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RESUMO

HERNANDEZ-PEREZ, A. F. Producio biotecnolégica de xilitol a partir da mistura de
bagaco e palha de cana-de-agicar com aproveitamento do melaco: Otimizaciao das
condicoes de cultivo e engenharia da via metabdlica. 2019. 190p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

A sustentabilidade da economia baseada em biomassa vegetal ¢ dependente do
desenvolvimento de biorrefinarias para obtencao de bioenergia e quimicos de alto valor
agregado, a exemplo do xilitol que apresenta um mercado crescente e diversas aplicacdes
industriais. A viabilidade do bioprocesso para obtencao deste poliol, baseado na
bioconversao da xilose proveniente da fragdo hemiceluldsica da biomassa, depende de sua
integracdo em uma biorrefinaria, de forma a se tornar uma alternativa rentavel e sustentavel
ao método quimico comercial. Neste contexto, este projeto visou contribuir para o
desenvolvimento de uma rota biotecnoldgica de producdo de xilitol a partir do
aproveitamento de subprodutos da agroindustria da cana-de-agucar (bagaco, palha e
melago), com vistas a sua integracdao no setor sucroalcooleiro no contexto de biorrefinaria.
Resultados de pesquisa recente revelaram o efeito benéfico da sacarose na bioproducao de
xilitol em hidrolisado hemiceluldsico de palha de cana, o que impulsionou a continuidade
das investigacdes nesta tematica. Portanto, este projeto teve como foco principal a melhoria
da bioprodugao de xilitol por Candida tropicalis pelo aumento concomitante nos valores de
fator de conversdo de xilose em xilitol (Ypss) e produtividade volumétrica (Qp), a partir do
estudo de condi¢des de cultivo e estratégias de engenharia da via metabdlica. Em uma
primeira etapa, verificou-se o potencial da mistura do bagaco e palha de cana como matéria-
prima neste bioprocesso, em funcao a alta propor¢ao de xilose (33,87%) em relagcdo aos
outros carboidratos constituintes. As etapas de hidrélise acida diluida, concentragdo a vacuo
e destoxificagdo resultaram em hidrolisado hemiceluldsico com elevada proporg¢ao de xilose
(77,76%) em comparagdo com os outros monossacarideos, € com compostos potencialmente
toxicos em concentragdes menores as ja reportadas como inibitorias. Na segunda etapa,
constatou-se que a sacarose suplementada ao meio de fermentacao teve efeito benéfico como
co-substrato na producao de xilitol em escala de biorreator de bancada, em fun¢do de sua
concentracdo e da disponibilidade de oxigénio (em termos de coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio - Kra). A utilizagdo de condicdes dentro da faixa de otimizagao
destes fatores (sacarose 0,9 gL' e Kra 6,5 h'!) resultou em valores maximos de Ypss (0,86
gg!) e Qp (0,54 gL 'h!), os quais foram 30 e 39% maiores aos obtidos no mesmo Kia e sem
adicao de sacarose. A avaliacdo do melago de cana (concentracdo de sacarose ajustada a 20
gL") como unica suplementagdo nutricional do hidrolisado em escala de frascos agitados
demonstrou melhoria na bioprodugao de xilitol, em termos de consumo de xilose, Yp/se Qp,
em comparagdo com a formulacdo convencional do meio. Na terceira etapa, as estratégias
implementadas para o desenvolvimento de uma cepa de C. fropicalis com auxotrofia a
uridina e a super expressao dos genes que codificam para a xilose redutase e glucose-6-
fosfato desidrogenase tiveram resultados ndo satisfatorios. Os resultados obtidos no presente
estudo contribuem com embasamento cientifico para o desenvolvimento de uma tecnologia
de bioprodugao de xilitol alternativa ao processo quimico comercial, e com potencial de ser
integrada em uma biorrefinaria de cana-de-agucar, a partir do aproveitamento de trés
subprodutos deste setor.

Palavras chave: Bagaco de cana-de-acucar. Palha de cana-de-acucar. Xilitol. Sacarose.
Melaco de cana-de-agucar.



ABSTRACT

HERNANDEZ-PEREZ, A. F. Biotechnological production of xylitol from the mixture of
sugarcane bagasse and straw using molasses: Optimization of culture conditions and
engineering of the metabolic pathway. 2019. 190p. Thesis (Doctoral of Science) — Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

Sustainability of the biomass-based economy depends on the development of biorefineries
for production of bioenergy and high added-value chemicals, such as xylitol, which has a
growing market and diverse industrial applications. Viability of the bioprocess to obtain this
polyol, which is based on bioconversion of the xylose derived from the hemicellulosic
fraction of biomass, depends on its integration into a biorefinery, in order to become a
profitable and sustainable alternative to the commercial chemical method. In this context,
the main objective of this project was to contribute to the development of a biotechnological
route for xylitol production from the use of sugarcane agro-industry byproducts (bagasse,
straw and molasses), aiming to its integration on the sugar-alcohol sector in a biorefinery
context. A recent research revealed the beneficial effect of sucrose on the xylitol
bioproduction in the sugarcane straw hemicellulosic hydrolysate, which promote the
continuity of research on this subject. Therefore, this project had as main focus the
improvement of xylitol bioproduction by Candida tropicalis by concomitant increases in
xylitol yield (Ypss) and volumetric productivity (Qp), from the study of culture conditions
and strategies for metabolic pathway engineering. In the first stage, the potential of the
mixture of sugarcane bagasse and straw as raw material in this bioprocess was verified, based
on its high proportion of xylose (33.87%) in relation to the other constituent carbohydrates.
The steps of dilute acid hydrolysis, vacuum concentration and detoxification resulted in a
hemicellulosic hydrolysate with a high proportion of xylose (77.76%) compared to other
monosaccharides, and with potentially toxic compounds at concentrations lower than those
already reported as inhibitory. In the second stage, it was found that sucrose supplemented
to the fermentation medium had a beneficial effect as a co-substrate on xylitol production at
bench bioreactor scale, as a function of its concentration and the oxygen availability,
evaluated in terms of the volumetric oxygen mass transfer coefficient (Kra). Utilization of
conditions within the optimization range (sucrose 0.9 gL' and Kia 6.5 h'!) resulted in
maximum values of Ypss (0.86 gg!) and Qp (0.54 gL 'h!), which were 30 and 39% higher
than those obtained in the same Kira and without sucrose addition. Study of molasses
(sucrose concentration adjusted to 20 gL!") as the sole nutritional supplementation of the
hydrolysate at shaken flasks scale demonstrated improvement in xylitol bioproduction, in
terms of xylose consumption, Yp/s and Qp, compared to the conventional formulation of the
medium. In the third stage, strategies implemented for the development of a C. tropicalis
strain with uridine auxotrophy and the overexpression of the genes coding for xylose
reductase and glucose-6-phosphate dehydrogenase did not have satisfactory results. The
results obtained in the present study contribute as scientific background for the development
of a profitable xylitol bioproduction technology as an alternative to the commercial chemical
process, and with potential to be integrated potential in a sugarcane biorefinery, based on the
use of three byproducts of this sector.

Keywords: Sugarcane bagasse. Sugarcane straw. Xylitol. Sucrose. Sugarcane molasses.
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1 INTRODUCAO

A utiliza¢do extensiva de recursos fosseis como base da economia industrializada
vem gerando importantes conflitos sociais, politicos e econdmicos, aliado a graves impactos
ambientais. Como resposta a esta desafiante realidade, esforgos investigativos vém-se
desenvolvendo a nivel global para reduzir o consumo de recursos fosseis e diversificar a
matriz energética. Uma das estratégias mais promissoras para isto € a obtencao de bioenergia
e produtos de alto valor agregado a partir do aproveitamento como matéria-prima de
biomassas vegetais residuais ou subutilizadas. Uma economia baseada em biomassa vegetal
com potencial para substituir a atual dependente de recursos fosseis se sustenta na
implementagdo de biorrefinarias. Este conceito envolve a utilizacao integral da biomassa
vegetal, isto € de todas suas fragdes constituintes, mediante a conversao por via
termoquimica e/ou bioquimica destas para obtengcdo de um amplo portfélio de produtos na
mesma unidade. Destaca-se a importancia da obtencao de compostos de alto valor agregado,
0s quais suportariam a rentabilidade das biorrefinarias com producao integrada de bioenergia
de baixo valor e alto volume.

Salienta-se o potencial da agroindustria da cana-de-agticar no Brasil, uma das
culturas mais tradicionais e de maior importancia econdmica no pais, para diversificar seu
portfélio de produtos no contexto de biorrefinaria. O sistema produtivo ja existente para
obtencdo de acucar, etanol e energia pode ser integrado com processos de produgdo de
compostos de maior valor agregado, a partir da utilizagdo conjunta dos subprodutos
lignocelulodsicos, bagago e palha, e ainda com o aproveitamento de outros subprodutos, a
exemplo do melaco, que ¢ um substrato complexo rica em carboidratos, compostos
nitrogenados e minerais. Neste contexto, salienta-se o xilitol, que € um poliol reconhecido
com um dos quimicos de alto valor que pode suportar a rentabilidade de uma biorrefinaria,
em func¢do de sua crescente participacao no mercado mundial de adocantes, devido as suas
importantes aplicacdes na industria alimenticia, odontologica e farmacéutica.

A rota biotecnolédgica de producao de xilitol, baseada na conversdao microbiana da
xilose proveniente da fragao hemiceluldsica de biomassas vegetais, apresenta-se como uma
alternativa para substituir a atual obtencdo comercial por via quimica, a qual tem
desvantagens econOmicas e ambientais. Para tanto, desafios ainda precisam ser superados
para viabilizar o escalonamento deste bioprocesso a nivel comercial de forma rentavel e

sustentavel. E importante destacar que pesquisas recentes ressaltaram que a integragio deste
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bioprocesso em biorrefinaria pode contribuir para sua viabilidade técnica e econdmica, a
partir da re-utilizacdo e/ou reciclagem de materiais, otimizacdo de fluxos de energia e
intensificagdo de processos. Dentre os principais gargalos a serem ainda contornados,
destaca-se que a obtengao concomitante de valores altos de bioconversao de xilose em xilitol
e produtividade volumétrica continua sendo um desafio, apesar da ampla pesquisa e
importantes progressos obtidos neste bioprocesso, particularmente no Grupo de
Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBIO) da EEL/USP a partir de diversas
biomassas vegetais, principalmente o bagaco de cana. Nestas pesquisas foi utilizada como
modelo a levedura Candida guilliermondii FT1 20037 por sua alta capacidade de conversao
de xilose em xilitol. No entanto, ¢ importante mencionar que uma pesquisa recente, realizada
em cooperacdo com o presente trabalho, demonstrou que esta linhagem corresponde
verdadeiramente a espécie Candida tropicalis (QUEIROZ, 2019). Destaca-se também que
ndo foram encontrados reportes na literatura de utilizagdo dos trés subprodutos do setor
sucroalcooleiro (bagago, palha e melago) no processo de produgdo biotecnoldgica de xilitol.

Nesse contexto, esta pesquisa teve como principal objetivo contribuir para o
desenvolvimento de uma tecnologia de producdo biotecnoldgica de xilitol a partir do
hidrolisado hemicelulésico obtido da mistura de bagago e palha de cana, com
aproveitamento do melaco como suplemento nutricional. No presente trabalho foram
estudadas a otimizagdo de condic¢des de cultivo em fermentador de bancada e estratégias de
engenharia da via metabolica para melhoria do desempenho fermentativo de C. tropicalis.
Os resultados desta pesquisa podem contribuir para a potencial integragdo deste bioprocesso
em uma biorrefinaria de cana-de-agucar, a partir da introducao de estratégias nao exploradas
previamente relacionadas com condigdes criticas do cultivo e a capacidade metabolica da

levedura.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisao de literatura apresenta uma contextualizacdo breve sobre a economia
baseada em biomassa vegetal e biorrefinarias, area na qual se insere a presente pesquisa,
seguida por uma abordagem detalhada da produgdo biotecnolédgica de xilitol, centrada
principalmente nos importantes avangos obtidos pelo GMBIO da EEL/USP. A seguir,
aspectos particulares da bioconversdo de xilose em xilitol sdo revisados, os quais sdo
importantes para o desenvolvimento e discussdo das estratégias estudadas no presente
trabalho, especialmente no que se refere ao emprego de co-substratos e engenharia
metabolica para melhoria deste bioprocesso.

Salienta-se que os contetdos contemplados quanto a producao biotecnologica de
xilitol foram base para o artigo de revisao intitulado “Xylitol bioproduction: state-of-the-art,
industrial paradigma shift, and opportunities for integrated biorefineries” (HERNANDEZ-
PEREZ et al., 2019a), publicado na revista Critical Reviews in Biotechnology.
Adicionalmente, sdo abordadas técnicas moleculares para engenharia da via metabolica, com
o intuito de dar suporte aos métodos empregados no presente projeto, € ainda uma
contextualizacdo sobre a levedura empregada como agente fermentativo, a Candida

tropicalis.

2.1 Economia baseada em biomassa vegetal

A economia global ¢ altamente dependente da utilizagdo intensiva de recursos
fosseis, uma vez que a principal fonte energética mundial € o petréleo, principalmente no
setor de transportes, € que a maioria de produtos quimicos sdo obtidos ou derivados de
refinarias de petréleo (CHERUBINI, 2010). O consumo de recursos fosseis € considerado
ndo sustentdvel, associado com mudancas climaticas, e base de conflitos politicos e
econOmicos relacionados com a seguranga energética, alimenticia e de fornecimento de dgua
(VANHOLME et al., 2013; COK et al., 2014; PHILP, 2015). Estes problemas sao fortes
incentivos para a transicdo da atual economia baseada em combustiveis fosseis para uma
“bioeconomia”, a qual corresponde a um sistema econdmico baseado na exploragdo e
manipulagado sustentavel de recursos biologicos (HESS et al., 2016; AGUILAR et al., 2018).

Espera-se que os produtos e servigos baseados em recursos bioldgicos substituam

progressivamente os combustiveis fosseis e materiais derivados e consequentemente
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contribuam a diminuir o dano ambiental (AGUILAR et al., 2018; SASSON; MALPICA,
2018). Neste contexto, destaca-se os produtos e servigos derivados do aproveitamento da
biomassa vegetal como matéria-prima (COK et al., 2014; PHILP, 2015). A biomassa vegetal
tem a caracteristica Unica entre todas as fontes energéticas de fornecer intermedidrios
energéticos em forma solida, liquida e gasosa, os quais podem ser transformados em
produtos anédlogos aos atualmente produzidos a partir de combustiveis fosseis (RUEDA et
al., 2015; SOUZA et al., 2015). Adicionalmente, a utilizacdo da biomassa vegetal como
matéria-prima € incentivo para a formacdo de valor em d4reas rurais, independéncia
energética, diversificacdo da economia e criagdo de empregos, bem como a redugdo da
pressdao  geopolitica associada a distribuigdo desigual de recursos fosseis
(BUDZIANOWSKY; POSTAWA, 2016; BUDZIANOWSKY, 2017; AGUILAR et al.,
2018).

A sustentabilidade da emergente economia baseada em biomassa vegetal ¢
dependente do desenvolvimento de biorrefinarias, as quais permitem a otimizagao dos fluxos
de energia e material para gerar multiples produtos, reciclar ou reusar subprodutos e
minimizar a formagao de residuos (COK et al., 2014; GOLEMBIEWSKY et al., 2016). Para
tanto, sdo requeridas tecnologias sustentaveis para o aproveitamento integral de recursos
renovaveis derivados de biomassas vegetais através de seu fracionamento em seus blocos
constituintes e a conversdo destes em bioenergia e bioprodutos comercializaveis
(CHERUBINI, 2010; VANHOLME et al., 2013; RENO et al., 2014; BUDZIANOWSKY,
2017).

A produgdo de bioenergia, a qual envolve biocombustiveis de baixo valor e grande
volume como bioetanol, biodiesel, bioeletricidade e calor, tém como finalidade diversificar
a matriz energética, reduzir a dependéncia de fontes fosseis e incrementar a seguranga no
fornecimento energético, bem como assegurar a autonomia energética das unidades de
producao (BOZELL, 2008; MENON; RAO, 2012; BUDZIANOWSKY, 2017). Por outro
lado, a obtencdo de bioprodutos de alto valor agregado e baixo volume permitiria tanto
valorizar a matéria-prima e favorecer a rentabilidade do sistema por suportar o custo de
producao de bioenergia de baixo valor, quanto estabelecer bioprocessos inovadores e/ou que
pudessem substituir processos quimicos convencionais mais custosos €/ou com maior
impacto ambiental (BOZELL, 2008; MENON; RAO, 2012).

E importante considerar que, segundo Budzianowsky (2017), as biorrefinarias no

futuro provavelmente processarao varios tipos de biomassa vegetal, em funcao de seu custo,
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abundancia e disponibilidade, e produzirdo uma ampla variedade de bioprodutos. Neste
sentido, este autor sugeriu que nao todos os bioprodutos sdo apropriados para biorrefinarias,
uma vez que deveriam satisfazer requisitos basicos como viabilidade de producao em grande
escala e alto grau de acoplamento entre os processos de obtencao do bioproduto e bioenergia.
Além disto, Budzianowsky (2017) indicou outros critérios para a selecdo dos bioprodutos,
como custo da biomassa e de seu processamento, atual e futuro valor no mercado, capacidade
de mercado e caracteristicas técnicas coerentes com a demanda do mercado. Em fung¢ao da
ampla variedade de produtos que poderiam ser obtidos, espera-se que as biorrefinarias
possam participar em diversos setores de negocios e contribuir com necessidades sociais,
substituindo progressivamente as refinarias convencionais de recursos fosseis e se inserindo
em setores energéticos, quimicos, nutricionais, entre outros (BUDZIANOWSKY;
POSTAWA, 2016).

Segundo Budzianowsky e Postawa (2016), a viabilidade econdmica e
sustentabilidade ambiental das biorrefinarias sdo dependentes de diversos fatores como:

a) a utilizacdo industrial da biomassa, no que se refere as dinamicas e custos de
obtencdo, armazenamento e transporte desta, bem como a flexibilidade no uso de
diversos materiais;

b) a intensificagcdo e integragdo dos processos existentes na propria unidade e/ou com
os de outras industrias, visando o uso eficiente da energia e materiais, € a
minimizac¢ao de residuos e emissoes;

¢) o mercado dos bioprodutos obtidos, quanto a volatilidade da oferta e demanda e as
logisticas de distribuicao;

d) as caracteristicas socioecondmicas regionais, considerando que o tamanho das
biorrefinarias sua localizagao depende da disponibilidade de matéria-prima;

e) competi¢do com sistemas produtivos convencionais e politicas para estimulo das

biorrefinarias e da bioeconomia.

2.2 Biomassa de cana-de-acucar

A cana-de-agtcar ¢ considerada como uma das matérias-primas para biorrefinaria
mais competitivas em comparagao com outras culturas (LONG et al., 2015). Esta ¢ uma das
culturas tradicionais de maior importincia na economia do Brasil (RENO et al., 2014;

PIMENTEL et al., 2019), que ¢ o maior produtor de cana a nivel mundial segundo dados da
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Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura até 2013 (FAO, 2017).
Estima-se que a produgdo de cana para a safra 2019/2020 sera de 615,98 milhdes de
toneladas a partir de uma area colhida de 8,38 milhdes de hectares, correspondentes a
redugdes de 0,7% e 2,4%, respectivamente, comparado com a safra 2018/2019
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019). Além disto, contribui para o
fornecimento de aproximadamente 17,5% da oferta de energia primdria no Brasil (LONG et
al., 2015). Na ultima década a area plantada de cana-de-agtcar se estendeu 46% no Brasil
para atender a demanda crescente por biocombustiveis (VARANDA; CHERUBIN; CERRI,
2019).

Considera-se que um terco do conteudo energético total da cana corresponde ao
caldo, enquanto que os dois ter¢os restantes correspondem aos subprodutos lignocelulésicos,
bagaco e palha, cada um equivalente a aproximadamente 14 % da massa colhida de cana
(em base seca) (PIPPO et al., 2011; RENO et al., 2014; LONG et al., 2015). O caldo, o
bagaco e parcialmente a palha sdo aproveitados no setor sucroalcooleiro para obtengao de
acucar, etanol de primeira geracdo, energia e outros produtos derivados, o que permite
considerar a agroindustria da cana-de-agticar como um modelo de biorrefinaria de primeira
geracdo (LAGO et al., 2012, RENO et al., 2014). Entretanto, existem opgdes para aumentar
a diversificagdo e valorizacao desta agroindustria dentro do conceito de biorrefinaria a partir
da melhor utilizacao dos subprodutos lignocelulosicos em processos eficientes e sustentaveis
de conversdo que possam ser acoplados aos ja existentes, conforme apresentado na Figura 1
(LAGO et al., 2012; RENO et al., 2014). Neste contexto, a melhor utilizagdo dos
subprodutos lignocelulésicos, bagaco e palha, significa ndo s6 o aproveitamento integral das
fracdes poliméricas constituintes destes, mas também a possibilidade de utilizacdo conjunta
destes materiais como uma biomassa lignocelulésica tnica (LAGO et al., 2012; RENO et

al., 2014).
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Figura 1 - Possiveis produtos a serem obtidos em uma biorrefinaria conceitual de cana-de-agticar
com aproveitamento integral de bagago e palha de cana.
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Fonte: Baseado em Werpy e Peterson (2004) e Lago et al. (2012).

Usinas

O bagago de cana, subproduto lignocelulosico gerado durante a moenda da cana-de-
agucar, ¢ aproveitado nas usinas como combustivel no processo de cogeracdo de energia,
permitindo atingir a autossuficiéncia energética destas e gerar um excedente de eletricidade
para ser vendido a rede (HOFTSETZ; SILVA, 2012). O bagaco apresenta ainda outros usos
como forragem, alimentacdo animal e producdao de papel (COSTA; BOCCHI, 2012).
Considerando a produgdo de cana estimada para a safra 2019/2020 (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019), seriam produzidas 86,24 milhdes de
toneladas de bagaco (em massa seca). Quanto a composicao estrutural, o bagago contem
aproximadamente 41 — 50% de celulose, 25 — 31% de hemicelulose e 20 — 23% de lignina
(SARROUH; BRANCO; SILVA, 2009; FERREIRA-LEITAO et al., 2010; RODRIGUES
et al., 2010; ARRUDA, 2011; BRANCO; SANTOS; SILVA, 2011). Em funcdo da
existéncia de um volume excedente ao utilizado diretamente nas usinas, este tem sido uma
das biomassas lignocelulosicas mais usadas nas pesquisas em bioprocessos como potencial
matéria-prima para produgdo de etanol de segunda geragdao e quimicos (CHANDEL et al.,
2012; LAGO et al.,, 2012). Particularmente, destaca-se que a utilizagdo da fracao
hemicelulésica do bagaco de cana para a produgdo de xilitol vem sendo amplamente
investigada (CHANDEL et al., 2012; SILVA; CHANDEL, 2012).

Por outro lado, a palha de cana, correspondente as pontas, folhas secas e verdes da

planta, tem sua disponibilidade aumentada a partir da introdugdo progressiva da colheita sem
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queima no Brasil, a qual visa o melhoramento da sustentabilidade da cultura (LEAL et al.,
2013; CARVALHO et al., 2016). A colheita mecanizada da cana acarreta o deposito de
grandes quantidades de palha no solo, entre 7 e 25 toneladas/ha de matéria seca com uma
propor¢ao C:N de aproximadamente 100:1, o que representa uma relacdo de 9 a 30% entre
a palha gerada e o colmo colhido, e umidade entre 30-60% (PIPPO et al., 2011; LEAL et al.,
2013; CARVALHO et al., 2016). A produgao de palha depende principalmente da variedade
de cana, estadio vegetativo, condi¢cdes edafoclimdticas e praticas de manejo (CARVALHO
et al., 2016).

Menandro et al. (2017) caracterizaram a producao de palha de cana em varias regides
do Brasil com diferengas nas condi¢des edafoclimaticas, encontrando uma producao média
de 14 toneladas/ha (matéria seca), correspondente a 5,6 toneladas/ha de pontas verdes (40%)
e 8,4 toneladas/ha de folhas secas (60%), e uma relacao de 10-14% entre palha e o colmo
colhido. Quando comparadas as pontas verdes com as folhas secas, estes autores
encontraram que as pontas verdes tinham maior umidade (68% e 11%, respectivamente),
maior conteudo de N, P, K, S, Cu e Cl, menor conteudo de C e Mg, menor relagao C:N (52:1
e 130:1, respectivamente), € maior conteudo de extrativos (67% e 33%, respectivamente),.
J& as proporgdes de cinzas (média de 4,6% na palha), celulose (32-37%), hemicelulose (27-
29%) e lignina (19-22%) foram similares entre as pontas verdes e as folhas secas
(MENANDRO et al., 2017).

A manuten¢do de uma por¢ao da palha no campo ¢ alvo de estudo em fungdo dos
impactos positivos e negativos que pode causar na cultura da cana, os quais estao associados
principalmente a produtividade desta cultura, reciclagem de nutrientes, administracdo de
fertilizantes, armazenamento de agua, controle de doengas, erosdao do solo e dinamica da
matéria organica, dependendo das caracteristicas de cada area (PIPPO et al., 2011; LEAL et
al., 2013; CARVALHO et al., 2016; VARANDA; CHERUBIN; CERRI, 2019). Segundo a
revisdo feita por Carvalho et al. (2016) a este respeito, embora a quantidade apropriada de
palha a ser mantida no campo ¢ sitio-especifica, a maioria dos beneficios agronomicos e
ambientais poderiam ser atingidos deixando no minimo 7 toneladas/ha de matéria seca na
superficie do solo. Por sua vez, Castioni et al. (2018) concluiram que a manutengdo de
aproximadamente 10 toneladas’ha de palha poderia ser suficiente para garantir a
sustentabilidade da producdo de bioenergia no Brasil sem afetar significativamente a
qualidade fisica e bioldgica do solo. De maneira similar, o estudo de Lisboa et al. (2019)

corroborou que o efeito a curto prazo da remog¢ao da palha dependia do tipo de solo, mas
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que em geral a remocao de 50% da palha incrementaria a biomassa disponivel nas usinas
sem reduzir a qualidade do solo.

A decisdo quanto a proporcao de palha mantida no campo reflete na possibilidade de
utilizacdo desta biomassa como matéria-prima em processos de conversdo e de sua
incorporagdo em uma biorrefinaria de cana-de-agucar (LAGO et al., 2012; LEAL et al.,
2013; LISBOA et al., 2019). Considerando a produgdo estimada de cana para a safra
2019/2020 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019) e a quantidade
minima de palha que deveria ser deixada no campo (7 toneladas/ha) (CARVALHO et al.,
2016), aproximadamente 27,58 milhdes de toneladas desta biomassa (massa seca) estariam
disponiveis para serem usadas como matéria-prima, correspondente a aproximadamente
32% da quantidade total de palha que seria produzida.

Entretanto, poucas sdo ainda as pesquisas para o aproveitamento da palha de cana,
diferente do bagaco, conforme indicado anteriormente (CHANDEL et al., 2012; LAGO et
al., 2012; SILVA; CHANDEL, 2012). As principais rotas que ja foram sugeridas para o
aproveitamento da palha € sua utiliza¢dao junto ao bagaco como matéria-prima na obtengao
de energia por combustdo direta nas caldeiras (SEABRA et al., 2010; PIPPO et al., 2011;
LEAL et al., 2013) e de etanol de segunda geracao (KRISHNAN et al., 2010; SILVA et al.,
2010; DIAS et al., 2013), cujas pesquisas sdo concentradas em grande parte na fracao
celulosica destes subprodutos lignocelulosicos.

Entretanto, no contexto de biorrefinaria se requer a utilizagdo integral dos materiais
lignoceluldsicos, o que significa o aproveitamento de suas fracdes constituintes celulose,
hemicelulose e lignina (MENON; RAO, 2012). Poucos sdo os estudos quanto a utilizagao
da fracdo hemiceluldsica da palha de cana, os quais foram focados principalmente nas
tecnologias para a solubilizacdo deste polissacarideo, como o pré-tratamento por hidrolise
acida diluida (MOUTTA et al., 2012), e na avaliagdo da producdo de etanol a partir de
estudos de co-fermentagdo de glicose e xilose (KRISHNAN et al.,, 2010). No entanto,
recentes pesquisas apontam para o potencial da palha de cana como matéria-prima para a
produgio biotecnologica de xilitol (HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016),
similar ao ja constatado para o bagaco de cana (ARRUDA et al., 2017). Destaca-se que nao
foram encontrados estudos de producdo biotecnologica de xilitol a partir de mistura de

bagaco e palha de cana.



28

2.3 Xilitol

2.3.1 Propriedades

O xilitol ¢ um pentitol com formula quimica CsH;20s € massa molar 152,2 ¢ mol!
(PARAJO; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, I., 1998; MUSSATTO, 2012). O xilitol puro
€ um po branco cristalino que tem aparéncia e sabor similar ao da sacarose, solubilidade em
temperatura ambiente similar a da sacarose e maior em temperaturas elevadas, e alta
estabilidade quimica e microbioldogica (MUSSATTO, 2012). O alto valor comercial do
xilitol ¢ devido as suas importantes aplicagdes como insumo nas industrias alimenticia,
odontoldgica e farmacéutica, e ainda como base na sintese de outros compostos quimicos de
alto valor (FELIPE, 2004; MUSSATO, 2012; SILVA; CHANDEL, 2012). O interesse
cientifico e comercial neste poliol estd baseado nas seguintes propriedades particulares
(PARAJO; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1998; MUSSATTO, 2012; ARCANO et
al., 2018):

a) poder adogante similar ao da sacarose com um conteudo calérico 40% menor;

b) metabolismo independente da insulina (por absorcdo direta no figado, ou
indiretamente através de bactérias intestinais), € ndo contribui com mudancas
grandes e rapidas no nivel de glicose e insulina no sangue, comparado com a sacarose
ou glicose, motivos pelos quais ¢ altamente recomendado como substituto da
sacarose em pessoas diabéticas. Adicionalmente, pode contribuir para evitar
problemas como hiperglicemia, distirbios no metabolismo de lipideos e sintomas
como sede e fome excessiva;

c¢) propriedades anticariogénicas, correspondentes tanto a capacidade para inibir o
crescimento da flora bacteriana oral (principalmente do género Streptococcus),
reduzindo a formacao da placa dentéria, quanto ao favorecimento da remineralizagao
de lesdes de caries pela estimulacdo do fluxo de saliva sem diminui¢do do pH e pela
estabiliza¢ao de ions fosfatos;

d) pode ser usado como agente terap€utico em pacientes com anemia hemolitica
causada pela deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), ja que
esta enzima nao € necessdria para seu metabolismo, somado a que sua oxidagdo a
xilulose pode suprir Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato reduzida (NADPH)

para a célula;
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e) pode contribuir no tratamento de infecgdes respiratorias por inibir o crescimento de
bactérias causadoras destas doengas, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae; bem como usado
como adjuvante no tratamento de dermatite atopica, pois ja foi demonstrado que pode
inibir a formagao de glicocalix de S. aureus;

f) pode ser util na prevencao de osteoporose, ja que favorece a absor¢do de calcio no
Intestino e seu incremento NOS 0SSOS;

g) o xilitol pode ser usado como plataforma para a producdo de acido xilarico,
polietileno glicol, etilenoglicol, hidroxil furano e 1,2-propanediol. Neste sentido, o
xilitol poderia ser considerado importante intermediario em processos de produgao
de resinas poliéster, engarrafamento PET, fluidos hidraulicos, pinturas e

revestimentos, e transferéncia de calor.

2.3.2 Mercado

O mercado global do xilitol foi estimado em aproximadamente 190.900 toneladas
métricas em 2016, que corresponde a 823,6 milhdes USD, e se espera atingir 266.500
toneladas métricas e 1,15 bilhdo USD em 2023, equivalente a crescimento anual em volume
e valor de aproximadamente 5,7% (ARCANO et al., 2018; RESEARCH AND MARKETS,
2018). Segundo Grand View Research (2017), o mercado do xilitol atingiria 1,37 bilhdes
USD em 2025. De acordo com Fractovia Market and Trending News (2016), espera-se um
crescimento substancial do mercado do xilitol no Brasil entre 2016 e 2023 em fungao do
aumento progressivo da consciéncia do consumidor quanto os beneficios deste na satde e
incrementos no ingresso per capita.

Ravella et al. (2012) indicaram que o valor do xilitol era de 4,5 — 5,5 USD/kg para
compra por atacado por companhias alimenticias ou farmacéuticas, e de 20 USD/kg para
compra em supermercados. A U.S. Food and Drug Administration (USFDA) concedeu o
status GRAS (Generally Recognized As Safe) ao xilitol para seu uso em alimentos e bebidas,
o que pode favorecer seu crescimento industrial (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2016).
Ao mesmo tempo, a utilidade do xilitol como plataforma para produgao de outros compostos
quimicos torna ele um potencial substituto de baixo custo de petroquimicos, o que teria um

impacto positivo no seu mercado global (GRAND VIEW RESEARCH, 2014).
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Aproximadamente 50% da producio mundial de xilitol ocorre na Asia (que é também
o principal consumidor), o restante corresponde a Europa, Estados Unidos e Australia,
destacando-se empresas como DuPont Danisco, Roquette Freres, Shadong Futaste, Cargill,
Ingredion and some Chinese companies (RAVELLA et al., 2012). A producao de xilitol em
Europa e China depende principalmente do uso de sabugo de milho e madeiras duras, como
bétula (birch), como matérias-primas (RAVELLA et al., 2012; ALBUQUERQUE et al.,
2014). A este respeito, ressalta-se DuPont Danisco por sua producao de xilitol (Xylitol
XIVIA) por catalise a partir da xilose presente em efluentes residuais dos processos de papel
e polpa (RAVELLA et al., 2012). A indtstria de goma de mascar representa o maior
consumidor de xilitol, correspondente a 80% em 2010 e previsto para ser aproximadamente
67% em 2020, destacando-se as empresas Gross e Wrigley por utilizar unicamente xilitol

para a producao de chicletes sem acucar (RAO et al., 2016).

2.3.3 Producdo de xilitol

Atualmente, a producao em escala industrial do xilitol esta baseada na hidrogenagao
catalitica da xilose purificada de hidrolisados hemiceluldsicos (SILVA; CHANDEL, 2012;
CANILHA et al., 2013; ARCANO et al., 2018). O processo ¢ fundamentado no processo
patenteado por Melaja e Hamildinen em 1977 e consiste nas seguintes etapas (PARAJO;
DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1998; RAVELLA et al., 2012; CANILHA et al.,
2013):

a) hidrolise do material vegetal;

b) purificacdo do hidrolisado hemiceluldsico por exclusdo i6nica, remog¢ao de cor e
fracionamento cromatografico, com a finalidade de prover uma solugdo com alta
concentracao de xilose;

¢) hidrogenagdo catalitica da xilose para produzir uma solugdo rica em xilitol, usando
um catalisador metalico (geralmente niquel tipo Raney), temperatura de 80-140 °C
e pressdo de hidrogénio até 50 atm.;

d) recuperacdo do xilitol por fracionamento cromatografico usando resinas de

intercambio 16nico, concentragao e cristalizagao.

A eficiéncia de conversdo do processo quimico de obtengdo de xilitol pode ser

estimada a partir da matéria-prima em 8-15%, a partir da xilana em 50-60% e a partir da



31

xilose pura em aproximadamente 98% (ARCANO et al., 2018). Apesar do alto rendimento
a partir de xilose pura, este processo ¢ considerado ineficiente, custoso, ndo favoravel ao
ambiente e altamente consumidor de energia, devido a complexidade do procedimento de
purificacao da xilose (80% do custo total do processo), a necessidade de altas temperaturas
e pressOes para a conversao da xilose, e aos altos custos de recuperagao do xilitol e o
catalisador (CANILHA et al., 2013; RUEDA et al., 2015; ARCANO et al., 2018).

A Figura 2 resume as etapas das rotas tecnoldgicas nos processos quimico e
biotecnoldgico de producao de xilitol. A rota biotecnoldgica apresenta vantagens comparada
com a rota quimica, tais como (HOU-RUI, 2012; CANILHA et al.,, 2013): 1) nao
necessidade de sucessivas etapas de purificacio da xilose, por ser um processo
biologicamente seletivo; 2) ndo utilizar altas temperaturas e pressdes na etapa de conversao
da xilose em xilitol; 3) algumas impurezas organicas e inorganicas do hidrolisado
hemiceluldsico podem ser parcialmente degradadas ou usadas como nutrientes pelo micro-
organismo, o que favorece a etapa de purificagdo do xilitol; 4) o esgotamento da glicose e
xilose durante a fermentacao favorece a purificacao do xilitol, apesar da presenca de outros
acglcares contaminantes (arabinose e galactose), uma vez que a separacao de xilose e xilitol

¢ complexa.

Figura 2 - Comparagdo das etapas principais dos processos quimico e biotecnologico de produgao de
xilitol a partir de biomassas vegetais.
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Fonte: Baseado em Canilha et al. (2013) e Pal, Mondal e Sahoo (2016).
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2.3.4 Integragdo da producao de xilitol em uma biorrefinaria

O xilitol ¢ um dos quimicos de alto valor agregado com potencial para suportar
técnica e economicamente a producdo integrada de bioenergia de baixo custo em uma
biorrefinaria, de acordo com o Departamento de Energia dos Estados Unidos (US-DOE)
(WERPY; PETERSON, 2004; ZHANG, 2008). A este respeito, simulacdes de processos de
producado de xilitol por via quimica e biotecnoldgica permitiram concluir que a viabilidade
técnica e econOmica destes depende de sua a integragdo a outros processos em uma
biorrefinaria (MOUNTRAKI et al., 2018). Estes autores encontraram que o investimento
total para uma planta independente de produgdo biotecnologica de xilitol seria maior que
para o processo quimico. Entretanto, a integracao dos fluxos de massa e energia em uma
biorrefinaria beneficiaria consideravelmente a rentabilidade da obtengdo de xilitol,
principalmente pela via biotecnoldégica (MOUNTRAKI et al., 2018).

A viabilidade técnica e economica da producao de xilitol a partir de hidrolisados
hemiceluldsicos em biorrefinarias integrada a outros processos foi avaliada a partir de palha
de centeio (FRANCESCHIN et al., 2011), fibra de milho (FEHER; BARTA; RECZEY,
2012), polpa residual de amora (DAVILA; ROSENBERG; CARDONA, 2017), residuos do
processamento de azeite de palma (MEDINA et al., 2018); bagaco de cana (UNREAN;
KETSUB, 2018), bagaco e palha de cana (OZUDOGRU et al., 2019), poda de oliveira
(SUSMOZAS et al., 2019).

Unrean e Ketsub (2018) avaliaram a co-producao de etanol e xilitol a partir de bagago
de cana como estratégia para alcancar o pleno aproveitamento de subprodutos
lignoceluldsicos e aumentar a competitividade tecno-econdmica em larga escala. Quanto a
producdo de xilitol, estes autores identificaram como desafios a serem superados: a
otimizacdo do pré-tratamento, eliminagdo de etapas complexas de destoxificagdo do
hidrolisado hemicelulésico, melhoria de cepas produtoras de xilitol e aumentar a
concentracao final de xilitol. A andlise econdmica revelou que a integracao de processos de
batelada alimentada para producao de xilitol e etanol em uma biorrefinaria podem aumentar
a rentabilidade em 2,3 vezes comparado com o caso basico de producao de etanol celuldsico
(UNREAN; KETSUB, 2018).

Susmozas et al. (2019) simularam uma biorrefinaria a partir de poda de oliveira para
a producdo integrada de etanol, xilitol, antioxidantes e eletricidade. No caso do xilitol, foi

considerado um processo fermentativo a partir do hidrolisado hemicelulésico obtido por
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explosdo a vapor, concentrado por evaporacao e destoxificado por ajuste de pH (overliming),
usando Meyerozyma guilliermondii, com obtencao de um fator de conversdo de xilose em
xilitol de 0,8 gg! € uma eficiéncia geral do processo de 47% ap0ds recuperagio de xilitol com
99% de pureza (SUSMOZAS et al., 2019). Segundo estes autores, no cendrio simulado, a
biorrefinaria era rentdvel (porém dependente do preco de mercado dos componentes com
valor agregado), autossuficiente energeticamente ¢ com producdo de 109 L de etanol, 27 kg
de xilitol e 43 kg de antioxidantes a partir de 1 tonelada da matéria-prima, com custo de
producio de 0,24 € L', 1,48 € kg™' € 5.12 € kg"!, respetivamente. Estes autores consideraram
a concentracao de xilose no hidrolisado e do xilitol no caldo fermentado com uns dos passos
mais demandantes de energia entre os processos envolvidos na biorrefinaria.

Uma biorrefinaria similar foi simulada por Dévila, Rosenberg e Cardona (2017) a
partir de polpa residual de amora, com producdo de etanol, xilitol, extrato de compostos
fendlicos e eletricidade. Para a producao de xilitol foi considerado o hidrolisado
hemicelulésico obtido por hidrélise acida diluida, concentrado por evaporagdo e
neutralizado, ¢ a levedura Candida guilliermondii (DAVILA; ROSENBERG; CARDONA,
2017). Estes autores obtiveram um rendimento estimado de 18,37 kg de xilitol, 182,5 L de
etanol e 3,88 kg de compostos fendlicos por 1 tonelada de matéria-prima. O custo de
produgdo do xilitol variou entre os cenarios simulados entre aproximadamente 21 e 31 USD
kg! (DAVILA; ROSENBERG; CARDONA, 2017).

Fehér, Barta e Récsey (2012) simularam diversos cenarios de biorrefinaria a partir
de fibra de milho para producdo de etanol, xilitol, eletricidade e biometano. No caso do
xilitol, foi simulado um processo com hidrolisado hemiceluldsico obtido por pretratamento
hidrotérmico e hidrolise acida diluida, conversao da xilose por uma cepa de Candida com
fator de conversdo de 0,67 gg™!, e da arabinose por uma cepa recombinante de Escherichia
coli, com fator de conversido de 0,71 gg' (FEHER; BARTA; RECSEY, 2012). Os autores
concluiram que a fragdo hemicelulosica poderia ser utilizada para biometano e/ou xilitol em
proporc¢oes varidveis como mecanismo de adaptacdo ao mercado e favorecimento da
rentabilidade da biorrefinaria. Franceschin et al. (2011) avaliaram o processo completo de
producao simultanea de etanol e xilitol a partir da palha de centeio. Para a producao de xilitol
foi considerado o hidrolisado hemiceluldsico derivado de pré-tratamento hidrotérmico,
destoxificado por adsor¢dao com carvao ativado, e fator de conversao de xilose em xilitol de

0,74 gg' (FRANCESCHIN et al., 2011). Os resultados verificaram que a obtengdo de xilitol
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contribui significativamente para a rentabilidade do processo, porém altamente dependente
das variagdes do preco deste no mercado.

Oziidogru et al. (2019) simularam uma biorrefinaria anexa a uma usina agucareira
para produgao de &cido citrico, xilitol ou acido glutamico junto com eletricidade, a partir da
mistura de bagaco e palha de cana. Diferente dos estudos citados anteriormente, estes autores
selecionaram a rota quimica de producao de xilitol baseado no estudo de Mountraki et al.
(2018), no qual foi indicado que o rendimento global da rota quimica (0,87 kg cristais de
xilitol por 1 kg de xilose) seria maior que o da biotecnolégica (0,73 kg cristais de xilitol por
1 kg de xilose). Assim, no estudo de Oziidogru et al. (2019) foi simulada a utilizagdo de
hidrolisado hemiceluldsico obtido por hidrélise 4cida diluida, neutralizado, destoxificado
por evaporagdo e adsor¢ao com carvao ativado, e concentrado por cromatografia de troca
16nica (78% xilose). Estes autores concluiram que os cendrios que envolveram obtencdo de
xilitol ou 4cido glutdmico com coproducao de eletricidade foram mais rentaveis que o

cenario de s6 combustao da mistura de bagaco e palha de cana para cogeragao de energia.

2.4 Producao biotecnoldgica de xilitol

O processo de producao biotecnoldgica de xilitol apresenta algumas semelhancas
com o de obten¢do quimica nas etapas a serem seguidas, conforme apresentado no esquema
da Figura 2. Similar ao processo quimico, inicialmente ¢ necessario o fracionamento da
biomassa lignocelulésica para obtengdo de um meio de fermentagdo rico em xilose a partir
da fracao hemicelulosica, o qual ¢ submetido a procedimentos subsequentes de preparacao
prévios a etapa de conversao bioquimica da xilose em xilitol, seguida pela recuperagao do
produto do meio apos a fermentacao por micro-organismos capazes de metabolizar a xilose.

Destaca-se que no GMBIO da EEL/USP importantes avancos tém sido atingidos nas
diferentes etapas do processo de producao biotecnoldgica de xilitol. Salienta-se ainda que ja
foram estudadas diferentes biomassas lignocelulosicas de setores agroindustriais, tais como
bagacos de cana (FELIPE et al., 1997a), de malte (MUSSATTO; ROBERTO, 2008) ¢ de
maca (DALANHOL, 2014), palhas de arroz (ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999), de
trigo (CANILHA et al., 2005) e de sorgo (SENE et al., 2011), cascas de aveia (TAMANINI
et al., 2004), e cavacos de eucalipto (ALMEIDA et al., 2003). Recentemente a palha de cana
foi também estudada (HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016).
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2.4.1 Obtencdo do hidrolisado hemicelulosico rico em xilose

Segundo Garcia-Martin, Sanchez e Cuevas (2013) e Arcano et al. (2018), a hidrdlise
acida diluida ¢ um método de baixo custo, simples, rapido, efetivo e de facil operagao. De
acordo com as revisoes realizadas por Rao et al. (2016) e Kumar e Sharma (2017), a hidrélise
quimica da biomassa lignoceluldsica usando &cido sulfurico ¢ a mais amplamente
pesquisada e empregada, uma vez que este acido € menos volatil, mais barato € nao corrdi o
equipamento quando empregado em baixas concentragdes. Entretanto, este catalisador
poderia ser substituido por um menos toxico, mais eficiente e reciclavel para favorecer a
sustentabilidade desta rota tecnoldgica (KUMAR; SHARMA, 2017). A recuperacao de
xilose e a minima formagao de compostos que podem ser inibitérios para micro-organismos
depende da concentragdo de acido sulfurico, temperatura, tempo de residéncia e relacao
solido:liquido (CHANDEL et al., 2012; RAO et al., 2016). Na Figura 3 se apresenta um

esquema da desconstru¢do da biomassa lignoceluldsica durante os processos hidroliticos.

Figura 3 - Esquema da desconstrucdo da biomassa lignocelulosica durante a hidrolise acida.
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fendlicos ferdlico, catecol, guaiacol, outros

Fonte: Baseado em Palmqvist e Hahn-Hégerdal (2000).

No grupo GMBIO na EEL/USP ja foram estudadas diferentes condi¢des para a
hidrolise acida diluida com H>SO4 de bagago de cana, a exemplo do trabalho desenvolvido
por Pessoa Jr, Mancilha e Sato (1997), que encontraram a maior solubilizacdo de xilose
(83,3%) quando o processo foi realizado a 140 °C por 20 min, relagao s6lido:liquido de 1:10
e 100 mg H>SO4/g biomassa seca, obtendo um hidrolisado com 18,5 gL' de xilose.

