesmo foi calculado em porcentagem. Assim quanto
menor o valor do desvio padrao relativo, mais homogéneos sédo os dados, ou
seja, menor a dispersdo em torno da média. De uma forma geral, valores de
RSD em experimentos biolégicos podem variar de acordo com o tipo de matriz
a ser analisada, sendo este valor dependente da quantidade de variaveis que
compde o processo’’ 78,

Os maiores valores de desvio padréo relativo (RSD) foram encontrados
para 0s experimentos realizados sob condicdo aerdbica (Tabela 13),
especificamente para os metabodlitos L-MAL (121.58%), AKG (64.7%), Gly3P
(81.0%) e S7P (51.77%).

Tabela 13. Concentracdo dos metabdlitos quantificados em amostras de S. stipitis
apos tratamento estatistico sob condigdo aerébica, nos trés tempos de coleta com os
respectivos desvios padréo relativo (RSD) para n=3.

Metabdlitos 22h 26N 29N

# (ng/mL) RSD (%) (ng/mL) | RSD (%) (ng/mL) RSD (%)
1 AKG 7.68 64.68 10.07 22.35 11.15 44.27
2 L-MAL 69.98 14.62 7161 71.53 28.35 73.01
3 Gly3P 13.16 27.75 8.35 81.00 3.44 121.58
4 G6P 5.72 2.93 5.33 64.98 3.66 50.16
5 F6P 9.44 17.14 6.06 45.16 411 44.43
6 DHAP 3.33 13.40 2.89 47.30 <LOQ -

7 R5P 2.97 48.49 2.95 70.17 1.51 57.49
8 Ru5P 9.82 42.23 7.96 66.45 5.25 71.64
9 S7P 40.32 37.31 29.84 51.77 16.18 65.37
10 PEP 9.09 14.06 7.64 33.94 6.49 15.10
11 PYR 8.28 31.98 8.93 33.95 8.85 54.72
12 Xilose 4322.00 47.85 1262.35 90.42 449.68 153.92
13 Xilitol 1307.99 19.46 654.53 58.93 360.76 71.34

Para a condicdo microaerobica os valores de desvio padrdo relativo do
segundo ponto de coleta durante a fase de crescimento exponencial ficaram
abaixo de 25% para todos os metabdlitos quantificados exceto para o xilitol,
gue apresentou um RSD de 35.8% (Tabela 14).
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Tabela 14. Concentracdo dos metabdlitos quantificados em amostras de S. stipitis
apos tratamento estatistico sob condicdo microaerébica, nos trés tempos de coleta

com os respectivos desvios padrao relativo (RSD) para n=3.

Metabdlitos 20h 28h 40h
# (ng/mL) RSD (%) (ng/mL) | RSD (%) (ng/mL) RSD (%)
1 L-MAL 18.10 22.82 28.09 10.25 11.64 77.66
2 Gly3P 3.94 19.04 441 22.45 1.29 122.48
3 G6P 3.53 42.21 6.61 17.85 5.35 5.61
4 F6P 6.11 38.63 8.50 9.53 3.37 90.80
5 DHAP 2.86 87.41 3.50 8.57 0.09 166.67
6 R5P 3.77 2.12 4.19 10.25 0.74 17.57
7 Ru5P 9.77 64.18 11.81 12.41 3.39 26.25
8 E4P 1.61 29.81 1.89 14.06 1.40 13.57
9 S7P 11.50 36.78 19.94 7.41 6.73 58.10
10 PEP 3.62 11.60 3.53 19.61 3.48 23.28
11 PYR 5.20 86.73 8.61 11.90 3.61 76.45
12 Xilose 4991.1 14.21 3389.29 24.82 910.15 171.74
13 Xilitol 225.05 31.09 221.58 35.85 129.80 58.21

A Tabela 15 apresenta o nivel de significancia do modelo ANOVA para
os fatores avaliados, condicdo de crescimento (A) e tempo de coleta (B), e a
interacdo entre eles (AB), sendo considerado significativo p-valores até 5%.

O fator B é significativo ao nivel de 5% em relacdo a variavel resposta
para praticamente todos os metabdlitos com excec¢éo para a ribose-5-fosfato e
a xilose que apresentaram significAncia ao nivel de 1%. Indicando assim que a
concentracdo destes metabdlitos pode ser explicada pelo fator tempo de coleta.

O fator A apresentou significAncia negativa para o0s metabdlitos
fosfo(enol)piruvato (5%) e xilitol (1%) indicando que a variavel concentracéo
diminui em experimentos com pouco ou henhum oxigénio para esta levedura.
Além disso, existe um efeito de interacdo ao nivel de 5% para estes

metabdlitos entre as variaveis condicdo de crescimento e tempo de coleta.
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Tabela 15. Nivel de significaAncia do modelo ANOVA para a levedura S. stipitis
indicando o efeito do p-valor para condicao de crescimento (Fator A), tempo de coleta

(Fator B) e interacdo entre os fatores A e B (IAB).

0 p-valores
4 Metabdlitos A B IAB
1 L-MAL
2 Gly3pP *
3 G6P
4 F6P *
5 DHAP *
6 R5P *%
7 Ru5P *
8 E4P
9 S7P *
10 PEP - * *
11 PYR
12 Xilose *%
13 Xilitol - * *

Cédigo de significancia 0 ***' 0.001 **' 0.01 *' 0.05'.'0.1''1

Os gréficos com os valores finais da concentracdo dos metabdlitos
intracelulares das amostras resultantes da fermentacédo da levedura S. stipitis,
durante a fase exponencial de crescimento nas condi¢cdes de fermentacao:
aerdbica e microaerdbica obtidos através da ANOVA com medidas repetidas,
relacionam as 3 réplicas bioldgicas e os 3 diferentes tempos de coleta (Figura
25). Desta forma € possivel observar a diferenca significativa entre as
condicBes de crescimento e o efeito de interacdo entre as variaveis, condicao

de crescimento e tempo de coleta.
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Figura 25. Graficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da
levedura S. stipitis indicando a concentracdo final obtida no tratamento
estatistico da quantificacdo das amostras nas condi¢cdes microaerdbica (cinza

escuro) e aerodbica (cinza claro).

