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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos visando o melhoramento genético
da linhagem de levedura Lipomyces starkeyi DSM 70296, visando sua utilizagdo na
biossintese de precursores de biocombustiveis a partir de fontes renovaveis.
Inicialmente foram verificados os parametros de mutagénese. O melhoramento genético
foi conduzido por mutagénese aleatéria de DNA por irradiagao ultravioleta. O tempo de
exposicao foi ajustado de forma a assegurar uma taxa de sobrevivéncia celular nao
superior a 5%, para obter individuos contendo elevado acumulo de mutagcées no DNA.
Os mutantes foram selecionados com o uso da cerulenina agente interferente ao
metabolismo de interesse, de forma que fossem identificados os mutantes cujas
alteragdes genéticas pudessem estar promovendo efeitos sobre este metabolismo. Os
mutantes que demonstraram crescimento normal em meio de cultura suplementado com
cerulenina foram considerados bons candidatos para estudos aprofundados. Nesta
etapa foram selecionados 90 mutantes, dos quais foram selecionados os oito melhores
candidatos para estudo através de fermentacdo em frascos agitados. A avaliagdo de
desempenho fermentativo foi conduzida a partir da avaliagdo dos indices de crescimento
e produtividade de lipideo utilizando meio de cultura contendo xilose como unica fonte
de carbono. A fermentacdo da cepa padrao foi conduzida nas mesmas condi¢des para
permitir uma analise comparativa. Os resultados obtidos mostraram que um dos
mutantes (identificado como A1) apresentou aumento significativo nos indices de
produtividade de biomassa e lipideo em relagao a cepa padrao (teste de Tukey com 95%
de significancia). Este mutante foi entdo selecionado para estudo aprofundado através
da fermentagado em biorreator utilizando a mesma composicdo de agucares observada
em bagaco de cana-de-acucar (30% glicose: 70% xilose), conforme determinado em
outros estudos conduzidos em nosso laboratério. Novamente, a fermentagcdo da cepa
padrao foi conduzida nas mesmas condigbes para permitir a analise comparativa. Os
resultados confirmaram que o mutante A1 apresenta maior produtividade tanto em
biomassa (88 g/L) quanto em fracéo de lipideo (54,6%), em comparacao a cepa padrao
(76 g/L e 47,5%, respectivamente). Estes resultados indicam a viabilidade da estratégia
de mutagénese aleatéria aliadas a selecdo de mutantes por cerulenina para o
melhoramento genético desta levedura oleaginosa, visando sua aplicagdo no processo
de biossintese de precursores de biocombustiveis de segunda geragao.

Palavras-chave: Lipomyces starkeyi DSM 70296, mutagénese aleatoria,
irradiagcdo ultravioleta, levedura oleaginosa, cerulenina, lipideos microbianos,
biocombustiveis.
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ABSTRACT

In this work it were performed studies aiming the genetic improvement of the
yeast Lipomyces starkeyi strain DSM 70296 for its utilization in the biosynthesis of
biofuels’ precursors from renewable sources (sugarcane bagasse). Initially, we defined
the parameters of mutagenesis. The genetic breeding was carried out by random
mutagenesis of DNA by ultraviolet irradiation. The exposure time was adjusted to ensure
a cell survival rate not exceeding 5%, in order to obtaining individuals presenting high
rates of DNA mutations. The mutants were selected by using cerulenin, an compound
displaying effects on the metabolism of interest (biosynthesis of lipids). Thus, the
selected mutants are potentially carriers of genetic alterations in this particular
metabolism. The mutants demonstrating normal growth in culture medium supplemented
with cerulenin were considered good candidates for in-depth studies. In this step we
selected 90 mutants, of which eight were considered the best candidates for further
studies by fermentation in shake flasks. The evaluation of fermentative performance was
carried out based on growth and lipid productivity rates using culture medium containing
xylose as sole carbon source. The fermentation of the wild-type strain was conducted
under the same conditions to allow a comparative analysis. The results showed that the
mutant identified as A1 presented a significant increase in the productivity rates of both
biomass and lipid in comparison to wild-type strain (Tukey test with 95% significance).
This mutant was then selected for detailed study by fermentation in bioreactor using the
same carbohydrate composition observed in sugarcane bagasse (30% glucose: 70%
xylose), as previously determined by other studies in our laboratory. Again, fermentation
of the wild-type and the mutant A1 was performed under the same conditions in order to
allow a comparative analysis. The results confirmed that the A1 mutant presents an
increased productivity of both biomass (88 g/L) and lipids (54.6%) when compared to the
wild-type strain (76 g/L and 47.5%, respectively). These results indicate the feasibility of
random mutagenesis strategy coupled with mutant selection employing cerulenin for the
genetic improvement of the oleaginous yeast L. starkeyi, focusing its use in the

biosynthesis of precursors of second generation biofuels.

Keywords: Lipomyces starkeyi DSM 70296, random mutagenesis, ultraviolet irradiation,
oleaginous yeast, cerulenin, microbial lipids, biofuels.

XiX



Introducéo

I. INTRODUGAO

Com o aumento do prego do petréleo bruto e a crescente preocupagdo com o
esgotamento dos derivados fésseis, vem se estabelecendo uma grande demanda por
fontes renovaveis para a produgcado de combustiveis. Nos Ultimos anos, as industrias
deste setor tém voltado seu foco para a exploragéo de recursos que utilizem tais fontes
como substrato e baseiem-se em processos limpos, isto &, com baixo indice de emissao
de gases (CO, CH4 e NO,).

Entre os principais combustiveis alternativos esta o biodiesel produzido a partir
de oleos vegetais (palma, colza e soja), gordura animal e 6leo residual de cozinha. Sao
os chamados ‘biocombustiveis de primeira geracao’. No entanto, todos estes recursos
requerem energia e areas de cultivo para sua producéo em larga escala, competindo
diretamente por areas de plantio e por recursos energéticos com as culturas

agropecuarias (Meng et al., 2009, Vicente et al., 2009).

Assim, apesar dos impactos favoraveis que sua comercializagdo pode oferecer,
0s aspectos econdémicos envolvidos na producéo do biodiesel de primeira geragéo tém
sido um fator limitante a sua ampla utilizagdo. Sendo assim, tém-se buscado fontes
renovaveis que nao concorram por areas de plantio com outros setores: sao estes os

chamados ‘biocombustiveis de segunda geragao’.

Dentre os principais recursos disponiveis para a producao de biocombustiveis da
segunda geragao, a biomassa lignoceluldsica assume posigdo de destaque ndo apenas
pela sua abundancia no planeta, como também por constituir material de residuo de
diversos setores industriais. No caso da biomassa vegetal, apontam-se ainda vantagens
ecologicas dado que seu uso contribui com o balango de carbono: o CO, emitido pela
industria é recapturado via fotossintese pelas plantas que lhe servem de matéria-prima.
O desafio atual € o desenvolvimento de processos competitivos para a obtencdo de
biocombustiveis a partir desta biomassa, viabilizando a producdo em larga escala e a
custos acessiveis de forma a permitir a substituicdo dos combustiveis fosseis pelos

biocombustiveis.

A conversao da biomassa lignocelulésica em biodiesel supde a transformacao
dos agucares complexos que compdem a estrutura vegetal (celulose e hemicelulose) em

lipideos com composi¢do e em quantidades adequadas a demanda industrial. Neste
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contexto, os microrganismos com capacidade de produzir quantidades significativas de
lipideos, os chamados microrganismos oleaginosos ou SCO (Single Cell Qil), despontam
como uma interessante ferramenta para a produgdo de biodiesel a partir dos residuos
lignocelulésicos uma vez que existem diversas linhagens naturalmente capazes de
metabolizar os agucares complexos presentes na biomassa vegetal, como algumas

espécies de leveduras, bactérias e fungos, entre outros.

Entretanto, mesmo entre os microrganismos mais eficientes em realizar tal
bioconversdo, ainda existe uma grande distancia entre a produtividade ‘natural’ das
cepas e a produtividade requerida para atender as demandas do processo em escala
industrial. Neste sentido, € fundamental o desenvolvimento de novas estratégias que
permitam aumentar a produtividade do processo de transformacdo da biomassa
lignocelulésica em energia. Entre tais estratégias sobressaem-se as ferramentas da
biologia molecular e engenharia genética, visando direcionar o metabolismo das células
para um melhor aproveitamento do substrato e aumento da sua capacidade

biossintética.

Neste contexto, o projeto em questdo se propOs a aplicar uma metodologia de
manipulagdo genética da levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi DSM 70296,
previamente selecionada por outro trabalho em nosso grupo por apresentar grande
potencial de uso na produgdo de biocombustiveis de segunda geragdo as partir de
biomassa vegetal. A manipulacido genética foi conduzida com a finalidade de aumentar

sua produtividade natural no processo de fermentacao.
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OBJETIVO GERAL
Utilizar mutagénese aleatoria do DNA da Lipomyces starkeyi DSM 70296 para
obtencdo de microrganismos com maior produtividade de bioconversdo de xilose, em

lipideos.

Objetivos especificos

1. Padronizagdo da metodologia de mutagénese aleatéria por irradiagéo ultravioleta,
através de (curvas dose-resposta) para acessar niveis de sobrevivéncia celular

entre 1-5%.

2. Selecdo dos mutantes candidatos por plagueamento em meio seletivo contendo

cerulenina, um inibidor da atividade da enzima acido graxo sintase.

3. Estudo dos melhores mutantes candidatos em frascos agitados, acompanhando
seu crescimento e acumulo de lipideos, utilizando xilose como fonte de carbono e

usando a cepa padrdo como controle.
4. Estudar o desempenho dos mutantes selecionados em biorreator utilizando os

mesmos parametros de fermentagcao estabelecidos para a cepa padrao, de forma

a avaliar o potencial de utilizagdo em maior escala.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Il. 1. Biodiesel: a busca por combustiveis renovaveis.

Preocupagdes sobre segurancga energética, alteragdes climaticas e o preco do
petréleo estdo impulsionando a busca de fontes alternativas de energia que permitam
reduzir a dependéncia dos produtos fosseis. Neste sentido os combustiveis derivados de
recursos renovaveis vém sendo considerados uma das melhores opgdes no curto prazo
(Zhao et al., 2008, Ma and Hanna, 1999, Meng et al., 2009, Azevedo, 1998, Peng and
Chen, 2012)

Uma das mais importantes fontes de energia renovavel é o biodiesel, produzido a
partir de Oleos, gordura animal e biomassa vegetal, onde os triglicerideos sao
convertidos em ésteres monoalquilicos de acidos graxos de cadeia longa (Lang et al.,
2001, Vicente et al., 2004, Meng et al., 2009).

Para a producao de biodiesel, varios lipideos renovaveis tém sido escolhidos,
como: oleos de vegetais, gorduras animais e 6leo residual de cozinha. No Sudeste
Asiatico, Europa, Estados Unidos e China, o 6leo de palma, 6leo de colza ou canola, a
soja transgénica e o 6leo de cozinha residual estdo sendo utilizadas para produzir
biodiesel, respectivamente (Aggelis et al., 1995, Vicente et al., 2004, Caldeira, 2011). As
principais vantagens do biodiesel incluem o fato de constituir um recurso renovavel de
facil fabricagéo (Sheehan et al., 1998) e com baixo teor de enxofre (Antolin et al., 2002,
Vicente et al., 2004).

Entretanto, o biodiesel derivado de plantas oleaginosas ou gorduras animais
substitui s6 uma pequena fragdo do total demandado pelo setor sem comprometer areas
de cultivo utilizadas para culturas alimenticias (Chisti, 2007, Meng et al., 2009). O
biodiesel produzido a partir de 6leos vegetais requer vastas areas cultivadas para sua
produgdo em larga escala, enquanto a utilizagdo de 6leos provenientes de gordura
animal prevé imensos gastos com a criagado e alimentagdo dos animais (Meng et al.,
2009).
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Assim, apesar do impacto favoravel que a comercializacdo do biodiesel de
primeira geracao oferece, sua producao tem sido insuficiente para substituir o diesel
derivado de fontes fosseis (Lang et al., 2001, Vicente et al., 2004, Meng et al., 2009).
Neste sentido, o combustivel alternativo ndo s6 deve ter melhores beneficios ambientais
como também deve ser economicamente competitivo e produzido em quantidades

suficientes para causar impacto significativo na demanda de energia (Meng et al., 2009).

Neste contexto, a producédo de biodiesel a partir de residuos lignocelulésicos
provenientes dos setores agroflorestais sobrevém como uma alternativa viavel para
substituir o combustivel féssil. Existe um crescente interesse na identificagdo de
microrganismos capazes de converter os agucares complexos presentes na biomassa
lignocelulésica em moléculas combustiveis, como etanol e acidos graxos. No caso de
biodiesel, os microrganismos oleaginosos tém sido muito estudados como alternativa a
origem agricola e animal, por apresentarem ciclo curto de produgédo, demandarem pouco

espaco fisico e ndo estarem sujeitos aos efeitos de sazonalidade (Meng et al., 2009).

Além disso, os lipideos produzidos por microrganismos oleaginosos apresentam
composigdo de acidos graxos semelhante a de dleos vegetais (Huang et al. 2009),
sendo ricos em acidos graxos poli-insaturados (Ratledge and Wynn, 2002, Ratledge,
2002, Garzon, 2009, Francisco, 2010)

Il. 2. Lipideos microbianos ou SCO (SINGLE-CELL OIL)

Referem-se a lipideos microbianos as gorduras e/ou 6leos produzidos por
processos fermentativos usando algas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras. Os
triglicerideos sdo os principais componentes lipidicos encontrados nestes
microrganismos (Ratledge, 1991). Triglicerideos constituem cadeias de acidos graxos
entre 14 e 20 carbonos (Zhao et al., 2008), o que Ihes provéem atrativas caracteristicas

industriais. A Figura 1 mostra a estrutura primaria de um triglicerideo.
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Figura 1. Estrutura quimica dos triglicerideos.

SCO ou Single-cell oil é o termo adotado pela comunidade cientifica para
denominar os lipideos e, particularmente, os ftriglicerideos produzidos por
microrganismos (Aggelis and Komaitis, 1999). Os SCO s&o potencialmente
comercializaveis. Devido ao elevado conteudo de acidos graxos poliinsaturados (PUFA),
os produzidos por fungos e algas tém usos como nutracéuticos, farmacéuticos e como
suplemento agropecuario (Ratledge, 1993, Lewis et al., 2000). Enormes avangos foram
obtidos quanto a aplicagdo dos SCO de levedura na industria oleoquimica e,
particularmente, na produgado de biodiesel, gracas a semelhanga quimica com os 6leos
vegetais (Xue et al., 2006, Dai et al., 2007, Liu and Zhao, 2007, Zhao et al., 2008, Peng
and Chen, 2008, Ratledge and Cohen, 2008, Angerbauer et al., 2008, Xiong et al., 2008,
Karatay and Donmez, 2010, Hong et al., 2011).