Rodrigues et al. (2010) estudaram o escalonamento da hidrolise 4cida diluida de bagaco de
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cana em reatores de 0,025 L, 25 L e 350 L, e verificaram que as condigdes de maior
solubilizacao de xilose (aproximadamente 74%) foram 130 °C, por 10 ou 20 min, ¢ 100 mg
H>S04/g biomassa seca.

Condig¢des similares as mencionadas previamente, porém com temperatura de 120°C
e 20 min, foram usadas por Silva et al. (1997), Silva et al. (2005), Silva e Felipe (2006) e
Silva et al. (2016) para hidrolise do bagaco de cana para producdo de xilitol. Estas condi¢des
de hidrolise acida diluida (120 °C, 20 min, relacao so6lido:liquido de 1:10 e 1% (m/v) de
H>SO4) foram recentemente usadas para obtencao do hidrolisado hemicelulosico de palha
de cana, atingindo-se uma concentragdo de xilose de 18,6 gL' (HERNANDEZ-PEREZ;
ARRUDA; FELIPE, 2016). Moutta et al. (2012) otimizaram as condi¢des de temperatura,
tempo, concentracdo de H>SO4 e relagdo solido:liquido para hidrolise de palha de cana
(folhas) para favorecimento da recuperacdo da xilose. Estes autores obtiveram um
hidrolisado hemiceluldsico com 56,5 gL' de xilose, correspondente a uma de solubilizagdo
de 85,1% desta pentose, utilizando 130 °C, 30 min, 2,9% (m/v) de H>SO4 e 1:4
solido:liquido. Nestas condigdes, a concentracdo de compostos toxicos no hidrolisado
hemicelulésico foi de 3,19 gL' de 4cido acético, 0,56 gL' de furfural e 0,17 gL' de 5-
hidroximetilfurfural (MOUTTA et al., 2012).

Como parte da preparacdo do hidrolisado hemicelulosico como meio de fermentagdo
para a produgdo de xilitol, € realizado um procedimento de concentracdo a vacuo com o
objetivo de elevar o teor de xilose para favorecimento da bioconversao desta a xilitol.
Rodrigues et al. (2003a) realizaram um estudo da concentracdo a vacuo do hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana, avaliando a influéncia do pH e temperatura sobre a
producao de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037. Neste estudo, a produgao de xilitol foi
favorecida quando a concentracdo a vacuo foi realizada empregando uma temperatura de

61,5 °C para atingir um teor de xilose de 51 gL' (RODRIGUES et al., 2003a).

2.4.2 Destoxificagdo do hidrolisado hemicelulosico

Rao et al. (2016) indicaram que o maior desafio da hidrolise 4cida € a degradacdo
dos agucares liberados e formagdao de compostos que podem inibir os micro-organismos €
consequentemente a conversao de xilose em xilitol. Segundo Felipe (2004) o efeito inibitorio
dos compostos toxicos que podem estar presentes nos hidrolisados ¢ dependente das

concentracdes destes e atividades sinérgicas entre eles. De acordo com Kumar et al. (2009)
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e Jonsson, Alriksson e Nilvebrant (2013), a tolerancia a estes compostos toxicos ¢
dependente do micro-organismo e sua capacidade de adaptacdo e do tipo de processo
fermentativo empregado.

Compostos fendlicos derivados da degradacao parcial da lignina, como &cido
vanilico, siringico e siringaldeido, sdo os principais inibidores obtidos durante a hidrolise
acida, cujo efeito ¢ atribuido aos danos causados na integridade da membrana bioldgica
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; RAO et al., 2016). Estudos tém atribuido
diferentes niveis de toxicidade a estes compostos, a exemplo do trabalho de Cortez e Roberto
(2010), que demonstraram que a mistura de vanilina (2 gL") e siringaldeido (2 gL!) inibiu
completamente o crescimento celular e producao de xilitol por C. guilliermondii FT120037
em meio semidefinido, sendo que o siringaldeido mostrou maior poder inibitério quando
avaliados individualmente. Entretanto, € importante destacar que ja foi reportada a
capacidade de certas leveduras de converter alguns aldeidos aromaticos a seus respectivos
alcoois ou acidos, reduzindo assim sua toxicidade e possibilitando a adaptagdo do micro-
organismo ao meio de fermentacdo (FITZGERALD; STRATFORD; NARBAD, 2003;
CORTEZ; ROBERTO, 2010). Particularmente no caso de C. guilliermondii FTI 20037,
Cortez e Roberto (2010) constataram que em condi¢des microaerofilicas esta levedura foi
capaz de converter a vanilina e o siringaldeido em vanilil alcool e &cido siringico,
respectivamente.

Por outro lado, como resultado das altas temperaturas e tempos de residéncia da
hidrolise acida, as pentoses e hexoses liberadas podem ser degradadas a compostos furanos,
denominados furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) respectivamente, os quais podem
afetar as atividades enzimaticas da célula, a estrutura do DNA e inibir a sintese proteica
(RAO et al., 2016). Similar ao comentado em relagdo aos compostos fenolicos, ja foi
demonstrado que a bioconversao dos grupos aldeidos dos furanos a seu alcool ou acido
correspondente contribui a reduzir sua toxicidade (ALMEIDA et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2009). Entretanto, este processo causa também concorréncia pelos cofatores NADH e/ou
NADPH entre as oxidoredutases envolvidas nesta bioconversdo e as enzimas do
metabolismo central e particularmente da xilose, o qual indiretamente também pode alterar
o balango redox na célula, diminuir a energia celular disponivel e causar dano estrutural
(ALMEIDA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009). A este respeito, Almeida et al. (2009)
sugeriram que a via das Pentoses Fosfato (PPP) era essencial para a tolerancia a furfural e

para a resposta ao estresse oxidativo de maneira geral, uma vez que S. cerevisiae poderia
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converter furfural e 5S-HMF a seus derivados alcoolicos, usando reducdes dependentes de
NAD(P)H durante a fase lag sob condi¢des anaerdbicas ou durante o metabolismo respiro-
fermentativo.

Um terceiro grupo de compostos toxicos que podem também estar presentes nos
hidrolisados hemicelulosicos sdo acidos alifaticos, como acético, formico e levulinico, os
quais podem ser formados como produtos da desacetilacdo da hemicelulose ou degradagao
dos furanos (RAO et al., 2016). No caso do acido acético, seu efeito inibitorio € devido a sua
entrada na célula por difusdo passiva na sua forma nao dissociada e sua dissociacao no
interior por causa do maior pH intracelular, o qual gera um incremento na concentracao
intracelular de protons e do ion acetato, o que em consequéncia pode afetar os gradientes de
protons envolvidos no transporte de nutrientes € na produgdo de energia (VERDUYN et al.,
1992; LIMA et al., 2004). Para compensar o efeito da diminui¢cdo do pH intracelular, a
ATPase de membrana catalisa a expulsdo de protons com demanda de ATP (VERDUYN et
al., 1992; LIMA et al., 2004). Caso se apresente um funcionamento nao adequado da ATPase
de membrana, causado por sua saturagdo e/ou por fornecimento insuficiente de ATP, a
acidificacdo do pH intracelular pode resultar na inibicdo do crescimento e morte celular
(VERDUYN et al., 1990). Segundo Lima et al. (2004), concentracdes de acido acético
inferiores a 5,0 gL-! ndo tiveram efeitos significativos no consumo de xilose e produgio de
xilitol por C. guilliermondii FTI 20037 avaliada tanto em meio definido quanto em
hidrolisado hemiceluldsico com concentragdes inicias de xilose de 42 =4 gL', Por sua vez,
Felipe et al. (1995) reportaram que a producao de xilitol em meio semidefinido (xilose inicial
60 gL") foi afetada em concentragdes maiores a 3 gL! deste acido. Destaca-se Lima et al.
(2004) e Felipe et al. (1995) sugeriram que a produgdo de xilitol poderia ser favorecida por
baixas concentragdes de 4cido acético, menores a 1,0 gL', segundo Felipe et al. (1995).

Além dos compostos acima mencionados, tracos de elementos metalicos como
cromo, cobre, ferro e niquel podem estar presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos, os
quais podem ser provenientes do material vegetal, do solo ou dos equipamentos de hidrolise
(PARAJO; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1997, CONVERTI; PEREGO;
DOMINGUEZ, 1999). Estes elementos metélicos podem afetar as vias metabolicas do
micro-organismos por inibi¢ao das enzimas (MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Diferentes procedimentos ja foram investigados para a remo¢dao de compostos
toxicos até concentragdes minimas que ndo interfiram com a atividade fermentativa do

micro-organismo e assim favorecer a fermentabilidade dos hidrolisados hemicelulosicos
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(ARRUDA et al., 2008; RAO et al., 2016). Segundo Rao et al. (2006) a eficiéncia destes
procedimentos depende do tipo de matéria-prima, do processo hidrolitico e do micro-
organismo empregado na etapa fermentativa. Ja foram empregados métodos de alteracao de
pH (ROBERTO et al., 1991; MARTINEZ et al., 2001), combinagao de alteracao de pH e
adsor¢do com carvao ativado (ALVES et al., 1998; MARTON et al., 2006), adsor¢cao com
carvao ativado seguido de resinas de troca idonica (CARVALHO; MARTON; FELIPE, 2005;
VILLAREAL et al., 2006), tratamento s6 com resinas de troca idnica (ARRUDA et al.,
2011) e floculagdo usando polimeros vegetais (ARRUDA et al.,, 2008; SILVA-
FERNANDES et al., 2017), celites e hidrotalcitas (COSTA et al., 2014). Salienta-se que
durante o processo de concentracdo a vacuo para aumento de teor de xilose mencionado
previamente (RODRIGUES et al., 2003a), ocorre também a diminui¢do na concentragdo de
compostos toxicos volateis, como acido acético e furanos (VILLAREAL et al., 2006), porém
permite o acimulo de compostos nao volateis, como os derivados fenolicos (RODRIGUES
et al., 2003a). Além destes, métodos nao convencionais também j& foram testados, como
extragdo com trialquilamina, nanofiltracao, destoxificacao eletroquimica e biodestoxificagao
(RAO et al., 2016).

Dentre esses procedimentos destaca-se o uso de resinas de troca idnica e a adsor¢ao
com carvao vegetal ativado como os métodos mais eficientes para destoxificacdo de
hidrolisados (RAO et al.,, 2016). Apesar dos resultados satisfatorios em remocao de
compostos toxicos e favorecimento da bioconversao de xilose em xilitol obtidos com resinas
de troca idnica (VILLAREAL et al., 2006; ARRUDA et al., 2011), o alto custo destas ¢ as
extensivas etapas de regeneracdo necessarias para sua reutilizacdo limitam a possibilidade
de sua utilizagao convencional (ARRUDA et al., 2008). Por sua vez, a adsor¢ao com carvao
ativado ¢ considerada um método bem estabelecido, eficiente e de baixo custo (RAO et al.,
2016), apesar da geragdo de residuos e a impossibilidade de sua reutilizacao (VILLAREAL
et al., 2006). Este método pode ser usado em combinacdo com a alteracdo de pH, a qual
promove a precipitacdo e/ou instabilidade de compostos téxicos. A metodologia para
destoxificagdo do hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana por alteragdo de pH e

adsor¢do com carvao ativado foi estabelecida na EEL/USP por Marton et al. (2006).
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2.4.3 Fermentagdo do hidrolisado hemicelulosico e produgado de xilitol

A etapa subsequente ao preparo do hidrolisado hemiceluldsico rico em xilose € a
conversdo desta pentose em xilitol, processo que pode ser por via fermentativa ou
enzimatica, baseado na capacidade de diversos micro-organismos, como bactérias, leveduras
e fungos filamentosos, de reduzir a xilose em xilitol (RAO et al., 2016). E importante
destacar que condi¢des operacionais do processo fermentativo ja foram definidas na
EEL/USP com a levedura C. guilliermondii' FTI 20037, selecionada por Barbosa et al.
(1988), em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana. Foi definida a idade do in6culo
(24 h) (FELIPE et al., 1997a), e a fonte de carbono para seu preparo (xilose) (ARRUDA et
al., 2011); concentrac¢do de xilose no hidrolisado entre 50 € 60 gL' (FELIPE et al., 1997a;
RODRIGUES et al.,, 2003a), relacdo glicose:xilose de 1:5 (SILVA; FELIPE, 2006),
suplementa¢do nutricional com farelo de arroz (SILVA et al., 2003), pH entre 5,5 ¢ 6,5
(FELIPE et al., 1997b) e temperatura de 30 °C (BARBOSA et al., 1998; SENE et al., 2000).

Diferentes estratégias ja foram estudadas para o favorecimento da capacidade
fermentativa de C. guilliermondii FTI 20037, como a adaptacao desta ao hidrolisado
hemicelulésico (SENE et al., 2001); imobilizagao celular em reatores de tanque agitado
(CARVALHO et al., 2004) ou de leito fluidizado (SARROUH; SILVA, 2008); operagao do
processo em batelada alimentada (RODRIGUES; SILVA; FELIPE, 1999), em semi-
continuo com cé¢lulas imobilizadas (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2008) ou em
continuo (MARTINEZ et al., 2003).

Salienta-se que estudos de ampliacao de escala deste bioprocesso em fermentadores
piloto ja foram realizados, a exemplo do trabalho desenvolvido por Arruda et al. (2017), no
qual o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kra) foi selecionado como
critério para aumento da escala em fermentadores de 2,4 L, 8 L e 125 L. Estes autores
demonstraram que foi possivel o escalamento do processo de producao de xilitol por C.
guilliermondii FTI 20037 a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana
utilizando Kya de 16 h™!, atingindo-se fatores de conversdo de xilose em xilitol (Ypss) entre
0,55 gg! (125 L) € 0,66 gg' (2,4 L € 8 L) e produtividades volumétrica de xilitol (Qp) de
aproximadamente 0,31 gL "'h! nas escalas avaliadas (ARRUDA et al., 2017).

lc guilliermondii ¢ uma levedura asporogena pertencente a classe taxondmica Ascomycete,
amplamente distribuida no ambiente, e de interesse biotecnologico por seu amplo espectro de substratos
assimilaveis ¢ por sua capacidade de produgdo de riboflavinas, enzimas industrialmente importantes, e
particularmente xilitol (SIBIRNY; BORETSKY, 2009; PAPON et al., 2013).
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Em relagdo a alternativa de producgdo via enzimatica, Branco, Santos e Silva (2011)
destacaram que com esta podem ser atingidas eficiéncias de conversdo de xilose em xilitol
de até¢ 100 %, em funcdo que toda a xilose ¢ transformada a xilitol e ndo ha consumo para
crescimento € manutengdo celular. Para tanto, estes autores empregaram o hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana como substrato e a enzima xilose redutase (XR)
dependente de NAPDH, isolada de C. guilliermondii FTI 20037, para reducao da xilose em
xilitol, reacdo que foi acoplada a uma de regeneracao do cofator reduzido, correspondente a
do sistema glicose desidrogenase, que oxida glicose a 4acido gluconico com participacao de
NADP" (BRANCO; SANTOS; SILVA, 2011). Neste trabalho foram obtidas eficiéncias de
conversio superiores a 98% e Qp proximas a 0,32 gL'h"! usando proporg¢des de até 40 %
(v/v) de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana (BRANCO; SANTOS; SILVA,
2011).

Os principais resultados obtidos pelo grupo GMBIO quanto as diferentes estratégias
ja avaliadas para a producao biotecnologica de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulosico
de bagaco de cana se apresentam na Figura 4. Nas pesquisas mencionadas tém sido obtidos
valores varidveis de Ypss geralmente entre 0,55 ¢ 0,75 gg' (equivalente a eficiéncias de
bioconversdo? entre 60% e 80%), e de Qp, comumente entre 0,4 ¢ 0,7 gL-'h"!, sendo evidente
que ainda nao foi possivel se alcangar o favorecimento concomitante do fator de conversao
de xilose em xilitol e a produtividade volumétrica de xilitol. De fato, destaca-se nesta figura
que os maximos valores destes pardmetros (Ypisde 0,78-0,81 gg™!, equivalente eficiéncias de
85-88% e Qp de 0,75-0,87 gL 'h'") ndo foram resultados das mesmas estratégias, o que abre
a possibilidade de melhoria deste bioprocesso mediante obtencdo concomitante de altos

valores tanto do fator de conversdao quanto de produtividade volumétrica de xilitol.

% Eficiéncia de bioconverséo de xilose em xilitol: calculada como a relagio entre o Yess experimental
e o tedrico, determinada em 0,92 gg™! por Barbosa et al. (1988).
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2.4.4 Recuperagao do xilitol

A etapa posterior a fermentacao € a recuperacao e purificacao do xilitol, a qual ¢ de
alta complexidade devido a baixa concentragao do produto, grande quantidade de impurezas
proprias do hidrolisado, nutrientes adicionados e subprodutos do processo fermentativo
(SAMPAIO et al., 2006; ALTAKBARIAN et al., 2012). O esquema de recuperagdo e
purificacao do xilitol ¢ a clarificagdo do meio fermentado, separacdo e concentragdo do
xilitol, e a cristalizacgio (SAMPAIO et al.,, 2006; MARTINEZ et al., 2007). Para a
clarificagdo do meio fermentado ja foi empregado adsor¢ao com carvao ativado, separagao
por membrana e resinas de troca idnica (CANILHA et al., 2008; WEI et al., 2010;
ALIAKBARIAN et al., 2012). A este respeito, destaca-se que no trabalho de Sampaio et al.
(2006) foi possivel a clarificagdo do meio fermentado com carvio ativado (20 gL!) a 25 °C
por 1h, com remoc¢ao de aproximadamente 94% de impurezas e de 69% de proteinas, e
conservagao do xilitol produzido.

Prévio ao processo de cristalizagao ¢ necessario o aumento na concentragao de xilitol
até valores proximos ao teor de supersaturagdo, isto ¢ maior a 700 gL' (MARTINEZ et al.,
2007; CANILHA et al., 2008; WEI et al., 2010). Para tanto, Martinez et al. (2007) e Canilha
et al. (2008) empregaram concentragdo a vacuo a 65 °C e 60 °C, respectivamente, atingindo-
se concentra¢des de xilitol de 935,4 gL' e 726,5 gL' nos hidrolisado hemiceluldsicos de
bagaco de cana e palha de trigo fermentados, respectivamente. Este mesmo processo foi
empregado por Sampaio et al. (2006), porém utilizando uma temperatura de 30 °C para
atingir concentragdes entre 675 € 911 gL™! em meio definido.

A etapa seguinte corresponde a cristalizacdo, que pode ser realizada em uma ou
varias fases, e para a qual ja foram avaliadas diferentes temperaturas e adicao de solventes,
como etanol, e/ou de cristais de xilitol (SAMPAIO et al., 2006; MARTINEZ et al., 2007;
CANILHA et al., 2008). Martinez et al. (2007) obtiveram cristais de xilitol com pureza
proxima a 95% apds duas fases de cristalizagdo de resfriamento continuo a partir de
temperaturas de saturagao entre 30 e 50 °C e com adicao de cristais de xilitol e etanol para
diminuir a solubilidade do xilitol. Por sua vez, Sampaio et al. (2006) encontraram que a
eficiéncia e velocidade da cristalizagdo era positivamente afetada pelo aumento na
concentracao de xilitol no meio, a diminuigdo na temperatura € aumento na concentragao de

xilose residual. Entretanto, estes autores também destacaram que a pureza dos cristais de
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xilitol foi favorecida pelo aumento de temperatura e a redug@o na concentracdo de xilose

residual (SAMPAIO et al., 2006).

2.5 Bioconversao de xilose em xilitol

A producao biotecnologica de xilitol esta baseada no metabolismo de xilose em
micro-organismos naturalmente fermentadores de pentoses, principalmente leveduras. Em
leveduras, a xilose ¢ reduzida a xilitol pela enzima XR dependente de NAD(P)H, seguido
pela oxidacao do xilitol a xilulose catalisada pela xilitol desidrogenase (XDH) dependente
de NAD" (GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007). A xilulose ¢ o ponto de integracio
com a fase ndo oxidativa da PPP e a partir desta com o metabolismo central do carbono para
regeneracdo de cofatores, formacdo de intermedidrios carbonados, energia e biomassa
celular (FLORES et al., 2000; GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007). O actmulo do
xilitol € promovido pela restri¢ao da disponibilidade de oxigénio no meio, uma vez que nesta
condigdo a atividade da XDH ¢ limitada pelo desequilibrio redox NADH/NAD™, resultando
na reducio da formacdo de xilulose (GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007). O
esquema da Figura 5 apresenta um modelo de metabolismo de leveduras fermentadoras de
pentoses cultivadas em hidrolisados hemiceluldsicos em condigdes microaerodbicas, com
destaque para a assimilacdo de xilose e formacao de xilitol, baseado na revisdo feita por

Granstrom, [zumori e Leisola (2007).
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Figura 5 - Modelo de metabolismo de leveduras fermentadoras de pentoses cultivadas em
hidrolisados hemicelulésicos em condigdes microaerdbicas, com destaque para a assimilagdo de
xilose e formacdo de xilitol.
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Fonte: Baseado em Granstrom, Izumore e Leisola (2007).

De acordo com Kim et al. (1999) e Granstrom, [zumore e Leisola (2007), o fluxo de
carbono através das vias metabdlicas centrais ¢ diminuido como resultado do acimulo de
xilitol, particularmente através da PPP, a qual ¢ a principal via produtora de NADPH
(BRUINENBERG; VAN DIKJEN; SCHEFFERS, 1983). Consequentemente, a regeneragao
do NADPH se torna um desafio importante na producao de xilitol por leveduras nas quais a
XR ¢é dependente de NADPH, como ¢ o caso de C. guilliermondii (GRANSTROM;
IZUMORI; LEISOLA, 2007) e C. tropicalis (YOKOYAMA et al., 1995). Granstrom e
Leisola (2002) realizaram experimentos com xilose como unica fonte de carbono, em
quimiostato e em diferentes taxas de transferéncia de oxigénio, e reportaram que a XR de C.
guilliermondii seria exclusivamente dependente de NADPH, enquanto que a de C. tropicalis
poderia utilizar NADPH ou NADH. Como resultado da regeneracdo limitada de NADPH e
a diminui¢do do fluxo de carbono proveniente da assimilagdo da xilose para o metabolismo
central em condig¢des limitadas de oxigénio, sdo afetados processos celulares relacionados
com a formagdo de intermediarios carbonados, de energia e crescimento celular
(KASTNER; EITEMAN; LEE, 2001; GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007).

Assim, o fornecimento de oxigénio desempenha um papel critico na producao de
xilitol, conforme observado experimentalmente em pesquisas desenvolvidas pelo grupo

GMBIO. Quando empregado baixo fornecimento de oxigénio, correspondente a valores de
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Kra de 10 h'! (MORITA; SILVA; FELIPE, 2000) ¢ 15 h"' (ROBERTO; MANCILHA;
SATO, 1999), o Ypss foi favorecido, atingindo-se valores maiores a 0,72 gg! (equivalente a
eficiéncias de bioconversao de 79%), porém nao se observando o mesmo para a Qp (menores
que 0,56 gL-"h™"). Por outro lado, em outros estudos o aumento dos valores de Kpa para 22
h' (RODRIGUES et al., 2003b) € 27 h'! (SILVA et al., 1997) permitiu aumentar os valores
da Qp (superiores a 0,75 gL 'h'"), apesar de valores de Yp/s de até 0,67 gg''. Assim, este
comportamento sugere que melhorias neste bioprocesso podem ser alcangadas com
pesquisas quanto ao efeito do fornecimento de oxigénio e sua relacdo com outras condi¢des
de cultivo, a exemplo da composi¢cdo do meio de cultura e preparo do indculo.

Em relagdo a composicdo do meio de cultura, salienta-se a importancia da
concentracao inicial da xilose, a qual esta diretamente relacionada com a obten¢ao de altas
concentracdes de xilitol, e consequentemente com a configuracdo do biorreator e as
operagoes de separacao e recuperacao do produto (SILVA; ROBERTO, 2001; MUSSATTO;
ROBERTO, 2008). Segundo Mussatto e Roberto (2008), a concentracdo 6tima de xilose
inicial ¢ dependente do tipo de micro-organismo, bem como da matéria-prima empregada.
O favorecimento da producao de xilitol ocorreu com concentragdes iniciais de xilose entre
50 e 60 gL! nos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana (FELIPE et al., 1997a;
RODRIGUES et al., 2003a), de cavacos de eucalipto (CANETTIERI; SILVA; FELIPE,
2001) e palha de cevada (MORAES et al., 2018), enquanto que nos de bagaco de malte e de
palha de arroz foi verificado com concentragdes de xilose de 70 gL' (MUSSATTO;
ROBERTO, 2008) ¢ 82,5 gL"! (SILVA; ROBERTO, 2001), respectivamente.

Entretanto, ha limitagdes para a utilizagdo de altas concentracdes iniciais de xilose
(superiores a 70 gL'') em processos em batelada, como a possivel inibi¢do da bioconversio
por excesso de substrato, o requerimento energético para o aumento da concentracdo de
xilose no hidrolisado e o possivel incremento concomitante da concentracdo de compostos
que podem ser toxicos para o micro-organismo (acidos organicos, furanos e compostos
fenolicos) provenientes do processo hidrolitico (MUSSATTO; ROBERTO, 2003:
MORAES et al., 2018). Para contornar o problema do aumento paralelo do teor de
compostos toxicos, € necessaria a destoxificagdo eficiente do hidrolisado, bem com o
emprego de condigdes de cultivo para o favorecimento do estado fisioldgico da levedura e
sua consequente tolerancia a estes compostos toxicos, o que esta relacionado com o
fornecimento de oxigénio, formulagdo do meio de cultura, pH e concentracdo inicial de

biomassa celular (FELIPE et al., 1997a; SILVA; ROBERTO, 2001).



47

No caso da concentragdo inicial de biomassa celular, a utilizacdo de altas
concentracdes foi avaliada por Felipe et al. (1997a) como uma estratégia para superar o efeito
inibitorio de compostos toxicos. Destaca-se que ja foi constatado que um aumento da
concentragdo inicial da biomassa celular de 0,2 para 3,0 gL-!' favoreceu o consumo de xilose
e producao de xilitol por C. guilliermondii FT1 20037 em hidrolisados hemicelul6sicos de
bagaco de cana (FELIPE et al.,, 1997a) e palha de arroz (SILVA; ROBERTO, 2001).
Segundo Silva, Felipe e Mancilha (1998), o favorecimento da producao de xilitol pelo
aumento nas concentracoes iniciais de xilose ¢ de biomassa celular ¢ devido a uma redugao
no oxigénio disponivel por diminui¢cdo na capacidade de transferéncia deste no meio de
cultura.

Em relagdo a suplementagao nutricional, estudos ja demonstraram que podem ocorrer
diferengas nos requerimentos nutricionais de meios de fermentagdo baseados em
hidrolisados hemicelulosicos, especificamente quanto aos nutrientes sulfato de amdnio,
extrato de farelo de arroz e cloreto de calcio, em funcao do tipo de biomassa lignocelulosica
empregada como matéria-prima e das condicdes de preparo do hidrolisado hemicelulosico.
Ja foi constatado que a suplementagao nutricional dos hidrolisados hemicelulosicos de palha
de arroz (MUSSATTO; ROBERTO, 2005) e bagaco de malte (MUSSATTO; ROBERTO,
2008) com sulfato de amonio, extrato de farelo de arroz e cloreto de calcio prejudicou
significativamente a eficiéncia de bioconversao e produtividade de xilitol, sendo que os
maximos valores destes pardmetros foram obtidos nos hidrolisados ndo suplementados.

Por outro lado, Almeida et al. (2003) encontraram que a producdo de xilitol C.
guilliermondii FTI 20037 foi favorecida pela otimizacdo da concentracdo de sulfato de
amonio (1,8 gL!) adicionado ao hidrolisado hemiceluldsico de cavacos de eucalipto (45 gL
! xilose), enquanto que a suplementagdo de extrato de farelo de arroz ndo teve um efeito
significativo no bioprocesso. Recentemente, Moraes et al. (2018) verificaram a maximizacao
da produtividade volumétrica de xilitol (0,70 gL-'h"') quando o hidrolisado hemiceluldsico
de palha de cevada (60 gL' xilose) foi suplementado com sulfato de amonio (1,5 gL™),
cloreto de calcio (0,75 gL™) e extrato de farelo de arroz (8,75 gL!). E importante destacar
que estes compostos sao usados convencionalmente como suplementos nutricionais na
producao de xilitol por C. guilliermondii FT1 20037 a partir de hidrolisado hemicelul6sico
de bagaco de cana (SILVA et al., 2005; SILVA; FELIPE, 2006; ARRUDA et al., 2011;
ARRUDA et al., 2017) e recentemente a partir do hidrolisado hemicelulésico de palha de
cana (HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016).
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2.5.1 Co-substratos na produgdo biotecnologica de xilitol

A utilizagdo de co-substratos ¢ uma estratégia complementar ao controle do
fornecimento de oxigénio e formulagdo do meio de fermentagdo para superar o problema da
restri¢ao na regeneracao de NADPH e seu impacto negativo na bioconversao de xilose em
xilitol. Esta estratégia se baseia na possibilidade de que o metabolismo simultaneo do co-
substrato e da xilose permita manter o suprimento de NADPH e atender a demanda por
energia e intermediarios carbonados para o crescimento e manutencao celular, uma vez que
estes sdo insuficientemente fornecidos a partir s6 do consumo de xilose em condi¢des de
limitagdo de oxigénio (KIM; RYU; SEO, 1999; TAMBURINI et al., 2010). Embora os
hidrolisados hemiceluldsicos contem junto a xilose outras fontes de carbono, como a glicose
e arabinose, estas poderiam nao funcionar como co-substratos apropriados, devido a que a
maioria de leveduras conhecidas assimilam xilose s6 ap6s do consumo de glicose e a reducao
da concentracao desta niveis basais (KIM; RYU; SEO, 1999; TAMBURINI et al., 2010), e
também a pobre assimilagcdo da arabinose (SILVA; FELIPE, 2006).

O uso sequencial de glicose e xilose ¢ um dos principais gargalos para a eficiente
bioconversao de hidrolisados hemiceluldsicos em xilitol. Este problema tem sido atribuido
a concorréncia por sistemas de transportes entre estes acucares, € a inibicdo que a glicose
exerce sobre maquinaria enzimatica para a assimilacdo da xilose (ZHANG, G. et al., 2015;
HOU et al., 2017). Estratégias vem sendo estudadas para superar este gargalo mediante a
eliminacdo da repressdo da glucose extracelular sobre o consumo de xilose, através do
desenvolvimento de transportadores com maior afinidade por xilose que por glicose ou
insensiveis a esta hexose (ZHANG, G. et al., 2015; HOU et al., 2017).

A utilizagao de uma fonte de carbono suplementar como co-substrato se apresenta
como uma estratégia sustentavel para a melhoria da producao de xilitol considerando que
subprodutos agroindustriais poderiam ser aproveitados, os quais contribuiriam também
como fonte de nutrientes e, portanto, substituiriam nutrientes mais custosos (TAMBURINI
et al., 2010). E importante salientar a falta de informagio na literatura consultada a respeito
da utilizagdo de co-substratos na producao de xilitol a partir de hidrolisados hemicelulosicos,
sendo que nos poucos trabalhos encontrados foram empregados meios de cultura definidos,
como nas pesquisas com cepas nativas de C. guilliermondii FT120037 (ARRUDA; FELIPE,
2009) e Candida tropicalis (TAMBURINI et al., 2010), e com leveduras recombinantes,
como Scheffersomyces stipitis PXM-4 (antes Pichia stipitis) (KIM et al., 2001), C. tropicalis
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BSXDH-3 (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006), Debaryomyces hansenii DBX 11 (PAL et al.,
2013), Kluyveromyces marxianus YZJ015 (ZHANG et al., 2014) e Saccharomyces
cerevisiae (OH et al., 2013).

No caso das leveduras recombinantes, as modificagdes realizadas foram a supressao
da expressao da enzima XDH em cepas naturalmente assimiladoras de xilose (KIM et al.,
2001; KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; PAL et al., 2013; ZHANG et al., 2014) e a expressao
s6 da XR em S. cerevisiae (OH et al., 2013). Em ambos casos as leveduras sdo incapazes de
metabolizar o xilitol formado, atingindo assim eficiéncias de bioconversao proximas a 100
%, mas tornando necessario a adicdo de um co-substrato como fonte de carbono, energia e,
particularmente, de cofator reduzido para XR. Os co-substratos selecionados nestes casos
foram glicerol (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; PAL et al., 2013; ZHANG et al., 2014), acido
gluconico (KIM et al., 2001) e celobiose (OH et al., 2013).

Quanto aos estudos com cepas nativas de C. tropicalis (TAMBURINI et al., 2010) e
C. guilliermondii FT1 20037 (ARRUDA; FELIPE, 2009), os compostos selecionados como
potenciais co-substratos por seu efeito benéfico na bioconversao de xilose em xilitol em
meio semidefinido foram a maltose e o glicerol, respectivamente. No estudo de Tamburini
et al. (2010) foi constatado que o fornecimento de maltose em uma relagdo 1:5 de
maltose:xilose incrementou o crescimento celular e a formagdo de xilitol em
aproximadamente 30% em comparacao com auséncia de co-substratos, atingindo-se um Yp/s
de 0,56 gg! e Qp de 0,58 gL-"h™'. Além disto, os autores destacaram que o consumo de xilose
ndo foi prejudicado pela assimilacdo simultdnea da maltose (TAMBURINI et al., 2010). Ja
Arruda e Felipe (2009) reportaram que a adi¢do de glicerol (0,7 gL') em um meio contendo
xilose (55 gL!) resultou no aumento do Ypss € Qp de 0,74 gg! € 0,84 gL "'h! para 0,78 gg*!
e 1,13 gL 'h’!, respectivamente.

E importante destacar que dados de pesquisa apoiada pela Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP, processo 2013/27142-0) e recentemente
divulgados (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016) apontaram para o efeito benéfico da
sacarose como co-substrato na producao de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037 a partir
de hidrolisado hemicelulosico de palha de cana. Nesta pesquisa a utilizacao de sacarose (10
gL'") como suplemento nutricional do hidrolisado (contendo 57 gL' de xilose) resultou em
aumentos significativos de 8,88% na velocidade volumétrica de consumo de xilose (1,11 gL~
'h'), 12,88% na concentragdo final de xilitol (36,11 gL € 8,69% na Qp (0,75 gL-'h™"), em

relacdo as fermentagdes com emprego do hidrolisado hemicelul6sico ndo suplementado com
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este dissacarideo (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016). Baseado nestes resultados, os
autores propuseram a utiliza¢do de fontes complexas de sacarose, como o melaco de cana,
como suplementagdo nutricional do hidrolisado hemicelulésico de palha de cana, como
estratégia para melhoria do desempenho fermentativo da levedura e redugdo do custo deste
bioprocesso (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016).

O melago de cana ¢ um subproduto do setor sucroalcooleiro obtido durante o
processo de cristalizacdo e centrifugacao do caldo concentrado para obten¢do de agucar (40
— 60 kg/tonelada cana processada), correspondente ao licor do qual ndo pode ser mais
extraida sacarose pelos métodos convencionais (RAMBLA et al., 1999; MEZAROBA;
MENEGUETTI; GROFF, 2010; DUARTE-ALMEIDA et al., 2011). O melago de cana tem
um contetdo aproximado de 60% de agucares redutores totais e 83 °Bx (MELACOS
BRASILEIROS, 2019). Segundo Liu et al. (2008), o preco do melago de cana seria de
aproximadamente 0,10 USD por kg.

O melago ¢ considerado um substrato relativamente econdomico e abundante por seu
alto conteudo de carboidratos, principalmente sacarose (25-50% m/v) (CAZETTA et al.,
2007 MEZAROBA; MENEGUETTI; GROFF, 2010; DAI et al.,, 2015). Além de
carboidratos, o melaco contribui como fonte de compostos nitrogenados (como aminoacidos,
acidos nucleicos e proteinas), acidos carboxilicos, fenois, sais inorganicos (principalmente
de Mg, Ca, K, Fe e Na) e vitaminas (como riboflavina, &cido pantoténico, inositol e biotina),
bem como produtos da transformagdo dos componentes naturais do suco, como furfural e
precursores de melanoidinas que podem ser toxicos (RAMBLA et al., 1999). Este
subproduto ja foi utilizado como meio de cultura na produgdo de etanol de primeira geragao
€ em pesquisas para obten¢do de varios bioprodutos, a exemplo de sorbitol (CAZETTA et

al., 2005), acido citrico (LIU et al., 2008) e 2,3-butanediol (DAI et al., 2015).
2.6 Engenharia metabdlica para melhoria da bioconversio de xilose em xilitol
As principais estratégias encontradas na literatura para engenharia das vias

metabolicas envolvidas na bioconversdo de xilose em xilitol sdo revisadas e os resultados

resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados obtidos a partir da aplicacdo de estratégias de engenharia metabolica para
melhoria da bioconversdo de xilose em xilitol

Micro- [ -Xl-lo'se Yess! Qr’ A e
. Caracteristicas inicial a1 -1 Referéncia
organismo 1 (gg) (gL'h)
(gL™)
Redugdo da expressdo ou atividade da enzima XDH
C. tropicalis Mutagdo do gene xy/2 para atenuacdo 50 0.69 0.62 Ko et al.,
ARSdR-16 de 60% da atividade XDH ’ ’ 2011
Delecdo da XDH, 4acido glucénico Kim et al
S. stipitis PXM-4 como  co-substrato, em Dbatelada 50 0,92 0,42 2001 ’
alimentada
C. tropicalis Delecdo da XDH e glicerol como co- Ko., Kim, J.,
50 0,98 3,23 Kim, J.H.,
BSXDH-3 substrato
2006
D. hansenii Delecdo da XDH e glicerol como co- Pal et al.,
DBX-11 substrato 60 0.96 2,34 2013
. Expressdo heterologa de XR de M.
K. marxianus ~ . Zhang et
Y71017 crassa, delecio da XDH e glicerol 50 1,01 1,04 al., 2014
como co-substrato
Expressdo heterologa da enzima XR
C.
. Expressdo heterologa de XR de S. Zhang, C. et
glycerinogenes L 100 0,99 0,81
WL2002-5 stipitis sob controle do pPGAPDH al. (2015)
Expressdo heterologa de XR de M.
C. tropicalis crassa sob controle do pGAPDH, 50 0.96 144 Jeon et al.
LNG2 delecdo da XDH, glicose como co- ’ ’ (2012)
substrato
S. cerevisiae Sc- EX pressao heterologa. de xilanase, p- 3 Lietal.
xilosidase e XR, glicose como co- . 0,71 0,01
H2 (Xilana) (2013)
substrato
Aumento da disponibilidade do cofator NADPH
Expressao heterdloga de transportador
S. cerevisiae D-  de celodextrina e de uma B-glicosidase, 100 1.0 0.52 Oh et al.
10-BT-ScZWF1 XR e GO6PDH, celobiose como co- ’ ’ (2013)
substrato
Super expressdo da GO6PDH e 6PGDH,
S. cerevisiae expressdo heterologa de XR, glucose 100 0.86 20 Kwon et al.
BJ3505/6XR como co-susbtrato em batelada ’ ’ (2006)
alimentada
Copiay  SPIOUSISBGADHLTODN i
BSXDH-3-PP ¢ ' 8 ’ ’ al. (2012)
substrato
Expressdo heterologa de XR de S.
S. cerevisiae stipitis, reducdo da expressdao da PGI, 100 1.0 ) Oh et al.
YJO-12 glucose como co-susbtrato em batelada ’ (2007)
alimentada
Expressdo heterologa de transportadores de xilose
S Expressao heterdloga de transportador
C. tropicalis . : Jeon et al.,
LXT2 de xilose de A. thaliana, de XR de N. 50 1,0 1,14 (2013)

crassa e delecio de XDH

1Ypss: Fator de conversdo de xilose em xilitol; 2Qp: Produtividade volumétrica de xilitol
Fonte: Arquivo proprio
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2.6.1 Redugdo da expressdo ou atividade da enzima XDH

A expressao e/ou funcionalidade da enzima XDH pode ser parcial ou totalmente
reduzida, com o objetivo de diminuir a oxidacao de xilitol a xilulose e assim favorecer o
acumulo deste poliol (KO et al., 2011; PAL; MONDAL; SAHOO, 2016). De acordo com
Ko et al. (2011), esta estratégia permitiria ndo s6 a melhoria da eficiéncia de bioconversao,
mas também a eliminagdo da necessidade do controle rigoroso do fornecimento de oxigénio.
Estes autores demonstraram que uma atenuagdo de 60% na atividade de XDH em C.
tropicalis, devido a mutagdes pontuais na regido de ligacdo ao NAD™ desta enzima, resultou
em aumentos de 21% e 16% no Ypis € Qp (KO etal., 2011).

Conforme mencionado previamente, foi demonstrado para as leveduras S. stipits
PXM-4 (KIM et al., 2001), C. tropicalis BSXDH-3 (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006), D.
hansenii DBX-11 (PAL et al., 2013) e K. marxianus YZJ015 (ZHANG et al., 2014) que a
supressao total da expressao da XDH resultou em valores de Yp/s equivalentes a eficiéncias
proximas a 100% em meios definidos, com a necessidade de suplementacdo de um co-
substrato, a exemplo do glicerol (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; PAL et al., 2013; ZHANG
et al., 2014) o acido gluconico (KIM et al., 2001).

2.6.2 Aumento da expressdo da enzima XR.

A atividade da enzima XR pode ser melhorada através do aumento da expressao da
enzima nativa ou por inser¢ao heteréloga, com a finalidade de favorecer a redugao da xilose
em xilitol e consequentemente aumentar a produtividade volumétrica deste bioproduto
(PAL; MONDAL; SAHOO, 2016). Segundo a revisao realizada por Su et al. (2013), muitos
genes de XR j4 foram caracterizados, clonados e expressados, mas a eficiéncia catalitica da
maioria dos descritos ndo ¢ alta. Uma estratégia para aumentar a expressao da XR pode ser
a substituicdo do promotor nativo desta enzima induzido por xilose por um promotor
constitutivo forte, como o da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (pGAPDH).
Zhang, C. et al. (2015) e Jeon et al. (2012) encontraram altos niveis de expressdo de enzimas
XR provenientes de S. stipitis € Neurospora crassa em Candida glycerinogenes e C.
tropicalis, respectivamente, utilizando o promotor pPGAPDH nativo das cepas receptoras, o
que resultou em aumentos na Qp de até 73%, em comparacao com a cepa parental (JEON et

al., 2012).
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Cepas nativas de S. cerevisiae nao sao capazes de utilizar xilose como fonte de
carbono devido a baixa expressdo dos genes envolvidos na assimilagdo desta pentose (PAL;
MONDAL; SAHOO, 2016). Varios estudos demonstraram a possibilidade de expressao
heter6loga da enzima XR em S. cerevisiae, a exemplo de trabalho realizado por Oh et al.
(2013). No estudo destes autores, o gene que codifica a enzima XR originaria de S. stipitis
foi expresso em conjunto com os genes de um transportador de celodextrina e de uma -
glicosidase intracelular, visando a assimilacao simultinea de xilose e celobiose pela levedura
em meio definido, em razdo da ndo concorréncia por transportadores, o que possibilita a
utilizacao de celobiose para regeneragdao do NADPH pela levedura. Com a implementacgao
desta estratégia junto ao melhoramento de sistemas de regeneracao de NADPH, foi possivel
atingir valores de eficiéncia de bioconversao e produtividade volumétrica de xilitol de 100%
e 1,5 gL 'h'!, respectivamente (OH et al., 2013). Destaca-se também o estudo realizado por
Lietal. (2013), no qual foi proposta a producdo de xilitol a partir de xilana utilizando glicose
como co-substrato, mediante expressao de xilanase, B-xilosidase € XR em S. cerevisiae,

conseguindo-se um fator de conversdo de 0,71 g xilitol por 1g xilana.

2.6.3 Aumento da disponibilidade do cofator NADPH

Estratégias complementares ja foram aplicadas para favorecer indiretamente a
atividade da enzima XR mediante o incremento da eficiéncia da regeneracdo do NADPH.
Considerando que a principal via metabolica de producao deste cofator € a fase oxidativa da
via PPP (BRUINENBERG; VAN DIKJEN; SCHEFFERS, 1983), os alvos principais de
modificagdo genética neste caso sdao as enzimas GO6PDH e a 6-Fosfogluconato
Desidrogenase (6PGDH). Pesquisas quanto a super expressdo destas duas enzimas
resultaram em aumentos de 20% (KWON et al., 2006) e 25% (AHMAD et al., 2012) na Qp.
Nestes estudos foram empregadas cepas recombinantes de S. cerevisiae BJ3505/6XR, com
expressao heterdloga de uma enzima XR de S. stipitis (KWON et al., 2006), e C. tropicalis
BSXDH-3, com atividade XDH interrompida (AHMAD et al., 2012).

Por outro lado, alguns autores sugeriram que apenas a super expressao das enzimas
G6PDH e 6PGDH seria insuficiente para aumentar o fluxo de carbono pela via PPP, o qual
impediria uma melhoria efetiva da regeneragdo de NADPH (KWON et al., 2006; KIM et al.,
2011). De acordo com Oh et al. (2007), uma estratégia neste sentido seria a interrupcao

parcial ou total do fluxo de carbono pela via glicolitica a partir da glicose 6-fosfato, a qual ¢
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o substrato da enzima G6PDH na via PPP, mediante reducdo parcial ou total da enzima
Fosfoglicoisomerase (PGI), responsavel pela isomerizacdo da glicose 6-fosfato a frutose 6-
fosfato. Estes autores reportaram um aumento de 48% na Qp mediante diminuicdo na
expressao da enzima PGI através da substituicdo do promotor nativo e super expressao da
G6PDH na cepa recombinante S. cerevisiae YJO-12, com expressao heterdloga de uma

enzima XR de S. stipitis, em comparagdo com a cepa parental (OH et al., 2007).

2.6.4 Expressao heterologa de transportadores de xilose

O transporte de xilose ao interior da célula pode ser um passo limitante para a
assimilacdo de xilose e producao de xilitol, pelo qual estudos vém sendo realizados para
aumentar a velocidade de transporte, principalmente em meios com mistura de agucares,
como os hidrolisados hemicelulosicos (SU et al., 2013; PAL; MONDAL; SAHOO, 2016).
Na maioria das leveduras assimiladoras de xilose, o transporte desta pentose envolve um
sistema de difusdo facilitada de alta capacidade e baixa afinidade e um sistema simporte com
protons de baixa capacidade e alta afinidade (PAL; MONDAL; SAHOO, 2016). De maneira
geral, glicose e xilose competem pelos mesmos sistemas de transporte, porém estes tém
maior afinidade pela hexose que pela pentose, portanto a glicose ¢ consumida primeiro € a
assimilacao de xilose pode ser inibida em fun¢do da concentragdo da hexose (JEON et al.,
2013; PAL; MONDAL; SAHOO, 2016).

