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FAVARATO, L.. ALTA PRESSAO HIDROSTATICA COMO FERRAMENTA DE SELECAO
DIRECIONADA EM S. cerevisiae PARA PRODUGAO DE ETANOL 2G PELA CASCA DE
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RESUMO

A casca de coco verde é um residuo poluidor do meio ambiente gerado a toneladas
no Brasil e que traz diversos problemas ambientais em seu descarte. Por isso,
utiliza-lo para a produgcdo de energia renovavel é uma importante solugao
sustentavel para a mitigagcdo do impacto ambiental e para a geragao de energia. A
levedura Saccharomyces cerevisiae representa um dos microrganismos mais
empregados nas industrias de fermentagao para a produgdo de biocombustiveis a
partir de residuos lignoceluldsicos. Ja existem no mercado cepas dessa levedura
capazes de degradar residuos lignocelulésicos, que vém sendo desenvolvidas para
aumentar o rendimento do processo, podendo tornar, este, viavel financeiramente
em escala industrial. A alta pressao hidrostatica (HHP) é uma ferramenta que simula
trés tipos de estresses diferentes na levedura: o etilico, o térmico e o oxidativo,
estresses esses que sdo muito comuns nas dornas de fermentagdo. Além disso,
estudos comprovaram que a fermentagdo ocorre mais rapidamente quando a
levedura se encontra sob HHP. Portanto, a HHP pode ser utilizada como ferramenta
de selecao direcionada para se obter uma cepa com maior capacidade fermentativa
e maior resisténcia aos estresses da fermentacdo, aumentando o rendimento do
processo. Pretende-se, com este trabalho, aplicar uma pressao seletiva na cepa G2-
104 de S. cerevisiae, utilizando-se da alta pressido hidrostatica, a fim de se obter
uma cepa com maior capacidade fermentativa em meio de cultura de casca de coco
verde, para aumentar o rendimento do processo de produgédo do etanol de segunda

geragao.

Palavras chave: Etanol de segunda geracdo. Alta pressdo hidrostatica.
Biocombustivel. Saccharomyces cerevisiae. Fermentagdo. Casca de coco verde.

Selecgao direcionada.



FAVARATO, L.. HIGH HYDROSTATIC PRESSURE AS A TOOL OF SELECTED
DIRECTION IN S. cerevisiae FOR 2G ETHANOL PRODUCTION FROM GREEN
COCONUT. 2019. 54f. Dissertation - Post-Graduation Program in Biotechnology,
UFES, Espirito Santo. Brazil.

ABSTRACT

The green coconut shell is a pollutant residue of the environment generated to
tons in Brazil and that brings several environmental problems in its disposal.
Therefore, using it for the production of renewable energy is an important
sustainable solution for the mitigation of the environmental impact and for the
generation of energy. Yeast Saccharomyces cerevisiae represents one of the
microorganisms most used in the fermentation industries for the production of
biofuels from lignocellulolytic residues. There are already on the market strains
of this yeast capable of degrading lignocellulolytic residues, which have been
developed to increase the yield of the process, making it feasible financially on
an industrial scale. The high pressure hydrostatic (HHP) is a tool that simulates
three types of different stresses in the yeast: the ethyl, the thermal and the
oxidative, which are very common in fermentation dornas. In addition, studies
have shown that fermentation occurs more rapidly when the yeast is under
HHP. Therefore, HHP can be used as a targeted selection tool to obtain a strain
with higher fermentation capacity and greater resistance to fermentation
stresses, increasing the yield of the process. The aim of this work was to apply
a selective pressure to the S. cerevisiae strain G2-104 using high hydrostatic
pressure in order to obtain a strain with a higher fermentation capacity in green
coconut shell culture medium, to increase the yield of the second generation

ethanol production process.