Diferentes microrganismos, como microalgas (Chisti, 2007, Francisco, 2010,
Brennan and Owende, 2010), bacilos e fungos (bolores e leveduras), pertencentes a
diversas familias, possuem a capacidade de produzir e acumular uma grande fragao de
lipideos em relagdo a sua massa seca (Alvarez and Steinbilchel, 2003, Ageitos et al.,
2011). Aqueles com teor de lipideo igual ou maior a 20% de massa seca sao

classificados como oleaginosos (Ratledge and Wynn, 2002, Karatay and Donmez, 2010).

As melhores condicdes para a producdo de lipideos microbianos incluem

condi¢cbes de limitagdo de nitrogénio na presenca de excesso de carbono (Ratledge,
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2004, Karatay and Donmez, 2010). As leveduras oleaginosas apresentam propriedades
metabdlicas que permitem a continuagcdo do consumo de substrato, que € convertido em
lipideo e armazenado como reservas de energia dentro da célula (Ratledge, 1991,
Ratledge and Cohen, 2008). Os niveis de rendimento de lipideos (Y s) atingem de 15-
20% de massa seca (Ratledge, 1991), sendo o maximo tedrico entre 32 a 33% de
massa seca (Moreton, 1987, Ratledge and Cohen, 2008).

A maior barreira para a comercializagdo dos SCO ¢é o alto custo de producéo,
sendo que atualmente s6 sao considerados economicamente viaveis quando
empregado na produgdo de nutracéuticos (Ratledge, 2004, Liu and Zhao, 2007). Assim
como na maioria dos processos de producdo por fermentacdo, em que o maior impacto
no custo é o preco da matéria-prima, os lipideos produzidos por leveduras apresentam a
mesma dificuldade (Garzén, 2009). Apesar desta limitagcdo, as leveduras oleaginosas
sdo considerados microrganismos favoraveis para a produgédo de biodiesel (Li et al.,
2008, Beopoulos et al., 2009, Meng et al., 2009, Karatay and Donmez, 2010, Ageitos et
al., 2011, Faife et al., 2011, Peng and Chen, 2012).

Il. 3. Microrganismos oleaginosos com potencial de producéao de biodiesel

Nos ultimos anos, muitos microrganismos tém sido estudados como potenciais
produtores de lipideos para biodiesel, dentre os quais destacam-se as bactérias,
leveduras e fungos (Li et al., 2008, Meng et al., 2009, Saenge et al., 2011, Papanikolaou
and Aggelis, 2011b). Nestes microrganismos, o acumulo de lipideo varia entre as
espécies e as cepas individuais, e depende das diferentes fontes de substrato e
condicdes de cultura, como temperatura, pH, tempo de cultivo, entre outros
(Papanikolaou and Aggelis, 2011b).
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Na Tabela 1 estéo listados os microrganismos com potencial para a produg¢ao de

lipideos.

Tabela 1. Contetudo de lipideos de alguns microrganismos oleaginosos (Meng et al., 2009).

Microrganismos Conteudo de lipideo (%
massa seca)

Bactéria
Arthrobacter sp. >40
Rhodococcus opacus 24-25
Acinetobacter calcoaceticus 27-38
Bacillus alcalophilus 18-24
Levedura
Candida curvata 58
Cryptococcus albidus 65
Lipomyces starkeyi 64
Rhodotorula glutinis 72
Fungos
Aspergillus oryzae 57
Mortierella isabellina 86
Humicola lanuginose 75
Mortierella vinacea 66

As bactérias tém uma vantagem para uso na produg¢do de 6leo em larga escala
devido a sua maior velocidade de crescimento, necessitando apenas de cerca de 12 a
24 horas para atingir a fase estacionaria. Nas bactérias, especialmente no grupo dos
actinomicetos (Mycobacterium, Streptomyces, Rhodococcus e Nocardia), o acumulo de
lipideos € bastante expressivo (até 70% de biomassa seca), especialmente quando sédo
utilizadas fontes de carbono simples como glicose (Alvarez and Steinblchel, 2003). No
entanto, os lipideos sdo acumulados na forma de polihidroxialcanoatos, os quais sao
incorporados @ membrana externa da célula, dificultando sua extragdo (Meng et al.,
2009).

As leveduras e, especialmente, os fungos sédo considerados microrganismos
oleaginosos desde 1980 (Ratledge, 1993, Papanikolaou and Aggelis, 2011a). Algumas
cepas de levedura, como Rhodosporium sp., Rhodotorula sp. e Lipomyces starkeyi sédo
capazes de acumular lipideo intracelularmente em até 70% de biomassa seca (Meng et

al.,, 2009). Estes lipideos sdo armazenados em vesiculas intracelulares, os chamados
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corpos lipidicos, facilitando sua extracdo em comparacao as bactérias. Por isto, apesar
de sua velocidade de crescimento ser inferior a das bactérias, as leveduras e fungos sao

considerados altamente promissores para a produgao de biodiesel.
Il. 3.1. Leveduras oleaginosas

As leveduras sao microrganismos predominantemente unicelulares, amplamente
distribuidos na natureza e pertencentes ao Reino Fungi (Madigan, 2004). Entre as
principais caracteristicas incluem-se: presenca de parede celular sao heterotroficas,
auséncia de motilidade, reproducdo sexuada através de células especializadas
denominadas esporos, entre outros. S&o capazes de crescimento aerdbio ou anaerdbio
facultativo, o que os torna capazes de sobreviver em diferentes condicbes ambientais
(Madigan, 2004).

Quanto a composi¢cao quimica, as leveduras sao constituidas por 68%-83% de
agua, além de substéncias nitrogenadas, carboidratos, lipideos, vitaminas e minerais,

entre outros (Guimaraes, 2005).

Por serem heterotroéficas, as leveduras dependem de fontes de carbono orgénico
para seu crescimento e obtencdo de energia, sendo os carboidratos os nutrientes de
maior importancia (Madigan, 2004). Alguns agucares simples, como a glicose, frutose e
manose, sao assimiladas pela maioria das espécies; ja as fontes de carbono mais
complexas, como oligossacarideos, polissacarideos, alcodis primarios, polidis, acidos
organicos, pentoses, tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sao utilizados seletivamente

por algumas espécies (Guimaraes, 2005).

Em condicbes normais, os esqueletos de carbono provenientes da assimilacédo
dos acucares sao utilizados nos metabolismos intracelulares e na divisdo celular,
permitindo o crescimento da populagdo de leveduras. Quando as fontes de carbono se
esgotam, a populacdo atinge a fase estacionaria, em que a divisdo celular é

drasticamente reduzida.

Entretanto, no caso de ocorrer privacdo de nutrientes importantes aos processos

celulares e constituicdo de novas células, pode ocorrer o desvio destes esqueletos de
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carbono para outro metabolismo, como a sintese de acidos graxos. Assim, ao considerar
os agucares como fonte de carbono, é importante lembrar a diferenga que existe entre a
capacidade de uma levedura em assimilar o agucar (metabolismo oxidativo, em que o
agucar é completamente convertido em energia e CO,) e sua capacidade de fermenta-lo
em um produto intermediario, como etanol, lactato e acidos graxos (metabolismo
fermentativo) (Madigan, 2004).

As leveduras podem produzir lipideo a partir de diferentes fontes de carbono,
inclusive a partir de lipideos presentes nos meios de cultura (Ageitos et al., 2011). Elas
podem variar sua composigao lipidica, substituindo os acidos graxos dos triglicerideos

por aqueles presentes no meio de cultura (lassonova et al., 2008)

Alguns autores demonstram que, entre 600 espécies de leveduras investigadas,
apenas 30 foram capazes de acumular lipideo em mais de 25% de seu peso seco
(Beopoulos et al., 2008, Ageitos et al., 2011). Dentre elas, citam-se os géneros Yarrowia,
Cryptococcus, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Trichosporon e Lipomyces (Li et
al., 2008) e, mais especificamente, as espécies Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula glutinis e Yarrowia lipolytica (Ageitos et al., 2011). Estas
espécies podem acumular lipideos na proporcao de até 80% do seu peso seco (Pan et
al., 2009).

Assim as leveduras tém sido consideradas de alto interesse para a producdo de
lipideo em escala industrial (Ratledge, 2004, Angerbauer et al., 2008, Li et al., 2008). A
tabela 2 mostra algumas outras espécies de leveduras de interesse para a produgao de

lipideos.
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Tabela 2. Producao de lipideos por microrganismos a partir de carboidratos por processos fermentativos

Microrganismos Biomassa Lipideo Temperatura tempo pH Fonte de Modo
(g/L) (%) (°C) (h) Carbono de Autor
Cultivo
L.starkeyi DSM 70296 13,8 24,3 28 120 6 Xilose F (Garzén, 2009)
L.starkeyi 20,5 61,5 30 120 6 Glicose + Xilose F (Zhao et al., 2008)
L. starkeyi DSM 70295 13,3 56,3 30 220 5 Glicose F (Angerbauer et al., 2008)
9,00 72,3 30 220 5 Glicose F
L. starkeyi AS 2. 1390 18 30 28 96 5,8 Glicose F (Li et al., 2005)
20,9 20,5 28 96 5,8 Xilose F
14 249 28 96 5,8 L-arabinose F
R. toruloides 18,2 76,1 30 120 6 Glicose F (Zhao et al., 2008)
R. toruloides Y4 151,5 48 30 600 5,6 Glicose fF-b  (Lietal., 2007)
106,5 67,5 30 134 5,6 Glicose F F-b
R. toruloides AS 2. 1389 6,9 42 28 96 5,8 Glicose F (Li et al., 2005)
7,2 26,8 28 96 5,8 Xilose F
4.8 16,8 28 96 5,8 L-arabinose F
R. toruloides Y4 127 .4 61,8 30 140 5,6 Glicose FF-b (Zhao et al., 2010)
Rodotorula glutinis 11P-
30 22,3 66 30 120 4 Glicose F (Jacob, 1992)
R. glutinis AS 2. 703 5 30,2 28 96 5,8 Glicose F (Li et al., 2005)
6,9 12 28 96 5,8 Xilose F
4,3 4.9 28 96 5,8 L-arabinose F
R. minuta 1IP-33 15 48 30 80 4,5 Glicose F F-b (Saxena, 2008)
Trichosporon cutaneum 3,2 65,6 28 96 5,8 Glicose f (Li et al., 2005)

f: frasco agitado, F: Fermentador, F-b: batelada alimentada
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Conforme podemos verificar nos estudos listados na Tabela 2, a producéo de
lipideos por leveduras oleaginosas foi estudada em processos de batelada, batelada
alimentada e continuos (Papanikolaou and Aggelis, 2011b). Os dois ultimos processos
parecem ser 0s mais apropriados para maximizar a producdo de lipideos ja que é
possivel ajustar a relagao C/N para obter inicialmente alta concentracao celular e depois

estimar a produgao de lipideos (Garzoén, 2009).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério indicam que a levedura L.
starkeyi DSM 70296 apresenta boa capacidade de assimilacdo de xilose, velocidade
especifica de crescimento (0.087 h™) e bom teor de lipideos (20-30%) (Garzén, 2009).
Outras pesquisas feitas com a mesma linhagem também demonstraram o potencial
dessa levedura, uma vez que, quando cultivada em determinadas condigdes de cultura,
sua capacidade de acumular lipideo poderia superar 70% de lipideo em relagao a sua
biomassa (Ratledge, 1991, Li et al., 2008, Ageitos et al., 2011).

1.4. Composicao dos acidos graxos nas principais leveduras oleaginosas

Os principais acidos graxos produzidos por leveduras séo o acidos miristico
(cadeias contendo 14 carbonos e nenhuma insaturagéo, C14:0), palmitico (cadeias
contendo 16 carbonos e nenhuma insaturagao, C16:0), estearico (cadeias contendo 18
carbonos e nenhuma insaturacao, C18:0), oléico (cadeias contendo 18 carbonos com 1
insaturacdo, C18:1), linoléico (cadeias contendo 18 carbonos, com 2 insaturacgoes,
C18:2) e linolénico (cadeias contendo 18 carbonos, com 3 insaturagdes, C18:3) (Li et al.,
2007, Liu and Zhao, 2007). Estudos realizados com as seguintes leveduras mostraram

as seguintes composigdes de acidos graxos nos lipideos produzidos:

Cryptococcus curvatus: esta levedura pode crescer em glicerol como fonte de
carbono, atingindo concentracao celular de 118 g/L, e acumulo de lipideo em torno de
69%, com composicao tipica de lipideos: acido palmitico (C16:0) = 28%; acido estearico
(C18:0) = 15% e acido oléico (C18:1) = 48% (lassonova et al., 2008).
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Rhodosporidium toruloides € um basidiomiceto, capaz de acumular lipideo em
até 76% de sua massa seca, e apresenta um perfil lipidico de acido palmitico (C16:0) =
24% e acido oléico (C18:1) = 55% (Li et al., 2008).

Yarrowia lipolytica tem um perfil de lipideos de C16:0 = 11%, C18:0 = 28% e
C18:2 = 51% (Beopoulos et al., 2008). Sua producdo de acidos poliinsaturados do tipo
C22:6 (acido docosahexanoico) pode ser alcangado através de manipulagdo genética
(Beopoulos et al., 2008).

Lipomyces starkeyi: sua fracdo lipidica € composta principalmente por acido
laurico (C12:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1) e linoléico (C18:2).
Destes, os acidos palmitico e oléico sdo os mais abundantes. Considerando os
componentes saturados e insaturados, cerca de 30 a 45% correspondem a acidos

graxos saturados, e 50-55% séao insaturados (Pruvost et al. 2009).

Em estudo do perfil lipidico de L. starkeyi (Tabela 3), Angerbauer et. al. (2008)
demonstraram que o perfil de acidos graxos desta espécie sofre alteragbes ao longo da
fermentacdo: enquanto as fragdes de acido palmitico (C16:0) e oléico (C18:1)
aumentam, as fragdes de acido estearico (C18:0) e linoléico (C18:2) reduzem com o

tempo. A fracao de acido palmitoléico (C16:1) permaneceu inalterada.

Tabela 3. Composicado dos acidos graxos de L. starkeyi cultivada em diferentes fontes de

carbono
Acido Acido Acido Acido Acido
Fonte de  Palmitico palmitoléico estearico oléico linoléico  Referéncia
carbono C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2
Fécula de 39,0 3,0 3,0 55,0 n.d. (Wild et al.,
batata 2010)
Lodo 55,9 1,8 13,8 25,8 0,1 (Angerbauer
et al., 2008)
Glicose 33,0 4.8 4,7 55,1 1,6 (Li et al.,
2007)
Xilose 20,4 n.d. 10,8 56,1 12,0 (Garzon,
2009)
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Se observarmos a composi¢cao de acidos graxos de alguns Oleos vegetais
(Tabela 4), podemos notar que o lipideo produzido pela levedura L. starkeyi parece ser
bastante semelhante aos O6leos vegetais, principalmente ao 6leo de palma. Como
resultado, a qualidade do biodiesel produzindo a partir de L. starkeyi deve ser

semelhante ao que é produzido a partir de 6leo de palma (Angerbauer et al., 2008)

Tabela 4. Perfil de acidos graxos de alguns lipideos vegetais. Adaptado de Ma and Hanna,
1999.

