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RESUMO

Os compostos de aroma sao um dos ingredientes mais utilizados nas inddstrias de alimentos e
bebidas, e tém recebido grande atencdo por parte dos consumidores por produtos naturais e
obtidos com menor impacto ao meio ambiente. Desta forma, a alternativa mais apropriada
para a substituicdo dos tradicionais processos de formulacdo quimica para obtencdo destes
compostos € pela produgcdo biotecnoldgica. Além do apelo ambiental, esta estratégia se
destaca pelas vantagens na especificidade de produgdo e condi¢des brandas de processo. O
limoneno, monoterpeno muito abundante no Brasil obtido a partir do processamento de
laranja, além do seu baixo custo e disponibilidade, é muito estudado em processos de
bioconversao, tornando-se um candidato promissor para a obten¢do de compostos de maior
valor agregado. Entretanto, sua toxicidade para microrganismos € um fator limitante para o
desenvolvimento de novos bioprocessos. Com a finalidade de viabilizar o emprego desta
estratégia, a bioprospec¢cdo por microrganismos robustos e que sejam capazes de tolerar a
toxicidade de solventes organicos, como a dos terpenos, tem sido colocada em pratica de
forma corriqueira. Neste enfoque, este trabalho teve como objetivos principais, isolar
microrganismos com perfil de resisténcia ao limoneno, identificd-los por marcadores
genéticos e investigar os potenciais mecanismos moleculares relacionados a este fendtipo. A
partir de fontes vegetais, foram isolados e selecionados 29 microrganismos com tolerancia a
2% de limoneno. Com o uso de marcadores moleculares (16S rRNA e regido ITS), sete
isolados puderam ser identificados, sendo seis bactérias e uma levedura. Todos os
representantes bacterianos pertencem ao género Bacillus, sendo dois deles identificados a
nivel de espécie, como B. cereus € B. mycoides. A levedura isolada foi identificada como
Meyerozyma caribbica. Uma comparacdo do perfil de crescimento e posterior teste de
viabilidade celular revelou indicios de que o limoneno possa exercer efeito bacteriostatico em
representantes do género Bacillus. Através de abordagem computacional, os genomas de
cinco leveduras utilizadas pela indudstria de alimentos foram comparados ao genoma de M.
caribbica. Esta gendOmica comparativa resultou na identificacdo de 58 agrupamentos de genes
exclusivos de M. caribbica e que contém 26 genes relacionados a transportadores do tipo
MES. Ap6s dosar limoneno intracelular de quatro leveduras expostas ao terpeno, foi possivel
observar que os niveis presentes em M. caribbica sio menores do que aqueles encontrados
nas outras leveduras submetidas ao processo. Desta forma, foi possivel inferir que o
mecanismo de resisténcia pode estar relacionado aos genes codificantes de proteinas

transportadoras. Os resultados deste trabalho representam importante avancos na busca de



potenciais microrganismos capazes de tolerar o limoneno e que sejam passiveis de serem

utilizados para viabilizar a producido de compostos de valor agregado a partir deste terpeno.

Palavras chave: Monoterpenos. Limoneno. Bioprocesso. Bioconversao. Gendmica

comparativa.



ABSTRACT

Aroma compounds are one of the most widely used ingredients in the food and beverage
industries, and have received widespread attention from consumers for natural and
environmentally friendly products. Thus, the most appropriate alternative to replace
traditional chemical formulation processes to obtain these compounds is by biotechnological
production. In addition to the environmental appeal, this strategy stands out for its advantages
in production specificity and soft process conditions. Limonene, a very abundant monoterpene
obtained from orange processing in Brazil, in addition to its low cost and availability, is
widely studied in bioconversion processes, making it a promising candidate for obtaining
higher added value compounds. However, its toxicity to microorganisms is a limiting factor
for the development of new bioprocesses. In order to make the use of this strategy feasible,
bioprospecting by robust microorganisms that are able to tolerate the toxicity of organic
solvents, such as terpenes, has been routinely practiced. In this approach, the main objectives
of this work were to isolate microorganisms with limonene resistance profile, to identify them
by genetic markers and to investigate the potential molecular mechanisms related to this
phenotype. From plant sources, 29 microorganisms with 2% tolerance of limonene were
isolated and selected. Using molecular markers (16S rRNA and ITS region), seven isolates
could be identified, six bacteria and one yeast. All bacterial representatives belong to the
genus Bacillus, two of which are identified at species level, such as B. cereus and B.
mycoides. Isolated yeast was identified as Meyerozyma caribbica. A comparison of the
growth profile and subsequent cell viability test revealed evidence that limonene may exert
bacteriostatic effect on representatives of the genus Bacillus. Through a computational
approach, the five yeast genomes used by the food industry were compared to the M.
caribbica genome. This comparative genomics resulted in the identification of 58 unique M.
caribbica gene clusters containing 26 genes related to MFS transporters. After dosing
intracellular limonene of four yeasts exposed to the terpene, it was observed that the levels
present in M. caribbica are lower than those found in other yeasts submitted to the process.
Thus, it was possible to infer that the mechanism of resistance may be related to the genes
encoding transporter proteins. The results of this work represent important advances in the
search for potential microorganisms that can tolerate limonene and that can be used to enable

the production of value-added compounds from this terpene.

Keywords: Monoterpenes. Limonene. Bioprocess. Bioconversion. Comparative genomics.
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INTRODUCAO GERAL

As industrias de aromas e fragrancias fornecem compostos para a producio de
perfumes, produtos de limpeza e higiene bucal, detergentes e principalmente aditivos para
setores alimenticios e de bebidas (CARROLL; DESAI; ATSUMI, 2016). Este setor industrial
apresentou mercado avaliado em cerca de US$ 28,2 bilhdes em 2017 (IAL CONSULTANTS,
2018) e taxa de crescimento anual predita de 6,2% de 2016 a 2024 (“Transparency Market
Research: Aroma Chemicals Market - Global Industry Analysis, Size, Growth, Trends, and
Forecast 2016-2024”, 2017). Além disso, a expectativa de crescimento para o mercado de
aromas também estd relacionada as recentes aplicacdes destes compostos na sintese de
combustiveis de alta energia, solventes e precursores farmacéuticos (PERALTA-YAHYA et
al., 2012).

Dentre as diversas classes quimicas usadas por esta industria, os terpenos sao 0s
representantes dos compostos supracitados mais notérios em razdo de sua abundancia
(SALES et al., 2018) e, dentre eles, destaca-se o limoneno (JONGEDIIK et al., 2016).

O limoneno é um monoterpeno ciclico presente em O6leos essenciais de frutas
citricas, como limao, lima, e especialmente laranjas, além de horteld e em abetos, drvores
coniferas do género Abies (JONGEDIIK et al., 2016; PEREZ-MOSQUEDA et al., 2015).
Pode ser encontrado em mais de 300 espécies vegetais e em duas formas enantidméricas, D-
ou R-(+)-limoneno e L- ou S-(—)-limoneno, e sdo os monoterpenos mais abundantes na
natureza (MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007).

Este composto € recuperado majoritariamente como subproduto da industria de
processamento de suco de laranja (atingindo 60-70 mil toneladas por ano) (JONGEDIJK et
al., 2016; KERTON, 2009; LAWRENCE, 2009). O R-(+)-limoneno ¢ frequentemente
utilizado como aditivo na producao de cosméticos, perfumes e produtos de limpeza devido ao
seu agraddvel aroma citrico de laranja, enquanto o S(—)-limoneno € encontrado em ervas, por
exemplo, Mentha spp (DUETZ et al., 2003) e apresenta odor dspero de terebintina com notas
de limdo (CARROLL; DESAI; ATSUMI, 2016; DUETZ et al., 2003; FRIEDMAN;
MILLER, 1971). Ademais, o limoneno pode ser utilizado como inseticida (CIRIMINNA et
al., 2014), substituto de solventes organicos (FISCHER, 2013), suplemento de combustiveis
de jato (RENNINGER; RYDER; FISHER, 2008), e em aplicacdes na drea médica em virtude
de suas propriedades antimicrobianas e anticarcinogénicas (INOUYE; TAKIZAWA;
YAMAGUCH]I, 2001; MILLER et al., 2011).
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A acgdo antimicrobiana do limoneno pode ser bastante eficaz, principalmente no
que concerne a quantidade de terpeno empregada. Em um trabalho utilizando 6leo essencial
de limao (Citrus lemon L.) foi possivel observar que mesmo em baixas concentragdes houve
inibi¢do do crescimento de trés espécies de fungo que afetam videiras (Ammad et al., 2018).
Outro exemplo interessante do uso de limoneno foi alcangado por Shao e colaboradores,
2018, ao utilizar este terpeno como um dos ingredientes para desenvolver um revestimento
para frutas visando aumentar a vida de prateleira.

A estrutura do limoneno (Figura 1) € susceptivel a modificacdes quimicas gracas a
duas ligacdes duplas insaturadas presentes na molécula, uma interna (C1-C2) e outra terminal
(C8-C9), e a possibilidade de hidroxialquilacdo (adi¢do de grupo hidroxila) (WILBON; CHU;
TANG, 2013). Importantes derivados obtidos a partir do limoneno, como, o-terpineol,
carveol, carvona e mentol s3o amplamente utilizados, especialmente os dois ultimos, como
compostos de aroma (MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007).