Keywords: Second generation ethanol. High pressure hydrostatic. Biofuel.
Saccharomyces cerevisiae. Fermentation. Coconut shell green. Targeted

selection.
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1. INTRODUGAO

1.1 CENARIO MUNDIAL E MUDANGAS CLIMATICAS

A vida moderna exige alta mobilidade e, como resultado, o transporte € um dos
maiores e mais crescentes setores que demandam energia (LYND, 2017), ha,
aproximadamente, 1,2 bilhdes de veiculos motores sendo utilizados no mundo,
uma média de 174 veiculos por 1000 habitantes e mais de 60 milhdes de
veiculos s&o produzidos anualmente (SOARES, 2016). Além disso, 0 aumento
da automatizagdo competitiva do agronegécio leva a uma alta demanda
energética (SIMS et al., 2015). Toda essa demanda energética gera um
aumento na produgcdo de gases poluentes pela utilizagdo dos combustiveis

fosseis, potencializando o aquecimento global.

Segundo a NASA, a Terra possui ciclos naturais de mudangas climaticas, que
em sua maioria se devem as pequenas variacbes da Orbita do planeta,
acarretando na mudanca de radiagcado solar recebida pela Terra. Apesar das
mudancgas naturais, a quantidade de didéxido de carbono presente na atmosfera
nunca havia ultrapassado 300 partes por milhdo, até o século XX. Atualmente,
a quantidade de dioxido de carbono na atmosfera chega a 400 partes por
milhdo. Este gas, que € um dos gases responsaveis pelo efeito estufa, que é
um fendbmeno natural que mantém o planeta aquecido, quando em maior
quantidade, pode ser responsavel pelo aquecimento global. Ja existem
evidéncias deste aquecimento ocorrendo no planeta, como a elevacao do nivel
do mar, o aquecimento e acidificagdo dos oceanos, o0 aumento da temperatura
na terra, a diminuigdo do gelo nos polos, dentre outras. Por isso, ha uma
preocupagao global com a emissao dos gases de efeito estufa e com as

mudangas climaticas no planeta.

A Secretaria de Mudangas Climaticas e Qualidade Ambiental do MMA, afirma
que o fomento as fontes renovaveis de energia € uma das principais

estratégias para o combate as mudangas climaticas, ao mesmo tempo em que
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contribui para o desenvolvimento econdémico e social do pais em bases

ambientalmente sustentaveis.

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil estabeleceu
compromisso voluntario de redugao das emissdes de gases de efeito estufae o
setor de energia devera participar desse esforgo nacional, por meio do fomento
as fontes renovaveis de energia e do incremento da eficiéncia energética
(MMA, 2019).

O Brasil, que é um pais movido pelo agronegdcio, € de suma importancia neste
cenario. Além disso, utilizar os residuos como fonte de energia auxilia na
reducdo do impacto ambiental. Portanto, o uso de biocombustiveis surge como
uma alternativa promissora que esta gradualmente se tornando viavel técnica e
economicamente (HAN-HAGERDAL et al., 2008).

1.2 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O etanol é o principal biocombustivel liquido utilizado nos meios de transporte.
O etanol de primeira geragdo tem um processo de produgdo mais simples,
utilizando agucares ou graos como matéria-prima (caldo de cana no Brasil e
milho nos EUA e UE, por exemplo), enquanto o etanol 2G (bioetanol) tem
etapas mais complexas de producdo e utiliza material lignoceluldsico
(biomassa) como substrato (SAHA, 2017).

As biomassas lignocelulosicas tém em sua composigao trés constituintes
principais: celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1). A celulose € um polimero
linear e cristalino de estrutura rigida formada por unidades de B-(1>4)-D-
glicopiranose ligadas por ligacdes glicosidicas ($-1,4) de acordo com Olsson e
Hahn-Hagerdal (1996 apud ROCHA; ALMEIDA; DA CRUZ, 2017). As unidades
da fibra de B-(1>4)-D-glicopiranose ficam acopladas de modo tal que grupos

OH e CH20H ficam orientados equatorialmente formando cadeias lineares
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(ROCHA; ALMEIDA; DA CRUZ, 2017). . A unidade de repeticdo do polimero de
celulose consiste em duas unidades de glicose anidra, chamada de celobiose
de acordo com Mohan et al., (2006 apud ROCHA; ALMEIDA; DA CRUZ, 2017).

Lignina

Hemicalulosea

Figura 1: Arquitetura da parede celular contendo celulose, hemicelulose e lignina. Fonte:
ALBUQUERQUE (2013).

