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RESUMO

Uma das solugcdes para o desenvolvimento sustentivel € a utilizacdo de
biocombustiveis, dentre eles o biodiesel. Todavia, o biodiesel ainda ndo € um combustivel
totalmente sustentdvel e vidvel economicamente devido seu alto custo de producgdo e uso de
fontes alimenticias como matéria-prima, principalmente 6leo vegetal. Esta situacdo pode ser
contornada pela substituicdo do 6leo vegetal por 6leo de origem microbiana. Entretanto, a
obtencdo de 6leo microbiano ainda é mais dispendiosa quando comparado ao dleo vegetal,
devido principalmente a utilizacdo de substratos convencionais de alto custo (principalmente
glicose). A utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos € uma alternativa mais barata que estes
substratos convencionais. No entanto, hidrolisados hemicelul6sicos podem conter inibidores
que afetam o desenvolvimento microbiano e contribuem para baixos conteudos lipidicos. Assim
sendo, a obtenc¢do de levedura capaz de se desenvolver nestes hidrolisados pode contribuir para
viabilizagdo da producgdo de biodiesel a partir de 6leo microbiano. A adaptagdo evolutiva de
laboratério (ALE) € uma estratégia para obtencdo de cepas robustas. Entretanto ndo ha
metodologia estabelecida para esta técnica, havendo uma dualidade no tocante a se executar a
ALE com ou sem selecao de clones. O objetivo deste trabalho foi realizar a ALE da levedura
Rhodotorula toruloides em hidrolisado hemicelulésico de bagaco da cana-de-agicar contendo
altas concentracdes de inibidores, através de duas estratégias, com e sem selecdo de clones
utilizando um critério para passagem de cepas a concentracdes mais elevadas de hidrolisado: a
taxa especifica de crescimento maxima. Estudou-se ainda, a possibilidade de uso da fragdo
hemicelulésica de eucalipto como fonte de carbono e efeito de substratos e razdao C/N no cultivo
continuo desta levedura. As duas estratégias de ALE foram efetivas. Entretanto, a cepa obtida
na ALE com cultura heterogénea (Rth) apresentou valores de parametros cinéticos e de
produtividade superiores as cepas parental e a obtida por ALE com selecdo de clones (Rtc). A
Rth apresentou pmax 55% superior em relagdo a cepa parental e maiores producao celular e
conteudo lipidico (6,51 g/l e 60%, respectivamente). Somado a isto, um cultivo da cepa Rth em
biorreator de tanque agitado utilizando hidrolisado hemiceluldsico alcangou conteido lipidico
de 58,2%. Confirmou-se a possibilidade da producao lipidica por Rth cultivada em hidrolisado

hemicelulésico de eucalipto, alcancando-se relativo alto conteddo lipidico 64,2%. Estudos em



modo turbidostato mostraram que os perfis de producdo de biomassa e lipidios se alteraram de
acordo com o substrato (xilose, glicerol ou dcido acético) e a razdo molar C/N utilizada (60, 80,
100, 120). Os cultivos com dcido acético favoreceram a producao de biomassa (rendimento de
0,473 g/g). Ja os cultivos realizados com glicerol proporcionou maior produtividade especifica
de lipidios (0,085 g/(g-h)). Cultivos continuos com xilose apresentaram maior contetido lipidico
(60%) e de carotenoides dentre todos os cultivos em turbidostato. Assim, este trabalho adaptou
alevedura R. toruloides em duas estratégias com sucesso, levantou a possibilidade de utiliza¢do
da fracdo hemicelulésica de eucalipto ou de bagago da cana de agiicar como fonte de carbono
para o cultivo de R. foruloides e estudou estratégias de cultivo com intuito de se alcancar

maiores rendimentos lipidicos.

Palavras chave: Rhodotorula toruloides, adaptacdo hidrolisado hemiceluldsico, inibidores,

heterogénea, selecdo de clones, cana de actcar, eucalipto.



ABSTRACT

One partial solution for sustainable development is the biofuel utilization, among
them the biodiesel. But biodiesel is not yet a fully sustainable and economically viable fuel due
to its high cost of production and use of food sources as raw material. This situation can be
overcome by using microbial oil instead vegetal ones. However, microbial oil production is
still more expensive when compared to vegetal oil, mainly due to the use of high cost
conventional substrates (mainly glucose). The use of hemicellulose hydrolysates is a cheaper
alternative to these conventional substrates but it may contain inhibitors that affect microbial
development and contribute to low lipid content. Thus, obtaining yeast capable of growing in
these hydrolysates can contribute to the viability of biodiesel production from microbial oil.
Adaptive laboratory evolution (ALE) is a strategy to obtain a robust yeast strain. However,
there is no established methodology for this technique, with a duality regarding the its
execution, with or without clone selection. The present work aimed to perform this ALE of the
yeast Rhodotorula toruloides in sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysate containing high
concentrations of inhibitors using strategies with and without clone selection, and a criterion
for passing strains to highest concentrations of hydrolysate in media: the specific maximum
growth rate. The possibility of using the hemicellulose fraction of eucalyptus as a carbon source
and the effect of substrates and C/N ratio in the continuous cultivation of this yeast were also
studied. The two ALE strategies were effective. The strain obtained in ALE with heterogeneous
culture (Rth) showed higher kinetic values and productivity values than both parental strain and
the strain obtained with ALE with clone selection (Rtc). Rth showed pmax 55% higher in relation
to parental strain and higher cell production and lipid content (6.51 g/l and 60%, respectively).
Moreover, a Rth cultivation in agitated tank bioreactor using hemicellulosic hydrolyzate
reached a lipid content of 58.2%. The possibility of lipid production by Rth cultivated in
eucalyptus hemicellulosic hydrolyzate was confirmed, with a relative high lipid content of
64.2%. The possibility of lipid production by R. toruloides cultivated in eucalyptus
hemicellulose hydrolysate was confirmed, reaching a relative high lipid content of 50%.
Turbidostat mode studies showed that the biomass and lipid production profiles changed

according to the substrate (xylose, glycerol or acetic acid) and the applied C/N ratio (60, 80,



100, 120). Continuous cultivation with acetic acid favored biomass production (yield of 0.473
g/g). Cultivations carried out with glycerol in turbidostat mode provided higher specific lipid
productivity (0.085 g/(g-h)). Continuous cultivations using xylose resulted in the highest lipid
content (60%) and carotenoids production. Thus, this work was successful in adapting the R.
toruloides with two ALE strategies, raised the possibility of using the hemicellulose fraction of
eucalyptus or sugarcane bagasse as a carbon source for the cultivation of R. foruloides and

studied cultivation strategies in order to achieve higher lipid yields.

Keywords: R. toruloides, adaptation, hemicellulose hydrolysate, inhibitors, heterogeneous,

clone selection, sugarcane bagasse, eucalyptus.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACC: acetil-CoA desidrogenase

ALE: adaptacdo evolutiva de laboratério, acronimo para adaptive laboratory evolution.
ALEc: adaptagdo evolutiva de laboratério com selecdo de clones

ALEh: adaptacgao evolutiva de laboratério com sele¢do de clones

AMP: adenosina monofosfato

C/N: razdo carbono/nitrogénio

C/P: razdo carbono/f6sforo

CMT: citrato malato translocase

DAG: diacilglicerol

EAR: enoil-ACP-redutase

ER: reticulo endoplasmatico rugoso

FAS: acido graxo sintetase

G3P: glicerol-3-fosfato

G3PAT: glicerol-3-fosfato acetil transferase

HHBC: hidrolisado hemicelulésico de bagaco da cana de agucar

HHBCc: hidrolisado hemiceluldsico de bagaco da cana de agucar do estudo comparativo
HHBCd: hidrolisado hemicelul6sico de bagago da cana de agticar dopado com inibidores
HHBCb: hidrolisado hemicelulésico de bagaco da cana de agucar utilizado em biorreator
HHE: hidrolisado hemicelulésico de eucalipto

HHECc: hidrolisado hemicelul6sico de eucalipto concentrado

IDH: isocitrato desidrogenase

MD: malato desidrogenase

ME1: enzima médlica

Mtoe: Milhdes de toneladas de equivalente de petréleo

OD: densidade Optica

PAP: fosfatidato fosfatase

gx: produtividade de células

rlip: produtividade especifica de lipidios

S: concentracao de substrato

S:L: razdo maéssica sélido:liquido



TAG: triacilglicerol

TD: tempo de duplicacdo

X: concentragdo celular

Yls: rendimento lipidico por substrato consumido
Ylx: rendimento lipidico em relagdo a massa celular
YPD: yeast potato dextrose

Yxs: rendimento celular por substrato consumido
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1. INTRODUCAO

1.1. Apresentacao

Nesta introdugdo discorre-se sobre as vantagens do uso do biodiesel e suas lacunas
no ambito de produgdo e comercializagdo de fontes energéticas e sustentabilidade, segue-se do
objetivo do trabalho, plano de trabalho. Por dltimo, uma explicagdo da estrutura do texto,

apresentando os capitulos em que a presente tese foi dividida.

1.2. Uso de 6leo microbiano na producao de biodiesel e seus desafios

Projecoes feitas pelo International Energy Outlook (2018) demonstram que o
consumo energético em escala mundial pode aumentar em 28% de 2015 até 2040, resultando
no inevitdvel maior consumo de combustiveis fésseis e, consequentemente, na intensificacdao
de problemas intrinsecos a este consumo, em especial os danos ambientais. Devido a esta
crescente demanda por energia bem como da grande dependéncia global por combustiveis
fosseis, torna-se imprescindivel a procura por alternativas que possam mudar este cendrio.
Grande parte dos estudos focados no desenvolvimento de fontes energéticas em andamento sao
embasados no conceito de bioenergia que, segundo Coleman e Stanturf (2006), significa
qualquer energia produzida a partir de biomassa renovavel de origem animal ou vegetal. Para
se tornar uma realidade, estas fontes de bioenergia devem ser produzidas continuamente e
possuirem matéria prima de relativo baixo custo, de maneira que permitam viabilidade
econOmica de sua produgao e comercializacao.

Frente a este cendrio, pesquisas vém sendo desenvolvidas na obtengdo de energias
renovdveis como etanol de segunda geracdo (JUGWANTH; SEWSYNKER-SUKAIL
GUEGUIM KANA, 2019), hidrogénio (VEERAMALINI et al., 2019), metano (WANG, ZHI
et al., 2019) e biodiesel (CORDERO-RAVELO; SCHALLENBERG-RODRIGUEZ, 2018).
Dentre estes desenvolvimentos, o biodiesel pode ser considerado em destaque, uma vez que ja
¢ uma realidade econdmica com produgdo e distribuicdo ocorrendo em diversos paises.
Segundo a Organizagao para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OECD/FAOQ, 2016)

a produ¢do mundial de biodiesel em 2025 pode superar os 40 bilhdes de litros.
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A produgdo nacional de biodiesel figura entre as maiores do mundo. De acordo com
os ultimos dados de produ¢do acumulada relatados pelo Ministério de Minas e Energia (2019),
em 2018 a produgio de biodiesel no Brasil contabilizou mais de 5,0 x10° m?. No acumulado de
2019 até o més de setembro, a producdo deste combustivel ja era 10% superior a do mesmo
periodo de 2018. A expectativa é que esta produ¢do aumente ainda mais, pois se espera que a
adi¢do de biodiesel ao diesel aumente gradualmente no decorrer dos anos.

Mesmo sendo uma fonte energética comercializada mundialmente, a produgdo de
biodiesel ainda ndo compete economicamente com o diesel derivado do petréleo. Isto ocorre
pelo fato de sua principal matéria prima, 6leo vegetal, contabilizar de 70-85% do custo de
producdo (KITCHA; CHEIRSILP, 2011). Somado ao relativo alto custo do 6leo vegetal, o
cultivo de plantas oleaginosas no mundo ndo estd acompanhando o constante crescimento do
consumo de Oleo vegetal para fins energéticos e alimenticios (SITEPU et al., 2014). Tendo em
mente o crescimento populacional (Figura 1.1), com consequente aumento da producdo de
alimentos, a utilizacdo de fontes alimenticias para gerar combustiveis pode se tornar cada vez
mais controversa e impraticavel, principalmente no continente europeu, devido a menor
disponibilidade de terras ardveis e demais fatores politicos. Além da competi¢do com o setor
alimenticio, a producdo de biodiesel a partir de plantas oleaginosas € limitada por uma série de
fatores como vulnerabilidade ao clima, disponibilidade de terras ardveis e questdes geopoliticas

(DONOT et al., 2014).

Figura 1.1 - Projecdo do crescimento populacional até o ano de 2100.
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Fonte: Adaptado de Our World in Data (2020).

Para fazer frente as dificuldades ascendentes em relacdo a obtencdo de matéria-

prima oleaginosa, estudos estdo sendo desenvolvidos com objetivo de obtencdo do Oleo
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microbiano para producio de biodiesel. Quando comparado com o 6leo vegetal, o lipidio de
origem microbiana (chamado em inglés de single cell oil, SCO) pode ser vantajoso, pois sua
produgdo ndo € afetada por mudancas climéticas e nem de estagdes, além de demandar menor
tempo e area (ZHU; ZONG; WU, 2008).

Microrganismos oleaginosos sao classificados como aqueles capazes de acumular
acima de 20% de sua massa seca na forma de lipidios (RATLEDGE, 1982). Dentre os
microrganismos oleaginosos pode-se citar as leveduras Rhodotorula sp. (BONTURI et al.,
2017; LIU et al., 2015) e Lipomyces sp. (CALVEY et al., 2016) que, além de fornecerem teores
lipidicos relativamente altos, apresentam taxas de crescimento relativamente altas.

Apesar do grande nimero de estudos visando a producdo lipidica por leveduras e
demais microrganismos oleaginosos, a maioria destes estudos utiliza glicose de alta pureza
como fonte de carbono. No entanto, a aplicagdo deste substrato para a obten¢do de lipideo
microbiano em escala industrial € impraticivel, uma vez que esta matéria prima pode
contabilizar de 60-80% do custo total de produgao (cerca de US$ 500/t) (FEI et al., 2011;
KOUTINAS et al., 2014). Com base em dados de 2016 fornecidos e reportados por Braunwald
et al. (2016), a producdo de biodiesel a partir de 6leo microbiano continua dispendiosa em
comparacdo com os Oleos de origem vegetal. O preco do biodiesel produzido a partir do 6leo
de palma estava em torno de US$0,60/1 (excluindo impostos) e os produzidos a partir de 6leo
de microalga e levedura estimados em no minimo US$ 1,52/1 e US$ 2,07/, respectivamente.
Sendo assim, torna-se fundamental a minimiza¢@o dos dispéndios relacionados a obtencao de
substratos para se reduzir os custos de producdo e tornar o biodiesel com base em lipideos
microbianos uma alternativa economicamente competitiva.

Neste intuito, pesquisas recentes vém utilizando subprodutos agroindustriais como
fonte de carbono para obtengdo de 6leo microbiano, tais como sorgo (MATSAKAS et al.,
2014), residuos de industria de bebidas (RYU et al., 2013), soro de queijo (AROUS et al.,
2016), residuo do processamento de batata doce (SHEN, QI et al., 2015), hidrolisado celulésico
(LIU et al., 2015), glicerol (DOBROWOLSKI et al., 2016) e bagaco da cana de agucar
(XAVIER et al., 2017). Analisando as principais culturas vegetais do Brasil, as fragdes
hemiceluldsicas de bagaco da cana-de-acicar (BONTURI ez al.,, 2017) e de eucalipto
(OSORIO-GONZALEZ et al., 2019), esta tltima queimada nas inddstrias de celulose e papel,
tém potencial para serem aplicadas como substratos na produgao de lipideo microbiano, uma
vez que sdo matérias primas abundantes e de relativo baixo custo.

Apesar da possibilidade de se obter grande quantidade de biomassa e aplica-las

como substrato para microrganismos oleaginosos, ndo se pode afirmar ainda que processos



20

baseados em 6leo microbiano substituirdo processos que utilizam 6leo vegetal para produgdo
de biodiesel. Um dos impasses € o microrganismo nao assimilar efetivamente substratos nao
convencionais, como a xilose obtida da hemicelulose. Para agravar a situagao, a xilose pode vir
acompanhada de inibidores de crescimento microbiano liberados ou formados durante o
processo de hidrdlise, tais como furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), 4cido acético,
siringaldeido, hidroxibenzaldeido e vanilina (ALMEIDA et al., 2007; PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Estratégias como engenharia genética podem ser utilizadas para potencializar o
microrganismo a ter maior resisténcia a inibidores e alta produtividade. Entretanto, esta técnica
¢ dispendiosa, complexa e pode resultar em organismos com perdas indesejadas de fungdes
basicas apos modificagdo génica (CHOE et al., 2019). Outra técnica que pode viabilizar a
utilizacdo efetiva de substratos complexos e ndo convencionais € a adaptacdo evolutiva de
laboratério de microrganismos (ALE, do inglés adaptive laboratory evolution; acronimo
comumente utilizado em literatura especifica), técnica menos dispendiosa e complexa quando
comparada com a engenharia genética. A ALE permite que microrganismos se adaptem a
compostos antes considerados inertes ou nocivos, como substratos ndo convencionais €
inibidores (SANDBERG et al., 2019). Somado ao fato de ser um procedimento de menor
interferéncia antropogénica ao microrganismo, esta técnica permite que funcdes ja expressas
ou antes silenciadas sejam paralelamente amplificadas e reativadas respectivamente. Todavia,
ndo se tem metodologia pré-estabelecida para esta técnica com enfoque no ganho de resisténcia
a inibidores, ndo havendo também consenso se a adaptacdo deve ser conduzida com cultivo

heterogéneo ou por meio de selecao de clones.

1.3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi realizar a ALE da levedura R. foruloides em
hidrolisado hemicelulésico de bagagco da cana-de-acucar contendo altas concentracdes de
inibidores, através de duas estratégias de adaptagdo — uma com selecdo de clones e outra com
cultura heterogénea (sem selecdo de clones) — utilizando um critério para passagem de cepas a
concentra¢des mais elevadas de hidrolisado: a taxa especifica de crescimento maxima (Umax)'.

Diferentes parametros cinéticos poderiam ser utilizados como critério para

desenvolvimento da adaptacdo (exemplos: tempo e concentragdo celular). Entretanto, escolher

! Refere-se a0 max global, considerando-se o consumo de miiltiplos substratos.
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0 Umax garantiria que células atingiram uma maior concentracdo celular no menor tempo
possivel. Isto resultaria em maior produtividade, o que no aspecto industrial implica em menor
capital fixo, visto que esta maior produtividade demandaria menor nimero de reatores e ou
reatores de menor tamanho.

Critérios como OD méxima (DIAZ et al. 2018) ou tempo pré-definido
(KUROSAWA; LASER; SINSKEY, 2015) para passagem das células também sdo utilizados
para condugdo de ALE e também demonstraram ser eficazes; entretanto, diferente do método
utilizado no presente trabalho, ndo fazem a imbricacio dos fatores geragdo celular e tempo.

O presente trabalho estd inserido no projeto temdtico “Da fabrica celular a
biorrefinaria integrada Biodiesel-Bioetanol: uma abordagem sistémica aplicada a problemas
complexos em micro e macroescalas”. Os dados obtidos durante este doutorado alimentarao
um sistema integrado de dados de simulacdo e otimizacdo focado na producgdo de biodiesel a

partir de 6leo microbiano.

1.4. Desafios cientificos e tecnolégicos

Em relacdo a adaptagdo, os principais desafios foram o desenvolvimento de
metodologia e proposta de critério adequado para se aplicar nesta pesquisa. O termo critério
neste estudo refere-se ao parametro utilizado como indicador para inicio da préxima etapa da
adaptacdo. Como o trabalho teve foco primério a obten¢do de cepa com aptiddo para crescer
em hidrolisados com alto teor de inibidores, o critério adotado foi a taxa especifica de
crescimento méximo para dada situagdo de cultivo (Umax)-

Outro desafio foi a obtencdo de dados cinéticos devido ao fato de cada cultivo da
ALE (renovacdo de meio e ou passagem para proxima etapa da adaptacdo) ter um novo
comportamento, mesmo com procedimento padronizado (passagem para uma nova etapa
somente apos estabilizagdo do pmax). Em funcido do ganho de aptiddo durante a ALE, a cepa
poderia apresentar diferentes tempos de fase lag em cada cultivo e, caso os dados de
crescimento ndo fossem coletados corretamente em intervalos de tempo suficientemente curtos,
o perfil cinético ndo seria obtido com devida acurdcia. Sendo assim, foi necessario
acompanhamento intensivo dos cultivos ao longo de toda execugdo das duas estratégias de
ALE. A aquisi¢do inadequada dos dados cinéticos poderia resultar em ma interpretacdo e até
mesmo erros em cascata no desenvolvimento da adaptacdo. Deste modo, nos periodos
considerados criticos — pequenos intervalos de tempo antes da fase de aceleracdo e apds a

desaceleracdo — os dados foram obtidos de hora em hora com interferéncia minima no cultivo
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(tempo de amostragem menor que 1 min; aliquota minima de 100 a 200 pul de um volume
reacional contendo 50 ml de meio).

Outro desafio desta etapa de ALE foi a escassez de trabalhos que servissem de base
comparativa. Até o momento, trabalhos envolvendo adaptacdo de R. toruloides em substratos
ndo convencionais sao poucos, podendo-se citar apenas o trabalho de Bonturi ef al. (2017) e de
Diaz et al. (2018). Ha um grande nimero de trabalhos focados na adaptacdo evolutiva de
microrganismos, entretanto a grande maioria destes estudos foram desenvolvidos com
Escherichia coli (CHOE et al., 2019; MADDAMSETTI; LENSKI; BARRICK, 2015) ou
Sacharomyces cerevisiae (BELLISSIMI et al., 2009; GONZALEZ-RAMOS et al., 2016),
microrganismos estes, com metabolismos distintos do observado em R. toruloides e outras
espécies oleaginosas.

Em relagdo ao estudo com hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto, ndo se encontra
na literatura uma metodologia padrao para extracao seletiva da fracdo hemiceluldsica em escala
laboratorial. Para superar este problema, estudos de extracdo hidrotérmica foram executados
com o intuito de definir a melhor condi¢cdo de extracao e obten¢do do hidrolisado.

Estudos em batelada podem fornecer respostas em relagdo ao efeito de parametros
escolhidos em relacdo a produtividade, seja ela de biomassa ou lipidios. Porém, este modo de
cultivo sofre a influéncia de diversas varidveis a0 mesmo tempo, principalmente cinéticas. Para
superar este desafio e tentar entender especificamente o efeito da razdo C/N de diferentes fontes
de carbono na producao lipidica, foram feitos estudos em turbidostato, modo de cultivo em que
variaveis, incluindo as cinéticas, sdo mantidas estaveis. Outro desafio do cultivo em modo
turbidostato foi propor configuracdo operacional que exigisse o minimo de intervencdo no
reator, causando assim menos distirbios durante o cultivo da levedura. O sistema de
alimentacao foi composto por duas fontes distintas de substrato, uma contendo apenas fonte de
carbono (alimentag@o 1) e a outra contendo fonte de carbono e nitrogénio com baixa razao C/N
(alimentag¢do 2). Desta maneira as diferentes razdes C/N foram obtidas apenas alterando a

proporcdo de alimentacdo 1 e 2 através de ajuste de vazdo das bombas alimentadoras.