As modificagdes quimicas geralmente aumentam o valor do produto. Por
exemplo, o preco médio do limoneno € de aproximadamente 9-10 dolares o quilo, enquanto o
(-)-mentol € vendido a 15-40 ddlares o quilo conforme apresentado por Lange (2015). Em
outra comparacao, utilizando como fonte o banco de dados Molbase (www.molbase.com),
Felipe e colaboradores (2017) evidenciam que os valores de derivados oxigenados podem
atingir de 10 a 30 vezes o valor do substrato. Neste caso, o valor de referéncia do (+)-
limoneno € de 34 dodlares o litro e seus derivados carvona, alcool perilico e carveol possuem

valores de 350, 405 e 529 ddlares o litro, respectivamente.
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Figura 1: Estrutura quimica do limoneno. Representacdo das formas enantidmeras do limoneno (férmula
empirica: C10H16). Em A: D-/R-/(+)-limoneno e B: (L-/S-/(—)-limoneno. (BURDOCK, 2010; DUETZ et al.,
2003). A numeracdo em azul configura os 10 carbonos presentes nas moléculas (propriedade de monoterpeno)

A B

A elevada produtividade anual e, consequentemente, o preco acessivel, associado
a possibilidade de producdo de compostos de alto valor agregado e de ser um dos terpenos
mais estudados em processos de biotransformacdes (SALES et al., 2018), contribuem para
que o limoneno seja um excelente substrato utilizado em processos biotecnoldgicos.

De forma geral, existem duas formas de obtencdo de compostos de aroma por
processos biotecnologicos: a sintese “de novo”, na qual substratos simples como a glicose, por
exemplo, sdo convertidos em compostos de aroma (GUPTA; PRAKASH; GUPTA, 2015); e a
bioconversao/biotransformagdo emprega substratos bem especificos para a obtengdo de cada
tipo de produto, como por exemplo o uso de limoneno para a producdo de o-terpineol
(PESSOA et al., 2019).

Em dltima instancia do uso da bioctenologia em bioprocessos, existe a utilizagdao
de técnicas de manipulacdo genética com a finalidade de direcionar o metabolismo de
organismos vivos. Esta é uma refinada estratégia para a obtencdo de compostos de dificil
sintese quimica ou baixa disponibilidade na natureza, como por exemplo, a producido de
alcool perilico a partir de limoneno (ALONSO-GUTIERREZ et al., 2013a).

Embora os processos biotecnoldgicos apresentem vantagens ao processo quimico,
existem fatores limitantes envolvendo o uso do limoneno como precursor naquele tipo de
abordagem. A baixa estabilidade quimica permite a auto-oxidacdo do limoneno em meios
aquosos (VAN DER WERF; DE BONT; LEAK, 1997), mas a principal limitacdo no uso do
limoneno como substrato estd relacionada a sua toxicidade para os microrganismos

empregados nos processos bioctecnoldgicos (GRIFFIN, S.; WYLLIE; MARKHAM, 1999).
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Dessa forma, este trabalho teve como principais objetivos prospectar
microrganismos que apresentassem fenétipo de resisténcia ao limoneno e investigar tais
mecanismos por meio de gendmica comparativa visando a possibilidade de manipular
geneticamente potenciais isolados para a producio de compostos de valor agregado a partir do
limoneno.

O trabalho estd dividido em dois capitulos, nos quais sdo apresentados desde o
isolamento de linhagens resistentes ao limoneno, selecdo e identificacio destes
microrganismos € uma breve compara¢do do perfil de resisténcia entre bactérias do género
Bacillus. Posteriormente € apresentada a gendmica comparativa de leveduras, com a qual foi
tangivel postular um possivel mecanismo bioldgico relacionado ao perfil de resisténcia

obsevado em uma levedura isolada.
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CAPITULO 1 - ISOLAMENTO, SELECAO E CARACTERIZACAO DE
MICRORGANISMOS RESISTENTES AO LIMONENO
RESUMO

A demanda do mercado consumidor por produtos ambientalmente favoraveis tem
impulsionado os setores de producdo industrial como, por exemplo, a indudstria de aromas, a
buscarem alternativas biotecnoldgicas para a obtencdo dos compostos de interesse. Além do
apelo ambiental, esta estratégia se destaca pelas vantagens na especificidade de producdo e
condi¢des brandas de processo. A utilizacdo de substratos alternativos para a produgdo de
compostos de valor agregado e com capacidade de gerar diferentes derivados aumenta muito
o potencial desta drea. O limoneno, monoterpeno utilizado como solvente industrial,
aromatizante e substrato para sintese de outros compostos, € um candidato promissor para
processos de bioconversdes devido a sua abundéncia, baixo custo e potencial aplicabilidade.
Entretanto, sua toxicidade para microrganismos € um fator limitante para o desenvolvimento
de novos processos. O emprego de microrganismos resistentes como biocatalisadores
robustos capazes de sobrepujar tal caracteristica pode tornar esse processo ainda mais
interessantes do ponto vista econdmico e industrial. A obtenc@o de microrganismos por meio
de bioprospeccao € uma ferramenta bastante eficaz e barata para a descoberta de novas
caracteristicas ou fungdes bioldgicas que possam ser aplicadas aos processos industriais.
Portanto, este trabalho teve por objetivo isolar microrganismos com perfil de resisténcia ao
limoneno a partir de fontes vegetais presentes em ambientes naturais brasileiros e identifica-
los através de marcadores genéticos universais. Foram isolados 29 microorganismos com
perfil de resisténcia a 2% de limoneno (v/v), dos quais seis puderam ser identicados por meio

de marcadores moleculares.

Palavras-chave: Isolamento. Limoneno. Bioprospecg¢do. Processo Biotecnologico.

ABSTRACT

Consumer demand for environmentally friendly products has driven industrial
production sectors, such as the flavoring industry, to seek biotechnological alternatives to
obtain the compounds of interest. In addition to the environmental appeal, this strategy stands
out for its advantages in production specificity and soft process conditions. The use of
alternative substrates for the production of value-added compounds capable of generating

different derivatives greatly increases the potential of this area. Limonene, a monoterpene
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used as an industrial solvent, flavoring and substrate for the synthesis of other compounds, is
a promising candidate for bioconversion processes due to its abundance, low cost and
potential applicability. However, its toxicity to microorganisms is a limiting factor for the
development of new processes. The use of resistant microorganisms as robust biocatalysts
capable of overcoming this trait can make this process even more economically and
industrially interesting. Obtaining microorganisms by bioprospecting is a very effective and
inexpensive tool for the discovery of new biological characteristics or functions that can be
applied to industrial processes. Therefore, this study aimed to isolate microorganisms with
limonene resistance profile from plant sources present in Brazilian natural environments and
identify them through universal genetic markers. Twenty-nine microorganisms with 2%
limonene resistance profile (v / v) were isolated, of which six could be identified by molecular

markers.

Keywords: Isolation. Limonene. Bioprospecting. Biotechnological Process.

1.1 Introducao

A producdo de compostos de aroma por via biotecnolégica representa uma
alternativa interessante do ponto de vista ambiental e industrial pois estd atrelada a diversas
vantagens em relacdo a producdo tradicional (processo quimico). Os processos mediados por
sistemas bioldgicos podem utilizar subprodutos da indudstria como substrato, ndo estio
sujeitos a possivel flutuacdo sazonal da oferta de matéria-prima e seus produtos podem ser
rotulados como “naturais”, o que pode ser comercialmente interessante devido ao crescente
interesse do mercado em tais tipos de produtos (FELIPE; OLIVEIRA; BICAS, 2017). A
especificidade enantiomérica, que proporciona produtos com maior grau de pureza, € as
condi¢des brandas de processo, geralmente conduzidos a temperaturas e pressoes proximas a
ambiente, sdo vantagens industriais comumente presentes em bioprocessos (BEN AKACHA;
GARGOURI, 2015; BERGER, 2015). O limoneno é um monoterpeno ciclico (férmula
empirica: CioHi¢) bastante utilizado pela industria de aromas e amplamente estudado como
substrato em processos de bioconversdo para producdo de compostos de valor agregado
(JONGEDIIK et al., 2016).

Entretanto, caracteristicas intrinsecas ao sistema de biotransformac¢do do limoneno
envolvem instabilidade quimica e volatilidade tanto do precursor quanto dos produtos,

reduzida solubilidade do limoneno em meios aquosos, citotoxicidade e baixas taxas de
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rendimento (BERGER, 2015; BICAS; PASTORE, 2007; KRINGS; BERGER, 1998). A
concentracdo minima inibitéria do limoneno ¢ de menos de 2% para grande parte dos
microrganismos (GRIFFIN, SHANE G. et al., 1999), ainda que excecdes ja tenham sido
observadas, especialmente em trabalhos voltados a bioconversao, como por exemplo a
tolerancia de 4 a 8% relatada em Penicillium digitatum (TAN; DAY; CADWALLADER,
1998). Embora seja dificil sobrepujar as trés primeiras propriedades, devido a natureza fisico-
quimica relacionada a instabilidade, volatilidade e solubilidade, a baixa tolerancia ao
limoneno pode ser superada, ou ao menos reduzida, através do uso de organismos com perfil
de resisténcia natural e capaz de tolerar os mecanismos bioquimicos relacionados a sua
toxicidade celular (BICAS; PASTORE, 2007).