O segundo constituinte, a hemicelulose, € composta de heteropolimeros
ramificados e lineares como: L-arabinose, D-galactose, D-glicose, D-manose e
D-xilose. Grupos metil e acetil encontram-se também ligados a sua cadeia de
carbono Olsson; Hahn-Hagerdal (1996 apud ROCHA; ALMEIDA; DA CRUZ,
2017). A quantidade de hemicelulose varia conforme a origem do
lignoceluldsico (entre 25 a 35 %). Sua estrutura ndo é cristalina, e ao contrario
da celulose, é facilmente hidrolisada. Xilose e arabinose s&o os dois principais
mondmeros de sua hidrolise (ROCHA; ALMEIDA; DA CRUZ, 2017).

Outro constituinte da biomassa € a lignina, cuja principal fungdo € a

sustentacdo do material lignoceluldsico. Sendo a mesma formada por uma
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complexa estrutura de polimeros amorfos, o que a torna hidrofébica. Esse
composto é capaz de auxiliar o transporte de agua e o sequestro de carbono
na planta (SOUZA, 2014).

Esses trés principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina, formam
uma matriz robusta, conferindo-lhe recalcitrancia (baixa digestibilidade
enzimatica). Para a producdo de bioetanol, a biomassa tem que ser submetida
a um pré-tratamento para remover a lignina e a hemicelulose e suplantar a
recalcitrancia, aumentando a porosidade e reduzindo a cristalinidade da
celulose, tornando-a disponivel para a hidrélise. Um pré-tratamento efetivo
deve retornar alta concentragdo de agucar, mas sempre evitando sua perda e
degradacgao; além de minimizar a formagao de inibidores e fermentar sem a
retirada destes inibidores para reduzir as etapas do processo e o consumo de
agua e de energia, a fim de mitigar os custos de producdo (BOLIVAR-
TELLERIA et al., 2018; GALBI e ZACHI, 2012; SUN e CHENG, 2002 e;SUN et
al., 2016).

O custo estimado de produgao do etanol de segunda geragéo gira em torno de
R$ 1,50 por litro, enquanto o custo de etanol de primeira geragdo é de,
aproximadamente, R$ 1,15. Até 2025, entretanto, o custo do etanol de segunda
geragdo podera cair para R$ 0,75 por litro, podendo chegar, até 2030, a R$
0,52 (FAPESP, 2017).

Este cenario demonstra que ha uma corrida para a produgdo de energias
limpas, renovaveis e que utilizem residuos para sua producéo. Isso possibilita,
além da diminuigdo do despejo inadequado do lixo, a geragdao de uma fonte

alternativa de energia, reduzindo a dependéncia dos combustiveis fosseis.

Para a produgao do etanol de segunda geragao, varias condicdes devem ser
analisadas, como a escolha da biomassa, o tipo de pré-tratamento, as enzimas

que serao utilizadas e as cepas da S. cerevisiae a serem escolhidas.

1.3 A BIOMASSA: CASCA DE COCO VERDE
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Devido ao esgotamento de reservas combustiveis fosseis e a preocupacéo
com as mudangas climaticas, novas fontes de energia renovaveis e favoraveis
ao meio ambiente comegaram a ser exploradas (CHOUDHARY; SINGH; NAIN,
2016). Como resultado, os residuos agricolas se tornaram um elemento critico
do desenvolvimento sustentavel, fazendo uma estreita ligagao entre produgéo e
consumo. A demanda de energia € suprida, principalmente, com combustiveis
fésseis convencionais (38%), enquanto os biocombustiveis de residuos tém

apenas uma pequena contribuigdo (5.7%) (IEA, 2017).

O agronegdcio brasileiro € uma atividade prospera, rentavel e responsavel por
23 a 24% do produto interno bruto (PIB) do pais. O Brasil tem 388 milhdes de
hectares de terras agricultaveis férteis e de alta produtividade, dos quais 90
milhdes ainda ndo foram explorados (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, 2017).

Alguns autores definem biomassa como qualquer material derivado da vida
vegetal e que seja renovavel em um periodo de tempo inferior a 100 anos
(PROBSTEIN; HICKS, 1982; KLASS, 1998; FONSECA, 2009), e sendo assim,
a maioria dos recursos energéticos como o petroleo, carvao mineral e xistos
betuminosos ndo sédo considerados renovaveis, apesar de serem derivados da

vida vegetal.