Acido Acido Acido Acido Acido
Substrato palmitico estearico Oléico linoléico linolénico
C16:0 Cc18:0 C18:1 Cc18:2 c18:3
Oleo de Palma 30,00 2,00 45,00 11,00 2,00
Oleo de Milho 11,67 1,85 25,16 60,6 0,48
Oleo de Soja 11,75 3,15 23,26 55,53 6,31
Oleo de Girassol 6,08 3,26 16,93 73,73 n.d.

Apesar do potencial de uso das leveduras oleaginosas para a produgdo de
lipideos em escala industrial, sdo necessarias medidas que aumentem a produtividade
das cepas padraos para tornar o processo economicamente viavel. Entre as medidas
mais comuns para incrementar o rendimento do processo de bioconversao de interesse,
estdo o melhoramento genético (Meng et al., 2009) e a otimizagdo das condigdes
ambientais de producgdo (nutrientes, aeragao, pH e temperatura) (Papanikolaou and
Aggelis, 2011b).

No caso de microrganismos, os esforgos de melhoramento genético repousam
sobre duas principais metodologias: a engenharia genética convencional e, no caso de

linhagens de dificil manipulagdo de DNA, a mutagénese aleatoria.
Il. 5. Melhoramento genético por mutagénese aleatoéria.

A mutacdo aleatéria € uma técnica muito empregada para o melhoramento
genético de linhagens com interesse industrial; na realidade, poucas industrias utilizam
cepas selvagens em seus processos de produgao (Contado, 1998). A modificagdo do

material genético pode ser feita de duas formas: através da acdo de agentes
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mutagénicos ou da produgdo de DNA recombinante. A mutagénese de um
microrganismo permite a criagdo de gendtipos diferentes da célula original através da

alteragao aleatéria dos genes (Contado, 1998).

As técnicas genéticas disponiveis hoje permitem modificar o perfil genético de um
microrganismo para que ele possa ser utilizado mais eficientemente, ou ainda, para
fabricar determinados produtos que nao poderiam ser obtidos a partir de seu
metabolismo original. Producdo de enzimas, antibidticos, proteinas, aminoacidos,
lipideos, entre outros, servem para ilustrar as enormes potencialidades do melhoramento

genético como ferramentas valiosas na industria das fermentagdes (Contado, 1998).

Os problemas principais da mutagénese aleatéria s&o: avaliagédo da dose 6tima
do agente mutagénico a ser usado € a manutencao da viabilidade deste novo material
biolégico. O desejavel € que a mutagao resulte somente em aumento da produgao do

metabolito desejado sem alterar as caracteristicas gerais do microrganismo (Ball, 1985).

A estratégia de mutagénese aleatéria para obtencdo de ganho de produtividade
foi reportada por Wang e colegas (2009), em estudo utilizando a levedura Rhodotorula
glutinis AY 91015. A levedura foi irradiada com ions de carbono visando a obtengao de
mutantes apresentando maior acumulo de lipideos. Os autores reportam a identificagao
de um aumento de quase duas vezes na fragao lipidica dos mutantes em relagéo a cepa

padrao.

Da mesma forma, He e colegas (He et al., 2012) estudaram a levedura
Rhodotorola glutinis aplicando a irradiagdo UV para obter uma cepa mutante com alto
rendimento de lipideos, isolando 29 mutantes para estudo detalhado. Os resultados
revelaram 5 cepas apresentando aumento na produtividade de biomassa e lipideo em

relacéo a cepa padréo.
Il. 5.1. Mutacao de DNA

A informagao genética dos microrganismos depende da ordem precisa dos
nucleotideos presentes no DNA e essa ordem nao deve ser alterada significativamente

para uma adequada manutengdo da estabilidade genética. No entanto, muitas vezes
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ocorrem mudangas no codigo genético, gerando fendtipos variados e que acabam

contribuindo para o processo evolutivo (Keller et al., 2004).

A mutagdo em microrganismos é de extrema importancia para a pesquisa, pois
permite a obtencao de cepas com caracteristicas diversas daquelas apresentadas pelas
cepas padroes. As mutagdes acarretam mudancgas na bioquimica da célula, sendo que
as de maior impacto sdo aquelas que culminam na inativagdo da expressdo de uma
enzima importante a determinada via, promovendo profundas alteragées no metabolismo

celular.

As mutagbdes podem envolver um cromossomo inteiro ou parte dele, constituindo
uma mutagdo cromossomal, ou podem ocorrer de forma pontual, envolvendo alteragdes
minimas na composi¢ao dos acidos nucleicos (Contado, 1998). Pode-se gerar mutagdes
espontaneamente e por indugdo. As mutagdes espontdneas s&do aquelas geradas
aleatoriamente na natureza e que acabam sendo selecionadas pelas pressdes
ambientais. Todos os organismos sofrem mutagdes espontaneas devido a agentes
fisicos e quimicos presentes no ambiente em que as células se encontram. As mutagoes
podem ocorrer também devidas a erros de reparos do DNA apés a replicagéo (Contado,
1998). A mutacao induzida é aquela onde se emprega um agente mutagénico, em doses

que aumentam as taxas de mutagéao.

Através da combinacdo desses dois fatores, espontaneo e induzido, pode-se
fazer uma mutagao dirigida no microrganismo (Menezes 1989). Um dos agentes fisicos
que provocam mutacbes é a radiagdo, a qual pode ser de duas formas: ionizante e

excitante ou ndo ionizante.

A radiagao ionizante consiste nos raios-x alfa, beta e gama. A taxa de mutagao é
geralmente proporcional a dosagem de radiagao (Griffiths et al., 2004). Ja a radiacao
ndo ionizante consiste no aumento do nivel de energia do atomo, tornando-o menos

estavel. Um exemplo é a radiagao ultravioleta (Keller et al., 2004, Wang et al., 2009)
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Il. 5.2. Efeito mutagénico da irradiagao por luz ultravioleta

A radiacdo ultravioleta cobre uma regido do espectro eletromagnético situada
entre 100 nm e 400 nm. Esta faixa é particularmente indicada para a inativagao de
microrganismos, uma vez que a energia associada pode atingir importantes
agrupamentos bioquimicos, provocando danos irreversiveis e incompativeis com a
sobrevivéncia. Em 260 nm, seu efeito germicida alcanca eficiéncia maxima, atuando
principalmente na dimerizagdo de bases nitrogenadas nos acidos desoxirribonucléicos
(DNA) e ribonucléicos (RNA) (Pigatto, 2008).

A luz ultravioleta (UV) induz mutagdes nos quadros de leitura do DNA pela
substituicdo de pares de bases. Nucleotideos e seus constituintes, como purinas e
pirimidinas, sofrem reagdes envolvendo a alteragdo espontdnea da sua estrutura
covalente. Essas reagbes apresentam velocidades geralmente lentas, porem sao
fisiologicamente significantes por acumularem alteracbes na informacdo genética,

podendo ser transmitidas a geragao seguinte (Nelson and Cox, 2002)

Quando as bases sdo mutadas, a formacao de ligacdes de hidrogénio no
filamento oposto é prejudicada. A transcrigio do DNA e a replicagdo sdo, em
consequéncia, afetadas, comprometendo a funcdo celular e, frequentemente,
conduzindo a morte celular (Pigatto, 2008). Assim, a luz ultravioleta é utilizada
amplamente como agente antimicrobiano, incluindo a desinfecgdo de agua, ar e de

superficies de preparo alimenticio (Miller et al., 1999, Da Silva, 2007).

No campo do melhoramento genético, a luz ultravioleta € capaz de gerar cepas
apresentando melhor desempenho industrial do que as células parentais nao-
mutagenizadas dependendo da forma de selegdo das células sobreviventes apds a

exposicao ao agente mutagénico.

Il. 5.3. Sobrevivéncia e sele¢cao de mutantes

A utilizacdo de agentes mutagénicos pode servir como atalho interessante para o
melhoramento genético das cepas padraos. De modo geral, as mutagbes sdo em sua

maioria deletérias e ndo aumentam o rendimento biossintético das células. Porém, ha
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uma minoria de individuos que apresentam uma produtividade muito maior que a cepa
padrdo. Essas células favorecidas devem ser separadas das demais por métodos

especificos de selegao de mutantes (Ball, 1985).

Tais métodos sdo normalmente baseados no cultivo na presenga ou auséncia de
compostos que permitam identificar o fendtipo de interesse como, por exemplo, o

aumento na biossintese de determinado produto (Contado, 1998)

Aguilar e Rodriguez (1996) e Pigato (2008) observaram o efeito da irradiagéo
provocada por luz ultravioleta durante 60 segundos no microrganismo Xantomonas.
campestris pv. campestris. Os resultados obtidos apresentaram queda drastica no
numero de colénias. De 14.000 colénias originais, sobreviveram apenas 42 apos a
irradiagdo, indicando uma morte celular de 99,7%. Os mutantes sobreviventes
apresentaram diferengas significativas em relagao ao microrganismo nao irradiado (Ball,
1985).

O processo de selecdo de mutantes € muito semelhante ao isolamento de
microrganismos do meio ambiente. Muitas vezes o tipo de mutagéo ocorrida possibilita a
visualizacdo direta da caracteristica como, por exemplo, nas mutagdes ocorridas na
morfologia, que podem ser diferenciadas através de uma simples observagdo das
células ou do tipo de coldnia. A detecgao de mutantes auxotroficos pode ser feita pela
observacao de auséncia de crescimento em meio minimo, mas ocorre o crescimento em

meio complementado (Ball, 1985, Contado, 1998).

Entretanto, formas mais elaboradas para a selecdo de mutantes devem ser
aplicadas para a identificagdo de efeitos fenotipicos que nao necessariamente alteram a
morfologia das células e/ou colbnias como, por exemplo, alteragbes em processos
intracelulares. Neste caso, a selecio requer avaliagdes indiretas, como a habilidade em
consumir e/ou crescer na presencga de determinados suplementos nutricionais, inibidores
do crescimento, indutores de respostas, além de métodos para estimar a produgéo de
metabdlitos, como testes de alteragdo do pH do meio, formagao de halos de inibigao,
conversdao de marcadores colorimétricos, entre outros (Wang et al., 2009, Azevedo,
1998).
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11.5.4. Selecdo de mutantes pela cerulenina

A selecdo de mutantes normalmente se baseia no cultivo em uma condicdo que
induza algum tipo de estresse a cepa microbiana (p. exemplo, deficiéncias nutricionais,
resisténcia a antibidticos, presenca de inibidores metabdlicos, etc); assim, os mutantes
contendo alteragdes de interesse sao identificados através de maior/menor tolerancia a
estes estresses (Contado, 1998). No contexto do nosso estudo, que visa a selegcéo de
mutantes apresentando maior capacidade de acumular lipideos, um composto

interessante é a cerulenina.

A cerulenina ou (2R, 3S) —2,3 epoxi-1-oxo-7, 10 trans, transdodecadienamida é
um produto natural do fungo Cefalosporium caerulens (Guo et al., 2003). Foi descoberta
por Hata e colegas (1960) tendo sido originalmente descrita por suas propriedades
antifungicas. Estudos sobre o seu modo de agéo revelaram que inibe especificamente a
biossintese dos acidos graxos e esterdis (Cronan Jr, 1975, Satoshi, 1976), o que
rapidamente ampliou seu emprego em pesquisas de diversas areas da bioquimica como
inibidor da atividade da enzima acido graxo sintase (FAS, do inglés fatty acid synthase) ,
responsavel pela sintese de lipideos através da condensacao dos substratos acetil-CoA
e malonil-CoA (Kuhajda, 2000, Guo et al., 2003).

A cerulenina foi amplamente utilizada em estudos de metabolismo e da sintese
dos acidos graxos nas bactérias e leveduras (Satoshi, 1976). Pesquisas mostram a
capacidade inibitoria desta substancia nos microrganismos, permitindo a formulagao de
um meio seletivo capaz de evidenciar mutantes com maior potencial de sintese de

acidos graxos (Wang et al., 2009).

Estudo realizado por Wang e colegas (2009) utilizando a levedura Rhodotorula
glutinis AY91015 e o método de mutagenizacao aleatéria por radiagao ionizante (ions de
carbono de 80 MeV/u), foi conseguida melhora em relagédo a produgao de lipideos. A
cepa padrao e o mutante M16 apresentaram 24,57 e 42,38 % de lipideo em massa seca,

visualizando claramente uma diferenca de 17% entre ambas as cepas.

A logica desta estratégia reside no fato de que a sintese de lipideos € um

metabolismo essencial ao crescimento celular, uma vez que esta envolvido com a
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sintese de membranas celulares. Assim, a presenga da cerulenina determina uma
inibicdo no crescimento das células, desencadeando um efeito morfolégico de facil
identificacdo: uma nitida reducdo do diametro das colonias nas placas de cultura.
Assim, a ocorréncia de colénias de tamanho maior dentre os mutantes sugere que estes
possuem alteragdes na sintese de lipideos, o que pode significar uma maior eficiéncia

deste metabolismo nestas células.
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JUSTIFICATIVA

Diante da crescente busca por reduzir a dependéncia energética mundial dos
derivados fosseis e sua substituicdo por alternativas limpas, renovaveis e
economicamente viaveis, muitos estudos tem sido conduzidos na tentativa de
desenvolver metodologias e processos para a obtencdo de biocombustiveis a partir de
biomassa, incluindo o desenvolvimento de novas rotas para sua transformagdo em

energia.

Entre as fontes de biomassa para uso em substituicdo parcial das fontes fosseis,
as de origem vegetal sobressaem-se uma vez que sdo abundantes e permitem equilibrar
0 balango de emissao de carbono. Entretanto, ao se utilizar partes nobres dos vegetais
como fonte de biomassa para abastecer o setor energético, concorre-se com outros

setores fundamentais a atividade humana, como a industria téxtil e alimenticia.

Assim, existe uma enorme demanda por desenvolver processos capazes de
utilizar ndo as partes nobres, mas sim os residuos vegetais provenientes destes outros
setores, como palhas e bagagos. Porém, a dificuldade de se estabelecer um processo
viavel reside no fato de que residuos vegetais sdo compostos lignoceluldsicos altamente
complexos e heterogéneos, necessitando serem convertidos em material mais simples e

homogéneo antes de sua utilizagdo na produgéo de biocombustiveis.

A bioconversao de biomassa vegetal através da acdo de microrganismos se
sobressai como uma grande alternativa, uma vez que também constitui um processo
limpo e renovavel. Assim, existe um grande interesse em identificar linhagens
microbianas capazes de fermentar o complexo material lignocelulésico e produzir

moléculas de interesse ao setor energético, como etanol e éleo.