1.5. Plano de trabalho

As etapas deste trabalho estdo esquematizadas na Figura 1.2.

O bloco A engloba a selecao do hidrolisado utilizado como pressao seletiva durante
a ALE. Nesta etapa, amostras de hidrolisado hemicelulésico do bagaco da cana de actcar
(HHBC) foram dopadas com diferentes concentracOes de inibidores e estes diferentes

hidrolisados obtidos foram utilizados em cultivos distintos da cepa parental de R. foruloides. O
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Figura 1.2 - Fluxograma contendo as principais etapas do projeto.
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hidrolisado que forneceu maior inibi¢cao ao crescimento da cepa parental foi escolhido como
desafio para a ALE.

O bloco B apresenta a ALE em si. As adaptacOes foram executadas com duas
estratégias de adaptagdo. Uma estratégia se baseou na selec@o de clones durante a adaptagdo e
a outra se baseou na adaptagdo com cultura heterogénea. O termo “clone” refere-se a colonia
isolada que fora selecionada em cada etapa da ALE especifica, sem, no entanto, se querer
garantir com absoluta certeza que esta colonia se originou de apenas uma célula. As cepas
obtidas foram comparadas em termos de produtividade celular e lipidica e parametros cinéticos
com Umax € fase lag em cultivos especificos. A cepa que apresentou melhores resultados foi

escolhida para os estudos descritos nos blocos C e D.
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O bloco C representa as etapas referentes aos estudos de extracdo da fracdo
hemicelulésica de eucalipto e uso de seu hidrolisado (HHE) no cultivo das cepas adaptadas de
R. toruloides. As primeiras atividades se deram por estudos de extragdo seletiva da fragao
hemicelulésica. Definido os parametros mais adequados de extracdo, os cultivos com HHE
foram desenvolvidos.

O bloco D compreende as atividades relacionadas aos cultivos de R. foruloides em
biorreator de tanque agitado em modo continuo. Xilose, glicerol e 4cido acético foram
utilizados separadamente como substrato para R. toruloides sob diferentes razdoes C/N, partindo
de um valor de 60 até 120. As condi¢des que apresentaram melhores resultados em termos de
produtividade foram utilizadas como parametros para cultivos em modo batelada-alimentada.
Os resultados obtidos neste estudo também serviram como base para elaboracao da modelagem
metabolica da levedura R. foruloides e apresentados em Lopes et al. (2020). O cultivo em modo
batelada utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acticar concentrado foi

executado com a melhor cepa obtida no bloco B.

1.6. Apresentacio da estrutura do texto

Este trabalho contém mais oito capitulos. Este trabalho segue com o capitulo 2
denominado “Revisdo bibliografica”, que aborda a literatura desde uma visao macro, em que €
exposto o conceito e desafios das biorrefinarias, até uma visdo micro, com destaque para a ALE
como ferramenta eficaz e robusta para obtencdo de microrganismos de interesses
biotecnoldgicos e, discorrendo-se também, sobre o metabolismo das leveduras oleaginosas
durante a sintese lipidica e efeito inibitorio de alguns compostos presentes em hidrolisados
hemicelulésicos. Em sequéncia, serdo apresentados os itens “Materiais e métodos” e
“Resultados e discussdes” para cada um dos estudos divididos nos blocos apresentados na
Figura 1.2, com capitulo 3 (bloco A e B), capitulo 4 (bloco C) e capitulo 5 (bloco D). Por final,
serdo apresentados os capitulos 6, “Discussdo geral”; 7, “Conclusdes” e 8 “Sugestdes para

trabalhos futuros”. Ao fim apresenta-se a se¢do “Referéncias bibliograficas”.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biorrefinaria e biodiesel

As demandas por alternativas energéticas e processos cada vez mais sustentdveis
vém aumentando devido a crescente deterioragdo do meio ambiente em fun¢do da agdo humana.
O cendrio ambiental estd desta maneira, em grande parte, devido ao uso desenfreado de
combustiveis fosseis, somado ao fato de paises altamente industrializados e poluidores
negligenciarem este cendrio alarmante. A sociedade é extremamente dependente de derivados
de recursos fdsseis, seja na forma de petréleo, carvao ou géds natural, sendo eles aplicados em
diversas dreas como geracao de energia, combustiveis, aditivos quimicos, polimeros, etc. Dados
fornecidos pela Agéncia Internacional de Energia mostram que mais de 80% dos combustiveis
consumidos no mundo sdo de origem f6ssil e deste total 66% sdo direcionados para transportes

e setor industrial INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2019) (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Demanda energética mundial e as diferentes fontes consumidas.
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Fonte: Adaptado de https://www.oecd.org/publications/key-world-energy-statistics-2220281 1

Além disto, o consumo de energia e produtos quimicos baseados no petréleo esta
crescendo em média 7% ao ano em virtude do crescimento populacional (MAITY, 2015). O

setor de transportes € o que mais consume energia no mundo. Em 2018, o gasto energético em
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razdo dos transportes foi em torno de 29,25x10%* kJ, o que representa 28,6% de toda energia
consumida no mundo (97,20 x10**kJ) INTERNATIONAL ENERGY OUTLOOK, 2018).

Com intuito de reduzir a dependéncia pelos combustiveis fdsseis, governos de
diversos paises vém desenvolvendo um conceito de industria alternativa a petroquimica: as
biorrefinarias (OHARA, 2003). As biorrefinarias surgiram no final da década de 90 motivadas
pelos altos valores do petréleo e a tendéncia em se obter produtos ndo alimenticios a partir da
biomassa vegetal (FERNANDO et al., 2006; OHARA, 2003). Define-se biorrefinaria como
uma instalacdo que integra processos de conversio de biomassa e equipamentos para produ¢do
de combustiveis, energia e produtos quimicos a partir da biomassa vegetal (NATIONAL
RENEWABLE ENERGY LABORATORY, 2015). No entanto, este conceito inicialmente
chamado de “biorrefinaria verde”, surgiu primariamente com a ideia de ser um complexo
totalmente integrado, com sistema sustentivel e composto de tecnologias limpas que
proporcionasse obtencdo energética e aplicacao dos residuos gerados como insumos para solos
locais (KAMM; KAMM, 2004), ideia em pratica ha décadas, vide usinas sucroalcooleiras
brasileiras, em que a vinhaca gerada € utilizada na fertirrigacao dos solos como forma de reciclo
de potdssio e dgua para cultivo da cana-de-acucar (FUESS; GARCIA; ZAIAT, 2018).

As biorrefinarias apresentam semelhancas processuais quando comparadas com as
refinarias de petrdleo. Na refinaria de petréleo, apds tratamentos iniciais o 6leo cru é segregado
em diversos produtos durante etapa de destilacdo. Estes produtos sdo entdo processados por
processos complexos para producdo de combustiveis para uso doméstico, industrial e
transporte, além de enxofre e material cru para uso na industria petroquimica (MAITY, 2015).
Assim como na refinaria de petréleo, na biorrefinaria a matéria prima (biomassa, glicerol, etc)
também sofre tratamentos iniciais e objetiva-se gerar um leque de produtos diversificados.
Entretanto, ao se comparar biomassa com 6leo cru em termos de sua obtencao, ser renovavel
ou ndo (a relativo curto prazo), armazenamento, sustentabilidade e emissdo de CO», fica claro
que hd uma grande diferenca entre as duas matérias primas, pois a biorrefinaria se baseia em
matéria prima renovavel e com menores perturbagcdes no ciclo de carbono.

A classificacao das biorrefinarias geralmente € baseada na tecnologia de conversdo da
biomassa e no espectro de bio-produtos obtidos (CHERUBINI et al., 2009) (Figura 2.2). A

biorrefinaria de primeira geragcdo veio para demonstrar que a obtencdo de energia a partir de

biomassa vegetal seria vidvel em termos de produgdo e comercializacdo em larga escala.
Porém, esta primeira geracdo faz uso de matéria prima também utilizada na industria
alimenticia, o que se tornou um desafio socioecondmico e ambiental para o setor, visto que este

processo acarretaria no aumento dos precos dos alimentos (MONCADA; ARISTIZABAL;
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CARDONA, 2016). J4 as biorrefinarias de segunda geragdo surgiram com objetivo de superar

este imbrdglio com o setor alimenticio, passando a ndo utilizar insumos alimenticios como

matéria prima (NAIK et al., 2010).

Figura 2.2 - Geragdes de biorrefinarias baseadas em matéria-prima, processos e produtos.
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Fonte: Adaptado de Palmeros Parada; Osseweijer e Posada Duque (2017)

As biorrefiarias que utilizam microrganismos para produ¢do de matéria prima e bio-

produtos sdo classificadas como biorrefinarias de terceira geracdo, um modelo mais flexivel

que os anteriores € com potenciais vantagens, uma vez que este modelo pode produzir um leque
maior de bioprodutos, ser ambientalmente menos nocivo e inteiramente renovavel (AZAD et

al., 2015). Um novo conceito de biorrefinaria estd surgindo, o de quarta geracdo, baseado na

utilizacdo de CO; como substrato para produgdo de bioenergia e bioprodutos (NAIK et al.,
2010).

Observa-se que as biorrefinarias de geracOes mais avangadas ndo impactam na
proucdo de alimentos, influenciam menos no ciclo de carbono, reutilizam cada vez mais os
subprodutos gerados e possuem um leque maior de produtos. Entretanto, com o avancgo destas
geragOes de biorrefinarias, hd também o aumento na complexidade e nos custos de producao,
sendo este ultimo fator, um dos principais desafios a serem superados.

O Brasil possui destaque internacional no setor de biorrefinarias devido a
expressiva producdo de etanol de primeira e, recentemente, de segunda geracdo
(BITTENCOURT et al., 2019; CARPIO; SIMONE DE SOUZA, 2017) e biodiesel (DA SILVA
CESAR et al., 2019), este dltimo sendo produzido e comercializado mundialmente sob leis de
protecao e medidas regulatdrias especificas, de forma a incentivar a sua producdo para fazer
frente ao diesel produzido a partir do petréleo (PETERS; THIELMANN, 2008). De acordo com

os ultimos dados de produgdo acumulada reportados pela Agéncia Nacional de Petroleo e Gas
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(2020), em 2019 a producio anual de biodiesel totalizou 5,89x10° m?, o que em nivel mundial
estd atrds apenas dos EUA. A expectativa € que esta produ¢do aumente ainda mais (Figura 2.3),

pois se espera que a adicao minima de biodiesel ao diesel passe de 11 para 15% (v/v) em 2023.

Figura 2.3 - Producao nacional de biodiesel.
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Fonte: Adaptado de http://www.anp.gov.br/producao-de-biocombustiveis

Mesmo sendo uma tecnologia em pratica, a producdo de biodiesel ainda ndo
compete economicamente com o diesel derivado do petréleo sem as devidas medidas
governamentais. Isto ocorre pelo fato de sua matéria prima ser principalmente 6leo vegetal, que
contabiliza de 70-85% do custo de producdo (KITCHA; CHEIRSILP, 2011). De acordo com
os dados apresentados na Figura 2.4, percebe-se que o preco do biodiesel estd diretamente
ligado ao preco do 6leo vegetal. Quando somados todos os dispéndios, percebe-se que 0s custos
variam de acordo com a tendéncia do preco da matéria prima. Além disso, os valores das outras
varidveis sdo consideravelmente estdveis e o ponto de equilibrio entre despesas e receitas neste
processo estd fortemente ligado a flutuagdes no preco do dleo vegetal.

O alto custo de producdao de alguns biocombustiveis fez com que o conceito de
biorrefinaria viesse a ser refutado por alguns autores, visto que, segundo eles, o conceito de
sustentabilidade ndo é fundamentado exclusivamente em renovaveis e dimensdo ambiental
(PFAU et al., 2014). Para se alcangar o conceito de biorrefinaria sustentdvel, este setor deve
ainda garantir principalmente a valorizacdo de bioprodutos e seguranga para o setor alimenticio

(AZAPAGIC; PERDAN, 2014; CAMBERO; SOWLATI, 2014).
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Figura 2.4 - Variagao temporal do prego total de producdo do biodiesel e de suas varaveis
principais desde janeiro de 2014.
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2.2. Lipidio microbiano e sua producao por leveduras através da via ex novo

Fungos, leveduras e algas sao produtores potenciais de lipideos transesterificaveis
a biodiesel, uma vez que muitos destes microrganismos sintetizam acidos graxos com perfil
similar aos de origem vegetal (KITCHA; CHEIRSILP, 2011). Além de produzirem Oleos
passiveis de transesterificacdo, este modo de obtencdo de matéria prima ndo requer terras
ardveis e ¢ indiferente a condicdes climdticas, o que permite ser colocado em prética
independentemente de condicdes geopoliticas. De acordo com Nicol, Marchand e Lubitz
(2012), dentre 600 espécies de leveduras oleaginosas analisadas, menos de 5% foram capazes
de acumular mais de 25% de sua massa seca na forma de corpos lipidicos (20% é o minimo
para um microrganismo ser considerado oleaginoso). Entretanto, espécies como
Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp. e Lipomyces sp. podem acumular até 67,5 % de contetdo
lipidico em relacdo a sua massa seca (LI; ZHAO; BAI, 2007).

Dentre os microrganismos oleaginosos, as leveduras possuem vérias caracteristicas
positivas que vao além da produgdo de matéria-prima para producdo de biodiesel. Algumas
leveduras podem gerar dcidos graxos similares aos 6leos de coco e palma, largamente utilizados
na industria alimenticia (SEVERO et al., 2019), esterdis livres, carotenoides, agicares-alcoois

de cadeia longa, graxas, poliprendis e isoprendis quinonas (PATEL et al., 2016). Somado a isto,
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leveduras oleaginosas também podem ser utilizadas para produgdo de proteinas recombinantes
de alto valor agregado (PARK et al., 2019).

O acimulo de lipidios nas leveduras oleaginosas pode ocorrer de duas maneiras:
vias de novo ou ex novo. A via de sintese lipidica ex novo ocorre quando o microrganismo €
cultivado em meio contendo substratos hidrofébicos como édcidos graxos, 6leos ou alcanos. As
leveduras incorporam o0s substratos hidrofébicos, segue-se uma hidrdlise do material
incorporado e transporte do material hidrolisado na forma de coenzima-A-tioester para via da
lipogénese para formar lipidios neutros (PATEL; MATSAKAS, 2019).

Ja a produgdo de corpos lipidicos pelo processo de novo ocorre quando o meio de
cultivo é composto por substratos hidrofilicos (glicose, xilose, glicerol, acido acético, etc.). O
processo de produgdo ex novo geralmente € iniciado em virtude da deplecdo de algum nutriente
como nitrogénio e fésforo, o que faz com que ocorra aumento das razdes C/N (CALVEY et al.,
2016) ou C/P (WU et al., 2011). A producao de lipideos pelo processo de novo é o foco da
grande maioria dos trabalhos com base na producao de lipideos microbianos para subsequente
producdo de biocombustiveis.

A indugdo da lipogénese pelo método ex novo é, ocorre pela deplecdo de nutrientes
como nitrogénio, fésforo, etc. Contudo, elevar a razdo C/N através da limitagdo de nitrogénio
vem sendo utilizada com maior frequéncia devido aos bons resultados obtidos
(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). O processo pode ser dividido em quatro etapas a saber:
fase de inicia¢do, em que o sistema responde ao desbalanco metabdlico, fase de formacao das
cadeias de 4cido graxo e as de formacao e liberagdo dos corpos lipidicos (Figura 2.5).

O primeiro estdgio pode ser definido como a etapa de producdo de acetil-CoA e

producdo de NADPH. Tudo se inicia pela deplecdao de nitrogénio no meio; como resposta, a
célula ativa a enzima AMP desaminase, o que reduz drasticamente a concentracdo de adenosina
monofosfato (AMP). Esta redu¢do na concentracdo da AMP resulta em diminui¢do ou até
barramento da atividade da enzima isocitrato desidrogenase (/IDH) e queda na producao de a-
cetoglutarato no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) (WYNN et al., 2001). Em consequéncia
disto, o isocitrato se acumula na mitocondria e, para reverter este desequilibrio, a enzima
aconitase transforma o isocitrato em citrato, o que leva a um novo acimulo, desta vez de citrato
na mitocondria. Sob a¢do da enzima citrato-malato translocase (CMT), o citrato é transportado
para o citoplasma e ali ele é clivado para formagdo de oxalacetato e acetil-CoA por acdo da
enzima ATP:citrato liase (ACL), enzima presente exclusivamente em microrganismos

oleaginosos (KOSA; RAGAUSKAS, 2011; ZHU et al., 2012).
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Figura 2.5 — Principais etapas do acimulo lipidico em leveduras oleaginosas.
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O oxalacetato formado é reduzido a malato pela agdo da malato desidrogenase (MD)

que €, entdo, convertido em piruvato pela enzima malica (MEI). Esta ultima reacdo, além de

gerar NADPH, € associada a uma série de reacdes paralelas (RODRIGUEZ-FROMETA et al.,

2013). A primeira delas é

€ a carboxila¢do do piruvato para formar oxalacetato pela piruvato

carboxilase dentro da mitocondria. O oxalacetato mitocondrial é reduzido para malato por acao

da MD, transportado para fora da mitocondria e descarboxilado para formar malato pela acdo

da ME]. Esta ultima reacdo necessita de NADP+ e, como resultado, hd a formacao de NADPH.

O NADPH atuard como o potencial de reducdo necessério para a conversao da acetil-CoA em

acidos graxos (para conversdo de um mol de acetil-CoA em &cido graxo € necessdria a formacao

de dois mols de NAPDH). Sendo assim, as enzimas piruvato carboxilase, MD e ME podem ser

consideradas um sistema de desidrogenacdo fundamental na lipogénese (ZHU et al., 2012).

O segundo estidgio pode ser definido como a fase de elongagdo, ou seja, a

biossintese dos dcidos graxos. A acetil-CoA, pela acdo da enzima acetil-CoA carboxilase
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(ACC), € convertida em malonil-CoA, que é entdo utilizado na sintese de 4cidos graxos. Em
leveduras, a ACC citosdlica € codificada como ACC/, enquanto a mitocondrial é chamada de
HFAI (SCHWEIZER; HOFMANN, 2004). A conversdo de grupos acetil (CH3—CO-) do
malonil-CoA em 4cidos graxos ocorre pela acdo do complexo enzimdtico dcido graxo sintase
denominado (FAS) (fatty acid synthetase). Este complexo € codificado por dois genes,
FAS1 (subunidade ) e FAS2 (subunidade o) (TEHLIVETS; SCHEURINGER; KOHLWEIN,
2007). Este complexo enzimdtico contém seis sitios equivalentes capazes de sintetizar os dcidos
graxos com um total de 42 unidades cataliticas e, dependendo da conformacao estrutural deste
complexo, a lipogénese pode ser conduzida com performances distintas (ZHU et al., 2012).
Este complexo da 4cido graxo-sintase (FAS II) é composto por polipeptideos que agem por uma
sequéncia de reagdes ciclicas, sendo elas:
A- Condensacdo da acil-CoA (grupo acetil) com malonil-CoA por a¢do da -cetoacil-
ACP-sintase (KS);
B- Reducdo do grupo B-ceto em B-hidroxi — formacao de B-hidroxiacil-ACP — via
cetoacil redutase (KR);
C- Remocao de uma mélecula de H2O do B-hidroxiacil-ACP por a¢do da enzima [3-
hidroxiacil desidratase (DH), o que cria uma ligacdo dupla na estrutura;
D- Redugao da dupla ligacdo pela acdo da enoil-ACP-redutase (EAR). Entdo, um novo
grupo acetil é formado e transferido por acdo da proteina carreadora de acetila
(ACP) para etapa de condensacgdo (reacdo A).

A terceira etapa € a alocagdo das porcdes de acetil em grupos de lipidios polares ou
neutros. Os grupos de acetil liberados no citoplasma pela FAS1 sdo transportados para dentro
do reticulo endoplasmadtico rugoso. Nesta etapa, ocorrem uma série de esterificacdes com a
estrutura do glicerol-3-fosfato (G3P), esterificacbes conhecidas como rota de Kennedy
(GARAY; BOUNDY-MILLS; GERMAN, 2014). A primeira € a esterificacio dos grupos
acetila da acetil-CoA para G3P ou diidroacetona-3-fosfato via glicerol-3-fosfato acetil
transferase (G3PAT) na posi¢ao sn-1 (Figura 2.6). Uma segunda por¢do de grupos acetil é
transferido para posicao sn-2 para gerar o fosfatidato (PA), sendo esta reacdo catalisada pela
enzima acetil-CoA:lisofosfatidico acetiltransferase (LPAAT). O PA exerce fungdo chave na
regulacdo génica da ACCI1, FAS1 e FAS2 pelo fato dele estar envolvido num /loop auto-
rereegulatério direcionado pelas concentracdes de inositol e colina no citoplasma e PA no
reticulo endoplasmatico rugoso (ER) (CARMAN; HAN, 2009; SCHWEIZER; HOFMANN,
2004).
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Figura 2.6 - Estrutura de um triacilglicerol.
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O PA j4 inserido no ER € entdo transformado em diacilglicerol (DAG) por duas
maneiras. Uma € a hidrélise do grupo fosfato através da acdo da fosfatidato fosfatase (PAP)
para criar o DAG (RAJAKUMARI; GRILLITSCH; DAUM, 2008); a outra forma envolve a
sintese de citidina difosfato-DAG (CDP-DAG) a partir do PA, reagdo catalisada pela CDP-
DAG-quinase (CDSI1) (ZHU et al., 2012). Este CDP-DAG é o percursor dos diferentes
fosfolipidios no ER, podendo ser fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina ou outro tipo de
fosfolipidio. Normalmente, a formacdo do DAG se dd pela clivagem do fosfolipidio via
fosfolipase C. Estas duas vias de formagdo de DAG intercalam-se entre si. Se a concentracao
de CDP-DAG estiver mais alta que a de DAG, o PA vai diretamente para formacgdo de TAG,
caso contrdrio o PA € direcionado para a regido de acimulo de PA na membrana do ER para
formacdo de DAG. Estas duas vias apresentam um direcionamento regido por uma relacdo de
equilibrio entre CDP-DAG e DAG-PA (KOSA; RAGAUSKAS, 2011). Como etapa final, o
DAG ¢ transformado em triacilglicerol pela transesterificacao de uma porg¢ao de acila originado
do acil-CoA que fora catalisado pela acil-CoA:DAG acultransferase (ADAT). A enzima ADAT
pode ser codificada como DGA1 ou LROI1 (ZHU et al., 2012). Esta codificacdo € feita de
acordo com a origem do DAG: se o DAG foi gerado diretamente do PA via PAP ou a partir do
pool de fosfolipidios acumulados no reticulo endoplasmético rugoso.

