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RESUMO

Diversos estudos vém sendo conduzidos com o objetivo principal de produzir
aditivos alimenticios por via biotecnoldgica, através da utilizagdo de microrganismos.
Aromas produzidos biotecnologicamente, além de serem legalmente classificados como
naturais, apresentam diversas vantagens quando comparados aos métodos tradicionais
como maior pureza optica, melhores caracteristicas sensoriais e a possibilidade de serem
produzidos continuamente. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo principal
avaliar a obtencéo biotecnologica de aromas vaniloides como &cido vanilico, vanilina e
4-vinilguaiacol por linhagens de diferentes géneros de levedura a partir de acido ferdlico
em meio sintético. Oito das nove linhagens testadas (88 %) apresentaram capacidade de
assimilacdo de &cido ferulico, entretanto, somente 3 foram capazes de converter o
substrato em compostos de aroma. As linhagens selecionadas de Rhodotorula
mucilaginosa (UFMG-CM-Y3647, UFMG-CM-Y2190, UFMG-CM-Y665) foram
avaliadas em experimentos em frascos para investigar a influéncia do pH inicial e um
cultivo em dois estagios foi conduzido visando a maxima obtencdo de &cido vanilico,
vanilina e 4-vinilguaiacol. O pH foi observado como parametro significativo (p < 0,05)
na bioconversao de &cido feralico, em que condicGes de pH < 6,0 favoreceram a produgao
de 4cido vanilico, com maxima concentragdo de 1,14 + 0,02 e 1,25 + 0.03 g.L* para as
linhagens UFMG-CM-Y 3647 e UFMG-CM-Y 2190, respectivamente. O cultivo em dois
estagios favoreceu a producdo de 4-vinilguaiacol para a maioria das linhagens, sendo a
linhagem UFMG-CM-Y 2190 a melhor produtora, com actimulo de 1,63 + 0,09 g.L* apds
55 h, resultando em uma produtividade volumétrica de 29,59 + 1,55 mg.(L-h)™. O
aumento na concentracao de glicose ndo demonstrou efeito positivo na producao de acido
vanilico, mas foi possivel observar sua influéncia na modulacdo do metabolismo das
linhagens. A linhagem R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 foi selecionada para
experimentos em biorreator, em que foram avaliadas condic¢des de pH controlado (5,5 e
6,5) e diferentes aeracGes foram testadas, com o objetivo de aumentar a producédo e os
parametros cinéticos de acido vanilico. A condicdo de pH controlado em 5,5 e aeracédo de
2,5 vwm foi definida como a melhor para obtencdo da maxima produtividade do
metabodlito, em que foi observada a producdo de 1,20 + 0,02 g.L™%, com rendimento molar
de 78 % e produtividade calculada de 40,82 + 0,57 mg.(L-h). Em seguida, as linhagens
UFMG-CM-Y3647 e UFMG-CM-Y 2190 foram cultivadas hidrolisado &cido de casca de
arroz e casca de aveia, com o objetivo de produzir &cido vanilico e vanilina em residuos
agroindustriais. Ambas leveduras apresentaram boa adaptacdo ao hidrolisado, indicando
seu potencial de uso. A levedura UFMG-CM-Y 3647 apresentou melhores resultados com
relacdo a degradacdo de compostos fenolicos, especificamente &cido ferdlico, variando
entre 20 % no hidrolisado de casca de arroz e 68 % no hidrolisado de casca de aveia.
Embora os resultados de produtividade ndo tenham apresentado diferencas significativas,
observou-se que a méxima produgdo de &cido vanilico pela levedura R. mucilaginosa
UFMG-CM-Y3647, de 7,43 + 1,57 mg.L ! no hidrolisado de casca de arroz e 11,75 + 1,68
g.L para o hidrolisado de cascas de aveia, foi obtida apds 24 h de cultivo, resultando em
uma produtividade de 0,31 + 0,07 mg.(L-h)* e 0,49 + 0,07 mg.(L-h)%, respectivamente.
Este € o primeiro trabalho avaliando o potencial de utilizacdo de linhagens de
Rhodotorula mucilaginosa em hidrolisados de casca de arroz e casca de aveia visando a
producdo de compostos de aroma.

Palavras chave: bioconversao; acido feralico; acido vanilico; 4-vinilguaiacol; vanilina;
Rhodotorula mucilaginosa; residuos agroindustriais.



ABSTRACT

Several studies have been conducted aiming the production of food additives by
biotechnological route, through the use of microorganisms. Aromas produced
biotechnologically, besides being legally classified as 'natural’, have several advantages
when compared to traditional methods such as higher optical purity, better sensory
characteristics and the possibility of being produced continuously. Within this context,
this work aimed to evaluate the biotechnological production of vanilloid aromas such as
vanillic acid, vanillin and 4-vinylguaiacol by different yeast strains from ferulic acid in a
synthetic medium. Eight of the nine strains tested (88%) showed the ability to assimilate
ferulic acid, however, only 3 were able to convert the substrate into aroma compounds.
Selected strains of Rhodotorula mucilaginosa (UFMG-CM-Y 3647, UFMG-CM-Y 2190,
UFMG-CM-Y665) were evaluated in flask experiments to investigate the influence of
initial pH and a two-step process was carried out aiming to maximize vanillic acid,
vanillin and 4-vinylguaiacol production. The pH was found to be significantly important
(p < 0.05) for ferulic acid bioconversion, in which conditions of pH < 6.0 favored the
production of vanillic acid, with maximum concentration of 1.14 + 0.02 and 1.25 £ 0.03
g.L? for UFMG-CM-Y3647 and UFMG-CM-Y2190, respectively. Two-step process
favored the production of 4-vinylguaiacol for most strains, with UFMG-CM-Y 2190 being
the best producer, with accumulation of 1.63 + 0.09 g.L? after 55 h, resulting in a
volumetric productivity (Qvc) of 29.59 + 1.55 mg. (L-h)™. The increase in glucose
concentration did not show a positive effect on vanillic acid production, but it was
possible to observe its influence on the metabolism modulation of strains. R.
mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 was selected for experiments in a 2-L bioreactor, in
which conditions of controlled pH (5.5 and 6.5) were evaluated and different aerations
were tested, aiming to maximize vanillic acid production and its Kinetic parameters. pH-
controlled at 5.5 and aeration of 2.5 vvm was defined as the best condition to obtain
maximum metabolite productivity, whereas the production of 1.20 + 0.02 g.L! was
observed after 30 h, with a molar yield 78% and calculated productivity of 40.82 + 0.57
mg.(L-h)?. Furthermore, the strains UFMG-CM-Y3647 and UFMG-CM-Y2190 were
grown in an acid hydrolyzed medium of oat husk and rice husk, aiming to produce vanillic
acid and vanillin from agro-industrial residues. Both yeasts showed good adaptation to
hydrolysate, indicating its use potential. UFMG-CM-Y 3647 showed better results upon
degradation of phenolic compounds, specifically ferulic acid, varying between 20% in
rice husk hydrolysate and 68% in oat husk hydrolysate. Although productivity results
have not shown significant differences, we noticed that maximum production of vanillic
acid by R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647, 7.43 + 1.57 mg.L"! in rice husk hydrolysate
and 11.75 + 1.68 mg.L? in oat husk hydrolysate, were achieved after 24 h of culture,
resulting in a productivity of 0.31 + 0.07 mg.(L-h)? and 0.49 + 0.07 mg.(L-h)?,
respectively. This is the first work evaluating the potential of Rhodotorula mucilaginosa
strains in rice husks and oat husks hydrolysate to produce aroma compounds.

Keywords: bioconversion; ferulic acid; vanillic acid; 4-vinylguaiacol; vanillin;
Rhodotorula mucilaginosa; agro-industrial wastes.
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INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a principal tendéncia de inovagdo da industria de alimentos tem
sido o uso da biotecnologia na obtencdo de aditivos como corantes, espessantes e
aromatizantes, além da producdo de vitaminas, prebidticos e probioticos, visando
melhorar as propriedades nutricionais e sensoriais de alimentos e bebidas. Os principais
fatores que justificam este cenario incluem a demanda do mercado consumidor e a
mudancga nos comportamentos de compra e consumo, associados a minimizacdo da
geracdo de residuos e o apoio a cadeias de producdo socioambientalmente responsaveis.

Aromatizantes produzidos por via biotecnoldgica s&o legalmente classificados
como aditivos naturais e, por isso, apresentam-se mais atrativos do ponto de vista
econémico quando comparados aos flavorizantes sintéticos, principalmente em funcao da
crescente demanda do mercado consumidor por produtos naturais. Dentro deste contexto,
diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar a produgéo
biotecnoldgica de aromatizantes (LONGO; SANROMAN, 2006).

Além de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, os compostos
fenolicos também estdo associados com a qualidade nutricional e sensorial de diversos
alimentos e bebidas, conferindo-lhes cor, no caso das antocianinas, e aroma em vinhos,
cervejas, além de bebidas ndo alcodlicas como suco de laranja, molho de soja, entre
outros. Dentre os principais aromas fendlicos, geralmente descritos como “picante” ou
“medicinal’, destaca-se a importancia do aroma de baunilha e o0 aroma de cravo (MAGA;
KATZ, 1978).

O aroma de baunilha é um dos principais aromatizantes utilizados na indUstria de
alimentos e seu extrato natural € uma mistura complexa de aproximadamente 200
compostos aromaticos. A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) e o acido vanilico
(&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico), sdo 0s principais compostos que conferem este
aroma, entretanto estdo presentes em baixas concentra¢fes nos tecidos vegetais, 0 que
dificulta sua extragdo e acarreta em baixos rendimentos, aumentando significativamente
seu valor de mercado (WALTON; MAYER; NARBAD, 2014).

O aroma de cravo é caracterizado principalmente pelo composto 4-vinilguaiacol
(2-metoxi-4-vinilfenol), que além de alto poder aromatizante, pode ser utilizado como
precursor de vanilina na sintese quimica e possui aplicacdo na industria farmacéutica
(BAQUEIRO-PENA et al., 2010). O 4-vinilguaiacol é comumente reportado em vinhos

como resultado do metabolismo de linhagens de Torulaspora, Brettanomyces e
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Debaryomyces, leveduras endogenas, naturalmente presente em uvas (HERNANDEZ-
ORTE et al., 2008; SMITH; DIVOL, 2018).

A bioconversdo de acido ferdlico, lignina, eugenol e aminoacidos aromaticos
através da aplicacdo de microrganismos oferece a possibilidade de obtencdo destes
aromas por via natural. O acido feralico e a lignina sdo compostos encontrados
principalmente na parede de células vegetais, em especial, gréos, farelos e cascas de
cereais como milho, aveia, trigo, soja e cevada.

Nesse sentido, o presente trabalho apresenta um estudo visando a producéo de
aromas vaniloides através da utilizacdo de leveduras, em meio sintético e hidrolisado,
obtido a partir do aproveitamento de residuos da agroinddstria gaucha, como casca de
arroz e aveia. Ainda, estdo descritos estudos relacionados ao crescimento de
microrganismos produtores de aroma, em experimentos em frascos e biorreatores,
avaliando a influéncia de pardmetros como pH e aeracao.

Este trabalho encontra-se estruturado em capitulos. O Capitulo | apresenta uma
breve revisdo tedrica pertinente ao desenvolvimento deste estudo. O Capitulo Il encontra-
se na forma de artigo cientifico, onde constam as metodologias empregadas na selecao de
microrganismos produtores de aromas derivados do é&cido ferdlico, bem como
experimentos de fisiologia e crescimento celular das melhores linhagens, incluindo
biorreatores, seus resultados e discussdes. No Capitulo 11, estdo alguns resultados
preliminares realizados com as leveduras selecionadas utilizando residuos agroindustriais
como substrato, mais precisamente hidrolisados de casca de aveia e casca de arroz. Por
fim, no Capitulo 1V, sdo discutidas as consideragdes finais deste trabalho, as principais

conclusdes e as perspectivas futuras acerca do objeto de pesquisa.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar e avaliar a obtencdo biotecnoldgica de aromas vaniloides como acido
vanilico, vanilina e 4-vinilguaiacol por linhagens de leveduras de Debaryomyces
hansenii, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa e Dekkera anomala a

partir de compostos fenolicos, especificamente acido ferdlico em meio sintético.

Objetivos especificos

o Selecionar linhagens de diferentes géneros de leveduras que apresentem melhores
niveis de crescimento e producdo de aromas em meio sintético contendo acido
ferdlico;

e Estudar o crescimento e producdo dos aromas das principais linhagens em
hidrolisados de casca de aveia e arroz;

e Avaliar a influéncia do pH inicial e de uma etapa de pré-cultivo na conversao de
acido feralico e subsequente producdo de aromas fenolicos em experimentos em
frascos;

e Escalonar o processo de obtencao de aromas fenolicos da melhor linhagem testada
em biorreatores de bancada, avaliando a influéncia do controle de pH e de aeracéo

em cultivos submersos.
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CAPITULO |

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 AROMAS COMO ADITIVOS ALIMENTARES

Aromas e fragrancias séo fatores importantes na qualidade de alimentos, bebidas,
cosmeéticos, sabonetes e produtos farmacéuticos (JANSSENS et al., 1992). A percepcao
de aromas é um processo dindmico de uma série de eventos combinados de odor e sabor,
aparéncia, textura e temperatura, que auxiliam na aceitacdo ou rejeicdo de um alimento
pelo consumidor.

O sabor de um alimento € o resultado da presenca de muitos componentes volateis
e ndo volateis em matrizes complexas, que possuem diversas propriedades quimicas e
fisico-quimicas. Enquanto os compostos ndo volateis contribuem principalmente para o
sabor, os volateis influenciam tanto o sabor quanto o aroma (LONGO; SANROMAN,
2006).

Os aromatizantes sdo substancias ou misturas de substancias capazes de conferir
ou intensificar o aroma e ou sabor dos alimentos e, embora ndo apresentem nenhuma
funcdo nutritiva ou vitaminica, diversas bioatividades (antimicrobiana e
anticarcinogénica, por exemplo) tém sido relatadas (BERGER, 1995).

Compostos de aroma podem ser obtidos de fontes vegetais e animais, bem como
sintetizados quimica ou biologicamente. Eles ndo apresentam uma funcdo quimica
especifica: podem ser hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos, ésteres ou
lactonas (ésteres ciclicos), éteres, e outros compostos resultantes do metabolismo de
plantas ou de determinadas fontes animais. Em geral, os compostos de aroma estdo
presentes em quantidades muito pequenas na composicdo dos alimentos, geralmente por
volta de 50 ppm, j& que muitos possuem um limiar de deteccdo (threshold) na ordem de
partes por bilhdo (ppb) (VANDAMME, 2003).

De acordo com o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes (BRASIL,
2007), os aromatizantes podem ser classificados em: natural, artificial ou artificial
idéntico ao natural. Embora a sintese quimica seja 0 método mais comumente empregado
na obtencdo de compostos de aroma, 0 apelo comercial acerca da denominagao “natural”
de aromas obtidos por extracdo direta ou via biotecnologica mostra-se cada vez mais
atrativo para a industria e para o mercado consumidor (LONGO; SANROMAN, 2006).
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1.1.1 Aromas sintéticos e naturais

Aromatizantes naturais sdo aqueles obtidos exclusivamente por métodos fisicos,
microbioldgicos ou enzimaticos, a partir de matérias primas aromatizantes naturais, como
produtos de origem animal ou vegetal que contenham substancias odoriferas ou sapidas
(BRASIL, 2007).

O emprego de plantas como fonte de extracdo de aromas naturais, apesar de
utilizar recursos renovaveis, apresenta algumas limitacbes em seu processo como a
influéncia da variacdo sazonal e, em alguns casos, baixo rendimento da operacdo em
funcdo da baixa concentracdo dos compostos volateis nos tecidos vegetais, o que acarreta
em um elevado custo para o produto final (BICAS et al., 2010).

Os aromatizantes artificiais — idénticos ao natural ou ndo — sdo compostos obtidos
através de sintese quimica, que representam uma sequéncia de processos prejudiciais ao
meio ambiente, podendo levar a formacdo de misturas racémicas indesejaveis,
provocando uma reducéo na eficiéncia do processo e aumentando os custos de purificacao
(VANDAMME, 2003).

A obtencdo quimica de aromas, embora compativel com a demanda atual do
mercado, apresenta uma série de limitacdes e desvantagens em funcdo da baixa
seletividade das reacdes, 0 que acarreta em baixos rendimentos, formacdo de produtos
indesejaveis, aumento nos custos de producdo e purificacdo, além de gastos energéticos
elevados em decorréncia dos parametros aplicados durante a sintese (altas pressdes e
temperaturas) e geracdo de residuos poluentes pelo uso de solventes organicos, como o
hidroxido de sodio (AKACHA; GARGOURI, 2015).