Neste contexto, sdo fundamentais os estudos visando desenvolver metodologias
para o melhoramento genético de microrganismos, uma vez que, mesmo apos identificar
cepas capazes de realizar naturalmente o processo de interesse, € importante adequa-

las a escala deste processo pela industria, incluindo ajustes em sua produtividade.

Assim, dado o potencial de uso da levedura Lipomyces starkeyi DSM 70296 para

uso na conversdo de carboidratos derivados da biomassa vegetal em lipideos para a
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produgéo de biodiesel, este trabalho teve por objetivo aplicar método de melhoramento
genético visando o aumento dos parametros associados com sua produtividade. Para
isto utilizamos mutagénese aleatéria por luz ultravioleta, selegcdo de mutantes por
cerulenina e ensaios em frascos agitados e biorreator utilizando meio de cultura com

composicdo semelhante a obtida em residuos lignoceluldsicos.
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ll. MATERIAL E METODOS

lll.1. Microrganismo

Neste estudo foi utilizado L. starkeyi DSM 70296. O mesmo foi preservado em
placas de meio de cultura sélido a 4°C até seu uso. Os repiques foram feitos a cada dois

meses.

111.1.1. Meios de cultura

Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura liquidos contendo xilose
(X) como unica fonte de carbono, foram utilizados meios de adaptagdo (AM) e meios de
selecao (SM) respectivamente. Foram cultivados em meio cuja composicao foi definida a
fim de garantir uma relagcao massica de C/N = 50. No calculo de relagdo C/N foi incluso o

aporte do nitrogénio organico proveniente do extrato de levedura.

A solugdo de xilose foi esterilizada em autoclave separadamente dos demais
nutrientes para evitar degradacado e escurecimento, e adicionada assepticamente ao
meio com os demais reagentes no fluxo laminar. A composi¢cao dos trés meios esta

descrita na Tabela 5.

Tabela 5. Composicdo do meio de cultura da levedura L. starkeyi DSM 70296 para o

seguinte estudo.

. YPX XAM XSM
Composigao
(9/L) (9lL) (9/L)
Xilose 10 20 30
Extrato de levedura 3 2 1
Peptona 5 - -
Sulfato de aménio ((NH,).SO,) - 1 0,7
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) - 35 3,5
Fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,) - 1 1
Sulfato de magnésio (MgSO, 7H,0) - 1,5 0,4
Cloreto de calcio (CaCl,. 6H,0) - 0,2 0,2
Sulfato de zinco (ZnS0O,.7H,0) - - 0,008
Sulfato de cobre (CuSO, .6H,0) - - 0,001
Cloreto de cobalto (CoCl,.6 H,0) - - 0,001
Molibdato de amaénio ((NH,). . Mg, O7. 4 H,O ) - - 0,001
Sulfato de manganés (MnSQO,. H,O) - - 0,005
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Para a selegdo de mutantes, o meio foi adicionado com 20g/L de agar e
suplementado por cerulenina (Sigma Aldrich) em uma dosagem de 10ug/uL, conforme
descrito por (Wang et al., 2009).

Os reagentes utilizados no preparo dos meios foram de grau P.A. Os meios

foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 min.

111.1.2. Preparo de pré-inoculo

O pré-inéculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, usando 1/5 do
volume total. A partir da cultura armazenada a 4 °C, uma alga de massa celular foi
transferida assepticamente a 30 mL de meio de cultura. Os frascos foram mantidos em
incubadora orbital a 150 rpm, 28°C, até atingir absorbancia de 0,1 a 600 nm
(aproximadamente 48 horas), conforme leitura em leitora de placas (Multilabel Plate
Reader VICTOR X4).

11.1.3. Preparagao de in6culo

O preparo do inéculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL de volume
total, sendo 50 mL o volume total e trabalho para a fermentagdo em frascos agitados e
frascos Erlenmeyer de 500 mL de volume total, contendo 250 mL de meio para a

fermentacao em biorreator.

Os frascos foram incubados em agitador orbital a 28°C e 150 rpm de agitagéo.
Os frascos foram cultivados até atingir leituras no espectofotometro de 0.4-0.6 numa
diluicdo de 10x. Apds atingir a absorbancia desejada, o meio de indculo foi trasferido ao
meio de fermentacdo em frascos agitados e/ou dorna de fermetacao.

1.1.4. Preparo do meio de fermentagao

O meio de fermentacao foi preparado contendo: 60g/L de glicose+xilose
(70%+30%); extrato de levedura 1,92 g/L; sulfato de amdnio 1,36g/L; fosfato de potassio
monobasico 3,5 g/L; fosfato de sddio dibasico 1 g/L; sulfato de magnésio 0,4 g/L; cloreto
de calcio 0,04 g/L; 0,08 g/L sulfato de zinco, 0,001 g/L sulfato de cobre, 0,001 g/L cloreto
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de cobalto, 0,001 g/L molibdato de amdnio, 0,005 g/L sulfato de manganés. O cultivo foi

feito com relacao de C/N=50 conforme anteriormente definido por Garzén (2009).

No preparo dos meios (pré-inéculo, inéculo e fermentagdo), as solugdes de
agucares foram esterilizadas separadamente dos demais reagentes, para evitar a
caramelizacdo e a reagao de Maillard do carboidrato. Todos os reagentes utilizados
foram de grau P.A. O pH dos meios foi ajustado para 5.5 através da adigdo de HCL

(2M). Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

lll. 2. Mutagénese aleatéria

ll.2.1 Irradiagdo UV

Para a irradiagéo UV foi utilizada uma caixa escura de 51 cm x 22 cm x 24,5 cm

(comprimento x largura x altura), contendo duas lampadas UV (15W/cada), posicionadas

na parte interna superior da caixa. A energia emitida foi estimada em 27 mdJ.s™.cm™.
(Figura 2)

Figura 2. Caixa de luz UV utilizada para a mutagénese. Esquerdo: posi¢cdo da caixa dentro do

fluxo laminar. Direito: posigéo das lampadas UV.

No fluxo laminar 30 mL de indculo foi transferido para uma placa de Petri estéril,
na concentracdo celular de 1.55x107 células/mL. A placa foi posicionada dentro da caixa
a uma distancia de 22.5 cm de altura das lampadas de UV e submetida a irradiagdo nos
tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min. Em todos os tempos, a cada 10 min, a placa
contendo o meio irradiado foi agitada manualmente para promover a homogeneizagao
da cultura. Para o ensaio de dose-resposta, aliquotas de 1 mL foram retiradas nos
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tempos indicados anteriormente, e uma aliquota de 1mL nao irradiada (tempo zero) foi
utilizada como controle (CT). Para os demais ensaios de mutagénese, apenas o periodo
de tempo em que foi obtida uma taxa de sobrevivéncia na faixa de 1-5% foi utilizado

para a irradiagao.

O experimento de mutagénese por luz UV foi feito de acordo com esquema da
Figura 3. O numero total de células do in6culo com 48 horas de crescimento foi
determinado por contagem em camara de Neubauer e o crescimento celular

determinado pela absorbancia a 600nm, garantindo que a cultura estivesse na fase

logaritmica.
100pL 100pL 100pL
78T e W
) Irradiagao UV — e —
pee V¥ > — &=
- @: ;-D;JI 1:10 1:100 1:1000 MEFI,?;:T:‘IFK Sobrevivéncia celular
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OD;=0.1

Ceélulas = 107/mL

Figura 3. Representacédo esquematica do experimento de exposi¢cao UV para a determinacao da

sobrevivéncia celular
11l.2.1. Selegao dos microrganismos irradiados

As aliquotas da cultura irradiada foram plaqueados em meio soélido (YPX) para o
ensaio de dose-resposta, e em meio solido YPX suplementado por cerulenina para a
selecdo dos mutantes. Previamente ao plagueamento, as aliquotas foram diluidas
(diluicdo seriada de 1000x), de forma a facilitar a contagem de colbnias. Para o ensaio
dose-resposta, o plaqueamento foi feito em 3 placas para cada tempo. Para os demais
experimentos de mutagénese, foram preparadas cerca de 10-15 placas para cada

ensaio, para permitir uma ampla selecao de mutantes.

As placas foram incubadas em estufa a 28 °C durante tempo suficiente para
detectar o crescimento de col6nias. No experimento dose-resposta, as colénias foram

contadas para permitir identificar a fracdo de sobrevivéncia. Nos experimentos para
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selecdo de mutantes, as colbnias foram isoladas quanto ao didmetro, e este comparado

com o diametro das col6nias na placa controle.

lll.3. Fermentagao em fracos agitados dos mutantes selecionados

Apds a mutagénese e selegdo de mutantes, os mesmos foram fermentados em
frascos agitados para avaliagdo mais cuidadosa de crescimento e consumo de

nutrientes (agucar e nitrogénio), em triplicata. A Figura 4 mostra o esquema do desenho

experimental.

Pre-inéculo

Pre-in6culo A1_3
Foi transferido 10% do Trés aliquotas de 1 mL foram Quantificacédo
volume do meio. Foi retiradas de cada frasco para de lipideos por
feita uma diluicao para analise de crescimento (biomassa diferenca  de
garantir que todas as e densidade celular) e consumo massa.
culturas iniciaram com de nutrientes (aglcares e
a mesma concentragao nitrogénio).
celular.

Figura 4. Representagdao esquematica do experimento de fermentagdo dos mutantes em frascos

agitados.
1l.3.1. Condigb6es de cultivo

As condi¢gbes de fermentagdo foram agitacdo de 150 rpm, 28 °C, volume de
cultivo 50 mL em frascos de 250 mL. Amostras foram coletadas periodicamente para
determinacado de biomassa, concentracido celular, acumulo de lipideos e consumo de
nutrientes (agucar e nitrogénio).
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Para iniciar a fermentagdo, a cepa padrdao e os mutantes foram inoculados
frascos erlenmeyer de 250mL contendo 50 mL de meios YPX, a 150 rpm e 28 °C. O
perfil de crescimento foi acompanhado de leituras a 600nm e contagem de células, de
forma a estimar o niumero de células a serem transferidas para o meio de inéculo. Apds
48 horas do inicio do cultivo de pré-indculo, 10 % do volume do meio de todas as
amostras foram transferidas para frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de

meio de selegao xilose-XSM (relagdo C/N=50)

lll.4. Fermentagao da cepa mutante A1 e L. starkeyi DSM 70296 em biorreator

Para aprofundar o estudo do desempenho fermentativo do mutante A1
selecionado nos experimentos realizados em frascos agitados, foram realizados
experimentos em batelada alimentada em biorreator Sartorius com 2 L de volume de

trabalho.

Para permitir a avaliagédo do desempenho do mutante em relagdo a cepa padrao,
ambos foram estudados nas mesmas condicdes de fermentacdo. A partir do inéculo, foi
introduzida na dorna uma massa celular suficiente para uma concentragao inicial de 3

g/L no inicio da fermentagao.

lll.4.1. Condigcoes de fermentagao

Foram feitas quatro fermentagdes, sendo duas utilizando a cepa mutante A1
(duplicatas M1 e M2) e duas como a cepa padrao L. starkeyi DSM 70296 (duplicatas S1
e S2). As condicdes adotadas para cada uma destas fermentagbes foram idénticas e

seguiram os procedimentos detalhados abaixo.

As condi¢cdes no processo foram: 400 rpm (com duas turbinas Rushton) e 1
v.v.m (volume de ar por volume de meio por minuto), pH 5.5 ajustado por adigdo de
NaOH (2M). A fermentagao totalizou 143 horas. Amostras foram coletadas regularmente
para determinacao de biomassa, concentracao celular, acimulo de lipidio e consumo de

nutrientes (agucar e nitrogénio). O volume inicial da fermentacgéao foi de 1,2 L.

Foram feitos trés pulsos de alimentagdo com solugdes contendo glicose/xilose na
proporcdo (30%:70%) e uma solugcdo contendo nitrogénio e micronutrientes. As

alimentagdes com ambas as solugdes foram feitas quando o nivel de acucar alcancou
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cerca de 5g/L, conforme identificado por reacdo de Somogy-Nelson. Em todas as
alimentagoes, as solugdes foram acrescentadas em proporgoes suficientes para manter
uma relagao de C/N=50, para favorecer o acumulo de lipideos pelas células.

As fermentagcdes com o mutante A1 e a cepa padrao foram feitos em duplicata

(M1 e M2 para o mutante; S1 e S2 para a cepa padrao).

lll. 5. Metodologia analitica para estudos em frascos agitados e biorreator

lll. 5.1. Determinacao indireta de biomassa

Para avaliar a curva de crescimento dos microrganismos, a biomassa foi avaliada
por leituras de absorbancia a 600 nm numa faixa de 0.1 a 0.6 utilizando leitora de placas
(Multilabel Plate Reader VICTOR X4). Uma curva padrao foi construida utilizando
concentragdes conhecidas de biomassa. Todas as leituras de absorbancia foram
realizadas em triplicata.

111.5.2. Determinagao de biomassa seca

Para a determinagdo de biomassa seca aliquotas de 3 mL foram coletas em
tubos falcon de 10mL, lavadas com agua destilada, centrifugada e congelada a -80°C
por 24 horas e seca por liofilizagdo a uma temperatura média de -34°C, pressao de

vacuo de 50 um de Hg durante 24 horas.
111.5.3. Consumo de carboidratos

Durante a fermentacgao, a concentracao de agucar foi acompanhada pelo método
colorimétrico de Somogy-Nelson (Nelson, 1944, Somogyi, 1945). Amostras foram
coletadas periodicamente, as quais foram filtradas e estocadas no freezer para posterior
analise de consumo de agucar por cromatografia de ions em um sistema Metrohm
(coluna: poliestireno/divinilbbenzeno; eluente: NaOH 0,1mM/L; vazdo: 1mL/min;

temperatura do detector: 30°C).

111.5.4. Producao de lipideos

A extracao de lipideos foi baseada no método gravimétrico de Bligh & Dyer,

(1959) modificado por Manirakiza e colaboradores (Manirakiza et al., 2001), por extragao
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dos lipideos polares e né&o-polares da biomassa liofilizada utilizando a mistura de

metanol e cloroférmio.