De acordo com Dmytruk et al. (2008), ja foi estabelecido que os genes sutl de S.
stipitis e gxfl de C. intermedia codificam para transportadores constitutivos de glicose e
xilose, respectivamente. Diferente destes transportadores, que apresentam baixa afinidade
por xilose, foi identificado um transportador simporte de alta afinidade em C. intermedia
denominado GXS1 (DMYTRUK et al., 2008). A expressao heterdloga dos transportadores
GXF1, SUTI e AT5G59250 (este isolado de Arabidopsis thaliana) foi comparada em uma
cepa de S. cerevisiae, demonstrando que a introdu¢do do transportador GXF1 na levedura
levou a obtencdo de maiores taxas de transporte de xilose e de crescimento em xilose
(RUNQUIST; HAHN-HAGERDAL; RADSTROM, 2010).

Por sua vez, Jeon et al. (2013) avaliaram a expressao heterdloga e a otimizagdo de
cddons do transportador de xilose AT5G59250 de alta afinidade de A. thaliana em uma cepa
recombinante de C. tropicalis, modificada previamente pela inser¢ao da XR de N. crassa e

interrup¢do da XDH nativa, sendo verificado um aumento entre 37 e 73% na assimilagao de
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xilose em funcdo da propor¢do glicose:xilose (0:1 e 1:2) e aumento de 25% na Qp. E
importante destacar que a expressdao heterologa do transportador nado teve efeitos
significativos sobre o consumo simultdneo de glicose e xilose, havendo, portanto, a
necessidade de adi¢do de glicose por pulsos para ser usada como co-substrato (JEON et al.,
2013).

Zhang, J. et al. (2015) estudaram o favorecimento do transporte de xilose e da
producdo de xilitol na cepa K. marxianus YZJ074 com atividade XDH interrompida e
expressao da XR de N. crassa, mediante super expressao do gene da aquagliceroporina
(KmFPSI), e a expressdao heterdloga dos genes simporte e facilitador de glicose/xilose
(CiGXS1 e CiGXF1, respectivamente) isolados de C. intermedia. A super expressao do
KmFPS1 nao melhorou o Ypss ou a Qp, no entanto, favoreceu o consumo do glicerol que foi
empregado como co-substrato (ZHANG, J. et al., 2015). A expressao dos outros dois genes
de transportadores em associacdo com operagdo em batelada alimentada permitiram
aumentar a producao de xilitol em 150% (ZHANG, J. et al., 2015). Foram verificados valores
de Ypss equivalentes a eficiéncias de 100% de bioconversdo e de Qp de 4,14 gL'h! e 2,81
gL"h! a 42 °C e 45 °C, respectivamente (ZHANG, J. et al., 2015).

Estudos focados na cofermentagdo de xilose e glicose para a produgdo de etanol
identificaram transportadores de hexose que podem ser modificados para aumentar sua
afinidade com a xilose e até mesmo tornarem-se insensiveis a glicose. Farwick et al. (2014)
encontraram posi¢oes de aminoacidos em transportadores de hexose de levedura que podem
ser mutados para produzir transportadores de xilose insensiveis a glicose. O transportador
Gxsl de C. intermedia foi modificado para alterar a afinidade da xilose a glicose e para

aliviar a inibicao da glicose (YOUNG et al., 2012; LI; SCHMITZ; ALPER, 2016).

2.7 Técnicas moleculares para engenharia da via metabdlica

2.7.1 Construgdo e integra¢do do cassete de expressdo ou delegdo

A primeira ferramenta necessaria para recombinagdo genética ¢ a montagem de
diferentes sequéncias de DNA em um cassete de expressao, a qual pode ser realizada usando
métodos baseados em sequéncias restritas por sitios de enzimas de restrigdo, integrases ou
clonases, ou em recombinagdo homoéloga (TSAI et al., 2015). Este ultimo grupo tem sido

amplamente utilizado em pesquisas com leveduras, principalmente S. cerevisiae, a qual
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apresenta uma alta atividade de recombina¢do homologa. Neste caso as construgdes podem
ser integradas no local alvo do genoma da levedura mediante o desenho de extremidades 5'e
3" homologas as sequéncias flanqueadoras, juntamente com a adicdo de um marcador de
selecdo (TSAI et al., 2015).

O método mais conhecido para montagem de sequéncias de DNA por recombinagao
homologa in vitro ¢ o denominado Gibson Assembly (TSAI et al., 2015). Segundo Gibson et
al. (2009), este método se baseia em uma reacdo isotérmica com o emprego de 3 enzimas
para a montagem de multiplas sequéncias de DNA sobrepostas: a TS exonuclease para criar
saliéncias de cadeia simples no sentido 5° — 3°, a Phusion® DNA polimerase para preencher
os espacos apos a hibrida¢ao das regides homodlogas e a Tag DNA ligase para unir as
extremidades através de ligacao fosfodiéster (Figura 6). De acordo com estes autores, todos
os reagentes e enzimas sao comercialmente disponiveis, podendo ser armazenados a -20 °C
até sua utilizagdo, que basicamente corresponde a mistura destes com as sequéncias de DNA
sobrepostas e a incubagdo a 50 °C entre 15 e 60 min, dependendo do nimero de fragmentos
a serem unidos. Este método ¢ util para montagem de multiplas sequéncias em um vetor de

transformagao sem depender da disponibilidade de sitios de restrigado (GIBSON et al., 2009).

Figura 6 - Esquema de recombinagdo homologa em uma Unica reagdo isotérmica pela metodologia
de Gibson Assembly.
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Apesar da alta taxa de sucesso na montagem de DNA com os métodos baseados em
recombinacdo homologa, estes podem apresentar falhas quando existem sequéncias de alta
similaridade entre os fragmentos a serem integrados (TSAI et al., 2015). A este respeito,
métodos baseados em sequéncias restritas podem ser favoraveis, tais como a clonagem
Golden Gate, Golden Braid e Master, os quais sdo considerados eficientes e flexiveis,
empregando enzimas de restrigdo tipo IIS (TSAI et al., 2015). Este tipo de enzimas
reconhece sequéncias assimétricas especificas e criam saliéncias de 4 bases, nas quais
consecutivamente podem ser ligados os fragmentos de interesse mediante a utilizacdo de
uma ligase (TSAI et al., 2015).

Ainda em relacdo aos cassetes de expressdo, estes podem ser montados e
amplificados in vitro mediante Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para serem
posteriormente usados na transformagao de micro-organismos, ou podem ser montados e/ou
amplificados in vivo empregando vetores de expressdao, os quais convencionalmente sdao
plasmideos. A clonagem e amplificacdo in vivo permite diminuir a possibilidade de
introducao de erros nas sequéncias amplificadas, em comparacao com os métodos baseados
na amplificagdo in vitro por PCR, o qual, além de apresentar maior probabilidade de
introducao de erros, também tem limitagcdes para amplificacdo de fragmentos com tamanho
superior a 10 kb (MERRYMAN; GIBSON, 2012).

Os vetores de expressdo usualmente apresentam em sua estrutura sequéncias de DNA
correspondentes a elementos de regulacdo da expressdo génica, como promotores,
terminadores, assim como marcadores de selecdo e sitios de restricao definidos para inser¢ao
do gene de interesse usando nucleases (KLINNER; SCHAFER, 2004). Os vetores podem
estar baseados em plasmideos autoreplicantes ou integrativos. Os autorreplicantes (também
chamados de episomais) podem ser replicados, transcritos e traduzidos independente de sua
integragdo no genoma, o que pode resultar em maior eficiéncia que os integrativos, devido
a ndo necessidade do passo de recombinagdo homologa, porém podem ter menor
estabilidade (BACKER et al., 1999; KLINNER; SCHAFER, 2004). J4 no caso dos
integrativos, ha possibilidade de maior homogeneidade na populacdo, maior estabilidade
mitdtica, com consequente menor perda do gendtipo transformante, sem requerer a pressao
seletiva continua (SIDDIQUI; CHOKSI; SMOLKE, 2014; LOBS; SCHWARTZ;
WHEELDON, 2017).

Com relagdo a integragdo de vetores ou cassetes no genoma, ressalta-se que esta pode

ocorrer por recombinagdo homologa, direcionada para um locus especifico em fungdo da
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presenca de regides de homologia na construcdo, ou por integracdo nao-homoéloga ou
ilegitima (Non-homologous End Joining — NHEJ), na qual a inser¢ao do vetor ou do cassete
acontece de forma aleatéria (KLINNER; SCHAFER, 2004; JANG et al., 2018). Estes
sistemas atuam de forma independente e competitiva, sendo que na maioria das leveduras a
NHEJ ¢ dominante sobre a integracdo homologa, a exemplo de Yarrowia lipolytica,
enquanto que em outras a integragdo homologa ¢ dominante sobre a NHEJ, como ¢ o caso
de S. cerevisiae (LOBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017; JANG et al., 2018). No caso
de C. tropicalis, a eficiéncia de integragdo homodloga aumenta proporcionalmente com o
incremento do tamanho das regides de homologia (KLINNER; SCHAFER, 2004). Mesma
relagcdo foi encontrada por Millerioux et al. (2011) em M. guilliermondii, trabalho no qual
foram avaliadas regides de homologia de até¢ 2 kb. Ressalta-se também que a taxa de
ocorréncia da NHEJ pode ser diminuida mediante interrupcao dos genes ku70 e ku80
(LOBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017), conforme realizado por Foureau et al. (2013)
em C. guilliermondii. E importante mencionar também que a linearizagdo de plasmideos
integrativos aumenta consideravelmente a eficiéncia de transformagao, de integracao e a sua

estabilidade (KLINNER; SCHAFER, 2004).

2.7.2 Marcas de selecdo

Um elemento essencial para o sucesso das modificagdes genéticas € a criagdo de
cepas transformantes com uma marca de selecao definida (PAPON et al., 2013; MANCERA
et al., 2019). As marcas de sele¢do estao baseadas principalmente na auxotrofia para algum
nutriente, na resisténcia a agentes antimicrobianos ou na expressdo de genes reporter
(PAPON et al., 2013). Com relagdo as marcas auxotroficas, destaca-se o desenvolvimento
de estratégias de transformagdo baseadas na alteragdo da expressao do gene ura3, o qual
codifica a enzima Orotidina-5’-fosfato descarboxilase (OMP), a qual € o segundo passo da
via de sintese de Uridina Monofosfato a partir de orotato, que faz parte do metabolismo das
pirimidinas. Alteracdes na expressao do gene ura3, seja por dele¢cdo ou mutacao do mesmo,
causam deficiéncia na producao de uracila e uridina, requerendo a suplementacao do meio
de cultura com estes compostos, assim como menor sensibilidade ao 4cido acético (PAPON
et al., 2013). Além disto, a mutacdo no gene ura3 gera resisténcia aumentada ao acido 5-
fluoro-orotico (5-FOA), permitindo as cepas transformantes crescer na presenga deste

composto, o qual possibilita a contra-selegao de cepas com o gene ura3 funcional, uma vez



59

que em cepas selvagens a enzima OMP metaboliza este composto a fluorodeoxiuridina, o
qual ¢ toxico para as c€lulas (PAPON et al., 2013).

As alteragdes no gene ura3 podem ser causadas mediante mutagénese aleatdria, por
via quimica ou por exposi¢ao a luz UV (HASS et al., 1990; KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006;
BORETSKY et al., 2007), por delecao total do gene ou por modificagdo do mesmo
(FOUREAU et al., 2012). Esta marca de selecao ¢ considerada reciclavel, uma vez que este
gene pode ser inserido em uma cepa mutante auxotrofica ura3-, para reposi¢do da
caracteristica prototrofica original, permitindo que cepas transformantes consigam crescer
em meios sem suplementacdo de uracila e uridina, o qual pode ser empregado
simultaneamente para a delecao de outro gene de interesse por substitui¢ao. A seguir, o gene
ura3 pode ser excisado de novo mediante contra-selecdo em meio contendo 5-FOA, método
conhecido como ura3-blasting (WILSON et al., 2000; KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006;
PAPON et al., 2013). Segundo Mancera et al. (2019), quando um gene marcador (a exemplo
do ura3) ¢ incluido no vetor de transformagdo para repor uma auxotrofia, ¢ recomendavel
que este seja exdgeno, de forma a diminuir a probabilidade de inser¢do dentro do /ocus
endogeno e a aumentar, portanto, a eficiéncia de recombinagdo no alvo pretendido. A
exemplo disto, Boretsky et al. (2007) utilizaram o gene ura3 de S. cerevisiae, apos
otimizacdo de cddons, para complementar cepas auxotroficas de M. guilliermondii para
uracila.

Em trabalhos nos quais o gene ura3 ¢ empregado como ferramenta de reposi¢do para
delecdo de genes por substituicdo, este ¢ colocado flanqueado por sequéncias de DNA
exogenas e repetidas, a exemplo das sequéncias hisG (derivada de Salmonella sp.), lacZ ou
loxP, o qual ¢ conhecido como o cassete ura3-blaster (WILSON et al., 2000; KO; KIM, J.;
KIM, J.H., 2006). Esta montagem do cassete favorece a excisao (pop-out) do gene ura3 por
recombinacdo homologa intracromossomica quando a cepa € cultivada na presenca de 5-
FOA (FONZI; IRWIN, 1993; WILSON et al., 2000; FOUREAU et al., 2012). Foureau et al.
(2012) verificaram com esta estratégia frequéncias de recombinagao homodloga entre 5 € 20%
dos transformantes de C. guilliermondii. Entretanto, estes mesmos autores indicaram que a
reciclagem desta marca de selecdo pode causar perdas progressivas de eficiéncia de
transformagao. Com relacao as sequéncias de DNA repetidas flanqueadoras do gene ura3,
Wilson et al. (2000) sugeriram a utilizagao de sequéncias de 200 pb, uma vez que fragmentos
de 1 kb poderiam causar excisdo do ura3 durante a amplificacdo do cassete ou do vetor in

vitro por PCR.
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Ainda com relagdo ao método de ura3-blasting, a sequéncia de DNA repetida
localizada no genoma da levedura apos a excisdo do gene ura3 pode ser reutilizada como
locus alvo para transformagdes subsequentes, considerando que este s existe no genoma
das cepas transformantes, conforme foi demonstrado nos trabalhos com C. tropicalis de Ko,
Kim, J. e Kim, J.H. (2006) e Jeon et al., (2012) para dele¢ao da XDH (Figura 7A) e expressao
heter6loga da XR de N. crassa (Figura 7B), respectivamente. Além disso, o estudo de
Ahmad et al. (2012) com esta mesma levedura permitiu constatar que a insercdo das
sequéncias exogenas repetidas nos dois alelos do gene inicialmente deletado permitiu a
integracao posterior de dois cassetes de expressao, um em cada alelo. Neste caso, os autores
conseguiram a inser¢ao de cassetes contendo os genes zwf € gnd, para super expressao das
enzimas G6PDH e 6PGDH, respetivamente, sob controle do promotor constitutivo forte

pGAPDH (Figura 7C).

Figura 7 - Esquema das estratégias empregadas para transformagao sequencial usando o método de
ura3-blasting de C. tropicalis para delecdo de XDH (A), expressdo heterdéloga de XR (B) e de
G6PDH e 6PGDH (C)
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Fonte: A: Ko, Kim, J. ¢ Kim, J.H. (2006); B: Jeon et al. (2012); C: Ahmad et al. (2012).

Marcas de selecdo baseadas na insercdo de genes exogenos para resisténcia a

antimicrobianos ou genes reporter também sao empregados na selecdo de cepas



61

transformantes (PAPON et al., 2013). Entre os antimicrobianos que j& foram testados como
marcas de selegao em leveduras, destacam-se a higromicina, nourseotricina, fleomicina e
zeocina (PAPON et al., 2013). Por outro lado, quanto aos genes reporter, ja foram avaliados
aqueles que codificam para as enzimas B-glucuronidases, B-galactosidases, cloranfenicol
aciltransferases, luciferases, dentre outras (DEFOSSE et al., 2014). Entretanto, no caso das
leveduras pertencentes ao grupo denominado CTG clade, como C. tropicalis, a expressao
da proteina funcional codificada por estes genes depende da otimizagdo de cddons,
principalmente do cédon CTG, o qual nestas leveduras € traduzido preferencialmente como
serina € nao como leucina, que ¢ a forma universal, a exemplo de S. cerevisiae (HARA et
al., 2000; PAPON et al., 2012). No caso de C. tropicalis, o codon preferencial para leucina
em ¢ TTG (JEON et al., 2012). Uma alternativa que pode ser ttil para as leveduras do CTG
clade € o gene reporter lac4, que codifica a B-galactosidase de Kluyveromyces lactis, pois
os cddons CTG nesta proteina ocupam posigdes conservadas cuja traducdo errada a serina
ndo geraria perda de atividade (DEFOSSE et al., 2014).

A otimizagdo de codons pode ser feita mediante mutagdo sitio-dirigida ou sintese do
gene. Exemplos da primeira destas ferramentas sao os trabalhos de Boretsky et al. (2007) no
qual os codons CTG do gene ura3 isolado de S. cerevisiae foram otimizados para ser
introduzido em M. guilliermondii, e de Hara et al. (2001), que fizeram similar para inser¢ao
do gene de resisténcia a higromicina em C. tropicalis. A este respeito, Basso et al. (2010)
relataram que apenas a substitui¢ao por mutacao sitio-dirigida dos cédons CTG por codons
alternativos para traduc¢ao de leucina, conforme feito por Hara et al. (2001), ndo foi suficiente
para expressar uma proteina funcional e conferir resisténcia. Estes autores indicaram que foi
necessaria a sintese do gene de resisténcia a higromicina com todos os codons otimizados
para os preferenciais em C. tropicalis para poder obter cepas mutantes resistentes a este
antimicrobiano. De maneira similar, Jeon et al. (2012) demonstraram que a sintese do gene
xyl2 de N. crassa com cddons otimizados para C. tropicalis foi eficiente para a expressao
heter6loga deste gene.

A exemplo de trabalhos que empregaram marcas de selecao baseadas na inser¢ao de
genes exdgenos em C. tropicalis, destaca-se o estudo recente de Mancera et al. (2019), no
qual foi empregado o cassete dominante reutilizdvel SAT1, o qual fornece resisténcia a
nourseotricina (400 ug mL™"), para delegdo dos dois alelos de um gene de interesse. Este
cassete tem como principais particularidades que o gene sat/ empregado tem apenas 1 cédon

CTG, bem como conter uma recombinase sitio-especifica FLP sob controle de promotores
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endogenos constitutivos ou induziveis. Esta enzima ¢ ativa em duas regides de
reconhecimento (FRT), que sdo colocadas como sequéncias repetidas flanqueando o cassete
que tem o marcador de sele¢do, e permite controlar a remog¢ao do marcador de selegao em

funcdo do promotor empregado.

2.7.3 Ferramentas para controle da expressdo e edi¢do génica

O controle de expressao de genes alvo ¢ uma das principais estratégias para
modificagdes de vias metabdlicas. Uma das ferramentas para este fim ¢ a modulagdo da
transcrigdo do gene de interesse mediante o uso de diversos promotores (HAMMER;
MIJAKOVIC; JENSEN, 2006). A engenharia destes reguladores em leveduras tem sido
baseada em promotores constitutivos conhecidos com diferentes niveis de expressdo, a
exemplo dos promotores da alcool desidrogenase (pADH), citocromo C1 (pCYC1) e o
pGAPDH (TSAI et al., 2015). Mediante dele¢do ou duplicacdo de elementos dentro das
sequéncias dos promotores podem ser construidas bibliotecas de promotores com diferentes
capacidades de expressdao (TSAI et al., 2015). Como exemplo deste tipo de estratégia,
destaca-se o pGAPDH, que controla a expressao da GAPDH que ¢ uma enzima envolvida
na via glicolitica e é expressa constitutivamente em altos niveis. No estudo de Jeon et al.
(2012) foi identificada a regido promotora do gene que codifica esta enzima em C. tropicalis,
com um tamanho de 1455 pb e com presenca de estruturas conservadas na sequéncia tipo
CAAT e TATA. Estes autores demonstraram que a redug¢do no tamanho da sequéncia do
promotor permitiu a constru¢do de uma biblioteca de promotores com diferentes niveis de
expressao da enzima heterdloga XR, isolada de N. crassa.

Por outro lado, o uso de promotores induziveis ¢ uma das formas mais simples para
regular a expressao génica, uma vez que esta pode ser controlada pelo emprego de niveis
conhecidos do indutor (HAMMER; MIJAKOVIC; JENSEN, 2006; KEASLING, 2010),
porém pode se apresentar hipersensibilidade do promotor e heterogeneidade nos niveis de
expressao na populagao de células (HAMMER; MIJAKOVIC; JENSEN, 2006). Segundo
Keasling (2010), apesar que ja foram descritos muitos sistemas de promotores induziveis
para bactérias, ha ainda poucos disponiveis para leveduras o que faz da regulacao de vias
metabolicas destes micro-organismos ainda um desafio.

Além do controle da expressdao génica, a edicdo de genes alvo ¢ também uma

estratégia para a modificagdo de vias metabdlicas, a qual pode ser realizada através de
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métodos de delegdo, interrupcdo ou atenuagdo do gene, os quais sao baseados em
recombinacdo homologa e dependente de marcadores de selecao (TSAI et al., 2015). Uma
das técnicas para o estudo de efeitos mutagénicos in vivo, como delecdo ou atenuagdo de
genes, ¢ a substituicdo génica por doacdo, a qual permite que sequéncias génicas nativas
sejam substituidas por sequéncias mutadas ou por outros genes mediante recombinagdo
homologa (ROITGRUND; STEINLAUF; KUPIEC, 1993). De acordo com estes autores,
esta técnica se baseia na possibilidade de que um cassete ou plasmideo linearizado seja
utilizado para substituir a sequéncia homoéloga dentro do cromossomo alvo, com o qual ja
foram encontradas frequéncias de transformagdo de até 1,5% dos transformantes. No caso
de C. tropicalis, a aplicacao desta técnica permitiu a delecao dos dois alelos do gene xyl2
com cassetes ura3-blaster, de forma que nos loci do xy/2 ficou uma sequéncia exdgena
repetida hisG na cepa modificada (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006). Posteriormente, esta cepa
foi utilizada como hospedeira para super expressao dos genes zwf e gnd nos loci do xyl2
mediante substituicao génica com cassetes contendo estes genes em frame com o gene ura3
e regides de homologia para a sequéncia hisG (AHMAD et al., 2012).

Outra técnica de edi¢do génica ¢ a mutagénese sitio-dirigida, a qual permite a
substituicao de residuos de aminoécidos especificos em proteinas mediante modificagcdo do
gene correspondente, de forma tal a modificar a estrutura e/ou interromper a atividade de
uma enzima (PERACCHI, 2001). Entre as metodologias aplicadas para este tipo de mutacao,
destaca-se a técnica de Overlap Extension PCR na qual dois fragmentos da sequéncia alvo
sao amplificados em reagdes paralelas de PCR utilizando em cada uma sequéncia iniciadora,
regides mutadas, as quais por complementariedade formardo um novo modelo de DNA, de
maneira que o novo produto sera amplificado durante a denominada overlap extension
(URBAN; NEUKIRCHEN; JAEGER, 1997). A técnica de mutagénese sitio-dirigida foi
empregada, por exemplo, para modificar a especificidade de cofator da enzima XDH de
NAD" para NADP" de S. stipitis (WATANABE; KODAKI; MAKINO, 2005). Neste estudo
foi possivel a inser¢ao de mutagdes em 4 sitios especificos da sequéncia do gene a partir de
reagoes sequenciais de PCR, com o intuito de trocar aminodcidos especificos na regido de
ligacdo com o cofator da proteina.

E importante também mencionar as técnicas de mutagénese aleatoria por via quimica,
por exemplo com nitrosoguanidina (NTG), ou fisica, pela exposicao a luz UV, ja
amplamente empregadas para selecdo de cepas com fendtipos especificos a partir de

alteragOes genéticas nao definidas. Exemplos de mutagénese por NTG sdo os trabalhos de
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Hass et al. (1990) e de Jeon, Shin e Rogers (2011), para a selecdo de cepas de C. tropicalis
auxotréficas para uridina (ura3’), e com deficiéncia na assimilacdo de xilitol,
respectivamente. Entretanto, mutacdes introduzidas em leveduras como C. tropicalis ou
Candida albicans por mutagénese quimica ou por exposi¢cao a luz UV podem gerar cepas
com multiplas alteragdes ndo definidas, as quais ndo podem ser removidas por backcrossing
pela falta de um ciclo sexual (FONZI; IRWIN, 1993). Assim, as consequéncias genotipicas
e fenotipicas nao podem ser antecipadas e podem também causar erros de interpretagdo com
mutacoes de interesse (FONZI; IRWIN, 1993). Outro ponto a ser considerado com relacao
a mutagénese aleatoria € a reversdo da mutagdo através das geragdes (HASS et al., 1990;
HAMEDI et al., 2013). Por exemplo, Hass et al. (1990) demonstraram que cepas de C.
tropicalis ura3  selecionadas apo6s mutagénese com NTG apresentavam uma baixa
frequéncia de reversdo, resultado similar ao reportado por Hamedi et al. (2013), em cujo
estudo cepas de S. boulardii ura3~ foram selecionados usando a metodologia para
mutagénese por exposicao a luz UV.

Por fim, destaca-se a aplicacdo da tecnologia CRISPR-Cas9 para edigdao de genoma,
a qual corresponde a um sistema para clivagem direcionada da dupla fita de DNA em um
alvo especifico, a partir do sistema encontrado em Streptococcus pyogenes, seguida pela
reparacio mediada pelas vias de integracdo homologa ou NHEJ (LOBS; SCHWARTZ;
WHEELDON, 2017), previamente mencionadas. De acordo com a revisdo realizada por
estes autores, dois requerimentos sao importantes para a expressao funcional do sistema
CRISPR-Cas9 em leveduras: 1) um cassete de expressao Cas9 com codons otimizados e um
sinal de localizacdo nuclear; 2) uma sequéncia curta do RNA guia (RNAsg), o qual ¢
responsavel pelo direcionamento para o locus desejado e contém uma sequéncia estrutural
para interacdo com a Cas9. Apos a formagao da ribonucleoproteina CRISPR-Cas9 ¢ a
localizagdo da sequéncia alvo complementaria a uma por¢do do RNAsg, o dominio
nucleasse do Cas9 cliva as duas fitas de DNA (LOBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017).
O reparo, apos a clivagem da fita dupla, pode ser feito via NHEJ, resultando em inserc¢oes
ou delecdes aleatdrias, ou via integracdo homologa, a qual permite uma edi¢do precisa do
genoma se hd um molde de homologia (LOBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017). O
sistema CRISPR-Cas9 ja foi empregado para modificar ou deletar genes e/ou integrar
construgdes especificas sem marcas de selecdo para diversas leveduras ndo convencionais,
a exemplo de C. albicans (LOBS; SCHWARTZ; WHEELDON, 2017; MANCERA et al.,
2019).
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2.7.4 Técnicas para transformagdo da levedura

Diversos métodos ja foram avaliados para a transformagdo de leveduras,
particularmente S. cerevisiae, correspondente a introdugdo do DNA exogeno dentro da
célula para causar sua mutagao genética. Kawai, Hashimoto e Murata (2010) realizaram uma
revisdo de literatura sobre métodos de transformacao de S. cerevisiae e sua aplicacdo em
outras leveduras, a exemplo de Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris e C. albicans.
Um dos métodos empregados em leveduras ¢ o baseado na formagao de esferoplastos a partir
da digestao enzimatica da parede celular da levedura, por exemplo com a enzima liticase,
suspensdo destes em uma solugd@o tamponada de suporte osmatico, composta principalmente
por sorbitol, € em contato com o DNA transformante (BURGERS; PERCIVAL, 1987;
KAWAI; HASHIMOTO; MURATA, 2010). Quando empregado este método para C.
tropicalis, eficiéncias de transformagdo entre 103-10* transformantes por pg de DNA
plasmidial foram obtidas (HASS et al., 1990). Segundo a revisdo realizada por Kawai,
Hashimoto e Murata (2010), a frequéncia de transformacao depende da concentragdo de
esferoplastos e da quantidade de DNA empregado. Estes autores indicam que, apesar de
poder atingir altos valores de eficiéncia e frequéncia de transformacdo, o método de
esferoplastos ndo ¢ comumente usado devido ao laborioso e complexo procedimento de
regeneragdo dos transformantes.

Um dos métodos mais empregados para a transformacao de células integras de
leveduras ¢ o quimico baseado no emprego de acetato de litio (LiAc), polietilenoglicol
(PEG) e choque térmico (42 °C), o qual foi usado por exemplo nos trabalhos de Ko, Kim, J.
e Kim, J.H. (2006), Jeon et al. (2012) e Ahmad et al. (2012) com C. tropicalis. Segundo
Kawai, Hashimoto e Murata (2010), o método quimico ¢ considerado mais rapido e simples
que o método de esferoplastos, e ndo precisa de equipamentos especiais. Hass et al. (1990)
relataram que a eficiéncia de transformacgao de C. tropicalis com método quimico com
emprego de LiAc resultou maior que o método de protoplastos, o qual no estudo de Rohrer
e Picataggio (1992) teve eficiéncia comparavel com a eletroporacdo. Ainda neste sentido,
Boretsky et al. (2007) indicaram que ndo foi possivel obter transformantes estaveis de M.
guilliermondii (antes Pichia guilliermondii) quando empregado eletroporacdo e

esferoplastos, e sim quando usado método quimico com LiAc.
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O método quimico de transformacao ¢ baseado no aumento da permeabilidade da
parede de células integras pelo tratamento com LiAc, PEG e o choque térmico (KAWALI;
HASHIMOTO; MURATA, 2010; TRIPP et al., 2013). O cation monovalente Li* favorece
mais a eficiéncia de transformagio que outros como Na*, K*, Rb*, ou divalentes como Ca*",
o qual pode estar relacionado ao efeito caotropico moderado durante a transformacao
(KAWAI; HASHIMOTO; MURATA, 2010). Adicionalmente, o PEG ¢ til para favorecer
a ligacdo do DNA transformante a superficie celular (KAWAI; HASHIMOTO; MURATA,
2010; TRIPP et al., 2013). A eficiéncia da transformagdo por este método ¢ dependente
também da utilizacdo de células na fase log intermediaria (KAWAI, HASHIMOTO;
MURATA, 2010). Ja foi também demonstrado que a adi¢gdo de um DNA carrier, como timo
de bezerro ou testiculo de salmdo, e de ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol, dimetil
sulféxido (DMSO) ou etanol melhoravam a eficiéncia da transformagdo (KAWALI;
HASHIMOTO; MURATA, 2010; TRIPP et al., 2013). Segundo estes autores, este tipo de
transformagdo promove a introducdo do DNA exogeno na levedura através de uma
invaginacao da membrana tipo endocitose, mas ndo esta claro como o DNA entra no nucleo,
sendo hipotetizado que poderia ocorrer durante a mitose ou por fusdo de endossomos com a
membrana do nucleo.

A eletroporacao € outro dos métodos amplamente empregados para transformagao
de leveduras. Backer et al. (1999) e Rohrer e Picataggio (1992) otimizaram as condi¢des de
eletroporacao para C. albicans e C. tropicalis, respectivamente. Destaca-se que o estudo de
Rohrer e Picattagio (1992) empregaram células integras na fase log intermedidria,
correspondente a uma densidade otica a 600 nm entre 0,76 € 1,0 e uma concentragdo celular
de 108 células mL!, sendo que na transformagido empregaram uma quantidade de 107 células.
Estes autores avaliaram massas do DNA transformante entre 1,0 € 6,0 ng, bem como a adi¢ao
do denominado DNA carrier, cuja fungao nao foi definida, porém demonstrando uma
melhoria na eficiéncia de transformacao de 25% ou 37% quando utilizadas massas de 1,0 ou
6,0 ng de DNA, respectivamente. Foi progressivamente encontrado que o LiAc (0,1 M),
DTT (0,01 M) e sorbitol (1 M) melhoravam a eficiéncia de eletroporacdo em S. cerevisiae e
C. albicans, relacionado com aumento da permeabilidade da parede celular ao DNA a ser
inserido e o suporte osmotico da levedura durante e ap6s a transformagao (BACKER et al.,
1999; KAWAI; HASHIMOTO; MURATA, 2010). Segundo a revisao feita por Klinner e
Schafer (2004), a quantidade de DNA transformante ¢ um dos fatores limitantes para a

eficiéncia da transformagdo. De acordo com estes autores, quando sdo empregadas
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quantidades de células entre 10’-108, sdo utilizados entre 1-10 pg de DNA do vetor de

interesse com tamanho proximo a 4 kb.

2.8 Candida tropicalis

C. tropicalis ¢ uma levedura asporogénica dimorfica, pertencente a classe
taxonomica Hemiascomycetes, ¢ de amplo interesse médico, industrial e investigativo
(CHAI; DENNING; WARN, 2010). Quanto a sua morfologia macroscopica, destaca-se a
formacdo de colonias globosas ou ovoides, simples ou em pares, apos cultivo por 72h, a 25
°C em meio composto por glicose, extrato de levedura e peptona (YPD) (KURTZMAN;
FELL, 2000). Nas mesmas condi¢des de cultivo, a morfologia microscopica desta levedura
comumente corresponde a células esferoidais ou elipsoidais, com gemulacao multilateral,
encontrando-se células individuais, pares, cadeias curtas ou inclusive formacao de pseudo-
hifas (BUTLER et al., 2009; CHAI; DENNING; WARN, 2010). Diferentes compostos
podem ser utilizados como fonte de carbono e energia por esta espécie, tais como glicose,
galactose, xilose, sacarose, maltose, celobiose, glicerol, etanol, entre outros (KURTZMAN;
FELL, 2000). Adicionalmente, ja foi relatado que C. tropicalis pode utilizar
carboximetilcelulose e palha de trigo pré-tratada como fontes de carbono, devido a expressao
de celulases e xilanases (MATTAM et al., 2016).

Entre as caracteristicas particulares de C. tropicalis, destaca-se sua capacidade para
metabolizar alcanos e acidos graxos como Unicas fontes de carbono e energia, com producao
de acidos dicarboxilicos de cadeia longa, os quais sdo matéria-prima importante na industria
quimica, mediante engenharia metabodlica da via de B-oxidagdo (HASS et al., 1990;
PICATAGGIO et al., 1992). C. tropicalis também se destaca por sua alta capacidade de
conversdao de xilose em xilitol em condigdes microaerdbicas (KYM; RYU; SEO, 1999;
GRANSTROM; LEISOLA, 2002; TAMBURINI et al., 2010).

E importante ressaltar também que C. tropicalis é uma levedura diploide, nio
havendo registro de cepas haploides, € ndo tem um ciclo sexual conhecido (KURTZMAN;
FELL, 2000; MANCERA et al., 2019). Estas caracteristicas resultam em uma dificuldade
intrinseca na modificacdo genética desta levedura, uma vez que as mutagdes recessivas,
como os marcadores nutricionais de auxotrofia, devem ser introduzidas por transformacao
em ambos alelos do gene, de forma a gerar homozigotos recessivos que permita a expressao

do fenotipo recessivo (FONZI; IRWIN, 1993; WILSON et al., 2000). O desenvolvimento
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de cepas homozigotas tem sido feito mediante mutagénese aleatéria por via quimica ou fisica
(exposi¢do a luz UV), bem como mediante transformagdes sequenciais com dois marcadores
de selecao diferentes ou 0 mesmo marcador reciclavel (FONZI; IRWIN, 1993; WILSON et
al., 2000). Adicionalmente, destaca-se que o genoma de C. tropicalis j4 foi completamente
sequenciado, constatando-se um tamanho aproximado de 14,5 Mb, aproximadamente 5920
genes com tamanhos médios de 1400 pb (BUTLER et al., 2009).

Outro desafio da modificacao genética de C. tropicalis € o fato que nesta levedura o
codon CTG ¢ traduzido como serina € ndo como leucina, que ¢ a forma convencional
(BLANDIN et al.,, 2000; PAPON et al.,, 2012). As leveduras que apresentam esta
caracteristica sdo denominadas como parte do CTG clade, no qual também sdo agrupadas
outras espécies do género Candida, como C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. lusitaniae ¢ C. auris (MANCERA et al., 2019). A expressao de proteinas
heter6logas nestas leveduras requer no minimo da otimiza¢ao do cédon CTG no gene que
codifica a proteina de interesse, conforme mencionado previamente. Na revisdo feita por
Papon et al. (2012) foram consideradas varias ferramentas moleculares para as leveduras do
CTG clade, tais como marcadores de sele¢cdo dominantes, baseados na resisténcia a
antimicrobianos e genes reporter. Entretanto, estes autores nao contemplam marcas de
auxotrofia por serem considerados como marcas recessivas. Destaca-se também que estes
autores concluem que a eficiéncia das marcas de selecdo foi favorecida em diversos estudos
quando todos os codons dos genes avaliados foram otimizados, e também quando estes
foram colocados sob controle de promotores e terminadores constitutivos fortes (PAPON et
al., 2012).

Apesar de C. tropicalis se encontrar amplamente distribuida no ambiente natural e
fazer parte da microbiota saprofita humana, ¢ considerada um patégeno oportunista, uma
vez que se encontra entre as 4 principais espécies envolvidas em aproximadamente 95% dos
casos de candidiase (junto com C. albicans, C. glabatra e C. parapsilosis). C. tropicalis
apresenta proximidade filogenética com estas outras espécies de género Candida, conforme

apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Relagdo filogenética de C. tropicalis com outras leveduras do CTG clade e de interesse
industrial e/ou académico.
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Fonte: Butler et al. (2009).

Por fim, ¢ importante mencionar que em pesquisa recente de nosso grupo,
desenvolvida paralelamente com o presente trabalho, foi constatado que a linhagem até entao
classificada como C. guilliermondii FTI 20037 corresponde verdadeiramente a espécie C.
tropicalis  (QUEIROZ, 2019). Assim foi confirmado mediante amplificacao,
sequenciamento e analise de alinhamento da regido conservada ITS 1 (/nternal transcribed
spacer) e do gene xyll, que codifica para a enzima XR, as quais mostraram 100% de
identidade com sequéncias existentes para C. tropicalis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information — NCBI. Estes resultados corroboram os obtidos por

Lima, Felipe e Torres (2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia de produgao biotecnologica de

xilitol baseada no aproveitamento do bagaco, palha e melago de cana, visando a integracao

deste bioprocesso com os do setor sucroalcooleiro no contexto de uma biorrefinaria.

3.2 Objetivos especificos

Estudar os efeitos dos fatores coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kra)
e concentragdo inicial de sacarose sobre a bioconversdo de xilose em xilitol por C.
tropicalis, em hidrolisado hemicelulésico obtido da mistura de bagaco e palha cana-de-
agucar, para maximizagdo do fator de conversao de xilose em xilitol e produtividade
volumétrica de xilitol.

Estudar o efeito da suplementacdo do hidrolisado hemiceluldsico obtido da mistura de
bagaco e palha de cana-de-agticar com o melago de cana em substituicdo parcial ou total
dos suplementos convencionalmente empregados durante o cultivo de C. tropicalis para
a produgao de xilitol.

Desenvolver cepas de C. tropicalis auxotroficas para uridina para ser empregada como
hospedeira de transformagdes sequenciais para super expressdo das enzimas xilose
redutase, glucose-6-fosfato desidrogenase, e atenuagdo da enzima xilitol desidrogenase,
e estudar o efeito na producdo de xilitol em hidrolisado hemiceluldsico obtido da

mistura de bagaco e palha de cana-de-acucar.

Para cumprir com os objetivos propostos, a execugao do presente projeto foi dividida

em trés etapas, conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9 - Fluxograma de trabalho proposto no presente projeto.
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Fonte: Arquivo proprio.

Os experimentos correspondentes as etapas 1 e 2 foram realizados no Laboratorio
Fermentacdes I da EEL/USP, coordenado pela profa. Dra. Maria das Gragas de Almeida
Felipe, em cooperacdo com os laboratorios de Bioprocessos e Produtos Sustentaveis,
coordenado pelo prof. Dr. Silvio Silvério da Silva; de Biopolimeros, Biorreatores e
Simulacao de Processos, coordenado pelo prof. Dr. Jalio César Santos, e de Absor¢ado
Atdmica e Emissdo Otica, coordenado pelo professor Dr. Hélcio José Hizario Filho, todos
da EEL/USP. Os métodos empregados e resultados atingidos sao descritos e discutidos nos
Capitulos 1 e 2 do presente trabalho. Por outro lado, os experimentos referentes a etapa 3
foram executados no Laboratério de Biologia Sintética e Molecular, sob coordenagdo do
prof. Dr. Fernando Segato, também da EEL/USP. Os métodos utilizados e resultados obtidos

sdo apresentados no Capitulo 3.
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CAPITULO1- OBTENCAO E PREPARO DO  HIDROLISADO
HEMICELULOSICO DA MISTURA DE BAGACO E PALHA DE CANA DE
ACUCAR.

1.1 Introducao

A utilizagdo de diversas biomassas lignoceluldsicas como matérias-primas para a
produgdo biotecnologica de xilitol vem sendo estudada na EEL/USP durante mais de duas
décadas. Destaca-se o bagago de cana como um dos principais protagonistas nestas
pesquisas, em fun¢do da sua abundancia e importancia competitiva para o Brasil, devido a
possibilidade de permitir a diversificagdo do portfolio de produtos da agroindustria da cana
no contexto de biorrefinaria (LAGO et al., 2012; RENO et al., 2014). Ao bagaco vem
progressivamente se somando a palha de cana, subproduto lignocelulosico obtido durante a
colheita sem queima da cana, cuja disponibilidade vem aumentando desde 2007 em funcao
da implementacao deste tipo de colheita no pais (LEAL et al., 2013; CARVALHO et al.,
2016; LISBOA et al., 2019). Recentemente, pesquisas do grupo GMBIO da EEL/USP
empregaram a palha de cana como matéria-prima para obten¢do de xilitol por via
biotecnologica (HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA, FELIPE, 2016; HERNANDEZ-
PEREZ et al., 2016). Com relagdo ao emprego da mistura de bagaco e palha de cana como
matéria-prima neste bioprocesso, s6 foi encontrada na literatura uma pesquisa recente de
nosso grupo (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2019b).

Os estudos na EEL/USP tém permitido estabelecer uma rota de etapas sucessivas
para a conversao de matérias-primas com alto conteudo de xilose em xilitol, o qual ¢ um
produto de alto valor agregado, com mercado crescente e importantes aplicacdes em
diferentes segmentos industriais (SILVA; CHANDEL, 2012). As etapas definidas
correspondem a solubilizagdo da xilose contida na fracdo hemicelulésica da matriz
lignocelulodsica da parede celular vegetal, tratamento do hidrolisado obtido para aumento do
conteudo de xilose e reducdo de compostos potencialmente téxicos ao micro-organismo,
fermentagdo para conversao da xilose em xilitol, e por fim recuperacao e purificacdo deste
produto. Diversos métodos, configuragdes de processo e condi¢des de operacao ja foram
avaliados para cada umas das etapas indicadas, entre as quais algumas foram selecionadas
por sua maior eficiéncia e/ou viabilidade técnica passando a serem convencionalmente

empregadas nos diferentes estudos ao longo do tempo.
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A esse respeito, a hidrélise acida diluida tem sido amplamente explorada para a
desconstru¢do da biomassa lignocelulosica e solubilizacdao da xilose, a qual € considerada
um método de baixo custo, efetivo e de facil operacdo (RAO et al., 2006; KUMAR;
SHARMA, 2017; ARCANO et al., 2018). Condi¢des de operagio deste processo ja foram
estudadas para bagaco (PESSOA Jr.; MANCILHA; SATO, 1997; RODRIGUES et al.,
2010) e palha de cana separadamente (MOUTTA et al., 2012). De maneira similar,
procedimentos de concentragdo a vacuo (RODRIGUES et al., 2003a) e destoxificacao
mediante ajuste de pH e adsor¢do com carvao ativado (MARTON et al., 2006) sao
convencionalmente empregados para o preparo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
cana, em fun¢do de sua eficacia para aumentar a concentragdo de xilose reducao a de
compostos toxicos, € operagao relativamente simples. Estas etapas de preparo do hidrolisado
ja foram empregadas também em estudos de producao de xilitol a partir de palha de cana
(HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA, FELIPE, 2016; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016).

Assim, neste capitulo sdo discutidos os resultados da implementacao das etapas de
hidroélise acida diluida, concentragdo a vacuo e destoxificagdo, em condigdes de operacao
convencionalmente empregadas para bagaco de cana e recentemente com palha, para a
obtencdo e preparo do hidrolisado hemicelulosico da mistura destes dois subprodutos,
visando sua utilizagdo como meio de fermentacao para conversao de xilose em xilitol por C.
tropicalis. Adicionalmente, sdo explorados resultados relevantes quanto a caracterizagao
quimica estrutural da matéria-prima. Por fim, sdo apresentados dados da caracterizagao
parcial do melago de cana-de-agucar, cuja utilizagdo como suplemento nutricional do

hidrolisado foi proposto no presente trabalho e sera discutida posteriormente no capitulo 2.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Caracterizagdo quimica da mistura de bagaco e palha de cana-de-agucar

O bagaco ¢ a palha de cana foram doados pela Usina Pederneiras, Tieté, SP, na safra
2015/2016. A palha foi colhida diretamente no campo apds a colheita, seca ao sol e moida
mecanicamente. Apos a secagem do bagago ao sol, misturas 1:1 de bagago e palha foram
feitas (Figura 1.1) e estocadas a temperatura ambiente nas dependéncias da EEL/USP até
sua utilizacdo. A umidade da mistura de bagaco e palha de cana e destes materiais

individualmente foi determinada mediante balanga de peso seco rdpido, com camara de UV
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a 105 °C. A mistura de bagaco e palha de cana, bem como estas biomassas individualmente,
foram caracterizados quanto a seus polimeros estruturais, cinzas e extrativos baseado nos
procedimentos analiticos estabelecidos pelo National Renewable Energy Laboratory -

NREL (SLUITER et al., 2008a, b; SLUITER et al., 2011), conforme descrito a seguir.

Figura 1.1 - Fotografias da palha e bagacgo de cana, e da mistura 1:1 destas biomassas

Mistura de palha e bagaco

Palha de cana-de-aciicar Bagaco de cana-de-aciicar .
de cana-de-acicar

Fonte: Arquivo proprio.

1.2.1.1 Determinagao de extrativos

A granulometria dos materiais foi ajustada a 20 Mesh mediante peneiramento. Para
determinagdo de extrativos, 1,4 g de cada biomassa em triplicata foram colocados em
envelopes de papel filtro, os quais foram levados a um extrator Soxhlet para tratamento com
etanol por 6 h. Apds este tempo, os materiais foram secos a 105 °C até peso constante e a

umidade foi determinada. Para determinacao de extrativos foi utilizada a equacao 1.1:

) mPFA — mPF
% Extrativos = x 100 (1.1)

mamostra

Onde mPF e mPFA e correspondem a massa seca do papel filtro com amostra antes
e apoOs remocao de extrativos e secagem, respectivamente, € Mamosi« €quivale a massa seca

de cada amostra.
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1.2.1.2 Determinagao de cinzas

Aproximadamente 1 g de cada biomassa apos remog¢ao de extrativos em triplicata
foram pesados em cadinhos de porcelana, os quais foram colocados em uma mufla a 500 °C

por 24 h até peso constante. O teor de cinzas foi calculado segundo a equagao 1.2:

cinzas

m
% Cinzas = — X 100 (1.2)

mamostra

Onde Mcinzas € Mamosra cOrrespondem a massa das cinzas apos processo na mufla e

massa seca de cada amostra.
1.2.1.3 Determinacao de celulose e hemicelulose

Apo6s remocao de extrativos, 0,3 g de cada biomassa em triplicata foram colocados
em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 3 mL de H>SO4 72 % (m/v) e colocados
em banho termostatizado a 30 °C por 1h. Com ajuda de um bastdao de vidro o conteudo de
cada tubo foi misturado a cada 5 min durante o processo. Apds 1h, o conteudo dos tubos foi
passado a frascos Erlenmeyer de 250 mL com adi¢do de 84 mL de 4gua destilada, os quais
foram a seguir colocados em autoclave a 120 °C, 1 atm. por 1h. Apds 1h e esfriamento do
contetido dos frascos Erlenmeyer, este foi filtrado em funil de vidro sinterizado. O filtrado
foi utilizado para preparagdao de amostras para andlises de glicose, xilose, arabinose e acido
acético por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os teores de celulose e

hemicelulose foram determinados empregando as equacdes 1.3 e 1.4, respectivamente.