As desvantagens de ambos os métodos e o crescente interesse em produtos
naturais pelo mercado consumidor tém direcionado diversos estudos em busca de novas
estratégias biotecnoldgicas para produzir aromas naturais com a aplicacdo de células
vegetais, culturas de tecidos, microrganismos e suas enzimas como biocatalisadores,
proporcionando maior controle das variaveis durante o processo de producao.

Os insumos alimenticios produzidos através da aplicacdo de bioprocessos —
bioaromas, corantes naturais, entre outros aditivos — além de possuirem o status legal de
produto natural e seguro (para este processo devem ser utilizados apenas microrganismos
GRAS, sigla para “Geralmente Reconhecidos como Seguros™) sdo também alternativas
ecologicamente sustentaveis, pois podem ser obtidos a partir da utilizacdo de residuos e

subprodutos gerados pelo processamento de alimentos como bagagos, cascas e outros
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residuos aquosos, como por exemplo, milhocina e soro de leite, agregando valor a estes
substratos e diminuindo o impacto provocado pelo descarte destes residuos na natureza
(BERGER, 2015; BICAS et al., 2010).

A principal desvantagem relacionada a biossintese de aromas é a baixa
concentracdo de alguns compostos e consequente baixa recuperacao apds a extra¢do, um
limitante do ponto de vista industrial que dificulta a producao em larga escala (DIONISIO
etal., 2012).

1.1.2 Aromas fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos quimicos que apresentam na sua estrutura
pelo menos um anel aromético contendo um ou mais grupos hidroxila ligados. Podem ser
classificados pelo nimero e disposi¢édo dos atomos de carbono e comumente estdo ligados
a acuUcares e acidos organicos (HO, 1992). Estes compostos podem ser sintetizados por
plantas durante seu desenvolvimento como metabdlitos secundarios, derivados
principalmente da via das pentose-fosfato, via do xikimato ou como resultado da sintese
de fenilpropanoides (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Em alimentos, os compostos fendlicos sdo principalmente encontrados na forma
de é&cidos fenodlicos (fendlicos simples), derivados de acidos hidroxicinamicos e
flavonoides (MACHEIX; FLEURIET; BILLOT, 1990). Além de suas propriedades
antioxidantes largamente documentadas, os compostos fendlicos podem contribuir
diretamente na percepc¢do de aromas e sabores desejaveis ou indesejaveis em alimentos
(Tabela 1), além de conferir cor no caso das antocianinas (BRAVO, 2009; NACZK;
SHAHIDI, 2004).

Nesta revisdo, aprofundaremos apenas os compostos fenolicos que caracterizam
os aromas de cravo e baunilha, principais aromatizantes aplicados na industria de
alimentos e presentes em algumas bebidas em decorréncia da acdo de microrganismos.
Os aromas vaniloides, como sdo chamados, recebem esta nomenclatura em funcao da
presenca do grupo vanilil (vaniloide) em estrutura quimica, compostos por um grupo

fenol e um éter.
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Tabela 1. Principais aromas fendlicos encontrados em alimentos e bebidas e seus

descritores aromaticos.

Composto Descritores de aroma
4-Vinilfenol Améndoas, medicinal
4-Vinilguaiacol curral, cravo
4-Etilguaiacol picante, cravo
Isoeugenol floral
Guaiacol fumaca, medicinal
4-Metilguaiacol fumaca, picante, verde
Vanilina baunilha, doce
Acido vanilico baunilha

Fonte: Flavornet (http://www.flavornet.org/flavornet.html)

O aroma de baunilha ¢ um dos aromatizantes mais apreciados no mundo e um
importante flavorizante para alimentos, bebidas, além de ser utilizado em alguns produtos
farmacéuticos. O extrato natural de baunilha é uma mistura complexa de aromas extraido
das vagens de duas espécies diferentes de orquideas (Vanilla planifolia e Vanilla
tahitensis), com aproximadamente 200 compostos em seu perfil aroméatico, como
vanilina, &cido vanilico, 4-hidroxibenzaldeido, &cido 4-hidroxibenzoico e alcool 4-
hidroxibenzilico (RAO; RAVISHANKAR, 2000).

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) é o composto que mais contribui para
0 aroma tipico de baunilha, com concentragdes entre 1-2 % em peso nas vagens das
plantas. E um aldeido aromatico, solido, de cor branca, com aroma doce, agradavel e
intenso. Possui baixa solubilidade em agua a temperatura ambiente, mas € solGvel em
altas temperaturas, alcool e éter (KAUR; CHAKRABORTY, 2013). Também pode atuar
na prevencdo de doengas, pois trata-se de um composto fendlico com propriedades
antimutagénicas, antioxidantes, conservantes e antimicrobianas (DAUGSCH;
PASTORE, 2005).

O éacido vanilico (4cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) € um composto com
diversas aplicacGes quimicas, biologicas, agricolas e também na area medicinal. Da
mesma forma que a vanilina, o &cido vanilico possui propriedades antioxidante,
anticarcinogénica e apresenta potencial inibitrio contra microrganismos patogénicos
como, por exemplo, Listeria monocytogenes (DELAQUIS; STANICH; TOIVONEN,
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2005). Na industria quimica, além de ser utilizado como precursor para sintese artificial
de vanilina, é possivel a utilizagdo do &cido vanilico como mon6émero na sintese de
poliésteres (BOCK; ANDERSON, 1955).

Figura 1. Estruturas quimicas de compostos que apresentam grupo vaniloide (estrutura em

vermelho).
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Fonte: autor.

Compostos fendlicos como 4-vinilguaiacol (2-metoxi-4-vinilfenol) e 4-vinilfenol
sdo produtos derivados da reacdo de descarboxilacdo do &cido ferulico e acido p-
coumarico, respectivamente, em uma reacao catalisada pela acdo de enzimas chamadas
descarboxilases (COGHE et al., 2004). Estes compostos sdo comumente descritos como
como off flavors fenolicos (POF, phenolic off flavors) (CHATONNET et al., 1993;
MCMURROUGH et al., 1996), geralmente associados a deterioracdo de bebidas nao
alcoolicas e alcoolicas pela multiplicacdo de leveduras contaminantes, como
Dekkera/Brettanomyces, Rhodotorula e Candida (DONAGHY; KELLY; MCKAY,
1999; HARRIS et al., 2008; SMITH; DIVOL, 2018; SUTHERLAND et al., 1995).

O composto 4-vinilguaiacol, que possui aroma caracteristico de cravo, apresenta
uma significativa importancia em diversos alimentos na industria, como molho de soja e
como aroma principal de cervejas de trigo, especialmente Belgian Blond Ale, Weissbier
e cervejas de fermentacdo espontanea como Lambic e Gueuze (MAGA; KATZ, 1978;
MATHEW; ABRAHAM; SUDHEESH, 2007). Além disso, este composto possui um

threshold extremamente baixo, em torno de 0,30 ppm, o que resulta em um aroma
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“fenolico” ou “medicinal” bastante persistente mesmo em pequenas concentragdes nos
alimentos (MEILGAARD, 1975).

Embora a obtencdo destes compostos aromaticos por via natural possua atrativo
valor comercial — por exemplo, o valor de mercado da vanilina naturalmente extraida
varia de US$ 1.200 por kg até mais de US$ 4.000 por kg (WALTON; MAYER,;
NARBAD, 2014) — o processo de extracdo natural destes ndo é suficiente para atender
sozinha a demanda mundial da industria de aromatizantes.

Neste cenario, a producdo biotecnologica destes compostos representa uma
alternativa promissora com maiores vantagens em comparagdo aos metodos tradicionais
de sintese. Além de ser um produto natural, com impacto altamente positivo no mercado
consumidor, a sintese de bioaromas envolve processos que apresentam alta
enantioseletividade, 0 que permite a obtencdo de produtos com elevada pureza Otica e
com melhores caracteristicas sensoriais; producdo continua e sem impacto ou
interferéncia sazonal; maior controle e otimizagdo de parametros, objetivando a
diminuicdo de gastos energéticos e uso de reagentes nocivos ao meio ambiente
(BERGER, 2015; FELIPE; OLIVEIRA; BICAS, 2017).

1.1.3 Obtencéo biotecnolégica

Diversas abordagens biotecnoldgicas vém sendo desenvolvidas para a producédo
de aromas fendlicos pela bioconversdo de precursores como lignina, isoeugenol, eugenol,
acido feralico e outros aminoacidos aromaticos, além de sintese de novo através da
aplicacdo de fungos, bactérias — geneticamente modificados ou ndo — e culturas de células
vegetais.

O écido ferdlico (4cido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) é um composto fendlico
encontrado principalmente na parede de células vegetais, como gramineas, graos, farelos
e cascas de arroz, milho, trigo e outros cereais, além de madeira. Este composto raramente
ocorre na natureza em sua forma livre, aparecendo de forma esterificada aos
polissacarideos da parede celular, especialmente arabinose, que consequentemente é
ligada a xilana, indicando que o &cido ferdlico é derivado, portanto, de arabinoxilanas
fertlicas (COGHE et al., 2004).

Com relagdo as propriedades biologicas do acido ferulico, destacam-se sua
atividade antimicrobiana, anti-inflamatorio e principalmente potencial antioxidante. A

capacidade antioxidante do acido feralico esta relacionada com a desativacao de espécies
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reativas de oxigénio (EROS), como peroxido de hidrogénio e superdxido. Esta
propriedade é conferida estruturalmente em funcéo de seu ndcleo fendlico e da cadeira
lateral vinilica que formam uma estrutura em ressonancia estavel durante a reacdo do
acido ferulico com o radical livre (GRAF, 1992).

A ocorréncia do acido ferdlico em plantas acontece a partir da via metabdlica do
acido shikimico, a partir de aminodcidos como L-fenilalanina e L-tirosina como
precursores (ROSAZZA et al., 1995) durante a biossintese de lignina, sendo a forma trans
a mais abundante na natureza (Figura 2). A fenilalanina e a tirosina sdo inicialmente
convertidos em &cido cindmico e p-cumarico pelas enzimas fenilalanina amonia liase e
tirosina amonia liase, respectivamente. Em seguida, o &cido p-cumarico € convertido em

acido ferulico atraves de reacoes de hidroxilacdo e metilacdo sequenciais (GRAF, 1992).
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Figura 2. Esquema das rea¢des envolvidas na sintese de Iignina em plantas.
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Fonte: adaptado de Zhao e Moghadasian (2008).

Residuos agroindustriais, especialmente os de cereais, apresentam forte potencial
de utilizacdo como substrato para a biossintese de compostos aromaticos fenolicos, uma
vez que sdo fontes de &cidos hidroxicindmicos. Para isso, diversos pré-tratamentos como
a hidrolise quimica acida ou alcalina podem ser aplicados para promover a quebra das
ligacGes covalentes entre as estruturas da planta (Figura 3) e a subsequente liberacéo de
4cido ferGlico ao meio (CRUZ; DOMINGUEZ; PARAJO, 2005; MUSSATTO;
DRAGONE; ROBERTO, 2007; SUN et al., 2018; TORRE et al., 2008; TORRES et al.,

2009). Ainda, é possivel a utilizagdo de um pre-tratamento enzimatico, onde enzimas
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como feruloil esterases, celulases e xilanases podem ser aplicadas com o objetivo de
facilitar a despolimerizacdo da lignina e solubilizacdo do &cido ferulico para sua
utilizacdo como fonte de carbono (DI GIOIA et al., 2007; FAULDS; WILLIAMSON,
1995; THIBAULT et al., 1998).

Figura 3. Estrutura do acido ferulico esterificado a unidades de arabinose de arabinoxilana.
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Fonte: adaptado de MARTINS et al. (2011).

Diversos mecanismos sao citados na literatura envolvendo a degradacao do &cido
feralico pela acdo de microrganismos (Figura 4), cujas rotas metabdlicas sao
diferenciadas de acordo com a reacéo inicial: descarboxilacdo ndo oxidativa; p-oxidacéo;
reducdo da cadeia lateral e deacetilacdo dependente de coenzima-A ou ndo (GALLAGE;
M@LLER, 2015).

Durante a descarboxilacdo ndo oxidativa, ocorre majoritariamente a formacéo de
estirenos como o 4-vinilguaiacol, além de outros compostos quinoides como metabélitos
intermediarios. Esta rota é caracteristica do metabolismo de diferentes microrganismos
(ROSAZZA et al., 1995), como Enterobacter sp. Px6-4 (LI et al., 2008) e algumas
especies de Lactobacillus (KAUR; CHAKRABORTY; KUMAR, 2013) e esta associada
principalmente com a acéo da enzima acido ferulico descarboxilase (FDC, EC 4.1.102),
que atua na diminuigdo dos efeitos toxicos da vanilina & célula microbiana através da
reducdo espontanea deste composto a outros de menor toxicidade, como é o caso do alcool
e acido vanilico (COGHE et al., 2004; MATHEW; ABRAHAM; SUDHEESH, 2007).

No caso de rotas dependentes ou ndo de coenzima A, a mais comum em

microrganismos sdo as reacGes que necessitam da presenga desta molécula no meio
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reacional. Neste caso, a rea¢do inicia com a transformacéo do &cido fertalico em feruloil-
CoA pela acdo da enzima feruloil-CoA sintetase, sendo obrigatoria a presenca de
coenzima A, adenosina trifosfato (ATP) e MgCl, como cofatores nesta etapa. Em seguida,
com a acdo de outra enzima (4-hidroxicinamoil-CoA hidratase, HCHL), um intermediario
transiente é formado e pode ser entdo convertido em vanilina e acetil-CoA, ao final da
reacdo. Este tipo de catabolismo do &cido ferdlico foi relatado primeiramente em
Pseudomonas fluorescens (NARBAD; GASSON, 1998).

A B-oxidacdo, também dependente de coenzima A, inicia com a conversdo do
acido ferulico em feruloil-CoA novamente pela acdo da enzima FCS e, a partir de reacoes
sequenciais, € transformada em &cido vanilico. Neste caso, a presenca de cofatores ndo é
requerida. O mecanismo envolvido nesta reacdo é analogo ao envolvido no metabolismo
de &cidos graxos, envolvendo a formacdo de um intermediario quinoide. Huang et al.
(1993) descreveu este mecanismo ao avaliar a biotransformagdo de &cido ferulico
sintético por células livres de Rhotodorula rubra, demonstrando a formacdo de &cido
vanilico e sua conversao posterior a guaiacol, via descarboxilacéo.

Em alguns microrganismos é possivel observar a degradacéo do &cido fertlico por
mais de uma rota metabdlica. Em estudos utilizando Debaryomyces hansenii em meio
sintético, Mathew et al. (MATHEW; ABRAHAM; SUDHEESH, 2007) sugeriu que a
bioconversdo de acido feralico segue duas alternativas: a primeira, via descarboxilacao
ndo oxidativa catalisada pela reacdo da enzima FDC, promove a conversdo de acido
feralico em altas concentrages de 4-vinilguaiacol (1,47 g.L™Y); em seguida, a via de p-
oxidacdo é ativada, promovendo a oxidacdo deste composto a vanilina, com formacéo

transiente de alcool vanilico.
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Figura 4. Rotas de degradacdo do acido ferdlico. A — Rota independente de coenzima-A; B — Rota

dependente de coenzima-A; C — B-oxidagdo; D — Descarboxilagdo ndo oxidativa; E — Reducéo da cadeia

lateral.
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Fonte: adaptado de Gallage e M@ller (2015).

1.2  MICRORGANISMOS POTENCIAIS PARA PRODUCAO DE AROMAS
VANILOIDES

Espécies de bacterias, fungos e leveduras ja foram utilizadas em estudos visando
a producdo biotecnoldgica, a partir de diversos precursores como substrato, como pode
ser observado na Tabela 2.

A aplicacdo de técnicas de engenharia genética e 0 uso de microrganismos

recombinantes sdo exemplos de outras metodologias que vém sendo aprofundadas neste
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aspecto, com o objetivo principal de maximizar a produgéo de vanilina, diminuindo seus
efeitos toxicos, além de auxiliar a compreender de forma mais clara 0 mecanismo de
conversdo das rotas metabdlicas (CHAKRABORTY; GUPTA; KAUR, 2016; DI GIOIA
etal., 2011; HANSEN et al., 2009; TORRES et al., 2009).