A bioprospecc¢do € uma das metodologias de baixo custo amplamente empregadas
para a busca sistematica de fendtipos ou caracteristicas bioldgicas de interesse econdmico.
Microrganismos isolados de ambientes naturais, em especial, representam um grupo de
grande importancia neste tipo de exploracdo devido a imensa diversidade de processos
metabolicos e enzimas que podem apresentar (ROTTAVA et al., 2010).

Portanto, isolar microrganismos capazes de se desenvolver na presenca do
limoneno é de crucial importancia para o desenvolvimento de um processo biotecnolégico
visando a producdo de compostos de valor agregado a partir deste terpeno. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi isolar microrganismos com perfil de resisténcia ao limoneno e

identifica-los através de marcadores genéticos.
1.2 Materiais e Métodos

1.2.1 Isolamento de microrganismos a partir de espécies vegetais

O isolamento dos microrganismos foi realizado a partir das fontes vegetais: abiu
(Pouteria caimito), cajd manga (Spondias dulcis), gravata (Bromelia pinguan), jabuticaba
(Plinia cauliflora), lobeira (Solanum lycocarpum) e o subarbusto Polygala fimbriata. Os
vegetais utilizados como fonte para o isolamento dos microrganismos foram obtidos no
mercado Central de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Para o isolamento dos microrganismos epifiticos presentes, os vegetais foram
utilizados logo ap6s o recebimento e nao sofreram nenhum tipo de tratamento para estelizacdo
ou assepsia. Enquanto que, para o isolamento de microrganismos endofiticos, diferentes
partes de cada fruto (casca, polpa, sementes e talo) e do subarbusto Polygala fimbriata

(folhas, flores, raiz e caule) foram esterilizados externamente por imersao em hipoclorito de
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s6dio por 2 minutos, lavados com &dgua estéril, imersos em etanol 70% por 2 minutos e
novamente lavados em dgua destilada estéril (AZEVEDO, 1998).

Ap6s este processo, os fragmentos foram dispostos em placas de Petri contendo
Yeast Malt Medium adaptado (YM, peptona bacterioldgica 0,5%; glicose 1%; extrato de
levedura 0,3%; agar 2%; 4agua destilada). Decorridas 48 h de incubagdo a 30°C em estufa
bacteriologica (Thelga, TE64CB), as colonias isoladas foram transferidas pelo método de
esgotamento de indculo para outra placa contendo YM. O processo foi repetido até a obtengdo
de coldnias puras.

Os microrganismos isolados foram depositados no banco de microrganismos do
Laboratério de Biotecnologia de Alimentos (LBA) do Instituto de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Foram codificadas conforme o
sistema de estoque do referido banco de microrganismos, onde os 2 primeiros digitos indicam
a fonte de isolamento (1 - Abiu; 2 — Cajd manga; 3- Gravatd; 5 — Jabuticaba; 6 — Lobeira; 12 -
Polygala fimbriata), o 3° digito indica se o microrganismo € endofitico (1) ou epifitico (2) e
os numeros finais indicam o ndmero da col6nia do isolado. Os microrganismos foram
armazenados em tubos inclinados contendo YM e vaselina. Também foram congelados em

meio YM e glicerol 20% a -20°C.

1.2.2 Selecdo de microrganismos com perfil de resisténcia ao limoneno

A partir da biblioteca de isolados do LBA foram selecionados 0s microrganismos
que apresentaram perfil de resisténcia ao limoneno por meio de cultura de enriquecimento. Os
microrganismos foram cultivados em meio YM liquido (peptona bacteriolégica 0,5%; glicose
1%; extrato de levedura 0,3%; dgua destilada) contendo 2% de (R)-(+)-limoneno
(v/v)(16,84¢g/L), sob agitacdo de 150 rpm e 30°C, por 48 horas, em incubadora com agitagao
orbital (Tecnal, modelo TE-421) conforme descrito por Bicas & Pastore, (2007). Decorridas
as 48 horas, 100 pL do caldo fermentado foi inoculado em meio Agar YM contido em placas
de Petri, seguido de espalhamento em superficie com auxilio de al¢a de Drigalski e incubagao
a 30°C por 48 horas em estufa bacterioldgica (Thelga, TE64CB). As culturas foram
observadas e os microrganismos que apresentaram crescimento igual ou superior a 30 UFC

(Unidades Formadoras de Colonias) foram considerados resistentes a 2% de limoneno.

1.2.3 Caracterizagdo por genes constitutivos

O material genético total foi extraido com uso do reagente fendlico Trizol

(Ludwig Biotecnologia Ltda, Rio Grande do Sul, Brasil) conforme as especificacdes do
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fabricante. Apds a extracdo, foi realizada eletroforese em gel de agarose 0,8% corado por
brometo de etidio e a verificacdo dos produtos obtidos realizada em transiluminador de luz
ultravioleta (UV) (Transiluminador UVB LTB-20X20HE, Loccus do Brasil, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil). A quantificacdo do material extraido foi feita através de leitura de absorbancia em
espectrofotometro colorimétrico (Qubit 4 Flurometer, Thermo Fisher Scientific). Foi realizada
a amplificacdo de uma regido dos genes 16S rRNA e regido ITS, através da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988). Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1.
As reacdes foram realizadas em tampao contendo: Tris-HCI (200 mM), KC1 (500 mM),
MgClx (20 mM), pH 8.5 (25 °C); dntp’s (0,4 mM); par de primers (0,5 uM); Taqg DNA
polimerase (0,6U; Cellco Biotec, Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil) e os dcidos nucléicos dos
microrganismos como moldes (aproximadamente 10 ng) em volume final de 25 pL. As
reacoes foram conduzidas em termociclador (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems,
Califérnia, Estados Unidos da América) com ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5
minutos; 35 ciclos a 95°C por 45 segundos, 45°C por 45 segundos e 72°C por 1,5 minutos; e
ciclo final a 72°C por 10 minutos. Apds amplificagdo, foi conduzida eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e os resultados visualizados em transiluminador
UV. Os produtos foram submetidos a purificacdo com isopropanol e etanol e, posteriormente,
a eletroforese para constatar a remocgao de possiveis bandas inespecificas. O sequenciamento
genético dos amplicons foi realizado pelo método de Sanger (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977; VAN DIK et al., 2018) de forma terceirizada através da empresa sul
coreana Macrogen (Seul, Republica da Coréia).

Tabela 1: Primers universais utilizados para amplificacdo das regides 16S rRNA e ITS. Os primers 27F e

1492R foram utilizados para a amplificacdo a partir do gene 16S rRNA das bactérias e os primers ITS1 e ITS4 a
regido ITS da levedura.

Primer Orientacdo 5' - 3' Referéncia
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R ACCTTGTTACGACTT (LANE, 1991)
ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG (WHITE et al.,
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 1990)

As sequéncias de nucleotideos resultantes do sequenciamento foram tratadas com
o uso do software Chromas 2.6.5 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia -

https://technelysium.com.au/wp/chromas/) para remog¢do das bases de baixa qualidade

utilizando o parametro de phred em 30. Posteriormente, as leituras das fitas senso e anti-senso
foram sobrepostas para formar a sequéncia consenso através do software CAP3 (CAP3

Sequence Assembly Program, PRABI-Doua - http://doua.prabi.fr/software/cap3 (HUANG;
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MADAN, 1999)). Finalmente, as sequéncias consenso foram submetidas ao algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, National Center for Biotechnology Information
(NCBYI)) para averiguacao de similaridade entre sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI. A atribuicdo a qual organismo cada sequéncia consenso mais se relaciona foi baseada

nos indices de similaridade entre a sequéncia testada e seu correspondente mais proximo.

1.2.4 Teste de resisténcia ao limoneno de espécies do género Bacillus

Com a finalidade de investigar o fendtipo de resisténcia ao limoneno em
comparagdo aos representantes bacterianos isolados neste trabalho, trés cepas de diferentes
espécies de Bacillus (B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. thuringiensis), cedidas gentilmente
pela Doutora Marisa Vieira de Queiroz do Departamento de Microbiologia da Universidade
Federal de Vicosa, foram cultivadas paralelamente aos isolados bacterianos 1151, 1213 e
12111.

Os microrganismos foram ativados em meio Agar YM contido em placas de Petri
por 48 horas em estufa bacterioldgica e posteriormente cultivados em YM liquido sob
agitacdo de 150 rpm e 30°C, por 48 horas em incubadora. Decorrido este tempo, a taxa de
crescimento microbiano foi avaliada de forma indireta pela leitura da absorbancia a 600 nm
em aliquotas de 200 uL de meio contendo biomassa através de espectrofotdmetro digital
(Versa Max Microplate Reader, Molecular Devices). Os valores encontrados nesta aferi¢ao
foram utilizados como parametro de crescimento maximo dos microrganismos empregados
neste teste de resisténcia. Posteriormente, os todos os microrganismos foram cultivados em
YM liquido contendo 0, 2, 4 e 6% de limoneno (v/v) com indculo inicial ajustado entre 0,2 a
0,6 de Unidade de Absorbancia (UA). Foram realizadas trés leituras em diferentes tempos (0,
24 e 48 horas de cultivo) para se estabelecer uma curva de crescimento para cada uma das
concentracoes de terpeno. A curva construida na auséncia de limoneno foi adotada como
curva padrdo para a taxa de crescimento dos microrganismos sob as condi¢des testadas. Estes
cultivos foram conduzidos em triplicata técnica.