A extragao foi realizada a partir de 300 mg de biomassa liofilizada, adicionada de
6 mL de uma solugdo metanol:cloroférmio (2:1 v/v). A suspensao foi homogeneizada em
agitador vortex por 2 minutos. A seguir, foram adicionados 2 mL de cloroférmio e agitado
por 2 minutos. Para gerar um sistema de duas fases liquidas, 3,6 mL de agua foram
adicionados e o sistema foi agitado novamente por 2 minutos. As fases foram separadas
por centrifugagéo por 10 minutos a 2000 rpm. A fase inferior foi transferida a um balao
de 25 mL usando seringa ou pipeta Pasteur. Uma segunda extragcédo foi realizada
utilizando 4 mL de uma solugédo 10% (v/v) de metanol em cloroférmio em agitador vortex
por 2 minutos. Apos centrifugacdo, a fase de cloroférmio foi adicionada ao primeiro
extrato. O cloroférmio foi evaporado em rota-evaporador e a amostra entao foi mantida
em estufa a 60 °C por 24 horas. O lipideo obtido foi estimado gravimetricamente. O

ensaio foi realizado em triplicata.

lll. 5.5. Consumo de nitrogénio

O consumo de nitrogénio durante a fermentagéo foi determinado pela reacao de
Berthelot, de acordo com o descrito por Srienc e colaboradores (Srienc et al., 1984).
Neste método, 50 yL de amostra previamente diluida em agua deionizada foi misturada
com 1 mL de solugdo A (10 g/L fenol, 10 mg/L nitroprussiato de so6dio) e 1 mL de
solucdo B (35.7 g/L Na,HPO,, 6 g/L NaOH e 10 mg/L NaOCI). Esta solugao foi incubada
por 30 minutos a 37 °C, e a absorbancia lida a 630nm na leitora de placas (Multilabel
Plate Reader VICTOR X4). A curva padrao foi preparada utilizando solugbes com

diferentes concentragdes de sulfato de aménio (0-20 mg/L).

lll. 5.6. Contagem de células e morte celular

A concentracdo de células foi determinada durante a fermentagao por contagem
em camara de Neubauer. A proporcao entre células vivas e mortas foi determinada pelo

uso do corante azul de metileno (0,0025% p/v).
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lll. 5.7. Perfil de Acidos graxos

Para determinar a composi¢ao de acidos graxos foi feita transesterificagao direta
da biomassa liofilizada (Lewis et al., 2000), seguida de anadlise por cromatografia
gasosa. Vinte miligramas de biomassa liofilizada foram transferidas para tubo contendo
3 mL de uma solugao de metanol/acido cloridrico/cloroférmio (10;10:1, em volume) e
incubados a 90 °C durante 1 hora. Os ésteres produzidos foram extraidos trés vezes
utilizando 2 mL de uma solugado de hexano/cloroférmio (4:1, v/iv) e 1 mL de agua. A
solugéo foi centrifugada a 4500 rpm por 10 minutos para completa separagéo das fases.
A fase leve (hexano contendo ésteres metilicos) foi separada, seca sobre sulfato de
sodio anidro e filtrada com membranas de 0.45 um. As amostras foram mantidas a -20

°C até injecao no cromatografo.

A analise cromatografica foi feita utilizando um sistema (Varian Star 3600 CX)
com detector de ionizagao de chama (FID) e coluna DB-23, 30m x 0.53 mm da J&W
Scientific. Como fase moével usou-se Hélio (15 psi, split 1/100) com temperaturas no
injetor e no detector de 250 °C e 300 °C. A programagéao da rampa de temperatura para
a coluna foi: temperatura inicial de 50 °C durante 2 min gradiente de 10 °C/min até 180
°C com um tempo de espera de 5 min, gradiente de 5 °C/min até atingir temperatura final
de 240 °C. O tempo total da corrida foi de 32 minutos. O volume de injecao foi de 1uL. A
identificacdo dos ésteres metilicos foi feita mediante comparagao do tempo de retengao
com padrdes previamente injetados (Supelco 37 FAME mix). A quantificagao foi feita

mediante a técnica do padrao externo.

Foi usado o Software Statistic 7.0 para a analise estatistica. Para o comparativo
das médias foi utilizado o Teste de Tukey com 95 % de significancia. O programa

empregado para a analise e obtengao de graficos foi OriginPro 8.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
IV.1. Mutagénese aleatéria
IV.1.1. Irradiagao UV

Nesta secdo descreve-se a mutagénese aleatoria utilizando irradiacao
ultravioleta. Resumidamente, foi empregada uma caixa contendo duas lampadas UV em
condicao asséptica em fluxo laminar. Uma placa de Petri estéril de vidro contendo o
indculo com concentracéo celular de 1.55x10” células/mL foi irradiada nos tempos 10,
20, 30, 40, 50 e 60 min. A placa foi agitada manualmente em intervalos de 10 min para

homogeneizacao das células.

Nos tempos indicados, aliquotas foram retiradas para acompanhamento da
sobrevivéncia celular. Uma aliquota foi retirada antes do inicio da irradiacdo e definida
como a amostra controle. Com este experimento foi possivel construir uma curva de
dose-resposta, de forma a estabelecer o tempo 6timo de irradiagédo para obter fragdo de

sobrevivéncia entre 1-5%.

Apods definido o tempo ideal de irradiagdo, os mutantes foram selecionados
através da suplementagdo das placas com um inibidor da sintese de acidos graxos, a
cerulenina. A selecao dos mutantes baseou-se no didmetro das colénias, de acordo com

a premissa descrita na secao lll. 2.1.

Apds a exposicao a radiacdo UV, as aliquotas retiradas nos periodos de 0
(controle), 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos foram diluidas seriadamente para que fossem
plaqueadas 10° células por placa. A sobrevivéncia celular foi determinada por contagem
das unidades formadoras de colbnias (UFC) formadas apds a incubagéo a 28 °C. O

experimento foi realizado em duplicata, a Figura 5 ilustra os resultados.

51



Resultados e discussao

MUTAGENESE FOR UV

2001 100
——

180 ke
& 180
Lo
=
@ 140
-
E
_E 120
2
c 100
=1
E
o B0}
-
=
E 80t
=1
= 0 23%

o 16%
e 12%
20 - 5 %
V .-'ﬁﬂ 1% 0,.5%
0 . . . . . .
Zero 10 min. 20 min. 30 min. 40 min. 50 min. 80 min.

Tempo de imadiacio

Figura 5. Unidades de colbnias formadas (UFC) apds a exposi¢do UV.

Na Figura 5 mostra que houve aumento da morte celular de acordo com o tempo
de irradiagdo. Assim aos 40 minutos, a fragdo de sobrevivéncia de células atingiu 5% e,
aos 50 minutos, foi reduzida para aproximadamente 1%. Através dos resultados
apresentados nota-se que a irradiacédo ultravioleta afetou a sobrevivéncia da levedura,
pois a porcentagem de sobrevivéncia celular diminuiu proporcionalmente com o aumento

do tempo de exposicao (Keller et al., 2004).

A reducdo de células vivas apds exposi¢cao a luz UV decorre de seu efeito
mutagenizante sobre o DNA, principalmente causado pela formacao de dimeros de
timina e consequente efeito sobre o cédigo genético (Wang et al., 2009). Por ocorrer
aleatoriamente no genoma, muitas mutagdes sado silenciosas e/ou ndo causam efeitos

deletérios sobre a fungao celular, enquanto outras ocorrem em genes essenciais a vida.

Assim, admite-se que a fragdo de células sobreviventes apresenta um acumulo
de mutagdes néo-letais mas que possivelmente determinam alteragbes significativas em
seu metabolismo. Os agentes mutagénicos empregados muitas vezes podem ser muito

drasticos, assim é importante realizar uma curva de sobrevivéncia de células variando as
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doses de agente mutagénico (Kava - Cordeiro et al., 1995). Assim, inicialmente
realizamos a padronizagao dos tempos de exposicao a irradiacao ultravioleta através do
estudo de curvas de dose-resposta. Buscou-se atingir niveis de sobrevivéncia celular

entre 1-5%, de forma a garantir um expressivo acumulo de mutagdes no DNA.

Para obter um maior niumero e diversidade de mutantes preferiu-se utilizar as
condi¢cdes de obtencdo de 5% de sobrevivéncia ao invés de 1%, para aumentar a

quantidade de colbnias para as etapas posteriores de selegao.

Portanto, estabeleceu-se 40 minutos de exposi¢cdo, correspondente a uma
sobrevivéncia celular de 5% para os ensaios posteriores. Nesta faixa garantimos um
maior nimero de mutantes de forma a permitir uma boa representacao de colénias para

a fase de selecao de mutantes (Azevedo, 1998)

IV. 1.2. Selegao de mutantes

Apods os procedimentos de mutagénese, as células foram cultivadas em meio
solido YPX suplementado por cerulenina (Wang et al., 2009). O objetivo da avaliagao
dos diametros das colénias se deve ao fato da cerulenina inibir a sintese de lipideos e,
portanto, interferir no crescimento normal das células. A ocorréncia de colbnias de
tamanho maior dentre os mutantes sugere um efeito compensatorio na sintese de
lipideos, podendo significar uma maior eficiéncia deste metabolismo nestas células.
Neste caso, € esperada obtencdo de mutantes apresentando maior produtividade de

lipideo do que a observada na cepa padrao L. starkeyi DSM 70296.

Apods 8 dias, foram contadas as col6nias formadas nas placas e selecionadas
aquelas que apresentaram maior tamanho em relacdo as demais. A Figura 6 ilustra

alguns resultados obtidos.
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Figura 6. Selecdo de cepas mutantes de L. starkeyi DSM 70296 submetidos a irradiagao UV.
Placas a, b, ¢, d colénias mutantes em meio de cultura suplementado com cerulenina (10ug/uL),
Nos circulos vermelhos, algumas colénias mutantes com didmetros ~0.5mm. Placa e. Controle
positivo (coldnias nao irradiadas e plaqueadas me meio nao suplementado por cerulenina). Placa

f. controle negativo coldnias nao irradiadas e plaqueadas me meio suplementado com cerulenina.

Conforme demonstrado na Figura 6, a suplementagdo por cerulenina afetou
sensivelmente o crescimento de L. starkeyi em meio solido. As colbnias apresentaram-
se bastante reduzidas (tamanhos médios de 0,2 mm), enquanto que, na auséncia de

cerulenina, os didmetros médios das colénias foram de 0,7 mm.

O objetivo da avaliagéo dos didmetros das colénias se deve ao fato da cerulenina
inibir a sintese de lipideos e, portanto, interferir no crescimento normal das células. A
ocorréncia de colénias de tamanho maior dentre os mutantes sugere um efeito
compensatério na sintese de lipideos, podendo significar uma maior eficiéncia deste

metabolismo nestas células.
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Este efeito da cerulenina reside no fato que esta molécula apresenta efeito
inibitério sobre a enzima acido graxo sintase (FAS), essencial a sintese de acidos graxos
(Heath et al., 2001). Como a biossintese de lipideos esta envolvida na formagao de
membranas celulares, entdo sua supressdo gera redugcao acentuada nas taxas de
crescimento celular. Assim, a cepa microbiana cultivada na presenga da cerulenina

apresenta drastica diminuicdo no tamanho das col6nias.

Nas placas contendo cepas mutantes, algumas colbGnias apresentaram-se
maiores que as demais, com um tamanho em torno de 0,5 mm. Oito colénias foram
selecionadas por este critério. Os mutantes selecionados foram identificados por A1, A2,
A3, A4, B1, B2, B3 e H4, a nomenclatura foi referente as posi¢cdes das colbnias nas
placas de 96 pogos (para onde foram transferidos para fins de organizagéo e

armazenamento). A Figura 7 apresenta os mutantes selecionados.

Figura 7. Mutantes selecionados de acordo ao critério de maior tamanho onde foram
identificados como A1, A2, A3, A4, B1, B2, B3 e H4 estocados em meio sdlido YPX.

Em seguida ao isolamento, estes 8 mutantes foram estudados através de

fermentagao em frascos agitados, conforme apresentado na segéo seguinte.
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IV.2. Fermentacao dos mutantes em frascos agitados

Nesta secao foram desenvolvidos experimentos visando o estudo da
produtividade de biomassa e lipideos dos oito mutantes selecionados. Foram delineados
experimentos de fermentacdo em frascos agitados, de forma a permitir a avaliagao
simultanea dos parametros de crescimento celular e acumulo de lipideos para os oito

mutantes e a cepa padréo L. starkeyi DSM 70296.

O cultivo de pré-inoculo foi realizado em meio de adaptacdo contendo xilose
(XAM) seguida por transferéncia para meio de fermentagao (XSM), garantindo uma
concentragao inicial de 1g/L de células. Cada mutante foi estudado em quadruplicata (3
frascos para a retirada das aliquotas e 1 frasco para a quantificacdo de lipideos por

gravimetria).

Para facilitar a tomada de amostras e garantir a qualidade das replicatas, estudo
dos oito mutantes foi realizado através de trés ensaios distintos, seguindo as mesmas

condicoes de fermentagao. Os resultados estdo apresentados nas segdes a seguir.

IV.2.1.Parametros de crescimento e consumo de nutrientes na fermentagcao de L.

starkeyi e cepas mutantes em frascos agitados.

IV.2.1.1. Cepas mutantes A1, A2, A3, B1, B3 e H4.

As cepas foram pré-inoculados em meio YPX e mantidos a 150 rpm, 28°C. Apos

48 horas de cultivo, as amostras foram inoculadas no meio de fermentacao XSM.

A Figura 8 ilustra o crescimento celular, biomassa (g/L) e niumero de células/mL ,
consumo de nutrientes (xilose e nitrogénio) na fermentagcdo da cepa padrdo (CT) e
mutantes (A1, A2 ,A3, B1, B3 e H4) em frascos agitados contendo meio YPX, incubados
a 28°C e a 150 rpm.