As maiores concentragdes de vanilina foram relatadas em espécies de
Streptomyces e Amycolatopsis, demonstrando que algumas espécies de actinomicetos sao
altamente eficientes na utilizacdo de acidos hidroxicindmicos, em virtude de seu ciclo de
vida saprofitico e sua proximidade com plantas e solo, 0 que contribui positivamente na
biossintese de vanilina e outros fenilpropanoides (CHATTOPADHYAY; BANERJEE;
SEN, 2018; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2016; SALGADO et al., 2012). Diversos
estudos relatam a correlacdo entre o metabolismo de microrganismos e 0 ambiente em
que foram isolados, um exemplo disso sdo algumas espécies de fungos decompositores
de madeira denominados basidiomicetos, uma vez que os &lcoois constituintes da lignina
séo facilmente degradados por esta classe de microrganismos (BERGER, 1995).

A conversdao direta da biomassa lignoceluldsica, sem a aplicacdo de pré-
tratamentos, em compostos de menor peso molecular como vanilina, &cido vanilico, &cido
feralico, aldeido coniferilico e seus derivados também pode ser obtida pela da agdo de
fungos filamentosos e suas enzimas lignoliticas. Microrganismos como Pycnoporus
cinnabarinus, Aspergillus niger e Phanerochaete chrysosporium sdo alguns exemplos
que apresentam a capacidade de deslignificar residuos agroindustriais e tipos de madeira,
através de alteragdes oxidativas e despolimerizagdo progressiva da lignina (BARBOSA
et al., 2008).

Em leveduras, sdo poucos 0s estudos que demonstram bons rendimentos com
relacdo a este composto e isto deve-se principalmente a toxicidade celular da vanilina.
Em geral, concentragbes de vanilina acima de 1 g.L™ possuem efeito inibitorio no
crescimento de microrganismos (DAUGSCH; PASTORE, 2005). Os metabdlitos mais
comuns entre estes microrganismos sdo o0 4-vinilguaiacol, 4-etilfenol, acido vanilico e
alcool vanilico, compostos de menor toxicidade, mas que possuem impacto aromatico

importante em diversos alimentos e bebidas.
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Tabela 2. Substratos e microrganismos utilizados para sintese de aromas vaniloides.

Substrato Microrganismo Produto (s) Referéncia
Eugenol Pseudomonas sp. HR199 Vanilina Overhage et al. (1999)
Bacillus fusiformis SW-B9 Vanilina Zhao et al. (2005)
isoeugenol Bacillus pumilus S-1 Vanilina Hua et al. (2007)

Pseudomonas putida IE27
Candida galli

Acido vanilico

Yamada et al. (2007)
Ashengroph et al. (2011)

Acido ferdlico

Rhodotorula rubra

Pseudomonas fluorescens

Pycnoporus cinnabarinus e Aspergillus niger

Bacillus aryabhattai BAO3

Brettanomyces anomalus

Amycolatopsis sp. ATCC 39116

Streptomyces sannanensis
Escherichia coli IM109/pBB1

Debaryomyces hansenii

Pediococcus acidilactici BD16

Acido vanilico
Guaiacol
Acido vanilico
Vanilina
4-vinilguaiacol
Vanilina
4-vinilguaiacol
4-etilguaiacol
4-vinilguaiacol
Acido vanilico
Vanilina
Acido vanilico
Acido vanilico
Alcool vanilico
Vanilina
4-vinilguaiacol
Vanilina
Alcool vanilico
Vanilina
Alcool vanilico

Acido vanilico

Huang et al. (1993)
Narbad e Gasson (1998)
Zheng et al. (2007)
Paz et al. (2018)

Edlin et al. (1995)

Pérez-Rodriguez et al.
(2016)

Ghosh et al. (2007)

Torres et al. (2009)

Mathew et al. (2007)

Chakraborty et al. (2017)

Glicose

Schizosaccharomyces pombe recombinante

Saccharomyces cerevisiae recombinante

Vanilina

Hansen et al. (2009)
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1.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignocelulésicos sdo formados por estruturas fibrosas e rigidas,
compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose, entremeados
pela lignina, uma macromolécula formada por alcoois aromaticos, e encontram-se unidos
geralmente por ligacGes covalentes e de hidrogénio (LEE, 1997).

Os residuos lignocelulésicos podem ser de origem agricola (bagaco e palha da
cana de agUcar, casca de soja, palha de trigo), florestal (especialmente eucalipto) ou
industrial — como € o caso da industria papeleira (KUHAD; SINGH, 1993).

Do ponto de vista biotecnologico, a composicdo quimica de residuos
lignoceluldsicos é bastante interessante uma vez que sdo substratos ricos em
polissacarideos. A composicdo destes materiais é bastante variavel, dependendo
principalmente da espécie, época de colheita e condi¢des de crescimento. Geralmente, 0s
residuos lignocelulésicos sdo compostos de 30 % a 50 % de celulose, 15 % a 35 % de
hemicelulose e 10 % a 25 % de lignina (IQBAL; KYAZZE; KESHAVARZ, 2013;
MARTINS et al., 2011).

O arroz (Oryza sativa) € uma das principais culturas de cereais no mundo,
precedida apenas do milho e do trigo. A cultura de arroz possui importante destague no
cenario agroindustrial de paises em desenvolvimento, como a China, india e Brasil (FAO,
2013). O Rio Grande do Sul €é o principal produtor e beneficiador do cereal no Brasil,
correspondendo a aproximadamente 70 % da producéo total do pais (12.452 milhdes de
toneladas) no ano de 2017 (IBGE, 2018). A casca do arroz, gerada nas etapas iniciais do
processamento deste cereal, representa 20 % do peso seco e, desta forma, estima-se que
a producdo em 2017 deste rejeito tenha sido de aproximadamente 2,5 milhdes de
toneladas (YU et al., 2009).

Durante o beneficiamento, 70 % das cascas geradas sdo queimadas para obtencao
de energia na propria beneficiadora e os restantes 30 % direcionados para outros fins, tais
como uso em olarias, como substrato ou adubo para plantas e cama para aves, além do
descarte na natureza, pois sua baixa digestibilidade e alto teor de cinzas ndo permite a
possibilidade de oferta-la como ragdo animal (DIAS etal., 2012; SAHA; COTTA, 2010).

A composic¢do quimica da casca de arroz € bastante atrativa do ponto de vista
biotecnologico, com excelente potencial para producao de bioprodutos e biocombustiveis
em fungéo de seu elevado conteudo de celulose, em torno de 30 % a 38 %, além de
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hemicelulose, 12 - 28 %, e lignina entre 15 a 29 % (HICKERT, 2010; ROBERTO;
MUSSATTO; RODRIGUES, 2003).

No Brasil, a aveia (Avena sativa) € cultivada nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste. Em 2017, a producdo brasileira foi de aproximadamente 609 mil toneladas, sendo
0 Rio Grande do Sul responsavel por 66,83 % deste volume (407.098 t) (IBGE, 2018). A
casca de aveia € um subproduto da moagem do gréo e representa de 25 % a 30 % do peso
do mesmo. Sua principal funcédo € proteger o gréo contra fatores do ambiente e o ataque
de patdégenos, logo, durante o processamento do grdo € descartada, tornando-se um
poluente ao meio ambiente (TAMANINI et al., 2004). A casca de aveia contém cerca de
31 % a 35 % de celulose, 20 % a 28 % de hemicelulose e 10 % a 23 % de lignina
(TAMANINI et al., 2004).

A utilizacdo de residuos agroindustriais lignocelulésicos como substrato em
bioprocessos representa uma alternativa altamente promissora, pois significa a reducao
de custos ao processo com relacdo a formulacéo de meios de crescimento, além de auxiliar
na diminuicdo do impacto ambiental provocado por estes residuos na natureza e agregar

valor a potenciais fontes de nutrientes na obtencédo de bioprodutos.
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CAPITULO Il

Bioconversion of ferulic acid into aromatic compounds by newly-isolated yeast

strains of the Latin American biodiversity

Os resultados referentes ao estudo da cinética de crescimento de leveduras
isoladas no bioma brasileiro em meio sintético contendo acido ferdlico estdo apresentados

na forma de artigo, submetido para publicacdo na revista Process Biochemistry.
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Abstract

Nine yeast strains isolated from Latin American biodiversity were screened for
ferulic acid consumption and conversion into flavor compounds such as vanillin, vanillic
acid and 4-vinylguaiacol. Selected strains (Rhodotorula mucilaginosa UFMG-CM-
Y3647, UFMG-CM-Y 2190, UFMG-CM-Y665) were evaluated in flask experiments to
investigate the influence of pH media on bioconversion and a two-step process was
conducted aiming to maximize the metabolites production. Effect of pH was found to be
significantly important for ferulic acid bioconversion, as acidic conditions (pH < 6.0)
improved VA accumulation, with highest production of 1.14 + 0.02 and 1.25 + 0.03 g.L"
! from UFMG-CM-Y3647 and UFMG-CM-Y2190, respectively. Two-step process
favored 4-VG production for most strains, being UFMG-CM-Y2190 the best producer,
cultures reaching 1.63 + 0.09 g.L* after 55 h, showing a productivity of 29.59 + 1.55
mg.(L-h)?, as glucose affected the metabolites pool and redirected yeast metabolism. R.
mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 was selected for scaled-up cultivations in a 2-L
bioreactor, where pH-controlled pH 5.5 and aeration of 2.5 vvm was found to be the best
condition to improve VA productivity, with concentrations of 1.20 + 0.02 g.L (78 %
molar yield) and productivity of 40.82 + 0.57 mg.(L-h)™.

Keywords: Bioconversion; aroma compounds; Rhodotorula mucilaginosa; ferulic acid;
vanillic acid; 4-vinylguaiacol
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INTRODUCTION

In recent years, the main innovation trend in food industry has been the use of
biotechnology techniques to produce additives such as colorants and flavorings, besides
the production of vitamins, enzymes, prebiotics and probiotics, aiming to improve the
nutritional and sensory properties of foods and beverages. Consumers market demand
and changes in purchasing and consumption behavior are the main factors that explain
this scenario, among the increasing concern to minimize waste generation and support
eco-friendly supply chains.

Flavorings produced biotechnologically are legally classified as natural additives
and, therefore, more attractive from an economic point of view when compared to
synthetic flavorings, mainly due to the growing perception and desire for natural products
by people [1]. Within this context, several studies have been developed with the objective
of improve the biotechnological production of flavorings [2—-4].

Phenolic compounds are a group of substances that not only shows antioxidant
properties [5], but can contribute to the perception of aromas and flavors in foods, besides
providing color in the case of anthocyanins [6,7]. Ferulic acid (FA) is a phenolic
compound found mainly in plant cell wall, such as grasses, grains, bran and rice husks,
corn, wheat and other cereals [8,9]. Several microorganisms are capable to utilize ferulic
acid (natural or synthetic) as carbon source and convert it into vanillin, vanillic acid and
other value-added products such as guaiacol, 4-vinylguaiacol and protocatechuic acid, the
final product depending on the degradation pathway of bacteria, fungi or yeasts being
used [10,11].

Vanillin (V) is the main compound found in vanilla flavor, present in
concentrations up to 1-2 % (w/w) in Vanilla planifolia beans [12]. Vanillin has also some
pharmacological properties, acting in diseases prevention, as it is a phenolic compound
with antimutagenic, antioxidant, preservative and antimicrobial properties [13]. Vanillic
acid (VA) is a compound with chemical, biological and medicinal applications. It also
presents antioxidant and anticarcinogenic properties, and has inhibitory potential against
pathogenic microorganisms such as Listeria monocytogenes [14]. 4-vinylguaiacol (4-VG)
is another phenolic compound with significant impact in food and beverages flavor, with
characteristic ‘clovy’ and ‘spicy’ notes, often associated with the metabolism of spoilage
yeasts, such as Dekkera/Brettanomyces, Rhodotorula and Candida [15-17]. It is present

in soy sauce, dairy products and it appears as the main aroma of wheat beers, especially
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Belgian Blond Ale, Weissbier and spontaneous fermentation beers such as Lambic and
Gueuze [15,18].

In this context, biotechnological production of these compounds rises as a
promising alternative with greater advantages when compared to traditional synthesis
methods. Bio-flavors can be continuously produced without seasonal interference and
present easy control and optimization of parameters, which helps to reduce energy costs
and the use of reagents harmful to the environment [3,19]. The study of strains able to
use renewable sources to produce significant aroma compounds to food industry is of
great interest to reduce the need of chemical synthesis and waste generation of agro-
industrial residues.

The aim of this work was to screen nine yeast strains, isolated from Latin
American biodiversity from different environments and select the best strains capable of
metabolizing ferulic acid and convert it into added-value products such as vanillin,
vanillic acid and 4-vinylguaiacol. The selected strains were first evaluated in flasks-
culturing experiments in order to investigate the influence of pH media on bioconversion
and a two-step process was conducted aiming to maximize the metabolites production.
Scale-up cultivations of the best strain was carried out in bioreactor cultivations, with pH

control and evaluation of different aeration regimes rates.
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1 MATERIALS AND METHODS
2
3 Materials and strains
4 Yeast strains used in bioconversion experiments were isolated from soil samples
5 of different regions of Brazil and Ecuador and were kindly provided by the Collection of
6  Microorganisms and Cells of Federal University of Minas Gerais (UFMG, Minas Gerais,
7  Brazil) are listed in Table 1. The nine yeast strains are currently stored in the Bioteclab
8  yeast collection (Food Science and Technology Institute, UFRGS, Brazil) and working
9  stocks were stored in a medium containing glycerol 40 % at -80 °C. For metabolic active
10  biomass, strains were cultivated in solid YM (Yeast Malt) medium containing 1 %
11  dextrose, 0.5 % peptone, 0.3 % yeast extract, 0.3 % malt extract, 2 % agar and were kept
12 at4°C.
13
14 Table 1. Nine yeasts studied in this work, location and year of isolation.

Specie Strain Location Year of isolation
Debaryomyces hansenii UFMG-CM-Y1736 Santa Bérbara, Minas Gerais 2014
Debaryomyces hansenii UFMG-CM-Y2771 Palmas, Tocantins 2011
Debaryomyces hansenii UFMG-CM-Y5635  Angra dos Reis, Rio de Janeiro 2013
Torulaspora delbrueckii UFMG-CM-Y2681 Santa Béarbara, Minas Gerais 2011
Torulaspora delbrueckii UFMG-CM-Y3812 Belo Horizonte, Minas Gerais 2008

Rhodotorula mucilaginosa ~ UFMG-CM-Y665  Aurora do Tocantins, Tocantins 2011
Rhodotorula mucilaginosa UFMG-CM-Y2190  Angra dos Reis, Rio de Janeiro 2013
Rhodotorula mucilaginosa UFMG-CM-Y3647  Aurora do Tocantins, Tocantins 2012
Dekkera anomala UFMG-CM-Y4734 San Antonio, Ecuador -
15
16

17  Reagents

18 Trans-ferulic acid (99 %, trans-4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid) and
19  standards of vanillic acid (4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid), vanillin (4-hydroxy-3-
20  methoxybenzaldehyde), 4-vinylguaiacol (2-methoxy-4-vinylphenol) and sulfuric acid
21  (HPLC grade) were purchased from Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Acetonitrile and
22 methanol were acquired from J. T. Baker (New Jersey, USA) and Merck (Darmstadt,
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Germany), respectively, and were of HPLC grade. Sodium hydroxide, formic acid (85 %)
and all other reagents purchased were of analytical grade from Neon (Suzano, S&o Paulo,
Brazil).

Yeast screening for ferulic acid biotransformation

To evaluate the ability of strains to grow in a synthetic medium containing ferulic
acid, cultures were pre-cultivated in liquid YM medium (1 % glucose, 0.5 % peptone, 0.3
% yeast extract, 0, 3 % yeast extract) and incubated in a rotary shaker for approximately
14 h at 30 °C and 120 rpm, until reaching optical density (OD) 1.0 at 600 nm. Then, 10
% volume of cell suspension was transferred to a 500 mL Erlenmeyer flask containing 90
mL of sterile YM medium and 0.8 g.L ferulic acid (dissolved in sodium hydroxide 0.5
M and filter-sterilized). Flasks were kept under agitation at 120 rpm for 120 h and 30 °C.

Effect of initial pH in shake flask cultivations

Investigating whether initial pH would affect bioconversion of ferulic acid or the
pool of metabolites produced, experiments with selected yeasts were carried out in 500
mL Erlenmeyer flasks containing 90 mL of YM medium added of 2 g.L* ferulic acid
filter-sterilized and 10 mL of cell suspension obtained as mentioned above. Before
sterilization of YM medium, pH was adjusted to 5.0. A control experiment with no pH
adjustment was also run (pH 6.51 £ 0.04). Bioconversions experiments were carried out
for 72 h at pH 5.0 and 48 h in control experiments, at 30 °C and 120 rpm.