Elongamentos e desatura¢des também ocorrem no reticulo endoplasmatico, porém
a desaturacdo requer que acidos graxos estejam acoplados nos fosfolipidios do ER. Neste ponto,
outra enzima madlica (diferente da presente no citoplasma) catalisa a conversao do malato para
piruvato e a consequente reducdo de NADP+ para NADPH (GARAY; BOUNDY-MILLS;
GERMAN, 2014). O NADPH gerado ¢ utilizado numa série de transferéncia de elétrons
envolvendo B-5 redutase e, mais a frente, ativando a desaturase, enzima esta que catalisa a
formacao de dupla ligacao nos 4cidos graxos através da conversao de um mol de Oz em um mol
de H2O (RATLEDGE, C, 2013).

A quarta e dltima etapa consiste na formacdo dos corpos lipidicos, porém as

verificacdes deste mecanismo ainda sdo recentes e poucas. Acredita-se que a formacdo dos

corpos lipidicos ocorra na regido transmembrana do reticulo endoplasmadtico rugoso
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(CHOUDHARY; JACQUIER; SCHNEITER, 2011; LONG et al., 2012; SPANOVA et al.,
2012). Com o aciumulo de TAG na regido transmembrana ocorre a forma¢do de uma protusao
no ER, o que promove o recrutamento de proteinas estruturais denominadas PAT — das iniciais
em inglés das proteinas prelipin, adipocyte differentiation-related-protein e tail-interactin
protein of 47 kDa (TIP47) (LONDOS et al., 2005) — quando a protusdo atinge determinado
nivel na regido transmembrana a membrana externa se separa do ER, formando assim os corpos

lipidicos (Figura 2.7).

Figura 2.7 - Formacdo dos corpos lipidicos na regido o reticulo endoplasmatico rugoso de
leveduras oleaginosas.
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2.3. Producao de SCO por leveduras a partir de biomassa lignocelulésica:

microrganismos e substratos

Eliminar o dilema alimento vs. combustiveis, reduzir o uso de terras araveis e
produzir lipidios em menor tempo sdo importantes vantagens que as biorrefinarias de terceira
geracdo apresentam. Entretanto, os custos para obtencao deste 6leo ainda sao altos, o que torna
esta estratégia ainda invidvel economicamente, principalmente pelo alto custo dos substratos
para cultivo, que podem contabilizar 60-80% do custo total de produc¢do, conforme ja discutido
(FEI et al., 2011; KOUTINAS et al., 2014). Uma das possibilidades para se alcancar a reducao
deste dispéndio operacional é o uso de biomassa lignocelulésica como fonte de actucares
fermentesciveis.

As fontes lignoceluldsicas utilizadas como matéria prima para obtencdo de
hidrolisados sdao comumente escolhidas em fun¢do da economia local ou nacional, sendo assim,

o material a ser hidrolisado baseado em diferentes culturas como cana de agucar, milho, arroz,
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trigo, miscanto, etc. Dentre as estratégias para hidrélise do material lignoceluldsico se destacam
a acida (LIU, YATING et al., 2015; YU et al., 2011) e a enzimatica (ZHAN et al., 2013), esta
dltima com a vantagem de gerar menos residuos e inibidores; porém € ainda relativamente
dispendiosa.

Uma diversidade de microrganismos também pode ser utilizada. Contudo alguns
microrganismos figuram com mais frequéncia na literatura focada na producdo de dleo
microbiano utilizando hidrolisado lignocelulésico como fonte de carbono, dentre eles
Trichosporon sp. (GAO et al., 2014) , Cryptococcus curvatus (LIANG et al., 2012), R.
toruloides (LIU et al., 2015), Yarrowia lipolytica (TSIGIE et al., 2011) e L. starkeyi (YU et al.,
2011) (Tabela 2.1). Os valores de producdo lipidica para estes microrganismos cultivados em
hidrolisados possuem grande variagdo, com concentragdo celular que pode partir de 6,7 g/l até

71 g/l e conteudos lipidicos de 11,9% até 64%.

2.4. Rhodotorula toruloides: plataforma biolégica de interesse industrial

Em meio a diversas espécies de leveduras oleaginosas, a levedura R. foruloides vem
chamando a aten¢do devido suas multiplas potencialidades: produ¢do de moléculas de baixo e
alto valor agregado e robustez frente a diversos desafios ligados ao cultivo em sistemas nao
convencionais (substrato, temperatura e pH). Tais potencialidades fizeram com que esta

3

levedura fosse classificada como “a workhorse” para aplicacdes biotecnoldgicas (PARK;
NICAUD; LEDESMA-AMARO, 2018). Antes conhecida como Rhodosporidium toruloides,
esta levedura € um basidiomiceto da subdivisdo Pucciniomycotina, heterotdlica e também
classificada como levedura vermelha em razio da sua coloracdo avermelhada (COELHO et al.,
2008).

R. toruloides vem sendo estudada como microrganismo para aplicacdes
biotecnoldgicas desde a década de 50 (PETERSON er al., 1958). Estudos fisiologicos
demonstram que esta levedura é capaz de produzir moléculas de alto valor agregado a partir de
variadas fontes de carbono e nitrogénio, incluindo fontes alternativas e de relativo baixo custo,
o que industrialmente é muito interessante (BONTURI e al., 2017; XU; LIU, 2017). Dentre
estes substratos de baixo custo estdo os baseados em biomassa vegetal. Destas biomassas pode-
se se produzir hidrolisados, que sdo um meio complexo com diferentes fontes de carbono, o
que para alguns microrganismos pode ser um problema devido a possibilidade de repressao
catabdlica. Porém, a R. foruloides demonstra capacidade de assimilacdo simultanea de
diferentes fontes de carbono, mesmo na presenca de glicose (PATEL, A. et al., 2016). Em

termos de produtividade, o cultivo desta levedura também apresenta bons resultados. Ao se



Tabela 2.1 — Principais sistemas leveduras oleaginosas/substratos/método de hidrdlise e resultados de producdo lipidica.

Levedura Substrato Hidrolise I::c);n(ags/i;l Ll?gl;dl;os Conteu(d ;0 )l ipidico Referéncia
R. toruloides Alcachofra Acida 70,00 39,55 56,50 Zhao et al. (2010)
R. toruloides Bagaco da cana de agucar Acida 6,70 3,9 55,00 Bonturi ef al. (2017)
R. toruloides Sabugo de milho Acida 70,97 33,5 47,20 Liu et al. (2015)

R. glutinis Miscanto Acida 11,80 1,40 11,90 Mast et al. (2014)
C.curvatus Bagaco de sorgo Micro-ondas 15,50 9,92 63,98 Liang et al. (2012)
C.curvatus Palha de trigo Acida 17,20 6,02 33,50 Yu et al. (2011)
Cryptococcus sp. Espiga de milho Acida 10,80 6,60 61,30 Chang et al. (2013)
L. starkeyi Palha de trigo detoxificado Acida 12,70 3,69 29,10 Yu et al. (2011)

T. cutaneum Espiga de milho Acida 38,40 12,3 32,00 Gao er al. (2014)

T. fermentans Residuo de batata doce Enzimatica 26,96 9,60 35,60 Zhan et al. (2013)
Y. lipolytica Bagaco da cana de acucar Acida 11,42 6,68 58,50 Tsigie et al. (2011)
Y. lypolytica Farelo de arroz Acida 10,75 5,16 48,02 Tsigie et al. (2012)

9¢
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comparar as produgdes lipidicas de diferentes leveduras, fungos filamentosos e bactérias em
cultivos com glicose, Kosa e Ragauskas (2011) observaram que a R. toruloides apresentou
maior produtividade lipidica, contabilizando 0,54 g/(1.h), seguida por Crypotococcuse curvaus
(0,42 g/(1.h)) e Candida sp. (0,40 g/(1.h)).

Alguns estudos buscaram melhorar a producdo de lipidios ou carotenoides por R.
toruloides através de melhorias nas condicoes de cultivo. Li, Zhao e Bai (2007) alcangaram
contetdo lipidico de 67,5% durante cultivo em batelada alimentada com glicose. Dias et al.
(2015) observaram rendimento maximo de carotenoides de 63,37 ug/gcclula seca, também
utilizando glicose como fonte de carbono. Wu et al. (2011) investigando diferentes razdes
carbono/sulfato (C/S) para induzir a produgao lipidica observaram que, sob razao C/S de 46,75,
o maior conteudo lipidico foi alcancado (58,3%).

Desde que a R. foruloides vem ganhando destaque, seja pela producao de lipidios
ou moléculas de alto valor agregado como carotenoides, esforcos foram feitos para se entender
o metabolismo desta levedura e desenvolver estratégias a nivel metabdlico para aumentar a
produtividade de moléculas de interesse comercial (KUMAR, S. et al., 2012; ZHU et al., 2012).
Zhang e colaboradores aumentaram a produgao de lipidios em 1,95 vezes ap0s a superexpressao
das enzimas ACC e DGAI, ligadas diretamente na sintese lipidica. Wang et al. (2016)
superexpressaram a enzima heteréloga A12-acido graxo desaturase (FADS) em R. toruloides e
conseguiram producdo de dcido linoleico cinco vezes maior em compara¢ao com a cepa nao

modificada geneticamente.

2.5. Fontes nacionais de hemicelulose potenciais para cultivo de R. toruloides

O Brasil € conhecido mundialmente por sua extensa e diversificada agricultura,
destacando-se por seu pioneirismo no cultivo de cana-de-actcar em larga escala. De acordo
com os dados apresentados pela Unido da Industria de Cana-de-Acucar (2018), 633 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar foram produzidas na safra de 2018 e, apOs o processamento deste
material, valores superiores a 200 milhdes de toneladas de bagaco de cana de aguicar foram
gerados. A glicose deste bagaco apds a sua hidrélise € foco de grande nimero de pesquisas
direcionadas a producdo de etanol de segunda geracio (GUTIERREZ-RIVERA et al., 2015;
LIU et al., 2015). Grande parte dos trabalhos focados na producdo de etanol de segunda geracao
utiliza somente a glicose proveniente da celulose. Tal fato se dd por limitacdo natural das
leveduras comumente utilizadas durante fermentagao alcodlica: com excecao do caso em que a

levedura tenha sido submetida a técnicas de engenharia genética para metabolizar xilose, este
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acuicar contido na fracdo hemicelulésica serd queimado para produc¢do de energia ou
direcionado a dispendiosos processos de isomerizacdao (CUNHA et al., 2019). Assim, torna-se
interessante a utiliza¢do da fracao hemiceluldsica, ndo aproveitada no setor de actcar e alcool,
como substrato para produgdo de lipideo microbiano.

O setor industrial de papel e celulose também pode ser um fornecedor potencial de
substratos para produgdo de lipideo microbiano. Durante o processo de polpagao kraft ocorre a
separagdo da celulose dos demais constituintes da madeira, incluindo a hemicelulose. A
hemicelulose solubilizada durante a polpacdo kraft é queimada juntamente com a lignina para
fornecer calor para planta industrial. Porém, o poder calorifico da hemicelulose
(aproximadamente 13,5 MJ/kg) € significantemente menor que o da lignina (25 MJ/kg). Assim,
a queima da hemicelulose juntamente com a lignina reduz a eficiéncia da caldeira, sendo uma
aplicacdo pouco nobre para este substrato (HUANG et al., 2010).

Uma alternativa a queima da hemicelulose € utilizar seus mondmeros como fonte de
carbono para a producgdo de lipideos, uma vez que a xilose e outros componentes podem ser
assimilados por microrganismos oleaginosos (DAI et al., 2007). No Brasil, esta estratégia pode
ser viavel, uma vez que as florestas de eucalipto somam aproximadamente 4,8 milhdes de
hectares e desse total, 1,8 milhdo € destinado a producdo de papel e celulose (Associacdo
Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas - ABRAF, 2014). Baseado no conceito de
biorrefinaria, a Figura 2.8 apresenta uma proposta de recuperacdao de hemicelulose dentro do

processo de polpagdo Kraft.

Figura 2.8 - Recuperacdo de hemicelulose integrada ao processo de polpacao kraft.
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2.6. Composicao da matriz lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é composta principalmente de celulose, hemicelulose e
lignina e a distribuicdo desses componentes pode variar de acordo com a espécie, idade e local
de cultivo da espécie vegetal (KUMAR; SINGH; 2017). Residuos agroindustriais como bagago
da cana-de-agucar, possuem entre 32-34% de celulose, 19 a 24% de hemicelulose, 25 a 32% de
lignina e 6 a 12% de extrativos (PANDEY et al., 2000; REZENDE et al., 2011). A composi¢do
do bagaco da cana-de-actcar € semelhante a maioria dos outros vegetais ndo lenhosos. Como
exemplo, a da casca de arroz, sub-produto largamente gerado em paises asidticos em funcio do
massivo consumo de arroz, € constituida de 30-35% de celulose, 25-30% de hemicelulose, 15-
28% lignina e 4-7% de cinzas (MARQUES et al., 2010). Ja espécies lenhosas possuem
conteudo de celulose maior que as outras espécies vegetais. A composicao de Eucalyptus sp.
contém por volta de 42-45% de celulose, 19,6-21,7% de hemicelulose e 28-29% de lignina (LI
etal., 2015, 2018).

A celulose ¢ um homopolimero de estrutura linear constituido por moléculas de
glicose ligadas entre si através de ligagdes -1,4. Na estrutura vegetal, repetitivas subunidades
de celulose estao ligadas entre si por ligacOes covalentes, pontes de hidrogénio e por forca de
Van der Waals para formar microfibrilas. Estas microfibrilas sdo envoltas de hemicelulose e
lignina, o que fornece protecdo para a estrutura celuldsica contra os ataques externos de fungos,
umidade, etc (KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2017).

A hemicelulose é um heteropolimero de massa molecular menor quando comparado
com da celulose. Diferente da celulose, esta estrutura € composta em sua maioria por pentoses
(majoritariamente xilose) e, em menor concentragdo, hexoses e agicares acetilados. A estrutura
da hemicelulose pode ser constituida por homo ou heteropolimeros, com pequenas ramifica¢des
laterais unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4) ou B-(1,3). A hemicelulose é conhecida por ser
termosensivel em relacdo aos outros constituintes da biomassa vegetal. Sendo assim, a
hemicelulose da maioria das espécies vegetais € mais facilmente removida em processos sob
altas temperaturas (KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2017).

A lignina é o principal composto, ndo-carboidrato, constituinte da biomassa
lignocelulésica. Podendo representar até um ter¢co da biomassa vegetal em espécies lenhosas
(VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011). A lignina fornece hidrofobicidade e forca para estrutura
vegetal, além de proteger a biomassa da degrada¢do microbiana (VANHOLME et al., 2010).

Este biopolimero € formado por um sistema complexo de aromético geralmente formado por
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sub-unidades de siriguil, guaiacil e hidroxifenil polimerizadas entre si (CHEN; DIXON, 2007).
A posicdo e propor¢do destas subunidades contituintes da lignina podem variar e sdo
determinantes para facilidade de pré-tratamento e ou hidrélise do material lignocelulésico, bem

como a concentragao e caracteristica dos inibidores presents no material hidrolisado (YOO et

al., 2020).

2.7. Compostos toxicos presentes no hidrolisado e seus mecanismos de inibicao

A utilizacdo da biomassa vegetal por leveduras como R. foruloides requer a
liberacdo dos acucares presentes na biomassa para, entdo, serem assimilados pelo
microrganismo. Infelizmente, junto com os acucares liberados hd a formacdo de compostos
toxicos para o microrganismo como: furfural e 5-hidroximetilfurfural (gerados em funcdo da
desidratacao de pentoses e hexoses), dcido acético (oriundo dos grupos acetil que compdem a
hemicelulose) e compostos fendlicos, como fenol, vanilina siringaldeido e hidroxibenzaldeido
(gerados a partir da lignina) (ALMEIDA et al., 2007; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000) (Figura 2.9). Durante o cultivo de microrganismos oleaginosos em hidrolisados, estas
moléculas podem exercer efeitos inibitdrios e prejudicar o desenvolvimento microbiano bem
como numa baixa sintese dos produtos desejados. Hu et al. (2009) relataram que, ao cultivarem
R. toruloides Y4 na presenca de furfural na concentracdo 1,0 mmol/l, houve uma redugdo
dréstica de 41,1%, 45,5% e 26,5% nos valores de consumo de glicose, producdo celular e
lipidios, respectivamente.

Compostos fendlicos podem causar danos na membrana celular até o ponto de perda
de sua integridade, o que afeta o microrganismo nao s6 estruturalmente, mas também degrada
uma regido em que compostos fundamentais, como enzimas, sio sintetizados (HEIPIEPER et
al., 1994). Compostos fendlicos como vanilina, hidroxibenzaldeido, seringaldeido e fenol
podem ser encontrados em hidrolisados lignocelulosicos. Buchert, Puls e Poutanen (1989)
relatam que quanto menor a massa molecular do composto fendlico, mais nocivo ele serd para
0 microrganismo. A mesma conclusdo foi alcancada por Zhang et al. (2012) nos ensaios
verificando o efeito toxico de compostos fendlicos durante o cultivo de Candida athensensis: o

nivel de toxicidade foi ordenado como o seguinte esquema:
fenol > siringaldeido > hidroxibenzaldeido > vanilina

Além desta ordenagdo, os autores verificaram que a presenca de compostos fendlicos afetou

negativamente a atividade da enzima xilose redutase.
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Figura 2.9 - Compostos formados ap6s a hidrolise da biomassa lignoceluldsica.
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Devido a presenga dos inibidores nos hidrolisados, muitos autores sugerem etapas
de detoxificacdo destes hidrolisados como etapa essencial para reducdo das concentragdes
desses compostos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Muitos métodos para remogio
de inibidores podem ser aplicados de acordo com as caracteristicas dos inibidores: quimicos,
fisicos e bioldgicos. A neutralizacdo do hidrolisado por agentes alcalinos (CaO e Ca(OH)»),
conhecida como calagem, é comumente o método primadrio, pois € necessdrio, caso a hidrélise
seja dcida, estabilizar o pH do hidrolisado (geralmente muito 4cido) para valores apropriados
para o cultivo. Apds a calagem, ha métodos secundarios mais dispendiosos para detoxificacdo
como troca idnica, adsor¢do em carvao ativado e até acdo de agentes bioldgicos (PATEL, et al.,
2016). Entretanto, a utilizacdo destes métodos secunddrios objetivando a maior remocao

possivel de inibidores acarretard em perda de aguicares e aumento dos custos operacionais, 0
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que contribuird negativamente para viabilizar a produ¢do de lipidios microbianos e sua
aplicacdo na producgdo de biodiesel.

Os dacidos acético, formico, levulinico e octandico podem estar presentes no
hidrolisado. Estes dcidos s@o lipossoluveis quando estdo na forma ndo dissociada (valores de
pH do meio abaixo do pK, do composto), o que permite que eles se difundam intracelularmente
pela membrana celular até alcancar o citosol (AXE; BAILEY, 1995; THIELE; CHARTRALIN;
ZEIKUS, 1988). Dentro do citosol, o 4cido retorna a sua forma dissociada devido ao pH
intracelular, o que causa redu¢do no pH citosélico (PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1989).
O mecanismo do efeito inibitério pode ser explicado por duas hipdteses. A hipdtese do
desacoplamento defende que a presenca destes dcidos no interior da célula faz com que o pH
seja neutralizado pela enzima ATPase da membrana plasmatica que faz o papel de bombear
préotons (H*) para o exterior da célula com a utilizacdo de ATP, acarretando num maior
coeficiente de manuten¢do (STOUTHAMER, 1979; VERDUYN et al., 1991). A outra hipdtese,
da acumulag¢do de anions, diz que os dcidos na forma anidnica sdo capturados no interior celular
e 4cidos na forma ndo dissociada vao difundir pra dentro da célula até que o equilibrio seja
alcancado (ROTTENBERG, 1979).

Furfural e HMF também podem causar efeito inibitério de microrganismos quando
presentes no interior celular. Durante cultivo de S. cerevisiae, verificou-se que a presenca desses
compostos causou a inibi¢ao das enzimas dlcool desidrogenase (ADH), piruvato desidrogenase
(PDH) e aldeido desidrogenase (ALDH) (ALMEIDA et al., 2007). Além disso, certificou-se
que enzimas ligadas a assimilacdo de substrato como as enzimas glicoliticas exoquinases e
gliceraldeido-3-fosfato tiveram suas funcdes reduzidas em virtude da presenca de furfural e

HMF.

2.8. Adaptacio evolutiva de laboratoério (ALE)

2.8.1. ALE como estratégia geral

Como discutido, apesar da grande quantidade de material lignocelulésico com
potencial para se tornar fonte de carbono na obtencgao lipidica por levedura, ainda € necessario
preencher algumas lacunas. Um dos principais problemas € a presenca de inibidores como
furfural, HMF, &cido acético, siringaldeido, hidroxibenzaldeido e vanilina presentes nos
hidrolisados. Sabendo da toxicidade destes compostos, propor a destoxificacao do hidrolisado

geralmente € a primeira ideia, porém tal estratégia representa custos adicionais, aumento na
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complexidade do processo de producdo e perdas no rendimento de acticar (PIENKOS; ZHANG,
2009).

Além da destoxificacdo, existem outras técnicas que possibilitam, ndo s6 contornar
a presenca de inibidores, mas também propiciar a assimilacao de substratos ndo convencionais.
Uma das estratégias seria submeter microrganismos a técnicas de engenharia genética, como ja
feito para E. coli (LIU; KHOSLA, 2010) e Y. lipolytica (NIEHUS et al., 2018), com o intuito
de inserir genes ligados a lipogénese e ou resisténcia a compostos nocivos ao cultivo. Outra
técnica possivel de ser aplicada é adaptar o microrganismo para o mesmo se desenvolver em
substratos complexos (e.g., hidrolisado lignocelulésico) que podem carregar consigo potenciais
inibidores.

De acordo com Santos (2011), a inser¢do de modificacdes genéticas no
microrganismo interfere na fisiologia global da célula e raramente uma unica modificag¢do neste
genoma causard apenas um efeito no microrganismo. H4 de se considerar também, que as
técnicas de engenharia genéticas possuem custo e complexidade significativos. Dentro deste
contexto, a aplicacdo da adaptagdo evolutiva de laboratério (ALE, do inglés adaptive laboratory
evolution), também chamada de engenharia adaptativa, pode ser uma melhor estratégia para
potencializacdo do microrganismo.