Ceui x Vol x Fc
% Celulose = ~21€0%¢ x 100 (1.3)

mamostra

= (Cyy X Vol X Fcyy) + (Carg X Vol X Fegrg) + (Cya X Vol X Fcyy)

% Hemicelulose —
amostra

X 100 (1.4)

Onde Caiicose, Cxit, Cara, € Caq correspondem as concentracdes de glicose, xilose,

arabinose ¢ acido acético, respectivamente. Fc, Fci, Fcara € Fcaq correspondem aos fatores
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de conversao da celulose em glicose (0,9), da hemicelulose em xilose (0,88), em arabinose
(0,88) e em acido acético (0,983), respectivamente. Vol equivale ao volume de filtrado e

Mamostra @ Massa seca de cada amostra no tubo de ensaio.
1.2.1.4 Determinagdo de lignina

O filtrado foi utilizado para quantifica¢do de lignina soltivel, mediante dilui¢do das
amostras e leitura da absorbancia a 276 nm, utilizando espectrofotdometro DU 800®

(Beckman Coulters). O teor de lignina soluvel foi determinado conforme a equagao 1.5:

o ) ABS X Vol x Dil
% Lignina solavel = —— X 100 (1.5)
& X Mymostra X Passo otico

Onde ABS corresponde a absorbancia a 276 nm, Vol ao volume do filtrado e Dil a
Dilui¢do. & correspondente a absortividade da biomassa a 276 nm (foi utilizado a
absortividade do bagaco de cana, que é 25 Lg-'em™). mamossra €quivale a massa seca de cada
amostra no tubo de ensaio e Passo Otico ao comprimento da cubeta usada no
espectrofotometro (1 cm).

O material solido retido foi utilizado para determinacdo de lignina insoluvel,
mediante secagem a 105 °C por 24h até peso constante. O teor de lignina foi determinado

com base na equagdo 1.6:

.., i mCA — mCV
% Lignina insolavel: ——— X 100 (1.6)

mamostra

Onde mCA e mCV correspondem a massa do funil com amostra ap6s secagem e do
funil vazio. mamosir« €quivale a massa seca de cada amostra no tubo de ensaio.

Para determinacao de lignina total foi utilizada a equagdo 1.7:

% Lignina total = % Lignina solivel + (% Lignina soluvel — % Cinzas) (1.7)
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1.2.2 Obtengao e preparo do hidrolisado hemicelulosico da mistura de bagago e

palha de cana

O hidrolisado hemiceluldsico foi obtido por hidrolise 4cida diluida da mistura de
bagaco e palha de cana, baseada nas seguintes condicdes ja empregadas para o bagago de
cana (SILVA; FELIPE, 2006; RODRIGUES et al., 2010) e recentemente para palha de cana
(HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016): 20 minutos, 121 °C, 1% (m/v) de
H>SO4 e relacdo matéria seca:solucao acida 1:10 (m/v). O processo foi realizado em reator
de aco inoxidavel de capacidade total de 80 L (Allbiom CR80) (Figura 1.2), carregado com
aproximadamente 3,5 kg de biomassa em base seca para cada batelada. A fragdo liquida,
correspondente ao hidrolisado hemicelulésico, foi separada do subproduto solido
(celulignina) por filtracdo, ¢ mantida em camara fria (4 °C) até sua caracterizacao e
utilizacdo. A celulignina foi lavada com éagua corrente em centrifuga até que a agua de
lavagem tivesse um pH neutro, posteriormente esta biomassa foi seca ao sol at¢ uma umidade
proxima a 10%. A celulignina foi caracterizada quanto a sua composicao estrutural seguindo

os mesmos protocolos descritos para a biomassa in natura.

Figura 1.2 - Fotografia do reator de hidrolise Allbiom CR80.

Vélvula de seguranga '} Mandmetro

Vilvula alivio pressdo Painel de controle

e

__Entrada de matéria prima

Tanque de ago inox

Saida de produto

Fonte: Nolasco (2016).
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O hidrolisado hemicelulosico obtido foi concentrado a vacuo a 70 °C usando um fator
de concentracao de 6, baseado na metodologia estabelecida por Rodrigues et al. (2003a). Em
seguida o hidrolisado hemiceluldsico foi destoxificado por ajuste de pH e adsor¢cdo em
carvao vegetal ativado, baseado na metodologia definida por Marton et al. (2006). Para tanto,
o pH do hidrolisado foi aumentado de aproximadamente 0,76 para 7,0 com CaO (grau
comercial) e na sequéncia, reduzido para 2,5 com H3PO4. Em seguida, foi adicionado carvao
vegetal ativado 1,0% (m/v) ao hidrolisado, e mantido sob agitagdo de 100 rpm por 30 min a
60 °C em shaker com agitag¢ao orbital. Os precipitados formados durante o processo foram
removidos mediante filtracao a vacuo. Os hidrolisados original, concentrado e destoxificado
foram caracterizados quanto concentracao de xilose, glicose, arabinose, celobiose, furfural,

5-HMF, écido acético, compostos fenolicos totais e ions metalicos.

1.2.3 Caracterizacdo do melaco de cana-de-acucar

O melago de cana, doado pela Usina Pederneiras, Tieté, SP, na safra 2015/2016, foi
caracterizado quanto aos teores de carboidratos, especificamente sacarose, glicose e frutose,
bem como de furanos (5-hidroximetilfurfural e furfural) e ions metalicos. Para realizacdo
destes procedimentos foi necessaria a diluicdo 1:3 em massa do melaco com agua destilada

em funcao de sua alta viscosidade.

1.2.4 Métodos analiticos

1.2.4.1 Concentragao de agucares, acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural.

A concentracao de agtcares (xilose, glicose, arabinose) € do acido acético foram
determinadas por CLAE. Foi usado um cromatografo Agilent 1200 (Kyoto, Japao), com um
detector de indice de refragdo e coluna Bio Rad (Hercules, CA) Aminex HPX-87H, mantida
a 45 °C, com H>SO4 0,01 N como eluente, e fluxo de 0,6 mL min!. As amostras foram
previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18 (Millipore). A concentragao de
sacarose e frutose foram determinadas também por CLAE, usando o mesmo cromatografo
com detector de indice de refracdo, porém com uma coluna Bio Rad (Hercules, CA) Aminex
HPX- 87P, mantida a 60 °C, com 4gua deionizada como eluente, e fluxo de 0,4 mL min’!.

As amostras foram também previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18
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(Millipore). Para determinacdo das concentragdes de furfural e 5-hidroximetilfurfural foi
empregado o mesmo cromatdgrafo, mas com detector de luz ultravioleta e uma coluna
Zorbax C18 Eclipse Plus, a 25 °C, com acetonitrila:agua (1:9) e acido acético 1 % (v/v) como
eluente, e fluxo de 0,8 mL min™!. As amostras foram diluidas com 4gua deionizada e filtradas
em membranas com poros de 0,45 um (Millipore). Em todos os casos, as concentracdes dos

compostos foram calculadas a partir de curvas de calibragdao obtidas de solugdes padrao.
1.2.4.2 Concentracao de compostos fendlicos totais

As concentracoes de compostos fenolicos totais foram determinadas por
espectrofotometria baseado na metodologia definida por Gouveia et al. (2009), utilizando
espectrofotometro DU 800® (Beckman Coulters). As amostras foram diluidas com 4gua
deionizada e o pH ajustado para 12,0 com NaOH 6N. A concentragdo de compostos
fendlicos totais foi determinada por espectrofotometria a 280nm, usando as equagdes 1.8 e

1.9.
CF = (4,187 x 107 X (Arzg0 — Apazso) ) — 3279 X 107 (1.8)

Apazgo = (Cryr X €pyy) + (Cymr X Epmr) (1.9)
Onde CF corresponde a concentragdo de compostos fenolicos totais (gL!). Awso e
Apazso correspondem a absorbancia da amostra e dos produtos de degradagdao dos aglicares
(furfural e 5-HMF), respectivamente. Apa2s0 € calculada com a Equacdo 9, na qual Cr. €
Cumr correspondem a concentragdo de furfural e 5-HMF (gL*'), respectivamente,
determinada por CLAE, e €rur € Enmr s@o as absortividades destes compostos (146,85 e

114,00 L g''cm™!, respectivamente).
1.2.4.3 Concentragao de ions metalicos

As concentragdes dos ions metalicos sddio, potassio, célcio, cromo, ferro, niquel e
zinco foram determinadas por espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES), mediante colabora¢cdo com o Laboratorio de Absor¢do Atdmica
e Emissdo Otica da EEL/USP, coordenado pelo professor Dr. Hélcio José Hizario Filho.
Para tanto, amostras de aproximadamente 0,5 g foram pesadas em frascos Erlenmeyer de
250 mL, as quais foi adicionado 2 mL de H2SO4 grau analitico e os frascos colocados em

chapa de aquecimento a 300 °C até verificar queima da amostra. A seguir, as amostras foram
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esfriadas e adicionado a cada uma delas 2 mL de H>O> e aproximadamente 10 mL de dgua
destilada. Os frascos foram novamente colocados na chapa de aquecimento e mantidos até
total evaporacao do liquido. Apds esfriamento das amostras, foi adicionado 2 mL de uma
mistura de HNO3:HCI (1:3) e os frascos foram mantidos na chapa de aquecimento para
digestao das amostras, até total consumo do HNO3:HCI, evidente pela auséncia de N>O (gas
amarelo) e sem borbulhamento. Apds a digestdo, as amostras foram diluidas com agua
deionizada em baldo volumétrico de 50 mL e submetidas a andlise por espectrometria no

equipamento ICP modelo Analyst 8000 da Perkin Elmer.

1.2.4.4 Determinagdo de remogao e recuperacao de xilose nas etapas de obtengao e

preparo do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagago e palha de cana

Foram realizados balangos de massa estimados para as etapas subsequentes de
obtencdo e preparo do hidrolisado hemiceluldsico. Para a etapa de hidrdlise acida diluida,
foi calculado o rendimento maéssico, a remogao de xilose presente na biomassa in natura, €
a recuperacao de xilose no hidrolisado hemicelulésico e na celulignina. Para as etapas de
concentracao a vacuo e destoxificagdo do hidrolisado foi calculado a recuperagao de xilose

em cada uma delas e também com relagdo a xilose presente na biomassa in natura.

a. Rendimento massico do processo de hidrolise acida diluida

m
%RM = —&

x 100 (1.10)

Mpio

Onde %RM corresponde ao rendimento massico em porcentagem, mg;,(g) @ massa
seca da biomassa in natura submetida a hidrolise acida diluida, e a m; (g) @ massa seca da

celulignina obtida nesta etapa.
b. Remogado da xilana presente na biomassa in natura apos a hidrolise acida diluida

(Mmpio x Xilp;,) — ((m¢y, x Xile,) x RM)
% Remy;pse =

- x 100 1.11
(Mo x Xilpa) (1.11)
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Onde % Remy;;,se corresponde a porcentagem de remocao de xilana, mp;,(g) a
massa seca da biomassa in natura submetida a hidrolise acida diluida, Xilg;,(g/100g) ao teor
de xilana na biomassa in natura, m¢; (g) a massa seca da celulignina obtida na hidrélise
acida diluida, Xil;;(g/100g) ao teor de xilana na celulignina, e RM ao rendimento massico

do processo de hidrdlise.

¢. Recuperagdo de xilose no hidrolisado hemicelulosico apos hidrdlise dacida diluida

Volyy x Xil
% ReCXHH — ( HH HH)

- x 100 112
(Mnt % Xilpio) (1.12)

Onde % RecXyy corresponde a porcentagem de recuperacdo de xilose no
hidrolisado hemicelulosico original, Volyy (L) ao volume de hidrolisado obtido, Xilyy (gL
) a4 concentra¢do de xilose no hidrolisado, m;, (g) a massa seca da celulignina obtida,
Xil:;(g/100g) ao teor de xilana na celulignina, RM ao rendimento massico do processo de
hidrolise, mp;,(g) a massa seca da biomassa in natura submetida a hidrolise acida diluida, e

Xili,(g/100g) ao teor de xilana na biomassa in natura.

d. Recuperagdo de xilana residual na celulignina apos hidrolise acida diluida

((mcy x Xilg,) x RM)
% RecX,, = 100 1.13
o R et = T gy 2 Kilprg) (1.13)

Onde % RecX,; corresponde a porcentagem de recuperacao de xilana na celulignina
apos a hidroélise acida diluida, m;, (g) a massa seca da celulignina obtida, Xil.;(g/100g) ao
teor de xilana na celulignina, RM ao rendimento massico do processo de hidrolise, mg;,(g)
a massa seca da biomassa in natura submetida a hidrélise acida diluida, e Xilg;,(g/100g) ao

teor de xilana na biomassa in natura.

e. Recuperagdo de xilose apos as etapas de concentragdo a vacuo (eq. 14) e

destoxificagdo do hidrolisado (eq. 15).

(Volye x Xilye)
% RecXye =
o ReCK e = ol Xl

x 100 (1.14)
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(Volyp x Xilyp)
(Volpe x Xilye)

Onde % RecXy- € % RecXyp correspondem as porcentagens de recuperagdo de
xilose no hidrolisado hemicelulosico concentrado (HC) e destoxificado (HD),
respectivamente. Volyy (L), Voly: (L) e Volyp (L) correspondem aos volumes de
hidrolisado obtidos apds a hidrélise acida diluida, concentragdo a vacuo e destoxificacao,
respectivamente. Xilyy (gL™), Xilyc (gL') e Xilyp (gL correspondem as concentragdes
de xilose no hidrolisado apo6s a hidrolise &cida diluida, concentragdo a vacuo e

destoxificacdo, respectivamente.

f. Recuperacdao de xilose apos as etapas de concentra¢do a vacuo (eq. 16) e

destoxificagdo do hidrolisado (eq. 17) com rela¢do a biomassa in natura

(Volye x Xilye)
% RecXBy, = 100 1.16
R Bre = o X Xilgig) (1.16)
Voly, x Xil
% RecXByp = (Volup 1) x 100 (1.17)

(mBio X XilBio)

Onde % RecXByc € % RecXByp correspondem as porcentagens de recuperagdo de
xilose no hidrolisado hemicelulosico concentrado (HC) e destoxificado (HD),
respectivamente, com relagdo a biomassa in natura. Voly: (L) e Volyp (L) correspondem
aos volumes de hidrolisado obtidos apds a concentracdo a vacuo e destoxificagdo,
respectivamente. Xily. (gL") e Xily,p (gL™") correspondem as concentragdes de xilose no
hidrolisado apds a concentragdo a vacuo e destoxificacdo, respectivamente. mg;, (g)
corresponde a massa seca da biomassa in natura submetida a hidrélise acida diluida, e

Xilpi,(g/100g) ao teor de xilana na biomassa in natura.

1.3 Resultados e discussao

A mistura (1:1) de bagaco e palha de cana foi submetida ao processo de hidrolise
acida diluida para obten¢ao do hidrolisado hemiceluldsico rico em xilose, € um subproduto
solido rico em celulose e lignina (celulignina). Os resultados da caracterizacao da biomassa

lignoceluldsica in natura e a celulignina, bem como do hidrolisado hemiceluldsico sdo
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discutidos a seguir. E importante mencionar que foram realizadas um total de 9 bateladas de
hidrolise para compor o volume total de hidrolisado hemicelulosico necessario para a
execucao dos experimentos propostos no presente projeto. Cada batelada de hidrdlise foi
alimentada com 3,46 + 0,11 kg de biomassa seca, com obten¢do de 26,78 + 0,87 L de
hidrolisado hemiceluldsico e 1,85 + 0,12 kg de celulignina. Assim, foi gerado um volume

total de 241 L de hidrolisado hemicelulosico e 12,65 kg de celulignina.

1.3.1 Caracterizagdo quimica estrutural da mistura de bagago e palha de cana-de-

acucar

A composi¢do quimica estrutural da mistura de bagaco e palha de cana in natura, em
termos do conteudo de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos, ¢ apresentada na

Tabela 1.1. Nesta tabela ¢ incluida também a composicao quimica da celulignina.

Tabela 1.1 - Composi¢ao quimica estrutural da mistura de bagago e palha de cana-de-agtcar in natura
e da celulignina ap6s hidrélise acida diluida

Celulignina
Componente Biomassa in natura Valor bruto Valor corregidro [?eltl) rendimento
(g/100g) (2/100g) massico
g g (g/100g biomassa original)
Celulose 35,99 +2,09 62,31 +0,58 33,29+ 0,31
Hemicelulose 29,53 +1,18 6,35+0,24 3,39+0,13
Xilana 22,19+ 1,04 5,37+0,13 2,87+0,07
Arabinana 3,00+ 0,21 0,46 £ 0,02 0,25+0,01
Acetil 4,34 +0,08 0,52+0,16 0,28 £0,09
Lignina 19,85+ 0,48 20,60 + 0,73 11,01 +0,39
Cinzas 10,46 + 1,90 15,53 +0,10 8,30 £ 0,05
Extrativos 5,73 +£0,70 - -
Total 101,57 + 1,27 104,79 + 1,65 55,99 + 0,88

'Rendimento massico (%): 53,43 £ 3,63
Fonte: Arquivo proprio

Destaca-se que a fracdo hemiceluldsica da mistura de bagago e palha de cana
correspondeu a 45,07 % do conteudo de carboidratos deste material, sendo que 75,15% desta
fracdo ¢ composta por xilana, a qual, portanto, corresponde a 33,87 % do conteudo total de
carboidratos desta biomassa. O conteudo de xilana na fragdo hemicelulosica da mistura de
bagaco e palha de cana foi similar a encontrada em palha de cana por Szczerbowski et al.
(2014) (75 %). A partir do balango de massa realizado com base nas composi¢des quimicas
das biomassas in natura e da celulignina e do rendimento massico, tem-se que a remogao da
massa de xilana presente na biomassa in natura foi de 93,09% nas condi¢des de processo

empregadas, uma vez que apenas 6,91% da xilana foi recuperada na celulignina. No caso
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dos outros componentes quantificados, observou-se remogdes de 50,54%, 70,35% e 69,91%
das massas de celulose, lignina e cinzas, respectivamente.

Na Tabela 1.2 ¢ apresentada uma comparagao da composicao quimica estrutural da
matéria-prima in natura com as derivadas da caracterizacao individual do bagaco e da palha
empregados na mistura, bem como com valores reportados por outros estudos para estas e

outras biomassas lignocelulosicas.

Tabela 1.2 - Comparag@o da composi¢do quimica estrutural da mistura de bagaco e palha de cana-
de-acucar com outras biomassas lignoceluldsicas.

Componente (g/100g)
Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos

Matéria-Prima Referéncias

Mistura de
bagaco e palha 35,99+ 29,53 +1,18 19.85 + 10,46 5,73 £0,70 Presente trabalho
2,09 0,48 +1,90
de cana (1:1)
30,49 + 12,56 £+ 14,88 + 13,11 +
Palha de cana 213 29,17+ 1,38 0.85 137 0.66 Presente trabalho
Bagaco de cana 4%’73%i 32,68 £1,14 16,61 10,75 2,93+ 0,45 Presente trabalho
Hernandez-Pérez,
Palha de cana 31,7 27,0 31,1 1,5 N.D. Arruda e Felipe
(2016)
43,1+ 20,8 + 2,9+
Bagaco de cana 0.5 28,6 £0,4 0.2 0.1 4,6+0,1 Arruda (2011)
Mussatto e Roberto
Palha de arroz 435 22,0 17,2 11,4 5,9 (2002)
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1 7,0 N.D. Canilha (2006)
Cascas de aveia 293 284 22 45 ND.,  Lamaninietal

(2004)

N.D.: Nao determinado
Fonte: Arquivo proprio

Destaca-se que o contetdo de hemicelulose constatado na mistura de bagago e palha
de cana (29,53 + 1,18 g/100g) foi similar aos encontrados quando estas biomassas foram
caracterizadas individualmente, bem como em outras que ja foram avaliadas para a produgao
biotecnoldgica de xilitol em outros estudos (Tabela 1.2). Os teores elevados de hemicelulose
na mistura de bagaco e palha de cana corroboram a importancia da valorizagao desta fracao
desta biomassa em processos de conversao no contexto de uma biorrefinaria de cana-de-
acucar. Especificamente, o teor elevado de xilana na fragao hemiceluldsica permitem afirmar
o potencial da mistura de bagaco e palha de cana como matéria-prima para a obtengao de
xilitol pela rota biotecnologica.

Com relacao ao contetdo de celulose da mistura de bagaco e palha de cana, salienta-
se que o valor determinado (35,99 + 2,09 g/100g) foi intermediario entre os encontrados para

bagaco e palha separadamente (Tabela 1.2), o qual € coerente com a mistura 1:1 feita com
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estas duas biomassas. Conforme mostrado na Tabela 1.2, os teores de celulose no bagago e
na palha de cana constatados no presente estudo foram similares aos reportados em outros
trabalhos com as mesmas biomassas (ARRUDA, 2011; HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA;
FELIPE, 2016). Destaca-se que a celulose na mistura de bagago e palha de cana
correspondeu a 54,93 % do conteudo de carboidratos deste material. Este resultado suporta
a importancia do aproveitamento desta fracdo ndo so para a produgdo de etanol de segunda
geragdo, principal rota sugerida para esta fragdo do bagago e da palha, mas também para
obtencdo de produtos de alto valor agregado, a exemplo de nanocelulose que ¢ um
biomaterial com potenciais aplicacdes em diversas industrias como automotriz, aeroespacial,
alimenticia, biomedicina, construgao civil, quimica e eletronica (SHATKIN et al., 2014).

Com relagdo aos componentes nao carboidratos da mistura de bagaco e palha de cana,
correspondentes a lignina, cinzas e extrativos, destaca-se que o contetido de lignina (19,85
+ 0,48 g/100g) foi similar ao reportado para outras biomassas lignocelulosicas ja avaliadas
para a produgdo biotecnoldgica de xilitol (Tabela 1.2). No entanto, foram constatadas
diferencas nos teores de lignina do bagago e da palha determinados no presente estudo com
os reportados por outros autores para estas biomassas (ARRUDA, 2011; HERNANDEZ-
PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016). Constata-se também na Tabela 1.2 que o teor de cinzas
tanto na mistura de bagago e palha quanto nestas biomassas caracterizadas individualmente
foi consideravelmente superior aos encontrados por outros autores para estas mesmas
biomassas e outras ja avaliadas para a producgdo de xilitol, sendo apenas similar com a
reportada por Mussatto e Roberto (2002) para palha de arroz.

As diferengas encontradas quanto aos conteudos de lignina e cinzas podem estar
associadas a caracteristicas proprias da cultura de cana, como variedade, idade e condigdes
de cultivo (SAKA, 2001). No caso das cinzas, podem ser elencadas também outros fatores
como as propriedades do solo, uso de fertilizantes para cultivo, e metodologias de colheita,
lavagem e/ou armazenamento de cada biomassa (BAEZA; FREER, 2001; PIPPO et al.,
2011). Além disso, o alto contetido de cinzas na mistura de bagaco e palha de cana pode
impactar o processo de producdo biotecnoldgica de xilitol, considerando que as cinzas
podem conter diferentes minerais e ions metalicos (como silica, 6xidos de ferro, aluminio,
calcio, magnésio, sodio ou potdssio), oligoelementos e vitaminas que podem afetar positiva
ou negativamente o crescimento ¢ comportamento fermentativo da levedura (PARAJO;

DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1998; MUSSATTO; ROBERTO, 2004), bem como
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causar danos por corrosao ou incrustacdes nos equipamentos empregados para a hidrolise

acida diluida e a concentracao a vacuo do hidrolisado hemicelulésico (CAI et al., 2017).

1.3.2 Caracterizag¢do do hidrolisado hemicelulosico da mistura de bagago e palha

de cana-de-acucar

Na Tabela 1.3 ¢ apresentada a caracterizacdo do hidrolisado hemicelulésico da
mistura de bagaco e palha de cana apds as subsequentes etapas seguidas para o preparo deste
como meio de fermentagdo para a producao de xilitol por C. tropicalis. Nesta tabela foi
incluida como uma etapa a formulagdao do meio de fermentagdo, a qual correspondeu a
diluicao do hidrolisado hemicelulésico destoxificado e autoclavado, pela adigdao dos outros
componentes do meio, conforme serd descrito no proéximo capitulo. A caracterizacdo do
hidrolisado hemicelulésico correspondeu a composi¢do quimica média, em termos de
carboidratos, componentes potencialmente toxicos e elementos inorganicos, bem como o pH

e a recuperacao da massa de xilose apds cada etapa e com relacdo a massa original desta

pentose na biomassa in natura.

Tabela 1.3 - Caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagago e palha de cana-de-
acucar apos hidroélise acida diluida, concentracdo a vacuo (FC=6), destoxifica¢do e formulagdo do
meio de fermentacio.

Etapa
C Hidrolise ~ s Formulacao
omponente P Concentracio a . ~ .
acida vacuo (FC=6) Destoxificacio meio de
diluida fermentacio
Composi¢do carboidratos
Glicose (gL™") 1,44 10,16 10,07 8,23
Xilose (gL) 13,18 75,73 75,60 60,52
Arabinose (gL™) 2,63 11,82 12,19 9,74
Composi¢do componentes potencialmente toxicos
Acido acético (gL 2,02 3,35 3,08 2,76
Furfural (gL) 0,24 0,29 0,06 0,05
5-Hidroximetilfurfural (gL™") 0,07 0,41 0,18 0,14
Compostos fen?)llcos totais (gL 3.38 16,97 3.62 2.80
Composigdo ions metdlicos
Fe (mgL™) 388,85 3391,70 3,00 0,95
Cr (mgL™) 87,55 292,3 64,80 62,20
Ni (mgL™) 30,60 305,65 114,55 98,10
Zn (mgL™) 3,75 15,05 0,85 2,50
Ca (mgL™) 130,75 269,40 79,90 123,15
Na (mgL™) 175,60 426,60 4780,85 2526,35
K (mgL™) 375,70 2019,05 1761,55 1526,05
Outros
pH 1,18 0,76 5,58 5,39

continua
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conclusao
Etapa
Hidrolise ~ Formulacgao
Componente . Concentracio a . ~ .
acida vacuo (FC=6) Destoxificacao meio de

diluida fermentacio

Recuperacio de Xl(l)OSG apos 45,95 95,37 60.90 100,0

cada etapa (%)
Recuperacio de xilose apds
cada etapa com relacio a massa 45,95 43,78 26,66 26,66

de xilana na biomassa in natura
(%)
Fonte: Arquivo proprio

Conforme apresentado na Tabela 1.3, apds a etapa de hidrdlise acida diluida da
mistura de bagaco e palha de cana, verifica-se que a xilose ¢ o monossacarideo encontrado
em maior propor¢ao no hidrolisado hemicelulosico, correspondendo a 77,76% do contetido
de carboidratos. Este resultado é coerente com o teor de xilana encontrada na fragao
hemicelulésica desta biomassa (77,71%), conforme mencionado previamente. A elevada
propor¢cdo de xilose no hidrolisado hemicelulésico em comparagdo com os outros
monossacarideos corrobora o potencial da mistura de bagaco e palha de cana como matéria-
prima para a produgdo biotecnoldgica de xilitol. A propor¢cdo de xilose no hidrolisado
hemicelulésico da mistura de bagago e palha de cana ¢ superior ao constatado por
Hernandez-Pérez, Arruda e Felipe (2016) quando o hidrolisado hemiceluldsico foi
proveniente apenas de palha de cana (71%), enquanto que inferior ao encontrado por Arruda
et al. (2011) com emprego do bagago de cana (82,79%).

Balangos de massa foram estimados para cada uma das etapas de obtengao e preparo
do hidrolisado hemicelulosico. No caso da etapa de hidrolise acida diluida, foi considerado
a composi¢do da biomassa in natura e da celulignina, apresentada na Tabela 1.2, o
rendimento massico calculado para esta etapa, o volume de hidrolisado hemiceluldsico
obtido e a composi¢ao quimica deste (Tabela 1.3). A partir deste balanco, calculou-se que
apenas 45,95% da xilana presente na biomassa in natura foi recuperada como xilose no
hidrolisado hemicelulésico, o qual equivale a 49,37% da xilana efetivamente solubilizada
desta biomassa. Este resultado, somado ao da presenca de xilana na celuliginina previamente
mencionado, indica que apenas 52,87% da xilana na biomassa in natura foi recuperada nas
fracdes solidas e liquidas resultantes do processo hidrolitico, o que corresponde a perda de
xilana de 47,13%. Isto pode estar associado a degradacao da xilose formada durante o
processo hidrolitico com geracdo de furfural, cuja presenca foi constatada no hidrolisado
hemicelulésico (Tabela 1.3), e a hidrolise parcial da hemicelulose com formagdo de

oligossacarideos, cuja concentragao no hidrolisado nao foi determinada.
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Baseado nas consideracdes previas, destaca-se a necessidade de um estudo detalhado
do processo de hidrélise acida diluida da mistura de bagaco e palha de cana, no que se refere
a otimizagdo das condi¢des de operacdo para maximizar a solubilizacdo da xilose e sua
recuperagdo no hidrolisado hemicelulésico em altas concentragcdes. Como isto se esperaria
diminuir nao sé a perda de xilose durante os procedimentos que fazem parte da etapa de
hidrélise, mas também a necessidade de concentragdo do hidrolisado hemiceluldsico para
favorecer a etapa fermentativa. Ambas situagdes podem contribuir a aumentar a viabilidade
técnica e econdmica da produgdo biotecnolodgica de xilitol.

A esse respeito, estudos ja demonstraram a maximizacao da recuperacao de xilose a
partir de bagaco ou palha de cana a partir do estudo das condi¢des de hidrolise acida diluida,
porém em reatores de diferentes volumes tUteis e sistemas de agitacdo ao empregado no
presente trabalho. Pessoa Jr, Mancilha e Sato (1997) indicaram que méxima recuperacao de
xilose a partir de bagaco de cana (83%) foi obtida com 140 °C, 20 min, relagdo sé6lido:liquido
1:10 e HoSO4 100mg/g matéria seca, em reator de escala semipiloto (25 L), obtendo-se um
hidrolisado com 18,5 gL"! de xilose. Rodrigues et al. (2010) reportaram uma eficiéncia de
extragdo de xilose de 74% quando empregado 121°C, 10 min, relagdo sélido:liquido 1:10 e
H>SO4 100mg/g matéria seca, em reator de escala piloto (350 L). No caso da palha de cana,
Moutta et al. (2012) otimizaram as condi¢cdes de hidrolise (130 °C, 30 min, relagdo
solido:liquido 1:4, e 2,9% m/v H2SO4) e obtiveram 85,1% de recuperacao de xilose € um
hidrolisado com 56,5 gL' desta pentose. Utilizando as condi¢des otimizadas para palha de
cana para hidrolise da mistura desta biomassa com bagaco (1:1), Moutta, Ferreira-Leitdo e
Bon (2014) reportaram 90,7% de solubilizacdo de hemicelulose e obtencdo de um
hidrolisado com 58,4 gL' de xilose.

Os outros monossacarideos encontrados no hidrolisado hemiceluldsico da mistura de
bagaco e palha de cana foram a glicose e arabinose, os quais corresponderam a 8,49% e
13,80% do contetido de carboidratos do hidrolisado hemiceluldsico (Tabela 1.3). Ja foi
demonstrado que a presenca de glicose no hidrolisado hemiceluldsico pode impactar positiva
ou negativamente o consumo de xilose e produgao de xilitol por C. guilliermondii FT1 20037
em funcao da propor¢ao de glicose:xilose no meio de fermentacao (SILVA; FELIPE, 2006).
Pela avaliacao dos dados da Tabela 1.3, verifica-se que a propor¢ao de glicose:xilose no
hidrolisado hemiceluldsico foi de aproximadamente 1:9. A este respeito, destaca-se que
Silva e Felipe (2006) constataram que o aumento na propor¢ao de glicose:xilose de 1:25 para

1:5, esta ultima definida como 6tima, resultou no favorecimento das taxas de consumo de
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xilose e de producdo de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037 no hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana. Em relagdo a presenca de arabinose no hidrolisado
hemicelulésico, a propor¢ao desta com a xilose foi aproximadamente 1:6. Segundo Su et al.
(2013), ainda ¢ objeto de estudo a influéncia desta na bioconversdo de xilose em xilitol.

Ap6s obtengdo do hidrolisado hemiceluldsico, este foi submetido a um processo de
concentracdo a vacuo para incremento da concentracdo de xilose, de forma a favorecer a
etapa de fermentagdo. Conforme observa-se na Tabela 1.3, houve o aumento do teor dos
acucares presentes no hidrolisado hemicelulosico da mistura de bagaco e palha de cana apos
esta etapa, porém em um fator de concentracao menor ao esperado (6 vezes), com excegao
da glicose. No caso especifico da xilose, a massa recuperada apds a concentracdo a vacuo
foi de 95,37%. Considerando que nao houve perda de volume de hidrolisado nesta etapa,
pode ser sugerida a degradacao de 4,63% da xilose. Apesar que a temperatura usada no
processo (70 °C) ¢ menor a reportada como causante de degradagado térmica de carboidratos
por caramelizacdo (KROH, 1994), estes resultados poderiam ser devidos a perda destes
acucares por degradagao em fun¢ao da necessidade de expor o hidrolisado hemiceluldsico a
temperatura mencionada por um tempo prolongado (aproximadamente 8 h). Considerando
a possibilidade de degradagdo dos agucares nas condi¢des do processo de concentragdo a
vacuo, bem como o gasto energético do mesmo, torna-se necessaria a otimizagao das
condic¢oes de hidrolise da mistura de bagaco e palha de cana para o aumento da recuperagao
da xilose em alta concentra¢ao no hidrolisado hemicelulodsico.

ApOs a concentragdo a vacuo, foi realizada a etapa de destoxificacao do hidrolisado
hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana, objetivando a reducao da concentracao
de compostos potencialmente toxicos para a levedura, de forma a favorecer a bioconversao
de xilose em xilitol, cujos resultados sdo discutidos posteriormente. E importante mencionar
quen na etapa de destoxificagdo ndo ocorreu consideravel alteragdo no teor de carboidratos
do hidrolisado hemicelul6sico em comparagdo com a etapa de concentragao a vacuo (Tabela
1.3), mas houve uma perda de volume de aproximadamente 39%, o que resultou em uma
recuperacdo de xilose de 60,90% nesta etapa. Considerando que a formulacao do meio de
fermentagdo apoOs a destoxificacdo correspondeu apenas a uma diluicdo do hidrolisado
hemicelulosico pela adi¢do dos outros nutrientes do meio (descrito no item 2.2.1.2 do
Capitulo 2), pode ser afirmado que a xilose no meio de fermentagcdo representa apenas
26,66% da xilana presente originalmente na mistura de bagago e palha de cana in natura.

Este resultado demonstra a importancia de futuros estudos sobre as condigdes de obtencao e
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preparo do hidrolisado hemiceluldsico para maximizar a recuperagao de xilose presente na
matéria-prima, uma vez que isto pode ter um significativo impacto na viabilidade técnica e
econdmica da producao biotecnoldgica de xilitol.

Por outro lado, constata-se na Tabela 1.3 a presenca de compostos que podem ser
toxicos para a levedura no hidrolisado hemicelul6sico da mistura de bagaco e palha de cana,
tais como o acido acético, gerado a partir da desacetilacao da hemicelulose, furfural e 5-
HMEF, produzidos pela desidratacdo de pentoses e hexoses, respectivamente, € compostos
fenolicos totais, derivados da degradacdo parcial da lignina (MUSSATTO; ROBERTO,
2004; RAO et al., 2016). Foi verificada também a presenca de ions metalicos no hidrolisado
hemicelulésico, os quais podem ser provenientes da propria biomassa, do solo onde esta foi
colhida e dos equipamentos empregados para a hidrélise acida diluida, os quais podem
resultar também inibitorios para a produgdo de xilitol (PARAJO; DOMINGUEZ, H.;
DOMINGUEZ, J., 1997; CONVERTI; PEREGO; DOMINGUEZ, 1999; MUSSATTO;
ROBERTO, 2004).

Destaca-se que as concentracdes de acido acético, furfural e S-HMF encontradas no
hidrolisado hemicelul6sico da mistura de bagago e palha de cana (Tabela 1.3) foram menores
as reportadas como inibitorias para a bioconversao de xilose em xilitol por C. guilliermondii
FTI 20037 quando cultivada em meio semidefinido (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988;
FELIPE et al., 1995; CONVERTI et al., 2000; LIMA et al., 2004; KELLY et al., 2008), bem
como em hidrolisados hemicelulosicos de bagaco de cana (LIMA et al., 2004) e de malte
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2005). Em relagdo aos compostos fenolicos totais,
a concentragdo determinada destes no presente trabalho (3,38 gL!) foi 11% e 42% maior
que as constatadas nos hidrolisados hemiceluldsicos de palha de cana (HERNANDEZ-
PEREZ, 2015) e de bagago de cana (RODRIGUES et al., 2010), respectivamente, obtidos
em condi¢des similares de hidrolise. No entanto, salienta-se que estudos em meios definidos
ja se identificaram concentragdes de alguns destes compostos que de forma individual ou
misturados podem resultar inibitorias para o crescimento celular e produgado de xilitol por C.
guilliermondii FTI 20037, a exemplo da mistura de vanilina (2gL") e siringaldeido (2 gL™!)
(CORTEZ; ROBERTO, 2010).

O processo de concentracdo a vacuo pode contribuir na remog¢do de compostos
toxicos volateis, como o furfural e acido acético (RODRIGUES et al., 2001; MUSSATTO;
ROBERTO, 2004). A este respeito, verifica-se na Tabela 1.3 que a concentracao destes

compostos aumentou, porém ndo proporcionalmente com o fator de concentragdo
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empregado, o que pode ser devido ao carater volatil destes compostos. Por outro lado, foram
verificados aumentos nos teores do S-HMF e os compostos fenolicos totais superiores ao
fator de concentragcdo empregado. Quanto ao 5-HMF, este resultado pode ser um indicativo
da degradacao térmica de hexoses (KROH, 1994) e estar relacionado com a possivel perda
de glicose conforme discutido previamente. Ja no caso dos compostos fendlicos totais, o
aumento de sua concentracao poderia ser devido a degradagdo de oligdbmeros derivados da
lignina remanentes no hidrolisado hemicelulosico (MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Apo6s a etapa de destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico, 79,31 %, 56,09 %,
8,06 % e 78,67% dos conteudos de furfural, S-HMF, acido acético e compostos fenolicos
totais, respectivamente, foram removidos (Tabela 1.3). Destaca-se que apesar da remocao
de 5-HMF, &cido acético e compostos fenodlicos totais, a concentragdo destes no hidrolisado
hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana destoxificado foi 3, 1,52 e 1,38 vezes
maior a verificada apos a hidrélise acida diluida, respectivamente. Apesar deste fato, as
concentracdes destes compostos no hidrolisado hemiceluldsico destoxificado foram
menores as reportadas como inibitorias em meios semidefinidos (SANCHEZ; BAUTISTA,
1988; FELIPE et al., 1995; CONVERTI et al., 2000; LIMA et al., 2004; KELLY et al.,
2008), bem como em hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana (LIMA et al., 2004) e
de malte (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2005). Adicionalmente, pode ser
mencionado inclusive que apos a formulagcdo do meio de fermentagdo, a concentragao dos
compostos fenolicos totais foi diluida a uma menor a do hidrolisado hemiceluldsico original.

Por outro lado, foi verificada a presenga de diversos ions metélicos no hidrolisado
hemicelulésico da mistura de bagago e palha de cana, conforme apresentado na Tabela 1.3.
Os resultados aqui obtidos podem ser comparados com os reportados por Rodrigues et al.
(2010), em estudo com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana obtido em condigdes
similares de hidrolise acida diluida. Destaca-se que o hidrolisado hemicelulosico da mistura
de bagago e palha de cana obtido no presente trabalho teve teores maiores de Cr, Ca, Na e
K, menores de Fe e Zn, e similar de Ni que os encontrados por Rodrigues et al. (2010), quem
indicou que estes elementos podem ser utilizados como micronutrientes pelo micro-
organismo. As diferencas entre o presente estudo e o de Rodrigues et al. (2010) podem estar
relacionadas com a presenca da palha no presente estudo, uma vez que a esta pode contribuir

com varios destes elementos, a exemplo do K e Na, conforme indicado por Menandro et al.

(2017).
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Os ions metalicos determinados no presente estudo tiveram seus teores aumentados
apos a etapa de concentragdo a vacuo (Tabela 1.3), entretanto, estes aumentos nao foram
proporcionais com o fator de concentracdo empregado (FC=6), estando na faixa entre 2
vezes (para o Ca) e 10 vezes (para o Ni). Apos a etapa de destoxificagdo, foi constatada a
redugdo nos teores destes elementos, com exce¢do do Na, para o qual foi verificado um
aumento de aproximadamente 10 vezes (Tabela 1.3). A este respeito, ¢ importante
mencionar que no final da etapa de destoxificag¢ao, o pH do hidrolisado foi ajustado para 5,5
com micropérolas de NaOH, prévio a utilizacdo deste como meio de fermentagcdo. A
diminui¢do dos teores dos ions metalicos apds a destoxificagdao esteve na faixa entre 12%
(para o K) € 94% (para o Zn). Por fim, apo6s a formulagdo do meio de fermentagao, os teores
dos ions metalicos foram diluidos, com excecao do Zn ¢ Ca. Adicionalmente, a redugao na
concentracao destes ions ndo foi proporcional com a dilui¢ao do hidrolisado hemiceluldsico,
pelo qual pode ser sugerido que os componentes suplementados ao meio como fontes
nutricionais podem contribuir com estes ions. Destaca-se que, com excegao do Na, K e Ni,
os teores dos ions metalicos no meio de fermentagdo foram menores aos encontrados no
hidrolisado hemiceluldsico ap6s a hidrolise acida diluida.

E importante mencionar que poucos estudos foram encontrados na literatura quanto
ao efeito destes ions metélicos no desempenho de C. tropicalis. No entanto, ja foi relatado
que esta levedura mostrou tolerancia a Zn (1400 mgL-"), Ni (1000 mgL") e Cr (1200 mgL-
") em meio YPD, concentragdes que sdo maiores as encontrados no hidrolisado
hemicelul6dsico no presente estudo. No caso especifico de Zn, ja foi indicado que cé€lulas de
C. tropicalis imobilizadas em alginato de calcio foram utilizadas para biosor¢ao deste
elemento em solugdes aquosas (AHMAD; HAYDAR; QURAISHI, 2013). A respeito do Zn,
¢ importante considerar que ja foi reportado que a enzima xilitol desidrogenase (XDH) de
C. tropicalis contém Zn no seu sitio ativo (KO; JUNG; KIM, 2006; LIMA et al., 2006). Por
outro lado, Lee, Koo e Kim (2003) demonstraram que a enzima xilose redutase de C.

parapsilosis ndo era inibida por Zn ou Ca.
1.3.3 Caracterizacdo do melaco de cana-de-acucar
Um dos objetivos principais do presente projeto foi o aproveitamento do melaco de

cana, subproduto dos processos de acticar e alcool, com base no seu elevado teor de sacarose

e seu conteudo de compostos nitrogenados, vitaminas e minerais. Na Tabela 1.4 ¢
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apresentada a caracterizacdo do melago de cana utilizado no presente trabalho, a qual

corresponde a composi¢do parcial em termos de carboidratos, furanos e ions metalicos.

Tabela 1.4 - Composi¢ao quimica parcial do melago de cana-de-agticar

Componente Concentragio (gL!)

Sacarose 506,48
Glicose 62,52
Frutose 53,52
Furfural 0,04
5-Hidroximetilfurfural 0,36
Fe 0,048
Cr 0,188

Ni ND

Zn 0,009
Ca 4,98
Na 1,18
K 19,28

ND: Néo detectado
Fonte: Arquivo proprio

Conforme esperado, destaca-se o elevado contetido de sacarose do melago de cana,
equivalente a 81,36% do contetido de carboidratos (Tabela 1.4). O teor de sacarose no
melago de cana aqui apresentado € maior que o relatado por Liu et al. (2008), correspondente
a 350 gL', e similar ao reportado por Dai et al., 2015) (495 gL-"). Ja as concentra¢des de
glicose e frutose foram similares quando comparadas com os estudos mencionados. Verifica-
se na Tabela 1.4 também a presenga de ions metalicos, principalmente de K e Ca. Estes
resultados sdo coerentes com os relatos na literatura quanto a composi¢ao deste subproduto
(OLIVEIRA et al., 2007; LIU et al., 2008; DAI et al., 2015). Além dos ions verificados no
presente estudo, ja foi relatado a presenga de sais inorganicos de Mg, Mn, SO4, PO4 (DAI et
al., 2015). Apesar dos escassos estudos sobre o efeito de ions metalicos no desempenho de
C. tropicalis, ja foi indicado que estes podem ser utilizados por micro-organismos como
micronutrientes dispensando a necessidade de suplementacdo ao meio quando empregado
melago, mas também podem resultar inibitério em funcao do teor no meio de cultura (LIU
et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010; DAI et al., 2015). A este respeito ¢ importante
destacar que Oliveira et al. (2007) associaram a redu¢do na producdo de levano por
Zymomonas mobilis em melago de cana, comparado com glicose ou xarope de cana, pela
presenca de altos teores de sais de K, Ca e Na.

Adicional aos componentes determinados no presente trabalho, ja foi reportado que
o melaco de cana tem um contetdo de aproximadamente 4,3 % (m/m) de proteinas (LIU et

al., 2008). No trabalho destes autores, nao foi necessario a suplementacdo de fontes de
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nitrogénio adicionais para permitir o crescimento € producdo de acido succinico por A.
succinogenes. Duarte-Almeida et al. (2011) relataram a presenca de compostos fendlicos no
melaco, particularmente acidos cinamicos e flavonoides. Estes autores também verificaram
uma alta atividade antioxidante quando comparados com outros coprodutos e subprodutos
do processo de obtengao de agucar e alcool.

E importante mencionar que o melago de cana ja foi empregado como meio de cultura
de baixo custo em diversos bioprocessos, a exemplo de etanol (CAZETTA et al., 2007),
acido citrico (LIU et al., 2008), 2,3-butanediol (DAI et al., 2015) e sorbitol (CAZETTA et
al., 2005). Nos trabalhos de Liu et al. (2008) e Dai et al. (2015) foi concluido que a utilizagao
do melago de cana como meio de fermentacao resultava na redu¢ao do custo da formulagao
do meio, pelo emprego de uma fonte de carbono mais econdémica que a glicose. No entanto,
Liu et al. (2008) ressaltaram que com o melaco de cana um maior nimero de impurezas ¢
introduzido no meio de fermentagado, o que pode dificultar os procedimentos de downstream

para recuperacdo do produto de interesse.