Ap6s 48 horas de experimento em diferentes concentragdes de terpeno em meio
liquido, uma aliquota de 100 uL de cada um dos cultivos em 2, 4 e 6% foi utilizada para a
preparacdo de diluicdo seriada em meio YM estéril e posterior plaqueamento em placas de
Petri contendo meio YM na forma de microgotas (10 uL). Tais placas foram incubadas por 48
horas em estufa a 30°C e fotografadas com o auxilio de fotodocumentador (Transiluminador

UVB LTB-20X20HE, Loccus do Brasil, Cotia, Sao Paulo, Brasil).
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1.3 Resultados e Discussao

1.3.1 Isolamento e selecdo de microrganismos a partir de espécies vegetais

Utilizando fontes vegetais encontradas na Mata Atlantica e no bioma do Cerrado
brasileiro, foram isolados e selecionados 29 microrganismos que apresentaram perfil de

resisténcia ao limoneno em 2% (v/v). O Quadro 1 apresenta o resumo dos microrganismos

isolados.

Microrganismo Identificador Quantificacao (ng/pL)
111 AB-EN-C1 54,9
112 AB-EN-C2 43

1141 AB-EN-C41 30,7
1151 AB-EN-C51 54,1
1152 AB-EN-C52 27,9
116 AB-EN-C61 27,4
211 CA-EN-C1 37
212 CA-EN-C2 46,5
213 CA-EN-C3 6,8
311 G-EN-C1 87,3
313 G-EN-C3 112,1
314 G-EN-C4 10,2
316 G-EN-C6 6,2
318 G-EN-C8 130,3
3121 G-EN-C21 88,3
3152 G-EN-C52 514
512 JA-EN-C2 158,6
514 JA-EN-C4 93,3
6262 L-EP-C62 11
1212 PO-EN-C2 80,3
1213 PO-EN-C3 38,7
1214 PO-EN-C4 101,6
1215 PO-EN-C6 131,9
1217 PO-EN-C8 135,6
1218 PO-EN-C9 111,7
1219 PO-EN-C10 5,3
12110 PO-EN-C12 107,8
12111 PO-EN-C13 96,1
12112 PO-EN-C14 5,3

Quadro 1: Microrganismos selecionados através de cultura de enriquecimento em limoneno a 2% (v/v).
Na primeira coluna estdo listados os nimeros atribuidos para cada MO conforme codificagdo do catdlogo de MO
isolados do LBA. Esta codificacdo estd expressa pelo identificador na segunda coluna e € configurada pela fonte
de isolamento: AB (Abiu, Pouteria caimito), CA (Caja manga, Spondias dulcis), G (Gravata, Bromelia pinguan),
JA (Jabuticaba, Plinia cauliflora), L (Lobeira, Solanum lycocarpum) ou PO (subarbusto Polygala fimbriata); EN
(endofitico) ou EP (epifitico) e finalmente pelo nimero da col6nia resgatada do meio sélido. A quarta coluna
apresenta os valores quantitativos em nanogramas por microlitro (ng/uL) da extracdo do material genético de
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cada MO realizada através do reagente fendélico Trizol.

A identificacdo de microrganismos pode ser realizada por uma série de métodos
envolvendo o cultivo em meios seletivos e coloragdo de GRAM. Também por indmeros testes
bioquimicos para avaliar caracteristicas fisioldgicas e verificacdo da morfologia de colonias
isoladas cultivdveis. Entretanto, tais métodos geralmente acompanham erros técnicos pois
demandam tempo e experi€ncia por parte dos profissionais envolvidos (DAS et al., 2014).
Para realizar a identificacdo dos isolados deste trabalho foi adotada a estratégia de

similariadade de genes constitutivos, que serd detalhada o proximo item.

1.3.2 Caracterizagdo por genes constitutivos

Para a caracterizacdio por genes constitutivos, a abordagem molecular foi
utilizada, através do uso de sequéncias de nucleotideos relacionadas a genes constitutivos
visando a identificacdo dos isolados com perfil de resisténcia ao limoneno a 2% (v/v). Esta
estratégia apresenta claras vantagens em relagdo ao tempo consumido, acurécia dos resultados
e menores chances de erro em relacdo as tradicionais técnicas utilizadas em microbiologia
(AHMAD; AHMAD; PICHTEL, 2011; RASHID; STINGL, 2015). Especificamente no caso
dos procariotos, o uso de sequéncias do gene 16S rRNA € uma das praticas mais convenientes
atualmente utilizadas para identificacdo de bactérias. Isso se deve ao fato de este gene estar
presente em todos 0s organismos procariotos que compartilham uma determinada func¢ao
ambiental; as sequéncias resultantes da amplificacdo de uma parte do gene possuem regides
altamente conservadas e regides varidveis de forma interespecifica; o tamanho aproximado
destes amplicons, cerca de 1.500 pares de base (pb), € de facil sequenciamento e andlise
(CLARRIDGE, 2004). No caso de fungos, a regido internal transcribed spacer (ITS) é
considerada como marcador universal para identificacdio (SCHOCH; SEIFERT, 2012).
Porém, para alguns géneros, ela pode ndo ser suficiente para diferenciacdo a nivel de espécie
(HOUBRAKEN; SAMSON, 2017).

Ap6s as amplificacdes e purificagdes das regides correspondentes aos genes
constitutivos para cada isolado, 16S rRNA para bactérias e regido ITS para a levedura, foram
obtidos onze amplicons, correspondendo aos isolados: 111, 1141, 1151, 212, 313, 514, 12110,
1213, 1214, 1215 e 6262, conforme pode ser observado na eletroforese ilustrada pela Figura
2. Os demais amplicons relativos ao restante dos isolados ndo puderam ser observados, apds
amplificacdo e purificacio, em eletroforese e, portanto, ndo foram enviados para o

sequenciamento. O tamanho aproximado dos amplicons produzidos neste trabalho, 1.500 pb
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(16S rRNA) e 600 pb (regido ITS), estd de acordo com o esperado e em conformidade com a

literatura.

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos amplicons purificados. Resultado da eletroforese para
averiguagcdo dos amplicons a partir dos gene 16S rRNA e regido ITS dos isolados. Na primeira canaleta foi
utilizado padrdo de peso molecular de 1kb (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos). Estdo
representados nesta figura os amplicons para os isolados 111, 1141, 1151, 212, 313, 514, 12110, 1213, 1214 e
1215 com tamanho aproximado de 1.500 pb nas canaletas de 2 a 11; e, na canaleta 12, o amplicon do isolado
6262 com tamanho aproximado de 600 pb.
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| Padrio l 111
AB-EN-C1

1141 1151 51
AB-EN-C41 || AB-EN-C51 JA-EN-C4

Realizado o sequenciamento dos onze amplicons, as sequéncias de nucleotideos
obtidas foram filtradas com o uso do software Chromas para remoc¢do de leituras de baixa
qualidade. Somente as correspondentes ao isolado 514 ndo apresentaram qualidade suficiente
para prosseguir para a proxima etapa. De um modo geral, as duas leituras para este amplicon
tiveram baixissima qualidade e foram eliminadas nesta etapa.

Seis contig’s representando os isolados 111, 1141, 1151, 12110, 1213 e 6262
foram montados com sucesso, enquanto nao foi possivel realizar a montagem para os isolados
212, 313, 1214 e 1215. Esta montagem ¢ realizada de modo a sobrepor as leituras senso e
anti-senso da fita de DNA de cada isolado e a partir da regido sobreposta € obtida a regido
consenso. Durante a montagem da regido consenso para os isolados 212, 313, 1214 e 1215
nao houve uma sobreposi¢cao que resultasse em uma sequéncia contigua que representasse em
ambos os sentidos de leitura o amplicon produzido.

Finalmente, dos 11 isolados enviados para o sequenciamento, foi possivel montar
as sequéncias codificantes de 6 microrganismos. A Tabela 2 apresenta os resultados dos
alinhamentos realizados com os seis contig’s dos isolados que foram montados com sucesso e

sua respectiva correspondéncia a nivel de grupo taxondmico.
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Tabela 2: Identificacao dos isolados por alinhamento local. Correspondentes taxondmicos dos seis contig’s
submetidos ao algoritmo BLAST do NCBI. (*) Nao foi possivel distinguir entre Bacillus cereus e Bacillus
thuringiensis.

Isolado Identificacao Identidade (%)
111 Bacillus sp. * 100
1141 Bacillus sp. 100
1151 Bacillus cereus 99
12110 Bacillus sp. * 99
1213 Bacillus mycoides 99
6262 Meyerozyma caribbica 100

Todos os representantes bacterianos tiveram correspondéncia com o género
Bacillus. Destes, dois puderam ser distinguidos a nivel de espécie, o isolado 1151 foi
identificado como Bacillus cereus e o isolado 1213 como Bacillus mycoides. A levedura foi
identificada como Meyerozyma caribbica.

O género Bacillus é comumente utilizado por diversos segmentos industriais
devido ao seu potencial para a producdo de biopolimeros, proteinas e isoprendides
(metabdlitos envolvidos nas rotas de sintese de terpenos), especialmente a espécie Bacillus
subtilis (GU et al., 2018; GUAN et al., 2015). Frente aos resultados da identificagdo,
propusemos avaliar o fenétipo de resisténcia ao limoneno presente nos microrganismos

isolados neste trabalho em relacdo a outros representantes do género Bacillus.