Assim, do ponto de vista energético, o conceito geral abordado pelo CENBIO é
que biomassa seria todo recurso renovavel oriundo de matéria organica (de

origem animal ou vegetal) que pode ser utilizado para produgéo de energia.

Cerca de 60% do peso total dos residuos solidos urbanos gerados no mundo
sao representados por materiais provenientes de recursos agroindustriais,
como por exemplo, papel, papeldo, madeira, folhas, galhos de arvores e uma
vasta gama de residuos agricolas. Todos esses recursos podem ser usados
na producao de compdsitos baseados em fibras naturais (SPADOTTO;
RIBEIRO, 2006).
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Residuos podem representar perda de biomassa e de nutrientes, além de
aumentar o potencial poluidor associado a disposi¢cao inadequada que, além
da poluicao de solos e de corpos hidricos quando ha lixiviacdo de compostos,
acarreta problemas de saude publica. Por outro lado, o elevado custo
associado ao tratamento, ao transporte e a disposi¢cao final dos residuos
gerados tem efeito direto sobre o prego do produto final (ROSA et al., 2011).

Faz-se necessario, assim, destinar corretamente esses residuos, que muitas
vezes sao despejados de forma inadequada. E, ainda melhor, utilizar esses
para producdo de energia, diminuindo o impacto ambiental, a utilizagado de

combustivel féssil e gerando renda a partir de algo que seria lixo.

Uma etapa sensivel para a producao do etanol 2G é a escolha da biomassa.
As diversas fontes de biomassa possuem quantidades variaveis de agucares e
lignina, o que cria a necessidade de promover diferentes pré-tratamentos e
hidrolise enzimatica. Além disso, a abundancia do residuo deve ser levada em

consideragao, para que seja, de fato, viavel economicamente.

A espécie C. nucifera € a unica no género Cocos, pertencente a familia
Arecaceae (LIANG et al., 2014). No Brasil, duas espécies sdo amplamente
cultivadas, C. nucifera var. typica, conhecida como variedade gigante, e C.
nucifera var. nana, conhecida como variedade and (BENASSI; FANTON;
SANTANA, 2013). A primeira variedade introduzida no Brasil foi C. nucifera
var. typica, variedade gigante, e atualmente € o cultivar utilizado na obtengao
do coco seco. Ja a variedade ané é utilizada para obtengcdo de agua de coco.
Ha também os hibridos, obtidos do cruzamento entre as variedades, utilizados
para ambas as aplicagdes (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014).

Aproximadamente 70% do lixo gerado nas praias do Nordeste € composto por
cascas de coco verde (EMBRAPA, 2004). Este € um subproduto gerado pelo
consumo da agua de coco, depositado em lixdes e acarretando problemas
sociais, além de ser um desperdicio de um material que possui um potencial

para geracao de energia.
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A composi¢ao quimica da casca de coco verde é caracterizada por um alto teor
de lignina, tornando dificil sua degradagdo no meio ambiente (Tabela 1), além
de sua degradacao gerar CH4, que € um gas potencializador do efeito estufa,
contribuindo para o aquecimento global e polui o lengol freatico no local em que
€ degradado pela produgédo de um chorume téxico.

Tabela 1 — Composicéo quimica da casca de coco verde. Fonte: HAN (1998), adaptado

Tipo de fibra Composicao quimica (%)
de coco Lignina Glucose L-Arabinose Xilose Manose
Pé 35,7 25,9 0,3 23,9 0
Fibra 33,5 34,9 0,05 17,0 0,12

1.4 A LEVEDURA: Saccharomyces cerevisiae E A FERMENTACAO

Na linguagem cotidiana, o fermento é sinbnimo de Saccharomyces cerevisiae -
um nome dado a uma cepa de fermento descoberta no malte em 1837 - em
conex&o com a fabricag&do de cerveja. Esta nogao imediatamente lembra que a
levedura provavelmente € o organismo domesticado mais antigo - foi usado
para a fabricagdo de cerveja ja na Suméria e Babilénia em torno de 6000 aC.
Em paralelo, as cepas de S. cerevisiae foram empregadas na produgdo de
vinho na Geodrgia e para a fermentagdo da massa no antigo Egito. No Egito, a
cerveja era um refugio comum, e presentes de cerveja eram concedidos a
funcionarios publicos e trabalhadores por servicos extraordinarios. O nome
cientifico "Saccharomyces"” é derivado de uma palavra que significa "fungo de
agucar" em grego, enquanto a raiz de cerevisiae decorre de Ceres, o deus
romano das culturas (FELDMANN et al., 2012).