ALE é um método frequentemente utilizado em estudos biolégicos e que tem seus
primeiros relatos datados no ultimo século como o trabalho executado por Atwood, Schneider
e Ryan (1951) e, como relatado por Sauer (2001), possui a vantagem de ndo requerer nenhum
conhecimento preliminar da natureza molecular ou de regulacdo fenotipica. O principio desta
técnica € embasado em cientistas como Antonie van Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch
e, 0 mais notdvel de todos, Charles Darwin com suas descobertas de microrganismos, teoria dos
germes e a importancia da selec@o natural e artificial para evolu¢do. ALE tem como objetivo
alcancar melhorias nos mecanismos metabdlicos basicos dos microrganismos, seja por
evolucdo molecular, como maior producio de determinado produto e, ou mudancas adaptativas
acumuladas em populacdes durante o cultivo em condic¢des especificas, como a capacidade de
se desenvolver em ambientes ndo convencionais como diferentes faixas de temperatura, pH e
substratos (DRAGOSITS; MATTANOVICH, 2013).

Estas condi¢des especificas de cultivo geralmente sdo ambientes de estresse. Assim,
as células microbianas desenvolvem mecanismos para resistir a estas condi¢des e manter o
estado de homeostase. O ambiente de estresse pode ser composto por exposicao a inibidores

(NAM; CONRAD; LEWIS, 2011). E possivel também alcancar condi¢io de estresse ao
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submeter as células a condi¢des inapropriadas de pH, pressao osmdtica, temperatura, radiacao
UV, etc. (HUGHES; CULLUM; BENNETT, 2007; RIEHLE et al., 2003; STOEBEL et al.,
2009).

O estresse celular também pode ser obtido através da exposicao do microrganismo
a meios complexos e ou substratos ndo convencionais. Em se tratando de substratos ndo
convencionais em um ambito industrial, a eficiéncia de utilizacdo destes substratos € um aspecto
importante, uma vez que taxas de conversao podem ser definitivas na viabiliza¢do do processo
(GORKE; STULKE, 2008). Quando cultivado em ambiente com limitacao de nutriente tnico,
as modificacdes mais comuns se dao pela superexpressao génica relacionada a assimila¢do do
nutriente especifico. Gresham et al. (2008) reportam que ALE executada com S. cerevisiae em
limita¢do de enxofre acarretou na amplificacdo do transportador de alta afinidade de enxofre
SULI. Kao; Sherlock (2008) verificaram a superexpressao dos genes transportadores de hexose
HXT6 e HXT7 em S. cerevisiae durante ALE executada com limitacdo de glicose; além disto,
verificaram que uma dos clones apresentou, além do ganho de aptiddao para assimilacdo de
glicose, delecdo em um par de bases de gene responsavel pela enzima RIM15 ligada a repressao
de glicose. Este ganho na aptidao de assimilacdo de nutrientes, especialmente nos casos dos ndo
convencionais, representam modificacdes expressivas no metabolismo celular e, em alguns
casos pode levar anos para que seja alcangado. Em torno de 15 anos foram necessarios para se
obter fendtipos ligados ao consumo de citrato uma populagdo de E. coli. As outras 11
populagdes continuaram nao assimilando esta fonte de carbono mesmo apds 30 anos de ALE
(LEON et al., 2018).

Como descrito por Sandberg et al. (2019), a ALE se mostra como uma poderosa
ferramenta multifuncional que permite investigacao laboratorial de processos evolucionarios, o
que fornece uma maior base de conhecimento para sucesso em melhorias de organismos através
da identificacdo de mutagdes genéticas associadas com pressoes seletivas especificas. O uso de
ALE pode ser categorizado em cinco dreas de aplicacao:

1) Otimizagdo da taxa de crescimento;

2) Aumento de tolerancia a determinados compostos;

3) Utilizacdo de substratos especificos, muitas vezes ndo convencionais;

4) Aumento de produtividade;

5) Descobertas gerais.

Entretanto estas categorias ndo ocorrem de maneira Unica e separada, permitindo a

ocorréncia de maneira simultinea, ou seja, permite o paralelismo de alteragdes. Desta maneira,
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ALE pode produzir microrganismos com combinacdes de alteragdes que os tornem Unicos.
Quando identificado este fendmeno de multiplas alteragdes benéficas o fato € classificado como
fendmeno de co-evolugdo ou prote¢do cruzada. Um exemplo de adaptacdo com protecdo
cruzada € o trabalho de Cakar et al. (2005): ao adaptarem células de S. cerevisiae em meio
contendo elevadas concentracdes de cobalto, os autores identificaram também tolerdncia a
outros metais. Posteriormente a estas descobertas foi verificado que esta mesma cepa também
adquiriu resisténcia a estresse térmico e oxidativo.

E importante registrar que ALE se difere da evolugio direcionada (engenharia
genética) (ARNOLD, 2018; PACKER; LIU, 2015), uma vez que ALE permite a mutacio de
qualquer regidio do genoma de forma que melhore a aptidio do microrganismo em
desenvolvimento no meio seletivo. J4 a engenharia genética foca em uma regido especifica
(transformacdo especifica) do genoma e posterior selecao dos fendtipos de interesse, em muitos
casos, independente dos ganhos ou perdas na aptidao do microrganismo (SANDBERG et al.,
2019). Estas perdas ou ganhos na aptiddo se referem as capacidades dos microrganismos que
podem ser deletadas, reduzidas, expressadas e amplificadas. Porém, apesar de serem distintos,
a engenharia genética (evolugdo direcionada) e ALE podem atuar de forma complementar, uma
vez que os efeitos negativos da engenharia genética podem ser superados com o uso da
adaptacgdo evolutiva, muitas vezes melhorando a aptidao celular (LIU et al., 2015). Um exemplo
desta simbiose entre evolugdo direcionada e ALE € o trabalho de Choe et al. (2019), quando
uma cepa de E. coli com mais de um milhdo de pares de bases removidas do seu cromossomo,
apresentou crescimento trés vezes inferior em meio minimo quando comparado com a cepa
selvagem. Porém, ap6s ALE com menos de mil geragdes, a cepa modificada conseguiu corrigir

este problema relacionado ao crescimento em meio minimo.

2.8.2. Modos de conducio da ALE

A ALE pode ser executada de diferentes formas e o tipo de biorreatores de cultivo
¢ variado, podendo ser em frascos agitados, biorreator de tanque agitado (batelada e continuo)
e até em placas de Petri com meio solido. Em frascos agitados, neste modo de condugdo as
células sao inicialmente cultivadas em meio contendo baixo nivel de estresse. O aumento deste
nivel de estresse — concentracdo de inibidores, substratos ndo convencionais, temperatura, pH,
etc — pode ser feito apds o critério escolhido para condugdo da ALE atingir o valor desejado.
Desta forma o avanc¢o da ALE serd controlado em fun¢dao de um ou mais fatores como: valor

de OD, consumo de substrato, pardmetros cinéticos, fases de crescimento, valor de pH etc.
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Uma alternativa simples para se executar a ALE € o cultivo em microplaca, o que
demanda ainda menos meio de cultivo e permite uma abundancia de experimentos paralelos
(GONZALEZ; BELL, 2013). Por outro lado, este modo de condu¢do de ALE pode demandar
maior tempo quando comparado com as outras técnicas, uma vez que, as coldnias podem
demorar dias para serem formadas.

Outra possibilidade operacional para conducdo da ALE € o cultivo em quimiostato,
modo de adaptacdo em que o suprimento de substrato e oxigénio (quando necessario) e controle
de pH sao ajustados para se manterem constantes. Um contraponto da adaptacdo executada em
quimiostato € a complexidade operacional e custo de desenvolvimento/manutengdo. Sendo
assim, a maior diferenca entre os modos mais simples e complexos de ALE se d4 pela
disposic¢ao constante ou nao de nutrientes e fatores aditivos de estresse como alteracdo de pH e
inibicdo por metabdlitos produzidos.

Além dos diferentes modos de condu¢dao da ALE em funcdo do vaso de cultivo, ha
também variacdes de ALE referente a maneira em que as células serdo coletadas e expostas as
condi¢des de maior estresse. Kurosawa, Laser e Sinskey (2015) e Diaz et al. (2018) utilizaram
a técnica de selecdo de clones durante ALE, modo de condugdo que envolve a selecdo de
células, através de critérios pré-definidos (maior halo, maior aptidio para se desenvolver,
coloracdo mais intensa, etc) e utilizacdo destas células escolhidas na préxima etapa da
adaptacdo. Diferente destes autores, hd trabalhos como de Bonturi et al. (2017) e Choe et al.
(2019), em que os autores desenvolveram ALE sem selecdo de clones, ou seja, iniciando a nova
etapa da adaptacdo sem qualquer selecdo das células adaptadas na condi¢cdo mais branda
anterior. No entanto, ndo hd um consenso sobre qual destes modos € mais eficiente, visto que,
ndo ha ainda na literatura, um trabalho que aplique estes dois modos de ALE e os compare
utilizando mesma cepa e meio desafio, o que € uma lacuna a ser preenchida no tocante a melhor

metodologia de aplicacdo da ALE.

2.8.3. Conceitos de ALE de curto e longo prazo

Em face do estresse provocado pelo meio, os microrganismos mais resistentes
sobressaem-se e repassam seu material genético para geragdes futuras (SAUER, 2001). Apesar
da baixa possibilidade desta alteracdo génica, 10"1-10"/(par de bases por geragio), a exposicio
de microrganismos a fatores de estresse durante o cultivo pode ser utilizada para promover
adaptacdes em curto ou longo prazo. Certos ambientes de evolucdao podem levar a observacao

de fendtipos adaptados em relativos curtos espagos de tempo; ja outras situacdes como
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adaptacdo em faixas de pH ndo convencionais, podem requerer longos prazos de adaptacdo
(DRAGOSITS et al., 2013). Sendo assim, a previsdo em termos de ndo ser possivel mais ter
ganho de aptiddo se torna muito dificil. Entretanto, trabalhos recentes como de Ibarra, Edwards
e Palsson (2002), conseguiram, de certa forma, predizer o tempo de adaptacdo de E. coli K-12
MG1655 na assimilacdo de glicerol.

Apesar da dificuldade de previsdo de um prazo para sucesso da ALE, alguns autores
procuraram definir um tempo minimo para se verificar uma evolucao. Santos (2011) relata que
o tempo requerido para evolucdo de linhagens é relativamente longo, em média a partir de 200
geragOes. Ja Lenski e Travisano (1994) relataram que melhorias de uma adaptagcdo sé ocorrem
em até 2.000 geracOes; a partir dai a aptidao celular para alteragdes vantajosas se reduz
gradativamente. A eficdcia da ALE também foi verificada por Hua et al. (2007), estes autores
relataram que, durante ALE de E. coli para consumo de lactato, observou-se aumento do
consumo deste substrato em 60% com menos de 250 geracdes. Todavia, até alcancar 900
geragdes, o ganho de aptidao para consumo de lactato foi menor que 20%. Lenski et al. (1991)
submeteram E. coli a ALE focando seu desenvolvimento em 37°C por 2.000 geragdes para ser
usada como organismo base para subsequentes adaptagdes. Nas primeiras 200 geragdes do pré-
condicionamento executado por Bennett, Dao e Lenski (1990), o ganho de aptidao foi de
aproximadamente 33%, ja durante as proximas 2.000 geracdes executadas por Lenski et al.
(1991), foi observado ganho de aptidao de apenas 10%.

Alguns autores definem adaptacdo em curto prazo como aquela regida pela
diferenca fenotipica. Neste processo as células expressam genes que outrora se encontravam
silenciados como forma de sobreviverem a condi¢do adversa as quais foram expostas (KUNDU;
HORN; PETERSON, 2007). Por outro lado, a adaptacio em longo prazo pode envolver
alteracoes genotipicas de um microrganismo e, andlogo a estratégia de curto prazo, os
microrganismos adaptados também passam esta heranca genética para as proximas geracoes
(NIELSEN et al. 2015). Schneider et al. (1995) verificaram a inducdo da expressao da enzima
galactitol desidrogenase por Rhodobacter sphearoides. Para tal, os autores cultivaram a bactéria
em quimiostato contendo concentracao limitante de substrato convencional e excesso de lactato
no meio de cultivo, sendo o lactato até entdo ndo assimilado por R. sphearoides. ApOs
aproximadamente 50 dias, Schneider et al. (1995) verificaram aumento expressivo na densidade
celular, indicando uma mutagdo adaptativa que possibilitara a utilizacdo de lactato como
substrato. Destacou-se em andlise bioquimica a atividade da galactitol desidrogenase, enzima

ndo expressa na cepa parental. Kuyper et al. (2005) adotaram a estratégia de engenharia
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adaptativa para amplificar a assimilacdo de xilose por cepa de S. cerevisiae manipulada
geneticamente para expressar a enzima xilose isomerase. Os autores executaram bateladas
sequenciais em meio contendo xilose como substrato. Como resposta a adaptagdo, os autores
verificaram aumento expressivo d 36 vezes da taxa especifica de crescimento (de 0,005 1/h para
0,18 1/h).

Apesar da evolugdo propriamente dita ser alcancada somente apds um longo
periodo de adaptagdo, melhorias expressivas no microrganismo para até mais de um objetivo
podem ser alcangados em periodos menores. Um exemplo € o trabalho Bonturi (2016), em que
houve adaptacdo da levedura R. toruloides CCT(0783 em meio contendo hidrolisado
hemicelulésico. Dentre os resultados obtidos pela autora destaca-se a superexpressao dos genes
ligados a resisténcia a inibidores: aldeido desidrogenase (ALD4, 2,8 vezes), 6-fosfogluconato
desidrogenase (GND, 6,5 vezes), ribulose-fosfato 3-epimerase (RPE, 5,8 vezes) e
transquelotase (TLK, 6,1 vezes). Houve também maior expressao de genes ligados a lipogénese,
sendo eles: fosfofrutoquinase (PFK, 3,1 vezes), ATP-citrato liase (ACL1, 12, 5 vezes) e

subunidades alfa e beta dcido graxo sintetase (FAS1 e FAS2, 23,5 e 5,2 vezes, respectivamente).

2.9. Resumo da base para desenvolvimento do trabalho

Com base no apresentado, vé-se que ainda hd muitos desafios na geracdo de
combustiveis renovdveis a serem superados. No que se refere a biodiesel, observa-se que a sua
obtenc¢do de maneira sustentdvel poderia ser alcangada ao se utilizar 6leo de origem microbiana
como matéria prima; entretanto, esta opcdo ainda se encontra pouco distante da realidade,
devido ao oneroso processo de cultivo microbiano. O uso de hidrolisados hemiceluldsicos €
uma alternativa para se contornar o problema dos custos de obten¢do do 6leo microbiano,
entretanto, a acdo dos inibidores presentes no hidrolisado dificultam o adequado
desenvolvimento dos microrganismos. Como estratégia para superar este desafio, a ALE pode
ser utilizada na obtencdo de cepa de R. toruloides robusta o bastante para conseguir se
desenvolver em hidrolisado contendo inibidores em sua composi¢do. Porém, ndo hd na
literatura uma metodologia estabelecida para esta técnica que defina critérios para seu
desenvolvimento, como a necessidade ou ndo da selecio de clones durante seu
desenvolvimento.

Sabendo destas lacunas, este trabalho comparou estratégias de ALE existentes na
literatura, estabeleceu critérios de conducao desta técnica e buscou obter cepa de R. toruloides

robusta capaz de se desenvolver em hidrolisados hemiceluldsicos e apresentar bom contetido
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lipidico. Além disso, este trabalho propds utiliza¢do de hidrolisado hemicelulésico de eucalipto
como fonte de carbono no cultivo de R. toruloides e estudos com diferentes modos de cultivo

para se obter maiores producdes lipidicas.
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3. ADAPTACAO EVOLUTIVA DE LABORATORIO DE R. toruloides EM
HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE BAGACO DA CANA DE ACUCAR
CONTENDO ALTAS CONCENTRACOES DE INIBIDORES

3.1. Introducio

A adaptagdo evolutiva de laboratério (ALE), como descrita no capitulo 2, permite
a obtencdo de cepas mais robustas em relacdo a cepa parental. A utilizacdo da ALE dentro do
conceito de biorrefinarias pode contribuir para reducio do valor final do biodiesel, uma vez que
ela possibilitara o uso de substratos de baixo custo — principalmente hidrolisados
hemicelulésicos — no cultivo de microrganismos. Obtendo-se cepas oleaginosas aptas a crescer
em hidrolisados contendo inibidores, evita-se etapas de operacdes adicionais de pré-tratamento
da fonte de carbono.
Neste presente trabalho de adaptagdo foram levantadas as seguintes questoes:
a) Qual hidrolisado utilizar (no tocante a nivel de concentracio de inibidores);
b) Metodologia de adaptacao utilizar (com e sem selecdo de clones);
c) Passagem de células ao longo da adaptagdo;

d) Escolhas de critério para o desenvolvimento das estratégias de ALE.

Para se definir qual seria o hidrolisado desafio a ser utilizado neste estudo, fez-se
cultivos da R. foruloides com diferentes hidrolisados que possuiam diferentes concentracdes
dos inibidores furfural, HMF e 4cido acético. O hidrolisado escolhido como desafio foi aquele
em que a cepa parental ndo conseguiu se desenvolver. Com o hidrolisado desafio definido, a
ALE foi realizada aumentando-se a concentracao do hidrolisado gradativamente em relagdo ao
meio basal, iniciando-se com 10% (v/v) de hidrolisado e 90% meio basal.

O aumento da concentragdo de hidrolisado durante a ALE s6 era executado quando
se alcancgava o principal critério adotado, a estabilizacdo do pmax, indicativo de que as células
tinham alcangcado seu desempenho mdximo naquela condicdo e j4 estavam aptas para

enfrentarem um desafio maior (maior concentra¢do de hidrolisado em relacdo ao meio basal).
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Além da adoc@o de um critério quantitativo, mensurado a cada etapa, o presente
trabalho comparou duas técnicas de ALE presentes na literatura, mas nunca aplicadas a um
mesmo sistema de adaptacgdo, assim este trabalho pode ser considerado um feito inédito. Apesar
das duas técnicas de ALE serem utilizadas, ainda ndo hé defini¢do de qual estratégia seria mais
adequada para obtenc¢do de uma cepa evoluida e estudos publicados utilizaram uma ou outra
técnica, nunca as duas para o mesmo sistema. Autores como Kurosawa, Laser e Sinskey (2015)
e Diaz et al. (2018) adotaram estratégia de selecdo de clones durante a obten¢do de cepas mais
robustas cultivadas em hidrolisado hemiceluldsico. Em outra via, trabalhos como de Bonturi et
al. (2017) utilizaram a adaptacdo sem selecdo de clones (cultura heterogénea) durante obten¢do
da cepa R. toruloides CCT7815, adaptada em hidrolisado hemicelulésico da cana de actcar.

Estas duas estratégias de ALE — passagem de cepa heterogénea e de clones
selecionados — foram abordadas neste estudo. Iniciou-se a ALE com a estratégia de cultura
heterogénea (denominada ALEh). Nesta estratégia, as células eram passadas para um novo
desafio, uma nova etapa (maior propor¢ao de hidrolisado no meio reacional), sem qualquer
selecdo celular apds estabilizacio do umax. Diferente da primeira estratégia, a segunda
metodologia de ALE (denominada ALEc) selecionou, apds atingimento do critério utilizado,
um clone com maior aptidao nas condi¢des de cultivo nas quais ele foi originado para servir de
in6culo no préximo desafio. Ao fim da adaptagdo, as duas cepas obtidas e a cepa parental foram
cultivadas isoladamente em hidrolisado hemicelulésico do bagaco da cana de agucar e seus

perfis cinéticos e producdo de biomassa e lipidios foram comparados.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Cepa parental utilizada na adaptacao evolutiva de laboratério

A cepa de R. toruloides utilizada neste trabalho, denominada aqui como cepa
parental, foi adquirida da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello
(Campinas, SP) como Rhodosporidium toruloides CCT0783. As células, mantidas a -80 °C,

foram reativadas em meio YPD para conduc¢do da adaptacao evolutiva de laboratorio.

3.2.2. Hidrolisados utilizados durante as ALE

Os hidrolisados hemicelul6sicos de bagaco de cana de agucar (HHBC) utilizados nos
estudos deste capitulo foram gentilmente doados pela Dra. Sindelia de Freitas Azzoni

(Laboratério Nacional de Biorrenovaveis, CTBE, Campinas, Brasil) e pelo Dr. Silvio Silvério
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da Silva (Laboratério de Bioprocessos e Produtos Sustentdveis, LBios, Escola de Engenharia
de Lorena da Universidade de Sao Paulo, Brasil). Ambos os hidrolisados doados foram
produzidos por via dcida (H2SOs) e tiveram os valores de pH ajustados entre 5,7 € 6,0 com CaO.
Caso o hidrolisado tivesse com contetdo de xilose inferior ao desejado, concentrava-se o
material a 80°C sob agitacao com auxilio de chapa aquecedora.

Para a defini¢do do hidrolisado desafio para adaptacdo em termos de 4cido acético,
furfural, fenol e HMF, dopou-se o hidrolisado original com estes compostos a concentragdes
diferentes, gerando os hidrolisados C1 a C4 (Tabela 3.1). O hidrolisado desafio utilizado
(HHBCd) teve a mesma composi¢do C1 em termos de inibidores e uma pequena diferenca em
termos de concentracdes de xilose e glicose.

O hidrolisado utilizado para comparagdo entre as cepas adaptadas e a parental foi o

hidrolisado denominado HHBCc, cuja composi¢do parcial € também apresentada na Tabela 3.1.

3.2.3. Meios basal, controle e sdlido para selecio de clones

O meio basal utilizado na etapa de adaptacdo tinha a seguinte composicao em (g/l):
xilose, 20,0; glicose, 5,0; extrato de levedura, 1,9; MgS04.7H>0, 1,5; (NH4)2SO4, 5,0; KH2POg4,
3,6 (BONTURI, 2016) e 2% (v/v) da solucdo de elementos tracos com composicao (g/l) de
CaCl,. H20, 4,0; FeS04.7H>0, 0,55; acido citrico, 0,50; ZnSO4.7H>0, 0,1; MnSO4.H»0, 0,076
e 100 uL de H>SO4 fumegante adicionados a um litro de solucdo de elementos tracos
(MEESTERS; HUIJBERTS; EGGINK, 1996). Para os estudos de definicao de hidrolisado
desafio e comparagdo entre as cepas adaptadas e parental o meio de cultivo teve composicao
em % (v/v): 5% de in6culo, 2% de solucdo de elementos tragos e 93% de hidrolisado. O meio
controle utilizado na etapa de definicao do hidrolisado desafio foi composto por (g/1): extrato
de levedura,10; peptona, 20 e dextrose, 20.