A partir, desta andlise pode-se concluir que ndo é possivel sintetizar os
diferentes estagios de crescimento desta levedura. Sendo necessério escolher
um uanico tempo de coleta para a analise metabolémica. Desta forma, o
segundo ponto da fase exponencial foi selecionado, por ser o ponto central de
crescimento da levedura onde, os compostos apresentam maior linearidade e
menores valores de dispersao dos dados (RSD < 25%), para a maior parte dos
metabdlitos intracelulares medidos.

A via simplificada do metabolismo da xilose por leveduras é apresentada
na Figura 26. As concentracfes resultantes da quantificacdo dos metabdlitos
das amostras da levedura S. stipitis no segundo ponto da fase exponencial de
crescimento foram plotados em funcdo das condigcbes de crescimento

avaliadas.
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O metabolismo da xilose pela S. stipitis ocorre pela via oxidoredutiva em
duas etapas comum a leveduras fermentadoras de xilose, a xilose redutase
(XR) e a xilitol desidrogenase (XDH)’l. No entanto, esta espécie é um dos
poucos tipos de levedura que possuem cofatores XR especificos para NADPH
e NADH, o que fornece a capacidade de excretar menos xilitol durante a
fermentacao da xilose, principalmente sob condicdo microaerdbica (Figura 26).
Embora o fluxo glicolitico ndo tenha sido diretamente afetado pelos niveis de
oxigénio, o metabdlito L-MAL aumentou cerca de 2.5 vezes quando as células
foram submetidas a condi¢cdo aerdbica, indicando que sob esta condi¢cdo o

fluxo ¢é direcionado para o ciclo do acido tricarboxilico (TCA).
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Figura 26. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose

a etanol por levedura e concentracdes de 13 metabdlitos da levedura S. stipitis
em condigcbes aerdbicas (AO) e oxigénio limitado (OL). Vias metabdlicas

destacadas: assimilacdo de xilose oxidoredutiva (azul), via da pentose fosfato

(verde), glicdlise (vermelha) e ciclo do &cido tricarboxilico (roxo). As caixas

pontilhadas indicam qual destes metabdlitos sdo detectados pelo método HILIC

e as caixas solidas indicam as detectadas pelo método IPC.

Conforme ja indicado na analise por ANOVA existem indicios estatisticos

de que o nivel de oxigénio influencia na concentracdo dos metabdlitos. Desta
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forma, foi necessario selecionar uma Unica condicdo de crescimento para a
analise metabolomica.

Os dados obtidos para a condicdo de crescimento microaerdbica no
segundo ponto de coleta apresentaram menores valores de desvio padréo
relativo quando comparados com a condi¢cdo aerobica (Tabelas 13 e 14). Além
disso, os dados apresentados anteriormente (secdo 4.3.1) mostraram que a
regulacdo no nivel de oxigénio é um fator fundamental para bons rendimentos
na producdo de etanol para a levedura S. stipitis. Tendo esta espécie
apresentado maior rendimento de etanol (0.45 g.g?!) sob condicdes
microaerdbicas (Figura 14). Assim, esta foi a condicdo selecionada para a

continuacao do estudo da metabolémica desta levedura.

4.4.2 Andlise e interpretacdo dos dados da quantificacdo da levedura S.

passalidarum

As concentragdes obtidas na quantificacdo das amostras das leveduras
S. passalidarum estdo apresentadas como uma média das réplicas biologicas
com os respectivos valores de RSD, nas duas condi¢cdes de crescimento e
seus respectivos tempos de coleta (Tabelas 15 e 16). O metabdlito S7P
apresentou os maiores valores de RSD sob condicéo aerdbica nos trés tempos
de fermentacdo analisados (9, 13 e 21 h). Os metabdlitos G6P, F6P, xilitol
(13h) e PEP (21h) obtiveram coeficientes de variacdo acima de 40%, os outros

metabdlitos alcancaram RSD em torno de 30% ou menos (Tabela 16).
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Tabela 16. Concentragdo dos metabolitos quantificados em amostras de S.

passalidarum apG@s tratamento estatistico sob condicdo aerdbica, nos trés tempos de

coleta com os respectivos desvios padrao relativo (RSD) para n=3.

Metabdlitos 0%h 13h 21h
# (ng/mL) RSD (%) | (ug/mL) | RSD (%) | (ug/mL) RSD (%)
1 AKG - - 3.65 34.08 10.56 23.74
2 L-MAL 48.89 27.65 86.89 1.70 74.71 5.24
3 Gly3P 7.58 18.79 6.40 36.40 6.64 34.08
4 G6P 10.57 22.06 8.36 59.56 9.43 27.02
5 F6P 17.10 30.00 13.27 49.99 8.97 19.32
6 DHAP 3.40 26.64 2.59 31.32 1.15 17.59
7 R5P 3.25 20.66 2.86 17.57 1.40 5.72
8 Ru5P 4.73 21.01 6.24 27.77 2.26 1.53
9 E4P 2.09 14.70 1.93 32.35 1.44 3.61
10 S7P 108.32 113.86 118.54 88.24 14.02 82.57
11 PEP 18.43 13.34 21.47 10.24 21.81 44.84
12 PYR 6.42 7.75 7.73 22.16 3.83 2.25
13 Xilose 3460.70 8.60 499.80 106.50 22.99 5.22
14 Glicerol 138.71 30.58 162.49 11.65 113.95 24.25
15 Xilitol 627.57 17.25 474.78 43.70 159.75 27.21

O experimento sob condicdbes microaerébicas apresentou baixa

dispersdo dos dados, principalmente no segundo ponto de coleta (45h de

fermentacao), onde a maior parte dos mebdlitos intracelulares obtiveram RSD
abaixo de 10%. Com excecdo para os metabodlitos G6P (13.10%) e PYR
(16.24%) (Tabela 17).
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Tabela 17. Concentragdo dos metabolitos quantificados em amostras de S.

passalidarum apds tratamento estatistico sob condicdo microaerobica, nos trés tempos

de coleta com os respectivos desvios padréo relativo (RSD) para n=3.