1.4 Conclusao

O potencial da mistura de bagago e palha de cana-de-a¢ticar como matéria-prima para
a producdo biotecnologica de xilitol foi corroborado tanto pelo contetido de hemicelulose
(29,53%) similar ao teor de biomassas ja avaliadas para este bioprocesso, como pelo alto
teor de xilose (33,87%), principal componente da fracdo hemiceluldsica, entre os
carboidratos componentes desta biomassa. O processo de hidrolise acida diluida executado
no presente trabalho baseado nas condigdes empregadas para bagagco e palha
individualmente, resultou na solubilizacdo de 45,95% da xilana presente na biomassa in
natura como xilose no hidrolisado hemicelulésico. Foi obtido um hidrolisado
hemicelulésico com alta proporcao de xilose (77,76 %) em relagdo com os outros
monossacarideos constituintes, uma relagdo glicose:xilose de 1:9, e teores de compostos
potencialmente toxicos menores aos ja reportados como inibitdrios para C. guilliermondii
FTI 20037 em estudos com meios semidefinidos e hidrolisados hemiceluldsicos de outras
biomassas.

As etapas de concentragdo a vacuo e destoxificacdo se mostraram eficazes para o
incremento do teor de xilose e reducdo da concentracdo dos componentes potencialmente

toxicos. O hidrolisado hemiceluldsico resultante das etapas de preparo foi considerado como
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apropriado para sua utilizagdo como base do meio de fermentacdo na etapa subsequente deste
processo de produgdo de xilitol.

No entanto, ap6s as etapas de preparo do hidrolisado hemicelulosico para ser
preparado como meio de fermentacdo, determinou-se que a xilose presente no meio
representou 26,67% do conteudo original de xilana na biomassa in natura. A partir destes
resultados, ressalta-se a necessidade de estudos de otimizacao das condi¢des de hidrolise
acida diluida da mistura de bagaco e palha de cana, com o intuito de maximizar a recuperagao
da xilose presente na matéria-prima e, consequentemente, reduzir o requerimento e/ou
intensidade da etapa de concentracao do hidrolisado, bem como minimizar a formagao de
compostos potencialmente toxicos para evitar a etapa de destoxificagdo. Os resultados destes
estudos poderdo contribuir para a viabilidade técnica e econdmica deste bioprocesso,

particularmente se integrado a uma biorrefinaria de cana-de-agucar.
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CAPITULO 2 — ESTUDO DA OTIMIZACAO DE CONDICOES DE CULTIVO E
APROVEITAMENTO DO MELACO DE CANA COMO SUPLEMENTO
NUTRICIONAL

2.1 Introducao

O ajuste fino da disponibilidade de oxigénio no meio de fermentacdo ¢ um dos
principais fatores interferentes na capacidade de leveduras nativas para converter xilose em
xilitol. Diversos estudos a este respeito ja demonstraram que uma alta disponibilidade deste
nutriente pode promover o metabolismo respiratorio, no qual a assimilacdo da xilose como
fonte de carbono e energia resulta em um alto ganho energético, o qual se traduz em maior
crescimento celular (FLORES et al., 2000; GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007).
Por outro lado, uma baixa disponibilidade de oxigénio favorece o metabolismo fermentativo,
no qual hd menor ganho energético, menor crescimento celular, porém ¢ favorecido o
acumulo e excregao do xilitol, devido a geracao de desequilibrio redox entre NADH/NAD*
pela restri¢do do metabolismo respiratorio (GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007).
Ao mesmo tempo, a baixa disponibilidade de oxigénio resulta também em redugdo da
capacidade da levedura para consumir xilose e usé-la como fonte de carbono e energia para
o crescimento e manutencao celular, o qual, consequentemente, pode ter um efeito negativo
na producio de xilitol (KASTNER; EITEMAN; LEE, 2001; GRANSTROM; IZUMORI;
LEISOLA, 2007).

A disponibilidade de oxigénio ¢ dependente da suplementacdo e da transferéncia
deste para as células suspensas no meio, em consideragdo que o oxigénio ¢ um nutriente
limitante em funcao da sua baixa solubilidade em meios aquosos (GUPTA; RAO, 2003;
GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009). O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(Kra) ¢ uma medida de quanto oxigénio o sistema pode oferecer para as células no cultivo,
permitindo, portanto, ter uma nocao da disponibilidade de oxigénio para o micro-organismo
(GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009). O Kia é um dos critérios mais empregados para
ampliacao de escala de bioprocesso, uma vez que se considera que a utilizagdo de mesmos
valores deste parametro promove comportamentos similares em um mesmo micro-
organismo cultivado em biorreatores diferentes (GUPTA; RAO, 2003). O Kia ¢ dependente

de aeragdo e agitacao do sistema fermentativo, do tipo de biorreator e sua configuracao, ¢ a
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composi¢io do meio de fermentacdo (GUPTA; RAO, 2003; GARCIA-OCHOA; GOMEZ,
2009).

Por outro lado, uma pesquisa recente de nosso grupo demonstrou o uso potencial de
sacarose como co-substrato na producao de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037 a partir
do hidrolisado hemicelulésico de palha de cana e na escala de frascos agitados
(HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016). Os resultados desse estudo mostraram um efeito
positivo no consumo de xilose e produtividade volumétrica de xilitol da adigdo deste
dissacarideo ao meio em concentragdo inicial de 10 gL-!. Estes efeitos positivos foram
associados com a possibilidade que o metabolismo da sacarose pudesse compensar a
limitagdo de fonte de carbono e energia, derivada do metabolismo parcial da xilose pelo
acumulo e excrecao de xilitol em condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio.

Assim, o intuito desta etapa do presente trabalho foi estudar o efeito da
suplementacdo de sacarose ao hidrolisado hemicelulosico da mistura de bagaco e palha de
cana na producao de xilitol por C. tropicalis em fungdo da variacao de Kra, considerando a
importancia deste fator neste bioprocesso e empregando um biorreator do tipo stirred tank
reactor (STR) de 1 L de capacidade. Esperava-se que a otimiza¢dao conjunta destes dois
fatores permitisse tanto o favorecimento do acumulo do xilitol pela limitagdo na
disponibilidade de oxigénio, evidenciado no fator de conversao de xilose em xilitol (Yps),
quanto do consumo de xilose pela atuacao da sacarose como co-substrato, o que poderia se
refletir consequentemente na produtividade volumétrica de xilitol (Qp).

Nesse sentido, a fase inicial deste estudo foi a otimizacdo dos fatores Kia e
concentracao inicial de sacarose para maximizacao conjunta dos parametros Yps € Qp. A
partir dos resultados desta fase, o estudo foi estendido para a exploracao mais detalhada do
efeito da sacarose como co-substrato a partir de duas estratégias: 1) avaliacdo de diferentes
concentracdes iniciais de sacarose, porém fixando a condi¢do de Kra que favoreceu o
consumo de xilose; 2) estudo do efeito da alimentacdo parcelada de sacarose durante a
fermentagdo, usando a condi¢do de Kia otimizada e outra na qual o consumo de xilose foi
favorecido. Por ultimo, sdo apresentados resultados da avaliagdo preliminar do efeito da
suplementacdo de melaco de cana ao meio de fermentacdo e a possivel substituicdo de

nutrientes na producao de xilitol por C. tropicalis.



98

2.2 Material e métodos

2.2.1 Otimizag¢do dos fatores Kia e concentragdo inicial de sacarose para

maximizagdo da produgdo de xilitol por C. tropicalis

Um planejamento do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi
utilizado para avaliar a significancia dos efeitos das variaveis Kra (Coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio) e concentracdo inicial de sacarose (gL'). As varidveis de
resposta foram o consumo de xilose (%), fator de conversdo de xilose em xilitol (gg!), a
produtividade volumétrica de xilitol (gL'h"') e crescimento celular, expresso como
biomassa celular formada (gL'). Os niveis dos fatores avaliados, junto com os
correspondentes valores reais e codificados, em funcdo dos experimentos realizados sao

apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Niveis codificados e reais dos fatores Kra e concentragao inicial de sacarose avaliados
no Delineamento Composto Central Rotacional.

Niveis codificados Niveis reais
Exp. Kia (h) Concentragio inicial de sacarose (gL™)
Xi Xz

Xi X
1 -1 -1 5 5
2 +1 -1 25 5
3 -1 +1 5 25
4 +1 +1 25 25
5 -1,41 0 0,9 15
6 +1,41 0 29,1 15

7 0 -1,41 15 0,9

8 0 +1,41 15 29,1
9 0 0 15 15
10 0 0 15 15
11 0 0 15 15

Fonte: Arquivo proprio

2.2.1.1 Micro-organismo e preparo do indculo

Foi utilizada a levedura C. tropicalis, previamente denominada C. guilliermondii FT1
20037 (ATCC 201935), a qual foi selecionada por Barbosa et al. (1988) por sua capacidade
de producao de xilitol. A levedura foi identificada como C. tropicalis mediante amplificagdao
e sequenciamento da regido do ITS 1, conforme descrito por Queiroz (2019) e indicado
previamente. Para conservagao a curto prazo, a levedura foi mantida a 4 °C em agar extrato

de malte. Estes cultivos foram empregados para o preparo do indéculo em meio com a
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seguinte composi¢do (gL™"): xilose (30,0), solugdo de extrato de farelo de arroz (20,0),
(NH4)2S04 (2,0) e CaCl>-2H0 (0,1). O pH inicial do meio foi ajustado a 5,5 com NaOH 6
N. O cultivo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 2000 mL com 800 mL do meio, incubados
a 30 °C em shaker de agitacao orbital ajustada em 200 rpm, por 24 h. Apds esse tempo, 0s
cultivos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 min para separagdo da biomassa celular, a
qual foi lavada e posteriormente ressuspendida em agua destilada estéril em volume
adequado, de forma a que apos ser inoculada no meio de fermentacdo se obtivesse uma

concentragdo celular inicial de 1 gL™!, correspondente a aproximadamente 107 células/mL.

2.2.1.2 Meios e condi¢des de fermentagao

O meio de fermentacao foi constituido pelo hidrolisado hemicelul6sico da mistura
de bagaco e palha de cana concentrado e destoxificado, conforme procedimentos
apresentados no item 1.2.2, e posteriormente autoclavado a 115 °C por 15 min. O hidrolisado
hemiceluldsico foi suplementado (gL!") com: solucgdo de extrato de farelo de arroz (20,0),
(NH4)2S04 (2,0), CaCl>-2H20 (0,1). Sacarose foi adicionada também ao meio de cultura nas
concentracdes estabelecidas no planejamento, conforme Tabela 2.1. O pH inicial do meio
foi ajustado a 5,5 com NaOH micro pérolas e ndo controlado durante as fermentagoes.

Foi utilizado o biorreator de bancada Multgen (New Brunswick Scientific Ltda.)
(Figura 2.1), do tipo tanque agitado (STR), com capacidade total de 1,0 L e volume méaximo
de trabalho de 800 mL. O biorreator ¢ equipado com duas turbinas Rushton (com 15 mm de
separagao entre elas) com 6 pas planas (16 mm de largura e 10 mm de comprimento),
controle de temperatura e oxigénio dissolvido. O volume utilizado foi de 400 mL, a agitacao
foi fixada em 350 rpm e a aeracdo foi ajustada em fungao dos valores de Kia estabelecidos
no planejamento (Tabela 2.1) e tempo de fermentacdo foi 72 h. Amostras foram coletadas

nos tempos 0, 8, 24, 48 ¢ 72 h.
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Figura 2.1 - Fotografia do fermentador de bancada Multgen.
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Fonte: Arquivo proprio.

Fermentagdes foram realizadas para confirmagdo das condigdes simuladas para
maximizag¢ao das variaveis Yp/se Qp, bem como sem adi¢ao de sacarose na condi¢ao de Kia
otimizada como experimento controle. Experimentos adicionais foram executados com o
intuito de realizar uma exploragdo do efeito da sacarose como co-substrato na producao de
xilitol por C. tropicalis, correspondentes a fermentagdes com Kra 15 h'!, com adi¢do de
sacarose em concentracdo 5 gL' e sem suplementacdo deste dissacarideo, bem como a
avaliacdo da alimentagdo parcelada da sacarose. Para este ultimo, os experimentos foram
realizados com Kra 6,5 h™' e 15 h'!, e com adi¢do da sacarose em parcelas a cada 24 h, desde
o inicio da fermentagdo até 96 h, prolongando o cultivo até 120 h. A sacarose foi alimentada
a partir de solugdes concentradas, ajustadas para fornecer uma concentra¢do de 5 gL™! no
meio (adicional ao presente no meio antes do meio) e com adicdo do mesmo volume em
todas as parcelas. Neste caso, amostras foram tiradas nos tempos (h): 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60,
72, 84,96, 108 e 120. No caso dos tempos 24, 48, 72 ¢ 96 h, amostras foram tiradas antes e

depois da adicao da parcela de sacarose correspondente.
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2.2.2 Avaliagdo preliminar do melago de cana como suplemento nutricional do meio

de fermentagdo

Foi empregado um planejamento fatorial completo 22 com triplicata no ponto central
para avaliacdo da significancia dos efeitos dos fatores melaco de cana e suplementacao
nutricional de referéncia sobre as varidveis consumo de xilose (%), fator de conversao de
xilose em xilitol (gg') e produtividade volumétrica de xilitol (gL'h"), conforme niveis
apresentados na Tabela 2.2. A suplementacdao nutricional de referéncia foi definida como
aquela convencionalmente empregada nos estudos de producao de xilitol por C.
guilliermondii FT1 20037 a partir de hidrolisados hemicelulosicos de bagago ou palha de
cana na EEL/USP, a exemplo dos trabalhos de Arruda et al. (2017) e Hernandez-Pérez et al.
(2016), respectivamente. Os niveis do fator melaco de cana foram definidos em func¢ao da
concentracao de sacarose no meio de fermentagao resultante da adicao do melago, baseado
nos resultados de pesquisa recente sobre o efeito da adicdo de sacarose ao hidrolisado
hemicelulésico de palha de cana na producdo de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037

(HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016).

Tabela 2.2 — Niveis codificados e reais dos fatores melago de cana e suplementacdo nutricional de
referéncia avaliados no planejamento fatorial completo 22,

Niveis codificados Niveis reais
Exp Melaco de cana Suplementac¢io nutricional de
) Xi Xz (Sacarose gL) referéncia
X1 Xz

1 -1 -1 0 Ausente
2 +1 -1 20 Ausente
3 -1 +1 0 Completa'
4 +1 +1 20 Completa!
5 0 0 10 Parcial?
6 0 0 10 Parcial?
7 0 0 10 Parcial?

'Suplementacio nutricional de referéncia completa (gL!): Solucdo de extrato de farelo de arroz (20,0);
(NH4)2804 (2,0) e CaCl2-2H20 (0,1); *Suplementac¢io nutricional de referéncia parcial (gL™!): (NH4)2S04
(2,0).

Fonte: Arquivo proprio

Foi utilizada a levedura C. tropicalis e preparo de inoculo conforme apresentado no
item 2.2.1.1, exceto pelo emprego para os cultivos de frascos Erlenmeyer de 125 mL com
50 mL do meio. O meio de fermentagdo foi constituido pelo hidrolisado hemiceluldsico da
mistura de bagago e palha de cana, concentrado, destoxificado e autoclavado, conforme

indicado no item 2.2.1.2. O hidrolisado hemiceluldsico foi suplementado conforme as
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condigoes estabelecidas na Tabela 2.2. O pH do meio de fermentagao foi ajustado a 5,5 com
micropérolas de NaOH e ndo foi controlado durante os experimentos. As fermentacdes
foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL do meio, incubados a 30 °C
durante 72h em shaker de agitacao orbital, ajustada a 200 rpm. Amostras foram coletadas

nos tempos (h) 0, 24 e 48.

2.2.3 Analise estatistica

Para anélise estatistica dos dados obtidos foram empregados os softwares Design
Expert e Statistica. No caso dos experimentos do item 2.1, a andlise da significancia dos
efeitos dos fatores e analise de variancia (ANOVA) dos modelos compostos foi realizada
empregando ambos programas, verificando a obtencdo dos mesmos resultados. Foram
empregadas as ferramentas graficas de Statistica para os graficos de Pareto e superficies de
resposta 3D. O software Design Expert foi utilizado para otimizagdo grafica dos fatores e
simulacao das condi¢des dentro da regido 6tima com base nos modelos compostos. No caso
dos experimentos do item 2.2, o software Statistica foi usado para analise da significancia

dos efeitos e construcao dos graficos de Pareto correspondentes.

2.2.4 Métodos analiticos

2.2.4.1 Concentragao e viabilidade celular

A concentracdo celular foi quantificada mediante turbidimetria correlacionando a
concentracdo em massa seca das células com a absorbancia a 600nm, utilizando
espectrofotometro DU 800® (Beckman Coulters), a partir de uma curva padrio, obtida a
partir do cultivo da levedura em meio semidefinido com xilose como tnica fonte de carbono.
A viabilidade celular foi determinada mediante visualizacao de laminas preparadas a fresco
com azul de metileno, enquanto que a pureza do cultivo foi avaliada mediante visualizagao

de laminas fixadas e coradas com safranina.
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2.2.4.2 Concentragao de agucares, xilitol, etanol, glicerol, acido acético, furfural e 5-

hidroximetilfurfural.

As concentragdes de agucares (xilose, glicose, arabinose), glicerol, xilitol, etanol e
acido acético foram determinadas por CLAE. Foi usado um cromatografo Agilent 1200
(Kyoto, Japao), com um detector de indice de refracdo e coluna Bio Rad (Hercules, CA)
Aminex HPX-87H, mantida a 45 °C, com H>SO4 0,01 N como eluente, e fluxo de 0,6 mL
min’'. As amostras foram previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18 (Millipore).
A concentragdo de sacarose foi determinada também por CLAE, usando o mesmo
cromatografo com detector de indice de refracao, porém com uma coluna Bio Rad (Hercules,
CA) Aminex HPX- 87P, mantida a 60 °C, com dgua deionizada como eluente, e fluxo de 0,4
mL min'. As amostras foram também previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18
(Millipore). Em todos os casos, as concentragdes dos compostos foram calculadas a partir

de curvas de calibragdo obtidas de solucdes padrao.

2.2.4.3 Coeficiente de transferéncia de oxigénio (Kra)

Os valores de Kra foram determinados empregando a metodologia de gassing-out
(PIRT, 1975), o qual foi baseado no método de medicdo dinamica proposto por
Bandyopadhay, Humphrey e Taguchi (1967). O eletrodo de oxigénio dissolvido foi
polarizado e calibrado seguindo as recomendagdes do fabricante. Para tanto, inicialmente foi
realizada eliminagdo completa do oxigénio mediante injecao de nitrogénio até¢ obter uma
concentracao de oxigénio dissolvido igual a zero, correspondente a calibragdao de 0% de
oxigeénio, seguido pela restitui¢cdo do fluxo de ar no sistema até registrar uma concentragao
de oxigénio dissolvido maximo e constante, definida como 100% de oxigénio. Para
determinagdo do Kipa, o meio de fermentagdo em auséncia de micro-organismos foi
novamente desoxigenado mediante injecdo de nitrogénio para reduzir a concentracao de
oxigénio dissolvido a zero. A seguir, as condi¢des de agitagdo e aeragao foram ajustadas e o
fluxo de ar iniciado no sistema. Os valores de concentragdo de oxigénio dissolvido foram
registrados a cada 5s durante a reoxigenacao do sistema até¢ 120s. O balan¢o de massa de
oxigénio dissolvido na fase liquida quando ndo hé assimilagao de oxigénio, e o valor de Kra

foram expressos conforme as equagdes 2.1 e 2.2, respectivamente.
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dcy kia (C*—Cp) (2.1)

dr
( ) - _Kaxt (22
Onde C;, corresponde a concentragio de oxigénio dissolvido e C* a concentracdo de

~ A , . ~ C N .
saturacao de oxigénio no liquido. A fragdo C—L corresponde a leitura do eletrodo em cada

instante registrado. Os valores do termo In (1 - E—L) foram plotados em fung¢ao do tempo (s)

para determinacdo do Kra (h), correspondente a inclinagdo da curva obtida.
2.2.4.4 Determinagdo de parametros fermentativos

a. Fator de conversao de xilose em xilitol (Ypss)

O fator de conversdo de xilose em xilitol (Ypss), expressado em gg'!, correspondeu
ao coeficiente angular na equacao 2.3, obtida do grafico da concentragdo de xilitol (4P) em
fun¢do da concentragdo de xilose (45).

b. Eficiéncia de bioconversdo de xilose em xilitol:

A eficiéncia de fermentacdo (1), expressada em %, correspondeu a relagdo entre o
fator de conversao de xilose em xilitol calculado a partir dos resultados experimentais (Ypss)
e aquele definido como tedrico (Yp/steo), determinado em 0,917 gg''por Barbosa et al. (1998),

conforme equacgao 2.4:

n=—25_x 100 (2.4

Yp/steo

c. Produtividade volumétrica de xilitol (Qp):
A produtividade volumétrica de xilitol (Qp), expressada em gL-'h"!, correspondeu
coeficiente angular na equagdo 2.5, obtida do grafico da concentragdao de xilitol (4P) em

funcdo do tempo (4¢).

AP

—=0Qp (2.5)

At

d. Velocidade volumétrica de consumo de xilose (rs) ou de sacarose (rsac):
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As velocidades volumétricas de consumo de xilose ou de sacarose, expressadas em
gL 'h™!, corresponderam aos coeficientes angulares nas equagdes 2.6 e 2.7, respectivamente,
obtidas dos graficos das concentragdes de xilose (4S) ou sacarose (4Sac), respectivamente,
em funcao do tempo (A4¢).

AS =—rg X (At)+ b (2.6)
ASac = —rg,. X (At)+ b 2.7)

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Otimizag¢do dos fatores Kia e concentragdo inicial de sacarose para

maximizagdo da produgdo de xilitol por C. tropicalis

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi empregado para avaliar
a significancia dos efeitos dos fatores Kia (h™') e concentragdo inicial de sacarose (gL™!) nas
varidveis consumo de xilose (S, %), fator de conversdo de xilose em xilitol (Ypss, gg™'), a
produtividade volumétrica de xilitol (Qp, gL-'h™!) e crescimento celular (X, gL!). A partir
dos resultados dos experimentos deste planejamento, foram estabelecidos modelos para Yp/s
e Qre foi realizada uma otimizagao grafica dos fatores Kia e concentracao inicial de sacarose
para maximizar estas duas varidveis. Por fim, experimentos foram realizados nas condi¢des
definidas como Otimas para comprovacao das simulagdes feitas baseadas nos modelos

ajustados.

2.3.1.1 Avaliacao da significancia dos efeitos de Kra e concentracdo inicial de

sacarose no consumo de xilose, produgdo de xilitol e crescimento celular de C. tropicalis

Na Tabela 2.3 sdao apresentados os resultados de consumo de sacarose e xilose,
producao de xilitol e crescimento celular de C. tropicalis sob as diferentes condigdes de Kia

e concentracao inicial de sacarose estabelecidos no DCCR.
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Verifica-se na Tabela 2.3 o esgotamento da sacarose suplementada ao meio de
fermentagdo nos experimentos realizados, com exce¢do do experimento com o menor Kia
(0,9 h'!) e o ponto central para concentragio inicial de sacarose (15 gL") (Experimento 5).
A velocidade volumétrica de consumo de sacarose (Tsac) foi positivamente influenciada pelo
aumento do Kra e da concentracao inicial deste dissacarideo. Nao foram encontrados relatos
na literatura quanto ao mecanismo de transporte e hidrélise da sacarose especificos para C.
tropicalis. Entretanto, para C. albicans, uma levedura filogeneticamente préxima a C.
tropicalis, Williamson, Huber e Bennet (1993) demonstraram que a sacarose era
transportada por um sistema induzivel simporte com H" e clivada por uma a-glicosidase
intracelular, a qual era induzida por sacarose e maltose e reprimida por glicose. A este
respeito, € importante mencionar que nao foi detectado acimulo de glicose ou frutose no
meio de fermentacdao ao longo do cultivo em nenhuma das condi¢des aqui avaliadas. Se o
mesmo sistema de C. albicans for empregado por C. tropicalis, o aumento na concentracao
inicial de sacarose favoreceria a indugdo do transporte e hidrdlise deste dissacarideo,
constatavel por um aumento na rsac, conforme observado no presente trabalho.

Observou-se consumo simultaneo de sacarose e xilose principalmente a partir de 8h,
coincidente com o esgotamento da glicose (dados nao apresentados), e até a deplegao deste
dissacarideo. O consumo simultineo da xilose e sacarose ¢ desejavel para que este
dissacarideo seja utilizado pela levedura como co-substrato (KIM; RYU; SEO, 1999;
TAMBURINI et al., 2010). Este comportamento foi verificado também por Herndndez-
Pérez et al. (2016) durante o cultivo de C. guilliermondii FTI 20037 no hidrolisado
hemiceluldsico de palha de cana suplementado com sacarose (15 gL™!), porém com emprego
de frascos agitados. Consumo simultdneo de xilose e sacarose até esgotamento deste
dissacarideo (24 h) foi também relatado no estudo de Tamburini et al. (2010), no qual foi
avaliado o efeito da suplementacdo de sacarose (30 gL') ao meio definido contendo xilose
(50 gL sobre a bioconversdo de xilose em xilitol por C. tropicalis em escala de frascos
agitados.

Constata-se na Tabela 2.3 que os maiores valores de consumo de xilose (98,23%) e
de velocidade volumétrica de consumo de xilose (rs, 0,92 gL "'h") foram obtidos na condigdo
com a menor concentragdo de sacarose testada (0,9 gL!) e no valor central de Kra (15 h™')
(Experimento 7). Por outro lado, o menor valor de consumo desta pentose (39,98%) e rs
(0,30 gL"'h™") foi obtido no experimento com menor valor de Kia (0,9 h'!') e com valor central

de concentragdo inicial de sacarose (15 gL™') (experimento 5). A andlise estatistica da
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significancia dos efeitos, apresentado na Figura 2.2 A, mostrou que apenas a concentragao
de sacarose teve um efeito significativo (p <0,1) no consumo de xilose, o qual foi positivo e
quadratico. O carater quadratico positivo do efeito dificulta a definicdo de um nivel 6timo
para este fator, porém indica que o consumo de xilose foi favorecido nao s6 por baixas
concentracdes de sacarose (como observado no experimento 7), mas também por altas
concentracoes deste dissacarideo. De fato, consumos de xilose superiores a 74% foram
obtidos nos experimentos com concentragdes iniciais de sacarose de 25 € 29,1 gL' e valores
de Kra de 5 e 15 h'! (experimentos 3 e 8), respectivamente, os quais foram proximos ou
inclusive maiores que os obtidos com menores concentragdes iniciais de sacarose com 0s

mesmos valores de Kra (Tabela 2.3).

Figura 2.2 - Grafico de Pareto para a significancia dos efeitos das variaveis concentragio de sacarose
e Kra no: A) consumo de xilose; B) fator de conversdo de xilose em xilitol; C) produtividade
volumétrica de xilitol (C); D) crescimento celular.

A) Consumo dexilose (%) B) Fator de conversio de xilose em xilitol (gg™)
Sacarose (Q) b Kpa (L) ;3-12,60
K12 (@Q :.:‘:....‘.f.ﬁ.:.j:j:j:‘:.f.:‘.....j.ji'l’ls Sacarose - Kya .
Sacarose (L) - Sacarose (Q)
Sacarose - Kya | KiLa(Q
Kpa(L) Sacarose (L)
p=1 p=1
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto) Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
C) Produtividade volumétrica de xilitol (gL-'h"") D) Crescimento celular (gL!)
Kia(L) | Kia(Q) 11105
Sacarose (Q) Kpa (L) izilvvv,iiii ‘ ijf::i 9.42
Sacarose - K; a Sacarose - K; a
K a(Q) Sacarose (Q) :
Sacarose (L) Sacarose (L)
p=1 p=1
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto) Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: Arquivo proprio

O efeito significativo quadratico positivo da concentracdo inicial da sacarose sobre
o consumo de xilose por C. tropicalis indica que o aumento neste fator resultou em um
impacto negativo até certo nivel dentro da faixa estudada, a partir do qual o impacto foi

positivo. A exploracao dos dados apresentados na Tabela 2.3 permite sugerir impacto
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negativo seria verificavel até uma concentracdo inicial de sacarose de 15 gL', mas que
poderia ser influenciada pelo valor de Kra. No entanto, constata-se na Figura 2.2 A que a
interacdo entre os fatores avaliados mostrou ter um efeito nao significativo negativo, o que
sugere que estas variaveis poderiam ser estudadas separadamente.

O impacto negativo do aumento da concentrac¢ao inicial de sacarose sobre o consumo
de xilose sugere uma possivel interferéncia da assimilacdo do dissacarideo sobre o
metabolismo da pentose. Pode ser considerado que esta interferéncia seria minima ou
inexistente quanto a concorréncia pelo sistema de transporte entre estes agucares, uma vez
que foi demonstrado que sdo consumidos simultaneamente, diferente do relatado na
literatura com relagao a glicose (TAMBURINI et al., 2010; ZHANG, G. et al., 2015; HOU
et al., 2017). Por outro lado, a hidrolise intracelular da sacarose e liberacdao de glicose e
frutose poderia ter um efeito repressivo na indugdo e/ou atividade da XR e/ou da XDH,
conforme reportado na literatura para glicose (ZHANG, G. et al., 2015; HOU et al., 2017).
No entanto, esta hipdtese ndo seria suficiente para explicar o impacto positivo do aumento
da concentragdo inicial de sacarose a valores maiores que 15 gL”! sobre o consumo de xilose
nas condi¢des do presente estudo (Tabela 2.3). Neste sentido poderia se considerar que um
dos efeitos do metabolismo da sacarose, simultineo com o da xilose, pode ser promover a
regeneracdo de cofatores, a exemplo do NADPH na PPP, o que indiretamente resultaria em
um favorecimento da atividade da XR. Desta forma, o favorecimento do consumo de xilose
teria ocorrido pelo balango entre os impactos negativos e positivos do metabolismo
simultaneo desta com o da sacarose em funcao da concentracao inicial deste dissacarideo.

Por outro lado, apesar que o fator Kpa teve um efeito ndo significativo no consumo
de xilose, destaca-se que o efeito quadratico deste foi superior ao efeito linear, mas que em
ambos casos foi negativo. Isto sugere que nas condigdes do presente estudo o Kra favoreceu
o consumo de xilose até certo nivel dentro da faixa estudada, sugerindo a possivel existéncia
de um ponto 6timo. A exploracao dos dados apresentados na Tabela 2.3 permite sugerir que
este ponto 6timo de Kya seria menor a 25 h™!, possivelmente proximo a 15 h!. Entretanto, a
ANOVA para o modelo empirico composto para a variavel consumo de xilose em funcao
do Kira e concentragdo inicial de sacarose, apresentado na Tabela 2.4, mostrou que este foi
nao significativo (p>0,05), enquanto que a falta de ajuste foi significativa (p<0,05). Este
resultado impossibilita 0 uso do modelo empirico construido para otimizagdo dos fatores

estudados para maximizagao do consumo de xilose.
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Tabela 2.4 - Teste ANOVA para o modelo quadratico composto para os efeitos do Kia e
concentragdo inicial de sacarose no consumo de xilose

Fonte Soma de IGL Média dos F valor P valor
quadrados quadrados
Modelo 1456,89 5 291,38 1,78 02711 . Nao
significativo
Kra (X1) 0,062 1 0,062 3,82x 10* 0,9852
Sacarose (X2) 36,99 1 36,99 0,23 0,6545
Xi1Xa2 19,36 1 19,36 0,12 0,7449
Xi? 217,28 1 217,28 1,33 0,3014
X,? 816,55 816,55 4,99 0,0758
Residual 818,47 5 163,69
Falta de ajuste 800,70 3 266,90 30,05 0,0324 Significativa
Erro puro 17,76 2 8,88
Total 2275,36 10
R? 0,64

IGL = Graus de liberdade; * Nivel de confianca 95%
Fonte: Arquivo proprio

Com relacdo a producdo de xilitol, os maiores valores de Ypss, (0,68 gg ') e Qp (0,45
gL-'h 1) foram obtidos no experimento com Kra 5 h! e concentragdo de sacarose 5 gL!
(Experimento 1) (Tabela 2.3). Resultado similar de Qp (0,43 gL'h') foi obtido no
experimento com a menor concentragdo de sacarose avaliada (0,9 gL') e o ponto central
para Kra (15 h'!) (experimento 7), no qual foi também constatado a maior rs € menor Tsa,
conforme discutido previamente. A analise estatistica da significancia dos efeitos dos fatores
estudados no Ypss (Figura 2.2B) e no Qp (Figura 2.2C) mostraram que tanto o Kra quanto a
concentracao inicial de sacarose tiveram efeitos significativos nestas variaveis, sendo que o
maior efeito em ambos casos foi o do Kra, o qual foi linear e negativo. J4 o efeito
significativo da concentracdo inicial de sacarose para ambas varidveis foi quadratico
positivo, como foi também constatado para o consumo de xilose (Figura 2.2A) e previamente
discutido. Destaca-se que no caso do Yps a interacdo entre os fatores teve um efeito
significativo superior ao da concentracao inicial de sacarose.

O crescimento celular de C. ftropicalis também foi monitorado durante as
fermentagdes e considerado na andlise estatistica, sem o intuito de maximizacdo desta
variavel. Verifica-se na Tabela 2.3 que os maiores valores de crescimento celular foram
atingidos nos experimentos com Kra 15 h'! € 25 h!, correspondente a valores entre 15 e 18
gL', A analise estatistica da significancia dos efeitos, apresentado na Figura 2.2D, indica
que apenas o Kya teve efeito significativo, tanto linear positivo quanto quadratico negativo.
Este resultado demonstra que o aumento no Kra favoreceu o crescimento celular, o qual €

coerente com o favorecimento do metabolismo respiratorio pela alta disponibilidade de
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oxigénio, porém com a presenga de um ponto Otimo na faixa de valores estudados no
presente trabalho.

Testes ANOVA foram realizados para os modelos quadraticos compostos para as
respostas Yp/s, Qp e crescimento celular, e os resultados sdo apresentados na Tabela 2.5,
Tabela 2.6 e Tabela 2.7, respectivamente. Os modelos sdo mostrados com valores reais nas
equagdes 1, 2 e 3, respectivamente, os quais tiveram coeficientes de determinacido (R?) de
0,96, 0,84 ¢ 0,98, respectivamente. Coeficientes com baixa significancia foram excluidos
dos modelos, exceto quando necessario para manter a hierarquia do modelo. O ajuste
adequado dos valores de resposta para compor as equagdes foi determinada pela
significancia do modelo (P<0,05) e a ndo significancia do teste de falta de ajuste (p > 0,05)
com nivel de confianca de 95%. Para melhor compreensao do efeito dos fatores estudados
na Qp, utilizou-se o modelo correspondente para compor a superficie de resposta, apesar de
sua significativa falta de ajuste (Tabela 2.6). Assim, baseado nos modelos quadraticos
estabelecidos, superficies de resposta 3D foram plotadas para revelar o efeito das variaveis

estudadas sobre o Yp/s (Figura 2.3A), Qp (Figura 2.3B) e crescimento celular (Figura 2.3C).

Tabela 2.5 - Teste ANOVA para o modelo quadratico composto para os efeitos do Kia e
concentra¢do inicial de sacarose no fator de conversao de xilose em xilitol.

Soma de Média dos

Fonte IGL F valor P valor
quadrados quadrados
Modelo 0,43 4 0,11 37,66 0,0002 Significativo
Kra (X1) 0,31 1 0,31 109,97 <0,0001
Sacarose (X2) 6,62 x 10°° 1 6,62 x 10° 2,35x 1073 0,9629
XXz 0,068 1 0,068 23,96 0,0027
X2? 0,047 1 0,047 16,72 0,0064
Residual 0,017 6 2,82x 1073
Falta de ajuste 0,016 4 4,03x 103 10,08 0,0923 . Nao
significativa
Erro puro 8,0x 10 2 4,0x10*
Total 0,44 10
R? 0,96

IGL = Graus de liberdade; * Nivel de confianca 95%
Fonte: Arquivo proprio
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Tabela 2.6 - Teste ANOVA para o modelo quadratico composto para os efeitos do Kia e
concentragdo inicial de sacarose na produtividade volumétrica de xilitol.

Soma de Média dos

Fonte IGL F valor P valor
quadrados quadrados
Modelo 0,18 4 0,045 7,66 0,0154  Significativo
Kra (X1) 0,089 1 0,089 15,24 0,0080
Sacarose (X2) 4,46 x 10™ 1 4,46 x 10™ 0,076 0,7920
Xi1Xz 0,016 1 0,016 2,67 0,1535
X2? 0,074 1 0,074 12,66 0,0119
Residual 0,035 6 5,86x 107
Falta de ajuste 0,034 4 8,59x 107 21,47 0,0450  Significativo
Erro puro 8,0x 10 2 4,0x10*
Total 0,21 10
R? 0,84

IGL = Graus de liberdade; * Nivel de confianca 95%
Fonte: Arquivo proprio

Tabela 2.7 - Teste ANOVA para o modelo quadratico
concentra¢do de sacarose sobre o crescimento celular.

composto para os efeitos do Kia e

Fonte Soma de IGL Média dos F valor P valor
quadrados quadrados
Modelo 327,17 4 81,79 61,36 <0,0001 Significativo
Kra (X1) 124,08 1 124,08 93,08 <0,0001
Sacarose (X2) 0,036 1 0,036 0,027 0,8755
XXz 8,04 1 8,04 6,03 0,0494
X,? 195,02 1 195,02 146,30  <0,0001
Residual 8,0 6 1,33
Falta de ajuste 5,23 4 1,31 095 05720 . Nao |
significativo
Erro puro 2,77 2 1,38
Total 335,17 10
R? 0,98

IGL = Graus de liberdade; * Nivel de confianca 95%
Fonte: Arquivo proprio

Y, = 1,08273 — 0,039224X, — 0,045797X, + 1,30x1073X, X,

+ 8,73529x1074X?2

Y, = 0,69624 — 0,019954X, — 0,042989X, + 6,25x10~4X, X,

+ 1,09559x1073X2

(2.1)

(2.2)

Y, = 2.76084 + 1.87510X, — 0.21930X, + 0.014175X,X,

— 0.05644X?

(2.3)

Onde Y é o fator de conversdo de xilose em xilitol (gg™'), Y2 é a produtividade

volumétrica de xilitol (gL 'h"), Y3 € o crescimento celular (gL '), Xi é o Kra (h) e Xz éa

concentragdo inicial de sacarose (gL ™).
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Figura 2.3 - Superficies de resposta 3D para o fator de conversdo de xilose em xilitol (A),
produtividade volumétrica de xilitol (B) e crescimento celular (C) em fungdo dos fatores Kra e
concentragdo inicial de sacarose.

A) Fator deconversdo dexilose em xilitol (gg') B) Produtividade volumétrica de xilitol (gL-1h1)

Vo
ATy
AL
LRLLAY

<>
<)
CSSHZ >
<SS ART
SRS,

27 SO
NSNNINNSe et o, &AL oSl

5\\\\‘:‘:0’0 <2 \\\‘::::::::::"“"“"’iiii‘ 3 = =1
RRRSRIREIATAL AL ) ~ <1

= $..°~!h’.h'"l'l"’ <08

= RO <o

= Woy C-os

B <02
— P

RERAR

Fonte: Arquivo proprio

Os graficos de superficie de resposta para Yps (Figura 2.3A) e Qp (Figura 2.3B)
demonstram que o aumento dos valores nestas variaveis foi inversamente proporcional ao
incremento de Kra na faixa estudada no presente trabalho. Estes resultados corroboram a
importancia da limitagdo da disponibilidade de oxigénio na bioconversdo de xilose em
xilitol, conforme relatado para C. guilliermondii FTI 20037 e com emprego de hidrolisados
hemicelulésicos provenientes unicamente do bagago de cana (SILVA et al., 1997;
MARTINEZ; SILVA; FELIPE, 2000; MORITA; SILVA, 2000; ARRUDA et al., 2017) ou
palha de arroz (ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999). Destaca-se que o efeito
inversamente proporcional do Kpa sobre o Yps € a Qp foi evidente principalmente quando
empregadas concentragdes iniciais de sacarose proximas ou menores a 15 gL*!, uma vez que
com concentracdes maiores deste dissacarideo, a reducao dos valores destas varidveis com

o aumento do Kra foi minima. Assim, os maiores valores de Yp/s € a Qp foram obtidos com
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valores proximos aos minimos avaliados para aos fatores Kpa e concentracdo inicial de
sacarose.

E importante mencionar que a concentragdo inicial de sacarose exerceu impactos
positivos e negativos no o Ypss € na Qp em fungdo da concentracdo empregada. Verifica-se
nas Figura 2.3A e B a reducao do Ypss € a Qp com o incremento na concentragao inicial de
sacarose até valores proximos a 15 gL', a partir do qual observa-se aumentos nos valores
destas variaveis de resposta. Este aumento nos valores destas varidveis em concentracdes
iniciais de sacarose superiores ao ponto central foi mais evidente em condigdes de baixo
Kia, e inclusive pode ser ressaltado que foi ainda mais evidente para o Qp (Figura 2.3A) que
para o Ypss (Figura 2.3B). Os impactos da concentracdo inicial de sacarose no Ypss € Qp s@o
coerentes com os discutidos previamente para o consumo de xilose, apesar de ndo ter sido
possivel a composi¢ao de um modelo significativo para esta variavel. Assim, a atuacao da
sacarose como co-substrato na producao de xilitol por C. tropicalis esta intrinsecamente
relacionada com o efeito do metabolismo simultaneo deste dissacarideo e da xilose, o qual
¢ dependente da concentragdo inicial suplementada ao meio de fermentacdo e do Kia
empregado.

Por outro lado, constata-se nas Figura 2.3 A, B e C que o efeito dos fatores estudados
sobre o crescimento celular foi contrario ao observado para as variaveis relativas a produgao
de xilitol, uma vez que um aumento proporcional nesta variavel com o incremento na
concentracao inicial de sacarose e no Kpa, porém no caso deste ultimo observa-se uma
curvatura da superficie proximo a 15 h™!, indicando que aumentos adicionais de Kpa acima
deste valor ndo resultaram em melhoria do crescimento celular (Figura 2.3C). Este
comportamento ¢ diferente ao constatado por Martinez et al. (2000), em cujo trabalho foi
obtido aumento do crescimento celular de C. guilliermondii FTI 20037 com o incremento
de Kra de 10 para 30 h!, quando cultivada em hidrolisado hemicelulosico de bagaco de
cana-de-agucar.

Os resultados discutidos indicam que metabolismo simultaneo de sacarose e xilose
teve impactos positivos € negativos sobre a conversao desta pentose em xilitol. O impacto
positivo ¢ baseado no fornecimento de uma fonte de carbono alternativa para suprir a
demanda por intermediarios carbonados, regeneracao de cofatores e energia, a qual ¢ restrita
quando apenas a xilose ¢ utilizada como fonte de carbono em fun¢do do acamulo de xilitol

em condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio. Este impacto positivo ¢ evidenciado
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com o aumento na capacidade de consumo de xilose, formagdo de xilitol e crescimento
celular.

Por outro lado, o impacto negativo pode ser baseado em dois efeitos: 1) A possivel
afetacdo da inducdo das enzimas XR e XDH pela presenca de glicose a nivel intracelular
apos transporte e hidrolise da sacarose, o que se evidencia em diminui¢do do consumo de
xilose; 2) A redugdo do desequilibrio redox NADH/NAD, responsavel pelo acimulo de
xilitol, devido a regenera¢do do cofator NAD™ pelo metabolismo respiratdrio ou em vias
alternas como as de formacao de etanol e glicerol, constatado pela redugdao do fator de
conversdo de xilose em xilitol. Destaca-se que o impacto negativo foi observado
principalmente quando aumentada a concentragdo inicial de sacarose entre a minima
avaliada (0,9 gL'") e o ponto central da faixa estudada (15 gL"") e em condi¢des de menor
Kra; enquanto que o impacto positivo foi maioritario quando incrementada a concentracao
inicial de sacarose entre o ponto central € a maxima avaliada (29 gL!), e principalmente com

maiores valores de K a.

2.3.1.2 Maximiza¢ao de Ypss € Qp pela otimizagdo do Kia e concentragdo inicial de

sSacarose

Com base nos resultados fermentativos obtidos nas condi¢des avaliadas no DCCR,
uma otimizacao grafica dos fatores Kia e concentracao inicial de sacarose foi proposta para
maximizar Yp;se Qp. Desta forma, as areas do grafico, geradas pela ferramenta de otimizacao
especifica no software Design Expert®, foram selecionadas considerando a obtengdo de
valores superiores aos maximos obtidos nos experimentos do DCCR (exp. 1, 0,68gg! e
0,45gL'h"), conforme apresentado na Figura 2.4. Nesta figura os pontos vermelhos
correspondem as condigdes avaliadas experimentalmente, enquanto que a regido amarela

corresponde a faixa de otimizagao.
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Figura 2.4 - Grafico para definir regidoes de otimizacdo dos fatores Kia e concentragdo inicial de
sacarose

29,1 — .

22,05 _

150 @ 1@ ®
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-1
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Fonte: Arquivo proprio

A partir de pontos na area de interseccdo da regido 0tima para ambas as variaveis de
Yris e Qp (Figura 2.4), simulagdes baseadas nos modelos ajustados foram realizadas para
varios valores de Kra e concentracdo de sacarose. Na Tabela 2.8 sdo apresentados os
resultados preditos e experimentais para trés das condi¢des simuladas, nas quais os melhores
resultados foram preditos. Destaca-se que para estas simulagdes a concentracao inicial de
sacarose foi fixada no valor minimo avaliado no presente trabalho, enquanto que o Kia
variou entre 3,6 € 9,4 h'!, valores dentro da faixa de otimizagdo (Figura 2.4). Outros
parametros relativos ao consumo de xilose e crescimento celular foram inclusos também na
Tabela 2.8, apesar que estes ndo foram considerados como parte da otimizagdo, apenas com
o intuito de facilitar a comparagdo do desempenho da levedura. Nesta tabela sdo mostrados
também resultados de um experimento realizado sem adi¢ao de sacarose € usando o valor
Kra predito dentro da regido de otimizagdo que resultou nos melhores resultados
experimentais, o qual foi considerado como experimento controle (experimento 4). Na
Figura 2.5 (A-D) sdo apresentados os perfis de consumo de xilose e sacarose, producdo de
xilitol e etanol, e crescimento celular, por C. tropicalis nas condigdes de fermentacao

estabelecidas para maximizagdo de acordo com a Tabela 2.8.
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Tabela 2.8 - Maximizagdo do fator de conversao de xilose em xilitol e produtividade volumétrica de
xilitol através da otimizacdo do Kra e da concentracdo de sacarose.