O meio sélido preparado para as placas de sele¢do dos clones durante a ALEc foi feito
de forma a preservar a pressdo seletiva em cada etapa desta estratégia de adaptacdo. Deste
modo, o meio sélido era composto por dgar batata dextrose (PDA) com adicao de HHBCd na

concentracao equivalente a utilizada na fase em que os clones foram coletados.

3.2.4. Adaptacao evolutiva de laboratério (ALE)

A estratégia de ALE desenvolvida neste estudo consistiu em expor a cepa parental de
R. toruloides ao HHBCd de maneira gradativa, com incrementos de 10% no volume de HHBCd

presente no meio até que alcancasse uma concentracao em que a cepa nao fosse capaz de se



Tabela 3.1 - Composicao parcial dos hidrolisados utilizados em diferentes etapas da ALE.

Composicao (g/l)
Hidrolisado Etapa
Xilose Glicose Arabinose Acido acético Furfural Fenol HMF
C1 4,0 2,0 8,7 2.5
2 2,0 1,0 8,7 1,0
Definicao 50,0 4,0 5,0
C3 1,8 0,5 8,7 0,5
C4 1,9 0 8,7 0,08
HHBCd Adaptacio 55,0 5,0 5,0 4,0 2,0 8,7 2,5
HHBCc Comparagido 55,0 1,5 1,5 2,3 1,0 6,4 1,4

(Y
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desenvolver. A estabilizacdo do pmax (desvio < 5%) durante as renovagdes de meio numa
mesma condicao foi utilizada como métrica para aumento da concentragdo de hidrolisado no
meio. Cada repeticdo de cultivo em um meio contendo a mesma concentracdo de HHBCd ¢é
chamada neste presente trabalho de passagem.

Como a métrica para detectar ganho de aptidao de crescimento celular no meio foi
0 Mmax, todos os cultivos realizados durante a adaptacdo tiveram seus perfis cinéticos
determinados. Durante o acompanhamento cinético, ao se identificar o inicio da fase de
aceleracdo (e até inicio da fase estaciondria) a amostragem foi feita em intervalos de 1 h com
intuito de ter um perfil cinético bem definido. Vale ressaltar que, as amostragens feitas durante
as ALE foram de modo a interferir o minimo possivel no cultivo, com tempo gasto para
amostragem menor que um minuto e aliquotas suficientemente minimas, amostragem de 100 a

200 ul de um volume de trabalho de 50 ml.

3.2.5. Adaptacao evolutiva de laboratério com cultura heterogénea (ALEh)

O inicio da adaptacdo evolutiva de laboratério com cultura heterogénea (ALEh) se
deu com 1% (v/v) de células de R. troruloides CCT0783 inoculadas em meio contendo 10% de
hidrolisado, 2% de solu¢do de micronutrientes € 87% de meio basal (em termos de volume).
Definido o perfil e parametros cinéticos, 1% do meio de cultivo era entdo coletado e inoculado

em meio fresco na mesma condi¢c@o e novo acompanhamento cinético era feito (Figura 3.1).

Figura 3.1 - Esquemas de ALEh e ALEc utilizados para adaptacdo de R. toruloides CCT0783
em HHBCd.

Estratéqgia 1 — Cultura heterogénea
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Fonte: O autor.
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Quando verificado a estabilizacdo do pmax, mais uma passagem era feita para
confirmacdo deste resultado. Confirmada a estabilizacdo do pmax, 1,0 ml da suspensdo celular
da ultima passagem era coletado e inoculado no primeiro cultivo da préxima etapa de
adaptacdo, cujo meio continha 10% a mais de HHBCd e, consequentemente, 10% a menos de
meio basal. Na nova condig¢do, repetia-se o ciclo de passagens até a estabilizacdo do pmax. As
células da ultima passagem foram coletadas e congeladas em solucdo de glicerol 10% (v/v). A

concentracao de solu¢do de micronutrientes no meio permaneceu em 2% durante toda ALE.

3.2.6. Adaptacao evolutiva de laboratoério com selecio de clones

A adaptacdo evolutiva de laboratdrio com selecdo de clones (ALEc) foi executada
de maneira andloga a ALEh (Figura 3.1). Entretanto, a diferenca principal foi o procedimento
de passagem para nova etapa com meio de maior concentragdo de HHBCd. Quando identificada
estabilizacdo do umax, as células foram semeadas em placas de selecdo (secdo 3.2.3) com
diluicdes sucessivas, de modo que fosse possivel identificar clones de maneira isolada. Os
clones eram avaliados por sua coloracao e tamanho de halo; os de halo maior e coloracao mais
intensa eram coletados e cultivados em frascos agitados na mesma condi¢do de concentracao
de HHBCd em que eles foram coletados. Fazia-se acompanhamento cinético € o clone com
maior Umax era escolhido para prosseguir com a adaptacdo em meio com 10% (v/v) a mais de
HHBCd. Caso dois ou mais clones apresentassem Umax sSemelhantes, outros parametros como
coloragdo do clone no meio s6lido, maior densidade 6ptica ao final do cultivo e menor fase lag

eram adotados como critério de desempate.

3.2.7. Estudo comparativo entre as cepas adaptadas e a parental

Ao final das adaptacdes, cultivos comparativos entre as cepas adaptadas e a parental
foram realizados. Nestes cultivos comparou-se 0s aspectos cinéticos (Umax, tempo de fase lag e
consumo dos substratos) e aspectos relacionados a produtividade celular e lipidica. Cada cepa
foi reativada em tubo tipo Falcon contendo 10 ml de meio YPD mantido a 28 °C sob agitacdo
de 200 rpm por 24 h. Nestas mesmas condi¢des, o indculo foi preparado vertendo-se as células
reativadas em frascos tipo Erlenmeyer de 500 ml contendo 90 ml de meio YPD. Apds 24 h as
células foram coletadas, centrifugadas, lavadas com de NaCl 0,9% (v/v) e ressuspendidas nesta
solugdo para se ter OD de 20 (absorbancia a 600 nm). O estudo comparativo foi feito em frascos

com meio de cultivo preparado de acordo com o apresentado na secdo 3.2.2. A amostragem
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para medida de OD das fases criticas (entre fase de aceleracdo até inicio da fase estaciondria)
foi feita em intervalos de uma hora. Amostrou-se os cultivos para as andlises de concentracio
de substratos e medidas de OD em intervalos maiores, de aproximadamente 12 h. As producdes
celulares e lipidicas foram determinadas ao fim do experimento, com 120 h de cultivo. O
software Statistica versao 10.1 (StataSoft Inc., EUA) foi utilizado para se empregar o teste de

Tukey na comparacdo das médias obtidas. Neste teste utilizou-se nivel de significincia de 95%.

3.2.8. Outros materiais

Todos os reagentes utilizados neste estudo eram de grau analitico. Todas as
solucdes foram preparadas utilizando dgua purificada em equipamento MilliQ (Millipore,
Bedford). Os cultivos foram executados em frascos tipo Erlenmeyer de 250 ml com 20% de
volume util em incubadora com agitacdo orbital modelo TE-4200 (Tecnal, Piracicaba, Brasil)
a 28 °C e 200 rpm. Uma centrifuga modelo 5804R (Millipore, Bedford, EUA) foi operada a 4
°C e 8.228g por 15 min para recuperacdo de células. Para determinacdo de biomassa seca e
lipidios foram utilizados frascos tipo Schott ambar de 100 ml. Para recuperacdo do solvente
utilizado na extracdo de lipidios da biomassa foi utilizada uma bomba a vicuo modelo LR-
271C (Grieve, Illinois, EUA) e um evaporador rotativo modelo TE-211 (Tecnal, Piracicaba,
Brasil). Todos os materiais com necessidade de esterilizacdo foram esterilizados a 121 °C por
15 min em autoclave. Todas as solucdes para cultivo foram esterilizadas com filtro de poro 0,22

um marca JetBiofil (Guangzhou Jet Bio-Filtration, Guangzhou, China).

3.2.9. Métodos analiticos

A quantificacdo de acucares redutores totais foi feita utilizando o método proposto
por (MILLER, 1959), com xilose como padrdo. As concentragdes de xilose, dcido acético,
glicose, HMF e furfural foram determinadas por HPLC (equipamento modelo Dionex Ultimate
3000, ThermoScientific, Sunnyvale, EUA) equipado com coluna HPX-87H (Biorad, Hercules,
EUA) operando a 50 °C. Solugdo de H2SO4 5 mmol/l foi utilizada como fase mével com vazao
de 0,6 ml/min. A concentra¢do de fendis foi determinada de acordo com o método presente em
Hodge et al. (2009) utilizando vanilina como padrao.

O crescimento celular foi monitorado através da medida da OD com
espectrofotometro (Quimis, Diadema, Brasil) a 600 nm. A quantificacdo de biomassa seca foi

feita por gravimetria: as amostras coletadas ao fim dos cultivos (30 ml) foram secadas em estufa
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por 24 h a 100 °C. A quantificacdo de lipidios também foi executada por gravimetria apés
extracdo dos lipidios utilizando cloroférmio e metanol seguindo o método proposto por Folch,
Lees e Stanley (1957). Os cdlculos de pmax foram feitos a partir da equagdo de Monod com

regressao linear dos dados de OD em fung¢do do tempo.
3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Selecao do hidrolisado desafio para conducao das ALE

O hidrolisado desafio foi escolhido entre quatro hidrolisados dopados com
diferentes concentracdes de inibidores (Tabela 3.1). De acordo com o grau de concentragdo de
inibidores as células se desenvolveram com perfis distintos, apresentado em certos casos maior
fase lag e até auséncia de desenvolvimento celular (Figura 3.2). Os cultivos utilizando os
hidrolisados com menores concentracdes de inibidores (C3 e C4) apresentaram comportamento

andlogo ao cultivo controle.

Figura 3.2 - Cinéticas de cultivos de R. toruloides CCT 0783 em diferentes hidrolisados:
C1 (), C2(x), C3(A), C4 (m) e controle ().
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Observando os dados do cultivo com hidrolisado C2, percebe-se que as células
apresentaram fase lag maior quando comparada com os cultivos feitos com C3, C4 e controle.
Possivelmente, a concentracdo dos inibidores presentes no meio de cultivo causou este maior
tempo de aclimatag@o para posterior crescimento. Verificou-se também que o cultivo com C2

entrou em fase estaciondria apds 144 h de cultivo além de proporcionar densidade 6tica maior
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que os outros cultivos, enquanto os cultivos com C3 e C4 entraram nesta fase com 72 h.
Possivelmente, este fato ocorreu em virtude da maior fase lag e a maior concentracdo de dcido
acético em C2, uma vez que este composto pode ser utilizado como fonte de carbono pela
levedura R. toruloides. O cultivo com hidrolisado CI1, contendo maior concentragdo de
inibidores, nao apresentou qualquer desenvolvimento celular durante as 192 h de experimento.
Frente a isto, o hidrolisado C1 foi escolhido como hidrolisado desafio para ser utilizado durante
a adaptacdo evolutiva da levedura R. toruloides CCT0783. Assim, a partir deste ponto, este
hidrolisado C1, passou a ser referido como hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-

acucar desafio (HHBCd).

3.3.2. Adaptacao evolutiva de laboratério com cultura heterogénea (ALEh)

A ALEh foi composta por cinco etapas sequenciais com cada uma delas contendo
maior propor¢do de hidrolisado no meio de cultivo (Tabela 3.2, Figura 3.3). Cada etapa foi
constituida por mdltiplas passagens em que as c€lulas foram cultivadas até se verificar a
estabilizacdo do pmax (algumas passagens nao tiveram seu Pmax determinado).

Tabela 3.2 - Etapas, nimeros de passagens e valores de dados cinéticos obtidos durante a
ALEh.

Etapa Passagem Hmax
Inicial (1/h) Final (1/h) Aumento (vezes)
1 5 0,036 0,092 2,6
2 14 0,033 0,259 7,8
3 15 0,149 0,195 1,3
4 9 0,087* 0,170 2,0
5 12 0,096 0,136 1,4

*contabilizado a partir da terceira passagem.

A primeira etapa desta estratégia de adaptacdo com cultura heterogénea consistiu em
cultivos com meio contendo 10% (v/v) de HHBCd. Verificou-se que as passagens levaram a
levedura a um ganho de aptiddo em relacdo aos cultivos anteriores (Figura 3.3a). O Hmax
verificado no primeiro cultivo foi 0,036 1/h. Apds sete passagens, pode-se observar ganho de
aptiddao de aproximadamente 2,5 vezes na taxa maxima de crescimento, passando esta, para

0,092 1/h. Ao se verificar a estabilizacdo nos valores de pmax apds cinco passagens, as células
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foram coletadas; parte delas foram direcionadas para o inicio da ALEc e outra parte foi utilizada

como ind6culo para a segunda fase da ALEh.

Figura 3.3 — Resultados de pmax das diferentes etapas da ALEh com HHBCd na concentracio
(v/v): (a) 10%, (b) 20%, (c) 30%, (d) 40% e (e) 50%.
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No inicio da segunda etapa da ALEh foi possivel observar que o aumento na
concentracdo de HHBCd no meio para 20% provocou redugdo na taxa de crescimento de 0,092
para 0,033 1/h (Figura 3.3b). Somente apds 14 passagens verificou-se a estabilizacdo nos
valores de umax, em torno de 0,260 1/h. Com o aumento do pmax de 0,033 1/h para 0,260 1/h, o
tempo de duplicagdo celular reduziu em mais de oito vezes, passando de 21,3 para 2,7 h. Com
a estabilizacdo dos parametros cinéticos desta etapa deu-se inicio a etapa trés da ALEh.

Na terceira etapa da ALEh, com 30% de HHBCd, também se observou ganho de
aptiddo no desenvolvimento da levedura, porém estes nao foram tdo expressivos como
observado nas primeiras fases (Figura 3.3c). Se durante a primeira e segunda etapa O Mmax
aumentou 2,5 e 8 vezes, respectivamente, nesta etapa o ganho de aptidao foi de somente 1,3
vezes, com Umax partindo de 0,149 1/h e estabilizando em 0,191 ap6s um nimero bem maior de
passagens (14).

Na quarta etapa de adaptacdo, o ganho de aptidao em termos de pmax foi de 1,96
vezes partindo de 0,0867 1/h para 0,170 1/h apds nove passagens (Figura 3.3d). Diferente das
etapas anteriores, nesta se verificou ganho expressivo de aptiddo da terceira para quarta
passagem, com aumento de 1,8 vezes. Contudo, da quarta passagem em diante 0 tmax aumentou
em apenas 10%.

Provavelmente, a estabilizacdo do pmax poderia ser verificada antes da 9* passagem.
Entretanto, ndo foi possivel coletar adequadamente os dados cinéticos das passagens seis e sete
de acordo com descrito no item 3.2.3. Na quinta etapa de adaptacdo da ALEh, os ganhos de
aptidao foram de 1,4 vezes, com o valor de pumax na primeira passagem de 0,0958 1/he na 12°
de 0,138 1/h (Figura 3.3e). Nesta etapa da ALEh, a fase lag foi cerca de 5 h mais longa em
comparacao com as etapas anteriores, que variaram entre 15 e 20 h. As fases lag de 20 a 25 h
observadas nesta quinta etapa, provavelmente ocorreram em virtude do maior desafio imposto
pelo HHBCd, presente em 50% (v/v) no meio de cultivo.

De um modo geral, os valores de pumax estaveis ao longo da ALEh reduziram com o
avancgo das etapas. Esta redugao era prevista, visto que o aumento da concentragao de HHBCd
aumentou a presenca de inibidores no meio. Além disso, houve reducdo de glicose, agucar
facilmente assimildvel por microrganismos, e de outros componentes como extrato de levedura,
sulfato e fosfato presentes no meio basal, que s@o potencializadores do desenvolvimento celular.
Entretanto, h4 de se reconhecer o ganho de aptidao, uma vez que os aumentos de Umax, desde as

passagens iniciais até as em que O Pmax S€ estabilizavam, foram de 1,4 até 8,0 vezes. A ALEh
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foi finalizada na quinta etapa, pois cultivos realizados com 60% (v/v) de HHBCd nao resultaram
em crescimento celular. As células obtidas ao fim da quinta etapa foram consideradas as cepas

adaptadas por ALEh e denominadas Rth e armazenadas em solug¢do 10% (v/v) de glicerol.

3.3.3. Adaptacao evolutiva de laboratoério com seleciao de clones (ALEc)

Conforme dito no item 3.3.2, o inicio da ALEc se deu com a selecdo de clones da
cultura adaptada na primeira etapa da ALEh. As células foram semeadas em meio sélido
seletivo e as coldnias que se desenvolveram isoladamente e em menor tempo foram
selecionadas para comparagdo dos respectivos Umax €m meio contendo 10% (v/v) de HHBCd
(Tabela 3.3). Dentre as quatro colonias selecionadas o clone A apresentou valor superior de

Umax (0,209 1/h). Este clone A foi entdo utilizado como indculo para préxima etapa da ALEh.

Tabela 3.3 — Parametros cinéticos dos clones selecionados em ALEh com 10% (v/v) de

HHBCd.

Clone Mmax (1/h) TD (h) R?da fase exponencial
A 0,209 33 0,974
B 0,131 5.2 0,997
C 0,117 5,9 0,993
D 0,139 4,9 0,978

Diferente da ALEh, a ALEc teve uma etapa de adaptacdo a menos, visto que 0s
clones selecionados da primeira etapa foram originados na primeira etapa da ALEh (Tabela 3.4
e Figura 3.4). Durante a segunda etapa da ALEh, com HHBCd em 20% (v/v), verificou-se que
as células de R. toruloides sofreram redugdo na aptidao ja na primeira passagem em relacdo ao
HUmax do clone selecionado na primeira etapa (de 0,209 1/h para 0,098 1/h), provavelmente em
virtude do aumento de inibidores no meio (Figura 3.4a). Contudo, na terceira passagem ja se
observou ganho expressivo de aptiddo para se desenvolver equivalente a 81% do pmax
estabilizado nesta etapa, 0,223 1/h. Comparando os valores de pmax inicial e final o ganho total
de aptidao foi de 2,3 vezes, o que causou reduc¢iao da metade do tempo de duplicacdo celular,

passando de 7,1 para 3,11 h.
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Tabela 3.4 - Etapas, nimeros de passagens e valores de dados cinéticos obtidos durante a

ALEh.
Wmax
Etapa Passagem
Inicial (1/h) Final (1/h) Aumento (vezes)
1 8 0,098 0,223 2,3
2 13 0,120 0,259 2,2
3 12% 0,181 0,194 1,07
4 13 0,102 0,143 1,4
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*contabilizado a partir da terceira passagem.

Figura 3.4 — Resultados de pmax da ALEc com HHBCd na concentragio (v/v):

(a) 20%, (b) 30%, (c) 40%, (d) 50%.
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Verificada a estabilizacdo no umax, procedeu-se a selecdo de clones, semeando-se

as células do oitavo cultivo em meio sélido seletivo; cinco coldnias foram selecionadas em

virtude do menor tempo para se formarem. Todos os cinco clones selecionados para a

comparagdo cinética apresentaram Hmax acima de 0,200 1/h (Tabela 3.5). Dentre os clones

avaliados, o clone D apresentou maior umax € menor tempo de duplicacdo, 0,287 1/h e 2,4 h,

sendo entdo, utilizado como indculo para a terceira etapa da ALEh.
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Tabela 3.5 — Parimetros cinéticos dos clones selecionados em ALEc com 20% (v/v) de

HHBCd.

Clone Mmax (1/h) TD (h) R? da fase exponencial
A 0,235 2.9 0,960
B 0,205 34 0,985
C 0,265 2,6 0,980
D 0,287 2,4 0,886
E 0,248 2,8 0,966

Na terceira etapa da ALEc, verificou-se que 0 Umax reduziu para menos da metade
em relacdo ao do clone escolhido na etapa anterior (de 0,287 1/h para 0,120 1/h) (Figura 3.4b).
Durante a 13* passagem, observou-se estabilizacdo do pmax em 0,259 1/h, com tempo de
duplicacdo celular de 2,67 h. Possivelmente, a estabilizacdo do pmax Ocorreu em passagens
anteriores, entre a 10* e 12°.

Finalizada a terceira etapa da ALEh, fez-se a selec¢do dos clones desta etapa (Tabela
3.6). Andlogo a fase anterior com 20% de hidrolisado, cinco clones também foram selecionados
para comparacao cinética. O clone selecionado (clone B) apresentou o maior pmax frente aos
outros (0,191 1/h), sendo o tunico que apresentou tempo de duplicagdo menor que 4 h (3,6 h).

Com o clone mais apto escolhido, deu-se continuidade a ALEh.

Tabela 3.6 - Parametros cinéticos dos clones selecionados em ALEc com 30% (v/v) de HHBCd

Clone Umax (1/h) TD (h) R? da fase exponencial
A 0,156 4,5 0,994
B 0,191 3,6 0,992
C 0,169 4,1 0,992
D 0,172 4,0 0,981
E 0,167 4,1 0,995

Na quarta etapa da ALEc foram necessdrias 12 passagens para se verificar
estabilizacio do pmaxem 0,194 1/h (Figura 3.4c). E possivel perceber que nesta etapa com 40%

de HHBCd o ganho de aptidao em relacdo a terceira passagem foi de apenas 7%. Entretanto,
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baseado nos perfis das etapas anteriores das duas estratégias de ALE, € possivel que, nesta
quarta etapa da ALEc o ganho em relac@o a primeira passagem tenha sido maior caso o perfil
cinético fosse obtido.

Durante a selecao de clones da quarta etapa da ALEh um fato inédito foi observado:
dentre os cinco clones selecionados para comparagdo cinética um deles apresentou
desenvolvimento celular muito menor quando comparado com 0s outros, com pUmax de apenas
0,011 1/h e tempo de duplicagao de 63 h (Tabela 3.7, clone B). Este clone teve fase de
aceleracgdo sutil e logo atingiu um platd. O clone D, com maior pmax frente aos outros (0,136

1/h) foi escolhido para prosseguir com a ALEc.

Tabela 3.7 - Parametros cinéticos dos clones selecionados em ALEc com 40% (v/v) de

HHBCd.