Metabdlitos 40h 45h 55h
# (ug/mL) RSD (%) | (ug/mL) | RSD (%) | (ug/mL) | RSD (%)
1 ACCOA 9.45 1.90 10.12 0.37 16.15 12.94
2 L-MAL 48.29 2.90 56.33 0.97 54.15 14.63
3 Gly3P 5.6 2.86 6.00 6.29 1.40 82.14
4 G6P 14.39 23.00 16.60 13.10 8.43 31.67
5 F6P 20.12 11.13 21.10 4.21 9.16 21.83
6 DHAP 2.80 27.86 3.33 0.40 1.44 34.72
7 R5P 6.04 23.34 6.69 7.79 2.11 10.43
8 Ru5P 10.39 19.25 11.93 6.75 4.43 32.51
9 E4P 2.64 0.11 2.66 0.59 1.89 7.41
10 S7P 106.05 21.69 140.06 8.46 24.96 35.18
11 PEP 10.82 11.92 13.82 2.82 19.13 7.21
12 PYR 2.96 7.77 5.09 16.24 5.72 31.12
13 Xilose 2424.01 17.17 1632.66 30.92 33.53 57.29
14 Xilitol 306.18 30.33 321.48 41.24 83.18 57.44

A Tabela 18 apresenta os niveis de significancia do modelo ANOVA para

0S p-valores obtidos na analise na levedura S. passalidarum. O fator A

(microaerdbico) apresentou niveis de significancia negativos para o0s
metabdlitos L-MAL (1%), PEP (5%) e Gly3P (5%) (Tabela 18), indicando que os

valores da concentracdo diminuem sob efeito desta variavel. O contrario ocorre

para os compostos R5P e Ru5P em que a condicdo de crescimento sem

oxigénio tem um efeito positivo na concentracdo ao nivel de significancia de

1%.

O fator B mostrou ter efeito significativo sob a variavel resposta, com

nivel de significAncia abaixo de 5%, para a maior parte dos metabdlitos

analisados (Tabela 18). A concentracdo dos metabolitos Gly3P e G6P né&o

puderam ser explicados por este fator.
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Tabela 18. Nivel de significAncia do modelo ANOVA para a levedura S. passalidarum
indicando o efeito do p-valor para condi¢cao de crescimento (Fator A), tempo de coleta

(Fator B) e interacao entre os fatores A e B (IAB).

# Metabolitos A D-Valorez -
1 L-MAL - *%

2 Gly3pP -

3 G6P

4 F6P *

S DHAP %

6 RSP ++ *kk *
7 Ru5P ++ **

8 E4P ok

9 S7P "
10 PEP - "
11 PYR * "
12 Xilose Tdk *
13 Xilitol ok -

Cadigo de significancia 0 *** 0.001 **' 0.01 * 0.05'.'0.1"'"'1

A Figura 27 apresenta os graficos com os valores finais da concentragéo
dos metabdlitos intracelulares das amostras resultantes da fermentacdo da
levedura S. passalidarum. E possivel observar as diferencas entre as variaves
tempo de coleta principalmente para os compostos S7P, F6P, G6P que vao

diminuindo ao longo do tempo.
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Figura 27. Graficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da
levedura S. passalidarum indicando a concentracéo final obtida no tratamento
estatistico da quantificacdo das amostras nas condicdes microaerdbica (cinza

escuro) e aerdbica (cinza claro).

A analise estatistica das amostras da levedura S. passalidarum também
apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao tempo de
crescimento da levedura e a condicdo de crescimento. Desta forma, o segundo
ponto de coleta e a condigcdo microaerébica foram selecionados para a analise
metabolomica. O desvio padrao relativo dos metabdlitos coletados nestas
condicdes ficou abaixo de 16%. Além disso, a levedura S. passalidarum obteve
alto rendimento de etanol (0.48 g.g'), sob condicGes microaerdbicas (Figura
17).

A enzima XR nesta levedura tem uma preferéncia por NADH e a enzima
XDH é dependente de NAD®. Portanto, o NAD" exigido pela XDH pode ser
satisfeito pela reoxidacdo do NADH pela XR da S. passalidarum (Figura 28),
sem necessidade de oxigénio extra®.

A levedura S. passalidarum apresentou maiores valores de

concentracdo no segundo ponto de coleta para os metabolitos S7P, G6P e F6P
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sob condi¢cdo microaerdbica, indicando que o fluxo do metabolismo da xilose

nesta levedura € direcionado para as vias PPP e glicolise (Figura 28).
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Figura 28. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose
a etanol por levedura e concentracbes de 14 metabdlitos da levedura S.
passalidarum em condigbes aerdbicas (AO) e oxigénio limitado (OL). Vias
metabdlicas destacadas: assimilacdo de xilose oxidoredutiva (azul), via da
pentose fosfato (verde), glicolise (vermelha) e ciclo do &cido tricarboxilico
(roxo). As caixas pontilhadas indicam qual destes metabolitos sdo detectados

pelo método HILIC e as caixas soélidas indicam as detectadas pelo método IPC.
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4.4.3 Andlise e interpretacdo dos dados da quantificacdo da levedura S.

arborariae

Os dados de quantificagcdo tratados por ANOVA da levedura S.

arborariae apresentaram coeficiente de correlacdo préximos ou acima de 50%

principalmente para o terceiro ponto da fase exponencial de crescimento, com

excecdo para ACCOA e PEP (Tabelas 19 e 20). Este ponto € muito préximo a

fase estacionaria, onde a variagdo na quantidade da fonte de carbono

disponivel é maior. Possivelmente ocasionando maiores diferencas nas

concentracdes intracelulares das réplicas bioldgicas.