56



Resultados e discussio

154
14
13
12

b S

10 4

Biomassa (g/L)

O =2 N W s OO N OO
IR AR BT T S TN |

CT

-

o E: AL
& L ¥

500 -
L4s0 |
400 4
-350.'_
[ 300
250 £
200 =1
L 150 '
100 4

Lso -

0 4

0

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Tempo (h)

—&— Biomassa & Células/mL —4— N-NH4+ —C— Xilose

500 -
L 450
400 4
L350
300 %
L 250 & -

-
200 =
L 150 ]
100 4

50 -

0 4

0

A2
A
| I
-
[
4
- '
a
[ ]
A
.3
. i
P |
_71-7 7 T
T T
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Time (h)
—®— Biomassa & Células/mL —£&— N-NH4+ O Xilose

300 35
270
240
210 425

I
1805

£
1504 g

I—
120% 7%

60 1

30

300 35
270
240
210 425
I
1805
£
1504 g
I—
120% 7%
90
60 1

30

A1
— 1 :
[ A . 1
1 A )
| . A
L 3
J A
/
2
] A =
o S

& |

) 2-50 E

500 -
450
400 4
| 350
[ 300 %
L 250 & -

2
200 =
L 150~

100

3300 4
270

240

Q*
1805
£
150 % A
I—
120%
z
90
60 1

30

0 4

0

Biomassa (g/L)

P e e
O =2 N WHsHOON 000 = NwsEO
Ll il Lt it O T 5 | i

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Tempo(h)
—®— Biomassa & Células/mL —£&— N-NH4+ O Xilose
A3
A
A " i
.
ﬂ'
B,
-
&
A
A
4 5
-
[ |
—— &
-

168

~500
L 450
400
- 350
L300 %
L 250

200

élulas/mL

c

L 150 °
+100

50

0

0

57

—&— Biomassa 4 Células/mL

i B L I B B e L
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Tempo (h)

—£— N-NH4+ O Xilose

168

-300 -
J270 |
4240

-210 7

35

25

L)

205

(9

llose

XV‘

35

ose



Resultados e discussao

154 B1 - 500
14
450
13
12 . —$ {400
T 2
b . 5 L350
10+
3 .
T‘:': 94 A . i - 300 -
2 5] = s
© L] L £
@ -1 a 250 E
@ n
‘S 6+ - 200 3
@ 5 3
4] P, 150
3 o 100
5.
o T 3 -50
14 v A —4-

04— T T 1T 71—+ 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 12(] 132 144 156 168
Tempo (h)

% Biomassa & Células/mL —£— N-NH4+ -0 Xilose
154 H4 - 500

14
- 450
134 n . oy
12 L i 400
11 4
£ - 1350
=104 A
o .
© 9 - 300 -
3
58 4
7] X P 250 -
- :
@ 6+ v, 200 =
@ / -
54 / 3}
S a L 150
@ 4]
3] P 100
2 . =
" - i 1 -50
& A el
o7 T T T T 7T+ 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 12(] 132 144 156 168
Time (h)
% Biomassa & Células/mL —£— N-NH4+ -0 Xilose

300 35
270 |
430
240 |
210 25
31 -
1803 |,
15051 ¢
I —
1202 1'%
-
0 10
60 1
45
30 |
0o o
300 35
270 |
430
240 |
210 25
31 -
1803 |,
15051 ¢
I —
1202 1'%
-
90 _10
60 1
45
30 |
0o o

15+ B3 ~500
14
i - 450
13 P—
| ]
12 = . 400
114 N
L350
104
R 1300 -
3 : L » 30
] o r
© - |5
8 ] " 250 ¢
@ n
E 61 -200 =
o 5 A 0
: L 150
4]
3] A L 100
2] ]
1] a7 A 50
-
A s et
0 12 24 % 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Tempo (h)

% Biomassa & Células/mL

£~ N-NH4+

-0

Xilose

3300 4
270

240

35
30
25

2of

ilose (g

XV'

Figura 8. Parametros de crescimento e consumo de nutrientes pelas cepas mutantes (A1, A2, A3, B1, B3 e H4) e a cepa padrao, (CT)

cultivadas em frascos agitados por 168 horas.
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Os resultados da fermentagdo dos mutantes A1, A2, A3, B1, B3 e H4, quando
comparados com a cepa padrao, indicaram perfis de crescimento semelhantes. Em cada
cultura, o nimero maximo de células atingido foi de 2,6 x 10® células/mL para cepa
padrdo (96h), 3,7x10® células/mL para o mutante A1 (144h), 1,4x10® células/mL para o
mutante A2 (96h) e 2,3x10® células/mL para o mutante A3 (144h) para o mutante B1
(142h), 4,3 x10® células/mL para o mutante B3 (168h) e 4,4 x10® células/mL para o

mutante H4.

De acordo com os graficos de consumo de xilose e nitrogénio, ndo houve
diferenca significativa entre os mutantes e cepa padrao. Apenas os mutantes B3 e H4
parecem ter depletado todo o nitrogénio presente no meio, porém em todos 0s casos

toda a xilose foi consumida até o final da fermentacao (168 horas).

IV.2.1.2. Cepas mutantes A4 e B2

O segundo lote foi iniciada com trés amostras: a cepa padrao (CT) e dois
mutantes (A4, B2). Para iniciar a fermentacdo, a cepa padrdao e os mutantes foram
inoculados em meios YPX, e incubados a 28°C e a 150rpm. A Figura 9 ilustra os

resultados obtidos.
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Figura 9. Parametros de crescimento e consumo de nutrientes pelas cepas mutantes (A4 e B2) e a cepa padréo, (CT2) cultivadas em

frascos agitados durante 217h.
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De acordo com os resultados, os mutantes A4 e B2 e a cepa padrdao
apresentaram perfis de crescimento similares. Nas cepas estudadas, a fase de laténcia
durou apenas 17 horas para todas as amostras. Aparentemente, a fase exponencial do
crescimento ocorreu até aproximadamente 144 horas de cultivo para a cepa padréo, e
cerca de 168h para os dois mutantes, de acordo com os valores de biomassa. A fase
estacionaria parece ter sido atingida antes disso, entretanto, quando se observa a
contagem do numero de células. Em cada cultura, o nimero maximo de células atingido
foi de 2,8x10° células/mL para a cepa padrao (96h), 1,8x10° células/mL para o mutante
A4 (144h) e 2,5x10° células/mL para o mutante B2 (193h).

Os resultados para o consumo de xilose revelam que a cepa padrdo e o mutante
B2 esgotaram o agucar em torno de 168 horas, enquanto que o mutante A4
aparentemente ndo chegou a esgotar todo o agucar presente no meio, apenas no ponto
final (217 horas). O consumo de nitrogénio apresentou um comportamento similar para

os trés cultivos.

IV.2.2. Parametros de crescimento celular e producao de lipideos na fermentagcao

de L. starkeyi DSM 70296 e mutantes, em frascos agitados

Os parametros de concentragdo celular, concentracdo de biomassa (g/L),
contetudo de lipideos, produtividade de biomassa (g/L.h) e produtividade de lipideos
(g/L.h) obtidos na fermentagédo das cepas padréo e dos mutantes de L. starkeyi DSM

70296 estdo sumarizados nas Tabelas 6 e 7.

O tempo de cultivo para os 6 mutantes (A1, A2, A3, B1, B3 e H4) e a cepa
padréo de L. starkeyi DSM 70296, conforme mostrados na Tabela 6, foi de 168 horas, e
enquanto para os mutantes A4 e B2 foi de 217 horas. Esta diferenca se deve ao fato do
agucar nao haver sido totalmente depletado no periodo de 168h, portanto a fermentacao

foi prolongada para reduzir erros nos calculo de produtividade.
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Tabela 6. Resultados gerais da fermentacao da cepa padrao e os mutantes A1, A2, A3, B1, B3 e
H4 de L. starkeyi DSM 70296 (CT), obtidos pelo cultivo em frascos agitados durante 168h.

Amostra Numero Concentracdo Conteudo Produtividade Produtividade

de células de biomassa de lipideos de biomassa de lipideos
(cel/mL) (g/L) (%) (g/L.h) (g/L.h)
CT 2,42E+08 12,315 35,02+1,59 0,075+0,001 0,0255+0,001
A1l 2,80E+08 13,74 39,60+1,3 0,082+0,001 0,032+0,002
A2 4,80E+08 12,94 34,86+3,15 0,079+0,002 0,027+0,001
A3 1,25E+08 12,05 38,11+1,2 0,073+0,007 0,028+0,001
B1 2,93E+08 12,93 34,98+1,71 0,075+0,002 0,028+0,001
B3 4,38E+08 12,46 30,06+0,50 0,080+0,001 0,027+0,001
H4 4,40E+08 13,12 33,65+1,61 0,078+0,001 0,028+0,001

Tabela 7. Resultados gerais da fermentagdo da cepa padrao e dos mutantes A4 e B2 de L.
starkeyi DSM 70296 (CT2), obtidos pelo cultivo em frascos agitados durante 217h.

Amostra Numero Concentracdo Conteudo Produtividade Produtividade

de células de biomassa de lipideos de biomassa de lipideos
(cel/mL) (g/L) (%) (g/L.h) (g/L.h)

CT2 1,93E+08 12,726 41,73+2,7 0,062+0,002 0,025+0,001

Ad 1,00E+08 13,713 47,46+0,48 0,056+0,001 0,026+0,001

B2 1,20E+08 9,933 43,83+1,6 0,065+0,001 0,022+0,002

No geral, o maior rendimento de biomassa foi obtido pelo mutante A1 (biomassa
= 13,74 g/L). O conteudo maximo de lipideos foi produzido pelo mutante A4 (fracao
lipidica = 47,4%).

Os resultados do cultivo em frascos agitados indicaram que o mutante A1,
apresentou diferenga tanto na producédo de biomassa como na de lipideos, mostrando
produtividades de 0,082 +0,0006 (g/L.h) de biomassa e 0,032+0.001 (g/L.h) de lipideo,
quando comparado com a cepa padrao (CT) que apresentou 0,075+0,0002 (g/L.h) de
biomassa e 0,025+0,003 (g/L.h) de lipideo.

Para avaliar se as diferencas obtidas atingiram significancia estatistica, os
valores de produtividade de biomassa e lipideos foram submetidos a teste estatistico,

conforme apresentado a seguir.
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IV.2.3 Parametros de produtividade

Apods o término das fermentacbes em frascos agitados, os resultados obtidos
foram submetidos a uma anadlise comparativa e avaliados estatisticamente pelo teste
Tukey, de forma a identificar diferengas com significancia estatistica nos indices de

produtividade dos mutantes em relagao a cepa controle.

IV.2.3.1. Produtividade de biomassa (g/L.h)

Foi realizada analise estatistica para estimar a diferenga significativa entre as
produtividades de biomassa (g/L.h) obtidas para os 8 mutantes estudados em dois lotes,
o primeiro lote foram estudadas 6 mutantes e no segundo lote os dois mutantes
restantes. Ambos os lotes foram estudadas em relagdo aos valores amostrados para a

cepa padrao.

Foi utilizado Teste de Tukey para fazer o comparativo das médias com 95% de

confianca. A Figura 10 e 11 mostram os resultados.

Produtividade de biomassa (giL.h)

CT Ad A2 A3 B1 B3 H4
Cepa padrdo (CT) e mutantes
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Figura 10. Produtividade de biomassa (g/L.h) da cepa padréo L. starkeyi DSM 70296 (CT) e dos
mutantes A1, A2, A3, B1, B3 e H4. Letras distintas de produtividade de biomassa significam que

as amostras sao diferentes (p<0,05).

Produtividade de biomassa (giL.h)
[}
[}
'

cT2 Ad B2

Cepa padrdo (CT2) e mutantes
Figura 11. Produtividade de biomassa (g/L.h) da cepa padréao L. starkeyi DSM 70296 (CT2) e dos
mutantes A4 e B2. Letras distintas de produtividade de biomassa significam que as amostras séo
diferentes (p<0,05).

Os resultados indicaram que o mutante A1 apresentou uma pequena diferenca
em produgédo de biomassa (0,082+0.0006) g/L.h) quando comparado a cepa padrao
(0.07£0.0002) g/L.h). Esta diferenga de produtividade foi considerada estatisticamente

significativa segundo o teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

IV.2.3.2. Produtividade de lipideos (g/L.h)

Os resultados da analise estatistica sobre os valores de produtividade de lipideos
(g/L.h) também foram avaliados para os oito mutantes e a cepa padrao. Os resultados

estdo apresentados pela Figura 12 e 13.
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Figura 13. Produtividade de lipideo (g/L.h) dos mutantes A4 e B2, e da cepa padréo L. starkeyi
DSM 70296 (CT) cultivados em frascos agitados por 217h. Letras distintas significam que as

amostras sao diferentes (p<0,05).

Os resultados indicam que houve um ligeiro aumento na produtividade de
lipideos do mutante A1 (0.032+0.001 g/L.h) em relagao a cepa padrao (0.025+0.003
g/L.h). Esta diferenga de produtividade foi considerada estatisticamente diferente

segundo o teste de Tukey a 95% de confiabilidade

Apesar dos demais mutantes também apresentarem uma sutil diferenga nas
produtividades em relacao a cepa padrao, estas diferencas ndo foram consideradas

estatisticamente significativas.

Assim, o mutante A1 foi selecionado para estudo em biorreator para avaliar seu
desempenho fermentativo com maior detalhamento, conforme apresentado na secao

seguinte (IV. 3. Fermentacado em biorreator)

A seguir, apresentamos uma analise do perfil dos acidos graxos produzidos por

alguns dos mutantes estudados.

IV.2.4. Composigao de acidos graxos do lipideos dos mutantes A2, B1, B2, B3 e H4

A composicéo de acidos graxos dos lipideos produzidos pelos mutantes A2, B1,
B2, B3 e H4 foram analisados por cromatografia gasosa. A Figura 12 apresenta os
cromatogramas. N&ao foram apresentados os cromatogramas dos demais mutantes por

se mostrarem semelhantes.

66



Resultados e discussao

CcT
T @
T C181,cis
C160 2 8  Oleato
Palmitate 2
10,04 -
754
i)
E
50
E
c180
Estearatq| c1g:2 cis
140 3 ||Lingleato
25 . 2 b
Wiristato g ciear = #
- + Palmitoleato 3
&
1
1 L
T o
T T 1 T 1Ll U
0 ﬂﬁ-——"“i
-1 T T T T T T
5 10 15 20 25 30
Tempo de retencdo (minutos)
A2
. I c18t,cis
C180 g 2 Oleato
Palmitato o
1004
75
2
S
= 504
c18:0
Estearatd|C18:2 cis
254 2 ||Lincleata
~ C16:1 o
kPa\m\mIeam L
4 I - ], A \
0.0 — LTI I T m 1
13 T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Tempo de retencdo (minutos)

67



Resultados e discussao

B1
3 c181 o8
b
oy o160 g Olsato
Palmitato
B
g
=
10.04
754
w
s
S 504
E
c180
Estearatt || 452 ¢is
& || Linoleato
3 o
25 g Ei6d = #
2Paimitoleato I
L. ok ’\\ | N
T 1 == T
P
12
& "o s 20 25 S ]
Tempo de retencdo (minutos)
B3
- ci60 & §c1et,cis
Palmitato £ g Dieato
754
w
Sz
= 29
&
c18:0
254 Estearatq
= ||[C182cs
2 ||Linoleata
g ciEt 2 3
- Palmiloleato o §
Lu q
\ o | oy Er—
0o t T o TR I T reyy—
-11 T T T T T T
5 10 15 20 25 30
Tempo de retengdo (minutos)
H4
T E)
EREINY
125 ci60 g 2 Oleato
Palmitato o
0.0
7.5
2
G
=
E
5.0
c18:0
Estearalq| C18:2 cis
= Linoleato
Eocter 2 8
25 L Paimitoleato <
T I WS
0.0 ~{ermsmerey
14
3 Mo k %0 3 30 !

15
Tempo de retencdo (minutos)

Figura 14. Cromatograma dos acidos graxos dos lipideos microbianos da cepa padrao (CT) L.

starkeyi DSM 70296 e os mutantes A2, B1, B3 e H4 cultivados em frascos agitados, analisados

por cromatografia gasosa.
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A Tabela 8 apresenta a composi¢ao dos acidos graxos da cepa padrao L.
starkeyi DSM 70296 e de quatro dos mutantes cultivados em frascos agitados. Para fins
de comparacéo, foram incluidos também os resultados obtidos para a cepa padrdo em

outro estudo conduzido em nosso laboratério (Garzén, 2009).

Tabela 8. Composi¢do de acidos graxos dos lipideos produzidos pelos mutantes (A2, B1, B3 e

H4) e a cepa padrao L. starkeyi DSM 70296 (CT) estudados em frascos agitados.