1.3.3 Teste de resisténcia ao limoneno de espécies do género Bacillus

Os resultados da identificagdo dos isolados bacterianos se restringiram ao género
taxondmico Bacillus. Este grupo possui um representante, B. subtilis, bem elucidado no que
diz respeito ao seu potencial para diversos bioprocessos (GUAN et al., 2015). Desta forma,
nossos resultados apontaram para um grupo de grande potencial na drea industrial. Tais
resultados nos motivaram a investigar se a resisténcia ao limoneno poderia ser uma
caracteristica dos isolados encontrados neste trabalho ou se poderia ser um fator comum a
outras espécies de Bacillus.

Para tal, foram cultivados seis diferentes representantes de Bacillus em contato
com o limoneno. Um destes representantes, o isolado 12111, apresentou uma ligeira vantagem
nos valores de medi¢do de crescimento indireto (Unidades de absorbancia) em relagdo aos
demais microrganismos em testes realizados no LBA da UFVJM (dados ndo apresentados).
Este microrganismo provém da mesma fonte de isolamento que o isolado 12110 (identificado
como Bacillus sp), que também apresentou o mesmo padrao de bandas do amplicon do gene

16S rRNA. Além deste, foram escolhidos dois isolados oriundos deste trabalho em que a
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identificacdo foi possivel a nivel de espécie (1151 - B. cereus e 1213 - B. mycoides). Também
foram incluidos trés representantes do género Bacillus, a saber, B. amyloliquefaciens, B.
subtilis e B. thuringiensis.

As Figuras 3, 4, 5 e 6 apresentam os valores medidos de densidade 6tica em UA
para os cultivos dos isolados 1151 (B. cereus), 1213 (B. mycoides), 12111 (Bacillus sp) e as

cepas de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. thuringiensis em diferentes concentracoes (2, 4,

e 6% (v/v)) de limoneno na forma de curvas de crescimento.

Figura 3: Curva de crescimento de Bacillus na auséncia de Limoneno e placas de cultivo.

Curva de crescimento de Bacillus em 0% de Limoneno
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Todas as espécies de Bacillus utilizadas nesta etapa apresentaram crescimento

celular perceptivel e, notoriamente, a temperatura 30°C, a agitacdao (150 rpm) e a composi¢ao

do meio de cultivo empregadas na metodologia foram suficientes para proporcionar o
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desenvolvimento celular destas bactérias na auséncia do limoneno, conforme observado na

Figura 3.

Figura 4: Curva de crescimento de Bacillus na presenca de 2% de Limoneno. Evidencia-se a baixa
densidade celular alcangada por grande parte dos microrganismos, em exce¢do ao isolado B. sp (12111), que
manteve um crescimento relativamente estdvel em comparacdo a curva padrdo (sem limoneno). Apds 48 horas
de cultivo em contanto com o limoneno e semeadura em placas de Petri contendo meio YM, percebe-se que nao
houve crescimento celular visivel para o isolado 1213 (B. mycoides), nem para o B. thuringiensis em diluicdo de
1:100 depois de 48 horas em estufa bacterioldgica.
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Figura 5: Curva de crescimento de Bacillus na presenca de 4% de Limoneno. Sob estas condi¢des, a
densidade celular da maioria das bactérias tende a diminuir ainda mais, exceto para B subtilis e B. sp (12111). B
subtilis apresentou um ligeiro aumento na densidade celular em relagdo ao cultivo com 2% de limoneno (v/v) e
até mesmo ultrapassando os valores encontrados na curva padrdo (sem limoneno). Com relagdo ao
desenvolvimento em meio Agar YM, B. amyloliquefaciens, B. mycoides e B. thuringiensis em dilui¢do 1:100 nio
apresentaram crescimento perceptivel.
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Figura 6: Curva de crescimento de Bacillus na presenca de 6% de Limoneno. A densidade celular de um
modo geral € baixa para todos as bactérias, exceto para B sp (12111), que atinge valores de densidade acima
daqueles observados até entdo. Ndo é possivel observar crescimento celular em meio Agar YM para B subtilis e
B. mycoides nesta concentracdo, entretanto, de forma inesperada, B. thuringiensis apresenta crescimento
perceptivel na diluicdo de 1:100. Todos os outros representantes se desenvolveram em meio sélido apds o cultivo
com 6% de limoneno.

Curva de crescimento de Bacillus em 6% de Limoneno
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Ap6s o cultivo das linhagens de Bacillus em diferentes concentragdes de
limoneno, pode-se perceber que houve uma tendéncia para diminui¢do na densidade celular
observada, salvo nos casos de cultivo em 4% para B subtilis (Figura 5) e em todas as
concentracoes testadas para B. sp (12111) (Figuras 4, 5 e 6). Com relag@o ao cultivo em meio
Agar YM, apés a exposicdo ao limoneno, houve crescimento perceptivel para todos as
bactérias, exceto para a B. mycoides (Figuras. 4, 5 e 6). A bactéria B. amyloliquefaciens
apresentou crescimento restrito apos o contato com limoneno, sendo possivel observar seu

crescimento em meio s6lido somente depois de cultivo na concentracdo de 2% e sem diluicao
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do in6culo (Figura 4). Diante de tais resultados, acreditamos que seja possivel que o limoneno

possua efeito bacteriostético para os Bacillus testados, exceto para o isolado 12111.

1.4 Conclusao

A atual demanda do mercado consumidor por produtos naturais e obtidos por
processos ambientalmente favordveis impulsiona o desenvolvimento de bioprocessos
mediados por microrganismos e representam uma das estratégias mais promissoras para a
substitui¢do dos tradicionais processos quimicos. Além disso, a utilizacdo de matérias-primas
de baixo custo e que ao mesmo tempo sejam subprodutos da inddstria, como € o caso do
limoneno, configura uma forma promissora de aplicacdo biotecnoldgica. Parte importante do
desenvolvimento do bioprocesso estd na concep¢do e adequacdo da maquina bioldgica as
condig¢des de produgdo. Para o uso do limoneno como substrato, um chassi biolégico que seja
capaz de sobrepujar a toxicidade do composto e de seus possiveis derivados € fundamental.
Neste enfoque, este trabalho teve por objetivo principal prospectar microrganismos que
apresentassem fatores de resisténcia ao limoneno para que possam ser utilizados como
fabricas celulares na bioconversio deste terpeno. A partir de fontes vegetais, foram isolados
com sucesso 29 microrganismos com tal caracteristica, sendo que cinco isolados foram
identificados como representates do género Bacillus, dos quais dois foram identificados a
nivel de espécie, como Bacillus mycoides e Bacillus cereus, e uma levedura foi identificada
como Meyerozyma caribbica. A identificacdo de tais isolados representa um importante
achado para a drea de bioprocessos pois geralmente a caracterizacao dos isolados com algum
potencial biotecnolégico € limitada a caracteristicas morfoldgicas e coloragcdo de GRAM. Por
fim, este trabalho representa a um importante avanco na busca do desenvolvimento de
estratégias para a producdo de compostos de valor agregado a partir da bioconversdo do

limoneno.
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CAPiTAULO 2 — IDENTIFICACAO DOS POTENCIAIS MECANISMQS DE
RESISTENCIA DE Meyerozyma caribbica AO LIMONENO POR GENOMICA
COMPARATIVA
RESUMO

Os processos de bioconversdo de terpenos representam uma alternativa aos
processos de sintese quimica para obtencdo de compostos de valor agregado. Dentre os
principais fatores limitantes para a implementacdo desta metodologia, estdo a instabilidade
quimica do substrato e a volatilidade dos produtos, além da elevada toxicidade dos terpenos
frente aos microrganismos empregados nos processos biotecnolégicos. Visando contornar esta
dificuldade, a bioprospeccao de microrganismos robustos é uma alternativa barata e eficaz a
ser colocada em pratica. Por meio desta abordagem, foi isolada uma cepa de Meyerozyma
caribbica a partir de lobeira (Solanum lycocarpum). Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
investigar potenciais mecanismos de resisténcia ao limoneno através de gendmica
comparativa de M. caribbica. Foram identificados 58 clusters exclusivos de M. caribbica em
comparacdo a outras cinco leveduras e 26 proteinas relacionadas a MFS transporter
superfamily. Através do doseamento por cromatografia gasosa, foi possivel verificar que os
niveis de limoneno intracelular em M. caribbica estavam menores em relacdo a S. cerevisiae,
K marxianus e S. passalidarum apds a exposicdo a 4% de limoneno (v/v). Estes achados
sugerem que o mecanismo de resisténcia pode estar envolvido ao efluxo de limoneno
realizado por proteinas transportadoras do tipo MFS em M. caribbica e abrem potencial para a
exploracdo deste microrganismo como chassi biolégico para bioconversdo de limoneno a

produtos de valor agregado, como élcool perilico e dcido perilico, por exemplo.

Palavras-chave: GenOmica comparativa. Meyerozyma caribbica. Limoneno. MFS transporter
superfamily.