Tabela 19. Concentracdo dos metabolitos quantificados em amostras de S. arborariae

apos tratamento estatistico sob condigdo aerdbica, nos trés tempos de coleta com os

respectivos desvios padréo relativo (RSD) para n=3.

Metabdlitos L7h 22h 26h
# (ng/mL) RSD (%) (ug/mL) | RSD (%) | (ug/mL) | RSD (%)
1 ACCOA 16.84 11.90 19.10 9.44 27.83 13.18
2 L-MAL 63.59 14.39 69.69 16.20 45.96 48.30
3 Gly3P 5.57 12.69 9.93 54.84 5.72 64.14
4 G6P 2.94 28.58 7.79 87.01 10.39 53.19
5 F6P 4.35 17.15 7.93 53.58 11.11 72.41
6 DHAP 1.37 28.19 1.89 52.48 2.75 85.57
7 RSP 2.44 27.28 2.84 34.35 3.77 67.04
8 Ru5P 22.10 33.67 25.16 33.53 13.09 79.71
9 S7P 25.63 56.57 32.45 56.70 38.79 83.85
10 PEP 11.73 22.56 18.38 24.54 29.66 31.21
11 PYR 1.85 59.55 2.76 63.23 2.94 49.12
12 Xilose 3184.5 78.42 1533.7 115.50 870.4 118.82
13 Xilitol 786.8 25.84 1299.0 55.37 1794.4 66.67

A Tabela 20 apresenta os dados do experimento sob condi¢des

microaerdbica. Para o segundo ponto de coleta (32h) obteve-se 3 metabdlitos
medidos com RSD > 30% (G6P, R5P e PYR). Em contrapartida, o primeiro

(27h) e o terceiro ponto (41h) obtiveram 4 e 8 metabolitos medidos,

respectivamente, com RSD > 30%.
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Tabela 20. Concentracdo dos metabolitos quantificados em amostras de S. arborariae

apos tratamento estatistico sob condicdo microaerdbica, nos trés tempos de coleta

com os respectivos desvios padrao relativo (RSD) para n=3.

27h | 32h 41h

4 | Metabolitos | iy | RsD (%) | (ugimL) | RSD (%) | (ugimL) '?(%’

1 ACCOA 8.26 26.39 8.58 24.13 8.13 154.00
2 L-MAL 9.16 3.03 15.74 12.20 9.43 41.36
3 Gly3p 1.05 6.67 250 11.20 232 55.60
4 G6P 5.28 92.05 459 4227 8.40 52.86
5 F6p 6.43 29.86 5.55 18.56 6.93 42.86
6 DHAP 1.13 59.29 <L00 : 1.48 26.35
7 R5P 2.02 30.69 1.03 36.27 226 58.85
8 RUSP 441 19.50 8.15 25.77 8.15 25.77
9 S7p 16.43 29.64 17.39 15.70 14.56 56.18
10 PEP 355 21.13 473 17.34 4.86 4918
11 PYR 1.22 56.56 1.42 54.03 1.30 11.54
12 Xilose 5000.86 | 29.07 | 511646 610 305126 & 9.15

13 Xilitol 402.06 417 42262 706 305126 | 915

LOQ = limite de quantificagédo

Os metabdlitos ACCOA, Gly3P, Ru5P, S7P e PEP apresentaram um

efeito negativo com nivel de significancia abaixo de 5%, em relacdo ao fator A

(microaerobico) (Tabela 21).

Diferentemente das outras duas espécies de leveduras analisadas

anteriormente o efeito do fator tempo de coleta (Fator B) ndo foi significativo

para a maior parte dos metabdlitos. No entanto, o segundo ponto de coleta foi

selecionado para a analise metabolbmica, pois apresentou uma maior

quantidade de metabdlitos com RSD < 30% quando comparado aos outros dois

pontos de coleta (Tabela 20).
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Tabela 21. Nivel de significancia do modelo ANOVA para a levedura S. arborariae
indicando o efeito do p-valor para condi¢cao de crescimento (Fator A), tempo de coleta

(Fator B) e interacao entre os fatores A e B (IAB).

p-valores
A B IAB

Metabdlitos

ACCOA _— *%* *%
L-MAL
Gly3P _—

G6P
F6P
DHAP
R5P

Ru5P - * *

© 00 NO OO~ WINPT

S7P _—
PEP ** **

=
o

11 PYR
12 Xilose
13 Xilitol
Cédigo de significancia 0 ***' 0.001 **' 0.01 *' 0.05'.'0.1''1

A Figura 29 apresenta os graficos com os valores finais da concentragéo
obtidas por ANOVA das amostras resultantes da fermentacdo da levedura S.
arborariae, relacionando as 3 réplicas bioldgicas e os 3 diferentes tempos de
coleta, nas duas condicbes de crescimento: aerGbica e microaerdbica. Os
metabdlitos S7P, Ru5P, PEP, L-MAL e ACCOA apresentaram as maiores
concentracdes principalmente sob condicao aerdbica

Em geral, todos o0s metabdlitos quantificados em condicdes
microaerdbicas foram detectados em concentracdo mais baixa quando
comparados com a condicdo aerbbica (Figura 29). A levedura S. arborariae
produziu duas vezes mais biomassa sob condi¢des aerébicas (0.31 g.g-1) do
que sob oxigénio limitado (0.15 g.g-1) (Figura 20). Esta diferenca nas
concentracbes para as condicdes de crescimento analisadas pode estar

relacionada com o rendimento da biomassa.
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Figura 29. Graficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da
levedura S. arborariae indicando a concentracdo final obtida no tratamento
estatistico da quantificacdo das amostras nas condi¢cdes microaerdbica (cinza

escuro) e aerdbica (cinza claro).