Fatores experimentais

Valores preditos

Valores experimentais

Outros parametros

Exp. Kia Sacarose 1Yp/s 2Qp Yp/s 2Qp rs X (gL
(b (gL (ggh (L'h)  (ggh (eL'h")  (gL'h 8
1 3,6 0,9 0,91 0,59 0,62 0,15 0,25 7,24
2 6,5 0,9 0,80 0,53 0,86 0,54 0,67 8,97
3 9.4 0,9 0,69 0,48 0,75 0,49 0,71 12,10
4 6,5 0 - - 0,6 0,33 0,59 12,94

1Yp/s = Fator de conversdo de xilose em xilitol ap6s 72h; 2Qp = Produtividade volumétrica de xilitol apos 72h;
3rs = Velocidade volumétrica de consumo de xilose*X= Biomassa celular formada apés 72h.

Fonte: Arquivo proprio.

Figura 2.5 - Consumo de xilose (®), glicose (+) sacarose (x), crescimento celular (A), producdo de
xilitol (M) e etanol (@) por C. tropicalis a partir do hidrolisado hemicelul6sico da mistura de bagago
e palha de cana, sob diferentes condi¢des de Kia e concentracio inicial de sacarose: A) Kra 3,6 h'' e
sacarose 0,9 gL™'; B) Kra 6,5 h™' e sacarose 0,9 gL™'; C) Kra 9,4 h'' e sacarose 0,9 gL™'; D) Kia 6,5

h'! e sacarose 0 gL'
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Fonte: Arquivo proprio.
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Verifica-se na Tabela 2.8 que os resultados experimentais nas condicoes 2 (Kra 6,5

h') e 3 (Kra 9,4 h'') foram proximos aos simulados, diferente do observado para o

experimento 1. Constata-se na Figura 2.5A o baixo consumo de xilose (27,3%) nas

condig¢des do experimento 1, correspondente ao menor Kra avaliado entre os experimentos
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de maximizacdo. A este respeito, ¢ importante lembrar que a simulagdo dos cenarios nao
incluiu o consumo de xilose, uma vez que ndo foi possivel a confeccio de um modelo
significativo para esta varidvel. Destaca-se também que restricdo do consumo de xilose pelo
emprego de Kra menor a 5 h'!' foi também observado no experimento 5 do DCCR (Tabela
2.3), no qual foi atingido consumo de apenas 39,98% da xilose disponivel em condigdes de
Kra 0,9 h'! mas com concentragdo inicial de sacarose de 15 gL"!. A comparag¢io destes dois
resultados demonstra um efeito positivo da suplementagdo do meio de fermentacdo com
sacarose, uma vez que maior consumo de xilose foi obtido com maior concentragao inicial
deste dissacarideo apesar do emprego de um menor Kja.

Constatou-se a melhoria do Yps € Qp nas condi¢des 2 e 3 (Tabela 2.8) quando
comparados com os maiores valores alcancados no DCCR (experimento 1, Tabela 2.3),
coerente com os critérios de maximizagdo. Os maximos valores para Ypss (0,86 gg!) e Qp
(0,54 gL-'h!) foram obtidos nas condigdes otimizadas de Kia 6,5 h'! e sacarose 0,9 gL
(experimento 2, Tabela 2.8). Com base no Yps teorico (0,917 gg'), definido para a
conversao bioquimica de xilose em xilitol por Barbosa et al. (1988), determinou-se que o
maximo valor de Yps obtido no presente trabalho correspondeu a uma eficiéncia de
bioconversao de 93,97%, equivalente a proporcao de xilose consumida que foi efetivamente
convertida em xilitol por C. tropicalis.

Os maximos valores de Ypis € Qp obtidos nas condi¢des otimizadas de Kra (6,5 h'')
e concentragdo inicial de sacarose (0,9 gL') representaram melhorias de 27% e 17%,
respectivamente, com relagdo aos maiores valores obtidos entre os experimentos do DCCR
(experimento 1, Tabela 2.3). Este valor de Kia (6,5 h'') foi selecionado para realizar um
experimento sem suplementacao de sacarose, considerado como controle (experimento 4,
Tabela 2.8). Destaca-se que os maximos valores de Ypis e Qp foram 30% e 39% maiores,
respectivamente, que os atingidos no experimento sem suplementagao de sacarose (0,60 gg
"¢ 0,33 gL-'h”!, respectivamente). Estes resultados valorizam a atuac¢do da sacarose como
co-substrato na producdo de xilitol por C. tropicalis a partir do hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco e palha de cana-de-actcar.

E importante salientar que, além das melhorias mencionadas quanto aos pardmetros
Yrs € Qp, podem ser verificadas também diferencas nos perfis de consumo de sacarose,
xilose e crescimento celular entre as condi¢des avaliadas na regido de otimizacao. Quando
comparadas as Figura 2.5 A, B e C, constata-se que a sacarose foi esgotada em 8h no

experimento com Kra 6,5 h'!, simultdneo com o consumo de glicose mas nio de xilose;
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enquanto que nos outros experimentos, com maior ¢ menor Kra, o esgotamento da sacarose
foi apenas observado as 24 h de cultivo, evidenciando-se consumo simultaneo com a xilose,
similar aos perfis dos experimentos do DCCR. Com relagdo ao consumo de xilose e
crescimento celular, destaca-se que houve aumentos na rs e na biomassa celular formada
diretamente relacionados com o incremento do Kira empregado (Tabela 2.8). Estes
resultados podem ser atribuidos ao favorecimento do metabolismo respiratorio pelo aumento
na disponibilidade de oxigénio no meio de fermentacao.

E possivel verificar ainda na Tabela 2.8 que o experimento com Kia (6,5 h'') e
suplementac¢io de sacarose (0,9 gL™") apresentou uma rs (0,67 gL-'h™") 12% maior que aquela
no experimento sem suplementacdo de sacarose (0,59 gL 'h!), obtendo-se um consumo de
xilose de 73,61% apds 72 h de cultivo. Salienta-se que um incremento na rs similar ao aqui
obtido (9%) foi relatado por Hernandez-Pérez et al. (2016) quando comparado o
desempenho de C. guilliermondii FT1 20037 no hidrolisado hemicelulosico de palha de cana
suplementado ou ndo com sacarose (10 gL™!) em escala de frascos agitados. Por outro lado,
no experimento sem sacarose o crescimento celular (12,94 gL!) foi 31% maior que naquele
com adi¢do deste dissacarideo (8,97 gL'). Adicionalmente, constata-se nas Figura 2.5 B e
D que a producao de etanol foi similar entre estes dois experimentos, aproximadamente 3
gLl

Com base nas diferengas nos resultados de consumo de xilose, producao de xilitol,
etanol e crescimento celular entre os experimentos com e sem suplementagao de sacarose, ¢
possivel sugerir ampliar a hipotese estabelecida previamente quanto a atuacdo da sacarose
como co-substrato neste bioprocesso. Além de ter impactos positivos € negativos no
consumo de xilose em funcdo da concentragdo inicial de sacarose, os quais podem em
consequéncia influenciar a producdo de xilitol, este dissacarideo pode ter também um
impacto no na distribui¢cdo do fluxo de carbono proveniente da assimilagdo da xilose para
producao de xilitol, etanol ou crescimento celular. A suplementagdo de sacarose ao meio de
fermentagao nas condigdes de estudo pode ter favorecido o acumulo e excre¢do do xilitol,
reduzido o crescimento celular, enquanto que nao teve impacto na producao de etanol. Para
esclarecimento do efeito da sacarose foi considerada a necessidade de exploracao do
desempenho de C. tropicalis em presenca deste dissacarideo, a partir da avaliagdo do
impacto na condi¢ao de Kra que promoveu o maior consumo de xilose nos experimentos do
DCCR, bem como mediante o estudo da suplementacdo alimentada deste dissacarideo ao

longo do cultivo. Esta exploragao do efeito da sacarose ¢ apresentada posteriormente.
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Os resultados de maximiza¢do do Ypsse Qp pela otimizagdo do Kra e concentragdo
inicial de sacarose (0,86 gg' € 0,54 gL 'h"!, respectivamente) podem ser comparados com
estudos similares para estas variaveis por separado. Com relagdo ao Kra, os resultados
podem ser comparados com estudos empregando C. guilliermondii FT120037 e hidrolisados
hemicelul6sicos de bagago de cana (SILVA et al., 1997; MORITA; SILVA; FELIPE, 2000)
e palha de arroz (ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999). O méaximo valor de Yps aqui
obtido foi 22% maior que o constatado por Silva et al. (1997) (0,67 gg') com Kra 27 h'!,
mas o maximo valor de Qp foi 38% menor ao destes autores (0,87 gL-"h™"), o qual é o0 maior
encontrado até o momento entre os estudos com esta levedura em hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana, conforme apresentado previamente na Figura 4. J4 quando comparado
com os resultados de Morita, Silva e Felipe (2000) com Kia 10 h*!, os maximos valores de
Yrss e Qpobtidos no presente trabalho foram 20% e 11% maiores aos destes autores (0,69
gg'l € 0,48 gL ''h!). De maneira similar, os valores Yp/s € Qpaqui obtidos foram 15% e 22%
maiores que os reportados por Roberto, Mancilha e Sato (1999) com Kpa 12 h'!. Por outro
lado, € importante salientar que o maximo valor de Yp;s encontrado no presente estudo (0,86
gg!) é 6% maior que o reportado por Carvalho et al. (2004) (0,81 gg'') no estudo de
otimizacao de condigdes de cultivo em biorreator STR com células de C. guilliermondii FTI1
2003 imobilizadas em alginato de célcio, o qual era o maior valor para este parametro
encontrado até o momento entre os estudos com esta levedura em hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana (Figura 4).

Por outro lado, com relacdo a concentracdo inicial de sacarose, os maximos
resultados de Ypis € Qp podem ser comparados com os obtidos por Herndndez-Pérez et al.
(2016) e Tamburini et al. (2010), ambos realizados em escala da frascos agitados. O valor
maximo de Yp/s foi 26% maior que o encontrado por Hernandez-Pérez et al. (2016) (0,64
gg'), enquanto que Qp foi 28% menor ao observado por estes autores (0,75 gL 'h™"), em 48h
de cultivo de C. guilliermondii FTI 20037 no hidrolisado hemiceluldsico de palha de cana
(xilose 57 gL!) suplementado com sacarose (10 gL!). Por outro lado, os valores maximos
de Ypis € Qp no presente estudo foram aproximadamente 71% maiores aos encontrados por
Tamburini et al. (2010) (0,24 gg'! € 0,16 gL"'h!), em 72h de cultivo com C. tropicalis em
meio definido (xilose 50 gL!) suplementado com sacarose (30 gL").

Por fim, ¢ importante destacar que um balanco de massa foi estimado para a etapa
fermentativa do processo biotecnoldgico de producao de xilitol baseado nos resultados

obtidos no experimento com condi¢des otimizadas de Kia (6,5 h'") e concentracdo inicial de
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sacarose (0,9 gL, e relacionado com os balangos estimados para as etapas prévias de
preparo do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha de cana (Tabela 1.3).
Assim, foi estimado que por cada 100 g de xilose originalmente contida como xilana na
matéria-prima in natura, 20,67 g foram consumidas por C. tropicalis com obtencao de 16,02
g de xilitol ao final da fermentagdo. Com base nestes resultados e considerando a composi¢ao
da mistura de bagago e palha de cana in natura (Tabela 1.1), estima-se que a partir do
processamento de 1 kg de matéria-prima seca pela rota biotecnoldgica descrita no presente
projeto seriam obtidos 35,55 g de xilitol ao final da etapa de fermentacao.

As estimativas realizadas reforcam a necessidade de otimizacao das condi¢des de
operacgdo nas etapas de processamento da matéria-prima e preparo do meio de fermentacao,
com o objetivo de maximizar a recuperacdo da xilose disponivel nas matéria-primas. Sao
requeridos também estudos focados na analise técnica, econdmica e de sustentabilidade da
rota biotecnoldgica de producao de xilitol como planta independente ou integrada em uma
biorrefinaria, com o intuito de posicionar o estado da tecnologia estudada na EEL/USP e
identificar os principais desafios a serem avaliados, com vistas ao aumento de escala do
processo e integracao deste em uma biorrefinaria. Como exemplo, destaca-se que no trabalho
de Mountraki et al. (2018) foi determinado que uma planta de produgdo biotecnolédgica de
xilitol com capacidade de obtencdo de 73 g de cristais de xilitol por cada 100 g de xilose
apresentaria uma rentabilidade menor que a rota de obtengdo quimica, porém que sua
integracdo em uma biorrefinaria aumentaria sua viabilidade técnico e economica, inclusive

a um nivel superior que a do processo quimico.

2.3.2 Efeito da sacarose como co-substrato na produgdo de xilitol por C. tropicalis

Os resultados discutidos previamente demonstraram que o impacto positivo da
sacarose como co-substrato na produgao de xilitol por C. tropicalis depende da concentragao
inicial deste dissacarideo e da suplementagdo de oxigénio avaliado em termos de Kra. A
maximiza¢ao dos parametros Ypis € Qp foi obtida com a minima concentragdo de sacarose
avaliada (0,9 g L") e Kra 6,5 h!. Entretanto, com o intuito de explorar a profundidade os
impactos positivos e negativos da suplementacao de sacarose no desempenho fermentativo
da levedura, foram estudadas duas estratégias: 1) Avaliagdo da concentracdo inicial de
sacarose entre 0 gL' € 29,1 gL' com Kya fixo 15 h!, no qual foram observados os maiores

consumos de xilose. Para tanto, foram realizadas 2 experimentos adicionais nesta condi¢ao
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de Kra, um sem adi¢do de sacarose e outro com suplementacdo deste dissacarideo em
concentragdo inicial de 5 g L'!, para serem comparados com o experimento 7 (0,9 gL!),
ponto central (15 gL™") e 8 (29,1 gL-") do DCCR (Tabela 2.3); 2) Estudo do efeito da adi¢do
parcelada de sacarose a cada 24h em experimentos com Kpa ajustado a 6,5, o qual foi
encontrado como 6timo para maximizar Ypss € Qp, € 15 h™!, no qual foram obtidos os maiores

consumos de xilose.

2.3.2.1 Avaliacdo do efeito da concentragio inicial de sacarose em Kra 15 h!

Na Figura 2.6 (A-E) sdo apresentados os perfis de consumo de xilose, produgao de
xilitol e etanol, e crescimento celular por C. tropicalis, utilizando Kra 15 h! e diferentes
concentracoes iniciais de sacarose. Os resultados nestes experimentos quanto aos principais

parametros fermentativos sdo apresentados na Tabela 2.9.

Tabela 2.9 - ParAmetros fermentativos principais obtidos nos experimentos com Kia 15 h' e
diferentes concentra¢des iniciais de sacarose.

Variaveis Consumo de Consumo . - Crescimento
. . . de Producao de xilitol
experimentais xilose celular
sacarose
Kra Sacarose 'S 2rg 3rsac ip SYpss °Qp X
Exp. (") (@gLYH (%) (@L'h) (@L'h") (@@L (gg") (gL'h?h) (gL™h
1 15 0 96,68 0,92 - 28,77 0,49 0,40 16,48
2 15 0,9 98,23 0,93 0,03 31,19 0,53 0,43 18,65
3 15 5,0 96,33 0,81 0,23 33,34 0,61 0,48 18,28
12,91
62,43 0,55 + > 0,33 + 0,18 +
b ) ) ) )
4 15 15,0 1208 0.02 0,30+ 0,03 ]i33 0.02 0,02 17,69 £ 1,18
5 15 29,1 78,57 0,72 0,40 22,44 0,44 0,31 18,42

22: Experimento 7 do DCCR (Tabela 2.3); "4: Experimento ponto central (9, 10 e 11) do DCCR (Tabela 2.3);
5: Experimento 8 do DCCR (Tabela 2.3).

1S = Xilose consumida apds 72h; 2rs = Velocidade volumétrica de consumo de xilose; 3rsac = Velocidade
volumétrica de consumo de sacarose; *P = Xilitol produzido apés 72h; SYpss = Fator de conversio de xilose em
xilitol; *Qp = Produtividade volumétrica de xilitol; X = Biomassa celular formada ap6s 72h.

Fonte: Arquivo proprio.
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Figura 2.6 - Consumo de xilose (®), glicose (+) sacarose (x), crescimento celular (A), producdo de
xilitol (M) e etanol (@) por C. tropicalis no hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagago e palha
de cana em Kia 15 h™! e diferentes concentragdes de sacarose: A) 0 gL'; B) 0,9 gL”'; C) 5,0 gL™'; D)
15,0 gL' E) 29,1 gL\

A) Kja 15 h! esacarose 0 gL

B) Kja 15 h™! e sacarose 0,9 gL
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Fonte: Arquivo proprio.

Verifica-se na Figura 2.6 que a sacarose foi esgotada em todos os experimentos
realizados com Kia 15 h'', sendo evidente consumo simultineo deste dissacarideo com
glicose nas primeiras 8h de fermentacdo nos experimentos com concentracao inicial de 0,9
e 5 gL', enquanto que nos experimentos com concentragdo inicial 15 ¢ 29,1 gL"! o consumo
foi sequencial, conforme foi mencionado previamente. A partir destes resultados, pode ser
sugerido que o consumo simultdneo ou sequencial de glicose e sacarose ¢ dependente da

proporcao entre os dois aglcares, sendo sequencial quando a concentragao de sacarose ¢
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maior a da glicose. Constata-se na Tabela 2.9 que a rsa.c aumentou proporcional com o
incremento na concentragado inicial de sacarose, conforme indicado previamente.

Com relacao a xilose, destaca-se que em todos os experimentos com suplementacao
de sacarose foi observado consumo simultaneo deste dissacarideo e xilose apds esgotamento
da glicose (Figura 2.6). No entanto, observou-se diminui¢ao na rs associado ao incremento
na concentragio inicial de sacarose suplementada ao meio até 15 gL', uma vez que uma
concentra¢do inicial de 29,1 gL' houve um aumento na rs (Tabela 2.9). Apesar deste
comportamento, ressalta-se que os valores de rsac obtidos com Kia sdo superiores aos obtidos
com valores menores de Ky a, inclusive aqueles considerados dentro da regido de otimizacao
deste fator (Tabela 2.8). Por outro lado, ¢ importante salientar também que apenas a
suplementa¢io de sacarose no nivel minimo avaliado no presente estudo (0,9 gL™") resultou
em rs similar a observada sem adi¢do deste dissacarideo (Tabela 2.9). Estes resultados
fornecem maior suporte as hipoteses sugeridas previamente quanto aos impactos negativos
da suplementagdo de sacarose em funcao da concentracao adicionada, segundo a qual, apesar
do consumo simultdneo da xilose e a sacarose, as hexoses liberadas pela hidrolise
intracelular da sacarose poderiam afetar negativamente a induga@o e/ou atividade das enzimas
XR e/ou XDH.

Verifica-se na Tabela 2.9 que a suplementacdo de sacarose em concentragdes
crescentes de 0,9 e 5 gL'! esteve associado com incrementos progressivos na produgdo de
xilitol por C. tropicalis, quando comparado com o experimento sem adigdo de sacarose.
Estes resultados demonstram que a suplementacao de sacarose ao meio de fermentagao pode
ter impacto positivo na producdo de xilitol em fun¢do ndo s6 da concentragdo inicial
empregada, mas também do Kra, uma vez que com um Kra de 15 h™! 0 aumento de 0,9 gL-
! para 5 gL'! teve um efeito positivo, enquanto que com Kra proximo ao definido como
6timo (6,5 h''), este mesmo aumento teve um efeito negativo, conforme discutido
previamente. Estes aumentos na produgao de xilitol ndo se corresponderam com incrementos
na capacidade de consumo de xilose da levedura, em fun¢do dos resultados apresentados
previamente. Destaca-se que os valores de Ypis (0,61 gg™') e Qp (0,48 gL 'h!) obtidos com
concentragdo inicial de sacarose de 5 gL' foram 20% e 17% maiores que os obtidos sem
suplementac¢io deste dissacarideo (0,49 gg! e 0,40 gL-'h™).

No caso dos experimentos com Kra 15 h'!, o impacto positivo da suplementagio de
sacarose na producdao de xilitol pode ser atribuido principalmente ao favorecimento do

acimulo e excre¢do deste produto. Previamente, quando comparados os resultados de
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experimentos com e sem adi¢do de sacarose, ambos com Kia otimizado, foi sugerido que a
suplementacdo de sacarose poderia ter um efeito na distribui¢do do fluxo de carbono
proveniente da assimilacdo de xilose, favorecendo o xilitol e reduzindo o crescimento
celular. A comparagdo dos resultados obtidos com Kra 15 h' podem estar também
associados com esta hipotese, uma vez que o favorecimento da producao de xilitol ndo esteve
relacionado com um maior consumo de xilose. A este respeito, constata-se na Tabela 2.9 que
o crescimento celular foi similar em todos os experimentos realizados com Kra 15 h,
independente do consumo de xilose ou da concentracao inicial de sacarose. Adicionalmente,
os perfis de producao de etanol foram também similares apesar das diferentes condi¢des de
suplementacdo de sacarose avaliadas, conforme pode ser observado na Figura 2.6.

Assim, pode ser sugerido que com Kra 15 h™! 0 aumento na concentragdo inicial de
sacarose, até 5 gL', favoreceu a producdo de xilitol a partir da diminui¢do do fluxo de
carbono derivado da xilose requerido para manutencao e crescimento celular, o qual teria
sido compensado pelo proprio consumo simultaneo da sacarose. Uma hipotese similar foi
estabelecida por Tamburini et al. (2010), em cujo estudo foram avaliados diversos
compostos como co-substratos na producgdo de xilitol por C. tropicalis em meio definido,
sendo selecionado maltose por apresentar resultados similares aos descritos no presente
trabalho. Adicionalmente, pode ser considerada a possibilidade de que o metabolismo da
sacarose tenha ocorrido principalmente por via respiratoria, em fun¢do de nao serem
observadas alteracdes na producao de etanol, o qual poderia contribuir na formagao de xilitol
pela regeneragdo do cofator NADPH na PPP, a partir do aumento na sua demanda para vias

biossinteticas.

2.3.2.2 Avaliagao do efeito da adigdo parcelada de sacarose

O estudo do efeito da adig¢do parcelada de sacarose teve como objetivo verificar se o
impacto positivo deste dissacarideo na produgdo de xilitol poderia ser potencializado,
mediante promocao do consumo simultaneo de xilose e sacarose ao longo do cultivo, nao
apenas nas primeiras horas de fermentagdo, e sem necessidade de adigdo inicial de
concentragdes altas (maiores a 5 gL™!). Assim, foi proposta a alimenta¢do de sacarose em 5
parcelas de 5 g L' a cada 24h desde o inicio da fermentagdo até 96h, correspondente a uma
concentragdo total de sacarose adicionada de 25 gL' e com prolongacio do cultivo até 120h.

Para tanto, experimentos foram realizados com Kya ajustado em 6,5 h™!, definido como 6timo
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para maximizar Ypss € Qp, € em 15 h'', no qual foi observado favorecimento de consumo de
xilose nos experimentos do planejamento DCCR. Os resultados obtidos nestes experimentos
foram comparados com aqueles obtidos em fermentagdes com Kia 5 h' e 15 h',
concentragdo inicial de sacarose 5 gL' e sem adi¢do parcelada desta, correspondente ao
experimento 1 do DCCR (Tabela 2.3) e ao 3 dos experimentos com Kpa 15 h'!' (Tabela 2.9,
Figura 2.6C), respectivamente.

Na Figura 2.7 sdo apresentados os perfis de consumo de xilose e sacarose, produgao
de xilitol e etanol, e crescimento celular de C. tropicalis nas condi¢des estudadas de
alimentacdo parcelada de sacarose. Nesta figura foram inclusos também os perfis para os

mesmos parametros do experimento 1 do planejamento DCCR para facilitar a comparagao.

Figura 2.7 - Consumo de xilose (#) e sacarose (x), crescimento celular (A), produgdo de xilitol (H)
e etanol (@) por C. tropicalis em cultivo no hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagago e palha
de cana com adigdo parcelada de sacarose e diferentes valores de Kra: A) 6,5 h™; B) 15h™; C) 5 h
e sem adicdo parcelada de sacarose.
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Fonte: Arquivo proprio

Nos experimentos com adi¢do parcelada de sacarose foram verificadas diferencas

nas velocidades de consumo deste dissacarideo (rsac) em fung¢do do Kra empregado. No
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experimento com Kya 15 h! foi verificada uma rs,c média de 0,37 gL -'h! nos 5 periodos de
24h entre cada parcela, a qual foi 23 % maior a observada no experimento com Ka 6,5 h!
(0,21 gL 'h"). O incremento da rsac em fungdo do aumento do Kia foi também verificado
nos experimentos do planejamento do DCCR, porém nesses experimentos a concentragao
inicial de sacarose teve também influéncia na rsi, conforme discutido previamente. E
importante destacar que o consumo de sacarose foi simultdneo ao de glicose nas primeiras
12 h de fermentacao (dados nao apresentados), e ao de xilose ao longo do cultivo.

Similar ao constatado para a sacarose, o consumo de xilose foi também favorecido
pelo aumento no valor de Kia, coerente com os resultados observados previamente nos
experimentos do planejamento DCCR e de maximizacdo da producdo de xilitol. No
experimento com Kypa 15 h'! e adi¢do parcelada de sacarose foi atingido um consumo de
xilose de 78,45% apos 72 h de fermentagio, correspondente a uma rs de 0,68 gL 'h'! entre
6h e 72h. Estes valores sao aproximadamente 40% maiores que os obtidos no experimento
com Kra 6,5 h™' (49,26% ¢ 0,41 gL-'h"!, respectivamente). E importante mencionar também
que houve diferencas nos periodos de consumo de xilose com rs constante, uma vez que no
experimento com Kra 6,5 h'! a rs foi mantida ao longo de toda a fermentagio (Figura 2.7A),
enquanto que no experimento com Kia 15 h™', o consumo de xilose foi evidente com rs
constante apos 6h, periodo durante o qual a glicose foi consumida, e at¢ 72h, momento a
partir do qual a rs foi reduzida 54% (Figura 2.7B). Apesar desta diferenca nos perfis de
consumo de xilose, no experimento com Kia 15 h'! esta pentose foi praticamente esgotada
nas 120 h de cultivo, enquanto que a redu¢io do valor do Kya para 6,5 h'! resultou também
em diminui¢do do consumo de xilose (79,41%).

As diferencas discutidas de consumo de xilose entre os dois experimentos com
alimentacdo parcelada de sacarose foram correspondentes com as observadas quanto a
producio de xilitol. No experimento com Kra 15 h'!, verificou-se um aumento progressivo
na concentracao de xilitol entre 6 h e 60 h de fermentagdo, enquanto que no experimento
com Kpa 6,5 h'! a producio de xilitol se estendeu entre 12 ¢ 108h (Figura 2.7A e B). Nos
periodos indicados, 0 Yp/s no experimento com Kra 15 h! (0,55 gg™') foi 14% menor que no
experimento com Kra 6,5 h! (0,64 gg™!), contrario ao observado para a Qp, a qual foi 32%
maior com Kpa 15 h' (0,38 gL-'h"!) que a obtida com Kra 6,5 h'! (0,26 gL 'h!). Estes
resultados corroboram que o aumento de Kpa favorece o consumo de xilose e,
consequentemente, produtividade volumétrica de xilitol, porém reduz a conversao de xilose

em xilitol, conforme ja tinha sido discutido previamente.
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Quando comparados os resultados dos experimentos com alimentagao parcelada de
sacarose com aqueles obtidos nas fermentagdes sem adi¢do parcelada, com concentracao
inicial de 5 gL' deste dissacarideo ¢ Kpa 5 h™!' (experimento 1 do planejamento DCCR,
Tabela 2.3) ou Kra 15 h'! (experimento 3, Tabela 2.9), verifica-se que a estratégia proposta
ndo teve um efeito positivo no comportamento fermentativo da levedura. No caso do Kra
6timo (6,5 h™), o experimento com adig¢do parcelada de sacarose teve resultados de consumo
de xilose, Yris € Qp 38%, 12% e 44% menores, respetivamente, que aqueles obtidos sem
adigdo parcelada de sacarose com Kia 5 h'!. Ja no caso dos experimentos com Kra 15 h'!, o
experimento com adi¢do parcelada de sacarose teve resultados 4%, 29% e 51% menores nos
parametros anteriormente indicados, respectivamente, em comparacao com o experimento
sem adicao parcelada da sacarose.

O impacto negativo da adi¢ao parcelada de sacarose foi predominante no consumo
de xilose quando empregado o Kra de 6,5 h'!, enquanto que com Kra 15 h'!' o efeito foi
principalmente na conversao de xilose em xilitol. No entanto, em ambos casos, os efeitos
negativos se refletiram em reducdo da Qp quando comparados com os experimentos com
Kra similar e sem adicao parcelada de sacarose. Com base nestes fatos, € possivel sugerir
que, quando empregadas condi¢des de fermentagao que favorecem o acumulo de xilitol (Kra
proximo a 6,5 h''), o efeito positivo da sacarose como co-substrato estd relacionado
principalmente com o consumo simultaneo deste dissacarideo e da xilose nas primeiras horas
de fermentacdo, porém, a alimentagdo durante o cultivo ndo prolonga seu efeito positivo.
Neste sentido, ¢ importante ressaltar que a rs nas primeiras 24h de fermentagao foi similar
nos experimentos com ou sem adi¢do parcelada de sacarose (0,38 gL-'h™"). Ja no periodo
entre 24h e até 72h, a rs foi 46% maior no experimento sem adi¢ao parcelada de sacarose
(0,78 gL'h") do que naquele com emprego desta estratégia (0,42 gL-'h™").

Diferencas nos perfis de crescimento celular e producao de etanol podem ser
elencadas também entre os experimentos com e sem adi¢ao parcelada de sacarose em fungao
do Kra empregado, as quais podem contribuir para explicar os efeitos desta estratégia na
producdo de xilitol. No caso dos experimentos com Kia proximo a 6,5 h'!, a velocidade
volumétrica de crescimento celular (rx) no experimento com adi¢do parcelada de sacarose
(0,20 gL'h") foi 45% maior que aquela atingida sem alimenta¢io da sacarose (0,11 gL'h-
1. Por outro lado, nos experimentos com Kia 15 h™!, o experimento sem adigdo parcelada de
sacarose apresentou uma rx (0,24 gL'h™") 25% maior que aquela atingida com alimentagdo

da sacarose (0,18 gL "'h"). J4 no caso da produgdo de etanol, observou-se em ambos casos
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incrementos pontuais na concentragdo deste subproduto apds a adicao de sacarose, porém
no experimentos com Kypa 15 h'! (Figura 2.7B) as concentrag¢des atingidas foram levemente
superiores que aquelas com Kpa 6,5 h™!' (Figura 2.7A). Esta diferenca pode estar relacionada
com o fato que com Kia 15 h! a sacarose foi consumida mais rapidamente, conforme
discutido previamente.

Assim, com base nos resultados de crescimento celular e producao de etanol, pode
ser considerdo que no experimento com Kra 6,5 h' o consumo mais lento da sacarose
adicionada parceladamente favoreceu o crescimento celular, apesar de serem usadas
condi¢des de disponibilidade de oxigénio que promoveriam o metabolismo fermentativo.
Por outro lado, no experimento com Kra 15 h'!, o consumo mais rapido da sacarose
alimentada promoveu a formacao de etanol, apesar de serem empregadas condigdes que
favoreceriam o metabolismo respiratorio. Quando associados estes efeitos com o impacto
negativo da adicao parcelada sobre a conversdo de xilose em xilitol, pode ser sugerido que
o impacto negativo da promog¢io da formagio de etanol no experimento com Kra 15 h™! seria

maior que o do favorecimento do crescimento celular no experimento com Kra 6,5 h'.

2.3.3 Avaliagdo preliminar do melago de cana como suplemento nutricional do meio

de fermentagdo

Um dos objetivos do presente projeto era a avaliagdo da suplementacdo do
hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana com o melago de cana em
substituicdo dos nutrientes convencionalmente empregados. O intuito desta estratégia era
aproveitar ndo so o alto teor de sacarose do melaco, mas também o contetido de compostos
nitrogenados, vitaminas e minerais deste subproduto. Esta estratégia poderia resultar em uma
plataforma para aumentar a viabilidade técnica e econdmica da rota biotecnologica da
producao de xilitol, devido a potencial redu¢do de custos na formulacdo do meio de
fermentagdo, assim como por contribuir na possivel integracao deste bioprocesso em uma
biorrefinaria de cana.

Para tanto, esperava-se que os resultados da otimizagdo da concentragdo inicial de
sacarose ¢ Kra permitissem estabelecer uma linha base para avaliar a suplementag¢dao do
melaco ao hidrolisado em funcdo da concentracdo de sacarose definida. Entretanto,
conforme discutido previamente, a concentragdo inicial de sacarose 6tima para maximizar o

Yris € a Qp nas condigdes de presente estudo foi 0,9 gL-!'. Foi considerado, portanto, que
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seria requerida uma altissima diluicao do melago (concentracdo média de sacarose de 506,48
gL-!, Tabela 1.4) para ajustar a concentragdo inicial de sacarose no meio de fermentagio para
a definida como otima. Esta alta diluicdo do melago implicaria também a reducao da
concentracao de outros compostos aportados pelo melaco ao meio de fermentagdo, o qual
poderia afetar a representatividade da avaliagdo deste subproduto.

Apesar disso, experimentos exploratdrios a respeito do efeito da suplementagdao do
hidrolisado hemicelulésico com melago de cana foram feitos em paralelo com os de
otimizacao da concentracdo inicial de sacarose e Kia, em projeto de Iniciagdao Cientifica da
aluna Fernanda Mosimann Simdes. Para estes experimentos foi definida como
suplementacdo nutricional de referéncia aquela empregada convencionalmente nas
pesquisas com hidrolisados hemicelulosicos para producao de xilitol na EEL/USP, a
exemplo dos trabalhos de Hernandez-Pérez et al. (2016) e Arruda et al. (2017),
correspondente a utilizacdo de sulfato de amonio, extrato de farelo de arroz e cloreto de
calcio.

Esses experimentos foram considerados como preliminares uma vez que foram
realizados em escala de frascos agitados, tempo de fermentacao de 48 h e nao foi avaliado o
consumo de sacarose. Foi empregado um planejamento fatorial completo 22 com triplicata
no ponto central para o estudo da suplementagdo nutricional de referéncia e o melago de
cana, o qual foi avaliado a partir do ajuste da concentracao inicial de sacarose, conforme
Tabela 2.2. Os resultados quanto aos principais parametros fermentativos da execugdo do

planejamento indicado sdo apresentados na Tabela 2.10.

Tabela 2.10 - Consumo de xilose, producdo de xilitol e crescimento celular de C. tropicalis sob
diferentes condi¢des de adi¢do de melago de cana e suplementacdo nutricional

Fatores experimentais Producao de xilitol
Consumo Crescimento
Exp. Melacode Suplementagio  de xilose ; . . celular
cana L . (%) P Yrss Qr (gL
(Sacarose nutrlcl?na} de (gL (g (gL'h)

gL") referéncia
1 0(-1) Ausente (-1) 58,03 16,80 0,58 0,35 3,04
2 20 (+1) Ausente (-1) 79,46 29,76 0,74 0,62 3,73
3 0(-1) Completa (+1) 58,60 18,72 0,64 0,39 2,14
4 20 (+1) Completa (+1) 76,03 24,96 0,65 0,52 3,34
5 10 (0) Parcial (0) 75,80 23,04 0,61 0.51 2.53
6 10 (0) Parcial (0) 78,05 24,48 0,63 0.52 341
7 10 (0) Parcial (0) 75,38 24,96 0,62 0.48 2.70

P = Xilitol produzido apés 48h; 2Yes = Fator de conversio de xilose em xilitol; 3Qp = Produtividade
volumétrica de xilitol.
Fonte: Arquivo proprio.
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Conforme pode ser observado na Tabela 2.10, o maior de consumo de consumo de
xilose (79,46 %) foi obtido quando o hidrolisado hemiceluldsico foi suplementado apenas
com melago de cana ajustado a uma concentragdo de 20 g L' de sacarose (experimento 2),
o qual representou um aumento de aproximadamente 20% com relagdo ao experimento com
a suplementacdo de referéncia completa (experimento 3). O consumo de xilose no
experimento 2 foi similar ao atingido quando o hidrolisado foi suplementado com o melago
de cana (sacarose 20 g L) e os nutrientes convencionais (experimento 4), bem como nos
experimentos nos quais se empregou melago de cana ajustado para uma concentracao de
sacarose de 10 g L' e apenas a adi¢do de sulfato de amonio (experimentos 5, 6 e 7).

Verifica-se na Tabela 2.10 que os valores mais elevados de produtividade
volumétrica de xilitol (Qp, 0,62 g L' h'!), fator de conversdo de xilose em xilitol (Ypss 0,74
gg!) e biomassa celular formada (3,73 g L) foram atingidos quando o hidrolisado
hemicelulésico foi somente suplementado com melago de cana (experimento 2), o qual ¢
coerente com os resultados obtidos quanto ao consumo de xilose. Destaca-se que estes
valores foram 64 %, 14% e 43% maiores, respectivamente, que os obtidos no experimento
com suplementacao nutricional de referéncia completa e sem melago de cana (experimento
3,0,39gL'h', 0,64 gg' e2,14 g L', respectivamente). E importante ressaltar também que
a adi¢do conjunta dos nutrientes de referéncia com o melaco de cana ao hidrolisado resultou
em aumentos de 33% e 56% na Qp (0,52 gL 'h’!, experimento 4) e biomassa celular formada
(3,34 g L), respectivamente, comparado com o experimento com a suplementagio de
referéncia e sem adi¢do de melago (experimento 3). Este comportamento nao foi observado
para o Ypss, para o qual foram obtidos valores similares nos experimentos 3, 4 e inclusivo
naqueles do ponto central (experimentos 5, 6 e 7), o qual € similar ao constatado quanto ao
consumo de xilose e discutido previamente.

A Figura 2.8 apresenta os graficos de Pareto para analise da significancia dos efeitos
das variaveis melago de cana e suplementagdo nutricional de referéncia nos parametros
fermentativos avaliados. Verifica-se na Figura 2.8 A e C que nenhuma das varidveis
estudadas teve efeito significativo (p <0,05) sobre o consumo de xilose e o fator de conversao
de xilose em xilitol. Por outro lado, quanto a produtividade volumétrica de xilitol, o melaco
de cana apresentou um efeito significativo positivo linear, enquanto que a interagdo entre

este e a suplementagdo nutricional de referéncia teve um efeito significativo negativo linear.
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Figura 2.8 - Grafico de Pareto para a significancia dos efeitos das variaveis melaco de cana e
suplementagdo nutricional convencional no: A) consumo de xilose; B) fator de conversdo de xilose
em xilitol; C) produtividade volumétrica de xilitol.
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Fonte: Arquivo proprio.

Os resultados obtidos sugerem que a suplementacao do hidrolisado hemicelul6sico
com o melaco de cana em substituicdo dos nutrientes convencionalmente empregados
melhorou o consumo de xilose e a producao de xilitol por C. tropicalis. Esta melhoria foi
observada quando empregada a maior concentracdo de melago avaliada, correspondente a
um teor de sacarose de aproximadamente 20 gL-'. Apesar de nio ter sido avaliado o consumo
de sacarose nestes experimentos especificos, os resultados discutidos previamente nos itens
2.3.1 e 2.3.2 demonstraram que C. tropicalis consumiu simultaneamente xilose e sacarose
em meio e condi¢des de fermentagdo similares as aqui empregadas. Quando ha consumo
simultaneo de sacarose e xilose, este dissacarideo pode atuar como co-substrato ao ser usado
como fonte de carbono e energia para manutencao celular, regeneracdo de cofatores e
crescimento celular. Adicionalmente, a complexa composi¢do de melago de cana, a qual
envolve composto nitrogenados, vitaminas € minerais, favoreceu também o crescimento
celular mesmo na auséncia das fontes nutricionais consideradas como referéncia (sulfato de
amonio, extrato de farelo de arroz e cloreto de célcio). Apesar que favorecimento do

crescimento celular pode ter um efeito positivo na produtividade volumétrica de xilitol, este
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fato pode ser indicativo de uma reducao do desequilibrio redox que causa o acimulo do
xilitol, o qual pode ser evidenciado na diminuig@o do fator de conversao de xilose em xilitol,
conforme evidenciado nos experimentos com emprego conjunto da suplementacao
nutricional convencional ¢ o melaco de cana.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo similares com os encontrados em
pesquisa recente com a mesma matéria-prima (mistura de bagago e palha de cana), mesma
levedura (previamente classificada como C. guilliermondii FTI 20037) e utilizagdo de
xarope de cana, o qual ¢ um coproduto do setor sucroalcooleiro com composi¢ao semelhante
a do melaco (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2019b). Neste trabalho foram obtidos valores de
Yrse Qp de 0,60 0,01 gg! € 0,55+ 0,02 gL 'h™! quando o xarope de cana (sacarose 11,16
gL foi adicionado ao meio suplementado convencionalmente com sulfato de amonio,
solucdo de extrato de farelo de arroz, e cloreto de célcio. No entanto, demonstrou-se que os
nutrientes convencionais tinham efeito nao significativo na producao de xilitol quando o
hidrolisado hemicelulosico era suplementado com o xarope de cana, promovendo a
substituicao destes nutrientes, o que contribui para a reducao dos custos deste bioprocesso e

para sua integragdo em uma biorrefinaria de cana (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2019b).

2.4 Conclusao

A atuagdo de sacarose como co-substrato no processo de bioconversao de xilose em
xilitol por C. tropicalis foi estudada em escala de biorreator STR de bancada, a partir da
avaliacdo conjunta da concentragdo suplementada deste dissacarideo ao hidrolisado
hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana e do Kra, o qual foi utilizado como
parametro da disponibilidade de oxigénio no meio de fermentagdo. A analise de significancia
dos efeitos destes fatores demostrou que o Kia tinha um efeito significativo linear negativo
sobre as variaveis Ypss € Qp, coerente com o relatado na literatura referente a importancia da
limita¢do da disponibilidade de oxigénio para favorecer o acimulo do xilitol pela reducao
do metabolismo respiratério da levedura.

Ja a concentragdo inicial de sacarose mostrou ter efeitos significativos quadratico
positivo no consumo de xilose, Yps € Qp, € ainda interacdo com o Kpa. Estes efeitos
indicaram que o aumento da concentragdo inicial de sacarose até 15 gL' teve impacto
negativo sobre estas variaveis, principalmente em condi¢des de baixo Kra (menores a 15 h

. Enquanto que o incremento progressivo a partir de 15 gL' na concentracdo inicial de
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sacarose teve um impacto positivo, particularmente quando empregados valores altos de Kra
(maiores ou iguais a 15 h™'). A partir de modelos quadraticos significativos compostos para
Yrs € Qp foram simuladas condigdes para maximizag¢dao destas variaveis. Os maximos
valores experimentais de Yps (0,86 gg'!, equivalente a uma eficiéncia de bioconversio de
93,97%) e Qp (0,54 gL 'h") foram obtidos com concentragio inicial de sacarose de 0,9 gL'!
e Kra 6,5 h'l. Estes valores foram 30% e 39% maiores, respectivamente, que os atingidos
com mesmo Kia e sem suplementagio de sacarose (0,60 gg' e 0,33 gL'h’',
respectivamente). A partir de balangos de massa das etapas estudadas do processo de
producao biotecnologica de xilitol, estimou-se que o processamento de 1 kg de mistura de
bagaco e palha de cana nas condi¢des empregadas resultaria na obtencao de 33,55 g de xilitol
na etapa de fermentacao.

Considerou-se que, em func¢do da concentragdo inicial de sacarose 6tima (0,9 gL™!),
seria requerida uma alta diluicdo do melago de cana para ser estudado nas condigdes
otimizadas no biorreator, o que afetaria a representatividade da utilizagao deste subproduto.
Entretanto, verificou-se em estudo preliminar que a suplementacdo do hidrolisado
hemiceluldsico apenas com melago de cana (concentragdo de sacarose ajustada a 20 gL!)
em substituicdo dos nutrientes convencionais com o melaco de cana resultou em melhoria
do consumo de xilose, Ypsse Qp.

Os resultados do presente estudo contribuem com embasamento cientifico para uma
potencial integragdo da tecnologia de producdo biotecnologica de xilitol em uma
biorrefinaria de cana-de-agucar, a partir do aproveitamento de trés subprodutos desta
agroindustria (bagaco, palha e melaco) na formulagdo do meio de fermentacdo. Esta
integragdo favoreceria a viabilidade técnica e econdmica deste bioprocesso, assim como
poderia contribuir na rentabilidade deste setor a partir da diversificagdao de seu portfolio de

produtos com a inclusdo de um de alto valor agregado, como ¢ o xilitol.
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CAPITULO 3—- ESTUDO DA TRANSFORMACAO GENETICA DE Candida
tropicalis PARA ENGENHARIA DA VIA METABOLICA DE PRODUCAO DE
XILITOL

3.1 Introducio

A etapa fermentativa da rota biotecnoldgica de producao de xilitol vem sendo
amplamente estudada pelo grupo GMBIO da EEL/USP, tendo como modelo a levedura C.
guilliermondii FTI 20037. Nos estudos realizados ja foram contempladas alternativas de
composi¢dao do meio de fermentacao, configuracdes do processo e condigcdes de operacao,
conforme apresentado previamente nos itens 2.4.3 e 2.5 da se¢do de revisdo de literatura.
Como resultado das estratégias implementadas, diversos valores de fator de conversao de
xilose em xilitol (Ypss) e produtividade volumétrica de xilitol (Qp) tém sido registrados,
conforme apresentado previamente na Figura 4, na qual € possivel evidenciar que os maiores
valores de cada pardmetro foram obtidos com implementacdo de estratégias diferentes.
Assim, o favorecimento concomitante destes dois parametros continua sendo um importante
desafio do processo de producgdo biotecnologica de xilitol.

Considerando a vasta pesquisa quanto a obtencao de xilitol pela rota biotecnoldgica,
considera-se pertinente ainda a investigacao quanto a engenharia da via metabolica com vista
ao melhoramento do desempenho celular. A transformacao genética de C. guilliermondii
FT120037 ainda nao tinha sido explorada no GMBIO da EEL/USP, apesar de alguns estudos
ja terem sido feitos quanto a caracterizacdo molecular das enzimas xilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH) (LIMA, 2006; LIMA et al., 2006). E importante mencionar que
em uma pesquisa recente, realizada paralelamente com o presente projeto, foi constatado
que a linhagem até entdo classificada como C. guilliermondii FTI 20037 corrsponde
verdadeiramente a especia C. tropicalis (QUEIROZ, 2019).