Effect of two-step fermentation

In this experiment, induction of strains was tested to evaluate whether ferulic acid
had influence on biomass formation or whether its addition at a later-stage would improve
bioconversion. For that, selected strains were pre-cultured in YM medium to obtain a cell
suspension of ODesoonm1.0 and then 10 % (volume fraction) of this culture was transferred
to an Erlenmeyer containing modified YM medium (2 % glucose, 0.5 % peptone, 0.3 %
yeast extract, 0.3 % malt extract) and incubated at 120 rpm and 30 °C. Growth was
followed by OD measurements at 600 nm in UV-spectrophotometer (SpectraMax Plus
384, Molecular Devices, California, USA) until cultures reached stationary phase (~ 24

h). Then, 2 g.L? of ferulic acid filter-sterilized was added to medium and bioconversion
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was carried for 72 h, at 120 rpm and 30 °C. No pH adjustments were made in this

experiment, with initial pH ranging from 6.1 to 6.4 before ferulic acid addition.

Bioreactor cultivations

From the results obtained in all experiments above, we selected the strain that
showed the highest consumption of ferulic acid and further conversion to vanillic acid,
vanillin and 4-vinlyguaiacol. Batch cultivations in a 2-L stirred-tank bioreactor (Biostat
B, B. Braun Biotech International, Germany) were run to evaluate two different
conditions of controlled pH (5.5 and 6.5) at 0.5 vvm and then, selecting the best pH, tested
a higher aeration condition (2.5 vvm) to evaluate the effect of these parameters in
biotransformation. A volume of 1.5 L of YM modified medium was used, inoculated with
10 % (volume fraction) of cell suspension OD 1.0, and the cultivation conditions were
300 rpm and 30 °C.

Ferulic acid decarboxylase (FDC) activity

R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 cells were grown in YM medium until
reaching an OD of 1.0; cells were then centrifuged (3,500 g, 15 min, 4° C) and
resuspended in 70 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) containing 0.1 g.L* ferulic acid
and incubated for 8 h at 30 °C, following methodology described by Kaur et al. [20].
Samples were taken at each 2 h, centrifuged at 3,500 g for 15 min and FDC activity was
determined by spectrophotometer in a UV range of 250 to 350 nm and HPLC was used

to observe metabolites formation and quantification of 4-VG.

Analytical determinations

Samples were taken at predetermined intervals, centrifuged (3,500 g, 15 min, 4
°C) and the supernatant was collected and kept at — 20 °C until HPLC analysis. A
Shimadzu (Kyoto, Japan) HPLC equipment equipped with a quaternary pump (LC-
20AD) was used for chromatographic analysis.

Glucose was quantified using a refractive index (RI) detector and an Aminex 87H
column (9 um, 300 x 7.8 mm, Bio-Rad, United States) with sulfuric acid 5 mM as eluent.

An isocratic flow rate of 0.6 mL.min" and temperature of 45 °C was used. Phenolic
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compounds were separated in a Shimpack CLC- ODS C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm,
Shimadzu, Japan) with a diode array detector (DAD) at a flow rate of 0.9 mL.min* and
column temperature at 29 °C, using a mobile phase with water/formic acid (99.5:0.5, v/v)
(solvent A) and acetonitrile/formic acid (99.5:0.5, v/v) (solvent B) in a linear gradient
from A/B 99:1 to 50:50 in 50 min; 50:50 to 1:99 in 5 min, following methodology
described by Rodrigues et al. [21]. The latter ratio (1:99) was maintained for additional 5
min. The UV-vis spectra were obtained between 200 and 600 nm and the chromatograms
were processed at 280 and 323 nm.

Biomass concentration was gravimetrically determined during cultivations where
samples were filtered through 0.45 um membranes, dried by infrared heating (Ohaus MB-
35, Parsippany, NJ) and weighted. The pH determinations were made during flask

experiments using a digital pHmeter (Kasvi, Parana, Brazil).

Kinetic parameters and statistical analysis

Consumption of sugars and FA were determined by Equation 1 and expressed as

percentages.

S
Consumption (%) = 5 x 100
0

Where So is the initial substrate concentration (g.L™?) and S is the final substrate
concentration (g.L™?) at each interval. VA and 4-VG conversion yields (Yvara, Yavcra,
0.9 were defined as the ratio of maximum metabolite concentration produced and
ferulic acid consumed at the chosen interval. Productivity (Qp, mg.(L-h)%, where P is the
product obtained) was determined by the ratio between maximum concentration of VA
and 4-VG observed and the cultivation time to reach them.

The statistics of experimental data were analyzed by Tukey's test using the
software Statistica 7.1 (StatSoft Inc., Tulsa, USA), at a significance level of 0.05. Except
preliminary screening, all experiments were run in duplicates and data plotted as the mean

deviation of experimental points.

@)
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RESULTS AND DISCUSSION

Screening of yeast strains for biotransformation of ferulic acid

When studying the ability of strains to metabolize ferulic acid, we tested two
different approaches in terms of carbon source: using 10 g.L* of glucose, in a standard
YM medium (data not shown), or 2 g.L* glucose, aiming to reduce cultivation time as
enzymes involved in FA catabolism are described as substrate inducible [22—-24].

Consumption of FA in medium containing 2 g.L™ glucose is shown in Figure 1,
and of the nine isolated yeasts tested, eight (88 %) were able to metabolize ferulic acid at
some level. For the three strains of Debaryomyces hansenii (UFMG-CM-Y 1736, UFMG-
CM-Y5635, UFMG-CM-Y2771) and Torulaspora delbrueckii UFMG-CM-Y2681,
consumption ranged from 6.06 to 23.29 %, however, no detection of aromatic compounds
(VA, V, or 4-VG) were found in culture media. The strain T. delbrueckii UFMG-CM-
Y3812 demonstrated poor ability to metabolize FA (< 2 %) in the screening tests, thus it
was discarded. Hernandez-Orte et al. [25] observed the production of very low amounts
of V and VA in a wine synthetic medium for the cultivation of T. delbrueckii. This yeast
strain is often described as a low-producer of volatile phenol compounds [26].
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Figure 8. Consumption (%) of 0.8 g.L ferulic acid by yeasts in preliminary screening.
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Dekkera anomala UFMG-CM-Y 3474 showed high assimilation of ferulic acid
(almost 90 %), but it did not produce VA or V. Instead, it produced good amounts of 4-
vinylguaiacol (530.81 mg.L™?). D. anomala are commonly described as spoilage yeasts,
especially in wines and beers, and are responsible for the formation of off flavors such as
4-vinylphenol and 4-vinylguaiacol derived from phenolic compounds (POFs, phenolic
off flavors), which are p-coumaric acid and ferulic acid, respectively [16]. The conversion
of ferulic acid to 4-VG is mainly due to ferulic acid decarboxylase activity (FDC), through
a non-oxidative decarboxylation route, resulting in the formation of hydroxystyrenes,
with “smoky” and “spicy” flavors [27].

Under both glucose concentrations tested, the three strains of Rhodotorula
mucilaginosa consumed all the ferulic acid present in culture medium, with low detection
of vanillic acid for R. mucilaginosa UFMG-CM-Y665 (< 30 mg.L™?), and concentrations
of 48.26 mg.L ™ and 130.51 mg.L* for R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 and UFMG-
CM-Y 2190, respectively.

Rhodotorula is a genera of oleaginous yeasts, known for its application in fatty
acids production and its ability to produce carotenoids, with red and orange pigments
[28]. Phenolic compounds metabolism in Rhodotorula yeasts is poorly described in
literature, but R. mucilaginosa (former R. rubra) was already found to be able to produce
vanillic acid, vanillin and guaiacol by ferulic acid bioconversion [29], specially through
[-oxidation and decarboxylation mechanisms, as reported for R. minuta and R. glutinis
isolated from fruit juices [30,31].

Influence of pH in R. mucilaginosa strains

As it is well known, pH conditions have strong influence on bioconversion
experiments hence microorganisms can only grow in a narrow range of pH, directly
affecting products yields (Yess). Therefore, R. mucilaginosa strains were grown in a
medium with 2 g.L* FA and initial pH of 5.0 and 6.5 (control). The results for maximum
VA, 4-VG concentration and yields (Ypss) are shown in Table 2. Vanillin was produced
in trace amounts in all experiments, in concentrations of approximately 10 mg.L™.

Atinitial pH 5 (Figure 2), we observed that VA production was higher than control
experiment, being UFMG-CM-Y2190 and UFMG-CM-Y 3647 the best producers (1.25
+0.03 g.L 't and 1.14 + 0.02, respectively). UFMG-CM-Y665 showed highest levels of
4-VG production under both pH conditions (0.35 + 0.01 g.L? and 0.79 + 0.08,
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1  respectively) being the major pathway of this strain possibly followed by non-oxidative

2 decarboxylation, such as Aspergillus niger [32] and Candida lambica [31].
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Metabolism differences between the strains were noticed mainly in terms of yields
and volumetric productivity, where UFMG-CM-Y 3647 demonstrated improved results
as FA was completely metabolized in 36 h, compared to 48 h for UFMG-CM-Y2190 and
UFMG-CM-Y665. Moreover, UFMG-CM-Y3647 showed the highest biomass
concentration after 48 h (4.43 + 0.24 g.L1), when all glucose was depleted whereas
UFMG-CM-Y2190 produced 2.14 + 0.04 g.L at the same time, achieving 3.70 + 0.19
g.L* of biomass after 72 h of cultivation.

Although differences in concentrations of metabolites produced in culture
medium, we observed that after exhaustion of FA and maximum VA formation, the three
strains started to consume VA but not 4-VG, as the concentration of the latter metabolite
remained constant. Degradation of VA can result in the formation of: a) vanillin or
vanillyl alcohol by reductive metabolism; b) guaiacol by decarboxylation, in a reaction
similar to catalyzed by FDC; and c) methoxyhydroquinone by oxidant decarboxylation
of substrate, as observed in Pycnoporus cinnabarinus metabolism [33]. The presence of
V in trace amounts under both pH conditions could also indicate the transient formation
of metabolite, being V an intermediate of VA formation, similar to what occurs in
Streptomyces sannanensis [34] and. S. halstedii [35], as vanillin toxicity diminish the
ability of certain microorganisms to accumulate it [36].

In the control experiments (pH 6.5), presented in Figure 3, we observed that FA
was not completely consumed by any of the three strains after 48 h, ranging from 67 %
for UFMG-CMG-Y2190 to 93 % for UFMG-CM-Y665. VA production was significantly
smaller in control experiments, indicating that in acidic conditions (pH < 6), VA
conversion by R. mucilaginosa is more efficient.

Thus, we observed a very different behavior over pH range in both experiments,
as at initial pH 5.0 no significant changes were noticed, except for a slight decrease at the
first 12 h (5.33 = 0.14) in all three strains. Final pH varied from 5.11 £ 0.01 in UFMG-
CM-Y36471t06.18 +0.12 in UFMG-CM-Y665. When comparing to control experiments,
same decrease was observed at first 12 h of cultivation, but final pH increased notably in
all strains, specially UFMG-CM-Y 665, with final pH of 7.30 = 0.08.

This could be a consequence of the depletion of FA and higher 4-VG presence in
culture medium, as this compound is described as a weak base [37], with pKa 10.03,
whereas at higher VA concentrations (pKa 4.53) pH stabilized [38]. The increase in pH

may have also affected FA degradation, as it can be observed by a sharp decrease of FA
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consumption rate at 48 h, indicating that possibly key role enzymes in ferulic acid
catabolism could have been affected, lowering the bioconversion.

Concerning 4-VG formation in control experiments, UFMG-CM-Y 665 was once
again the highest producer strain, achieving 0.79 + 0.08 g.L* after 48 h, reaching a Qs-vc
of 16.45 + 1.68 mg.(L-h)%. VA production was almost two-fold lower than for cultures at
pH 5.0, UFMG-CM-Y 3647 and UFMG-CM-Y 2190 producing the highest concentrations
(0.73 + 0.09 g.L ! and 0.69 + 0.14), corresponding to an average molar yield of
approximately 55 %. These results are similar to those observed by Zheng et al. [39] in
reporting the bioconversion of ferulic acid extracted from waste residue of rice bran in
cultures of Aspergillus niger. In this study, the effect of FA initial concentration was
evaluated, in which cultures with 4 g.L of FA produced a molar yield of 57.7 % after 72
h.

It should be noticed that VA maximum concentration was achieved at 48 h in
cultures of UFMG-CM-Y 3647, with a significant accumulation between 30 and 33 h of
cultivation (Fig. 3A), where strain was entering stationary phase (late exponential phase).
This increase in VA production rate suggests that FA degradation and, therefore, its
conversion, is improved in R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 at this growth stage, as
an adaptation period may be required under these conditions. Similar patterns were
observed for Amycolatopsis sp. cultures where FA was quickly converted after 24 to 30

h of cultivation, at the exponential phase [40].
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Condition Strain v(g T?)X 4'\(/gGLT;‘X' Yvara (9.9l  Yavora(@gl) Quara (mg.(L-h)d)  Qaverra (mg.(L-h)?)
UFMG-CM-Y3647 1.14 +0.02%% 0.24 +0.01°® 0.77 £ 0.012 0.17 + 0.00° 23.73 £ 0.40° 8.31+0.21°
pH 5 UFMG-CM-Y2190 1.25+0.03%2 0.22+0.02°®  0.70 + 0.04® 0.14 + 0.02« 21.47 +0.57%® 7.70 + 0.69°
UFMG-CM-Y665 0.89 +0.01°? 0.35+0.01®®  0.57 + 0.02%° 0.22 +0.01° 15.35 + 0.10" 12.04 +0.30°
Control UFMG-CM-Y3647 0.73+0.09°*  0.15 + 0.00% 0.43 +0.07° 0.08 + 0.01¢ 15.27 +1.93% 4.46 +0.12¢
(oH 6.5) UFMG-CM-Y2190 0.69 +0.14°*  0.60 + 0.03" 0.52 +0.11°° 0.45 + 0.022 14.33 + 3.00° 12.52 +0.64°
' UFMG-CM-Y665  0.25+0.08%*  0.79 +0.08* 0.14 + 0.03¢ 0.43 + 0.04° 5.18 + 1.244 16.45 + 1.68?

Mean values + standard deviation (n = 2)
L After 48 h of cultivation.
2 After 58 h of cultivation.
3 After 29 h of cultivation.
4 After 33 h of cultivation.

Different letters overlapped in the same column indicate significant statistical difference (p < 0.05).
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Figure 10. Biotransformation of 2 g.L™* FA in control experiments (pH 6.5) in R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 (A), UFMG-CM-Y2190 (B)

and UFMG-CM-Y 665 (C). (o) pH, (><) biomass, (m) glucose, (») ferulic acid, (<) vanillic acid and (A) 4-vinylguaiacol. Plots represent the
mean of duplicates.
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Two-step process to improve VA and V production

A two-step process was designed to investigate the influence of initial biomass
concentration on FA bioconversion. Cells were grown in 20 g.L* glucose until reaching
stationary phase, 24 h for UFMG-CM-Y3647 and UFMG-CM-Y2190, and 25 h for
UFMG-CM-Y665, then FA was added to culture medium at a final concentration of 2
g.L L. Kinetic results are shown in Figure 4.

This approach was previously evaluated for Sporotrichum thermophile [41] and
Debaryomyces hansenii [18], as glucose concentration appears to have a strong effect
over ferulic acid uptake [42].

In our experiments, UFMG-CM-Y2190 consumed all FA present in culture
medium after 72 h of the addition, whereas UFMG-CM-Y 3647 and UFMG-CM-Y 665
consumed 73 and 94 %, respectively. In contrast with reports by Max et al. [42], where
glucose showed negative effect on FA consumption and on the 4-vinylguaiacol formation
by D. hansenii, in our experiments glucose concentration enhanced 4-VG formation for
UFMG-CM-Y3647 and UFMG-CM-Y 2190, whereas the same effect was not observed
for VA production. Strain UFMG-CM-Y 2190 produced a maximum of 1.63 + 0.09 g.L*
of 4-VG after 55 h, reaching a Qs-vc of 29.59 + 1.55 mg.(L-h)?, an increase of almost 3
times compared to the control experiment.

D. hansenii produced 1.23 g.L* of 4-VG from 2 g.L ! of FA after 48 h, when
cultivated in 1 g.L* glucose, whereas FA catabolism was found to be repressed in higher
glucose concentrations and therefore accumulation of 4-VG was affected [42].
Nevertheless, the authors stated that glucose and nitrogen concentrations helped to
redirect the metabolism of D. hansenii, the same pattern observed in our work.