Os metabdlitos L-MAL e ACCOA apresentaram valores de concentracao
4.5 e 2.4 vezes maiores para a condicdo aerobica, respectivamente (Tabelas
19 e 20), confirmando uma maior atividade no ciclo TCA sob esta condigéo
(Figura 30).

Trés metabdlitos da via PPP (ribose-5-fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato
(RU5P) e sedoptulose-7-fosfato (S7P)), foram quantificados nas amostras de S.
arborariae, sendo o S7P o metabdlito mais abundante em ambas as condi¢des
de crescimento (Figura 30). O excesso de S7P em S. arborariae pode ser
atribuido a atividade insuficiente de enzimas PPP, como ocorre na levedura S.
cerevisiae nativa®l. A superexpressdo de genes de PPP ndo oxidativos em S.
cerevisiae mostrou melhorar a conversdo de xilose a etanol®”. Além disso, a
presenca da glicose-6-fosfato (G6P) e a frutose-6-fosfato (F6P) pode indicar a

necessidade de regeneracdo do cofator NADPH na via PPP n&o oxidativo®?.
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Figura 30. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose
a etanol por levedura e concentracfes de 13 metabdlitos da levedura S.
arborariae em condicbes aerobicas (AO) e oxigénio limitado (OL). Vias
metabodlicas destacadas: assimilacdo de xilose oxidoredutiva (azul), via da
pentose fosfato (verde), glicélise (vermelha) e ciclo do acido tricarboxilico
(roxo). As caixas pontilhadas indicam qual destes metabolitos sdo detectados

pelo método HILIC e as caixas solidas indicam as detectadas pelo método IPC.

A andlise por ANOVA reduziu todas as réplicas de cada uma das trés

espécies de leveduras avaliadas para um valor Unico de concentragdo
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representativo do estado celular. Desta forma, para a andlise metabolémica
decidiu-se utilizar apenas o segundo ponto de coleta durante a fase
exponencial de crescimento da levedura sob condicdo microaerdbica.

Os dados obtidos na analise estatistica foram validados através da
analise de fluxo metabdlico (MFA) e utilizados para a construgéo da distribuicéo

do fluxo intracelular das espécies em estudo.

45 Anadlise de fluxo metabdlico (MFA) para leveduras fermentadoras de

xilose

A analise de fluxo metabdlico (MFA) foi realizada através do software
OptFlux, uma plataforma de codigo aberto que permite a visualizagéo in silico
da distribuicdo de fluxos de carbono em uma rede metabdlica®’.

A partir dos dados obtidos construiu-se um modelo metabdlico baseado
em 39 equacbes estequiométricas e no balanco de massa (material
suplementar 04 e 05 anexo C). Nove dessas reacdes correspondem ao
consumo de xilose, biomassa e formacgédo de produtos extracelulares (etanol,
COg, xilitol, acetato, glicerol, &cido succinico e piruvato). Para solucionar esse
sistema de equacdes utilizou-se um modelo de otimizacdo que utiliza a
ferramenta mateméatica de programacdo linear. Para isso foi necessario
direcionar a otimizacéo definindo uma fungéo objetivo e impondo restricées ao
sistema como: inclusdo de parametros experimentais, imposicdo de taxas
positivas para os produtos do metabolismo, de fluxos maior ou igual a zero
para as reacOes irreversiveis e de pseudo-estado estacionario para 0s
metabdlitos intracelulares?.

Em seguida as concentragfes dos metabdlitos intracelulares do ponto
central da curva de crescimento exponencial na condigdo microaerébica foram
adicionados ao modelo estequiométrico a fim de serem validados.

Desta forma os metabolitos quantificados pelo método de UHPLC-
MS/MS, xilose e xilitol, ndo foram incluidos no modelo. Os metabolitos
validados foram utilizados para a construcdo do fluxo metabdlicos das
leveduras fermentadoras de xilose. No entanto, € necesséario validar
inicialmente os dados obtidos na analise estatistica, e entdo as distribuicbes do

fluxo intracelular sédo simuladas adicionando-se a concentracdo dos metabdlitos
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intracelulares com seus respectivos tempos de fermentagdo, assim a
distribuicdo de fluxo experimental foi comparada com os valores tedricos.

Como solucédo para esse modelo de otimizacdo obteve-se a distribuicdo
dos fluxos metabodlicos para as trés leveduras fermentadoras de xilose
analisadas, S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae. Esses fluxos
metabdlicos calculados foram transferidos para o mapa de fluxos construido

para serem melhor visualizados e utilizados para a MFA.