Consirando que as enzimas XR e XDH participam nas etapas chave da bioconversao
de xilose em xilitol (GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007), esta seriam os principais
alvos de manipulagdo genética para melhoria deste bioprocesso em leveduras.
Primeiramente, a expressao da enzima XR pode ser aumentada com a finalidade de favorecer
a reducao da xilose em xilitol, com consequente melhoria da Qp (ZHANG, C. et al., 2015;
JEON et al., 2012). Esta reagdo pode ser também favorecida indiretamente pelo aumento na

disponibilidade do cofator NAPDH, do qual a XR de C. guilliermondii e C. tropicalis ¢



136

dependente, a partir do aumento na expressdo das enzimas responsaveis pela regeneragao
deste cofator, principalmente a glicose 6P desidrogeanse (GAPDH) e 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH) (KWON et al., 2006; AHMAD et al., 2012). Por outro lado, a
atividade da XDH pode ser reduzida parcial ou totalmente mediante modificagdes genéticas
na sua expressao e/ou funcionalidade, com o objetivo de diminuir a oxidagdo de xilitol a
xilulose e assim favorecer o acumulo deste poliol (KIM et al., 2001; KO; KIM, J.; KIM,
J.H.,2006; KO etal.,2011; PAL etal., 2013; ZHANG et al., 2014). Esta estratégia permitiria
a melhoria do Yp/s sem a necessidade do ajuste fino da disponibilidade de oxigénio, porém,
a xilose ndo poderia ser utilizada pelo micro-organismo como unica fonte de carbono e
energia, sendo necessaria a suplementacao de um co-substrato ao meio de fermentagao.
Assim, no presente projeto foi proposta a transformagao sequencial de C. tropicalis
mediante: 1) super expressao da XR com emprego do promotor constitutivo forte pPGAPDH;
2) super expressdao da enzima G6PDH sob controle do pGAPDH; 3) delecao da XDH. As
modificacdes genéticas podem resultar em alteracdes nos fluxos metabolicos das vias
envolvidas na produgdo de xilitol por C. tropicalis, conforme destacado na Figura 3.1, na

qual também se ressalta a utilizagdo da sacarose como co-substrato.

Figura 3.1 - Modificagdes genéticas propostas* em C. tropicalis para melhoria da bioconversdo de
xilose em xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagago e palha de cana
suplementado com sacarose.

Hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e palhade cana

Sacarose <— Melaco de cana

L-Arabinose D-Xilose Glicose Frutose
S L. =
L-Arabinose :[ \\
NAD(P)H ' . S
\g NAD(Py D-Xilose PPP: Fase oxidativa Glicose Frutose
L-Arabitol NADPH G6PDH v
nap - XR Glicose 6P ﬁ
NADH, NADP*
L-Xilulose 6P-Gliconato >  Frutose 6P
XILITOL F L6p
XILITOL <«ffpF—-——————————— 1 _ NAD* Ribose 5P rutose 1,
r
XDHV‘> NADH,
D-Xilulose -==----= f,PP:. . —> Gilceraldeido __ Diidroxiacetona-P
Fase ndo oxidativa 3p
\j< NAD* u
v NADH,
i |
NAD* NADH, NADH, NAD* co Piruvato
2 Glicerol ----- -F>
Cadeia respiratoria Ciclo de Krebs Acetil-CoA Acetaldeido W Etanol -F-F>
K (S Acetato Q NADH, NAD* /

*Super expressdo das enzimas XR ¢ G6PDH marcadas com seta azul completa. Atenuagdo da enzima XDH e
marcada com seta azul tracejada.
Fonte: Baseado em Flores et al. (2000) ¢ Granstrom, [zumori e Leisola (2007).
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Prévio as modificagdes genéticas para a engenharia da via metabodlica de C.
tropicalis, requere-se o desenvolvimento de uma marca de selecdo para ser usada nas
atividades subsequentes de transformacao da levedura. No presente projeto foi selecionado
como alvo o gene wura3, que codifica a proteina orotidina 5’-fosfato descarboxilase,
envolvida na via de sintese das pirimidinas em C. tropicalis. A delecao deste gene gera
auxotrofia para uridina e resisténcia aumentada ao &cido S-fluroordtico (5-FOA),
caracteristicas que podem ser utilizadass como marcas de selecdo nas etapas de
transformagao, assim como permitem a sua reciclagem e reutilizagdo sequencial (WILSON
et al., 2000; KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; JEON et al., 2012).

No presente capitulo sdo descritas e discutidas estratégias implementadas para o
desenvolvimento de uma marca de selecao em C. tropicalis baseada na auxotrofia a uridina,
e posterior emprego da cepa resultante para transformacdes sequenciais para engenharia da

via metabdlica envolvida na producao de xilitol por esta levedura.

3.2 Material e métodos

3.2.1. Constru¢do de uma cepa de C. tropicalis com auxotrofia para uridina,

susceptivel de transformagado

Para a realizacdo das transformacdes genéticas propostas no presente projeto foi
necessario o desenvolvimento de cepas de C. tropicalis deficientes na produgdo de uridina.
Para tanto, foi necessaria a delecao do gene ura3 mediante recombina¢cdo homoéloga com
cassetes de delecao constituidos, pelo menos, pelas regides upstream e downstream do gene.
Nesta etapa, varios cassetes foram empregados com o intuito de deletar o gene ura3, alguns
dos quais incluiram genes de interesse para substituicdo génica no /ocus deste gene. Na
Figura 3.2 sdo apresentadas as atividades seguidas na presente etapa do presente trabalho
para construcdo da cepa de C. fropicalis auxotrofica para uridina, e os métodos
correspondentes a cada uma serdo descritos a seguir. Destaca-se que previamente a
realizacdo destas atividades, foi necessario a determinacdo da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) para o 5-FOA, o qual atua como um anti-metabdlito para as cepas que contém

o gene ura3 funcional, nas quais pode ser toxico.
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Figura 3.2 - Esquema das atividades para construgdo de uma cepa de C. tropicalis com auxotrofia
para uridina

Extracdo do DNA Desenho de sequéncias
gendmico de C. tropicalis iniciadoras 1
|
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Fonte: Arquivo proprio.

3.2.1.1 Meios de cultura e reagentes

a. Agar Extrato de Malte

O meio agar Extrato de Malte (Difco™), composto (gL!) de maltose (12,75),
dextrina (2,75), glicerol (2,35), peptona (0,78) e 4gar (15), foi preparado mediante suspensao
de 33,6 g do meio em 1 L de agua, conforme instrugdes do fabricante, seguido por

esterilizacao a 121 °C, 1 atm e 15 min.

b. Meio YPD

O meio agar YPD, composto (gL!) de glicose (20), extrato de levedura (10), peptona
bacteriologica (20) e agar bacteriologico (20), foi preparado por suspensao de quantidades
correspondentes dos componentes em volume de agua destilado requerido. O caldo YPD foi
preparado da mesma forma, porém sem adicdo de agar bacterioldgico. Os meios foram

esterilizados a 121 °C, 1 atm e 15 min.
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c. Meio YNB (Yeast Nitrogen Base with aminoacids)

O meio agar YNB, composto por glicose (20 gL!), solugdo estoque YNB3 (0,67%
m/v) e agar bacterioldgico (20 gL!), foi preparado mediante esteriliza¢do separada de uma
solucdo de glicose e agar bacterioldgico a 121 °C, 1 atm e 15 min, e da solugdo estoque do
YNB (6,7% m/v), por filtracio em membrana de 0,22 um. As solu¢des foram misturadas
quando a solucdo de glicose e agar atingiu uma temperatura aproximada de 45 °C apos
esterilizacdo. O caldo YNB foi preparado da mesma forma, porém sem adicdo de agar

bacteriologico.

d. Meio YNBs (Yeast Nitrogen Base without aminoacids)
O agar e caldo YNBs foram preparados da mesma forma que acima indicado para o
meio YNB, com a diferenca que foi empregado uma solugdo estoque de YNB cuja

composi¢do ndo inclui aminoacidos.

e. Meio Minimo (MM)

O meio minimo, composto (gL") de glicose (20); sulfato de amonio (2), cloreto de
calcio (0,1) e agar bacterioldgico (20), foi esterilizada sem a presenca de glicose a 121 °C, 1
atm e 15 min. A solucdo estoque de glicose (200 gL!) foi preparada, autoclavada
separadamente a 110 °C, 0,5 atm e 15 min, e adicionada assepticamente ao meio estéril em

volume adequado para atingir a concentracao desejada.

f. Acido 5-fluoro-orético (5-FOA)

Para a utilizacdo do 5-FOA nos meios de cultura, foi preparada uma solucao de 100
gL' deste em Dimetil-sulfoxido (DMSO), a qual foi esterilizada por filtragdo em membrana
de 0,22 um e adicionada em volume adequado para obtencao das concentragdes desejadas
nos meios de cultura. A adi¢do do 5-FOA aos meios ocorreu apds estes foram esterilizados

e resfriados até aproximadamente 55 °C.

3 Composicio YNB (gL™): sulfato de amoénio (5), fosfato monobasico de potéssio (1), sulfato de
magnésio (0,5), cloreto de sodio (0,1), cloreto de calcio (0,1); Aminoacidos (mg L!): L-histidina (10), DL-
metionina (20), DL-triptofano (20); Vitaminas (ug L™): biotina (2), pantotenato de calcio (400), 4cido folico
(2), inositol (2000), acido nicotinico (400), acido p-aminobenzoico (200), piridoxina (400), riboflavina (200)
e tiamina (400); Elementos tragos (ugL"'): acido bérico (500), sulfato ctprico (40), iodeto de potassio (100),
cloreto férrico (200), sulfato de manganés (400), molibdato de sodio (200), sulfato de zinco (400). O YNBs
apresenta a mesma composi¢ao, no entanto, sem a adigdo de aminoacidos.
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3.2.1.2 Determinagdo da concentrac¢ao inibitdria minima (CIM) para o 5-FOA

Para determinacao da CIM para o 5-FOA para C. tropicalis, cultivo da levedura em
caldo YPD a 30 °C, 200 rpm, por 24 h foi realizado a partir de células pré-cultivadas em
meio agar Extrato de Malte por 48 h a 30 °C. Apds o crescimento em meio liquido, foram
realizadas dilui¢des seriadas (107!, 102 ¢ 10-) para plaqueamento em 4gar YPD contendo
concentragdes crescentes de 5-FOA (gL™): 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,0, e em meio ausente deste
(controle). As placas foram incubados durante 144 h a 30 °C, sendo realizado contagem em
placa nos tempos 24, 48 e 144 h. O mesmo protocolo foi empregado para determinagao da

CIM do 5-FOA no agar YNB e 4gar YNBs.

3.2.1.3 Desenho das sequéncias iniciadoras

As sequéncias iniciadoras empregadas no presente estudo foram desenhadas
utilizando como base o genoma da linhagem de C. tropicalis MY A-3404, o qual foi anotado
completamente por Butler et al. (2009) e esta disponivel no portal do NCBI (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019). Na Tabela 3.1 sdo
apresentadas as sequéncias iniciadoras que foram utilizadas no presente trabalho, tanto na
construgdo de cassetes de delegao do gene ura3, bem como na verificagdo genotipica das
transformagdes realizadas. Foram empregadas sequéncias de 20-40 nucleotideos, as quais
foram analisadas pela ferramenta OligoAnalyzer do site do Integrated DNA Technologies —
IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES, 2019), quanto a temperatura de melting,
conteudo de guanina e citosina (%GC) e estruturas secundarias (hairpin, homo- e
heterodimeros). Foi também utilizada a ferramenta Primer-Blast do NCBI para verificar o
anelamento das sequéncias iniciadoras selecionadas nas regides de interesse. As sequéncias
iniciadoras foram sintetizadas pela empresa Exxtend Solugdes em Oligos Ltd (Paulinia, SP,
Brasil). E importante destacar que caudas foram adicionadas na extremidade 5° de algumas
das sequéncias iniciadoras para permitir a jungcdo de fragmentos adjacentes pela técnica

Gibson Assembly, conforme indicado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Sequéncias iniciadoras utilizadas no presente trabalho.

Regiio Sequéncia (5°-3°)
Upstream F TATCAAAACATTCTATTTCATTAACATCTGAATTGAATTT
URA3 R AAAAAAAAAATGTGTATATGTGTGTGTGTGTTTATG
Downstream F TTTTTTTTTTAAAAAACCGGTCAACTTGAATAGTTGATTA
URA3 R AAATTCAGCCACTGGGATTATATTATATACTACTTATTTAACA
Gene ura3® F TTTTTTTTTTGTATTACAAAATATGAAATTTTTGGATGAAGT
R AAAAAAAAAATATTCTGGGTTTGTTAGAAATGCATTAA
Upstream-1 F TTGTTCAGATTGATTAAGAAGAGTAATTGT
URA3 R AGTCAACAAGATCTCTAAAGTATTCATTTT
Downstream- F ATGAAAAACTTTCTAGTTTAATCAGGTATAAATTTCCATC
1 URA3 R ATAATTTTGCTAGATACATTGAAAAGATTTGGGAC
Upstream-2 F TATCAAAACATTCTATTTCATTAACATCTGAATTGAATTT
URA3 R TGTGTATATGTGTGTGTGTGTTTATGGATA
Downstream- F GGATACTTCTCTTTCAAAATTTCATTGATTATTACTGTTAATAAA
2 URA3 R AAATTCAGCCACTGGGATTATATTATATACTACTTATTTAACA
pGAPDH F TTTTTTTTTTGGTTACTTTGCATTTGGTTCA
R AAAAAAAAAATGTTAAAATTTAATTTGTAAGTGATTTGATTTAATT
pGAPDH 1-2 F GCAAACTGTGATGGAAATTTTTTTTTTCTTTTTG
R TGTTAAAATTTAATTTGTAAGTGATTTGATTTAATTAATTGAGTT
il F TTTTTTTTTTATGTTTAAATTTTTCACTTCTCCAACAACT
R AAAAAAAAAATGAAATTTTGAAAGAGAAGTATCCAGAAAG
xyl]b-2 F TTACAAATTAAATTTTAACAATGTTTAAATTTTTCACTTC
R TGAAATTTTGAAAGAGAAGTATCCAGAAAG
F ACAAATTAAATTTTAACAATGTCTTATGATTCCTT
w1 R TAAACTAGAAAGTTTTTCATTATTACCCATTTG
hig-1 F CTTTAGAGATCTTGTTGACTATGAAAAAGCCTGAACTCAC
R TCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATG
hig-2 F CACACACACATATACACAATGAAAAAGCCTGAACTC
R TCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATG

F: Forward; R: Reverse, a: abrange regido promotora, codificante e terminadora; b: abrange regido codificante
e terminadora.
Fonte: Arquivo proprio.

3.2.1.4 Extracao de DNA gendmico (gDNA) de C. tropicalis

A extracao do gDNA de C. tropicalis foi realizada com emprego do kit comercial
Wizard Genomic DNA Purification® (Promega). Para tanto, foi utilizado um cultivo da
levedura em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de caldo YPD, incubados a 30 °C,
200 rpm por 24 h. Apds este tempo, o cultivo foi transferido a tubos Falcon® de 50 mL,
centrifugado a 3.000 rpm por 15 min, o sobrenadante obtido foi descartado e as cé€lulas
submetidas a maceracao com N liquido. O produto macerado foi transferido a um tubo de
micro-centrifuga de 1,5 mL, no qual foi adicionado 600 pL de solugdo de Nucleo Lysis e
incubado a 65 °C por 15 min. Posteriormente, foi adicionado 100 pL de solugdo de

precipitacdo de proteinas, incubado por 5 min em gelo e centrifugado a 13.000 g por 15 min.
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O sobrenadante resultante foi transferido a um novo tubo de 1,5 mL contendo 300 uL de
isopropanol a temperatura ambiente, foi misturado por inversdo e centrifugado a 13.000 g
por 15 min. Apds o descarte do sobrenadante, ao precipitado foi adicionado 300 pL de etanol
70% mantido a -20 °C e centrifugado a 13.000 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi seco ao ar durante 1 h. A seguir foi adicionado 50 pL de solugdo de
reidratacdo de DNA e 1,5 puL de solugdo RNAse, esta mistura foi incubada a 37 °C e
posteriormente armazenada a 4 °C.

A qualidade do DNA extraido foi verificada mediante eletroforese em gel de agarose
1% (m/v), a 70 V por 30 min. O marcador de massa molar (250—-10.000pb) GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Thermo Scientific) foi utilizado como referéncia. Foi utilizada a placa
NanoQuant®, analisada no espectrofotdmetro de microplaca Infinite M200Pro® (Tecan) para

quantificagdo da concentragdo do DNA extraido.

3.2.1.5 Amplificagdo das regides de interesse mediante Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR)

Para amplifica¢dao dos fragmentos de DNA correspondentes as regides de interesse
foi utilizada a técnica de PCR. Na Tabela 3.2 sdo apresentados os parametros para preparo
das reacdes de PCR e as condi¢gdes de operacao usadas na maioria dos casos. Em alguns
casos modificagdes foram realizadas nas reagcdes de PCR, quanto ao volume do DNA molde
(ou template), e/ou nas condigdes de operacao, quanto a temperatura de anelamento e/ou o
tempo de extensdo, em funcao das caracteristicas das sequéncias iniciadoras empregadas e
dos fragmentos a serem amplificados, e baseado nas recomendagdes do fabricante da
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). As amplificagdes foram
confirmadas mediante eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), a 70 V por 40-60 min. Os
marcadores de massa molar GeneRuler 1 kb DNA Ladder (250-10.000 pb) ou 1 kb Plus
DNA Ladder (75-20.000 pb) (Thermo Scientific) foram utilizados como referéncia.
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Tabela 3.2 - Pardmetros para preparo das rea¢des de PCR e condi¢des de operagao.

Reacoes de PCR Condic¢oes de operacio
Componente (nL) Fase Teml()oeé;l tura Tempo (s)
DNA molde 0,5 | Desnaturagio 98 30 1X
inicial
Sequéncia iniciadora 10 pr_r?ol 5 Desnaturacio 08 10 28X
forward pL
Sequéncia iniciadora 10 pr_r?ol 5 Anelamento 62 30 28X
reverse pL
Tampao CG 5X 10 Extensao 72 60 28X
dNTPs 10X 2,5 mM 2 Extensao final 72 300 1X
DMSO (100%) 2 16 Indeterminado
MgCl2 50 mM 0,5
Phusion DNA 0.5
polymerase ’
Agua ultrapura 30,5

Volume total 50
Fonte: Arquivo proprio

3.2.1.6 Purificacao de produtos de PCR e de bandas em gel de agarose

O Kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) foi empregado
para purificacao de produtos de PCR e de bandas em gel de agarose contendo fragmentos de
DNA de interesse. No caso do produto de PCR, ao volume deste, aproximadamente 50 pL,
foi adicionado 150 uL. da Membrane Binding Solution e o volume total foi transferido para
uma coluna de purificagdo disponivel no kit. Apdés 1 min de incubag¢do a temperatura
ambiente, a coluna foi centrifugada a 16.000 g por 1 min e descartado o filtrado. A seguir,
750 uL de Membrane Wash Solution foi adicionada a coluna, a qual foi imediatamente
centrifugada a 16.000 g por 1 min e descartado o filtrado. A coluna foi novamente submetida
a centrifugacdo a 16.000 g por 2 min e descartado o filtrado. Posteriormente, a coluna foi
transferida a um tubo novo de 1,5 mL e adicionado nela 30-50 pL de 4dgua ultrapura para
eluicdo do DNA. Apds incubagcdo por 2 min a temperatura ambiente, a coluna foi
centrifugada a 16.000 g por 2 min. Finalmente, a coluna foi descartada e o DNA purificado
armazenado a -20 °C.

No caso de purificacdo de bandas em gel de agarose, depois do corte da mesma a
porcao correspondente do gel foi colocada em um tubo de 1,5 mL, adicionado 10 pL da
Membrane Binding Solution para cada 10 mg do fragmento do gel e misturado
vigorosamente em vortex. A seguir, a mistura foi incubada a 60 °C at¢ a dissolucao completa
do gel. A mistura foi transferida a uma coluna, incubada a temperatura ambiente por 1 min,

centrifugada a 16000 g por 1 min e descartado o sobrenadante. A partir da etapa de lavagem
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com a Membrane Wash Solution o protocolo foi o mesmo descrito para purificagdo de
produtos de PCR.

Devido a problemas obter resultados positivos em reacdes de PCR quando
empregados os produtos purificados de bandas de gel como femplate, foi realizada
modificacdo do protocolo estabelecido pelo fabricante, conforme descrito a seguir: 1) A
incubagao da coluna ap6s adi¢ao da Membrane Binding Solution foi aumentada de 1 para 3
min; 2) A etapa de lavagem com a Membrane Wash Solution foi repetida duas vezes, e na
centrifugacdo seguinte o tempo foi aumentado de 2 para 4 min; 3) Prévio a adicdo da dgua
ultrapura para eluicdo do DNA, esta foi aquecida a 60 °C por 5 min; 4) A incubagdo da
coluna apos da adicdo da dgua para eluicao foi realizada a 60 °C por 1 min e depois a
temperatura ambiente por 4 min. Adicionalmente, ¢ importante mencionar que as condi¢oes
de eletroforese foram modificadas quando o objetivo foi o corte e purificagdo de bandas.
Neste caso foi empregado gel de agarose de 0,6 % (m/v), no qual foi aplicada a mistura de
10 uL de DNA Loading e 15 pL da amostra, e a eletroforese ocorreu a 70 V por 90-120 min,

até ter separacao apropriada da banda de interesse.
3.2.1.7 Construcao sequencial de cassetes de delecao mediante Gibson Assembly

A técnica de Gibson Assembly foi empregada para construgdo de cassetes de delecdo
a partir da juncao sequencial de fragmentos adjacentes (GIBSON, 2009). Para tanto foram
seguidas as recomendacdes do fabricante quanto ao preparo e operagdo das reagdes (New
England BioLabs), exceto o fato que o volume total da reagado foi reduzido de 20 pL para 10
pL, conforme padronizado no Laboratorio de Biologia Sintética e Molecular da EEL/USP,
coordenado pelo prof. Fernando Segato. A reagdo de Gibson foi constituida por 5 uL do
Gibson Assembly Master Mix, o qual ¢ composto segundo o fabricante pelas enzimas TS5
exonuclease, Phusion® DNA polimerase ¢ Tag DNA ligase, ¢ 5 pL da mistura dos
fragmentos a serem montados. Esta mistura foi feita seguindo a recomendag¢do do fabricante
para calculo das quantidades a serem utilizadas de cada fragmento, baseado na indicacao de
usar entre 0,02 e 0,5 pmol de DNA para rea¢des com 2-3 fragmentos e entre 0,2 e 1,0 pmol
de DNA para 4-6 fragmentos. O calculo de massa em pmol de cada fragmento foi feito
conforme a equacao 3.1:

(ng x 1000)

l=————
pmo pb x 650 Da

(3.1)
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Onde ng corresponde a massa do fragmento em ng determinada mediante
quantificagdo da concentracao pela absorbancia a 260 nm usando o equipamento NanoDrop
One C (Thermo Scientific), e pb corresponde ao tamanho do fragmento.

A reacao de Gibson ocorreu a 50 °C por 60 minutos, € em seguida o produto desta
foi empregado diretamente como femplate para amplificacdo do fragmento montado por
PCR, na qual foram usadas as sequéncias iniciadoras correspondentes e nas condigdes
previamente mencionadas. O sucesso da montagem e amplificagdo do fragmento de interesse

foi verificado mediante eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), a 70 V por 40-60 min.

3.2.1.8 Transformacao de C. tropicalis

Durante a execugdo dos experimentos para desenvolvimento de cepas de C. tropicalis
auxotréficas para uridina, foram avaliados dois métodos para transformacao da levedura, um

quimico baseado no empregado de PEG e LiAc, e o outro por eletroporacao.

a. Transformagao por método quimico

O método quimico de transformacao foi baseado no protocolo estabelecido por Tripp
et al. (2013), denominado DMSO-based protocol, conforme descrito a seguir. Previamente
foi preparada uma solugao de transformagao composta por 800 pL de Polietilenoglicol-4000
(PEG-4000) (50%), 100 uL de LiAc (1 M), 20 uL. de EDTA (50 mM), 10 puL de Tris-HCI
(1M, pH 7,5) e 70 uL de dgua ultrapura. Foi realizado um cultivo de C. tropicalis em frascos
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de caldo YPD durante 16 h, a 30 °C e 150 rpm. Uma
aliquota de 1,5 mL deste cultivo foi centrifugada a 16.000 g por 1 min e o sobrenadante
descartado. Ao pellet foi adicionado 5 pL do cassete de delegao (100-700 ng DNA) e 500
pL da solug¢do de transformacao, misturado gentilmente e depois adicionado 56 pL de
DMSO 100%, homogeneizado e incubado a 30 °C por 15 min. A seguir, a mistura foi
incubada a 42 °C por 15 min, posteriormente centrifugada a 16.000 g por 15 s e o
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 200-500 pL de agua ultrapura e
empregado para plaqueamento no agar YPD suplementado com uracila (5 mM), uridina (10
mM), sorbitol (1 M) e 5-FOA (1 gL!) para selegdo dos transformantes. As placas foram
incubadas a 30 °C por até 120 h.
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b. Eletroporacao

Foi empregada a metodologia de transformagdo de levedura mediante eletroporacdo
descrita por Valadares (2017) para Pichia pastoris, porém usando as condicdes de
eletroporacao estabelecidas no equipamento Gene Pulser Xcell Electroporation system (Bio-

Rad) para a levedura C. albicans.

- Preparagdo de células competentes

A partir da levedura C. tropicalis mantida em Agar Extrato de Malte a 4 °C foi
realizado um pre-indculo em frascos Erlenemeyer de 250 mL com 50 mL de caldo YPD,
durante 16h, a 30 °C e 150 rpm com de meio. A partir de 1 mL deste pré-inoculo, foi
realizado um in6culo no mesmo meio € mesmas condicdes de cultivo, porém por 4-6h até
atingir densidade 6tica entre 1,3 e 1,5 a 600 nm. Os frascos Erlenmeyer contendo os cultivos
foram mantidos em banho de gelo por 10 min, seguido pela transferéncia do cultivo a tubos
Falcon® de 50 mL, centrifugacdo a 1.500 g por 5 min a 4 °C e descarte do sobrenadante. A
biomassa celular foi ressuspendida em 5 mL de caldo YPD e 1 mL de tampao HEPES 1M
pH 7,0, seguido pela adigcao de 125 uLL de DTT 1M e incubagao estatica a 30 °C por 15 min.
Ap0s este tempo, dgua ultrapura gelada foi adicionada até um volume de aproximadamente
25 mL e a mistura foi centrifugada a 1500 g por S min a4 °C e o sobrenadante foi descartado.
A biomassa celular foi novamente ressuspendida em 12,5 mL de &gua ultrapura gelada,
centrifugada a 1.500 g por 5 min a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. A seguir, a biomassa
celular foi ressuspendida em 1 mL de sorbitol 1M gelado, centrifugada 1.500 g por 5 min a
4 °C e descartado o sobrenadante. Finalmente, a biomassa celular foi ressuspendida em 50
puL de sorbitol 1 M gelado, e 40 uL desta suspensao foram transferidos para tubos de 1,5 mL

para ser imediatamente utilizados na eletroporacao.

- Transformacao por eletroporagao

A suspensao celular (40 pL) foi gentilmente misturada com 10 uL do DNA
correspondente ao cassete de dele¢dao (aproximadamente 800 ng DNA), incubada em gelo
por 5 min e transferida para cubeta de eletroporagao estéril. A seguir a suspensao celular foi
submetida a um pulso elétrico de 1,5 kV, 25 uF e 200 €, seguindo o protocolo utilizado para
transformagao de C. albicans, conforme indicado pelo manual do eletroporador Gene Pulser
Xcell Electroporation system (Bio-Rad), o qual € baseado no trabalho de Backer et al. (1999).

Imediatamente ap0s a eletroporacdo, 1 mL da solu¢do de sorbitol 1M gelada foi adicionada
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a suspensio celular, a qual foi posteriormente transferida para tubos Falcon® de 15 mL e
incubadas estaticamente a 30 °C por 2 h. Aliquotas de 200 pL foram transferidas para meio
de cultivo de selecao de transformantes. Conforme serd explicado posteriormente, como
meio base para a selecio dos transformantes foram empregados os Agar YPD, YNB ou YNB
sem aminoacidos (YNBs), todos os quais foram suplementados com uracila (5 mM), uridina
(10 mM) e 5-FOA (1 gL"). As placas foram incubadas a 30 °C por aproximadamente 96 h

até crescimento de colOnias isoladas.

3.2.1.9 Verificagao genotipica e fenotipica das cepas transformantes

Inicialmente foram consideradas como cepas transformantes aquelas capazes de
crescer no meio de selegdo na presenca de 5-FOA (1,0 gL™") em concentra¢do maior ao CIM
determinado para a cepa selvagem de C. tropicalis (0,8 gL™'). Foram selecionadas
aleatoriamente colonias para realizacdo de cultivos para conservagdo a longo prazo e
verifica¢do da transformacdo. Para tanto, as colonias foram transferidas para tubos Falcon®
de 50 mL contendo 10 mL de caldo YPD (YNB ou YNBs) suplementado com uracila (5
mM), uridina (10 mM) e 5-FOA (1 gL"), e cultivadas a 30 °C, 150 rpm por 48h. Estes
cultivos foram utilizados para conservagao a longo prazo a -80 °C mediante mistura de 0,7
mL do cultivo com 0,3 mL de glicerol 70 %. Estes cultivos foram empregados também como
indculo para novos cultivos em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de caldo YPD
(YNB ou YNBs) suplementado com uracila (5 mM), uridina (10 mM) e 5-FOA (1 gL'"), os
quais foram incubados a 30 °C, 150 rpm por 48h. A massa celular resultantes deste cultivo
foi empregada para verificacdo genotipica e fenotipica da transformagao.

Para a verificagdo genotipica, o gDNA das cepas transformantes foi extraido
seguindo a metodologia apresentada no item 1.2, este foi empregado como template para
amplificacao por PCR da regido contemplada entre o upstream e downstream do gene ura3,
bem como do gene ura3, com o intuito de verificar a delecdo do mesmo. A amplificacao de
outras regioes também foi testada para verificacdo genotipica da transformacao, conforme
sera explicado posteriormente.

Posteriormente, o sucesso das transformagodes foi também avaliado mediante o
crescimento das cepas transformantes em meios de cultivos suplementados ou ndo com

uracila (5 mM), uridina (10 mM) e vérias concentragdes de 5-FOA (1 e 1,5 gL'"), com o



148

intuito de verificar a auxotrofia a uracila e a capacidade de crescimento da levedura na

presenca de 5-FOA, caracteristicas esperadas quando o gene ura3 nao esta funcional.

3.2.2. Super expressdo da enzima xilose redutase (XR)

Como parte das estratégias avaliadas para delecdo do gene ura3, foi proposta a
substituicdo génica de um de seus alelos com um cassete constituido pelo gene xy//, que
codifica a enzima XR, sob controle do promotor da gliceraldeido-3-fostato desidrogenase
(pGAPDH). Para tanto, o pGAPDH foi amplificado por PCR a partir do gDNA da C.
tropicalis selvagem e usando sequéncias iniciadoras desenhadas a partir do gene gapdh de
C. tropicalis MY A-3404, conforme indicado previamente e apresentado na Tabela 3.1 (item
3.2.1.3). E importante destacar que inicialmente foi considerado como pGAPDH uma regido
constituida por 1100 nucleotideos antecedentes ao cddon iniciador ATG do gene gapdh,
baseado no trabalho de Zhang, C. et al. (2015), no qual se indicou que o pGAPDH de uma
cepa de Candida glyceronigenes correspondia a 1068 pb. Entretanto, posteriormente
constatou-se que o pGADPH de C. tropicalis apresentava uma regido regulatéria de 1455
pb (5> upstream) (JEON et al.,, 2012), pelo qual as sequéncias iniciadoras foram
redesenhadas, denominadas pGAPDH 1-2 F' e R, conforme ja apresentado na Tabela 3.1.

A regido codificante do gene xy// foi amplificada juntamente com 500 nucleotideos
apos a trinca de parada do gene, de modo a obter a regido terminadora do gene. As sequéncias
iniciadoras foram desenhadas com base no gene xy// de C. tropicalis MY A-3404, conforme
apresentado na Tabela 3.1. Os fragmentos amplificados do pGAPDH e xy// foram montados
em frame com as regioes upstream e downstream do gene ura3, usando a técnica de Gibson
Assembly, para constituir o cassete de dele¢do do ura3 denominado pXR. Ainda outro
cassete de substituicdo génica do ura3 foi proposto e denominado pXYL1, conforme sera
explicado posteriormente, no qual o pGAPDH e o gene xy// foram montados em frame entre
um fragmento parcial de 500 nucleotideos do gene de resisténcia a higromicina, denominado
hig, amplificado a partir do vetor pFC332 (NODVIG et al., 2015), e a regido downstream-1

do gene ura3.
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3.2.3. Super expressdo da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

Similar ao indicado no item 3.2.2 com a XR, uma das estratégias avaliadas para
delecao do gene ura3 envolve a substituicdo génica de um de seus alelos com um cassete
constituido pelo gene zwf, que codifica a enzima G6PDH em C. tropicalis, sob controle do
pGAPDH. As sequéncias iniciadoras foram construidas com base no gene zwf de C.
tropicalis MY A-3404, incluindo uma sequéncia de 500 nucleotideos ap0s a trinca de parada
do gene para amplificagdo da regido terminadora. O gDNA da cepa selvagem de C. tropicalis
foi utilizado como template para a amplificagdao dos fragmentos de interesse, os quais foram
a seguir montados no cassete denominado pZWF, em frame entre o fragmento Aig e a regido

downstream-2 do gene ura3.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Determina¢do da concentragao inibitoria minima (CIM) do 5-FOA

Na Tabela 3.3 sdo apresentados os resultados obtidos na determinagao da CIM do 5-
FOA, correspondentes a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC mL™")
resultantes do cultivo de C. tropicalis em agar YPD contendo concentragdes crescentes de

5-FOA, apos diferentes tempos de incubagao.

Tabela 3.3 - Avaliagao do crescimento de C. tropicalis em agar YPD adicionado com concentragdes
crescentes de 5-FOA durante cultivo por 144h.

3 -1
Concentracdo 5-FOA (gL Concentragao celular (UFC mL™)

24 h 48 h 144 h
0 >10° >10° > 10°
0,2 <10 40 x 10! 44 x 10°
0,4 <10 <10 22 x 10!
0,6 <10 <10 30 x 10!
0,8 <10 <10 <10
1,0 <10 <10 <10

Fonte: Arquivo proprio

Verifica-se na Tabela 3.3 que o efeito inibitério do 5-FOA no crescimento da
levedura foi dependente do tempo de exposi¢ao, uma vez que o aumento do tempo de cultivo
até 144 h permitiu o crescimento da levedura em concentragdes até 0,6 gL-!. Por outro lado,
em concentragdes iguais ou acima de 0,8 gL"! houve efeito inibitorio independente do tempo

de cultivo. Portanto, estes resultados permitiram a adogio 0,8 gL' como CIM do 5-FOA
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para C. tropicalis cultivada em agar YPD. Destaca-se que esta mesma concentragdo de 5-
FOA foi empregada por Jeon et al. (2012) e Ahmad et al. (2012) nos meios de cultura para
selecdo de cepas transformantes de C. tropicalis. No caso de C. guilliermondii, Boretsky et
al. (2007) demonstraram um comportamento semelhante quando cultivada na presenca de
5-FOA, uma vez que cepas selvagens desta levedura foram capazes de tolerar até 0,4 gL'!
deste composto, sendo definida uma concentragdo de 1 gL*! para a utiliza¢do na sele¢do de

cepas auxotroficas para uridina.

3.3.2 Delegdo do gene ura3

A recombinacao homologa com cassetes construidos in vitro foi selecionada como
estratégia para dele¢ao do gene ura3 e, consequentemente, desenvolvimento de cepas de C.
tropicalis com auxotrofia para uridina. E importante mencionar que estudos com C.
tropicalis com propositos similares ao do presente trabalho empregaram a mutagénese
aleatoria, tanto quimica quanto fisica por exposicao a luz UV, para interromper ou minimizar
a expressao funcional do gene ura3 (HASS et al., 1990; KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006). No
presente trabalho, optou-se por ndo empregar a mutagénese aleatoéria com o intuito de evitar
que alteragdes nao identificadas no genoma da levedura pudessem eventualmente
representar influéncia negativa no crescimento e/ou desempenho da cepa transformada
(FONZI; IRWIN, 1993).

Assim, a técnica de recombinacao homologa foi inicialmente explorada para dele¢ao
do gene ura3 com um cassete composto por regides flanqueadoras 5’ (upstream) e 3’
(downstream) do gene de 1 kb cada uma. O cassete de delecdo, denominado cURA3, foi
montado in vitro mediante a técnica de Gibson Assembly, conforme esquema da Figura 3.3,
e amplificado por PCR. A técnica de Gibson Assembly é baseada na presenca de sequéncias
de homologia entre os fragmentos adjacentes, as quais foram criadas a partir da inclusao de
cauda poliA (10 nucleotideos) na sequencia iniciadora upstream reverse e cauda poliT (10
nucleotideos) na sequéncia iniciadora downstream forward, conforme Tabela 3.1. A
utilizacdo de caudas poliA e poliT foi fundamentada na possibilidade de utilizar os

fragmentos amplificados na construcdo de diversos cassetes conforme fosse requerido.
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Figura 3.3 - Esquema da construgdo do cassete de delecdo cURA3 e transformagdo de C. tropicalis
—[ Upstream URA3 I ura3 I Downstream URA3 ]— Genoma Candida tropicalis
AAA..

l Amplificagdo por PCR
[ Upstream URA3 H H Downstream URA3 ]

| 1° Gibson Assembly

[ Upstream URA3 H + F[ Downstream URA3 ]

|

[ Upstream URA3 H Downstream URA3 ] Cassete cURA3

1° transformagéao

4[ Upstream URA3 I ura3 I Downstream URA3 ]— Genoma C. tropicalis (Alelo 1)

1 Recombinagao homoéloga forgada pelo cultivo em presenga de 5-FOA

4[ Upstream URA3 H Downstream URA3 Genoma C. fropicalis
\

transformante (Alelo 1)

J

Y
Verificag&o genotipica

Upstream URA3: regido upstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos antes da trinca de inicio do gene
(1 kb); Downstream URA3: regido downstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos apds a trinca de
parada do gene (1 kb). ura3: regido codificante do gene ura3.
Fonte: Arquivo proprio

Para construgdo do cassete de delecdo cURA3, foi necessario a extragao de gDNA
de C. tropicalis, amplificagdo dos fragmentos por PCR e montagem dos mesmos.
Primeiramente, quanto a extragdo do gDNA o de C. tropicalis, é na Figura 3.4 apresentada
a eletroforese em gel de agarose realizada para avaliagdo da qualidade do gDNA extraido.
A visualizacdo de bandas unicas de alta massa molar permitiu considerar que o método de
extragdo foi adequado para a obtengdo de gDNA integro e sem evidéncias de contaminagao
por RNA. A partir deste resultado foi inferido que o gDNA extraido apresenta qualidade
suficiente para ser utilizado em subsequentes reagdes de amplificagdes das regides de
interesse. Além disto, como resultado da extragdo foi obtido em média 430 nguL"' de DNA.

Foi feita diluicao 1:2 do gDNA para realizagdo das atividades subsequentes.
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Figura 3.4 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) para analise da qualidade do DNA gendmico
extraido de C. tropicalis.

M: Marcador de peso molecular (250pb—10000pb) GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Linhas 1-3: gDNA.
Fonte: Arquivo proprio

Na Figura 3.5A sdo apresentados os produtos de amplificacio por PCR
correspondentes as regides flanqueadoras upstream e downstream do gene ura3 de C.
tropicalis (1 kb cada regiao) (linhas 1 e 2, respectivamente), e a regido total contendo o gene
(2,8 kb) (linhas 3 e 4), correspondente as duas regides flanqueadoras de 1 kb e a regido
codificante do gene ura3 de 0,8 kb. Na Figura 3.5B ¢ apresentado o produto de PCR do
cassete construido por montagem das regides flanqueadoras do gene ura3, correspondente a

uma banda de 2 kb.

Figura 3.5 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) mostrando os produtos de PCR correspondentes
a amplificagdo das regides flanqueadoras do gene ura3 de C. tropicalis e do cassete cCURA3.

M: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder 1 kb.

A) Linha 1: upstream do gene ura3 (1 kb); Linha 2: downstream do gene ura3 (1 kb); Linhas 3-4: Regido
entre upstream e downstream do gene ura3 (2,8 kb).

B) Linha 1: Cassete cURA3, correspondente a montagem das regides upstream e downstream do gene ura3
(2 kb).

Fonte: Arquivo proprio
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O cassete cURA3 foi utilizado na avaliagdo de dois possiveis métodos de
transformagdo da levedura. Inicialmente foi utilizado o método quimico baseado no
protocolo de Tripp et al. (2013), denominado DMSO-based protocol, € similar ao empregado
por Ko, Kim, J. e Kim, J.H. (2006) para transformagdo de C. tropicalis. Apesar que este
método ja foi indicado como um dos mais simples e eficientes, no presente trabalho este nao
se mostrou eficaz, uma vez que ndo houve crescimento de colonias apds 120 h de cultivo no
meio agar YPD suplementado com uracila (5 mM), uridina (10 mM), sorbitol (1 M) e 5-
FOA (1,0 gL''). Em sequéncia, a metodologia de eletroporagdo foi avaliada para
transformagao de C. tropicalis, a qual resultou no crescimento de colonias isoladas apds de
72 h de cultivo no mesmo meio. O crescimento de colonias no meio de selecao contendo 5-
FOA em concentragdo superior ao CIM (0,8 gL-") sugeriu a possivel delecdo do gene ura3,
uma vez que a proteina orotidina 5’-fosfato descarboxilase codificada por este gene,
converte o 5-FOA a fluorodeoxiuridina, composto toxico para a célula, impedindo seu
crescimento.

Para verificagdo genotipica da transformagdo, 10 das coldnias crescidas apos a
eletroporacao foram selecionadas e cultivadas em caldo YPD suplementado com uracila (5
mM), uridina (10 mM) e 5-FOA (1,0 gL'!). Apenas 3 (denominadas cepas 1, 7 € 10) das 10
coldnias selecionadas apresentaram crescimento satisfatorio neste meio, sendo possivel
prosseguir a verificagdo genotipica. Esta atividade foi realizada mediante extragdo do gDNA
e amplificagdo da regido compreendida pelas regides flanqueadoras do gene ura3. Na Figura
3.6A ¢ possivel verificar a obtengdo de bandas de aproximadamente 2,8 kb nas cepas
transformantes e na cepa selvagem, tamanho correspondente a 1 kb de cada regido
flanqueadora e 0,8 kb da regido codificante do gene. Com o intuito de confirmar a presenga
do ura3, foram utilizadas sequéncias iniciadoras especialmente desenhadas para amplificar
a regido compreendida entre o promotor e o terminador do gene (aproximadamente 1,5 kb),
cujos produtos de PCR sdo apresentados na Figura 3.6B. A obten¢do de produtos de PCR
correspondentes ao tamanho aproximado da regido confirma a presenca do gene ura3 nas

colonias transformantes selecionadas.
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Figura 3.6 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do PCR para verificagdo da presenga do gene
ura3 em em cepas transformantes de C. tropicalis.

M: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder 1 kb.

A) Regido entre upstream e downstream do gene ura3 (2,8 kb): Linha 1: C. tropicalis selvagem; Linha 2:
Cepa transformante 1; Linha 3: Cepa transformante 7; Linha 4: Cepa transformante 10.

B) Gene ura3 (1,5 kb): Linha 1: C. tropicalis selvagem; Linha 2: Cepa transformante 1; Linha 3: Cepa
transformante 7; Linha 4: Cepa transformante 10.

Fonte: Arquivo proprio

A presencga do gene ura3 no genoma dos transformantes selecionados e a capacidade
de crescimento destas no meio de cultura suplementado com 5-FOA pode ser justificada
pelo fato de C. tropicalis ser uma levedura diploide, o que implica a presenga de dois alelos
do gene (HASS et al., 1990; FONZI; IRWIN, 1993; WILSON et al., 2000). A etapa de
transformagao realizada possivelmente pode ter causado a dele¢do de apenas um dos alelos,
o que resultaria na diminui¢do no nimero de RNA mensageiros do gene de forma a permitir
o crescimento na presenca de 5-FOA, porém a presenca de um dos alelos no genoma
continua sendo detectada pela sua amplificagdo pelas sequéncias iniciadoras
correspondentes. Uma ferramenta para comprovar esta hipdtese poderia ser a comparagao
da expressao do gene ura3 das cepas transformantes e a selvagem através da avaliacao do
cDNA por PCR de tempo real (RT-PCR).

Considerando os resultados obtidos a partir da verificagdo genotipica, experimentos
foram realizados para verificacdo fenotipica mais completa das cepas transformantes em
comparacgdo com a cepa selvagem, quanto a capacidade destas para crescer na auséncia de
uracila e uridina e na presenca de 5-FOA, inclusive em concentragdo superior a testada
anteriormente. Neste teste foram empregados meios de cultura com glicose como fonte de
carbono, mas sendo um deles complexo, como o YPD, um definido baseado na utilizacao
de Yeast Nitrogen Base com aminodcidos, € um meio minimo sem fontes organicas de
nitrogénio. Na Tabela 3.4 sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos de

avaliacao fenotipica das cepas transformantes e comparagdo com a selvagem.
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Tabela 3.4 - Verificagao fenotipica das cepas transformantes para dele¢do do gene ura3 e comparagdo
com a cepa selvagem de C. tropicalis

Suplementacio Cepa / Tempo (h)
Meio Uracila Uridina 5-FOA Cepa 1 Cepa 7 Cepa 10 Cepa selvagem
(mM) (mM) (gL") | 24 48 72 |24 48 72 |24 48 T2 |24 48 T2
0 0 0 ++ A |+ | | e
0 0 1 R o o e o N S o o S o o ol I S o o S o e o I - -
YFD 5 10 1 e I o T S e e e o ol A S o S o o - -
5 10 1,5 e T S o e R e - -
0 0 A |+ | | e
YNB 0 1 - - - - - - - - - - - -
5 10 1 - + ++ | - - + - - - - - -
5 10 1,5 - - - - - - - - - - - -
0 0 - + + |-+ + |- o+ + + o+ ++
0 1 - - + - - + - - + - - -
MM
5 10 1 - - + - - + - - + - - -
5 10 1,5 - - - - - - - - - - - -

Fonte: Arquivo proprio

Primeiramente, constata-se na Tabela 3.4 que algumas das cepas transformantes
apresentaram capacidade de crescer na auséncia de uracila e uridina, sendo que a intensidade
de crescimento dependeu da composicao do meio empregado, da concentragao de 5-FOA e
o tempo de cultivo. Ao mesmo tempo, verifica-se nesta tabela que a capacidade de
crescimento das cepas transformantes na presenga de 5-FOA variou em fungdo da
concentracdo deste, da composicdo do meio e do tempo de cultivo. Diferentemente dos
transformantes, a cepa selvagem foi incapaz de crescer nos meios suplementados com 5-
FOA em concentra¢des acima da CIM determinado previamente (0,8 gL'!), independente da
composi¢dao do meio.