As it can be observed in Figure 4B, between 60 h and 72 h of total cultivation time
(33 h and 48 h after FA addition), 4-VG production almost doubled, followed by an
increase in pH from 6.82 to 7.26, confirming the hypothesis that pH increase is likely due
to 4-VG accumulation. For UFMG-CM-Y 665, where higher concentrations of 4-VG were
achieved in the previous experiments, glucose concentrations seemed to have negative
impact on 4-VG formation, but no effect on FA consumption, as consumption percentage
were similar to observed in the control experiment. Only 0.64 + 0.10 g.L* of 4-VG was
produced, followed by a final production of 0.49 + 0.03 g.L! of VA.

In Fig. 4C, it is possible to observe that during the first 60 h of cultivation, similar

concentrations of the metabolites were produced by the strain, and enhanced production
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1  of 4-VG was reached after 70 h, in parallel to faster degradation rate of FA. This behavior
2 was already observed by Baqueiro-Pefia et al. [32] when investigating FA
3  biotransformation by a diploid strain of A. niger, where high 4-VG formation rate
4 occurred between 72 h and 108 h, with 64 % of FA consumption after 120 h.
5 Biomass was not significantly enhanced by this approach, in comparison with
6 initial pH treatment and control, whilst after reaching stationary phase all cultivations still
7 had some unconsumed glucose, with 24 % remaining for UFMG-CM-Y665, 50 % for
8 UFMG-CM-Y2190 and 53 % for UFMG-CM-Y3647. Hence, UFMG-CM-Y 2190, the
9  only strain that consumed all FA, reaching a maximum of 4.77 + 0.00 g.L™* of biomass,
10  suggesting that in this condition, FA consumption has no influence on biomass formation,
11  being glucose the only carbon source responsible for it.
12
13 Table 3. Yields (Yess, g product.g™ substrate) and volumetric productivity (Qp, mg.(L-h)™)
14 for two-step process and control experiments.
Condition Strain Yvara(9.91)  Yavera(g.g?l) Quarra . Q4-VG/FA_
(mg.(L-h)?) (mg.(L-h)?)
Two-step UFMG-CM-Y3647  0.50+0.17° 0.48+0.15° 10.39 + o.10aE°i 8.38 + 0.420d~°;
cultivation UFMG-CM-Y2190  0.30 + 0.05? 0.83+£0.06* 12.16 +£2.42%*  29.59 + 1.55%
UFMG-CM-Y665  0.37 +0.10° 0.49+0.05°  7.48+1.46"2  9.12+1.36%
Control UFMG-CM-Y3647  0.43 +0.072 0.08 £ 0.01° 15.27 +1.93% 4.46 +0.12%
UFMG-CM-Y2190  0.52 +0.11? 0.45+0.028  14.33+3.00®!  12.52 +0.64"
(PH 6.5) UFMG-CM-Y665 0.14 £ 0.03? 0.43 £ 0.04? 5.18 +1.24% 16.45 + 1.68™
15  Mean values + standard deviation (n = 2)
16t After 48 h of cultivation.
17 2 After 55 h of cultivation.
18 3 After 70 h of cultivation.
19 4 After 33 h of cultivation.
20 Different letters overlapped in the same column indicate significant statistical difference (p < 0.05).
21
22 As for VA production, two-step process did not improve significantly its
23 production or yields when compared to control experiment (Table 3). UFMG-CM-Y 3647
24 and UFMG-CM-Y 2190 produced the highest concentrations (0.59 + 0.02 g.L™* and 0.59
25  +0.10 g.L?, respectively) at 48 h, but these were approximately 19 % lower compared to
26 the control. UFMG-CM-Y 3647 produced final VA concentration of 0.57 + 0.01 g.L* and
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0.59 + 0.03 g.L* for 4-VG after 70 h, a Quva of 10.39 + 0.10 mg.(L-h)%, which is almost
2.5-times higher than value found in the control experiment.

Similar to observed in the control experiments, pH increased steadily over 72 h
due to 4-VG accumulation. When pH reached neutrality (~ 7.0), a decrease in FA
consumption rate was again observed for all three strains, supporting the hypothesis that
key enzymes for FA degradation in R. mucilaginosa have its optimal conditions under
lower pH ranges (between 5.0 and 6.0), in contrast to findings of Paz et al. [43] who
studied the biotransformation of FA by Bacillus aryabhattai showing that FA
consumption stopped for pH below 5, being optimum at pH 8.5. Pediococcus acidilactici,
growing under optimized conditions for vanillin production using rice bran as ferulic acid
source, produced 1.27 g.L* of the aroma at pH lower than 5.6 [44].

The results obtained in this set of experiments suggest that FA effective
conversion by R. mucilaginosa is strictly dependent on pH range, with pH above 6
slowing up yeasts metabolism, and acid culture media favoring VA production over 4-
VG accumulation. Effect of pH in bioconversion of FA was already studied for some
microorganisms [43-45] as this parameter shows great impact in intracellular reactions
involving oxidation and reduction of phenolic compounds due to pKa differences.

Carbon sources are often added to cultures in FA bioconversion as an energy
source for microorganism, but can also act as a precursor of vanillin by recombinant
strains [46]. In this study, higher glucose concentration and latter addition of FA did not
improved VA concentration nor its kinetics parameters. Nevertheless, sugar consumption
had a strong impact in the pool of metabolites produced, and 4-VG concentration was
enhanced for most strains when glucose concentration was higher. Under the conditions
of this study, this is one of the few studies in which simultaneous 4-VG and VA
production occurs in similar concentrations, since most microorganisms will produce a

single metabolite.
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Figure 11. Biotransformation of 2 g.L™ FA in a two-step process by R. mucilaginosa

UFMG-CM-Y3647 (A), UFMG-CM-Y2190 (B) and UFMG-CM-Y665 (C). (o) pH, (>) biomass (») ferulic acid, (m) glucose, (<) vanillic acid

and (A) 4-vinylguaiacol. Dashed line marks FA addition to culture medium. Plots represent the mean of duplicates.
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Batch production of VA and 4-VG with varying aeration and pH conditions

Based on the previous results, we selected the strain R. mucilaginosa UFMG-CM-
Y3647 for tests in the bioreactor because of its ability to metabolize FA faster than the
other strains. For that, pH control was set to either 5.5 or 6.5 in order to prevent variations
in pH caused by 4-VG accumulation in culture medium.

Figure 5A shows the biotransformation of 2 g.L™* FA at pH 5.5 during 72 h.
Similar kinetic patterns of shake flasks experiments were observed. Between 12 h and 24
h there was an acceleration of FA degradation rate (up to 77.47 + 3.30 mg.(L-h)}), with
enhanced formation of VA. In contrast with experiments where pH could not be
controlled, 4-VG was produced in negligible amounts (0.04 g.L™* at 30 h).

At 33 h, maximum VA concentration of 1.20 + 0.12 g.L! was observed for
residual FA of 0.06 g.L™. At this stage, biomass concentration was of 5.77 + 0.85 g.L*
and glucose was still not entirely consumed (3.80 + 0.06 g.L™?). This concentration
corresponds to a molar yield of 79 %, similar to observed for Streptomyces halstedii, 80
% molar yield after 20 h in cultures with 1 g.L* of FA [35].

The suppression of 4-VG production and enhanced concentration of VA at 0.5
vvm and pH 5.5 suggest that, under these conditions, decarboxylase activity could have
been repressed and metabolism of R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 may had
undergone a different pathway, probably by p-oxidation, with the formation of VA as
major metabolite, as already described by Huang [29] for R. mucilaginosa and for other
microorganisms such as Pseudomonas fluorescens AN103 [47] and Acinetobacter
calcoaceticus [24]. The diauxic growth observed after 48 h from the consumption of
aromatic compounds, in our case VA, was already related for some microorganisms [48—
50], including Rhodotorula graminis [51,52], because of the presence of hydroxylases
and dioxygenases that favor f-ketoadipate pathway.

In Figure 5B is presented the kinetics of cultivation of R. mucilaginosa UFMG-
CM-Y3647 at pH 6.5. At this pH, FA consumption was negatively affected, with a
degradation rate of 17.57 + 5.51 mg.(L-h)* between 12 h and 24 h, 4.4 times smaller than
at pH set 5.5. In the first 24 h of cultivation VA was the major metabolite, with formation
0f0.98+0.10 g.L %, as 4-VG was produced in low amounts of approximately 0.03 mg.L ™.
Enhanced catabolism of FA (degradation rate = 52.77 + 3.53 mg.(L-h)* occurred after 36
h, at the late exponential phase growth, in a very similar behavior as control experiments

in shake flasks (Fig. 3A). Despite the increased uptake of FA at this interval, in controlled
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pH 6.5, R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 was unable to consume all substrate, with
residual 14 % of the phenolic compound after 48 h.

Between 36 and 48 h, 4-VG accumulation was significantly improved, with a final
concentration of 0.45 + 0.02 g.L* at 48 h, slightly higher than observed in Candida
lambica [31] and Enterobacter sp. Px6-4 [53]. Table 4 shows the kinetic parameters of
bioreactor experiments. Later-stage 4-VVG production suggests that decarboxylase activity
(FDC) in R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 could be affected not only by pH but also
according to microorganism growth stage, as resting cells are commonly used to
determine this enzymatic activity [18,20,22,31,54].

After pH definition, we tested a higher aeration condition in order to evaluate the
effect of oxygen concentration on VA production. Results depicted in Figure 5C show
that higher aeration rate did not improved VA concentration, as maximum metabolite
production was 1.20 + 0.02 g.L? (78 % molar yield), similar to values obtained under
lower aeration. Contrastingly, Torre et al [55] in experiments with E. coli IM109/pBB1
observed that under excessive aerobic conditions (ratio of medium volume:flask volume
= 0.2, agitation of 200 rpm) the VA concentration increased from 9.2 mg.L* to 18 mg.L™,
probably favoring a non-specific oxidase, catalyzing the oxidation of vanillin into vanillic

acid.



3
4

A ‘ R
>
Li! .
7.39 7\4 o /%/
\\ ot
¥
_ I
2 ’ %\TL |
]
é é/ g e ?{ﬁ
o L u
o 100 \
L
|
l\
0.37 3
e SR
0 12 24 35 48 60 72
Time {h)

2.0

Phenolic compounds (g.L‘ﬂ)

0.0

Glucose (g.L™")

20

1.5

.0

54

_ o B r—— . 420 410
P—
ds 7394 \\ o H—F * 18
415 ~
ﬁ:!j - _I9
= . — w 468 —
g 18] - 272 . . e 0
AR N Hogi o
b ©
£l 8 & — I £ 2
c Ja 8 £ g 44 8
< S =} ) =2
£ o 0 100+ —~ = ]
[=] C
qg) >( 405 @
£ 42 - \{- T q?
037 4 M A
e 2 p B
Jdo ieat - T : T . ~ 0.0 40
0 12 24 36 48
Time (h)

Figure 12. Kinetics of R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 bioreactor cultivation

in a 2-L bioreactor, with 2 g.L™* FA at 30 °C, 300 rpm and (A) 0.5 vvm air and pH set to 5.5, (B) 0.5 vvm air and pH set to 6.5 and (C) 2.5 vvm
air and pH 5.5. (>) biomass, (m) glucose, (») ferulic acid, (<) vanillic acid and (A) 4-vinylguaiacol. Plots represent the mean of duplicates.
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1 Both biomass concentration and VA productivity, however, were significantly
2 increased, with VA productivity of 40.82 + 0.57 mg.(L-h)™, 19 % higher than for 0.5 vvm,
3 while biomass final concentration increased from 6.52 + 0.35 g.Lt0 10.27 +0.71 g.L ™.
4 Consumption of VA was again observed after 33 h, but 4-VG formation did not
5  differ from previous experiments. In all bioreactor experiments, we observed that FA was
6 completely depleted prior to glucose, similar to observed for Pseudomonas putida CSV86
7 [48], suggesting that R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 could grow properly in a
8  medium with low glucose concentrations and medium to high concentrations of phenolic
9  compounds, such as alkaline hydrolysates of lignocellulosic biomasses, for example, corn
10  cobs [9], red oak [56] and brewer’s spent grain [57].
11
12  Table 4. Yield, productivity and FA consumption (%) obtained by R. mucilaginosa
13  UFMG-CM-Y3647 in bioreactor experiments in different pH and aeration conditions, 30
14 °C and 300 rpm, after 48 h.
. FA consumption Qva Y s-vGIFA Qave
Condition Yvara (9.9
(%) (mg.(L-h)") (99" (mg.(L-hy")
0.5vvm +pH 5.5 100 % 0.66 £ 0.01° 34.22+3.48" 0.02+0.00° 1.17 +0.00°
0.5vvm + pH 6.5 86 % 0.60 £ 0.03? 20.33+£1.99° 0.25+0.01* 9.33+0.432
2.5vvm + pH 5.5 100 % 0.68+0.09°  40.82+057° 0.04+0.01° 2.70+0.16°
15  Mean values * standard deviation (n = 2)
16 Different letters overlapped in the same column indicate significant statistical difference (p < 0.05).
17
18 In this context, we proposed that FA metabolic pathway in Rhodotorula
19  mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 involves two different mechanisms (Figure 6),
20  modulated by pH and aeration conditions. Under controlled acidic environments (a), R.
21  mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 converts FA into VA as major metabolite, under
22 B-oxidation, which initiates with the activation of FA to feruloyl-CoA, encoded by the
23 enzyme feruloyl-COA synthetase (FCS), and through sequential reactions is transformed
24 into VA, which is further metabolized and probably converted to methoxyhydroquinone
25  or guaiacol [58,59].
26 Under slightly neutral pH ranges (b), which could be free or controlled, FA
27  undergoes non-oxidative decarboxylation, catalyzed by enzyme FDC, yielding VA and
28 4-VG as metabolites, whereas 4-VG could be the major metabolite depending on
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1  bioconversion conditions, similarly to Debaryomyces hansenii [18,42], Bacillus

2 licheniformis [60], Bacillus aryabhattai [43] and other strains.

3
HO
o. S-CoA
HaC” Ij/vLS -CoA HO
HO
Feruloyl-CoA ( CH
AP NADH2 CH o COA SH o
6] PPi CHa COH
(‘3H3 ATP Vanillyl-CoA Vanllllc acid
CoA-SH 4-hydroxy-3-methoxyphenyl--
Ferulic acid hydroxypropionyl CoA
(B)
co,
Methoxyhydroqumone
Gualacol
_CHy zgpmzzozzzezm 5\
4-vinylguaiacol Vanillin
4 Vanillic acid
5 Figure 13. Metabolic pathway proposed for FA catabolism in R. mucilaginosa UFMG-
6 CM-Y3647.

7 Enzymatic decarboxylation of ferulic acid

8 Ferulic acid decarboxylase (EC 4.1.1.102) is the enzyme responsible for
9 catalyzing the initial step of non-oxidative decarboxylation, converting FA to 4-VG. This
10  mechanism was already reported for several microorganisms [18,32,43], including
11  Rhodotorula species [29,31].
12 We investigated the ability of R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 to
13  decarboxylate FA by monitoring UV changes in the absorbance and HPLC appearance
14 of 4-VG in samples, in order to elucidate the metabolic pathway FA proposed for this

15  strain. The UV-scans are shown in Figure 7.
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Figure 14. Changes in UV absorbance of 0.1 g.L™* FA by FDC activity of R.
mucilaginosa UFMG-CM-Y3647. (—) 0 h, (x) 2h, (¢)4 hand (V) 6 h.

Decarboxylation of FA can be observed from the loss in peaks at 285 and 310 nm
[61], whereas it can be observed that after 6 h FA was no longer present in detectable
amounts in HPLC nor UV spectra.

Chromatograms (Figure S1 of Supplementary Material) showed the presence of
4-VG, VA and a non-identified peak with absorption at 254 and 301 nm that, from
literature comparison of UV spectrum [22,62] and similar studies of phenolic compounds
metabolism [27,42], suggest the formation of 4-ethylguaiacol (4-EG), a phenolic
compound with ‘spicy’ notes often described as off-flavor in wines and beers [63],
through successive decarboxylation reactions. Further identification of the compound by
LC-MS is, however, necessary.

The pH of enzymatic assay (pH 6.0) was selected based on previous studies
[18,20], as characterization of FDC in Rhodotorula has not been clarified, therefore, the
detection of simultaneous 4-VG and VA by HPLC is in agreement with our experiments,
as pH conditions above 6.0 imply in concomitant production of metabolites.
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CONCLUSION

In this work, recently isolated yeast strains were investigated over their ability to
grow on ferulic acid and convert it into value-added products such as vanillin, vanillic
acid and 4-vinylguaiacol. Eight strains were able to grow in phenolic substrate, but only
4 were capable of converting FA into flavor compounds (V, VA, and 4-VG). Effect of
initial pH showed significant impact on FA degradation metabolism, as under acidic
conditions VA production and its kinetics parameters were enhanced for all tested strains.
Glucose concentration and late-stage addition of FA to medium influenced the pool of
metabolites formed during FA catabolism, with 4-VG being the main product. In all
conditions evaluated, V was detected in negligible amounts.