45.1 Validagdo dos metabdlitos intracelulares das leveduras
fermentadoras de xilose S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae
utilizando MFA

As amostras analisadas de S. stipitis e S. arborariae apresentaram 13
metabolitos quantificados sob condicdo microaerdbica. Destes, 10 metabdlitos
intracelulares foram utilizados para simulacao da distribuicdo do fluxo. J& para
a S. passalidarum, foram utilizados 11 metabdlitos quantificados (ACCOA,
DHAP, E4P, F6P, G6P, L-MAL, PEP, PYR, R5P, RU5P, S7P), resultando em
onze simulagdes de distribuicdo de fluxo. O teste de correlacdo de Pearson
(R?) foi usado para avaliar a consisténcia de cada fluxo medido com o
calculado (Figuras 31-33). Os valores de R? maiores que 0.90 e 0.95 foram
considerados satisfatorios para determinar a correlacdo entre os fluxos
medidos e calculados. Para a levedura S. stipitis, observou-se que oito de dez
metabolitos (80%) apresentaram R? > 0.90 entre os fluxos medidos e
calculados, sendo que os metabdlitos E4P, F6P, G6P, MAL e RU5P
apresentaram R? > 0.95 (Figura 31).
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Figura 31. Correlacdo (R?) entre fluxos calculados e medidos da levedura S.

stipitis cujo metabdlitos medidos sédo: DHAP (di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P)
eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-fosfato), G6P (glicose-6-fosfato), L-MAL
(acido malico), PEP (fosfo(enol)piruvato), PYR (piruvato), R5P (ribose-5-
fosfato), RUSP (ribulose-5-fosfato), S7P (sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X

apresenta o fluxo calculado e o eixo Y o fluxo medido em mmol/gCDW.h1,

Os metabdlitos produzidos pela levedura S. arborariae, obtiveram

valores de correlacdo R? > 0.90 para sete dos dez compostos quantificados (ou
seja, 70%) e destes 50% (ACCOA, F6P, G6P, MAL e RU5P), apresentaram R?

> 0.95 entre fluxos medidos e calculados (Figura 32).
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Figura 32. Correlacdo (R?) entre fluxos calculados e medidos da levedura S.
arborariae cujo metabdlitos medidos sdo: ACCOA (acetil co-enzima A), DHAP
(di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P) eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-fosfato),
G6P (glicose-6-fosfato), L-MAL (4cido malico), PEP (fosfo(enol)piruvato), PYR
R5P RU5P S7P

(sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X apresenta o fluxo calculado e o eixo Y o

(piruvato), (ribose-5-fosfato), (ribulose-5-fosfato),

fluxo medido em mmol/gCDW.h1,

A levedura S. passalidarum obteve a maior quantidade de metabdlitos
com correlacdo acima de 0.95 comparado com as outras duas leveduras
analisadas. Dentre os 11 metabdlitos quantificados, nove apresentaram R? >
0.90 e 54% dos metabdlitos (ACCOA, E4P, F6P, G6P, MAL e RUS5P)
apresentaram R2> 0.95 (Figura 33).
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Figura 33. Correlacdo (R?) entre fluxos calculados e medidos da levedura S.
passalidarum cujo metabdlitos medidos sdo: ACCOA (acetil co-enzima A),
DHAP (di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P) eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-
fosfato), @ G6P  (glicose-6-fosfato), L-MAL  (acido  malico), PEP
(fosfo(enol)piruvato), PYR (piruvato), R5P (ribose-5-fosfato), RU5SP (ribulose-5-
fosfato), S7P (sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X apresenta o fluxo calculado e
0 eixo Y o fluxo medido em mmol/gCDW.h,

Os metabolitos PEP e PYR obtiveram correlacdo inferior a 0.90 nos
fluxos medidos e calculados em todas as leveduras testadas (Figuras 31-33). O
piruvato participa de um ponto de ramificagdo em uma via metabdlica entre
uma fermentacdo respiratdria e alcodlica, o que pode explicar a baixa
correlacdo para este metabdlito.

Os metabolitos analisados nas espécies de leveduras fermentadoras de
xilose em estudo, com R? > 0.90 foram utilizados na distribuicdo do fluxo de

carbono do metabolismo da xilose por espécies de leveduras.
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4.5.2 Fluxo metabdlico das leveduras fermentadoras de xilose S. stipitis,

S. passalidarum e S. arborariae

A distribuicAo dos metabdlitos intracelulares no fluxo metabdlico
apresentou uma correlagdo acima de 90% entre os dados medidos e
calculados para as trés espécies de leveduras S. stipitis (Figura 34), S.
arborariae (Figura 35) e S. passalidarum (Figura 36).

Os fluxos calculados mostraram que a assimilagdo da xilose em S.
stipitis, S. arborariae e S. passalidarum é realizada pela enzima XR usando os
cofatores NADPH e NADH (R0O1 e R02)%%8, Como também visto em estudos
anteriores®'484, duas reacdes representam esta primeira etapa no modelo do
metabolismo da xilose.

A reagdo de reducao da xilose dependente de NADH mostrou maiores
taxas de fluxo para S. stipitis e S. passalidarum (R02 Figura 34 e 35). Desta
forma, a levedura S. arborariae produziu mais xilitol (Figura 20) do que as
outras espécies analisadas (Figura 14 e 17).

A levedura S. passalidarum possui duas enzimas XR e uma delas utiliza
preferencialmente  NADH como cofator®®. Embora seja observado
experimentalmente que a enzima XR das espécies S. stipitis e S. arborariae
usa preferencialmente o co-fator NADPH, a taxa de fluxo calculada foi maior
com reacfes que usam NADH. A diferenca entre as atividades enzimaticas e a
taxa de fluxo calculada pode ser explicada pelo fato destas determinacdes
ocorrerem em um ambiente controlado, ndo necessariamente in vivo. Um
resultado similar foi observado por Wahlbom et al. 2001, que avaliaram 0s
fluxos intracelulares utilizando espécies de Saccharomyces cerevisiae
modificadas??.