Observa-se ainda na Tabela 3.4 que o cultivo das cepas transformantes no meio
YPD, o qual apresenta fontes nutricionais organicas complexas (extrato de levedura e
peptona), resultou em crescimento na auséncia de uracila e uridina e em presenca de 5-FOA.
No entanto, o aumento da concentragdo de 5-FOA de 1,0 gL! para 1,5 gL' causou um
crescimento mais lento. J4 no meio YNB, o qual ¢ composto por concentracdes definidas de
aminoacidos, vitaminas, sais minerais e sulfato de amonio como fonte inorganica de
nitrogénio, houve crescimento em auséncia de uracila e uridina apenas quando o 5-FOA nao
foi adicionado ao meio. Na presenca de 5-FOA, a capacidade de crescimento das cepas
transformantes foi menor no meio YNB em comparacdo ao meio YPD, sendo evidente

apenas apds 48 h no caso da cepa 1 e de 72 h nas cepas 7 e 10 (Tabela 3.4). Nenhuma das
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cepas foi capaz de crescer no meio YNB suplementado com 1,5 gL' de 5-FOA. Por fim, no
meio minimo (MM), o qual foi composto apenas por sulfato de amonio como fonte
inorganica de nitrogénio e por cloreto de célcio, a capacidade de crescimento foi
consideravelmente reduzida, inclusive da cepa selvagem em auséncia de 5-FOA. No entanto,
as cepas transformantes foram capazes de crescer na auséncia de uracila e uridina mesmo na
presenca de 5-FOA (1 gL!), resultado que é diferente do obtido no meio YNB e similar ao
meio YPD. O aumento na concentragio de 5-FOA a 1,5 gL' no meio MM inibiu
completamente o crescimento das cepas transformantes, similar ao encontrado no meio YNB
e diferente do meio YPD.

Assim, com base nos resultados obtidos de verificagdo fenotipica das cepas
transformantes, pode ser inferido que a transformag¢ao com o cassete de delecao do gene
ura3 causou uma modificacdo genotipica da levedura. Possivelmente a delecao pode ter
ocorrido em um dos alelos do gene, a qual causou uma alteragao fenotipica que promoveu a
capacidade de crescimento da levedura na presenca de 5S-FOA em concentragdes superiores
ao CIM. Entretanto, tal alteragao fenotipica nao resultou na auxotrofia para uridina e uracila,
uma vez que as cepas transformantes foram capazes de crescer na auséncia destes
compostos. Além disso, os resultados indicam que o meio YPD propiciou o crescimento da
levedura em presenca de 5-FOA e auséncia de uracila e uridina, sendo, portanto,
inapropriado para a selecdo dos transformantes. Portanto, nas atividades posteriores foi feita
a substituicdo do meio YPD pelo YNB. Para tanto, determinou-se a CIM de 5-FOA para C.
tropicalis em meio YNB, a qual foi definido em 0,8 gL', correspondente a concentragdo
encontrada previamente quando para cultivos em meio YPD.

E importante mencionar ainda que ja foi reportado o isolamento em meio YNB de
cepas selvagens de M. guilliermondii resistentes a 5-FOA (1 gL'") que ndo apresentaram
auxotrofia a uracila (BORETSKY et al., 2007). Estes autores relacionaram este fato com a
existéncia de um sistema ativado de biossintese de pirimidinas. Foi j& também relatado que
células de C. tropicalis que resistem niveis toxicos de 5-FOA pode ser por defeitos no
sistema de transporte deste composto ou outros mecanismos que reduzem sua efetividade

(HENKEL RESEARCH CORPORATION, 1993).
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3.3.3 Delegdo do segundo alelo do gene ura3 e super expressdao da XR

Com base nos resultados prévios, os transformantes obtidos (cepas 1, 7 e 10) foram
considerados inapropriados para serem utilizados nas etapas subsequentes de modificacao
genética propostas no presente trabalho, uma vez que a marca auxotrofica para uracila e
uridina nao foi obtida com sucesso. Assim, considerou-se a possibilidade de submeter as
cepas obtidas a uma segunda etapa de transformacao, com o intuito de deletar o segundo
alelo do gene ura3. Para tanto, foi definida a utilizacdo de um cassete diferente ao cURA3
empregado na primeira transformagdo, o qual foi denominado pXR e composto pelo
pGAPDH e a regido codificante e terminadora do gene xyl//, que codifica a enzima XR,
flanqueados pelas regides upstream e downstream do gene ura3, conforme esquema da
Figura 3.7. Desta forma, esperava-se que o segundo alelo do gene ura3 fosse substituido
com o gene xy/l sob controle do pGAPDH, considerando que a super expressao da XR ¢
uma das estratégias de engenharia da via metabolica propostas no presente projeto para

melhoria da conversdo de xilose em xilitol por C. tropicalis.

Figura 3.7 - Esquema da transformagdo de C. tropicalis para delegdo do gene ura3 e super expressao
da XR com o cassete pXR.

—{ Upstream URA3 1 ura3 I Dovzr;:\r?’eam ]— Genoma Candida tropicalis

l 20 transformacao

[ Upstream URA3 F{ pGAPDH H xyll +T H Doman;;r:am ] Cassete pXR

1 Recombinagdo homologa forgada pelo cultivo em presenga de 5-FOA
Downstream Genoma C. tropicalis
—{ vmmamonss || H H
petream PGAPDH Xl +T URA3 transformante (1 alelo)

{ J

Y
Verificagao genotipica

Upstream URA3: regido upstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos antes da trinca de inicio do gene
(1 kb); pGAPDH: promotor do gene gapdh (1,1 kb); xyll + T: regido codificante e terminadora do gene xy//
(1,58 kb); Downstream URA3: regido downstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos apds a trinca de
parada do gene (1 kb). ura3: regido codificante do gene ura3.

Fonte: Arquivo proprio

O cassete pXR foi construido por montagem sequencial dos fragmentos amplificados
por PCR mediante a técnica Gibson Assembly, conforme apresentado no esquema da Figura
3.8. Assim como indicado na construcao do cassete cURA3 (Figura 3.3), foram aproveitadas
regides de homologia poliA e poliT inseridas nas regides 3" e 5°, respectivamente, de

fragmentos adjacentes, para realizagio da montagem. E importante destacar que a
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construgdo do cassete pXR representou um desafio maior que o do cURA3, uma vez que
neste caso foram utilizados um maior nimero de fragmentos na montagem (4) e resultou em
um cassete de maior tamanho (4,7 kb). A este respeito, € importante mencionar que a
eficiéncia da técnica de Gibson Assembly diminui em fungdo do nimero de fragmentos a
serem montados e o tamanho da constru¢ao (NEW ENGLAND BIOLABS, 2018), apesar
que ja foi demonstrada sua utilidade para a montagem de cassetes com tamanhos de até

aproximadamente 583 kb (GIBSON et al., 2009).

Figura 3.8 - Esquema da construgdo do cassete pXR por montagem sequencial dos fragmentos.

Genoma Candida tropicalis
A

I |
—[ Upstream URA3 I ura3 I DOWRSHTEGRIN) PGAPDH  —------- — xyll+T
URA3
AAA... AAA...

l Amplificacdo por PCR

(oo 1] ([ sewn 1] [ ower [
S I O s ST

| 1° Gibson Assembly

[ Upstream URA3 H + H pGAPDH H H xyll +T H + H Dovm:;r;am ]

l 20 Gibson Assembly

D t
[ Upstream URA3 l:[ pGAPDH H + H xyll +T }j ovzl; Ar:am ]

| cassete pXR
Downstream
Upstream URA3 H H }:[ ]
[ Ipstream pGAPDH xyll1 +T URA3

Upstream URA3: regido upstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos antes da trinca de inicio do gene
(1 kb); pGAPDH: promotor do gene gapdh (1,1 kb); xyll + T: regido codificante e terminadora do gene xy//
(1,58 kb); Downstream URA3: regido downstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos apds a trinca de
parada do gene (1 kb).

Fonte: Arquivo proprio

Na Figura 3.9 sdo apresentados os resultados da constru¢do sequencial do cassete
pXR, correspondente a amplificacdo e montagem sequencial dos fragmentos. Conforme
indicado no item 3.2.1.7, apos a reacao de Gibson, o produto desta foi utilizado como
template para reagao de PCR com o intuito de amplificar o fragmento montado usando as
sequéncias iniciadoras correspondentes. Como pode ser observado na Figura 3.9B, linhas 1-
3 e 4-6, o PCR resultou na amplificagdo nao s6 do fragmento de interesse, mas também de
fragmentos interferentes ndo identificados de diversos tamanhos. Estes fragmentos
interferentes poderiam corresponder a reacdes de montagem e/ou de amplificagdo nao
especificas, derivadas da presenca de contaminantes como sequéncias iniciadoras ou

inclusive fragmentos ndo montados. Adicionalmente, foi considerado que o emprego de
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caudas poliA e poliT como regides de homologia entre fragmentos adjacentes para a reacao

de Gibson poderia favorecer a amplificacdo dos produtos inespecificos na reacao de PCR.

Figura 3.9 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) dos fragmentos e montagens sequenciais para
construgdo do cassete de delecdo pXR.

M1: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder 1 Kb plus

A) Linha 1: upstream do gene ura3; Linha 2: downstream do gene ura3; Linha 3: pPGAPDH; Linha 4: gene
xyll.

B) Linhas 1-3: Montagem do upstream do gene ura3 e pGAPDH; Linhas 4-6: Montagem do gene xy// e
downstream do gene ura3.

C) Linhas 1-3: Cassete pXR completo.

D) Linha 1: Purificagdo da montagem do upstream do gene ura3 e pGAPDH; Linha 2: Purificacdo da
montagem do gene xyl! e downstream do gene ura3.

E) Linha 1: Purificagdo do cassete pXR completo; Linha 2: Tentativa de amplificacdo do cassete pXR apods
purificagdo.

Fonte: Arquivo proprio

Com o intuito de eliminar os produtos interferentes amplificados, foi empregado o
Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System® para purificar o fragmento de interesse a
partir da banda correspondente no gel de eletroforese, conforme apresentado no item 3.2.1.6.
Entretanto, a purificagdo foi considerada nao satisfatoria, uma vez que o emprego dos

fragmentos purificados (Figura 3.9D, linhas 1 e 2, e E linha 1) como femplate para
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amplificacdo por PCR ou para reacdo de Gibson nao permitiu resultados positivos nestes
procedimentos, conforme apresentado na Figura 3.9E linha 2.

Ainda com o objetivo de reduzir a amplificagdo de fragmentos interferentes, foi
avaliada também a modificacdo de condi¢des de PCR para amplificacdo do produto da
reacdo de Gibson, quanto a concentracao do femplate e a temperatura e tempo de extensao.
A aplicagdo destas alteragcdes nao modificou o perfil de amplificacdo, mantendo a presenga
de fragmentos inespecificos. Foram também feitos controle das reacdes de PCR a partir da
utilizacao do Master Mix sem template, sendo verificada a auséncia de bandas apds PCR e
eletroforese, demonstrando que os fragmentos ndo especificos nao correspondiam a
contaminacgdo das reacdes de PCR. Assim, o cassete pXR completo foi construido a partir
de fragmentos montados com presenca de bandas interferentes (Figura 3.9B). O produto de
PCR do cassete pXR completo apresentou também fragmentos interferentes, além daquele
correspondente ao tamanho de interesse (4,7 kb), conforme apresentado na Figura 3.9C.

A cepa 1, previamente transformada, foi selecionada como hospedeira para a
transformagdo por eletroporacdo com emprego do cassete pXR. Conforme mencionado
previamente (final do item 3.3.2), o meio YPD foi substituido pelo meio YNB, o qual foi
suplementado com uracila (5 mM), uridina (10 mM), sorbitol (1 M) e 5-FOA (1 gL"), para
selecdo das colonias transformantes. As placas inoculadas com o produto da transformagao
da levedura apresentaram crescimento massivo apos 48 h, no entanto, foi possivel a sele¢ao
de 4 colonias isoladas. A partir destas colonias foi realizada a verificagdo genotipica da

transformagao, cujos resultados sao apresentados na Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Verificagdo genotipica da transformagdo da cepa 1 de C. tropicalis para delegdo do
segundo alelo do gene ura3 e inser¢do da construcado pGAPDH-xyl].

M1: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder 1 Kb plus

Linha 1: Gene ura3 em C. tropicalis selvagem; Linhas 2-5: Gene ura3 nas cepas transformantes; Linha 6:
Construcdo pGAPDH-xyll em C. tropicalis selvagem; Linhas 7-10: Construgdo pGAPDH-xy// nas cepas
transformantes; Linha 11: Regido entre upstream e downstream do gene ura3 em C. tropicalis selvagem;
Linhas 12-14: Regido entre upstream e downstream do gene ura3 nas cepas transformantes.

Fonte: Arquivo proprio

A verificagdo genotipica correspondeu a amplificacdo da regido codificante e
terminador do gene ura3, da construcao constituida pelo pGAPDH e a regido codificante e
terminador do xy//, e da regido completa compreendida pelas regides upstream e
downstream do gene ura3 (Figura 3.10). Os resultados obtidos demonstraram a presenga do
gene ura3 nas cepas transformantes, tanto pela amplificacdo especifica do gene com
tamanho proximo a 1,5 kb (linhas 2-5 da Figura 3.10), bem como pela amplificacao de
fragmentos de 2,8 kb na regido compreendida pelas regides upstream e downstream (linhas
12-14 da Figura 3.10). Adicionalmente, ndo houve amplificacdo da constru¢ao do pPGAPDH
e o xyll (linhas 7-10 da Figura 3.10) nas cepas transformantes. Assim, apesar do crescimento
das colonias na presenga de 5-FOA, a transformacao foi considerada insatisfatoria.

Diversas alternativas podem ser consideradas para explicar os resultados obtidos nas
estratégias empregadas para transformacgdo de C. tropicalis. Primeiramente, ¢ possivel que
a transformacao da cepa 1 tenha sido ineficiente no que se refere a inser¢ao do cassete de
delecao pXR na célula e/ou sua integracao no /ocus do gene ura3. Uma das possibilidades a
este respeito € a utilizagdo do cassete pXR nao purificado. Pode ser também considerado que
a eficiéncia da transformagao também esta relacionada com o sitio de integragdo do cassete
no genoma da levedura, uma vez que esta pode acontecer de forma homologa, isto €, no
locus de interesse determinado pelas regides de homologia incluidas no cassete, ou de forma
nao-homologa ou ilegitima (Non-homologous End Joining — NHEJ), na qual a integracao

ocorre de maneira aleatoria (KLINNER; SCHAFER, 2004; JANG et al., 2018). No caso de
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C. tropicalis, Mancera et al. (2019) reportaram que a integracdo homodloga do cassete no
locus alvo foi eficiente quando usadas regides de homologia de tamanho de
aproximadamente 900 pb, enquanto que a NHEJ era dominante quando estas regides eram
curtas (65 pb). Previamente, Klinner e Schafer (2004) relataram que a eficiéncia de
integragdo homologa em C. tropicalis aumentava proporcionalmente com o incremento do
tamanho das regides de homologia. Assim, € possivel considerar que a probabilidade de
ocorrer integracao homologa do cassete testado no presente trabalho seria maior do que a de
nao homodloga, uma vez que foram usadas regidoes de 1000 pb.

Uma segunda alternativa para a ndo verificacdo da dele¢ao do gene ura3 pode ser
considerada assumindo que a integragdo homologa do cassete pXR ocorreu efetivamente,
porém este poderia ter sido integrado tanto no /ocus do segundo alelo ainda nao modificado
bem como no primeiro j& modificado na primeira transformagao. Caso isto tivesse ocorrido,
esperava-se que a constru¢do pGAPDH-xy// pudesse ser amplificada a partir do gDNA das
transformantes, o qual ndo foi possivel, conforme mencionado anteriormente. Assim, ¢
possivel considerar que a existéncia naturalmente no genoma de C. tropicalis de sitios ndo
proximos de anelamento para as sequéncias iniciadoras empregadas nesse teste (pPGAPDH
forward e xyll reverse) poderia resultar em resultados falsos negativos durante a
amplificacdao da construcao de interesse. A este respeito, ¢ importante destacar que Fonzi e
Irwin (1993) relataram que, para a deteccdo por PCR de fragmentos recombinantes
derivados de eventos de integragdo homologa de baixa frequéncia, sequéncias iniciadoras
especificas para uma regido encontrada apenas no vetor € outra para o locus alvo da
integracdo poderiam ser empregadas, de forma que a amplificacdo fosse positiva so se
houvesse integragdo efetiva do DNA transformante, o que faz com que as regides a serem
amplificadas fiquem proximas.

Caso a integragao do cassete pXR tivesse sido positiva, pode ser considerado também
que o meio empregado para selecdo poderia ndo ter exercido pressdo suficiente para
promover o crescimento apenas das células cujos dois alelos fossem modificados. Isto
poderia ser devido a uma concentragdo de 5-FOA nao apropriada considerando que a cepa
hospedeira previamente transformada ja era capaz de crescer na presenca de 1 gL' deste
composto no meio YNB, produto da primeira transformacdo realizada com o cassete
cURA3, conforme apresentado na Tabela 3.4. Foi considerado também que a composi¢ao
nutricional do meio YNB ndo estaria favorecendo o processo de selecao das cepas

transformantes com auxotrofia a uracila. A este respeito, na literatura relacionada com o
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presente trabalho ¢ convencionalmente empregado o YNB (Yeast Nitrogen Base), porém,
sem adi¢do de aminodcidos, correspondente apenas a vitaminas, sais minerais e sulfato de
amonio (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; JEON et al., 2012; AHMAD et al., 2012). Assim,
optou-se pela utilizagdo do meio YNB sem aminoacidos (YNBs) na etapa de cultivo para
selecdo de transformantes. Foi realizada a determinagdo do CIM de 5-FOA para a cepa
selvagem de C. tropicalis, encontrando-se inibi¢do do crescimento com uma concentracao
de 0,6 gL', a qual é menor a determinada para os meios YPD e YNB (0,8 gL!).

Com base nos resultados obtidos e consideragcdes apresentadas, uma estratégia
adicional foi sugerida para a transformacao da cepa 1 de C. tropicalis com aproveitamento
do cassete pXR ja construido. Neste caso foi considerada a eliminagdo dos fragmentos
interferentes nao especificos do produto de PCR mediante purificagdo da banda no gel de
eletroforese correspondente ao produto de interesse. A este respeito, € importante indicar
que a utiliza¢ao do fragmento purificado correspondente ao tamanho esperado para o cassete
pXR como template para PCR ndo resultou em amplificacdo positiva, no entanto, decidiu-
se testar sua utilidade na transformagdo da cepa 1. Paralelamente, o cassete pXR ndo
purificado foi novamente empregado para transformacao da levedura. Além disso, a cepa
selvagem de C. tropicalis foi utilizada como hospedeira da transformacdo com o cassete
pXR ndo purificado com o intuito de comparar o resultado com o da cepa 1.

Apresentou-se crescimento massivo nas placas de transformacao da cepa 1,
independente do emprego do cassete pXR purificado ou nao, ndo sendo possivel a selegdao
de coldnias isoladas. Portanto, cultivos de isolamento por esgotamento foram realizados no
mesmo meio. Entretanto, neste caso o crescimento foi reduzido, sendo possivel apenas a
selecdo de uma coldnia isolada da cepa 1 transformada com o cassete pXR purificado para
verificacdo genotipica. J4 no caso da transformagdo da cepa selvagem de C. tropicalis com
o cassete pXR ndo purificado, o crescimento foi verificado apenas ap6s 144 h de cultivo,
sendo selecionada 1 colonia isolada para a verificagdo genotipica, a qual foi denominada
cepa Al.

Na Figura 3.11A sdo apresentados os resultados da verificagao genotipica das cepas
transformantes 1 e Al (derivada da cepa selvagem), a qual foi realizada da mesma forma
que na transformacdo anterior, ou seja, mediante amplificacdo da regido codificante e
terminador do gene ura3 (Figura 3.11A), da regido completa compreendida pelas regides
upstream e downstream do gene ura3 (Figura 3.11B), e da construgdo constituida pelo

pGAPDH e a regido codificante e terminador do xy// (Figura 3.11C).
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Figura 3.11 - Verifica¢do genotipica da segunda transformacao da cepa 1 de C. tropicalis e da cepa
selvagem (A1) para dele¢do do gene ura3 ¢ inser¢do da construgdo pGAPDH-xy/1.

M: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder 1 Kb plus

A) Linha 1: Gene ura3 em C. tropicalis selvagem; Linha 2: Gene ura3 na cepa transformante 1; Linha 3:
Gene ura3 na cepa transformante Al.

B) Linha 1: Regido entre upstream e downstream do gene ura3 em C. tropicalis selvagem; Linha 2: Regido
entre upstream e downstream do gene ura3 na cepa transformante 1; Linha 3: Regido entre upstream e
downstream do gene ura3 na cepa transformante Al.

Fonte: Arquivo proprio

Similar ao constatado nas transformagdes prévias, os resultados na Figura 9 indicam
a presenca do gene ura3 no genoma das cepas transformados (Figura 3.11A e B), bem como
a auséncia da construcio pGAPDH-xy/l (Figura 3.11C). Assim, as estratégias
implementadas para constru¢ao de uma cepa de C. tropicalis auxotréfica a uracila mediante
delecdo do gene ura3 ndo foram satisfatorias. Entretanto, considera-se a possibilidade de
que um dos alelos do gene tenha sido deletado, afetando a expressao do mesmo de forma a
causar a modificacdo fenotipica que permitiu o crescimento na presenga de 5-FOA em
concentracoes superiores ao CIM.

Baseado nos resultados obtidos nas transformagoes realizadas, nas consideracoes
feitas previamente, e na revisdo aprofundada da literatura relacionada, na Tabela 3.5 sdo
elencadas as possiveis causas para os resultados nao satisfatorios de transformacao e as agoes
para contornar esses problemas. Com base nas acdes indicadas nesta tabela, implementou-
se a estratégia de delecdo sequencial dos alelos do gene ura3 e super expressao das enzimas

G6PDH e da XR.
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Tabela 3.5 - Possiveis causas para resultados ndo satisfatorios de transformagao de C. tropicalis para
dele¢do do gene ura3 ¢ agdes adotadas para contorna-las.

Causa

Acio

Uso de cassetes de delecdo ndo satisfatoriamente
purificados, isto é, com presenca de fragmentos nao
especificos. Esta ocorréncia pode estar relacionada
com a utilizagdo de regides de homologia ndo
especificas baseadas em caudas poliA e poliT.

Adopcao de regides de homologia especificas de 15-
20 nucleotideos entre fragmentos adjacentes para
construgdo do cassete. Para tanto, sequéncias de 15-
20 nucleotideos iguais a regido 3’ de um fragmento
foram incluidos na sequéncia iniciadora forward do
fragmento adjacente, conforme esquema apresentado
na Figura 3.13.

Adicionalmente, aprimorou-se o protocolo de
purificacdo de bandas de interesse no gel de
eletroforese, com base na literatura, resultando na
defini¢do do protocolo modificado apresentado no
item 3.2.1.6.

Emprego de quantidades insuficientes de DNA
transformante, uma vez que nas transformagdes
realizadas foi possivel utilizar em média 0,8 pg,
sendo que em protocolos de eletroporagdo ¢
sugerido convencionalmente o emprego de no
minimo 1 pg (KLINNER; SCHAFER, 2004;
MANCERA et al., 2019).

Realizagdo de maior numero de reagdes de
amplificagdo do cassete completo ¢ purificado, de
forma a acumular quantidade de DNA transformante
de no minimo 1 pg no preparo da eletroporagdo,
baseado no trabalho de Mancera et al. (2019) com C.
tropicalis ¢ a revisdo de Klinner e Schafer (2004).

Eficiéncia ndo satisfatoria de eletroporagdo, o que
poderia estar relacionado com o emprego de
condigdes pré-estabelecidas no equipamento para
Candida albicans ¢ ndo para C. tropicalis;

Adogdo das condi¢des de eletroporagdo otimizadas
para C. tropicalis por Rohrer e Picattagio (1992).

Numero insuficiente de colonias isoladas
selecionadas para verificagdo genotipica e
fenotipica, considerando uma possivel baixa
eficiéncia de transformagdo. Isto no caso dos
experimentos no qual houve crescimento massivo
ap06s a transformagéo.

Adogdo do protocolo de verificagdo genotipica de
cepas transformantes mediante PCR de colonia, de
forma a facilitar a avaliacdo de um maior nimero de
coldnias. Isto com o intuito de eliminar a necessidade
de cultivo liquido das coldnias isoladas para extragdo
de gDNA, o qual ¢ usado posteriormente como
template nas reagdes de PCR, procedimento laborioso
para fazer com um niimero elevado de coldnias.

Assumindo que houve integracdo eficaz do cassete
de delec@o empregado, esta pode ter acontecido no
mesmo /ocus ja previamente modificado, ou, caso
a integracdo se apresentasse também no /ocus ainda
ndo modificado, ndo foi possivel a selegdo de cepas
com delecdo dos dois alelos do gene ura3.

Emprego de dois cassetes diferentes para delegdo dos
dois alelos do gene wura3, conforme esquema
apresentado Figura 3.12. O desenho diferenciado dos
cassetes permite o direcionamento destes para regides
diferentes de recombinagdo homologa, de forma a
evitar a re-transformacdo do mesmo alelo com o
segundo cassete. Esta estratégia foi baseada nos
trabalhos de Ko, Kim, J. ¢ Kim, J.H. (2006) ¢ Jeon et
al. (2012).

Resultados falsos negativos quanto a verificagdo
genotipica por PCR da insercdo da construcao
pGAPDH-xyll. Mesmo se houve integragdo
homologa positiva desta construgdo no /locus
desejado, a amplificagio desta poderia ser
mascarada pela possibilidade que as sequéncias
iniciadoras empregadas anelassem nos locus do
pGADPH e do xy/l/ naturalmente existentes no
genoma da levedura.

Insercdo de uma sequéncia de DNA exogeno no
cassete de delecdo, conforme apresentado no esquema
da Figura 3.13. Esta sequéncia exdgena permite a
verificacdo genotipica da integracdo do cassete no
locus desejado sem a possibilidade de resultados
falsos negativos, uma vez que esta sequéncia seria
amplificada s6 no caso da integracdo positiva do
cassete (KO; KIM, J.; KIM, J.H., 2006; JEON et al.,
2012).

Meio de cultura ndo exerceu pressdo de selegdo
apropriada para favorecer o crescimento apenas das
células com dele¢do dos dois alelos do gene ura3.

Avaliagdo de concentragdes de 5-FOA até 4 vezes
maiores ao CIM determinado para o YNBs,
correspondente a 1,2, 1,8 € 2,4 gL\,

Fonte: Arquivo proprio
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3.3.4. Delegdo sequencial dos alelos do gene ura3 e super expressdao da G6PDH e

XR

Foram desenhados dois cassetes diferenciados para dele¢do sequencial dos dois
alelos do gene ura3 mediante substituicdo com os genes zwf, que codifica para a enzima
G6PDH, e xy/1, que codifica para a XR, respectivamente, € ambos sob controle do pGAPDH,
conforme apresentado na Figura 3.12. A principal diferenca dos dois cassetes correspondeu
ao sitio de integracdo no locus do gene ura3, desenhado com o intuito que na segunda
transformagao o alvo do cassete a ser empregado s6 fosse o alelo do gene wura3 nao
modificado durante a primeira transformagao. Para tanto, a regido no genoma entre as duas
sequéncias de homologia (Upstream-1 e Downstream-1 URA3) do primeiro cassete,
denominado pZWF, incluia ndo s6 o gene ura3, mas também as duas sequéncias de
homologia (Upstream-2 ¢ Downstream-2 URA3) do segundo cassete, denominado pXYL1
(Figura 3.12). A substituicao desta regido pela constru¢do no cassete pZWF implicaria a
eliminacdo das sequéncias de homologia do cassete pXYL1, o qual, portanto, poderia se
integrar apenas no alelo que permanecesse inalterado apos a primeira transformacao. Uma
estratégia similar foi empregada por Ko, Kim, J. e Kim, J.H. (2006) para a transformagao
sequencial dos dois alelos do gene xy/2 (que codifica a XDH) de C. tropicalis usando o

método de ura3-blasting, conforme apresentado na Figura 7A.
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Figura 3.12 - Esquema da estratégia para delecdo sequencial dos alelos do gene ura3 e super
expressdo da G6PDH e da XR.

Upstream-1 URA3 Upstream-2 URA3 I ura3 I Downstream-2 URA3 BT =T s MV LV

Upstream-1 URA3 Upstream-2 URA3 I ura3 I Downstream-2 URA3

Genoma C. tropicalis Alelo 2

Downstream-1 URA3

Genoma C. tropicalis Alelo 1

Primeira transformagéao

Upstream-1 URA3 hig I pPGAPDH I zwf+T Downstream-1 URA3 Cassete pZWF

Verificagdo genotipica
A

[ 1
—

l Recombinagéo homdloga forgada pelo cultivo em presenga de 5-FOA

1 sowon | wper e
Upstream 1 URA3 Upstream-2 URA3 ura3 Downstream -2 URA3 Downstream 1 URA3 Genoma C. tropicalis Alelo 2
%egunda transforM
Upstream-2 URA3 PGAPDH xyl1+T Dawnstream -2 URA3 Cassete pXYL1

Verificagdo genotipica
1
r \

) Genoma C. tropicalis
—. Upstream-2 URA3 I hig I pGAPDH I xyll1 +T I Downstream-2 URA3 .— transformante Klelo 2
TR o | vown | et caromec ot

Upstream-1 URAS3: regido upstream do gene ura3 entre 1000 e 2000 nucleotideos antes da trinca de inicio do
gene (1 kb); Upstream-2 URA3: regido upstream do gene ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos antes da trinca de
inicio do gene (1 kb); hig: Fragmento parcial do gene higromicina (0,5 kb); pGAPDH: promotor do gene
gapdh (1,5 kb); zwf + T: regido codificante e terminadora do gene zwf (2 kb); xpl1 + T: regido codificante e
terminadora do gene xy// (1,58 kb); Downstream-1 URA3: regido downstream do gene ura3 entre 1000 e
2000 nucleotideos apos a trinca de parada do gene (1 kb); Downstream-2 URAS3: regido downstream do gene
ura3 entre 1 e 1000 nucleotideos apds a trinca de parada do gene (1 kb).

Fonte: Arquivo proprio

l Recombinagdo homologa forgada pelo cultivo em presenga de 5-FOA

Nesta etapa inicialmente foi realizada a montagem do cassete pZWF para de delecao
do primeiro alelo do gene ura3 e super expressao da G6PDH. A construgdo do cassete
consistiu na amplificagdo dos fragmentos a partir do gDNA de C. tropicalis e a posterior
montagem dos mesmos pela técnica de Gibson Assembly, conforme esquematizado na
Figura 3.13. E importante destacar que no desenho dos dois cassetes a serem usados
sequencialmente, o pZWF e pXYLI, foi incluido um fragmento parcial de 0,5 kb do gene
de resisténcia a higromicina (4ig), o qual pode ser amplificado a partir do vetor pFC332
(NODVIG et al., 2015). Conforme mencionado na Tabela 3.5, este fragmento corresponde
a uma sequéncia exdgena nao existente naturalmente no genoma de C. tropicalis, pelo qual
pode ser utilizada para a verificagdao genotipica da integracao do cassete no sitio desejado no

genoma apos a transformacao.
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Figura 3.13 - Esquema da construcdo do cassete pZWF por montagem sequencial dos fragmentos.

Genoma Candida tropicalis Vetor pFC332
| L
I | T 1
Upstream-1 URA3 Downstream-1 URA3 ekl { PGAPDH ] ----- { wf+T ]— | —[ hig ]—
—_ — ...CAG—> -— —_— «— .CTGC

} Amplificagao por PCR

T ) (o) @~ )

1 Gibson Assembly (uma ou varias reagdes sequenciais)

Upstream-1 URA3 hig I pGAPDH [ wf+T Downstream-1 URA3 Cassete pZWF

Upstream-1 URAS3: regido upstream do gene ura3 entre 1000 e 2000 nucleotideos antes da trinca de inicio do
gene (1 kb); hig: Fragmento parcial do gene higromicina (0,5 kb); pGAPDH: promotor do gene gapdh (1,5
kb); zwf + T: regido codificante e terminadora do gene zwf (2 kb); Downstream-1 URA3: regido downstream
do gene ura3 entre 1000 e 2000 nucleotideos apds a trinca de parada do gene (1 kb).

Fonte: Arquivo proprio

A construgdo completa do cassete pZWF por montagem de todos os fragmentos
constituintes em uma Unica reagao de Gibson Assembly nao foi possivel. Este resultado pode
ser devido ao fato que as regides especificas de homologia entre os fragmentos adjacentes
eram de apenas 15-20 nucleotideos, sendo que o fabricante recomenda entre 30-40
nucleotideos quando a reacdo de Gibson ¢ feita com mais de 3 fragmentos (NEW
ENGLAND BIOLABS INC., 2018). Assim, foi realizado a montagem sequencial dos
fragmentos a partir de reacdes compostas por dois destes, sendo avaliados diferentes
caminhos, no que se refere a ordem de montagem dos fragmentos e a purificacdo dos
mesmos, conforme apresentado na Figura 3.14. A ordem em que os fragmentos sao
montados demostrou afetar a eficiéncia da reagdo de Gibson, assim como a qualidade dos
produtos obtidos, devido a presenga de fragmentos interferentes, principalmente quando pelo

menos um dos fragmentos a ser montado tinha tamanho igual ou maior a 3 kb.
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Figura 3.14 - Caminhos avaliados para a construc¢do do cassete pZWF.

A B
Upstream-1 N Downstream-1 Upstream-1 B l Downstream-1
e l hig ] [ [ pGAPDH ] [ [ zwf+ T ] l URA3 e hig PGAPDH zwf+T URA3
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hi APDH +T H 5
URA3 Y ] pa ] [ [ £ URA3 u”‘ljf::;" 2 hig ] [ [pGAPDH ] [ [ wf+T D°W'L'J‘r:f3"'" 2

1 Purificagdo e Gibson Assembly

1 Purificagdo e Gibson Assembly

Upstream-1 . Downstream-1
hig IPGAPDH ] [ [ wf+ T Upstream-1 hi ] G ° we T Downstream-1
URA3 Y C z URA3

1 Purificagdo e Gibson Assembly

Upstream-1 A Downstream-1
v ) pewon )@ (anrer

C D
Upstream-1 . Downstream-1 Upstream-1 . Downstream-1
hi APDH
URA3 l 9 ] [ [pG ] [ [ T ] l URA3 URA3 l hig ] [ [pGAPDH ] [ [ ichid ] l URA3

1 Purificagédo e Gibson Assembly 1 Purificagéo e Gibson Assembly
Upstream-1 B Downstream-1 Upstream-1 B Downstream-1
NI EZI
1 Gibson Assembly l Gibson Assembly
Upstream-1 B Downstream-1 Upstream-1 . Downstream-1
v Lo (e | | (R v | [ [
1 Gibson Assembly 1 Gibson Assembly

Upstream-1 . Downstream-1 Upst: -1 ) r -1
hi pstream: ; ownstream:
URA3 9 IPGA"D" I zwf+T ]0 URA3 URA hig I PGAPDH I wf+T URAs

1 Purificagédo e/ou Amplificagdo

\

Upstream-1 URAS3: regido upstream do gene ura3 entre 1000 e 2000 nucleotideos antes da trinca de inicio do
gene (1 kb); hig: Fragmento parcial do gene higromicina (0,5 kb); pGAPDH: promotor do gene gapdh (1,5
kb); zwf + T: regido codificante e terminadora do gene zwf (2 kb); Downstream-1 URA3: regido downstream
do gene ura3 entre 1000 e 2000 nucleotideos apods a trinca de parada do gene (1 kb).

Fonte: Arquivo proprio

O caminho apresentado no esquema da Figura 3.14D permitiu a montagem de todos
os fragmentos do cassete pZWF, conforme verificado na Figura 3.15, porém, a banda
correspondente ao tamanho esperado para este cassete (aproximadamente 6 kb) foi ténue em
comparagdo com outras bandas no gel, correspondentes a amplificagdes nao especificas
(Figura 3.15F). Nao foi possivel a purificacdo da banda de interesse, provavelmente pela
baixa concentragcdo deste fragmento no produto de PCR. A re-amplificagdo por PCR do
fragmento de interesse usando como template os produtos da reacao de Gibson ou da PCR
inicial também ndo teve resultados positivos. Assim, o cassete pZWF construido foi
considerado insatisfatorio, pelo qual nao foi possivel realizar a transformacao da levedura

seguindo a estratégia apresentada na Figura 3.12.
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Figura 3.15 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) dos fragmentos e montagens sequenciais para
construcgdo do cassete de delegdo pZWF.

123451

1+2

M1: Marcador de massa molar GeneRuler DNA Ladder 1 kb

M2: Marcador de massa molar GeneRuler DNA Ladder 1 kb plus.

A) Amplificacdo dos fragmentos iniciais: Linha 1: upstream do gene ura3 (1 kb); Linha 2: fragmento parcial
do gene higromicina (hig) (0,5 kb); Linha 3: pGAPDH (1,5 kb); Linha 4: regido codificante e terminadora do
gene zwf (2 kb); Linha 5: downstream do gene ura3 (1 kb).

B) Purificaciio dos fragmentos amplificados: Linha 1: upstream do gene ura3 (1 kb); Linha 2: fragmento
parcial do gene higromicina (hig) (0,5 kb); Linha 3: pGAPDH (1,5 kb); Linha 4: regido codificante e
terminadora do gene zwf (2 kb); Linha 5: downstream do gene ura3 (1 kb).

C) Produto amplificado da montagem dos fragmentos upstream do gene ura3 e parcial do gene higromicina
(hig), denominado Gibson1 (1,5 kb): Linha 1: Amplificagdo do fragmento montado; Linha 2: Purificagdo do
fragmento amplificado.

D) Linha 1: Produto amplificado da montagem dos fragmentos pGAPDH e regido codificante e terminadora
do gene zwf, denominado Gibson2 (3,5 kb).

E) Linha 1: Produto amplificado da montagem dos fragmentos Gibson2 e downstream do gene ura3 (4,5 kb),
denominado Gibson3.

F) Linha 1: Produto amplificado da montagem dos fragmentos Gibsonl1 e Gibson3, correspondente ao cassete
PZWF (6 kb).

Fonte: Arquivo proprio

Contudo, os caminhos avaliados para constru¢do do cassete pZWF permitiram
identificar que a purificacdo dos fragmentos iniciais favoreceu a eficacia das primeiras
reacoes de Gibson e a qualidade dos produtos obtidos, conforme apresentado na Figura
3.15A, B e C. No entanto, a purificacao de fragmentos de tamanhos maiores ou iguais a 3
kb derivados de reagdes de Gibson nao resultou satisfatoria, sendo necessaria a continuagao
das reacdes de Gibson com os produtos ndo purificados, como exemplificado na Figura
3.15D, E e F. Constata-se também nesta figura que a utiliza¢do de regides de homologia
especificas de 15-20 nucleotideos entre os fragmentos adjacentes montados nao evitou

amplificacdes ndo especificas, sendo obtidos perfis de amplificagdes similares aos ja
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conseguidos quando usadas regides de homologia inespecificas de poliA e poliT (Figura
3.9). As amplificacdes ndo especificas se apresentaram principalmente quando os
fragmentos a serem montados superavam o tamanho de 1,5 kb, a exemplo do pGAPDH (1,5
kb) e o zwf (2 kb), como pode ser verificado na Figura 3.15D, E e F.

Considerou-se que a razdo dos resultados insatisfatorios na constru¢ao do cassete
pZWF poderia ser que as regides especificas de homologia entre fragmentos adjacentes
foram curtas em funcao do tamanho e nimero de fragmentos montados. Assim, foi proposto
para os trabalhos posteriores de continuagdo do presente projeto, o desenho de sequéncias
iniciadoras com regides especificas de homologia de no minimo 30 nucleotideos.
Adicionalmente, sugere-se a utilizagdo do software NEBuilder® Assembly Tool, proprio do
fabricante do Gibson Assembly Master Mix (NEW ENGLAND BIOLABS, 2019), para o

desenho das sequéncias iniciadoras para amplificagdo dos fragmentos.

3.4 Conclusao

Diversas estratégias foram implementadas para o desenvolvimento de uma cepa de
C. tropicalis auxotrofica para uridina, para ser empregada como marca de selegdo.
Inicialmente, a transformagdo da levedura por eletroporagdo com o cassete cURA3,
constituido apenas pelas regides franqueadoras deste gene, resultou no crescimento de
colonias no meio de sele¢ao com presenca de 5-FOA, o qual sugeriu a delegao do gene ura3.
No entanto, a verificagdo genotipica das cepas transformantes demonstrou a presenga deste
gene, enquanto que uma verificacdo fenotipica mais detalhada mostrou que as cepas
transformantes ndo apresentavam auxotrofia a uridina, porém capacidade de crescer na
presenca de 5-FOA. Este resultado foi associado com a possivel delecao de um dos alelos
do ura3, considerando que C. tropicalis € diploide. Portanto, tentou-se a dele¢ao do segundo
alelo em uma das cepas transformantes, simultaneamente com a super expressao do gene
xyll, que codifica para XR, sob controle do promotor constitutivo forte pGAPDH, para
substituicdo génica do ura3, porém novamente sem resultados positivos.

Viarias consideracdes foram elencadas quanto as possiveis razdes para o insucesso
das transformacdes, dentre as que se destacam a necessidade de cassetes de delegcdo
diferenciados para cada alelo do gene, presenca de produtos interferentes nos cassetes
construidos in vitro pela técnica de Gibson Assembly, baixa eficiéncia da eletroporacao, e

pressao de selecao nao adequada dos meios empregados. A partir destas consideragdes, uma
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estratégia de delecdo sequencial dos dois alelos do gene ura3, simultaneamente com a super
expressao dos genes xyll e zwf, que codifica para a G6PDH, sob controle do pGAPDH, a
partir de cassetes diferenciados quanto ao sitio de integragcdo no /ocus do ura3. Entretanto,
neste caso, a técnica de Gibson Assembly se mostrou ineficaz para a construgao do cassete,
o qual foi relacionado com o tamanho nao apropriado das regides de homologia entre os
fragmentos a serem montados sequencialmente em funcdo do niimero e tamanhos dos
mesmos.

Assim, considerando que as estratégias implementadas na presente pesquisa para o
desenvolvimento de uma marca de sele¢do baseada na auxotrofia a uridina e para super
expressao dos genes que codificam para as enzimas XR e XDH ndo tiveram éxito, nao foi

possivel a engenharia da via metabdlica envolvida na producao de xilitol por C. tropicalis.
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4 CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho foi estudada a producdo biotecnoldgica de xilitol a partir da
mistura de bagaco e palha de cana-de-agucar. Esta biomassa lignoceluldsica apresentou um
conteudo de hemicelulose (29,53%) similar a outros materiais ja empregados como matérias-
primas neste bioprocesso, bem como uma elevada proporcao de xilose (33,87%) com relagdo
a seus carboidratos constituintes. A implementagdo das etapas de hidrodlise acida diluida,
concentracao a vacuo e destoxificacao do hidrolisado hemicelulosico resultou na obtengao
de um hidrolisado considerado adequado para a etapa fermentativa do processo. No entanto,
ao final destas etapas constatou-se a recuperagdo como xilose no hidrolisado hemicelulésico
de 26,67% do conteudo original de xilana na biomassa in natura, o que permite destacar a
necessidade de estudos de otimizacdo da hidrdlise 4cida diluida para maximizar a
recuperacdo da xilose e minimizar a formacao de compostos potencialmente toxicos, de
forma a reduzir ou eliminar as etapas de concentragao e destoxificagdo do hidrolisado.

Com o intuito de melhoria da etapa de fermentacao do processo de produgdo de
xilitol, foram propostas duas estratégias inovadoras focadas no estudo das condicdes de
operacdo do processo ¢ da capacidade fermentativa de C. tropicalis. Quanto a primeira
estratégia, demonstrou-se que a sacarose teve efeito benéfico como co-substrato na produgao
de xilitol em fun¢do da concentracdo suplementada e do Kra. A utilizagdo de condigdes
dentro da faixa de otimizagdo destes dois fatores (Kra 6,5 h! e concentra¢do inicial de
sacarose 0,9 gL' resultou na maximizagdo do fator de conversdo de xilose em xilitol (0,86
gg!, equivalente a uma eficiéncia de bioconversdo de 93,97%) e produtividade volumétrica
de xilitol (0,54 gL'h"). Apesar de considerar-se que os resultados ndo deram suporte para
avaliacdo do melago de cana nas condi¢des otimizadas em escala de biorreator de bancada,
uma exploracdo preliminar do efeito da suplementag¢do deste em substituicdo de nutrientes
convencionalmente empregados neste bioprocesso demonstrou melhoria do consumo de
xilose e produgao de xilitol por C. tropicalis em escala de frascos agitados.

Por outro lado, com relacdo a estratégia de engenharia da via metabolica envolvida
na producdo de xilitol, a partir da modificagdo da expressdo de enzimas chave relacionadas
com a reducdo de xilose em xilitol e de acaimulo deste produto, as diversas estratégias
implementadas para o desenvolvimento de uma marca de selecao baseada na auxotrofia para
uridina em C. tropicalis, susceptivel de ser sequencialmente transformada, bem como para

a super expressdo dos genes que codificam para as enzimas xilose redutase e glucose 6P
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desidrogenase, ndo tiveram éxito. Foram identificadas razdes para o insucesso relacionadas
com a eficiéncia das técnicas de construgdo in vitro dos cassetes, de transformacgao da
levedura e sele¢ao dos transformantes.

Os resultados obtidos no presente projeto, particularmente nas duas primeiras etapas,
relativos ao estudo do efeito da sacarose em escala de biorreator de bancada e do melago em
escala de frascos agitados, demonstram que os trés subprodutos do setor sucroalcooleiro
(bagaco, palha e melago) podem ser valorizados a partir de seu aproveitamento na
formulacdo do meio de fermentacdo para obtencao de xilitol. Estes resultados contribuem
no embasamento cientifico de uma potencial integracdo deste bioprocesso em uma
biorrefinaria de cana-de-acucar, a qual favoreceria sua viabilidade técnica e economica,
enquanto que contribuiria para a rentabilidade deste setor a partir da diversificacdo de seu

portfolio de produtos.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos e visando dar continuidade aos estudos de produgao
biotecnoldgica de xilitol a partir da mistura de bagago e palha de cana e sua integragdo em

uma biorrefinaria de cana, sugere-se:

a) otimizar as condi¢des de operagao da hidrdlise 4acida diluida da mistura de bagago
e palha de cana, para maximizar a recuperacdo de xilose € minimizar a formagdo de

compostos potencialmente toxicos para 0 micro-organismo;

b) avaliar a producdo de xilitol por C. tropicalis em hidrolisado hemiceluldsico
suplementado apenas com melago de cana, ajustado a diferentes concentragdes iniciais de
sacarose definidas em func¢do dos resultados do presente estudo, em escala de biorreator e

com emprego de diferentes configuragdes de processo (batelada alimentada e continuo);

c) utilizar ferramentas de metabolomica para estudo do efeito do consumo simultaneo

de xilose e sacarose na distribuicao dos fluxos de carbono em C. tropicalis;

d) estudar o sistema de transporte e hidrélise da sacarose em C. tropicalis com

aproveitamento de técnicas de biologia molecular, como RT-PCR, e bioinformatica;

e) avaliar a possibilidade de produc¢dao concomitante de xilitol e etanol por C.

tropicalis em misturas de hidrolisado hemiceluldsico e melago de cana;

f) avaliar a aplicagdo da tecnologia CRISPR-Cas9 para edi¢do gendmica de C.
tropicalis, visando a engenharia da via metabodlica envolvida na conversao de xilose em

xilitol;

g) realizar andlise técnica, econdmica e de sustentabilitada da rota biotecnologica de
producao de xilitol a partir de simulagdes de configuracdes como planta independente ou

integrado em uma biorrefinaria de cana-de-agucar.
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