ABSTRACT

Terpene bioconversion processes represent an alternative to chemical synthesis
processes for obtaining value-added compounds. Among the main limiting factors for the
implementation of this methodology are the chemical instability of the substrate and the
volatility of the products, as well as the high toxicity of terpenes against the microorganisms
employed in biotechnological processes. To circumvent this difficulty, bioprospecting robust
microorganisms is a cheap and effective alternative to put into practice. By this approach, a
strain of Meyerozyma caribbica was isolated from Solanum lycocarpum. Thus, the objective

of this work was to investigate potential limonene resistance mechanisms through
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comparative genomics of M. caribbica. 58 unique M. caribbica clusters were identified
compared to five other yeast and 26 MEFS transporter superfamily-related proteins. Gas
chromatographic assay showed that intracellular limonene levels in M. caribbica were lower
than S. cerevisiae, K. marxianus and S. passalidarum after exposure to 4% limonene (v / v).
These findings suggest that the mechanism of resistance may be involved in limonene efflux
carried out by MFS-type carrier proteins in M. caribbica and open potential for the
exploitation of this microorganism as a biological framework for limonene bioconversion to

value-added products such as peryl alcohol and perylic acid, for example.

Keywords: Comparative genomics. Meyerozyma caribbica. Limonene. MFS transporter
superfamily.

2.1 Introducao

A producdo de compostos de aroma € tradicionalmente realizada por extracdo
natural ou sintese quimica e estas estratégias geralmente estdo associadas a fatores limitantes
como, por exemplo, baixa produtividade, dependéncia de fatores climdticos, extremas
condi¢des de processo e obtencdo de misturas racémicas de produtos (FELIPE et al., 2017).
Os processos biotecnoldgicos representam uma alternativa na obtencdo dos compostos de
aroma pois ndo dependem de oferta de matérias-primas sazonais, podem ser conduzidos em
condi¢gdes brandas, apresentam alta especificidade e seus produtos podem ser considerados
ambientalmente favoraveis (VESPERMANN et al., 2017).

Dentre os substratos amplamente estudados e empregados em bioprocessos, 0s
monoterpenos ocupam lugar de destaque (BEN AKACHA; GARGOURI, 2015). Destes, o
limoneno (férmula empirica: Ci0Hi6) possui um interessante potencial industrial por ser de
facil obtengdo, de baixo custo e precursor para varios compostos de valor agregado
(JONGEDIIK et al., 2016). Entretanto, a bioconversdao de limoeno e de outros terpenos &
limitada, dentre outros fatores, devido a toxicidade apresentada por estes compostos aos
microrganismos quando utilizados como substratos em processos biotecnolégicos (ALONSO-
GUTIERREZ et al., 2013b).

Uma das alternativas para minimizar as dificuldades inerentes as caracteristicas
fisico-quimicas do limoneno, para que este possa ser utilizado como substrato em processos
de bioconversdo, seria o emprego de microrganismos robustos que apresentem fendtipos de
resisténcia a toxicidade dos terpenos e outros solventes organicos (WANG et al., 2013).

Como resultado do trabalho de bioprospeccao, uma cepa de Meyerozyma caribbica com perfil
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de resisténcia ao limoneno foi isolada de fonte vegetal e identificada por marcadores
genéticos (dados ndo publicados) pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia de
Alimentos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri em colaboracao
com o Laboratério de Biologia Sintética e Modelagem de Sistemas Bioldgicos da
Universidade Federal de Vigosa.

A levedura M. caribbica apresenta um real potencial para a drea biotecnoldgica
visto que recentemente foi demonstrado que isolados desta espécie sdo capazes de realizar
biorremediacido de meios aquosos contendo fons de manganés (AMORIM et al., 2018). Além
disso, possui potencial para a producdo de etanol a partir de diferentes fontes de carboidratos
(SUKPIPAT et al., 2017).

As ferramentas de bioinformética proporcionam uma abordagem refinada para a
descoberta de novas informacdes bioldgicas, bem como correlacOes entre os seres vivos ou
suas caracteristicas fenotipicas (HAFT, 2015) e utilizar o conhecimento disponivel nos
inimeros bancos de dados € imprescindivel nos dias atuais.

Desta forma, este trabalho teve como principal objetivo investigar os possiveis
mecanismos bioldgicos envolvidos no fendtipo de resisténcia ao limoneno observado em M.
caribbica através de genOmica comparativa, visando a possivel identificacdo de genes

relacionados ao fenétipo de resisténcia observado nesta levedura.
2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Microrganismos e meio de cultura

A levedura M. caribbica utilizada neste trabalho provém de isolamento realizado
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia de Alimentos (LBA) do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM) a partir da fruta da lobeira (Solanum lycocarpum).

As cepas de Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Spathaspora
passalidarum, Spathaspora arborariae e Scheffersomyces stipitis foram cedidos gentilmente
pelo Dr. Luciano Gomes Fietto, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa.

Para os experimentos de cultivo foi utilizado o meio Yeast Malt Medium adaptado
(YM, peptona bacterioldgica 0,5%; glicose 1%; extrato de levedura 0,3% e dgua destilada).
Nos casos em que foi necessdrio o uso de meio sélido, foram adicionados 2% de agar

bacterioldgico na formulagao.
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2.2.2 Teste de resisténcia ao limoneno

As estratégias de cultivo empregadas neste trabalho tiveram como referéncia a
metodologia utilizada nas etapas de isolamento e selecdo de M. caribbica realizadas pelo
grupo do LBA e conforme descrito por Bicas & Pastore (2007). Os microrganismos foram
ativados em meio YM contido em placas de Petri por 48 horas a 30°C em estufa
bacterioldgica (Thelga, TE64CB). Decorrido o periodo de ativacdo uma aliquota de 1 mL de
cada cultivo foi transferida para tubos de ensaio com tampa de rosca de 16 por 100 mm (13,5
mL) contendo 6 mL de meio YM estéril. Os tubos foram acondicionados em incubadora com
agitacao orbital (Tecnal, modelo TE-421) e mantidos por 48 horas a 30°C sob 150 rpm de
agitacdo. Ap0s as 48 horas de cultivo a taxa de crescimento microbiano foi avaliada de forma
indireta pela leitura da absorbancia a 600 nm (UA) em aliquotas de 200 uL. de meio contendo
a biomassa em espectrofotometro digital (Versa Max Microplate Reader, Molecular Devices).
Os valores encontrados nesta afericio foram utilizados para a normalizacdo dos indculos
iniciais para o cultivo das leveduras na presen¢a de limoneno. Finalmente, os microrganismos
foram cultivados em YM liquido em tubos de ensaio de 13,5 mL contendo 0O, 2, 4 e 6% de
limoneno ((R)-(+)-limoneno (Sigma-Aldrich, >93% de pureza)) (v/v) com indculo inicial
ajustado para 0,6 UA a 30°C e 150 rpm de agitacdo em incubadora orbital. Além de tais
concentragdes, também foram conduzidos experimentos utilizando 8 € 10% de limoneno (v/v)
para a levedura M. caribbica. Leituras de absorbancia foram realizadas a cada 24 horas de
cultivo até o periodo maximo de 72 horas. Estes ensaios foram realizados em triplicata

técnica.

2.2.3 Genomica comparativa

Os genomas utilizados neste trabalho estdo disponiveis no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e os nimeros de acesso de cada
montagem estdo listados na Tabela 1. De forma geral, a metodologia da genomica
comparativa pode ser resumida em trés grandes etapas: a predicdo de todos os genes a partir
da montagem de um dos genomas de referéncia para cada microrganismo; identificagcdo e
agrupamento de genes ortlogos; e, finalmente, a anotacdo das possiveis proteinas codificadas
pelos genes de interesse. Estas etapas foram realizadas em ambiente virtual Linux e tanto os
programas quanto os dados resultantes das andlises foram hospedados no servidor Jupiter da

Diretoria da Tecnologia da Informacdo da UFV.
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Tabela 3: Genomas e niimeros de acesso. Nimeros de acesso para cada genoma utilizado neste trabalho.

Microrganismo Niamero de acesso
Saccharomyces cerevisiae GCF_000146045.2
Kluyveromyces marxianus GCF_001417885.1
Spathaspora passalidarum GCF_000223485.1

Spathaspora arborariae GCA_000497715.1
Scheffersomyces stipitis GCF_000209165.1
Meyerozyma caribbica GCA_000755205.1

A predicdo dos genes para cada genoma selecionado foi realizada com o uso do

software Augustus (versdao 3.2.2, disponivel em: http://augustus.gobics.de/) (STANKE et al.,

2008) com os parametros para recuperacao de proteinas e cds ligados. O agrupamento dos
genes ortologos foi realizado conforme metodologia descrita por Mendes e colaboradores,
(2013) através do software OrthoMCL (LI; STOECKERT; ROOS, 2003). Os agrupamentos
de genes exclusivos de cada genoma foram recuperados com a funcdo GREP (fun¢do do
terminal Linux) a partir dos resultados do OrthoMCL. Posteriormente, foi feita a anotacdo das
proteinas agrupadas e classificadas como ort6logas exclusivas de M. caribbica com o uso do
software InterProScan 5.30 (JONES et al., 2014) que realiza a predi¢do de dominios e
familias proteicas a partir das sequéncias de cds resultantes do software Augustus

correlacionando-as ao banco de dados do InterPro (MITCHELL et al., 2019).

2.2.4 Doseamento de limoneno

O doseamento de limoneno intracelular foi realizado através de leituras em
cromatégrafo a gds acoplado a espectrometro de massas. A metodologia foi realizada em
colaboragdo técnica com o Dr. Sérgio Antonio Fernandes do Departamento de Quimica da
UFV.