O mecanismo do metabolismo da xilose na levedura S. arborariae &
através da regeneracdo do cofator NADPH na via oxidativa das pentoses
fosfato (R10 Figura 35). Sua taxa de fluxo para o consumo da xilose é mais
lenta e a taxa de crescimento é menor quando comparada com as outras
leveduras em estudo (Figura 35). O baixo crescimento celular, diminui a
necessidade da utilizacdo de NADPH causando uma baixa regulacdo dos
fluxos através da via das pentoses fosfato (PPP)8. A primeira etapa de

conversdo da xilose no fluxo metabdlico da levedura S. arborariae (Figura 35)
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utiliza NADPH como cofator (R0O1). A taxa da primeira reagédo (R01) bem como
a taxa de fluxo para a via oxidativa PPP (R10), responsavel pela regeneracéo
do NADPH, séo 3 vezes maiores do que as observadas para a levedura S.
passalidarum (Figura 36). Além disso, a conversdo de glicose-6-fosfato em
ribulose-5-fosfato para a S. passalidarum (R10 Figura 36) foi 3 vezes mais
lenta que para as leveduras S. stipitis (R10 Figura 34) e S. arborariae (R10
Figura 35).
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Figura 34. Fluxo metabdlico da levedura S. stipitis. Comparacéo da distribuicdo
de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e medida (linha
inferior). Os metabdlitos intracelulares destacados em vermelho tiveram a
concentracéo adicionada no modelo e foram validados através da simulagéo da

taxa de fluxo medida. Os metabdlitos externos tiveram as taxas de fluxo usadas

como restricoes.
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Figura 35. Fluxo metabodlico da levedura S. arborariae. Comparacdo da
distribuicdo de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e
medida (linha inferior). Os metabalitos intracelulares destacados em vermelho
tiveram a concentragdo adicionada no modelo e foram validados através da

simulagdo da taxa de fluxo medida. Os metabdlitos externos tiveram as taxas

de fluxo usadas como restrigoes.
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Figura 36. Fluxo metabdlico da levedura S. passalidarum. Comparacdo da
distribuicdo de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e
medida (linha inferior). Os metabdlitos intracelulares destacados em vermelho
tiveram a concentragdo adicionada no modelo e foram validados através da
simulacdo da taxa de fluxo medida. Os metabdlitos externos tiveram as taxas

de fluxo usadas como restrigoes.
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As leveduras aqui avaliadas apresentaram reacdes de piruvato ao
acetaldeido e consequentemente a producdo de etanol (Figuras 34-36). O
piruvato representa um dos pontos de regulacdo mais importantes no
metabolismo do carbono. O carbono pode seguir reacdes catabdlicas
(producado de acetaldeido) ou vias anabdlicas (producdo de oxaloacetato). Em
S. passalidarum (Figura 36) nao foi observada taxa de fluxo para formacéao de
glicerol (R32), esta € outra caracteristica importante na distribuicdo do fluxo de
carbono que se distingue de outras leveduras e pode estar associada a melhor
balanco NADH/NAD".

Segundo o conhecimento do grupo, é a primeira vez que € proposto um
modelo de fluxo metabdlico para as espécies S. arborariae e S. passalidarum.
Além disso, o fluxo metabdlico combinado com a concentracdo de metabdlitos
intracelulares foi utilizado para melhorar a precisdo da analise metabolémica.
Tendo em vista que os dados de concentracdo dos metabdlitos aumentam a
precisdo do estado do metabolismo celular e podem estar ligados a rede de

reacdes metabdlicas?’.

4.6 Comparacao do metaboloma das leveduras fermentadoras de xilose

S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae
A Figura 37 apresenta um comparativo das concentragbes dos onze

metabdlitos intracelulares, quantificados por UHPLC-MS/MS para as trés

leveduras fermentadoras de xilose, S. stipitis, S. arborariae e S. passalidarum.
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Figura 37. Concentracdo dos metabdlitos intracelulares (ug/mL) no ponto

central da fase de crescimento exponencial.

Inicialmente é possivel observar que a eritrose-4-fosfato (E4P) ndo péde
ser detectada para a levedura S. arborariae (Figura 37), provavelmente porque
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a taxa de fluxo nessa levedura para a formacgéo de E4P foi pelo menos 2 vezes
mais lenta (R0O9 = 0.23) quando comparada a S. stipitis e a S. passalidarum
(RO9= 0.65 e 0.42). O metabdlito sedoheptulose-7-fosfato (S7P) apresentou
uma concentragcdo quatro vezes maior para a S. passalidarum que nas outras
leveduras. E4AP e S7P sdo precursores de aminoacidos importantes que
conectam as vias da pentose fosfato (PPP) a via glicolitica, permitindo que a
xilose seja convertida a etanol.

A concentracdo da ribulose-5-fosfato (RU5P) é duas vezes maior que a
ribose-5-fosfato (R5P) em S. stipitis e S. passalidarum. A taxa de fluxo destas
leveduras para a formacéo destes metabdlitos é cerca de duas a trés vezes
maior para estas espécies, S. stipitis (0.63 e 0.70) (Figura 34) e S.
passalidarum (0.41 e 0.44) (Figura 36), do que para S. arborariae (0.19 e 0.27)
(Figura 35), respectivamente.

A concentracdo de piruvato (PYR) foi cinco vezes maior em S. stipitis
guando comparada com S. arborariae e S. passalidarum. O piruvato participa
de um ponto de ramificagdo em uma via metabdlica entre uma fermentacao
respiratéria e alcodlica. A alta concentracdo de piruvato em S. stipitis pode
indicar o fluxo direcionado para o acetaldeido que leva a fermentacéo alcodlica.