Acido  Acido Acido Acido Acido Acido
miristico palmitico palmitoléico estearico  Oléico Linoléico
C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1n9¢ C18:2n6¢c
CT 0.42 34.88 2.56 7.42 51.93 2.79
A2 n.d. 36.3 2.92 7.37 50.86 2.56
B1 n.d 34.19 2.27 8.11 52.27 3.16
B3 n.d 35.71 2.53 7.76 51.25 2.75
H4 n.d 35 2.85 6.67 52.02 3.46
L. starkeyi DSM
70296* 0.83 20.38 n.d. 10.77 56.06 11.96

*Dados obtidos por Garzon(2009).

Os resultados revelaram que a composicdo de acidos graxos dos lipideos
produzidos pela cepa padrdo e pelos mutantes € muito semelhante, composta
principalmente por C16: 0 (acido palmitico, ~ 35%) e C18: 1 (acido oleico, ~ 50%) .
Outros acidos graxos identificados foram C16: 1 (acido palmitoléico, ~ 2,5%), C18: 0
(acido estearico, ~ 7%) e C18: 2 (linoleato, ~ 2,5%). Curiosamente, observou-se a
presenca de C14: 0 (acido miristico) apenas na cepa padrao (~ 0,5%), estando ausente
nos quatro mutantes estudados neste andlise.Os lipideos da levedura L. starkeyi DSM
70296 e das cepas mutantes sdo compostas basicamente por seis tipos de acidos
graxos contendo 14 a 18 carbonos, com baixo grau de insaturagcdo que € uma
caracteristica desejavel para a producao de biocombustiveis a partir desta fonte.

Diferengas nas proporgdes relativas de acido palmitico e acido oléico sao
provavelmente devido as diferengas nas fontes de carbono, a composi¢cdo do meio e da
duracao do cultivo. De acordo com a Wild e colaboradores (Wild et al., 2010), os acidos
graxos insaturados L. starkeyi esta compreendida entre 58 e 60%. A questdo da relacao
entre insaturados de acidos graxos saturados em lipideos € de grande interesse para a
industria de biodiesel, uma vez que tem profundo impacto sobre a produgao de biodiesel
(Garzon, 2009).
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IV.3. Fermentagcao em biorreator

Varias formas de cultivo foram utilizados para cultivar microrganismos
oleaginosos, entre as quais se sobressai o cultivo em biorreator, permitindo que os
parametros fermentativos sejam rigorosamente controlados (Ganuza and Izquierdo,
2007). Assim, conduzimos a fermentacdo do mutante selecionado em biorreator,
utlizando os parametros fermentativos previamente definidos para a cepa padrao em

nosso laboratério.

Os experimentos foram conduzidos em batelada alimentada (3 pulsos de
alimentacao) e utilizando fonte de carbono mista (glicose 70%: xilose 30% no indculo;
glicose 30%: xilose 70% nas alimentagdes). Os ensaios foram feitos em duplicata tanto
para a cepa padrdao como para o mutante. Os resultados estdo apresentados a seguir,
identificados pela letra M (‘mutante’) acompanhada pelo identificador do ensaio (‘1° ou
‘2’) para o mutante A1 e pela letra S (‘selvagem’) acompanhada pelo identificador do

ensaio (‘1’ ou 2’) para a cepa padrao.

IV.3.1. Parametros de crescimento

Os resultados obtidos nas fermentagdes do mutante A1 e da cepa padréao L.
starkeyi DSM 70296 estdo apresentados esquematicamente pela Figura 15, para os
dados de biomassa (absorbancia 600nm), biomassa seca (g/L), concentragdo celular
(células/mL) e fracdo de células mortas (%), e pela Figura 16, para os dados de
consumo de xilose e glicose (g/L), nitrogénio (mg/L) e fragéo lipidica (%).
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Ambas as cepas foram cultivadas em duplicata, e o tempo total de cada
fermentacéo foi de 144 horas. A concentragao celular atingida ao final das fermentagdes
apresentou os seguintes valores 1,16x10° células/mL (M1), 8,89x10° células/ mL (M2),
9,64x10® células/mL (S2) e 1,33x10° células/mL (S2). Os perfis de biomassa seca
atingida ao final das fermentacdes foram de 91,1 g/L (M1) e 86,0 g/L (M2), 75,3 g/L (S1)
e 76,6 g/L (S2). Os perfis de biomassa seca e de biomassa estimada pela absorbéancia a
600nm mostraram tendéncia similar (Figura 15). Os niveis de nitrogénio amoniacal (N-
NH3) diminuiram rapidamente durante a fase exponencial de crescimento até niveis

proximos de zero (Figura 16).
A Tabela 9 traz os valores obtidos nas quatro fermentacoes.

Tabela 9. Resultados gerais da fermentagdo da cepa padrao L. starkeyi DSM 70296 (S1 e S2) e

do mutante A1 (M1 e M2) em biorreator.

Cepas Concentracdo Concentracdo Conteudo Produtividade Produtividade

celular de biomassa de de biomassa  de lipideo
(g/L) lipideos (g/L.h) (g/L.h)
(%)
S1 9,64E+08 75,35¢1,80 45,40+1,3  0,53+0,01 0,24+0,23
S2 1,33E+09 76,67+3,34 52,72+3,1  0,54+0,02 0,29+0,02
M1 1,16E+09 91,13+0,81 51,62+0,9 0,63+0,01 0,33+0,01
M2 8,89E+08 86,28+1,15 58,60+1,4 0,60+0,01 0,35+0,01

De acordo com os resultados, apesar da diferenga entre as duplicatas da
fermentacdo da cepa padrao, pode ser observar que tanto os valores de biomassa como
de conteudo de lipideos foram inferiores aqueles obtidos para a cepa mutante. Para
confirmar esta diferenca, foi realizada analise estatistica e os resultados estao conforme

apresentados na segao a seguir.

IV.3.3. Parametros de produtividade

Os resultados foram analisados estatisticamente para estimar se existe diferenga
significativa entre as produtividades de biomassa e lipideos (g/L.h) obtidas nas quatro
bateladas alimentadas. Foi utilizado Teste de Tukey para fazer o comparativo das

médias com 95 % de confianga.
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Resultados e discussao

A seguir apresentamos uma avaliagao da composicao lipidica do mutante A1 em
relacdo a cepa padrdo, através da analise dos dleos obtidos nas fermentagbes em

biorreator.

IV.3.3. Composicao de acidos graxos dos lipideos da cepa padrao L. starkeyi DSM

70296 e do mutante A1 cultivados em biorreator

A composigao de acidos graxos dos lipideos produzidos pelo mutante A1 e a cepa
padrédo L. starkeyi DSM 70296 foram analisados por cromatografia gasosa. Os

resultados estdo apresentados pela Tabela 10.

Tabela 10. Composigédo de acidos graxos dos lipideos da cepa padréo L. starkeyi DSM 70296 e

do mutante A1 cultivados em batelada alimentada.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Microrganismos miristico palmitico palmitoléico estearico oléico linoléico
C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1n9c C18:2n6¢c
L. starkeyi DSM
70296 n.d 36,20+0,3 2,27+0,1 12,09+0,2 45,67+0,7 3,5+0,4
Mutantes A1 0,394+0,02 33,984+0,1 3,36+0,09 7,52+0,1 50,61+0,3 3,91+0,2
L.starkeyi’ 0,4 33,0 4.8 4,7 55,1 1,6
R. toruloides® 1,3 20,0 0,6 14,6 46,9 13,1

'(Liu and Zhao, 2007)
?(Li et al., 2007)

Conforme podemos observar na Tabela 10, a composicdo dos acidos graxos
apresenta-se semelhante entre o mutante e a cepa padrdo, com maior quantidade dos
acidos palmitico (>30%) e acido oléico(>45%). Este perfil & similar aquele descrito para
L. starkeyi em outros estudos (Liu and Zhao, 2007, Angerbauer et al., 2008, Meng et al.,
2009, Wild et al., 2010).

Entretanto, uma pequena reducao na quantidade de acido estearico (C18:0) do
mutante em relagdo a cepa padrdo (aprox. 5 pontos porcentuais), e aumento
proporcional na quantidade de acido oléico (C18:1). Como esta modificacdo foi obtida
durante fermentacdes utilizando as mesmas condi¢des, pode refletir uma caracteristica

intrinseca ao mutante.
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Do ponto de vista da regulagdo do metabolismo de sintese de lipideos, este
resultado poderia indicar um aumento da atividade da enzima A9 desaturase (EC
1.14.19.1), responsavel pela conversdo do acido estearico em acido oléico. Entretanto,

estudos adicionais devem ser conduzidos antes de estabelecer este tipo de discussao.
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CONCLUSOES

Microorganismos constituem uma alternativa promissora para a producao de
biocombustiveis e outros bioprodutos a partir de biomassa renovavel e, assim, fugir a
dependéncia dos derivados petroquimicos. Uma grande vantagem do uso de
microorganismos para a obtencdo de produtos de interesse industrial é o fato de eles
nao requerem grandes areas de cultivo, sendo geralmente cultivadas em tanques de
fermentacao e, portanto, ndo competem com terras agricolas (Meng et al., 2009, Vicente
et al., 2009). Outras caracteristicas importantes dos microorganismos € sua capacidade
de utilizar carboidratos complexos, como residuos lignoceluldsicos, como fonte de

carbono (Meng et al., 2009).

Lipideos microbianos tém grande potencial para substituir as sementes
oleaginosas na produgao de biodiesel. No entanto, apesar de todo o seu potencial, a
producdo de biodiesel de segunda geracdo a partir de microrganismos ainda nao é
economicamente viavel, principalmente devido as limitagdes na produtividade das

linhagens disponiveis.

E de grande importancia a aplicacdo de metodologias de biologia molecular,
como a engenharia genética, para a melhoria destes microorganismos.
Neste contexto, utilizamos a levedura Lipomyces starkeyi DSM 70296 para a produgao
de lipideos microbianos a partir de pentoses, os principais acucares presentes na fracéo
hemicelulésica vegetal, como o bagago de cana. Nosso objetivo principal foi a
otimizacado desta linhagem através da utilizacao de ferramentas de biologia molecular,

de modo a acelerar a sua adaptagdo ao bioprocesso de interesse.

Entretanto, as ferramentas tradicionais de engenharia genética muitas vezes
encontram dificuldades técnicas quando utilizado em espécies ndo domesticadas, que
normalmente exibem mecanismos de protecdo impedindo a manipulagdo de seu DNA.
Em tais casos, é preferivel utilizar-se um método para aumentar as taxas de mutagao
naturais do seu DNA através da acgdao de agentes mutagénicos, tais como luz
ultravioleta (UV) (Kava - Cordeiro et al., 1995). Estudos preliminares realizados no nosso

grupo indicam que € o caso da Lipomyces starkeyi .
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Assim, a estratégia descrita no presente trabalho empregou a técnica de
mutagénese aleatoria induzida por irradiagado UV. Inicialmente, procuramos determinar o
tempo ideal de exposi¢cao a UV através de curvas de dose/resposta. De acordo com os
nossos resultados, o tempo de exposigao otima para L. starkeyi foi de 40 minutos,
correspondendo a uma sobrevivéncia de células de 5%, faixa com grande acumulo de

mutagdes no DNA.

Associada a esta estratégia foi realizado um ensaio de selecdo de mutantes
utilizando cerulenina para identificar os mutantes com potencial aumento no
metabolismo lipidico. A cerulenina tem sido largamente utilizada em estudos de
biossintese e metabolismo de acidos graxos em bactérias e leveduras (Satoshi, 1976), e
estudos mostram seu efeito inibitério sobre a atividade da enzima acido graxo sintase
(FAS), essencial a biossintese de lipideos (Heath et al., 2001). Uma vez que a
biossintese de lipideos é essencial para o crescimento celular, sua inibicdo determina

uma redugéo significativa na taxa de crescimento celular (Wang et al., 2009).

Com esta estratégia, foram isoladas 8 mutantes, os quais foram estudados
através da fermentacdo em frascos agitados utilizando a cepa padréo de L. starkeyi DS
70296 como controle, o que nos permitiu avaliar quaisquer alteragdes significativas nos

parametros de produtividade.

Os experimentos realizados em frascos agitados indicaram que, destes 8
mutantes, apenas o mutante A1 apresentou uma diferenga significativa nas
produtividades de biomassa e lipideos em relagdo a cepa padrao. Desta forma, A1 foi
empregado para estudo detalhado em bioreator, utilizando os parametros fermentativos

definidos para a cepa padrao em outros estudos do nosso grupo.

Os resultados em biorreator demonstraram um aumento aproximado de 15,8%
nos teores de biomassa e de 14,9% na produtividade de lipideos em relacdo a cepa
padrdo, confirmando seu potencial para substitui-la no processo de obtencdo de dleo a

partir de residuos lignocelulésicos.

Maiores estudos podem ser conduzidos na tentativa de adaptar esta cepa as
condi¢des de fermentagdo em hidrolisados de bagaco, bem como na caracterizagéo de

suas alteragbes metabdlicas através de ferramentas da gendémica. Finalmente, ftal
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mutante pode ser empregado para aperfeicoamento de suas caracteristicas desejaveis

através de metodologias de engenharia evolutiva.

80



Referéncias bibliograficas

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGEITOS, J. M.; VALLEJO, J. A.; VEIGA-CRESPO, P.; VILLA, T. G. Qily yeasts as
oleaginous cell factories. Applied Microbial Biotechnology, v. 90, p. 1219-1227,
2011.

AGGELIS, G.; KOMAITIS, M. Enhancement of single cell oil production by Yarrowia
lipolytica growing in the presence of Teucrium polium L. aqueous extract.
Biotechnology Letters, v. 21, p. 747-749, 1999.

AGGELIS, G.; KOMAITIS, M.; PAPANIKOLAOU, S.; PAPADOPOULOS, G. A
mathematical model for the study of lipid accumulation in oleaginous
microorganisms .2. Study of cellular lipids of Mucor circinelloides during growth on

a vegetable oil. Grasas y aceites, v. 46, p. 245-250, 1995.

ALVAREZ, H. M.; STEINBUCHEL, A. Triacylglycerols in prokaryotic microorganisms.
Applied Microbiology Biotechnology, v. 60, p. 367-376, 2003.

ANGERBAUER, C.; SIEBENHOFER, M.; MITTELBACH, M.; GUEBITZ, G. M. Conversion
of sewage sludge into lipids by Lipomyces starkeyi for biodiesel production.

Bioresource Technology, v. 99, p. 3051-6, 2008.

ANTOLIN, G.; TINAUT, F. V.; BRICENO, Y.; CASTANO, V.; PEREZ, C.; RAMIREZ, A. I.
Optimisation of biodiesel production by sunflower oil transesterification.
Bioresource Technology, v. 83, p. 111-114, 2002.

AZEVEDQO, J. L. Genética de microrganismos, Goiania, GO. 1998.
BALL, C. Melhoramento genética de microrganismo. FEALQ. Piracicaba,1985.

BEOPOULOS, A.; CESCUT, J.; HADDOUCHE, R.; URIBELARREA, J. L.; MOLINA-
JOUVE, C.; NICAUD, J. M. Yarrowria lipolytica as a model for bio-oil production.
Progress in Lipid Research, v. 48, p. 375-387, 2009.