Clone Mmax (1/h) TD (h) R?da fase exponencial
A 0.109 6,4 0.989
B 0.011 63,0 0.851
C 0.098 7,1 0.988
D 0.136 5,1 0.985
E 0.079 8.69 0.996

Na quinta etapa da ALEc, a estabilizacdo do pmax foi detectada apds 13 passagens,
com valor de 0,143 1/h (Figura 3.4d). Assim como na AlEh, na ALEc também foi observado
que com o avanco das etapas, os valores de pmax estdveis foram diminuindo em func¢do do
aumento da concentracdo de inibidores no meio e reducdo nas concentracdes de nutrientes.
Nesta quinta etapa da ALEc verificou-se ganho de aptidao de 38%, partindo de 0,102 1/h da
primeira passagem para 0,143 1/h na 13%

Na selecao de clones da quinta etapa, apenas um dos clones selecionados dentre
aqueles escolhidos em meio sélido seletivo, conseguiu se desenvolver. Como nao foi verificado
crescimento dos outros quatro clones selecionados, fez-se novo cultivo com todos eles e
novamente apenas um apresentou crescimento, com Umax de 0,136 1/h. Este clone foi tido como
a cepa resultante da adaptacdo evolutiva de laboratério com selecao de clones e nomeado como
Rtc. Suas células foram coletadas e armazenadas em solug¢do 10% (v/v) de glicerol. Observa-se
que em meio sélido todos os clones se desenvolveram, por outro lado, em meio liquido

contendo a mesma propor¢cdo de HHBCd apenas um dos clones conseguiu se desenvolver. A
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formag¢do de um gradiente de concentracdo de inibidores com concentracdo menor na superficie
pode ser uma explicagdo para este fato. Durante o preparo do meio sélido, adicionava-se
HHBCd em PDA liquefeito nas devidas razdes, agitava-se manualmente a solu¢do formada
para completa homogeneizacdo e distribuia-se o meio em placas de Petri estéreis.
Possivelmente, no periodo de solidificacdo do meio, um gradiente de concentragdo de inibidores
era formado, com a camada superior contendo menos agentes nocivos. Sendo assim, € provdvel
que no meio s6lido o contato dos inibidores com as coldnias ndo tenha sido tao efetivo como
em meio submerso. Além disso, € possivel que o maior contato com oxigénio quando as células

estavam em meio sélido pode ter contribuido para o desenvolvimento microbiano.

3.3.4. Estudo comparativo entre as cepas adaptadas e a parental em HHBCc

Tendo-se concluido as adaptacdes e obtido duas cepas adaptadas por estratégias
distintas, realizou-se estudos comparativos para se definir qual seria a cepa escolhida para os
estudos subsequentes. A escolha da melhor cepa adaptada foi feita apds cultivo isolado das
cepas Rth, Rtc e CCT0783 em HHBCc como fonte de carbono. Estes cultivos foram feitos com
intuito de se verificar diferenciacdes causadas nas duas cepas adaptadas. Observando as
cinéticas de crescimento das trés cepas de R. toruloides, percebe-se que a cepa Rth apresentou
o maior valor de umax (0,142 1/h), seguido, pela cepa Rtc (0,096 1/h) e pela cepa parental
(0,092 1/h) (Tabela 3.8, Figura 3.5).

Tabela 3.8 - Dados cinéticos e produtividades referente aos cultivos isolados das cepas

adaptadas e parental em HHBCc ap6s 120 h.

R. Mmax TD Fase lag  Células Lipidios Proﬁ;&ﬁiade
toruloides 0
(1/h) (h) (h) (g/L) (%) (g/1'h)
Parental 0,092+0,005* 7,53 13 5,69+0.07 56,02+3,33%"  0,027+0,002
Rtc 0,096+0,002% 7,22 9 4,82+0,27 52,07+1,16°  0,021+0,001
Rth 0,142+0,003 4,89 11 6,51+£0,18 60,06+£0,73*  0,033+0,001

Sobrescritos *,°: valores na mesma coluna com sobrescritos iguais indicam que néo h4 diferenga significativa entre
os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 3.5 - Cultivo comparativo em HHBCc das cepas de R. toruloides Rtc, Rth

e parental CCT0783.
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O valor de pmax obtido com a cepa Rth foi 54% superior ao observado com a cepa
parental, o que significa ganho na aptiddo desta cepa em se desenvolver em hidrolisados
contendo concentragdes de inibidores relativamente altas. J4 o valor de umax obtido com a cepa
Rtc (0,096 1/h) foi pouco superior ao observado com a cepa parental (0,092 1/h), o que
representa 4,3% de superioridade.

Apesar de apresentar pumax pouco superior em relacdo a cepa parental, a cepa Rtc
teve menor fase lag em relacdo as outras cepas. Esta cepa Rtc apresentou fase lag de 9 h, o que
representa tempo necessario para aceleracdo 37% menor quando comparado com a cepa
parental (13 h). Apesar de apresentar umax semelhante ao da cepa parental, este menor tempo
para acelerag@o do crescimento celular € um ganho de aptidao que, do ponto de vista industrial,
¢ importante, pois representa menor tempo requerido para desenvolvimento celular. A cepa Rth
também teve menor tempo de fase estaciondria (11 h) quando comparada com a cepa parental.

Em termos de producdo celular e lipidica, a cepa Rth também apresentou resultados
superiores as outras, 6,51 g/l e 60,06 % (m/m), respectivamente. Em relacao a biomassa, a cepa
Rth apresentou valor 14% superior ao verificado pela cepa parental (5,69 g/1). J4 em relacdo a
producdo lipidica, os valores foram menos expressivos, apenas 7% maiores. Entretanto, em
termos de produtividade, os valores obtidos com a cepa Rth foram 22% e 55% maiores do que

os alcangados pelas cepas parental e Rtc, respectivamente. Os menores valores de biomassa e
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conteuddo lipidico foram verificados com a cepa Rtc com 4,82 g/l de biomassa e 52,07% (m/m)
de conteddo lipidico. Todavia, apesar do dos melhores resultados obtidos com a cepa Rth, os
ganhos na producdo de biomassa e lipidios foram relativamente baixos quando comparados
com os ganhos obtidos em relacdo ao pumax. Como o objetivo foi obter cepas resistentes aos
inibidores presentes no hidrolisado, a métrica adotada foi 0 umax €, provavelmente em fungdo
disso, os ganhos em produtividade celular e lipidica ndo tenham sido tdo expressivos.

Os dados cinéticos do cultivo da cepa Rth em HHBCc indicaram um consumo de
62% da xilose em 120 h de cultivo (Figura 3.6). Observando os dados de assimilacdo dos
substratos pode-se perceber que houve repressao catabdlica da glicose em relagdo a xilose, pois
somente apds deplecdo da hexose (22 h), a xilose comecou a ser consumida. Este fendmeno é
comum em muitos microrganismos, uma vez que a glicose pode ser considerada o substrato
preferido para uma vasta microbiota e muitas vezes age como uma molécula mensageira
primdria, sinalizando condicdes 6timas de cultivo para o mecanismo celular (ROLLAND;
WINDERICKX; THEVELEIN, 2002). Os compostos HMF e &cido acético também foram
consumidos rapidamente, apos 14 e 39 h, respectivamente. Vale ressaltar que os consumos de
HMF e acido acético foram verificados simultaneamente ao consumo de glicose, diferente da
xilose que passou a ser consumida efetivamente somente apds o completo consumo da glicose
e menor presenca de dcido acético no meio.

Andlogo ao observado com a cepa Rth, as cepas Rtc e parental apresentaram
repressdo catabolica da glicose em relagdo a xilose, porém, com menor intensidade, pois tanto
xilose quanto glicose foram consumidos simultaneamente ap6s 16 h de cultivo (Figuras 3.7 €
3.8). Entretanto, mesmo sofrendo repressdo catabdlica, a cepa Rth apresentou maior consumo
de xilose. As cepas Rtc e parental consumiram, respectivamente, 41 e 46% da xilose contida no
meio de cultivo.

Os perfis de consumo de HMF e acido acético foram semelhantes aos observados
no caso da cepa Rth. Por outro lado, somente a cepa Rth e a parental foram capazes de assimilar
arabinose; porém, com 108 h de cultivo, este substrato foi completamente consumido pela cepa
parental, enquanto que com a Rth o substrato s6 foi exaurido com 120 h, fato que demonstra
perda de aptidao pela cepa Rtc no consumo deste substrato. Ha duas hipéteses para esta perda
de aptidao da Rtc em consumir arabinose: Silenciamento de genes ligados a assimila¢do do

substrato ou repressao causada pela presenca dos outros substratos.
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Figura 3.6- Cinética de consumo dos substratos presentes no HHBCc pela cepa Rth.

Xilose (¢), glicose (®), dcido acético (A ), arabinose (0), furfural (© ) e HMF (x).
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Figura 3.7 - Cinética de consumo dos substratos presentes no HHBCc pela cepa Rtc.
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Figura 3.8 - Consumo dos substratos presentes no HHBCc pela cepa parental.
Xilose (¢), glicose (®), acido acético (A ), arabinose (O), furfural (+) e HMF (x).
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De maneira geral, percebe-se que, em termos de resisténcia e aptiddo para se
desenvolver em meio contendo potenciais agentes toxicos, a Rth se sobressaiu em relacdo a
cepa Rtc, tendo esta ultima, apresentado densidade celular menor até, em comparagdo com a
cepa parental. E provavel que o fato de o ambiente ter condigio sub6tima para desenvolvimento
tenha causado mudangas sist€émicas que, possivelmente desviaram o fluxo energético para
manutencdo e defesa em virtude dos inibidores, ao invés de desenvolvimento e multiplicacdao
celular. Além disso, o ganho de aptidao devido a sele¢do de clones também pode nio ter sido
alcancado como observado pela Rth.

Ao ser cultivado em ambiente de estresse — condi¢des subdtimas — 0s organismos
celulares se reorganizam com respostas customizadas para a situacdo especifica (CHASMAN
et al., 2014). Estas respostas sdo reguladas por fatores de transcricdo especificos para dada
condicdo, que favorecem vias ativadas somente em casos de condi¢cdes limitantes
(HOHMANN; MAGER, 2003). Entretanto, leveduras em ambiente de estresse podem ativar
um aparato de defesa chamado ambiente de resposta a estresse (ESR, do inglés environmental
stress response) (CAUSTON et al., 2001). Este ambiente é a base para a técnica de adaptacao
evolutiva. Crescimento 6timo e tolerancia a condi¢cdes extremas sdo vias concorrentes para
alguns microrganismos, pois quao mais rapido as células crescem menos tolerantes a condi¢des

adversas elas sdo, sendo o inverso dessa relacdo vélido (LEVY; ZIV; SIEGAL, 2012). Para
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muitos casos o balanco entre estas duas hipdteses torna-se necessdrio para o adequado
desenvolvimento do microrganismo, mesmo que isto possa ser dificultado pelo grau de
adversidade no ambiente de cultivo. Apesar do aparato intracelular agindo em resposta ao
estresse, autores como Berry e Gasch (2008) sustentam que todas as mudancgas no transcriptoma
para ativar o ESR, logo nos primeiros indicativos de estresse, ndo sdo exclusivas para resisténcia
de maneira instantanea e pontual, mas também para o fendmeno de resisténcia ao estresse
adquirida, para garantir que a progénie se beneficie frente as préoximas adversidades. Estes
autores também observaram que, mesmo submetendo a levedura S. cerevisiae a ambientes de
estresse moderado ela foi capaz de obter resisténcia suficiente para ambientes ainda mais
adversos.

Ainda de acordo com Berry e Gasch (2008) este ganho de aptiddo se d4 pelos fatores
de transcri¢do Msnp e ou Msn4p, responsdveis por regular a expressdo dos genes ligados ao
ESR e, dependendo do grau de expressao destes genes, pode haver ganho maior ou menor de
aptiddo, fato este que provavelmente seja a explicacdo para as diferenciacdes observadas entre
as cepas Rth e Rtc.

Manter a ALE sem a selecdo de clone, provendo uma heterogeneidade, pode ter
sido benéfico pois, segundo Honigberg (2011), até em espécies puras relativamente simples ha
mecanismos de organizacao de individuos em comunidades, de forma que o ganho de aptidao
global em grupo € maior do que o de individuos isolados. Este ambiente heterogéneo de uma
espécie é também beneficiado pela comunicagdo intercelular. Diferentes colonias da mesma
espécie podem ter potencialidades diferentes (aptiddes) e emitirem diferentes fatores de
crescimento (e.g, feromdnios e ou amonia), o que induz o crescimento de outras subpopulagcdes
e contribui para aptidao global (PALKOVA; FORSTOVA, 2000). Sendo assim, cultivar clones
isolados possivelmente diminua a incidéncia de diferenciacdes benéficas que, quando somadas,
configuram um ambiente simbidtico para que todas as subpopulagdes tenham éxito no
desenvolvimento celular. Analisando da terceira etapa da ALEc em diante, percebe-se que ao
se isolar os clones, o clone selecionado sempre apresentou Hmax inferior em relacdo ao seu
cultivo em conjunto com as outras subpopulagdes na etapa de adaptacdo em que O Umax S€
estabilizou (ultima passagem em que se verificou estabilizacdo do pmax).

Os niveis de estresse aos quais as cepas foram submetidas neste trabalho sdo

consideravelmente superiores ao que € relatado em literatura especifica até o atual momento
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(Tabela 3.9). Além disso, os resultados de biomassa e producdo lipidica sdo equipardveis ao
que se tem relatado nos trabalhos semelhantes.

Kurosawa, Laser e Sinskey (2015) realizaram ALE de Rhodococcus opacus
aplicando agentes t6xicos de maneira isolada: primeiro a lignina (0-2,0 g/1), em sequéncia 4-
hidroxibenzaldeido (4-HB) (0 — 1 g/L) e siringaldeido (0 — 0,75 g/l). O método de adaptacdao
teve como métrica o periodo de quatro dias de cultivo para cada uma das quatro concentragdes
do inibidor estudado. Finalizada as etapas com as concentragdes de lignina, as células foram
semeadas em meio sélido e o melhor clone foi utilizado para ALE utilizando 4-HB como a
pressao seletiva e seguiu-se a mesma metodologia. Finalizada a ALE com 4-HB procedeu-se a
ALE com siringaldeido. A cepa adaptada foi, entdo, cultivada em diferentes hidrolisados, porém
nao reportaram produtividade celular e lipidica. Segundo os dados cinéticos apresentados (OD
vs tempo) em cultivo utilizando hidrolisado de palha de trigo, a fase lag foi de 48 horas, muito
superior as 8 e 11 h observadas para Rtc e Rth, respectivamente. A hidrolisado utilizado por
Kurosawa, Laser e Sinskey (2015) continha 500 e 87,5 vezes menos furfural e HMF,
respectivamente, que o HHBCc utilizado no presente trabalho (Tabela 3.1). Além disso o
hidrolisado utilizado pelos autores era composto majoritariamente de glicose, um substrato
mais facilmente assimilado pelo microrganismo em comparacdo com a xilose (composto
majoritario no HHBCc).

Diaz et al. (2018) desenvolveram técnica de ALE para R. toruloides de maneira que
as concentragdes do hidrolisado de palha de trigo fossem aumentadas gradativamente (25, 50,
75 até 100%). Os cultivos eram renovados a cada 24 h at€ que OD maior que 20 fosse
observada. Ap6s isto, procedia-se ALE com aumento na concentragcdo de hidrolisado. Ao fim
da ALE com 100% de hidrolisado, a coldnia era semeada em meio sélido e fazia-se selecao de
clones. Neste trabalho, Diaz et al. (2018) também utilizaram a técnica de engenharia genética
na cepa escolhida com intuito de amplificar o consumo de xilose e aumentar producao lipidica.
Entretanto, mesmo com cepa modificada geneticamente e hidrolisado contendo cerca de 10,
100 e 70 vezes menos furfural, fen6is e HMF, respectivamente, que o HHBCc utilizado neste
presente, as produgdes lipidicas foram andlogas as obtidas com a cepa Rth. Os autores
contabilizaram 59% de conteudo lipidico, semelhante aos 60% observados no presente trabalho,
porém a producao celular verificada por Diaz et al. (2018), 8,5 g/l, foi superior as 6,51 g/l
produzidas com a Rth. Assim como Kurosawa, Laser e Sinskey (2015), Diaz et al. (2018)

também utilizaram hidrolisado majoritariamente composto por glicose.



Tabela 3.9 - Composicao parcial de hidrolisados utilizados durante adaptacio de leveduras oleaginosas.

Composicao em g/l
(razdo entre concentragdes no HHBCc e no hidrolisado especifico)

Hidrolisado Referéncia
Xilose Glicose Arabinose Acido acético Furfural Fenol HMF

HHBCc 55,0 1,5 1,5 2,3 1,0 6.4 1.4 Este trabalho

) 0,329 0,002 0,016 (KUROSAWA; LASER;
Palha de milho 13,9 34,4 1,7 7 (500) (87.5) SINSKEY. 2015)
Palha de tri 42 61 32 0.1 0,06 0,02 (DIAZ et al., 2018)
alha de trigo - (2.3) (10) (106) (70) etal.,
1.4 1,7 0,2

HHBCA* 5,3 0,4 1,4 ’ ’ ’ BONTURI et al., 2017b
(1.6) (:0.6) @ )

* hidrolisado hemiceluldsico de bagago da cana de agucar

L
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Bonturi (2017) como ja discutido no item 2.9, também executou ALE da cepa
parental R. foruloides CCT0783, porém em hidrolisado de bagaco da cana de agicar nao dopado
com inibidores. Diferente de Diaz et al. (2018) e Kurosawa; Laser e Sinskey (2015), Bonturi
(2017) utilizou ALE sem selecao de clones e também verificou ganhos expressivos em relagao
a cepa parental, quantificados até em nivel transcricional. Em cultivo com hidrolisado
suplementado com glicerol com intuito de aumentar a razdo C/N, a autora reportou producao
de 6,7 g/l de massa celular com 55% de contetddo lipidico, resultado de biomassa semelhante a
obtida com a Rth, porém com producao lipidica 5% inferior.

A cepa de R. toruloies adaptada por Bonturi (2017) foi cultivada em meios de
cultivo contendo inibidores testados de maneira isolada. Ao fim do estudo a autora relatou que
0 4cido acético na concentragdo de 5,9 g/l causou produgdo de biomassa até 39% menor que o
meio controle. Em relagdo ao furfural, concentracdes de 1,25 g/l foram suficientes para inibir o
crescimento da cepa em até 78%, o que demonstra o alto poder inibitério deste composto.
Andlogo ao observado nos cultivos do presente trabalho, Bonturi (2017) também observou o
consumo de HMF pela levedura; entretanto, a autora relata que a presenca deste composto
proporcionou producdo de biomassa 20% menor que o cultivo controle. Dentre os potenciais
inibidores estudados, o composto fendlico vanilina foi o mais nocivo, visto que, acima da
concentracdo de 1,25 g/l o cultivo foi completamente inibido. Vale destacar que, no presente
estudo, mesmo com concentracdo de fendis de 6,4 g/l, todas as cepas se desenvolveram,
incluindo a parental. Entretanto, ao se utilizar hidrolisado hemicelulésico pode ocorrer um
efeito sinérgico devido a complexidade do meio, o que pode reduzir o efeito nocivo de

determinados compostos, fato este também observado em Bonturi (2017).

3.4. Conclusao

As duas estratégias utilizadas neste estudo, com e sem selecdo de clones, foram
capazes de promover melhorias nas cepas obtidas utilizando a métrica de estabilizacdo de tmax
para continuidade das proximas etapas de ALE. Em compara¢do com a cepa parental, observou-
se maiores producdes celulares e lipidicas pelas cepas adaptadas, além de relativo maior
consumo de xilose, principal composto HHBC. Comparou-se duas estratégias de ALE presentes
em literatura especifica e observou-se qual estratégia foi melhor para adaptacao evolutiva de R.
toruloides em HHBC contendo altas concentracdes de inibidores. A estratégia de ALE
utilizando cultura heterogénea proporcionou obter uma cepa mais robusta (Rth) em comparagao

com as cepas parentais € a Rtc. O pumax da cepa Rth foi 54% superior ao da cepa parental durante
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o cultivo em HHBCc. Em relagdo a produtividade celular e lipidica, os ganhos foram de 15% e
7%, respectivamente, para 120 h de cultivo. A Rtc apresentou ganho pouco expressivo em
relacdo a taxa maxima de crescimento celular. Entretanto, a cepa apresentou fase lag 30% mais

curta em relagdo a cepa parental.
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4. HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE Eucalyptus urograndis COMO
SUBSTRATO PARA CEPAS DE R. toruloides ADAPTADAS EM HIDROLISADO
HEMICELULOSICO DE BAGACO DA CANA DE ACUCAR

4.1. Introducio

Como apresentado na secao 2.5, a industria de papel e celulose processa grandes
quantidades de biomassa de eucalipto, sendo a fracdo hemicelulésica ndo eficientemente
aproveitada (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). No processo de polpac¢do kraft, os cavacos
de madeira junto com o licor branco sdo cozidos a altas temperaturas (145-170 °C) para
deslignificacdo da biomassa e obtencao da celulose. Apds o cozimento, o material € lavado e a
celulose obtida segue para a etapa de polpacdo. A fase liquida (licor negro), composto
majoritariamente de lignina solubilizada e hemicelulose, é concentrado até 65% de sélidos
(FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Este licor é comumente queimado para geragdo de
calor e fornecimento de energia para a planta (ENGELBERTH; VAN WALSUM, 2012; VILA
et al., 2011). A lignina tem um calor especifico relativamente alto, em torno de 25 J/kg,
enquanto a hemicelulose possui calor especifico correspondente a metade deste valor. Sendo
assim, a hemicelulose contribui minimamente para eficiéncia das caldeiras durante a geracao
de calor. Desta maneira, hd uma oportunidade de desenvolvimento de novas estratégias de
utilizacdo da fracao hemiceluldsica buscando agregar maior valor a esta fracdo da biomassa
lenhosa. Uma possibilidade € utilizar o hidrolisado da fracdo hemicelulésica de eucalipto como
fonte de carbono para processos biologicos na obtengdo de produtos com relativo alto valor
agregado (ENGELBERTH; VAN WALSUM, 2012), como exemplo 6leo microbiano para
producdo de biodiesel.

O Brasil € o segundo maior produtor de polpa celulésica do mundo, em grande parte
a partir de Eucalyptus urograndis, tendo 5,7 milhdes de hectares de arvores plantadas, o que o
coloca, como um dos paises com maior plantacdo de madeira de lei no mundo (INSTITUTO
BRASILEIRO DE ARVORES, 2017). Sendo assim, reporta-se neste capitulo estudo do cultivo

de R. toruloides para producao de 6leo microbiano em fracao hemicelulésica de E. urograndis.
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Para tal, devido a auséncia de métodos pré-estabelecidos para a produciao de
hidrolisados ricos em xilose a partir de eucalipto, iniciou-se este estudo com extracdes
hidrotérmicas da fracdo hemiceluldsica de E. urograndis em diferentes tempos, temperaturas e
razdes soOlido:liquido. Os resultados foram comparados em termos de rendimento massico de
xilose apds hidrdlise dcida e conteddo de aguicar redutor. A condi¢do de extracdo escolhida
como mais adequada foi utilizada para obtencdo do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto,
denominado aqui HHE. Com a melhor condi¢do de hidrolisado definida, prosseguiu-se com os
cultivos utilizando HHE como fonte de carbono para cepas adaptadas de R. toruloides.