As concentracdes dos compostos dihidroxi acetona-fosfato (DHAP),
glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), fosfo(enol)piruvato (PEP) e
acido malico (L-MAL) foram maiores para a levedura S. passalidarum (Figura
37). Concentracdes similares de R5P, RU5P e E4P foram encontrados nas
amostras das leveduras S. passalidarum e S. stipitis. Também apresentam
uma concentracao intracelular similar com S. arborariae para ACCOA e PYR.
Em contrapartida, S. passalidarum apresentou maiores concentracbes para
S7P, G6P e F6P em comparagdo com a S. arborariae (Figura 37). Este fato
pode indicar que a levedura S. arborariae tem mair necessidade de direcionar o
fluxo para a via PPP oxidativo para regeneracdo de NADPH do que a S.
passalidarum.

A levedura S. arborariae apresentou maior concentracao de xilitol dentre
as leveduras analisadas. O excesso de xilitol pode indicar que o oxigénio
disponivel ndo foi suficiente para o equilibrio redox. Portanto, o acumulo de
xilitol pode ser explicado por um desequilibrio em cofatores exigidos pelas

enzimas XR e XDH para suas respectivas atividades. Essas observacdes
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podem ser explicadas pelo fato da enzima XR na S. arborariae utilizar
principalmente NADPH como cofator na reducéo da xilose, enquanto a XDH é
estritamente dependente de NAD* 8L,

Apesar dos desempenhos fermentativos similares de S. stipitis e S.
passalidarum sob condicédo limitada de oxigénio, S. passallidarum consumiu
mais xilose e produziu mais etanol que S. stipitis em condicdo microaerodbica.
(Figuras 14 e 20). Esses resultados estdo de acordo com os observados na
literatura, em que a espécie S. passalidarum mostrou ser mais eficiente na
converséo da xilose a etanol sob condigdo microaerébica do que a S. stipitis&°.

A andlise metabolémica realizada nestas espécies, foi capaz de separar
eficientemente os isébmeros, glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, e ribose-5-
fosfato e ribulose-5-fosfato. Sendo que em estudos anteriores ndo houve

sucesso na quantificacdo dos mesmos metabdlitos intracelulares®.76.

5 Concluséao

A analise metaboldmica embora seja desafiadora pode contribuir
grandemente para o entendimento do metabolismo da conversao de xilose por
leveduras. O protocolo de metabol6mica utilizado neste trabalho mostrou-se
eficiente para a analise de 216 amostras de quatro espécies de leveduras:
Scheffersomyces stipitis, Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e
Spathaspora arborariae. Dois métodos cromatograficos complementares de
UHPLC-MS/MS, utilizando IPC e HILIC, foram capazes de quantificar, de forma
rapida, sensivel e seletiva, 19 metabdlitos alvos presentes no metabolismo do
carbono central formado pelas vias da glicélise, pentose fosfato (PPP) e ciclo
do acido tricarboxilico (TCA). Sendo, 13 metabdlitos quantificados nas
amostras das leveduras S.stipitis e S. arborariae, 15 metabdlitos na levedura S.
passalidarum e 10 metabdlitos na levedura C. tenuis, sob condicdo de
crescimento aerobica. Para a condi¢cdo microaerobica foi possivel quantificar
14, 13, 13 e 9 metabdlitos para as espécies S. passalidarum S. stipitis, S.
arborariae, e C. tenuis, respectivamente. No entanto, a levedura C. tenuis nao
foi capaz de produzir etanol em nenhuma das condicdes de crescimento

avaliadas, provavelmente devido a n&o adaptacdo das condicdes
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experimentais realizadas para as outras trés espécies de leveduras, cultivadas
em meio mineral definido ao invés de extrato de levedura, por exemplo.

As analises estatisticas por ANOVA indicaram uma influéncia
significativa nas concentracdes dos metabdlitos analisados em relacdo aos
niveis de oxigénio testados, aerdbico e microaerdbico, e tempo de coleta,
durante a fermentacédo das espécies de leveduras estudadas. Além de apontar
um efeito de interacdo entre as variaveis condi¢cdo de crescimento e tempo de
coleta. A partir destes dados, foi possivel inferir que a concentracdo dos
metabdlitos obtida no segundo ponto de coleta ou ponto central de crescimento
exponencial da levedura sob condicdo microaerdbica era a mais indicada para
a analise metabolémica. Os dados finais obtidos através do tratamento
estatistico foram validados e utilizados para a construcao do fluxo metabdlico
das espécies Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum e
Spathaspora arborariae.

Um modelo inédito de reacdes estequiométricas do metabolismo da
xilose até etanol foi utilizado para estimar a distribuicdo do fluxo metabdlico em
espécies Spathaspora. Com base na andlise de fluxo, S. stipitis e S.
passalidarum mostraram ser as leveduras mais promissoras com as melhores
taxas de consumo de xilose e consequentemente maior producédo de etanol. A
distribuicdo de carbono foi dividida de forma semelhante entre as vias PPP e
glicdlise. A levedura S. passalidarum apresentou maior taxa de fluxo para a
enzima XR que ¢é dependente de NADH demandando assim, menor
regeneracdo de NADPH. Sendo sua taxa de fluxo para a producéo de glicerol
inativa, uma vantagem metabdlica que permite melhor equilibrio NADH/NAD",
maiores taxas de etanol e baixo acumulo de xilitol.

O trabalho contendo o protocolo de metabolémica desenvolvido (anexo
A)%6 esta publicado em revista cientifica internacional, além disso um capitulo
de livro internacional contendo todo o protocolo de metabolémica desenvolvido
para as quatro espécies de leveduras foi publicado pela editora Springer
(anexo B)®. O artigo contendo a andlise de fluxo metabdlico (MFA) foi
submetido para revista cientifica internacional e esta em analise (anexo C).

Por fim, o protocolo aqui apresentado podera ser aplicado a outras
espécies de leveduras e os dados gerados foram fundamentais para o

entendimento do metabolismo da xilose por leveduras.
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