81



Referéncias bibliograficas

BEOPOULOS, A.; MROZOVA, Z.; THEVENIEAU, F.; LE DALL, M. T.; HAPALA, |,
PAPANIKOLAOU, S.; CHARDOT, T.; NICAUD, J. M. Control of Lipid Accumulation
in the Yeast Yarrowia lipolytica. Applied Environmental Microbiology, v. 74, p.
7779-7789, 2008.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, p. 911-917, 1959.

BRENNAN, L.; OWENDE, P. Biofuels from microalgae-A review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renewable &
Sustainable Energy Reviews, v. 14, p. 557-577, 2010.

CALDEIRA, M. L. Produgdo de SCO (Single Cell Oil) para biodiesel a partir da microalga
Chlorella protothecoides em diversos bioreactores com troca simbidtica de

correntes gasosas. Disertagdo de mestrado, Universidade Nova de Lisboa. 2011.

CONTADO, J. L. Produgéo e caracterizagao da B-frutofuranoisdade de Linhagem mutante
de Aspergillus niger e su aplicagdo na produgdo de frutooligossacarideos.
Disertagéo de mestrado, Universidade Estadual de Campinas. 1998.

CRONAN JR, J. E. Thermal regulation of membrane lipid composition of Escherichia coli.
Evidence for the direct control of fatty acid synthesis. The Journal of Biological
Chemistry, v. 250, p. 7074-7077, 1975.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, p. 294-306, 2007.

DA SILVA, S. Aplicagao de radiagao UV para desinfec¢do de efluentes da associagao de
reator UASB e biofiltro aereado submerso. Disertacdo mestrado, Escola de Sao
Carlos da Universidade de Sao Paulo. 2007.

DAI, C. C.; TAO, J.; XIE, F.; DAl Y. J.; ZHAO, M. Biodiesel generation from oleaginous
yeast Rhodotorula glutinis with xylose assimilating capacity. African Journal of
Biotechnology, v. 6, p. 2130-2134, 2007.

82



Referéncias bibliograficas

FAIFE, E.; OTERO, M. A.; ALVAREZ, A.; PENA, M. A.; MELFI, M.; MATOS, M. L
KOZLOWSKI, A. M. Microbial oil production by oleaginous yeasts on wastewaters-
based medium. International Sugar Journal, v. 113, p. 786-791, 2011.

FRANCISCO, E. C. Biofixagdo de dioxido de carbono por microalgas acumuladoras de
materiais graxos. Disertagdo de mestrado, Universidade Estadual de Campinas.
2010.

GANUZA, E.; IZQUIERDO, M. S. Lipid accumulation in Schizochytrium G13/2S produced
in continuous culture. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 76, p. 985-990,
2007.

GARZON, C. S. L. Producdo microbiana de lipideos. Disertacdo de Mestrado,
Universidade Estadual de Campinas. 2009.

GRIFFITHS, A. J. F.; WESSLER, S. R.; LEWONTIN, R. C.; GELBART, W. M.; SUZUKI, D.
T.; MILLER, J. H. 8th editionAn Introduction to Genetic Analysis, New York,
Freeman, W. H. 2004.

GUIMARAES, T. M. Isolamento, identificagdo e selecdo de cepas de levedura
Sacharomyces cerevisiae para elaboragdo de vinho. Disertagdo de Mestrado,

Universidade Federal de Parana. 2005.

GUO, C.B.; CUI,N.B.; YU, G. Y.; LIU, D. X.; MENG, S. C.; SONG, Q. Effects of cerulenin
on the endogenous fatty acid synthetic activity in squamous cell carcinoma of the

oral cavity. Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, v. 61, p. 909-912, 2003.

HATA, T. Y. S., A.;; MATSUMAE, Y. ;KAMIO, S Study of new antifungal antibiotic. Journal
Bacteriology, v. 15, p. 1075-1077, 1960.

HE, P.; HUANG, J.; SHI, Q.; LI, X;; YUAN, L.; ZOU, Q. Breeding of Oleaginous
Rhodotorula Glutinis and the Synthesis of Biodiesel. Applied Mechanics and
Materials, v. 108, p. 159-166, 2012.

HEATH, R. J.; WHITE, S. W.; ROCK, C. O. Lipid biosynthesis as a target for antibacterial
agents. Progress in Lipid Research, v. 40, p. 467-497, 2001.

83



Referéncias bibliograficas

HONG, W.-K.; RAIRAKHWADA, D.; SEO, P.-S.; PARK, S.-Y.; HUR, B.-K.; KIM, C. H;
SEO, J.-W. Production of Lipids Containing High Levels of Docosahexaenoic Acid
by a Newly Isolated Microalga, Aurantiochytrium sp KRS101. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v. 164, p. 1468-1480, 2011.

IASSONOVA, D. R.; HAMMOND, E. G.; BEATTIE, S. E. Oxidative stability of
polyunsaturated triacylglycerols encapsulated in oleaginous yeast. JAOCS, Journal
of the American Oil Chemists' Society, v. 85, p. 711-716, 2008.

JACOB, Z. Linnear growth and lipid Synthesis in the oleaginous yeast Rhodotorula
gracilis. Folia Microbiologica, v. 37, p. 117-121, 1992.

KARATAY, S. E.; DONMEZ, G. Improving the lipid accumulation properties of the yeast
cells for biodiesel production using molasses. Bioresource Technology, v. 101, p.
7988-7990, 2010.

KAVA - CORDEIRO, V.; LUNA - ALVES - LIMA, E. A.; AZEVEDO, J. L. Survival and
mutant production induced by mutagenic agents in Metarhizium anisopliae.
Scientia Agricola, v. 52, p. 548-554, 1995.

KELLER, B.; ZOLZER, F.; KIEFER, J. Mutation induction in haploid yeast after split-dose
radiation exposure. Il. Combination of UV-irradiation and X-rays. Environmental
and Molecular Mutagenesis, v. 43, p. 28-35, 2004.

KUHAJDA, F. P. Fatty-acid synthase and human cancer: New perspectives on its role in
tumor biology. Nutrition, v. 16, p. 202-208, 2000.

LANG, X.; DALAI, A. K.; BAKHSHI, N. N.; REANEY, M. J.; HERTZ, P. B. Preparation and
characterization of bio-diesels from various bio-oils. Bioresource Technology, v. 80,
p. 53-62, 2001.

LEWIS, T.; NICHOLS, P. D.; MCMEEKIN, T. A. Evaluation of extraction methods for
recovery of fatty acids from lipid producing microheterotrophs. Journal of
Microbiological Methods, v. 43, p. 107-116, 2000.

84



Referéncias bibliograficas

LI, Q.; DU, W.; LIU, D. Perspectives of microbial oils for biodiesel production. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 80, p. 749-756, 2008.

LI, Y.; ZHAO, Z.; BAI, F. High-density cultivation of oleaginous yeast Rhodosporidium
toruloides Y4 in fed-batch culture. Enzyme and Microbial Technology, v. 41, p.
312-317, 2007.

LI, Y. H,; LIU, B.; SUN, Y. Screening of oleaginous yeasts for broad-spectrum
carbohydrates assimilating capacity. Chinese Journal of Biotechnology, v. 25, p.
43-48, 2005.

LIU, B.; ZHAO, Z. Biodiesel production by direct methanolysis of oleaginous microbial
biomass. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, v. 82, p. 775-780,
2007.

MA, F. R.; HANNA, M. A. Biodiesel production: a review. Bioresource Technology, v. 70,
p. 1-15, 1999.

MADIGAN, M. T., MARTINKO, J.M., PARKER, J. Microbiologia de Brok. Biologia de los
microoganismos. /In: HALL, P. (ed.), 2004.

MANIRAKIZA, P.; COVACI, A.; SCHEPENS, P. Comparative study on total lipid
determination using Soxhlet, Roese-Gottlieb, Bligh & Dyer, and modified Bligh &
Dyer extraction methods. Journal of Food Composition and Analysis, v. 14, p. 93-
100, 2001.

MENG, X.; YANG, J.; XU, X.; ZHANG, L.; NIE, Q.; XIAN, M. Biodiesel production from

oleaginous microorganisms. Renewable Energy, v. 34, p. 1-5, 2009.

MILLER, R. V.; JEFFREY, W.; MITCHELL, D.; ELASRI, M. Bacterial responses to
ultraviolet light. Asm News, v. 65, p. 535-541, 1999.

MORETON, R. S. Technical and economic aspects and feasibility of single cell oil
production using yeast technology. Journal of the American Oil Chemists Society,
v. 64, p. 1250-1251, 1987.

85



Referéncias bibliograficas

NELSON, D. L.; COX, M. M. 3Lehninger Principios de bioquimica, New York, W. H.
Freeman and Company. 2002.

NELSON, N. A photometric adaptation of the Somogyi method for the determination of
glucose. Journal of Biological Chemistry, v. 153, p. 375-380, 1944.

PAN, L.-X.; YANG, D.-F.; LI, S.; WEI, L.; CHEN, G.-G.; LIANG, Z.-Q. Isolation of the
Oleaginous Yeasts from the Soil and Studies of Their Lipid-Producing Capacities.
Food Technology and Biotechnology, v. 47, p. 215-220, 2009.

PAPANIKOLAOU, S.; AGGELIS, G. Lipids of oleaginous yeasts. Part I: Biochemistry of
single cell oil production. European Journal of Lipid Science and Technology, v.
113, p. 1031-1051, 2011a.

PAPANIKOLAOU, S.; AGGELIS, G. Lipids of oleaginous yeasts. Part Il: Technology and
potential applications. European Journal of Lipid Science and Technology, v. 113,
p. 1052-1073, 2011b.

PENG, X.; CHEN, H. Hemicellulose sugar recovery from steam-exploded wheat straw for

microbial oil production. Process Biochemistry, v. 47, p. 209-215, 2012.

PENG, X. W.; CHEN, H. Z. Single cell oil production in solid-state fermentation by
Microsphaeropsis sp from steam-exploded wheat straw mixed with wheat bran.
Bioresource Technology, v. 99, p. 3885-3889, 2008.

PIGATTO, G. Irradiacdo UV em Xanthomonas campestris pv. campestris visando a
producdo da goma xantana. Disertacdo de mestrado, Universidade Estadual
Paulista. 2008.

RATLEDGE, C. Microorganisms for lipid Acta Biotechnol, v. 11, p. 429-438, 1991.

RATLEDGE, C. Single Cell Qils - have they a biotechnological future? Trends in
Biotechnology, v. 11, p. 278-284, 1993.

RATLEDGE, C. Regulation of lipid accumulation in oleaginous micro-organisms. Biochem.
Soc. Transac, v. 30, p. 1047-1050, 2002.

86



Referéncias bibliograficas

RATLEDGE, C. Fatty acid biosynthesis in microorganisms being used for Single Cell Oil
production. Biochimie, v. 86, p. 807-815, 2004.

RATLEDGE, C.; COHEN, Z. Microbial and algal oils: Do they have a future for biodiesel or
as commodity oils? Lipid Technology, v. 20, p. 155-160, 2008.

RATLEDGE, C.; WYNN, J. P. The biochemistry and molecular biology of lipid
accumulation in oleaginous microorganisms. Advances in Applied Microbiology,
Vol 51, v. 51, p. 1-51, 2002.

SAENGE, C.; CHEIRSILP, B.; SUKSAROGE, T. T.; BOURTOOM, T. Potential use of
oleaginous red yeast Rhodotorula glutinis for the bioconversion of crude glycerol
from biodiesel plant to lipids and carotenoids. Process Biochemistry, v. 46, p. 210-
218, 2011.

SATOSHI, O. The Antibiotic Cerulenin, a Novel Tool for Biochemistry a an Inhibitor of fatty
Acid Synthesis. Americal Society for Microbiology, v. 40, p. 681-697, 1976.

SAXENA, V. S., CD.; BHAGAT, SD.; SAINI VS, ADHIKARI, DK. Lipid and fatty acid
biosynthesis by Rhodotorula minuta. Journal of the American Oil Chemists'
Society, v. 74, p. 501-505, 2008.

SHEEHAN, J.; CAMOBRECO, V.; DUFFIELD, J.; GRABOSKI, M.; SHAPOURI, H. Life
cycle inventory of biodiesel and petroleum diesel for use in an urban bus. Final
report, National Renewable Energy Laboratory, NREL/SR-580-24089 UC Category
1503, v., p., 1998.

SOMOGYI, M. A NEW REAGENT FOR THE DETERMINATION OF SUGARS. Journal of
Biological Chemistry, v. 160, p. 61-68, 1945.

SRIENC, F.; ARNOLD, B.; BAILEY, J. E. Characterization of intracellular accumulation of
poly-beta-hydroxybutyrate (PHB) in individual cells of Alcaligenes eutrophus H16
by flow cytometry. Biotechnology and Bioengineering, v. 26, p. 982, 1984.

VICENTE, G.; BAUTISTA, L. F.; RODRIGUEZ, R.; GUTIERREZ, F. J.; SADABA, |.; RUIZ-
VAZQUEZ, R. M.; TORRES-MARTINEZ, S.; GARRE, V. Biodiesel production from

87



Referéncias bibliograficas

biomass of an oleaginous fungus. Biochemical Engineering Journal, v. 48, p. 22-
27, 2009.

VICENTE, G.; MARTINEZ, M.; ARACIL, J. Integrated biodiesel production: a comparison
of different homogeneous catalysts systems. Bioresource Technology, v. 92, p.
297-305, 2004.

WANG, J. F.; LI, R. M;; LU, D.; MA, S.; YAN, Y. P.; LI, W. J. A quick isolation method for
mutants with high lipid yield in oleaginous yeast. Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 25, p. 921-925, 2009.

WILD, R.; PATIL, S.; POPOVIC, M.; ZAPPI, M.; DUFRECHE, S.; BAJPAI, R. Lipids from
Lipomyces starkeyi. Food Technology and Biotechnology, v. 48, p. 329-335, 2010.

XIONG, W.; LI, X. F.; XIANG, J. Y.; WU, Q. Y. High density fermentation of microalga
Chlorella protothecoides in bioreactor for microbio-diesel production. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 78, p. 29-36, 2008.

XUE, F. Y.; ZHANG, X.; LUO, H.; TAN, T. W. A new method for preparing raw material for
biodiesel production. Process Biochemistry, v. 41, p. 1699-1702, 2006.

ZHAO, X.; KONG, X.; HUA, Y.; FENG, B.; ZHAO, Z. Medium optimization for lipid
production through co-fermentation of glucose and xylose by the oleaginous yeast
Lipomyces starkeyi. European Journal of Lipid Science and Technology, v. 110, p.
405-412, 2008.

ZHAO, X.; WU, S.; HU, C.; WANG, Q.; HUA, Y.; ZHAO, Z. K. Lipid production from
Jerusalem artichoke by Rhodosporidium toruloides Y4. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, v. 37, p.581-585, 2010.

88