Os estudos contidos neste capitulo, desde as verificacdes para melhor condicao de
extracdo da fracdo hemiceluldsica, até definicio das melhores condicdes de cultivo, foram
desenvolvidos em paralelo a ALE apresentada no Capitulo 3. Em razdo deste paralelismo, os
primeiros cultivos foram realizados com a cepa adaptada R. foruloides CCT7815, pois foi
adquirida previamente aos estudos de adaptacdo, sendo assim, 0s primeiros ensaios em relacao

aos cultivos com HHE, foram feitos utilizando a cepa R. toruloides CCT7815.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Amostras de E. urograndis

Cavacos de E. urograndis, gentilmente doados pela Fibria (Jacarei, Brasil), foram
moidos em moinho de facas, gerando um material com 82% das particulas com tamanho entre

65 e 32 mesh.

4.2.2. Microrganismos

A cepa de Rhodotorula toruloides CCT 7815 utilizada neste trabalho foi adquirida
da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello (Campinas, SP). Esta cepa foi
adaptada por Bonturi ef al. (2017) em hidrolisado hemiceluldsico do bagaco da cana de actcar.
A outra cepa de R. toruloides utilizada foi a Rth, obtida através de ALE heterogénea em HHBCd
conforme descrito no Capitulo 3. As células, antes mantidas a -80 °C foram reativadas em meio

YPD para condug¢do da adaptacdo evolutiva de laboratério.

4.2.3. Reator para extracao da fracao hemicelulésica de eucalipto

As extragoes da fracdo hemiceluldsica de eucalipto foram executadas em uma

estufa rotativa modelo TE-028 (Tecnal, Piracicaba, Brasil) utilizando cilindros de acgo
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inoxiddvel como vasos de extracdo. Os cilindros (100 ml de volume {til), contendo a mistura
de dgua e cavacos, eram fixados no eixo rotativo da estufa que, por tombamento dos cilindros
a 60 rpm realizava a agitacdo da massa em extracao. Como estabelecido pelo fabricante, 160

°C € a temperatura maxima de operagao.

4.2.4. Outros materiais

Todos os reagentes utilizados neste estudo eram de grau analitico. Todas as
solucdes foram preparadas utilizando dgua purificada em equipamento (MilliQ Millipore,
Bedtford, EUA). Os cultivos foram executados em frascos tipo Erlenmeyer de 250 ml utilizando
20% do volume total. Os frascos foram mantidos em incubadora com agitacdo orbital modelo
TE-4200 (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 28 °C e 200 rpm. Uma centrifuga modelo 5804R
(Millipore, Bedford, EUA) foi operada a 4 °C, 8.228¢ por 15 min para recuperacdo de células.
Para determinacdo de biomassa seca e lipidios foram utilizados frascos tipo Schott ambar de
100 ml. Para recuperagdo do solvente utilizado na extracdo de lipidios da biomassa foi utilizada
bomba a vicuo modelo LR-271C (Grieve, Illinois, EUA) e um evaporador rotativo modelo TE-
211 (Tecnal, Piracicaba, Brasil). A esterilizagao de material foi realizada a 121 °C por 15 min
em autoclave. Todas as solucdes para cultivo foram esterilizadas com filtro de poro 0,22 um
marca JetBiofil (Guangzhou Jet Bio-Filtration, Guangzhou, China). O Software Statistica® 7.0

foi utilizado para projeto experimental e cdlculos estatisticos.

4.2.5. Extracao da hemicelulose de cavacos de madeira

Dentro dos cilindros de extracdo contendo 10 g de cavacos de madeira moido,
adicionou-se dgua para se alcangar razdes solido:liquido (S:L) desejadas. Os cilindros eram
fechados e mantidos na estufa de extracdo durante temperaturas e tempos especificos. Apos
isto, filtrava-se a mistura reacional em papel filtro (Unifil, Alemanha) e a fracdo liquida,
contendo hemicelulose solubilizada, era entdo hidrolisada a 121 °C por 60 min com adi¢do de
H>SO04 0.5% (v/v) de acordo com método apresentado por (SLUITER er al, 2006). Os
hidrolisados tiveram os valores de pH ajustados com adi¢cdo de CaO (calagem) para 5,0 ou 6,2.
ApO6s a calagem, filtrava-se o material com papel quantitativo e este era esterilizado de acordo
com o descrito no item 4.2.4.

As primeiras extracdes foram feitas de acordo com planejamento fatorial 2% com
intuito de investigar como as varidveis razdo S:L, tempo e temperatura poderiam afetar a

solubilizacdo da fracao hemiceluldsica de eucalipto (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 - Varidveis do planejamento experimental 2> do primeiro estudo de extracdo

Variavel -1 0 +1
Temperatura (°C) 120 140 160
Tempo (min) 60 105 150
Razao S:L 1:4 1:6 1:8

4.2.6. Cultivo das cepas adaptadas

A reativacdo das células foi feita em tubos tipo Falcon contendo 10 ml de meio
YPD e 1 ml de células durante 24 h a 200 rpm e 28 °C. As células reativadas foram transferidas
para frascos tipo Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio YPD e incubadas por 24 h a
28 °C e 200 rpm. Apds este periodo, as células foram coletadas por centrifugacdo e
ressuspendidas em solucdo de NaCl 0,9% (m/v) para uma OD (absorbancia a 600 nm) de 20
para serem utilizadas como in6culo nos ensaios com hidrolisados.

Os cultivos em HHE foram feitos em triplicata em frascos tipo Erlenmeyer de 250
ml contendo 44 ml de HHE, 5 ml de inéculo e 1 ml de solu¢gdo mineral (MEESTERS;
HUIJBERTS; EGGINK, 1996). Para o primeiro estudo envolvendo o uso de HHE, KH2PO4 e
extrato de levedura (3,8% de nitrogénio amoniacal e 10,5% de nitrogénio total) foram utilizados
para se alcancar as razdes molares de C/P e C/N desejadas para o inicio do cultivo, sendo os
frascos incubados por 96 h. Os cultivos subsequentes, com hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto concentrado (HHEc), duraram 120 h, 24 h a mais que o primeiro cultivo com HHE
em virtude da maior concentragcdo da fonte de carbono. Em todos os cultivos a amostragem para
quantificacdo de massa celular e lipidios ocorreram apenas ao final dos ensaios; ja as
amostragens para monitoramento de consumo dos substratos foram feitas em intervalos de 24
h.

Os primeiros cultivos com a cepa CCT7815 também avaliaram os efeitos das razdes
C/N e C/P. Para tal, fez-se experimentos baseados em um planejamento composto central

utilizando EHH (Tabela 4.2).

4.2.7. Métodos analiticos

A quantificagdo de acgucares redutores totais foi feita utilizando-se o método
proposto por (MILLER, 1959) tendo-se xilose como padrdo. As concentracdes de xilose, dcido

acético, glicose, HMF e furfural foram determinadas por HPLC (equipamento modelo Dionex
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Tabela 4.2 - Planejamento composto central para cultivos da cepa CCT7815 utilizando sob

diferente razdes C/N e C/P com EHH como fonte de carbono.

Niveis
Variavel
-1,41 -1 0 1 +1,41
Razao C/N 38,5 100 250 400 461,5
Razao C/P 50,8 100 220 340 389,2

Ultimate 3000, ThermoScientific, Sunnyvale, EUA) equipado com coluna HPX-87H (Biorad,
Hercules, EUA) operando a 50 °C, utilizando solu¢do de H2SO4 5 mmol/l como fase mével a
vazao de 0,6 ml/min.

O crescimento celular foi monitorado por OD em intervalos de 24 h
(espectrofotdometro Quimis, Diadema, Brasil). A quantificacdo de massa celular foi feita por
gravimetria: as amostras de 30 ml coletadas ao fim dos cultivos foram secadas em estufa por
24 h a 100 °C. A quantificacdo de lipidios também foi executada por gravimetria apds extracao
dos lipidios utilizando cloroférmio e metanol seguindo o método proposto por Folch, Lees e

Stanley (1957).

4.3. Resultados e discussao

As extragdes feitas de acordo com planejamento fatorial 2> permitiram concluir que
na faixa de temperatura estudada, apenas o tempo e temperatura afetaram os rendimentos em
termos de acucares redutores (Tabela 4.3). Porém, dependendo da biomassa lignocelulésica
utilizada a razdo S:L pode ter forte efeito nos rendimentos de xilose extraidas em temperaturas
mais elevadas (160-190°C) (SANTUCCI et al. 2015).

Uma condi¢do de maxima extragdo de agucares para se obter uma superficie de
resposta com maximo global ndo foi alcancada. De acordo com dados fornecidos pela Fibria a
fracdo hemiceluldsica da amostra de E. urograndis era composta parcialmente por (% m/m):
pentoses (15,9), galactose (0,85) e manose (1,14). Considerando as 10 g de biomassa lenhosa
utilizadas para extragdes, 0 maximo tedrico de agucares totais redutores seriam por volta de 1,8
g, pois a glicose também pode estar presente nesta fracdo hemiceluldsica (SUN et al. 2014).
Entretanto, os resultados indicaram que maiores concentracdes de hemicelulose solubilizada

poderiam ser alcancadas com maiores tempos e temperaturas de extragao.
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Tabela 4.3 - Resultados obtidos do planejamento fatorial 22 da extracio da fracio
hemicelulésica de eucalipto.

Tem?)ecr)atura Razio S:L (g/g) ];fnnillf)o Acucares re(c;)ltores totais
120 1:4 60 0,04
120 1:8 60 0,03
120 1:4 150 0,11
120 1:8 150 0,08
140 1:6 105 0,19
140 1:6 105 0,19
140 1:6 105 0,16
160 1:4 60 0,13
160 1:8 60 0,25
160 1:4 150 1,60
160 1:8 150 1,56

O segundo estudo de extracdo foi conduzido a temperaturas entre 145 °C a 160 °C,
tempos de extracdo variando de 60 até 240 min e razdo S:L de 1:8 (Figura 4.1, Tabela 4.4). As
extragdes a 160 °C com duracdo de 195 e 240 min resultaram na quase completa extracdo da
hemicelulose. Ja os experimentos a 155 °C por 195 min resultaram em extracdo de 95% da
hemicelulose. Assim como a xilose, os compostos glicose, arabinose, dcido acético, HMF e
furfural também apresentaram maiores concentracdes em tempos de extracdo maiores,
alcangando concentracOes maximas com 195 min de extragdo.

Em relacdo a varidvel tempo, extracdes mais longas resultaram em maiores
concentracdes de acucar (Figura 4.1). A condicdo de 155 °C e 195 min foi escolhida a mais
eficiente, pois 95% da hemicelulose foi solubilizada em menores tempo, com consequente
menor gasto energético, quando comparada com extragdo a 160 °C e 240 min.

As concentracdes de agucar redutor obtidas apos 195 min foram ligeiramente
superiores as obtidas apds 240 min de extragdo. Isto possivelmente ocorreu devido a degradacao
dos monomeros (hexoses e pentoses) em virtude da queda de pH durante a extracdo e a auto-
hidrdlise. A queda de pH observada durante extracdes hidrotérmicas de fragdes hemiceluldsicas

sob altas temperaturas e pressoes € o resultado da auto-ionizagdo da dgua, o que leva a maiores
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Figura 4.1 - Rendimento de xilose para as extracdes da fracdo hemiceluldsica de eucalipto
sob razdo S:L de 1:8 em diferentes tempos e temperaturas:
(X) 145°C, (0) 150 °C, (A) 155°C e (0)160°C.
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concentragdes de H3O" no sistema (ZUMDAHL; ZUMDAHL, 2007). A formagio de acido
acético apos a clivagem dos grupos acetil também contribui para redugdo nos valores de pH
(LIU, SHUIE, 2010). A reducdo do pH em virtude da liberacdo de acido acético e auto-
ionizacao da dgua pode contribuir para reacdes de transformacdo de mondmeros de acucares
em grupos mais reduzidos como 4cido levulinico e férmico (JUN; TSCHIRNER; TAUER,
2012; YANG; WYMAN, 2008).

A extragdo seletiva da hemicelulose € de suma relevancia para ideia de agregar
valor para essa fracdo lignoceluldsica e manter a celulose intacta, assim, nao interferindo no
processo de polpagdo. Possivelmente, a celulose nido foi atacada durante as extragdes
hidrotérmicas, pois a xilose representou em torno de 96% dos agicares no hidrolisado para as
extracoes a 155 e 195 °C (Tabela 4.4). A glicose presente no hidrolisado muito provavelmente
originou-se da hemicelulose, uma vez que a hemicelulose de E. urograndis pode ter em sua
composi¢do, além de xilose, manose, arabinose, ramnose e galactose, também glicose (SUN et
al.,2014).

Como j4 dito, a melhor condi¢do de extragdo em termos de obtencdo de xilose
resultou em 96% deste acucar dentre os compostos quantificados no hidrolisado. Mesmo em
condic¢do relativamente branda, este valor € consideravelmente superior ao de alguns trabalhos
da literatura especifica. Gallina et al. (2016) obtiveram 82% como rendimento maximo global

em termos desta pentose durante extracao a 285 °C. Rafiqul e Sakinah (2012) estudaram o efeito



Tabela 4.4- Composic¢ao parcial do EHH para extracdes feitas com razdo S:L de 1:8.

Concentragdo do composto em g/l

TCO t (min) Volume (1) Glicose Xilose Arabinose Acido acético HMF Furfural

60 0,115 0,215 0,472 0,052 0,094 0,001 0,013

145 150 0,135 0,326 4,668 0,073 1,137 0,017 0,249
195 0,135 0,387 7,781 n.d. 1,885 0,021 0,424

240 0,13 0,293 4,264 0,081 1,075 0,000 0,212

60 0,105 0,153 0,541 0,045 0,094 0,000 0,017

150 150 0,135 0,372 7,447 0,0Sfl 1,767 0,022 0,371
195 0,135 0,419 8,656 nd. 2,129 0,023 0,516

240 0,137 0,348 6,963 n.d.” 1,727 0,020 0,341

60 0,115 0,177 0,357 0,059 0,071 0,003 0,007

155 150 0,133 0,344 6,809 0,053 1,649 0,017 0,334
195 0,132 0,532 9,552 n.d. 2,337 0,012 0,652

240 0,130 0,390 8,177 n.d.” 2,023 0,007 0,452

60 0,112 0,187 0,573 0,002 1,750 0,003 0,410

160 150 0,130 0,320 7,790 0,003 1,840 0,018 0,492
195 0,115 0,421 12,196 n.d. 2,412 0,025 0,587

240 0,110 0,489 12,352 n.d.” 2,348 0,021 0,644

n.d.”: ndo detectado, T: temperatura; t: tempo.

8



83

do tempo, concentracdo de &4cido e razdo S:L sobre a extracdo e hidrdlise da fracdo
hemicelulésica de serragem de madeira e reportaram rendimento maximo de 86% de xilose
ap6s extracdo e hidrdlise a 125 °C, 60 min, razdo S:L de 8 e 4 % (v/v) de H2SOu4,

respectivamente.

4.4. Cultivos de cepas adaptadas de R. toruloides em hidrolisados hemicelulésicos de

eucalipto

Ap0s a escolha da condicdo de extracdo da fracdo hemiceluldsica de eucalipto mais
adequada (160 °C e 195 min), e obtencao do hidrolisado (HHE), procedeu-se com os cultivos
utilizando HHE como substrato para cepas de R. foruloides adaptadas em hidrolisado
hemicelul6sico de bagaco da cana de agucar.

Os primeiros estudos demonstraram como seria a producgdo lipidica e celular sob
diferentes razdes C/N e C/P (Tabela 4.5). Finalizado os estudos de acordo com o planejamento
composto central verificou-se que os melhores resultados foram obtidos em cultivos com C/N
inicial de 100. Observou-se que as maiores concentragdes celular foram obtidas sob C/N inicial

de 100, o que contribuiu para também se alcancar melhores valores de produtividade lipidica.

Tabela 4.5 - Producio de biomassa e lipidios por R. toruloides ap6s 96 h de cultivo em EHH
sob diferentes razdoes C/N e C/P.

Amostra C/N C/P Biomassa Lipidios Produtividade
&) (g (%) (mg/(Lh))
1 100 100 5,11 1,35 26,42 14,00
2 100 340 6,52 1,45 22,24 15,00
3 400 100 3,05 0,69 22,62 7,00
4 400 340 3,02 0,39 12,91 4,00
5 38,5 220 5,96 0,81 13,59 8,00
6 461,5 220 3,16 0,64 20,25 7,00
7 250 50,8 4,81 1,04 21,62 11,00
8 250 389,2 3,88 0,84 21,65 9,00
9 250 220 5,08 0,76 14,96 8,00
10 250 220 3,25 0,66 20,31 7,00
11 250 220 3,75 0,65 17,33 7,00

Altos valores de C/N (389, 400 e 461,5) nao favoreceram as producdes celulares e
lipidicas. J4 as C/N médias (250) ndo resultaram em relativas boas producdes celulares, mas

calcancou-se conteudos lipidicos préximos aos maiores observados neste estudo com
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planejamento composto central. De acordo com o diagrama de Pareto, a 95% de certeza, o efeito

da razdo C/N foi expressivamente mais significativo do que a razdo C/P (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Diagrama de Pareto para cultivos de R. toruloides sob diferentes razdes C/N e

C/P (absolute values, p=0.05).

(1)C/N(L) -11,3947
CP@Q) 6,226306
1Lby2L -3,28798

(2)C/P(L) -2,80647
CN(Q) 2,026602

Os relativos baixos conteudos lipidicos em todos os cultivos provavelmente
ocorreram devido ao baixo contetddo de carbono no hidrolisado, como exemplo, a concentracao
de xilose em torno de 12,19 g/l. Para contornar este problema, um hidrolisado com maior
concentracdo de substratos foi obtido ao se realizar extragdes com razdes S:L. mais elevadas.
Baseado em dados que indicavam que o perfil de extracdo em termos de agicar ndo se alterava
ao se adotar S:L mais altas (Figura 4.3), um hidrolisado hemicelulésico com maior
concentracdo de substratos (HHEc) foi preparado com razao S:L de 1:2 a 155 °C durante 195
min (Tabela 4.6). Apos a calagem, este HHEc continha trés vezes mais xilose que o HHE
(37,399 g/l vs 12,196 g/l).

As primeiras tentativas de cultivo com HHEc em pH inicial igual a 5,0 ndo
apresentaram desenvolvimento celular. Frente a este observado, foram feitas diluigdes
sucessivas do hidrolisado com agua (30, 50, 70% (v/v)) e novos cultivos foram realizados
também a pH inicial igual a 5,0. Mesmo assim, cultivos com estes hidrolisados diluidos também
ndo apresentaram qualquer desenvolvimento celular. Novo cultivo foi feito, porém em pH
inicial de 6,2 e, entdo, crescimento celular foi observado (Figura 4.4), obtendo-se concentracdo
celular de 6.0 g/l e contetdo lipidico de 50%. A xilose, agucar majoritario no hidrolisado, de
concentracdo inicial de 32,00 g/, ao fim de 120 h de cultivo foi consumida em 30%. Por outro
lado, o 4cido acético foi completamente consumido apds 96 h de cultivo, o que resultou em
aumento no pH, chegando a 7,8 ao fim do cultivo. J4 a glicose foi completamente consumida
apos 24 h.

O HMF apresentou perfil ascendente durante as primeiras 48 h de cultivo da R.

toruloides CCT7815. Entretanto, ndo se esperava geracdo deste composto, uma vez que sua
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formacdo a partir da biomassa lignocelulésica ocorre somente em condicdes de maiores
temperaturas, pressdao e com pH altamente acido. Possivelmente, este perfil ascendente deve-se
a possiveis ruidos no processo de quantificacio em HPLC. Ainda sobre o HMF, em relacdo
aos cultivos em que se observaram reducdes das concentracdes deste composto, é factivel a
possibilidade de que estas redu¢des ocorreram apenas em virtude de seu consumo pela R.
toruloides, pois sua degradacdo por outras vias ocorreria sob condi¢des distintas das
empregadas no cultivo (temperatura, pressdo e pH), requerendo também presenca de
catalizadores metdlicos, altas concentracdes de OH™ e ou enzimas especificas (KONG et al.

2018).

Figura 4.3 - Cinética de formacao de agucares redutores para EHH obtidos sob temperatura
de 145 °C (X), 150°C (0O), 155°C (o), 160°C (A) e razdo S:L de 1:3.
50

40

20 -

Concentracdo de aciicares totais
(g/D

0 | i i
50 100 150 200 250
Time (min)

Tabela 4.6 - Composicao do HHEc obtido a 155 °C, 195 min e razdo S:L de 1:2.

Concentracao (g/l)
Hidroli P
drolisado Xilose Acido acético Glicose Arabinose HMF
Sem calagem 47,810 14,092 1,965 1,458 0,160
Com calagem* 37,399 9,884 1,810 0,950 0,119

O conteido de 6leo microbiano de 24,42% obtido com a cepa R. toruloides
cultivada em HHE extraido com razdo S:L. de 1:8 € baixo quando comparado com dados
disponiveis na literatura, uma vez que conteudos lipidicos em cerca de 67% ja foram obtidos
(LI; ZHAO; BAL 2007). A razdo para este baixo contetdo lipidico, conforme j4 discutido, pode
ter se dado em virtude da baixa concentracdo de xilose, 12,196 g/L., menos da metade do

contetdo de xilose reportado em trabalhos similares (BONTURI et al., 2017b; MATSAKAS et
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al., 2017). Sendo assim, a préxima estratégia para aumentar as concentragdes de biomassa e
lipidio foi utilizar hidrolisado com maior concentragao de xilose. Porém, a maior concentragao
de xilose resulta numa maior concentracao de compostos secundarios como furfural, HMF e
acido acético, que podem inibir o desenvolvimento de R. toruloides. Este efeito deletério foi

verificado nas primeiras tentativas de cultivo utilizando o HHEc.

Figura 4.4 - Cinética de cultivo de R. foruloides CCT7815 e consumo das fontes de carbono
ao longo de 120 h de cultivo. Xilose (0), glicose (x), acido acético (Q),

arabinose (®) e HMF (A).
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Como o hidrolisado teve pH inicial fixado em 5,0 apés a calagem, valor apenas
ligeiramente superior ao pKa do acido acético (4,75), possivelmente o acido acético em sua
forma nao dissociada pode ter difundido para dentro do citoplasma levando a uma queda no pH
intracelular, o que veio a inibir o crescimento da levedura (VAN DER POL et al., 2014).

O ajuste do pH do HHEc para 6,2 contornou este problema e observou-se

desenvolvimento celular com produgdo lipidica. Teoricamente, a pH 5,0, 3,56 g/l de acido
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acético estavam na forma nao dissociada e, a pH 6,2, a concentracdo de acido acético nao
dissociada seria quase 10 vezes menor que os valores observados em pH 5,0. O efeito do 4cido
acético em cultivos com pH relativamente baixos também foram observados por Brandenburg
et al. (2016). Estes autores identificaram que a presenca do dcido acético na concentracio de
3,8 g/l e pH 4,9 inibiu o desenvolvimento da levedura L. starkeyi. Entretanto, neste valor de pH
e 2,11 g/l de 4cido acético, os autores observaram crescimento da levedura. Em outro cultivo,
estes autores verificaram crescimento de L. starkeyi mesmo na presenga de dcido acético em
3,9 g/l a pH 6,0. Comparando estes relatos com o observado no cultivo com HHEc, podemos
concluir que, quando na presenca de 4cidos organicos, o pH tem influéncia mais forte no
desenvolvimento microbiano do que a concentragdo do 4cido em si.