R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647, the strain consistently showing the best
results, was cultivated in bioreactors, in the influence of pH and aeration were tested.
Cultivations under pH 5.5 and 2.5 vvm produced the best results resulting in an average
molar yield of 78 % of VA. This yeast strain might be tested over agro-industrial residues
hydrolysates such as rice and oat husks, which are rich in FA content, as a promising

alternative to obtain bioaromas through an eco-friendly approach.
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CAPITULO 11l

Neste capitulo, estdo descritos os experimentos e resultados obtidos durante a cinética
de crescimento de linhagens de Rhodotorula mucilaginosa utilizando o hidrolisado acido de

cascas de aveia e arroz como substrato.

3.1 INTRODUCAO

O setor agroindustrial corresponde a aproximadamente 23 % do PIB brasileiro (IBGE,
2017) e, anualmente, um volume significativo de biomassa na forma de residuo sélido é
produzido, provocando forte impacto ambiental e consequente perda de recursos naturais
potencialmente valiosos para a producdo biotecnoldgica de enzimas, vitaminas e outras
biomoléculas (ASGHER; AHMAD; IQBAL, 2013).

Dentre estes residuos, destacam-se os residuos lignocelulésicos, que podem ser de
origem agricola, florestal ou advindos da industria papeleira, e representam uma fonte de
matéria-prima renovavel, abundante e eficiente na obtencédo de diversos compostos de interesse
na industria de alimentos e também na producdo de biocombustiveis (PALONEN, 2004). No
Rio Grande do Sul, a biomassa lignocelulésica é proveniente majoritariamente dos residuos
agroindustriais da soja, aveia e arroz (IBGE, 2016).

Na producdo de insumos alimenticios, a utilizagdo de residuos e subprodutos da
agroindustria demonstra grande vantagem para o setor, uma vez que agrega valor a um substrato
normalmente descartado, cuja principal funcéo é a alimentacdo animal, através da aplicacéo de
bioprocessos para obtencdo de aditivos naturais, além de representar uma diminui¢do nos custos
nas formulagdes de meios de crescimento, uma vez que sdo substratos ricos em carboidratos
(STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017).

Esta dissertacdo de mestrado faz parte de um projeto denominado “Utilizagdo de
residuos agroindustriais para a producao de xilooligossacarideos, galactooligossacarideos,
fosfooligossacarideos e aromas por leveduras em bioprocesso” do Grupo de Biotecnologia,
Bioprocessos e Biocatélise (BBB) da UFRGS. Este projeto compde uma linha de pesquisa
permanente do laboratério, ativa desde 2008, e tem como principal objetivo a utilizacdo de
residuos da agroindustria gaicha, especialmente residuos lignocelulésicos, para obtencéo de
produtos de valor agregado como etanol, xilitol, 2,3-butanodiol, aromas e fibras prebidticas

como xilo- e fosfo-oligossacarideos.
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Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo inicial investigar e avaliar a
obtengdo biotecnoldgica de aromas vaniloides utilizando residuos agroindustriais como

substrato.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Materiais e microrganismos

As cascas de aveia e arroz utilizadas foram adquiridas de produtores locais da cidade de
Camaqud (RS).

Duas linhagens de R. mucilaginosa foram utilizadas nos experimentos de bioconverséo
dos hidrolisados em aromas vaniloides (UFMG-CM-Y2190 e UFMG-CM-Y3647). Ambas
fazem parte da Colecdo de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e foram cedidas para este trabalho pelo Professor Carlos Augusto Rosa.

Para manutencdo celular e seu uso nos experimentos, as linhagens foram mantidas em
um meio contendo 40 % de glicerol como crioprotetor a -80 °C no Laboratério de Biotecnologia

e Bioprocessos (BiotecLab) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS.

Pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos

As cascas de arroz e aveia foram moidas e submetidas previamente a hidrolise acida
diluida, para a solubilizacdo da fracdo de hemicelulose, conforme metodologia descrita por
Cassales et al. (2011) com algumas modificacfes (DA CUNHA-PEREIRA et al., 2011). Os
hidrolisados &cidos foram preparados em autoclave a 121 °C e 1 atm, com relacdo solido:liquido
de 1:10 (casca:acido sulfarico 1 % v/v) com tempo de reacdo de 60 min para a casca de arroz
(HAA) e 40 min para as cascas de aveia (HAAV). O residuo solido resultante da hidrolise foi
separado por filtracdo com funil e o sobrenadante armazenado a — 20 °C até 0 momento dos
experimentos.

Para os cultivos, o pH dos hidrolisados foi corrigido para 6,5 com hidréxido de sédio
solido e submetidos a centrifugagdo (3500 g, 15 min, 4 °C) para remocdo de proteinas
precipitadas e outras impurezas. A esterilizacdo dos hidrolisados foi realizada em autoclave a
111 °C e 0,5 atm durante 30 min.
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Biossintese de aromas utilizando hidrolisados acidos lignoceluldsicos

Os ensaios de biossintese foram realizados em agitador orbital em frascos Erlenmeyers
de 500 mL, contendo 100 mL de hidrolisado acido (HAA ou HAAV).

Para obtencdo de biomassa metabolicamente ativa, as linhagens foram primeiramente
cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura YM sélido (Yeast Malt) composto por
10 g.L™ de dextrose, 5 g.L* de peptona, 3 g.L* de extrato de levedura, 3 g.L™ de extrato de
malte e 20 g.L* de agar bacterioldgico, com incubagéo por 24 h e 30 °C.

Apo6s a incubagdo, as culturas foram transferidas com auxilio de uma alca de platina
estéril para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio YM liquido (1 % glicose,
0,5 % peptona, 0,3 % extrato de levedura, 0,3 % extrato de levedura) e cultivadas por
aproximadamente 14 h a 30 °C e 120 rpm, até atingir densidade 6tica (DOgoonm) igual a 1. A
suspensdo celular foi centrifugada (3500 g, 15 min, 4 °C) e ressuspendida em 10 mL do
hidrolisado a ser avaliado, compondo 10 % do volume de meio total do experimento.

Os frascos foram mantidos sob agitacdo em incubadora rotacional a 120 rpm, durante 72
h a 30 °C. As amostras foram coletadas durante intervalos pré-estabelecidos para avaliacdo de
pH por pHmetro digital (Kasvi, Parand), e em seguida, centrifugadas a 3500 g por 15 min a 4
°C para separacdo das células e coleta do sobrenadante, mantido em freezer (-20 °C) até

posterior analise cromatografica.

Métodos analiticos

A analise dos componentes do material lignocelulésico hidrolisado foi realizada
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando a determinacdo das concentracfes
de glicose, xilose, arabinose e acido acético, além da quantificacdo de acido ferulico.

Para a quantificacdo dos acgUcares (glicose, xilose e arabinose) e acido acético foi
utilizada uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (9 um, 300 x 7,8 mm, Bio-Rad, EUA)
acoplada a um detector de indice de refracdo (RI), utilizando &cido sulfarico 5 Mm como
eluente. As condicbes da corrida cromatografica foram: fluxo isocratico de 0,6 mL.min™,
temperatura de 45 °C e tempo de 23 min.

Para a quantificacdo de acido feralico nos hidrolisados, foi utilizada uma coluna
Shimpack CLC-ODS C18 (5 pum, 250 x 4,6 mm, Shimadzu, Japdo) em conjunto com um
detector de arranjo de diodos (DAD) a um fluxo de 0,9 mL.min e temperatura de 29 °C,
conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. (2013). A fase mdvel consiste em uma
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solucdo de agua e acido férmico (solvente A, 99,5:0,5, v/v) e acetonitrila e acido férmico
(solvente B, 99,5:0,5, v/v) em um gradiente linear de A/B 99:1 até 50:50 em 50 min; 50:50 até
1:99 em 5 min, sendo mantida esta propor¢do por mais 5 min. Os espectros foram obtidos entre

200 e 600 nm e todos os cromatogramas foram processados a 280 e 323 nm.

Calculo de parametros cinéticos e analise estatistica
Os percentuais de consumo dos agucares e compostos fenolicos foram calculados de

acordo com a Equacao 1.

S
Consumo (%) = 5 x 100 1)
0

Em que So € a concentracdo inicial de substrato (em g.L™* para os agticares e mg.L™ para
acido ferulico, vanilina e acido vanilico) e S é a concentracao final de substrato (em g.L* para
os aglicares e mg.L ! para écido ferdlico, vanilina e acido vanilico).

A produtividade volumétrica de 4&cido vanilico dos ensaios fermentativos foi

determinada de acordo com a Equacéo 2.

0y = 24 @
t

Em que Qr é a produtividade volumétrica, em [mg.(L-h)']; Pva é a maxima
concentracdo obtida de acido vanilico (em mg.L?) e t é o tempo necessario para atingir a
méaxima concentracao de acido vanilico, em h.

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.,
Tulsa, Estados Unidos). A andlise de significancia foi realizada pelo teste T de Student,
considerando como diferenca significativa valores de p < 0,05. Para todos os célculos, foram

utilizadas as médias das duplicatas obtidas durante as experiéncias de fermentacao.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicéo dos hidrolisados de casca de soja, arroz e aveia

A Tabela 1 apresenta a composicdo quimica dos hidrolisados de aveia e arroz,

respectivamente, empregados no presente trabalho.

Tabela 1. Composi¢do quimica (em g.L™, em base imida) dos hidrolisados acidos de casca de
aveia (HAAV) e casca de arroz (HAA).

Hidrolisado &cido de aveia  Hidrolisado acido de arroz

Glicose 2,18 2,87
Arabinose 1,08 1,39
Xilose 7,92 10,43
Acido acético 1,11 1,44
Acido ferlico 0,205 0,154
Vanilina 0,048 0,053
Acido vanilico 0,056 0,064

Nos hidrolisados estudados, pode-se observar que a xilose € o acglcar majoritario
(aproximadamente 71 %), seguido de glicose e arabinose em menores concentragdes, em
comportamento semelhante ao relatado em outros estudos com cascas de soja (QING et al.,
2017), aveia (TAMANINI et al., 2004) e casca de arroz (SAHA et al., 2005) submetidas ao
tratamento acido diluido.

Dentre os pré-tratamentos possiveis para a utilizacdo de biomassas lignoceluldsicas
como substrato em bioprocessos, a hidrolise acida diluida é considerada uma das técnicas mais
eficientes em relacéo a liberagcdo de agUcares, pois atua principalmente na degradacédo da fragcdo
de hemicelulose (KUMAR et al., 2009). A temperatura de hidrélise € um dos fatores essenciais
a serem controlados neste tipo de tratamento, uma vez que compostos toxicos e inibitdrios do
metabolismo microbiano podem ser formados pela degradacao da xilose e arabinose em altas
temperaturas, acarretando na formacgdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
(VERARDI et al., 2012).

Com relagéo a degradacdo da biomassa lignocelulosica, podemos citar quatro grupos de

compostos inibitorios ao metabolismo de leveduras e bactérias que podem ser formados durante
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a hidrolise: produtos da degradacdo dos aclcares, como 5-hidroximetilfurfural e furfural,
produtos da degradacdo da lignina como como &cidos ferulico, cafeico, p-coumarico, vanilico,
siringico, além de aldeidos como vanilina e 4-hidroxibenzaldeido, entre outros; compostos
derivados da estrutura lignocelul6sica, como &cido acético; e metais pesados ou outros minerais
originados da corrosdo dos equipamentos utilizados durante o processo ou naturais da biomassa
(LEONARD; HAJNY, 1945; MUSSATTO; ROBERTO, 2004a).

Uma vez que este trabalho possuia o objetivo principal de avaliar a obtencdo
biotecnologica de aromas como vanilina e acido vanilico a partir do acido feralico presente no
hidrolisado, apenas estes componentes foram quantificados, mas foi possivel detectar a
presenca de acido p-coumarico, furfural e 5-HMF apos a hidrolise.

Em estudos envolvendo a producdo de aromas vaniloides a partir de hidrolisados
lignocelulosicos, é comum a utilizacdo da hidrélise alcalina, uma vez que este pré-tratamento
atua especificamente na liberagdo de compostos fendlicos (TORRES et al., 2009). Entretanto,
considerando o local de ocorréncia de &cido ferdlico em plantas estar relacionado
majoritariamente a estrutura hemiceluldsica, a partir de ligacbes ésteres, a hidrdlise acida
diluida tambem pode ser uma alternativa no tratamento de biomassas ricas em hemicelulose,
como as cascas de aveia e arroz (ISIKGOR; BECER, 2015).

Mussatto et al. (2007) avaliando a liberacdo de &cido ferulico e p-coumérico de malte
de cevada, ao aplicar tratamento acido previamente a hidrdlise alcalina, utilizando 100 mg de
acido sulfurico por grama de matéria seca, em uma proporc¢ao sélido:liquido 1:8 (p/p) a 120 °C
por 17 min, obteve solubilizacdo de aproximadamente 14 % de lignina da biomassa
lignoceluldsica, resultando na liberagdo de 51 mg.L* de &cido ferGlico e 31 mg.L de vanilina.
Nesta etapa, observou-se que ndo houve liberagdo de &cido p-coumarico no hidrolisado, apenas
acido ferulico, corroborando a hipétese de a liberacdo deste composto fendlico por esse tipo de
hidrolise estar estritamente associado a estrutura do acido fertlico em graos, sendo parcialmente
solubilizado junto com as estruturas de arabinoxilanas.

Ao avaliar a hidrolise alcalina de espiga de milho, Torre et al. (2008) obteve
preliminarmente concentragio maxima de acido ferdlico de 248,5 mg.L™, utilizando hidréxido
de s6dio 1,0 M durante 24 h em uma proporcado de 0,028 g de espiga.g™ de solugdo, em valores
muito préximos aos obtidos neste trabalho com a aplicagdo do tratamento &cido diluido. A

liberacdo de acido ferulico e retencéo das fracdes de hemicelulose e celulose ocorreu com a
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otimizagéo da hidrolise, alcangando aproximadamente 1,17 g.L? de acido fertlico utilizando
hidroxido de sddio 0,5 M e aumentando a proporgéo de espiga:solugdo alcalina para 0,084 g.g™.

A presenca de compostos como vanilina e acido vanilico em pequenas concentracfes
nos hidrolisados de aveia e arroz (entre 48 e 64 mg.L™) apds a hidrolise 4cida é consequéncia
principalmente da degradacgdo térmica da lignina e ja foi relatada em outros trabalhos utilizando
malte de cevada (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2007), palha de arroz (MUSSATTO,;
ROBERTO, 2004b) e aveia vermelha (TRAN; CHAMBERS, 1985).

Avaliacdo da cinética de bioconversdo de hidrolisados lignocelul6sicos em aromas
vaniloides por linhagens de Rhodotorula mucilaginosa

Leveduras do género Rhodotorula sdo leveduras oleaginosas, bastante utilizadas na
producdo de diversos &cidos graxos para utilizacdo na sintese de biodiesel, além de serem
conhecidas por sua coloracdo em tons de vermelho e laranja, devido a producéo de carotenoides
de forma intracelular (HERNANDEZ-ALMANZA et al., 2014). Diversas espécies de
Rhodotorula sdo comensais na natureza e em alguns mamiferos. As leveduras podem ser
facilmente encontradas no ar, solo, ambientes aquaticos como lagos e oceanos, além de alguns
naturalmente presente em determinados produtos lacteos.

O cultivo destas leveduras em residuos agroindustriais visando a obtencdo de compostos
de valor agregado ja foi relatado por diversos autores, exibindo resultados promissores na
producdo de pigmentos como torularodina, f-caroteno e toruleno (BUZZINI; MARTINI, 2000)
além de &cidos graxos como &cido palmitico (C16:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2)
(GALAFASSI et al., 2012; MAST et al., 2014). Este é o primeiro trabalho realizado visando a
obtencdo de aromas fendlicos por linhagens de Rhodotorula utilizando residuos agroindustriais
como substrato.