Primeiramente, foram cultivadas em tubos de ensaio de 13,5 mL as leveduras S.
cerevisiae, K. marxianus, S. passalidarum e M. caribbica em 5,79 mL de meio YM a 30°C e
150 rpm de agitacdo em incubadora orbital até que os meios de cultivo atingissem densidade
6tica de 1 UA. Uma aliquota de 300 puL de cada cultivo foi reservada para se realizar o teste
de viabilidade celular por diluicao seriada e plaqueamento em microgotas. Em seguida, foram
adicionados 240 uL de limoneno (totalizando 4% (v/v)) em cada tubo e estes foram
vortexados por 1 minuto. Os tubos foram dispostos novamente na incubadora a 30°C e 150
rpm de agitacdo. Apds 15 minutos, 300 uLL de cada cultivo foram reservados para se realizar

um segundo teste de viabilidade celular. Posteriormente, duas aliquotas de 600 puL de cada
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cultura em contato com limoneno foram utilizadas para a extracdo dos compostos voléteis em
solvente organico adaptando-se a metodologia de (MOLINA et al., 2015).

O teste de viabilidade celular foi realizado, portanto, em dois momentos: células
recém cultivadas em meio YM e estas mesmas culturas apds contato com limoneno em 4%
(v/v) por 15 minutos. A partir de 300 puL reservados de cada cultivo foram preparadas
sucessivas aliquotas por meio de diluicdo seriada nas escalas de 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000 e 1: 20.000 que finalmente foram dispostas em placas de Petri contendo meio YM
na forma de microgotas (em volume de 10 uL) e acondicionadas em estufa bacterioldgica a
30°C por 48 horas. As placas foram fotografadas com uso de fotodocumentador
(Transiluminador UVB LTB-20X20HE, Loccus do Brasil, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) apés o
periodo de incubacgdo.

Para a extracdo dos compostos voldteis, 600 uL dos meios de cultura que sofreram
exposicdo de 15 minutos ao limoneno foram dispostos em tubos de microcentrifuga de 1,5
mL e centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos (Nova Instrument, N11802). O sobrenadante
foi separado do precipitado em novos tubos de 1,5 mL. Como solvente foi usado acetato de
etila e este foi adicionado na proporcao de 1:1 para o volume inicial de amostra (600 uL) em
cada tubo (sobrenadante e precipitado) que entdo foram vortexados por 1 minuto. Nova etapa
de centrifugacdo foi realizada seguindo as configuracdes previamente citadas e a fase
organica (transparente) de cada tubo transferida para novos tubos de 1,5 mL contendo 100 mg
de sulfato de sdédio anidro. O processo de adicdo de solvente, mistura em vortex,
centrifugacdo e transferéncia da fase organica para o tubo final foi repetido trés vezes. O
volume final de amostra extraida em aceto de etila foi de aproximadamente 1,8 mL. Uma
curva de calibragdo para correlacionar as dreas de pico de dosagem do limoneno em relacdo as
amostras bioldgicas foi desenhada com 8 pontos (0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3 e 4 uL de limoneno
por mL de acetato de etila).

Para o doseamento do limoneno foi empregado um cromatégrafo a gas acoplado a
um espectrometro de massas (SHIMADZU, GCMS-QP2010 Ultra) equipado com uma coluna
silica fundida Restek Rtx-5MS (30 m comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25 pm
de espessura de filme), 5% difenil e 95% dimetil polisiloxano. Hélio foi usado como gés de
arraste a uma vazao constante de 1,8 mL/minuto. O injetor do tipo split-splitless permaneceu
a 220°C e foi usado no modo split com razdo de split de 40:1, o detector foi mantido a uma
temperatura de 240°C na linha de transferéncia, energia de impacto de +70 eV e faixa de

massas de 35-400 m/z. A temperatura do forno do cromatografo a gés foi mantida a 40°C por
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2 minutos, elevada a 200°C a uma taxa de 10°C/minuto, permanecendo nessa temperatura por

mais 5 minutos.

2.2.5 Andlise estatistica

Com o intuito de avaliar e identificar se houve diferenca significativa entre os
valores do doseamento de limoneno, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) com teste
de Bonferroni para correcio de multipla hipétese utilizando o software GraphPad Prism

versdo 8.0.1, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Teste de resisténcia ao limoneno

Para avaliar o crescimento dos microrganismos sob as condicdes de cultivo
empregadas neste trabalho, todas as leveduras foram cultivas em meio YM sem a adi¢do do
limoneno e posteriormente na presenca de 2, 4 e 6% (v/v) deste monoterpeno. Além disso, a
levedura M. caribbica também foi cultivada em 8 e 10% de limoneno (v/v) por apresentar um
fendtipo de resisténcia bem diferenciado em relacio as demais leveduras utilizadas. Até onde
sabemos, este pode ser o primeiro relato cientifico correlacionando fenétipo de resisténcia a
terpeno a esta espécie de levedura.

A Figura 7 apresenta as curvas de crescimento padrdo observadas a partir da
leitura indireta de crescimento microbiano por densidade o6tica, medida em unidades de
absorbancia. A levedura S. cerevisiae apresentou um crescimento bem discreto em relacao as
outras leveduras na curva padrdo. No cultivo na presenca de 2% de limoneno (Figura 8) é
perceptivel que, de uma maneira geral, todas as leveduras apresentaram um leve crescimento
apos 48 horas de cultivo. Tratando-se da linhagem M. caribbica, o crescimento foi bastante
pronunciado, deixando nitido sua robustez quanto a resisténcia ao limoneno relacdo as demais
leveduras. Este padrao de crescimento diferenciado se mantém na concentragdo de 4% de
limoneno (v/v) (Figura 9), porém com um platd entre o periodo de 24 a 48 horas de cultivo.
Enquanto isso, no cultivo contendo 6% (Figura 10) de limoneno, a curva de crescimento é
bem acentuada desde o inicio da fase exponencial (24 horas). Analisando as tendéncias
observadas nestas curvas, pode-se perceber que M. caribbica apresenta um potencial de
crescimento singular em comparagdo as demais leveduras utilizadas, nas condi¢des de cultivo

testadas.
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Com a finalidade de observar se este fendtipo se manteria em concentragdes mais
altas de limoneno, o crescimento de M. caribbica foi testado em cultivo contendo 8 e 10% do
terpeno. Neste caso, foi possivel observar que mesmo nestas concentracdes o crescimento
desta levedura ndo foi inibido (Figura 11).

Figura 7: Curvas padrio de crescimento microbiano na auséncia de limoneo. E possivel observar que a

maioria das leveduras atingiu suas respectivas fases de crescimento exponencial nas condi¢des de cultivo
empregadas. A excecdo foi a levedura S. cerevisiae, que apresentou crescimento bem discreto.

Curvas de crescimento de leveduras em 0% de limoneno (v/v)

7
=6
<
s
S
54
< 3
<
=
%2
D
Al
o e —
0
0 24 48 72
Tempo (Horas)
—8—S. cerevisiae = =®=K. marxianus S. passalidarum

=S arborariae =#=S. stipis —e— M. caribbica



47

Figura 8: Curvas de crescimento de leveduras na presenca de 2% de limoneno (v/v). Apesar de ser possivel
observar um leve aumento nas densidades celulares de todas as leveduras no periodo de 48 horas de cultivo, M.
caribbica apresenta perfil de crescimento superior as demais

Curvas de crescimento de leveduras em 2% de limoneno (v/v)
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Figura 9: Curvas de crescimento de leveduras na presenca de 4% de limoneno (v/v). A robustez no
crescimento de M. caribbica na presenca de 4% de limoneno (v/v) é evidenciada em relacdo as demais

leveduras.
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Figura 10: Curvas de crescimento de leveduras na presenca de 6% de limoneno (v/v). Novamente ¢ possivel
perceber o perfil de crescimento singular de M. caribbica, entretanto, S. stipitis apresentou um considerdvel
crescimento apés 48 horas de cultivo.

Curvas de crescimento de leveduras em 6% de limoneno (v/v)
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Figura 11: Curvas de crescimento de M. caribbica na presenca de 8 e 10% de limoneno (v/v). Mesmo em
concentragdes de 8 e 10% de limoneno (v/v) o crescimento de M. caribbica nao foi inibido.

Curvas de crescimento de M. caribbica em 8 e 10% de limoneno (v/v)
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Os perfis de crescimento de M. caribbica em contato com o limoneno, em

comparacdo as demais leveduras, sugerem fortemente que ha mecanismos biolégicos atuando

de forma a convergir em um perfil de resisténcia ao limoneno.
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2.3.2 Genomica comparativa

Uma das estratégias utilizadas com bastante sucesso para investigar caracteristicas
fenotipicas de seres vivos € a técnica de gendmica comparativa (GRUEBER, 2015). Por meio
de métodos computacionais, torna-se possivel identificar grupos de genes de organismos
distintos que compartilham ancestralidade e funcdes bioldgicas, bem como semelhancas e
diferengas a nivel genético (COUTINHO; FRANCO; LOBO, 2015).

Ap6s predizer os genes e classificd-los em grupos de ortélogos com base nos
genomas referidos na Tabela 3, foram encontrados 58 agrupamentos (clusters) de genes
ortélogos exclusivos no genoma de M. caribbica; 39 para S. cerevisiae; 25 para K. marxianus;
30 para S. passalidarum; 33 para S. arborariae e nenhum para S. stipitis conforme o diagrama
de Venn a seguir (Figura 12).