Durante o cultivo com HHEc ndo foi detectado consumo de arabinose pela R.
toruloides CCT7815. Repressdo catabdlica possivelmente ndo € explicacdo para essa
observacdo uma vez que glicose, xilose e dcido acético foram consumidos simultaneamente
(Figura 4.4). O crescimento da levedura cessou assim que todo o dcido acético foi consumido;
possivelmente o consumo de dcido acético, e consequente elevacdo no pH para 7,8, inibiu o
desenvolvimento celular. Além disso, metabdlitos formados durante o cultivo podem ter
contribuido para redu¢do na aptidao celular.

Mesmo com concentragdo de xilose relativamente alta no HHEc, o valor de
biomassa seca de 6,0 g/L, foi muito préximo daqueles observados nos cultivos com HEE (6,54
g/L) (Tabela 4.7). Contudo, o contetido lipidico aumentou em torno de 100% nos cultivos com
HHECc, alcangando 50% de lipidios em relacdo a biomassa seca. A maior concentra¢ao de acido
acético no HHEc possivelmente contribuiu para o maior contetdo lipidico, uma vez que esta
fonte de carbono é relacionada a producao e acimulo lipidico. Quando comparado com glicose
e xilose, o dcido acético € assimilado por uma via mais curta para ser utilizado para manutencao
celular (ZHENG etz al., 2012). O acetato reage com a coenzima A para formacao da acetil-CoA.
Ja a glicose € convertida em piruvato e somente apos a¢do da enzima piruvato desidrogenase
ha a formacao da acetil-CoA. Quando o sistema metabdlico estd sob limitacao de nutriente (e.g.,
limitacdo de nitrogénio), o acetil-CoA em excesso € direcionado para sintese lipidica (ZHENG
etal., 2012).

Terminada a ALE e selecionada a cepa Rth como a mais eficiente, cultivos com
esta nova cepa foram desenvolvidos baseados nas informag¢des/condi¢des obtidas através dos
estudos com a cepa CCT7815 (Tabela 4.7, Figura 4.5). Ap6s 120 h de cultivo observa-se que
os resultados de concentragdes celular (2,6 g/1) e lipidica (1,7 g/l) foram baixos quando

comparados com os obtidos com a cepa CCT7815, cultivada no mesmo hidrolisado (HHEc).
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Entretanto, o contetdo lipidico de 64,3 % nao foi somente superior ao observado com a cepa
CCT7815 e aos outros cultivos relatados nesta tese, mas também superior a todos os trabalhos
focados na producdo de 6leo microbiano a partir de hidrolisado de biomassa lenhosa
(BRANDENBURG et al., 2016; LOPES; BONTURI; MIRANDA, 2020; MATSAKAS et al.,
2017; OSORIO-GONZALEZ et al., 2019).

Tabela 4.7 - Producdo lipidica de cepas de R. toruloides em hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto.

Biomassa Lipidios
Cepa Fonte de carbono
P (g (g/) (%)
CCTI815 HHE 6,5 1,4 22,2
HHEc 6,0 3,0 50,0
Rth HHEc 2.6 1,7 64,3

Figura 4.5 - Cinética da cepa Rth e consumo das fontes de carbono ao longo de 120 h de
cultivo. Concentragdes de xilose (0), glicose (x), acido acético (0),

arabinose () e furfural (A).
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Possivelmente, a baixa conversao global das fontes de carbono contribuiu para os
diminutos valores de biomassa e lipidios, visto que a xilose, principal composto do HHECc foi
consumida em apenas 6,3% de sua concentracdo inicial. J4 em relacdo ao maior contetido
lipidico observado, faz-se aqui também necessdario frisar que, o 4cido acético pode favorecer a
lipogénese, uma vez que € mais rapidamente convertido a acetil-CoA quando comparado com
os acucares constituintes do HHEc (ZHENG et al., 2012). Além disso, infere-se que ao
metabolizer dcido acético, a cepa Rth apresenta menor coeficiente de manutencgao celular, vide
o maior conteudo lipidico.

O 4cido acético ndo apresentou carater inibitério ao desenvolvimento celular, uma
vez que o mesmo foi assimilado j4 nas primeiras horas de cultivo amostradas e foi verificado
desenvolvimento da Rth. Entretanto, possivelmente ocorreu intensa repressao catabdlica do
acido acético em relagdo a xilose, uma vez que este agicar nao foi efetivamente metabolizado
pela levedura. Comparando os dados deste cultivo com os apresentados no Capitulo 3 (Figura
3.6), pode-se inferir que, provavelmente, a concentragdo de dcido acético no hidrolisado faz
com que a levedura assimile ou ndo a xilose. Os resultados obtidos para esta cepa quando
cultivada em HHBCc (capitulo 3) demonstraram que a xilose s6 foi consumida apés completo
consumo da glicose e quase deple¢do do acético no meio. J4 nos cultivos da Rth em HHEc
revelaram que, mesmo apos total consumo da glicose, a xilose ndo foi assimilada efetivamente,
provavelmente em razao da maior concentracio de 4cido acético ainda presente no hidrolisado.
Outro fato a se destacar neste cultivo foi a completa assimilagdo de furfural, um potencial
inibidor que nao fora consumido em nenhum outro cultivo com hidrolisado no presente
trabalho.

No tocante ao cultivo com a cepa CCT7815, em que houve assimilacdo simultanea
de xilose e dcido acético, observa-se que o dcido acético foi consumido mais rapidamente que
a xilose, com taxas de consumo de 93,00 mg/(1-h) e 79,00 mg/(1-h), respetivamente (Figura
4.4). O consumo de acido acético pela R. foruloides CCT7815 e Rth € uma caracteristica
importante, pois esta fonte de carbono é comumente presente em hidrolisados hemiceluldsicos
e muitas vezes até tratado como inibidor, requerendo métodos secunddrios de tratamento.
Estudos atuais testaram o uso do 4cido acético gerado durante tratamento anaerdbico de dgua
residudria como substrato para leveduras oleaginosas (LOPES; RAMOS; SILVA, 2017;
VEERAMALINI et al., 2019). Seguindo esta estratégia, o acido acético pode se tornar uma
fonte de carbono potencial na producgao lipidica, pois o tratamento de dguas residudrias esta

largamente empregado em muitas industrias (HUANG, XIANG-FENG et al., 2016).
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Brandenburg et al. (2016) verificaram a estratégia de batelada alimentada (pH-stat)
durante o cultivo de R. toruloides usando hidrolisado hemicelulésico de bétula e reportaram
biomassa de 15,63 g/l e 51,3% de conteido lipidico com168 h de cultivo. Estes autores
utilizaram hidrolisado com concentracdo de xilose similar a presente no HHEc e alcancaram
concentracoes celular e lipidicas superiores, mas inferiores no quesito contetdo lipidico quando
comparado com os valores obtidos com a Rth. As maiores concentracdes de biomassa e lipidios
possivelmente ocorreram em funcdo do cultivo em batelada alimentada, modo de cultivo
conhecido por propiciar maiores concentragdes de biomassa (LOPES et al., 2020; QIAN et al.,
2020). Somado a isto, neste modo de cultivo € possivel o controle de varidveis como pH,
aeracdo, reducao da concentragdo dos metabolitos formados e concentracao de fonte de carbono
durante o cultivo, diferentemente dos cultivos em frascos. Matsakas et al. (2017) relataram
biomassa de 7,1 g/l e producdo lipidica de 2,9 g/l (contetdo lipidico de 39%) em cultivo de R.
toruloides utilizando hidrolisado hemiceluldsico de Betula pendula como substrato em
biorreator de tanque agitado, producdo e conteudo lipidico inferiores aos observados no
presente trabalho. Além disso, Matsakas et al. (2017) aplicaram tratamentos secundarios no
hidrolisado pela acdo de Bacillus sp. para remocdo de 4cido acético e tratamento com carvao
ativado para remocdo de furfural e fendis, tratamentos estes ndo empregados no presente

trabalho.

4.5. Conclusao

As cepas adaptadas de R. toruloides foram capazes de crescer e produzir 6leo microbiano
quando cultivadas em hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto sem pré-tratamentos secundarios
(apenas calagem), mostrando que este hidrolisado tem potencial para ser fonte de matéria prima
de baixo custo para a cadeia de producdo de biodiesel. Verificou-se também, que o pH do meio
pode definir se o dcido acético serd assimilado como inibidor ou fonte de carbono. Cultivos
com pH acima do pKa do 4cido acético impedem o efeito inibitério deste dcido e permitem que
ele seja consumido pela levedura e contribua efetivamente para maiores actimulos lipidicos. A
cepa Rth alcangou o maior contetdo lipidico reportado até o momento no tocante a leveduras

oleaginosas cultivadas em hidrolisados hemiceluldsicos de eucalipto.
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5. CEPAS DE R. toruloides CULTIVADAS EM MODOS
BATELADA E CONTINUO

5.1. Introducao

Sabendo-se que o conteudo lipidico das células pode ser influenciado por diversos
fatores, como origem da cepa oleaginosa, fonte de carbono, razao C/N, composicao do meio e
condig¢des de cultivo, torna-se importante identificar a melhor condi¢cdo para sintese lipidica
(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).

Durante os cultivos em batelada, os microrganismos mudam constantemente seu
estado fisioldgico em resposta as alteracdes nas condi¢des do ambiente externo (SHEN et al.,
2013). Tais mudangas podem ocorrer devido a escassez de nutrientes, acimulo de compostos
téxicos e mudangas no balango 16nico em funcao de variagdes do pH. Todos estes fendmenos
sdo conhecidos pelo potencial em inibir o crescimento microbiano (MONOD, 1949). Como
exemplo tem-se o trabalho de caracterizacdo fisioldgica de R. foruloides em cultivo com
glicerol realizado por Azambuja et al. (2018): estes autores observaram que o aumento de pH
de 6,0 para 7,3 limitou o crescimento da levedura mesmo antes da exaustdo da fonte de carbono.

Uma caracterizagdo minuciosa da fisiologia do acumulo lipidico € importante como
conhecimento basico do microrganismo e € crucial para o aumento de escala do processo de
obtencdo de lipidios microbianos e produgdo oleoquimica. Uma vez que, para se adquirir dados
precisos o modo de cultivo continuo pode ser o mais adequado, pois oferecer melhor controle
das varidveis que compdem o ambiente de desenvolvimento do microrganismo (SHEN et al.,
2017).

Apenas um pequeno nimero de estudos abordaram o tema de cultivo continuo para
caracterizar leveduras oleaginosas (ANSCHAU et al., 2014; BELIGON et al., 2016;
KERKHOVEN et al., 2016) e este numero € ainda menor quando se trata da R. toruloides
(SHEN et al., 2013, 2017). Sendo assim, o estudo de cultivo de R. toruloides em substratos
relacionados ao conceito de biorrefinaria torna-se importante para se identificar aspectos

relevantes na procura de condi¢des 6timas de cultivo e produgao lipidica.
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Com base no externado, este capitulo apresenta os resultados dos cultivos da
levedura R. toruloides CCT0783 em modo continuo utilizando diferentes fontes de carbono e
razdes C:N. Para este estudo, dcido acético, glicerol e xilose foram escolhidos como fontes de
carbono, uma vez que a hemicelulose, fracdo abundante na biomassa vegetal tem como
compostos formados apds hidrélise moléculas de xilose e dcido acético em concentragdes
relativamente elevadas (CHANDEL; SILVERIO; SINGH, 2013). J4 o glicerol é o principal
subproduto na producgdo de biodiesel, gerado na proporcdo mdssica glicerol:biodiesel de 1:10
(PAPANIKOLAOU et al., 2008). Assim, o uso destes substratos escolhidos pode ser integrado
a biorrefinaria e promover uma economia circular.

Compde também este capitulo, o primeiro estudo de cultivo da cepa Rth em
biorreator de tanque agitado utilizando hidrolisado hemiceluldsico de bagaco da cana de agucar
como fonte de carbono. Este estudo, ainda fundamental, visou avaliar a producdo celular e
lipidica em um sistema com maior controle de parametros de cultivo. Além disso, este cultivo

serd a base para estudos futuros em que a Rth serd cultivada em biorreatores de tanque agitado.
5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Cepa e inéculo

As células de R. toruloides CCT0783 —adquiridas da Cole¢do de Culturas Tropicais
da Fundacdo André Tosello (Campinas, Sao Paulo, Brasil) — e de Rth utilizadas neste estudo,
foram mantidas a -80 °C em solugdo de glicerol 10% (v/v). A reativacdo de cada cepa foi feita
em tubos tipo Falcon contendo 10 ml de meio YPD e 1 ml de células durante 24 h a 200 rpm e
28 °C. Entdo, as células reativadas foram transferidas para frascos tipo Erlenmeyer de 250 ml
contendo 50 ml de meio YPD. Estes frascos foram incubados por 24 h a 28 °C e 200 rpm. Apés
este periodo de incubacgdo, as células foram coletadas por centrifugacdo e ressuspensas em

solugdo de NaCl 0,9% (m/v) para uma OD (absorbéancia a 600 nm) de 20.

5.2.2. Biorreatores

O reator utilizado para os experimentos em modo continuo e batelada alimentada foi
um MiniBio 1000™ com volume de trabalho de 1,0 1 (Applikon Biotechnology, Delft, Holanda)
equipado com controle de temperatura, sensor de oxigénio dissolvido e monitor de biomassa

modelo Buglab BE3000 (Bug Lab, Concord, EUA) e monitor de liberacdo de CO2 e O2
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(BlueInOne, BlueSens, Herten, Alemanha). Os dados foram coletados e processados com auxilio
do software BioXpert V2 versao 2.95 (Applikon Biotechnology, Delft, Holanda).

Para o cultivo em batelada da cepa Rth foi utilizado o biorreator Bio-Tec-1 com
volume util de 1,0 1 (Tecnal, Piracicaba, Brasil) equipado com controles de temperatura, pH e
oxigénio. O software de controle e aquisi¢do de dados utilizado foi o Bio-Tec-Ihm (Tecnal,

Piracicaba, Brasil).

5.2.3. Cultivos em turbidostato

Os cultivos em turbidostato foram executados com meio basal composto por (g/1):
KH>POy4, 3,0; MgS04, 0,5; 1 ml de solugdo tracos e 1 ml de solucdo de vitaminas (LAHTVEE
et al., 2017). O meio basal foi suplementado com uma fonte de nitrogénio (sulfato de amonio)
e as fonte de carbono em estudo — dcido acético, glicerol ou xilose — separadamente. Para a fase
inicial em batelada, 10 g de carbono e 5 g de nitrogénio foram adicionados por litro do meio
basal, resultando em razao molar C/N de 4,5. Os cultivos foram e inoculados com 10% (v/v) de
células. Na fase de cultivo continuo, duas fontes de nutrientes foram preparadas em frascos
distintos. O primeiro frasco (frasco 1) continha meio basal suplementado com 10 g/l de fonte
de carbono (acido acético, glicerol ou xilose) e 1,1 g/I de fonte de nitrogénio. O segundo frasco
(frasco 2) continha meio basal suplementado com a mesma concentraciao de fonte de carbono
(10 g/1), mas sem adicao de nitrogénio (Figura 5.1). Esta configuracdo permitiu a mudanca das
razdes C/N apenas ajustando-se a razdo de alimentacdo das bombas dos frascos 1 e 2 enquanto
a concentracao de carbono no meio se mantinha constante nas linhas de alimentacio do reator.
O reator passou a operar em modo continuo ap0s a cultura alcangar densidade Optica desejada.
Amostras foram coletadas apenas quando o sistema em condicdo especifica (substrato e razao
C/N) atingia o estado estaciondrio, ou seja, quando parametros como consumo de oxigénio,
liberagdao de COz e densidade Optica se mantinham constantes por no minimo trés tempos de
residéncia. O pH da cultura foi mantido em 6,0 com auxilio de solucdes de KOH 2,0 mol/l e a
temperatura em 30 °C. Todos os cultivos foram mantidos em condicdes aerébias com a

manuten¢do da pO2 acima de 30%.

5.2.4. Cultivo em batelada

Assim como o hidrolisado utilizado na adaptacao, o hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco da cana de agicar (HHBCb) utilizado neste estudo também foi gentilmente doado,

pelo Dr. Silvio Silvério da Silva (Laboratério de Bioprocessos e Produtos Sustentaveis, LBios,
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Figura 5.1 - Representacdo do esquema montado para cultivo continuo de R. toruloides

com diferentes fontes de carbono.

Aquisigdo
de dados

Saida

Frasco 1 I | = o N
Fonte de carbono > [ T 1 1
(10 g/L)

Frasco 2 Biorreator

Fonte de carbono (10 g/1)
e nitrogénio (1.1 g/l) com
Razdo C/N de 20.

Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sao Paulo, Brasil). Como o HHBCb, foi
doado em sua forma ja concentrada, o material sofreu apenas ajuste de pH (6,0) utilizando
NaOH e esterilizacdo, com filtro de poro 0,22 um marca JetBiofil (Guangzhou Jet Bio-Filtration,
Guangzhou, China). Apés calagem o HHBCb teve a seguinte composi¢@o parcial (g/l): xilose,
65,45; acido acético, 4,62; glicose, 4,56 e arabinose, 0,64.

O volume reacional total foi de 700 ml, sendo 88% deste total constituido de HHBCb
estéril, 2% de soluc¢do de micronutrientes (MEESTERS; HUIUBERTS; EGGINK, 1996), 10%
de indculo. Para estabilizacdo do pH em 6,0 durante o cultivo, utilizou-se solu¢gdes de HCI 3,0
mol/l e NaOH 2,5 mol/l alimentadas separadamente por bombas peristélticas. Um frasco com
solucdo estéril de antiespumante 20% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi conectado ao
reator para o caso do sistema de controle detectasse altos niveis de espuma.

O reator foi mantido com agitacio constante em 500 rpm, temperatura a 28 °C e aeracdo a
1,0 vvm por 144 h. Fez-se a quantificacdo da concentracao celular e producao lipidica somente
ao final do cultivo, sendo assim, ndo houve amostragem para andlises de concentragdes celular

e lipidica antes de 144 h.

5.2.5. Métodos analiticos

Para ambos os cultivos em biorreator de tanque agitado a quantificacdo de biomassa
foi feita gravimetricamente, enquanto as quantificacdes de lipidios foram feitas em triplicata,
seguindo a metodologia proposta por Folch; Lees; Stanley (1957), utilizando solu¢do de

cloroférmio e metanol na razdo 2:1 (v/v). Os lipidios extraidos das células cultivadas em
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turbidostato foram recuperados utilizando evaporador rotativo modelo R-200 (Buchi, Flawil,
Alemanha); j& para as células cultivadas em batelada, utilizou-se evaporador rotativo modelo

TE-211 (Tecnal, Piracicaba, Brasil).

5.2.6. Métodos analiticos para os estudos em modo turbidostato

O crescimento celular foi monitorado por sensor 6ptico imersivel (absorbancia a
1300 nm) e a biomassa foi quantificada por gravimetria. Concentragdes de xilose, xilitol,
piruvato, acido acético e glicerol foram quantificadas por HPLC (equipamento Prominex
Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com detector refrativo RID-10A (Shimadzu, Kyoto, Japao).
A coluna utilizada foi uma HPX-87H (Biorad, Hercules, EUA) a temperatura de 45 °C e H2SO4
5,0 mmol a 0,6 ml/min como fase movel.

A extracao de carotenoides foi feita seguindo metodologia proposta por Lee et al.
(2014). A quantificacdo e caracterizacdo dos carotenoides foi feita em HPLC modelo Dionex
Ultimate 3000 (ThermoFisher, Massachusetts, EUA) com detector de arranjo de diodo modelo
DAD 3000 e coluna Acclaim 120 C18 (ThermoFisher, Massachusetts, EUA) a 40 °C,
utilizando-se uma mistura de acetona e dgua como fase moével nas seguintes proporcdes
acetona:agua (%, v/v): 80:20 de 0-5 min (curva ascendente), 100:0 de 5-10 min (platd) e 80:20
10-11 (curva descendente) (WEBER; ANKE; DAVOLI, 2007).

5.2.7. Métodos analitico para o estudo em modo Batelada

As quantificagdes parciais dos compostos presentes no hidrolisado ao longo do
cultivo foram feitas por HPLC (equipamento Dionex Ultimate 3000, ThermoScientific,
Sunnyvale, EUA) equipado com coluna HPX-87H (Biorad, Hercules, EUA) operando a 50 °C,
utilizando solu¢do de H2SO4 5 mmol/l como fase mével a vazao de 0,6 ml/min. Cada amostra
em triplicata retirada no intervalo de 24 h foi analisada por esta técnica. A densidade Gtica,
também monitorada a cada 24 horas, foi mensurada em espectrofotdmetro modelo UV-1900

(Shimadzu Corp., Kyioto, Japao).

5.2.8. Equacoes utilizadas para calculos de conversdes e produtividade em modo

turbidostato

Os fatores de conversdo de substrato em células (Yxs) € em lipidios (Yvis),
produtividade celular (gx), taxa de consumo de substrato (qsubs) € produtividade especifica de

lipidios (riip) foram calculadas conforme as equagdes 5.1 a 5.5:
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Yo = = (%) (5.1)
= 1) 52
g =x+2 () (5.3)

Gsuvs = 5 = () (5.4)
Tiip = é *% (gfh) (5-5)

onde s (g/1) € a concentracdo de substrato consumido, x (g/l) é a concentracdo celular, 1 (g/1) é
a concentracdo lipidica. D (1/h) € o fator de dilui¢do aplicado no momento em que o sistema se

encontrava estavel.

5.3. Resultados e discussao

5.4. Cultivo em modo batelada da cepa Rth em HHBCb

O cultivo em modo batelada permitiu obter perfis de consumo das fontes de carbono
presentes no hidrolisado e quantificar as produgdes celulares e lipidicas. Durante as primeiras
24 h de cultivo observou-se constante aumento no valor de pH, o que acarretou em elevada
adicao de 4cido e base para manter o sistema dentro da faixa de pH desejada 6,0 £ 0,10 (Figura
5.2). Isto era de certa forma esperado, pois, segundo Fei et al.( 2016), dependendo da espécie
de levedura oleaginosa, quando cultivada em hidrolisados hemicelul6sicos, é provavel que
ocorra consideravel elevacdo nos valores de pH durante o cultivo em virtude do consumo de
acido acético presente no meio.
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