O metabolismo de sintese de aromas vaniloides por leveduras do género Rhodotorula,
especialmente a linhagem R. mucilaginosa, embora ainda ndo seja completamente esclarecido,
requer obrigatoriamente a presenca de um precursor fenolico no meio reacional para a obtencéo
de aromas como &cido vanilico, vanilina e guaiacol (HUANG; DOSTAL; ROSAZZA, 1993).
Portanto, o consumo de agucares observado em todos os experimentos em hidrolisados esta
relacionado estritamente a producdo de biomassa, &cidos graxos e outros compostos, como
carotenoides, além da manutencdo celular das leveduras, sem influéncia na concentragdo de

metabdlitos obtida ao final do cultivo.
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Ao avaliar a cinética de crescimento e a bioconversao dos hidrolisados hemicelulésicos
de casca de arroz e aveia por linhagens de R. mucilaginosa UFMG-CM-Y2190 e UFMG-CM-
Y3647, observou-se primeiramente uma reducao substancial no teor inicial de &cido ferulico
(entre 52 % e 62 % em HAA e 69 % e 88 % em HAAV). Esta degradacdo ocorreu em funcéo
da esterilizagdo por autoclave dos meios de cultivo, etapa realizada preliminarmente ao in6culo,
mas que provocou a degradacdo do &cido ferulico presente no hidrolisado, em funcdo de sua
baixa estabilidade em altas temperaturas (FIDDLER et al., 1967).

O aquecimento de acidos hidroxicindmicos catalisa a reacdo de descarboxilacdo de
compostos fendlicos, produzindo componentes de menor peso molecular e com impacto
aromatico, como o 4-vinilguaiacol (MAGA; KATZ, 1978). Em hidrolisados com componentes
termossesnsiveis, uma alternativa de esterilizacdo para garantir a preservagédo destes compostos
no meio de cultura € a esterilizacdo por filtracdo, mas que apresenta problematicas em relacao
ao nivel de impurezas do hidrolisado, capacidade de retencdo das membranas e outras
dificuldades operacionais.

As linhagens UFMG-CM-Y 2190 e UFMG-CM-Y 3647 demonstraram rapida adaptacéo
a ambos hidrolisados, corroborando com o potencial j& demonstrado por diversas espécies de
Rhodotorula em outros estudos, com o objetivo de produzir metabdlitos de valor agregado com
aplicacdo na industria de alimentos, como aromas, acidos graxos e pigmentos naturais
utilizando residuos agroindustriais (BUZZINI; MARTINI, 2000; GALAFASSI et al., 2012;
HAINAL et al., 2012; LI et al., 2010; MAST et al., 2014)

A Figura 1 apresenta os gréaficos de cinética de bioconversdo dos agtcares em HAA pela
acao das linhagens e UFMG-CM-Y 3647 (A) e UFMG-CM-Y2190 (B), respectivamente. A
levedura R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 apresentou comportamento semelhante com
relacdo ao metabolismo de aclcares em ambos os hidrolisados (Figuras 1A e 2A), consumindo
rapidamente a glicose, presente em menores concentracdes (3,83 + 0,54 g.L* e 3,65 + 0,08
g.Lh). Com relagéo a xilose, aclicar predominante nos hidrolisados de arroz e aveia, observou-
se um consumo maximo de 20 + 8 % em HAA e 16 £ 3 % em HAAV.

Linhagens do género Rhodotorula possuem a habilidade de metabolizar diversos
agucares, como sacarose, ribose, rafinose e xilose. Li et al. (2010) demonstrou o consumo de
xilose (2 % p/v) por uma linhagem de R. mucilaginosa isolada do ambiente marinho, resultando
em aproximadamente 15 g.L de biomassa seca. Por sua vez, a linhagem R. mucilaginosa
UFMG-CM-Y2190 apresentou melhor capacidade de assimilar pentoses, com consumo de

xilose entre 44 % e 47 %, indicando as primeiras diferencas de metabolismo entre as leveduras.
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Entretanto, ndo foi observado consumo de arabinose em nenhum dos experimentos por ambas

linhagens.

Figura 1. Avaliagdo da cinética de consumo de agUlcares de R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 (A) e
UFMG-CM- Y2190 (B) em hidrolisado acido de arroz, em que (o) pH, (e) xilose, (A) arabinose, (V) acido

acético ¢ (m) glicose.
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Em todas as linhagens e hidrolisados testados, o &cido acético, composto
conhecidamente toxico em meios hidrolisados lignoceluldsicos, ndo apresentou efeito inibitorio
ao metabolismo celular em nenhum dos cenérios avaliados. Este composto, presente em
concentrages menores que 1,5 g.L! em todas as condicdes, foi rapidamente metabolizado
pelas leveduras, provocando um aumento no pH de aproximadamente 34 % em todos 0s casos.

No metabolismo de R. glutinis, a ocorréncia simultanea de glicose e xilose em meios
hidrolisados favoreceu a diminuicéo do efeito inibitério do acido acético, sendo a toxicidade
do acido acético mais acentuada em meio sintético contendo apenas glicose (ZHANG et al.,
2011). Durante a producgdo de lipideos por R. graminis, Galafassi et al. (2012) relatou a
habilidade destas leveduras crescerem na presenca de até 3 g.L* de acido acético sem prejudicar
seu crescimento nem afetar negativamente a producéo de &cidos graxos.

Com relacdo aos compostos fendlicos, ndo foi possivel obter a producdo de vanilina a
partir de nenhuma das linhagens testadas em hidrolisado de aveia e arroz. A levedura UFMG-
CM-Y3647 demonstrou maior habilidade no metabolismo de compostos fendlicos, resultando
no consumo de 20 * 4 % de &cido ferulicoem HAA (Figura 3A) e 68 £ 7 % em HAAV (Figura
4A). Diferentemente da levedura UFMG-CM-Y 2190, foi possivel observar o consumo de
vanilina em ambos hidrolisados (37 = 3 % em HAA e 62 £ 3 % em HAAV) nas primeiras 6 h,
resultando no aparecimento de acido vanilico no meio de cultura (7,43 = 1,57 mg.L™ em HAA
e 11,75+ 1,68 mg.Lt em HAAV).

A oxidacdo de vanilina em &cido vanilico € recorrente do metabolismo de diversos
microrganismos, podendo ser associada com a agdo da enzima vanilina desidrogenase (VDH),
responsavel por catalisar essa reagido (PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001).
A formacdo transiente de vanilina pela linhagem UFMG-CM-Y 3647 também foi observada em
meio sintético (Capitulo I1), resultando no acimulo de acido vanilico como produto majoritario
da degradacéo do acido ferulico.

A partir de 30 h de cultivo, foi possivel observar um decréscimo na concentragdo de
acido vanilico pela levedura R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647, com destaque para HAAV,
em que foi verificado consumo de aproximadamente 54 % da producdo obtida para o
metabolito. Em meio sintético, também foi possivel observar o consumo de acido vanilico pela
linhagem UFMG-CM-Y 3647 (Capitulo 1) imediatamente apds a exaustdo de acido ferulico no

meio de cultivo.
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Figura 2. Avaliacdo da cinética de consumo de acUcares de R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 (A) e
UFMG-CM- Y2190 (B) em hidrolisado acido de aveia, em que (o) pH, (®) xilose, (A) arabinose, (V) acido
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A habilidade de assimilacdo de &cido vanilico ja foi observada em linhagens de R.
mucilaginosa (anteriormente R. rubra) por Huang et al. (1993), resultando na formacéo de
guaiacol através de uma reacdo de descarboxilacdo. Em um experimento avaliando a
incorporacdo de isotopos de deutério em células de R. mucilaginosa em fase de crescimento
estacionéria, foi possivel observar que o mecanismo de descarboxilagdo compreende a
tautomerizacdo enzimatica do acido vanilico através do grupo p-hidroxil em um intermediario
quinoide antes da descarboxilagéo.

A linhagem UFMG-CM-Y2190, por sua vez, apresentou capacidade limitada na
assimilacdo do acido ferulico presente em ambos hidrolisados avaliados (Figura 3B e 4B), com
consumo menor que 3 % nos dois casos. A vanilina, presente em concentragdes entre 18,71 +
1,14 mg.Lt em HAAV e 22,45 + 1,18 mg.L! em HAA foi parcialmente consumida no
hidrolisado acido de arroz (25 £ 2 %), mas 0 mesmo comportamento ndo foi observado no
hidrolisado acido de aveia.

Em ambos hidrolisados houve produgdo de acido vanilico, obtendo-se 6,97 + 3,35
mg.Ltem HAA e 10,49 + 3,64 mg.Lt em HAAV. A formagéo de acido vanilico neste caso
pode ser explicada pela assimilacdo de outros compostos fendlicos, como &cido cafeico e p-
coumarico, presentes no hidrolisado. Torres et al. (2009) ao utilizar &cido p-coumarico como
fonte exclusiva de carbono na bioconversédo de E. coli IM109/pBB1, obteve producdo somente
de acido vanilico e alcool vanilico, sem deteccdo de vanilina no meio de cultura.

Ainda, observou-se que a linhagem UFMG-CM-Y2190 alcangcou a maxima
produtividade de acido vanilico em 24 h no HAA e 31 h em HAAV, quando, em decorréncia
do desaparecimento do acido acético, o pH de ambos experimentos atingiu 7,5. Huang et al.
(1993), durante experimentos de bioconversdo de acido fertlico em meio sintético por R.
mucilaginosa utilizou pH 7,0, em cultivos em frascos com células e extrato celular, resultando
na producdo de acido vanilico e guaiacol em ambos os casos.

Embora o acido acético presente no inicio dos cultivos tenha sido rapidamente
metabolizado em todas as condicdes avaliadas, € possivel observar que o aumento progressivo
de pH provocou um efeito negativo no consumo de acido feralico pelas linhagens UFMG-CM-
Y2190 e UFMG-CM-Y3647, a partir de 24 h, podendo estar relacionado com a perda de
atividade da enzima FDC, responsavel pela etapa inicial da reacdo de degradacdo do acido
ferulico (KAUR; CHAKRABORTY; KUMAR, 2013).
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O comportamento das linhagens UFMG-CM-Y 3647 e UFMG-CM-Y2190 em meio
sintético (Capitulo 11) indicam que o pH desempenha um papel essencial no metabolismo de
compostos fendlicos, indicando que em maiores concentrac6es de acido feralico e em condicdes
de pH controlado, os resultados em hidrolisados possam ser maximizados.

Na Tabela 2 estdo apresentados os calculos de pardmetros cinéticos obtidos para as
linhagens UFMG-CM-Y 2190 e UFMG-CM-Y 3647, avaliados a partir dos valores maximos de
producdo de acido vanilico. Em termos de produtividade, a linhagem UFMG-CM-Y3647
demonstrou em 24 h produtividade de 0,31 + 0,07 mg.(L-h)"*em HAA e 0,49 + 0,07 mg.(L-h)"
Lem HAAYV, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os resultados apresentados.

Utilizando residuo de farelo de arroz desengordurado, em uma estratégia em duas etapas
para obtencdo de vanilina, Zheng et al. (2007) estudou o cultivo de Aspergillus niger para
producdo de acido vanilico que foi subsequentemente convertido em vanilina por Pycnoporus
cinnabarinus. A maior conversdo observada para acido vanilico foi de 1,1 g.L  em 72 h,
resultando em uma produtividade de 15,2 mg.(L-h)?, uma das maiores ja relatadas em

microrganismos selvagens.

Tabela 2. Producdo maxima observada de 4cido vanilico (Pva), em mg.L™, e produtividade

calculada, em mg.(L-h)* das linhagens utilizadas neste trabalho.

Linhagem Residuo Pva (mg.LY) Qp (Mmg.(L-h)?)
I HAA 7,43 +1,572 0,31 +0,072
R. mucilaginosa
UFMG-CM-Y 3647 HAAV 11,75+ 1,682 0,49 £ 0,072
- HAA 6,97 + 3,35° 0,29 £ 0,14%
R. mucilaginosa
UFMG-CM-Y2190 HAAV 10,49 + 3,64° 0,34 £ 0,12%*

* Produtividade calculada em 31 h.

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Avaliacdo da cinética de consumo de fenélicos em R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 (A) e UFMG-
CM-Y2190 (B) em hidrolisado &cido de arroz, em que (») &cido ferulico, (©) &cido vanilico e (%) vanilina.
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Figura 4. Avaliacdo da cinética de consumo de fendélicos em R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 (A) e UFMG-
CM-Y2190 (B) em hidrolisado acido de aveia, em que (®) acido ferdlico, (<) acido vanilico e () vanilina.
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3.4 CONCLUSAO

Para investigar a producdo biotecnologica de aromas vaniloides, especificamente
vanilina e acido vanilico, utilizando residuos agroindustriais como substrato, este trabalho
avaliou o crescimento e a cinética de consumo de Rhodotorula mucilaginosa UFMG-CM-
Y3647 e UFMG-CM-Y2190, linhagens isoladas da biodiversidade brasileira.

Neste estudo, foram utilizados hidrolisados de casca de arroz (HAA) e aveia (HAAV),
obtidos por meio de hidrolise &cida diluida. O pré-tratamento resultou em um hidrolisado rico
em Xxilose, em torno de 70 % de sua composi¢do de agUcares totais, além da liberagdo de 0,154
g.L "t e 0,205 g.L* de 4cido ferdlico, principal precursor de aromas fendlicos. A esterilizagéo
por autoclavagem do meio de cultura resultou na perda de 50 % a 60 % do teor inicial de &cido
feralico, prejudicando a méxima obtencéo de aromas pelos microrganismos.

As linhagens UFMG-CM-Y2190 e UFMG-CM-Y 3647 demonstraram boa adaptagéo
aos dois hidrolisados avaliados, ndo sendo observada inibicdo aos compostos tdxicos
resultantes da hidrélise, indicando potencial de uso deste material como substrato em
bioprocessos. A glicose e o0 acido acético foram rapidamente consumidos em todas as condicdes
avaliadas, havendo variagdo do consumo de xilose entre as linhagens, sendo a linhagem UFMG-
CM-Y2190 a que apresentou maior capacidade de assimilacdo deste aglcar (entre 44 % e 47
%). Néo foi observado consumo de arabinose em nenhum dos hidrolisados avaliados.

Com relagdo ao metabolismo de fendlicos, a levedura UFMG-CM-Y 3647 apresentou
melhores resultados no consumo de &cido ferulico (entre 20 % em HAA e 68 % em HAAV) e
producdo de &cido vanilico, além da habilidade de metabolizar a vanilina durante as primeiras
6 h de cultivo (37 % em HAA e 62 % em HAAYV), provavelmente associada com a acéo da
enzima vanilina desidrogenase (VDH).

A levedura UFMG-CM-Y2190 ndo demonstrou capacidade de metabolizar o acido
feralico presente em HAA e HAAV, mas foi possivel observar a presenca de acido vanilico ao
final dos cultivos, com 6,97 + 3,35 em HAA e 10,49 + 3,64 em HAAV. A producdo do
metabolito pode estar associada a capacidade da linhagem de produzir acido vanilico a partir
de outro precursor, como acido p-coumarico, tambem presente no hidrolisado.

A maxima producdo de &cido vanilico pela levedura R. mucilaginosa UFMG-CM-
Y3647, obtida em 24 h, foi de 7,43 + 1,57 mg.L* em HAA e 11,75 + 1,68 mg.L™! em HAAV,
resultando em uma produtividade de 0,31 + 0,07 mg.(L-h) no hidrolisado 4cido de arroz e 0,49

+0,07 mg.(L-h)* quando cultivada em hidrolisado &cido de aveia. Com a levedura UFMG-CM-
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Y2190, no hidrolisado &cido de aveia, a maxima producdo foi observada somente em 31 h,
resultando em uma produtividade de 0,34 + 0,12 mg.(L-h)%; utilizando o hidrolisado acido de
arroz, a produtividade calculada foi de 0,29 + 0,14 mg.(L-h)™.

Este é o primeiro trabalho utilizando linhagens de R. mucilaginosa em hidrolisados de
arroz e aveia visando a obtencdo de aromas fendlicos como metabdlitos principais. Os
resultados observados indicam potencial de utilizacdo destes hidrolisados, sendo necessario
primeiramente a otimizacdo do processo de liberagdo de acido feralico pelo método de
hidrolise, com o objetivo de maximizar o rendimento e a produtividade de acido vanilico. Além
disso, os resultados sugerem que o pH possui forte influéncia no metabolismo das linhagens
estudadas, principalmente com relagdo a assimilagdo de compostos fenodlicos, sendo uma

perspectiva futura a ser abordada o controle de pH em experimentos em biorreatores.
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CAPITULO IV

DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho, nove leveduras isoladas da biodiversidade latino-americana foram
estudadas visando avaliar a obtencdo biotecnoldgica de aromas de interesse na industria de
alimentos como vanilina, acido vanilico e 4-vinilguaiacol. As leveduras foram preliminarmente
testadas em meio sintético, contendo &cido feralico como principal precursor fendlico e as que
apresentaram melhores resultados no consumo de acido ferulico e conversdao em vanilina e
acido vanilico foram selecionadas.