Figura 12: Diagrama de Venn dos grupos de genes ortélogos. Foram encontrados 58 agrupamentos de genes
ortélogos exclusivos da levedura M. caribbica em relacdo as demais. Tais grupos de genes podem estar
relacionados ao fenétipo de resisténcia ao limoneno observado nesta levedura. Foram encontrados também 39

grupos exclusivos para S. cerevisiae, 25 para K. marxianus, 30 para S. passalidarum, 33 para S. arborariae e
nenhum para S. stipitis.

Meyerozyma caribbica
58
Saccharomyces cerevisiae Kluyveromyces marxianus
39 25
0 33
Scheffersomyces stipitis Spathaspora arborariae
30

Spathaspora passalidarum

Buscando entender quais processos bioldgicos poderiam estar envolvidos no
fendtipo de resisténcia ao limoneno observado em M. caribbica, e levando em consideragcao
que tal caracteristica pode estar relacionada aos genes que este microrganismo possui com

exclusividade, foi realizada a anotacdo das proteinas presentes nos 58 clusters restritos a esta
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levedura. A Figura 13 apresenta a categoriza¢do da anotacdo de todas as proteinas presentes
nos 58 agrupamentos de genes ortdlogos exclusivos de M. caribbica. Foram encontradas sete
categorias de proteinas: adesdo celular (8), autofagia (3), enzimas (22, sendo 15 relacionadas
a carboidratos), fatores de transcricao (10), leucine-rich repeat (24), oxirredug¢do (16) e
transportadores (26), além de proteinas hipotéticas (44), ou seja, de funcdo desconhecida.

Figura 13: Categorizacio das proteinas codificadas pelos genes ortologos exclusivos de M. caribbica.
Foram encontradas sete categorias de proteinas (Adesdo celular, autofagia, enzimas, fatores de transcri¢do,

leucine-rich repeat, oxirreducdo e transportadores, além de proteinas hipotéticas, ou seja, de funcdo
desconhecida).

Categorizacao das proteinas exclusivas de M. caribbica

= Adesao celular
= Autofagia
Enzima
= Enzima: Carboidratos
m Fator de transcri¢ao
= Hipotética
m Leucine-rich repeat
m Oxirreducao

= Transportador

A categoria com mais representantes foi a de transportadores, sendo constituida
por 26 proteinas. Destas, todas estdo relacionadas a MFS transporter superfamily, a maior
familia de transportadores secunddrios e que estd presente em todas as formas de vida (YAN,
2013). Este achado € de grande relevancia pois € sabido que bombas de efluxo podem estar
relacionadas a reducdo de toxicidade e tolerancia a solventes orgdnicos em microrganismos
(JONGEDIIK et al., 2016). A toxicidade exercida pelo limoneno aos microrganismos estd
ligada em grande parte a sua caracteristica lipofilica, que faz com o terpeno seja acumulado
na membrana das células desencadeando o comprometimento da integridade da membrana
plasmética e inibicdo de algumas de suas fun¢des (GRIFFIN, S.; WYLLIE; MARKHAM,

1999). Portanto, o grande niimero de proteinas transportadoras encontradas no genoma de M.
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caribbica sugere que o0s mecanismos de resisténcia podem estar relacionados a

transportadores de limoneno presentes neste microrganismo.

2.3.3 Doseamento de limoneno

Baseando-se na hipétese de que o fendtipo de resisténcia observado em M.
caribbica possa estar relacionado a proteinas transportadoras, o doseamento de limoneno
intracelular foi avaliado por cromatografia gasosa em comparacdo a outras trés leveduras (S.
cerevisiae, K. marxianus e S. passalidarum).

A Figura 14 retrata os testes de viabilidade celular realizados antes (A) e depois
(B) da exposicao das culturas ao limoneno a 4% (v/v), por 15 minutos. Antes da exposicdo o
crescimento celular é observado para todas as leveduras e em todas as dilui¢des realizadas,
demonstrando a viabilidade de tais células. Ap6s o periodo de exposi¢cdo, € possivel observar
crescimento microbiano somente de K. marxianus e M. caribbica.

Figura 14: Teste de viabilidade celular antes de depois da exposicao ao limoneno. A - Crescimento celular

antes da exposicdo ao limoneno evidenciando a viabilidade celular dos microrganismos. B - E possivel observar
crescimento microbiano somente para K. marxianus € M. caribbica.
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Figura 15: Limoneno intracelular. Representacio grafica dos valores obtidos apds doseamento de limoneno
intracelular das leveduras. As barras acima das colunas representam os valores de desvio padrdo. Houve
diferenca significativa (p<0,05) nos valores encontrados em M. caribbica em relacio as demais leveduras.

8=

uL de Limoneno

ApOs andlise estatistica dos valores obtidos no doseamento intracelular de
limoneno, foi constatada diferenca significativa (p >0,05) entre os valores observados para M.
caribbica aqueles observados para as demais leveduras (Figura 15). Foram detectadas
menores quantidades de limoneno intracelular em M. caribbica e este microrganismo
permaneceu vidvel apos o periodo de exposi¢do ao limoneno. Estes resultados corroboram a
hipétese de que proteinas transportadoras estariam contribuindo para um menor acimulo de
limoneno intracelular em M. caribbica e, possivelmente, contribuindo para o fendtipo de

resisténcia observado ao longo deste trabalho.

2.4 Conclusao

Embora os processos de bioconversao de terpenos para a produ¢do de compostos
de valor agregado apresentem claras vantagens em relacdo aos tradicionais processos de
sintese quimica, a toxicidade celular dos substratos utilizados pode inviabilizar a
implementacdo desta estratégia. Uma das formas de superar esta limitagdo € através do uso de
microrganismos que apresentem uma natural resisténcia aos terpenos. Neste enfoque, este
trabalho visou avaliar o fenétipo de resisténcia ao limoneno da levedura Meyerozyma
caribbicae, através de genOmica comparativa, foram identificados potenciais mecanismos
relacionados a esse fen6tipo.

Foram encontrados 58 agrupamentos de genes ortélogos exclusivos de M.
caribbica em relagdo as demais leveduras utilizadas neste estudo e, a partir desses clusters,

foram identificados 26 genes dos quais as anotacdes remetem a proteinas transportadoras do
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tipo MFES transporter superfamily. Com o intuito de investigar um potencial mecanismo de
resisténcia ligado aos genes de proteinas transportadoras, os niveis intracelulares de limoneno
foram dosados. Em M. caribbica, estes foram menores do que aqueles encontrados nas outras
leveduras comparadas, fato que sugere a existéncia de um possivel mecanismo de efluxo de
limoneno.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram a hipétese de que o fendtipo
de resisténcia observado em M. caribbica estd relacionado a proteinas de transporte que
provavelmente atuariam de forma a minimizar o acimulo de limoneno no interior das células.
Além disso, este parece ser o primeiro relato demonstrando o fenétipo de resisténcia ao
limoneno de M caribbica. Os resultados aqui apresentados apontam que M. caribbica pode
ser um importante microrganismo a ser empregado em processos bioctendlogicos utilizando o

limoneno como substrato para obtencao de compostos de valor agregado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de compostos de aroma por vias bioctenoldgicas representa um
avango cientifico considerdvel em relacao aos processos quimicos tradicionais pois através do
uso de microrganismos é possivel se obter compostos de maior qualidade e pureza. Os
terpenos sdo muito utilizados nessa estratégia de producdo devido sua abundancia e baixo
custo, sendo o limoneno um dos representes mais proeminentes destes substratos. Entretanto,
a toxicidade deste terpeno para os microrganismos limita o escalonamento e produ¢do em
larga escala de compostos de valor agregado por esta medologia. Uma das alternativas para
sobrepujar essa limitacdo € o uso de microrganismos resistentes aos efeitos téxicos causados
pelo limoneno.

Este trabalho teve por objetivos principais isolar e caracterizar microrganismos
que apresentassem fendtipo de resisténcia ao limoneno e investigar 0s potenciais mecanismos
envolvidos nestes fatores.

No estudo, foram encontrados 29 microrganismos com perfil de resisténcia ao
limoneno, provenientes de fotes vegetais. Destes, foi possivel identicar trés a nivel de espécie
através do uso de marcadores genéticos, a saber: Bacillus cereus, B. mycoides e Meyerozyma
caribbica. Para as bactérias encontradas, também foi possivel realizar um teste comparativo
de toleréncia ao limoneno com outras trés linhagens de Bacillus isoladas por outros cientistas.
Com base nos resultados observados foi possivel postular que o limoneno exerca efeito
bacteriostatico as bactérias do género Bacillus.

Além disso, através de genOmica comparativa, 26 genes codificantes de proteinas
transportadoras puderam ser identificados estando presentes somente em M caribbica em
relacdo a outras cinco leveduras com fendtipo de susceptibilidade ao limoneno. Dosagens de
limoneno intracelular, a correlacdo entre fung¢do anotada para os genes estudados e a
observacdo do fenétipo, deram indicios de que aqueles transportadores podem estar
relacionados ao mecanismo de resisténcia ao limoneno descrito na levedura estudada.

Os resultados deste trabalho representam um avango significativo para a drea de
bioprocessos, considerando o potencial das linhagens isoladas e identificadas. Além disso,
outro ponto de destaque deste estudo foi a abordagem computacional para identificacdo in
silico de potenciais alvos para estudos futuros, como foi o caso dos transportadores MFS

encontrados.