Oito das nove linhagens avaliadas (88 %) demonstraram capacidade de metabolizar o
acido ferulico, variando entre 6,06 % para Debaryomyces hansenii UFMG-CM-Y 1736 até 100
% para as trés linhagens de Rhodotorula mucilaginosa avaliadas (UFMG-CM-Y 3647, UFMG-
CM-Y2190 e UFMG-CM-Y665). A producdo de &cido vanilico variou entre concentraces
abaixo de 30 mg.L ™ para UFMG-CM-Y665 até 130,51 mg.L™, observada na linhagem UFMG-
CM-Y2190.

Em seguida, as linhagens selecionadas de R. mucilaginosa foram submetidas a
experimentos em meio sintético para avaliar a influéncia do pH do meio de cultivo na
bioconversdo de &cido fertlico. Em pH inicial 5,0, foi possivel observar que a producdo de
acido vanilico foi significativamente maior (p < 0,05) do que a observada no experimento
controle (pH 6,4), sendo as linhagens UFMG-CM-Y2190 e UFMG-CM-Y3647 as melhores
produtoras, atingindo concentragdes de 1,25 + 0,03 g.L Y e 1,14 + 0,02 g.L%, respectivamente.

As linhagens UFMG-CM-Y2190 e UFMG-CM-Y3647 embora tenham apresentado
pardmetros cinéticos (Yvara € Qva) semelhantes atingiram seus maximos de producdo em
tempos diferentes, sendo a maxima producdo de acido vanilico em UFMG-CM-Y3647
observada apos 48 h de cultivo e em UFMG-CM-Y 2190 ap06s 58 h.

A linhagem UFMG-CM-Y665 demonstrou maiores concentracfes de 4-vinilguaiacol
em ambas as condigBes de pH avaliadas, com valores maximos de 0,35 + 0,01 g.L™ em pH 5,0
e 0,79 + 0,08 g.L ! no experimento controle (pH 6,4), indicando que a principal via de
degradacédo do acido ferulico nesta linhagem segue a rota de descarboxilacdo ndo oxidativa,
catalisada pela agdo da enzima &cido feralico descarboxilase (FDC).

No experimento controle, observou-se que o acimulo de 4-vinilguaiacol no cultivo de

todas as linhagens, especialmente a linhagem UFMG-CM-Y665, acarretou em um aumento
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significativo no pH do meio de cultivo (7.30 £ 0.08), possivelmente em funcéo do elevado pKa
deste composto (10,03). O aumento de pH também pode ter afetado a degradacdo de acido
ferulico, observado pelo consumo incompleto do composto fendlico apds 48 h, indicando que
as enzimas FDC, vanilina desidrogenase (VDH) e outras enzimas chave da bioconversdo de
acido vanilico e vanilina podem ter sido afetadas pelas mudancas de pH.

Em todos os experimentos, a formagéo de vanilina ocorreu em baixas concentragdes,
sugerindo que este composto seja um metabdlito intermediario na formacéo de acido vanilico
por R. mucilaginosa, em que a presenca transiente deste composto deve-se principalmente a
dificuldade que alguns microrganismos apresentam de acumular vanilina no meio de cultivo
em funcdo de sua elevada toxicidade.

Em seguida, uma etapa de pré-cultivo foi realizada para investigar a influéncia da
concentracdo de biomassa inicial na bioconversao de acido ferdlico. Para isso, as linhagens
foram cultivadas em meio YM modificado contendo 20 g.L* de glicose até atingirem estado
estacionario, momento em que foi adicionado &cido ferdlico, em uma concentracdo final de 2
gL

A linhagem UFMG-CM-Y2190 consumiu completamente o acido feralico presente no
meio de cultura ap6s 72 h, enquanto as linhagens UFMG-CM-Y3647 e UFMG-CM-665
apresentaram percentual de consumo de 73 % e 94 %, respectivamente. Neste experimento, foi
possivel observar que o aumento da concentracdo de glicose demonstrou efeito positivo na
formacdo de 4-vinilguaiacol em quase todas as linhagens, com destaque para a linhagem
UFMG-CM-Y2190, que atingiu producdo méaxima de 1,63 + 0,09 g.L* ap6s 55 h da adic&o de
acido ferdlico, resultando em uma producéo volumétrica (Qs-vs) de 29,59 + 1,55 mg.(L-h)?,
trés vezes maior do que o resultado obtido no experimento controle. Para a linhagem UFMG-
CM-Y665, que registrou as maiores producées de 4-vinilguaiacol em experimentos anteriores,
0 aumento de glicose demonstrou efeito negativo na producdo do metabdlito, com maxima
concentragio observada de 0,64 + 0,10 g.L™.

O aumento de glicose ndo resultou em um efeito positivo na concentracdo maxima de
acido vanilico em nenhuma das linhagens avaliadas, mas foi possivel observar que a
concentragdo de agucar influenciou significativamente a variedade de metabolitos produzidos,
redirecionando o metabolismo de degradacdo do acido ferulico, com a formacdo de 4-
vinilguaiacol e &cido vanilico em concentragfes similares.

Com base nos resultados obtidos, a linhagem R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 foi

selecionada para o cultivo em biorreatores, com o objetivo de avaliar a influéncia do controle
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de pH e da aeracdo em cultivos submersos. Com pH 5,5 e aeragédo de 0,5 vvm, a formacéo de
acido vanilico foi favorecida entre 12 h e 24 h de cultivo, simultdnea a uma maior taxa de
degradacéo de acido ferulico. A maxima producéo observada para o metabdlito foi de 1,20 +
0,12 g.L "t ap6s 33 h, correspondendo a um rendimento molar de 79 %.

Nesta condicdo, observamos a producdo de 4-vinilguaiacol em concentracfes muito
baixas, de aproximadamente 40 mg.L* ap6s 30 h de cultivo, diferentemente do observado para
0 composto em experimentos com pH livre. A baixa formacgéo de 4-vinilguaiacol, com acido
vanilico como metabolito majoritario sugere que, nestas condicdes, a atividade da enzima FDC
possa ter sido reprimida, e o metabolismo da linhagem R. mucilaginosa UFMG-CM-3647
deslocado para a via de degradacdo por B-oxidacdo. Além disso, apds 48 h de cultivo foi
observado o consumo de acido vanilico, simultaneamente a entrada da célula em estado
exponencial novamente, indicando um crescimento diauxico, provavelmente em funcdo da
presenca de hidrolases e outras enzimas que podem favorecer o metabolismo [-cetoadipato,
responsavel pela degradacdo de compostos aromaticos em bactérias e fungos.

Ao controlar o pH do cultivo em 6,5, observou-se que a taxa de degradacdo de acido
ferulico foi significativamente afetada, acarretando no consumo incompleto do substrato, com
14 % de &cido ferlico residual ap6s 48 h. Durante as primeiras 24 h, o &cido vanilico foi o
metabolito principal (concentracdo de 0,98 + 0,10 g.L ™), enquanto o 4-vinilguaiacol foi
observado em pequenas concentracdes. O aumento da concentracdo de 4-vinilguaiacol
(concentragdo final de 0,45 + 0,02 g.L ) ocorreu entre 36 e 48 h, quando a levedura ja estava
em fase estaciondria, sugerindo que a atividade da enzima FDC esté relacionada diretamente
com a condicdo de pH e o estagio fisiologico das células.

Apds a otimizacdo do pH, testou-se a aeracdo de 2,5 vvm com o objetivo de avaliar o
efeito da concentracdo de oxigénio na producao de acido vanilico, uma vez que condi¢des de
aeracdo excessivas tendem a favorecer a formagédo deste composto, pela estimulagcdo de uma
oxidase ndo especifica, catalisando a reacdo de oxidacédo de vanilina em &cido vanilico.

A concentragdo final de acido vanilico foi de 1,20 + 0,02 g.L?, resultando em um
rendimento molar de 78 %, ndo observando-se diferencas significativas quando comparada ao
experimento de menor aeracdo (0,5 vvm). Entretanto, a produtividade volumetrica apresentou
melhores resultados nesta condicdo, uma vez que a producdo maxima do metabolito foi atingida
ap6s 30 h de cultivo, resultando em um aumento de 19 % e Qua de 40,82 + 0,57 mg.(L-h)™.

Neste contexto, foi proposto que a rota metabdlica de Rhodotorula mucilaginosa

UFMG-CM-Y3647 envolve dois mecanismos distintos, modulados pelas condicGes de pH e
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aeracdo do meio de cultura. Em condicGes levemente &cidas, a linhagem converte o acido
fertilico em acido vanilico como metabolito principal da reagdo através de B-oxidacdo, de forma
semelhante a0 mecanismo de B-oxidacdo de &cidos graxos, iniciando com a ativacdo do acido
feralico em feruloil-CoA pela acdo da enzima FCS, que a partir de reacdes sequenciais €
transformado em &cido vanilico, podendo ser metabolizado pela linhagem e subsequentemente
convertido em metoxihidroxiquinona ou guaiacol. Em condicdes ligeiramente neutras, com pH
entre 6.4 e 6.5, 0 &cido ferulico é convertido via descarboxilacdo ndo-oxidativa, em uma reagédo
catalisada pela enzima FDC, formando 4-vinilguaiacol como metabdlito majoritario e acido
vanilico, cujas concentracfes podem variar de acordo com outras condigdes do meio de cultivo,
como, por exemplo, a concentragao de glicose.

A partir destes resultados, avaliou-se o crescimento e a cinética de consumo de
Rhodotorula mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 e UFMG-CM-Y2190 em hidrolisado de casca
de arroz (HAA) e casca de aveia (HAAV), obtidos por meio de hidrélise acida diluida, visando
a obtencdo de acido vanilico e vanilina a partir do uso de residuos agroindustriais como
substrato.

O pré-tratamento acido resultou na liberagdo de 0,154 g.L? e 0,205 g.L! de acido
feralico em HAA e HAAV, respectivamente, entretanto, a esterilizagdo por calor umido
(autoclave) provocou a perda de 50 % a 60 % do teor inicial de acido ferdlico, prejudicando a
méaxima obtencdo de aromas pelos microrganismos. Para futuros experimentos, sugere-se a
otimizacdo de um processo de hidrdlise para liberacdo de compostos fendlicos, como por
exemplo, a hidrélise alcalina, com o objetivo de maximizar a concentracdo de acido ferdlico no
meio de cultura inicial.

Em geral, as linhagens demonstraram boa adaptacdo aos dois hidrolisados avaliados,
ndo sendo observada inibicdo aos compostos toxicos resultantes da hidrdlise, indicando
potencial de uso deste material como substrato em bioprocessos. O &cido acético, composto
inibidor do metabolismo celular comum em hidrolisados lignocelulosicos, foi rapidamente
consumido em todas as condigdes avaliadas. Com relagdo ao consumo de agucares, em todas
as condig0es a glicose foi completamente consumida, havendo variagdo somente do consumo
de xilose, sendo a linhagem UFMG-CM-Y2190 a que apresentou melhor capacidade de
assimilacdo deste agucar.

N&o foi possivel obter a producéo de vanilina a partir de nenhuma das linhagens testadas
em hidrolisado de aveia e arroz. A levedura UFMG-CM-Y 3647, entretanto, demonstrou maior

habilidade no metabolismo de compostos fendlicos, resultando no consumo de 20 + 4 % de



85

acido feralico em HAA e 68 = 7 % em HAAV. Também foi possivel observar o consumo de
vanilina em ambos hidrolisados durante as primeiras 6 h de cultivo, entre 37 + 3 % em HAA e
62 £ 3 % em HAAV, resultando no surgimento de acido vanilico no meio de cultura, em
concentracdes entre 7,43 + 1,57 mg.L e 11,75 + 1,68 mg.L ™, provavelmente resultante da acéo
da enzima VDH. O consumo de &cido vanilico, similarmente aos resultados obtidos em meio
sintético, também foi observado a partir de 30 h, com diminui¢do de aproximadamente 54 %
em HAAV, imediatamente ap0s o desaparecimento de acido ferulico no hidrolisado.

A linhagem UFMG-CM-Y2190 apresentou menor capacidade de assimilar os
compostos fendlicos presentes em ambos hidrolisados avaliados, com consumo de &cido
feralico menor que 3 % nas duas condi¢fes avaliadas. A vanilina foi parcialmente consumida
em HAA, entre 25 + 2 %, mas 0 mesmo comportamento nao foi observado no hidrolisado acido
de aveia.

Em ambos hidrolisados houve producéo de acido vanilico pela linhagem UFMG-CM-
Y2190, atingindo concentraces de 6,97 + 3,35 mg.Lt em HAA e 10,49 + 3,64 mg.L™? em
HAAYV. A formacédo de acido vanilico neste caso pode ser em funcdo da metabolizacdo de
outros compostos fendlicos, como &cido cafeico e p-coumarico, geralmente presentes no
hidrolisado.

De forma similar aos experimentos em meio sintético, o efeito do pH foi também
observado nos hidrolisados, em que a partir de 24 h de cultivo, apds o desaparecimento do acido
acético e o aumento progressivo de pH, houve uma diminuicdo na taxa de consumo de acido
feralico nas duas linhagens estudadas.

N&o houve diferenca significativa entre as linhagens e entre os hidrolisados para 0s
parametros de produtividade, entretanto, cabe destacar as diferencas de tempo entre 0s
resultados, visto que a maxima produtividade da linhagem UFMG-CM-Y 3647 de 0,49 + 0,07
mg.(L-h)* em HAAV foi atingida apds 24 h e, para a linhagem UFMG-CM-Y2190, a
produtividade méxima de 0,34 + 0,12 mg.(L-h) foi observada ap6s 31 h de crescimento.

Este é o primeiro trabalho utilizando residuos agroindustriais lignocelulésicos para o
cultivo de Rhodotorula mucilaginosa com o objetivo de produzir compostos de aroma como
vanilina e acido vanilico. Com base nestes resultados, destaca-se o potencial de uso destes
hidrolisados para este fim, sendo uma das principais perspectivas futuras a otimizacdo da
hidrolise com o objetivo de maximizar a liberacdo de compostos fendlicos e a caracterizacao

completa destes nos hidrolisados.
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Além disso, sugere-se a otimizacdo experimental de R. mucilaginosa em meio sintético
e em hidrolisados, visando maximizar a obtencdo de &cido vanilico e encontrar condigdes de
pH, aeracdo e meio de cultura que favorecam a formacdo de vanilina. De forma similar, a
caracterizacdo das enzimas acido ferulico descarboxilase e vanilina desidrogenase de R.
mucilaginosa, essenciais no catabolismo de &cido feralico em compostos de aroma, deve ser
encorajada, com o objetivo de elucidar o metabolismo de degradacéo de &cido feralico em

compostos de valor agregado como vanilina, acido vanilico e 4-vinilguaiacol.
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CONCLUSAO

e Linhagens de Rhodotorula mucilaginosa isoladas da biodiversidade brasileira
demonstraram boa capacidade de metabolizar acido ferulico e converté-lo em &cido
vanilico, 4-vinilguaiacol e vanilina;

e O pH inicial demonstrou impacto significativo na degradacédo de &cido ferulico, uma
vez que em condicBes levemente acidas (pH 5,0) a producdo de &cido vanilico e seus
parametros cinéticos foram melhores;

e A adicdo de uma etapa de pré-cultivo em meio sintético com maiores concentragdes de
glicose ndo influenciou na producdo de acido vanilico, mas apresentou impacto
significativo na variedade de metabdlitos formados, modulando a rota metabolica das
linhagens;

¢ R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 foi a linhagem que apresentou os melhores
resultados de concentracdo, rendimento e produtividade de &cido vanilico;

e Cultivos em pH controlados em 5.5 e aeracdo de 2,5 vvm resultaram na melhor condicao
para producéo de acido vanilico, com um rendimento molar de 78 % ap06s 30 h;

e As linhagens R. mucilaginosa UFMG-CM-Y 3647 e UFMG-CM-Y 2190 apresentaram
boa adaptacdo nos hidrolisados acidos de casca de aveia e casca de arroz, ndo sofrendo
inibicdo dos compostos tdxicos resultantes do processo de hidrolise;

e A linhagem R. mucilaginosa UFMG-CM-Y3647 apresentou melhor habilidade em
metabolizar compostos fenolicos, especialmente acido ferdlico, consumindo de 20 % a
68 % do teor total inicial em HAA e HAAV, respectivamente.

e O 4cido vanilico foi produzido pela linhagem UFMG-CM-Y3647 em concentracdes
entre 7,43+ 1,57 mg.Ltem HAA e 11,75 + 1,68 mg.L* em HAAV, resultando em uma
produtividade volumétrica de 0,31 + 0,07 mg.(L-h)* e 0,49 + 0,07 mg.(L-h)?,

respectivamente.
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