O microrganismo S. cerevisiae € um fungo unicelular, que vém sendo utilizado
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por séculos por ser adaptada fisiologicamente as multiplas condigbes de
estresse impostas durante o processo de fermentacdo. Além disso, é
largamente utilizado como um organismo modelo para o estudo dos efeitos de
estresse em microrganismos (FERNANDES, 2005). Este organismo é utilizado
na industria da fermentagao para a produg¢ao de cachaga, vinho, cerveja, pao e

etanol. Por isso, é vastamente conhecido e possui seu genoma sequenciado.

Durante a fermentacdo de acucares, as leveduras reoxidam NADH para NAD
em dois passos, primeiro em que o piruvato é descarboxilado pela piruvato
descarboxilase ao acetaldeido, seguido pela reducédo do acetaldeido catalisado
por alcool desidrogenase. A regeneragao de NAD é necessaria para manter o
equilibrio redox e prevenir que se cesse a glicolise. Concomitantemente, o
glicerol é gerado a partir do fosfato de dihidroxiacetona por dihidroxiacetona
fosfato redutase para dar glicerol-3-fosfato como intermediario mais NAD para
assegurar a producdo deste composto. O dlicerol-3-fosfato é entdo
desfosforilado pela glicerol fosfatase (HOHMANN; MAGER, 2003).

No processo de fermentagao alcodlica realizado pela levedura, uma molécula
de glicose é quebrada em duas moléculas de acido piravico. Cada molécula de
acido piruvico gera uma molécula de gas carbdnico de uma de etanol. Neste
processo de quebra de glicose sao produzidos quatro ATPs, porém, dois
destes sao utilizados, havendo um saldo final de aproximadamente 2 ATP,
além de 2 moléculas de CO,, 2 de NADH, e 2 de etanol (Figura 2).
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2 NAD 2 ADP + 2P

2 NADH, 2 ATP
' Acido piravico | ' Acido piravico
NI (30)
Fermentacao
co, Alcoolica co,
Etanol Etanol
(C.H.OH) (C.H,OH)

Figura 2 — Fermentacao alcodlica.

Durante o processo fermentativo as leveduras sao expostas a diversos tipos de
estresses, como a pressdo osmotica, causada pela alta concentracido de
sacarose; a temperatura elevada, pois a fermentacdo € um processo
exotérmico, que gera energia, causando aumento de temperatura durante o
processo de fermentagdo; o etanol, que apesar de ser produzido pelas
leveduras também é considerado um estresse; e por ultimo, a pressao
hidrostatica devido ao grande volume de liquido presente nas dornas de
fermentacao (BRAVIM, 2007).

Para que a produgao de etanol seja realizada com maior produtividade, se faz
necessaria a escolha de um microrganismo especifico para os agucares e as
condicdes ambientais impostas. Existem varias cepas da S. cerevisiae, dentre
elas, industriais, comerciais e as selvagens. Ha também as que entram no
grupo dos OGM (Organismo Geneticamente Modificado), as quais possuem

alguma alteragdo em seu gene.

Ao se tratar de producgéo de etanol de segunda geragao, a necessidade de se
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possuir uma levedura transformada é ainda maior. Isso, pois a S. cerevisiae é
apenas capaz de degradar agucares de seis carbonos, como a glicose e, se
tratando de biomassa lignocelulésica, ha grande quantidade de outros
agucares, como a xilose que possui cinco carbonos, nao podendo ser utilizada
pela levedura para a produgédo de etanol. Por isso, ja existem no mercado
leveduras capazes de fermentar agucares de cinco carbonos, bem como
selecionadas para melhor resistir aos inibidores da fermentagédo, como a cepa

G2-104 (Figura 3), utilizada no presente trabalho.

Figura 3: Células de S. cerevisiae. Células da cepa G2-104 observadas em microscopia optica

em uma concentracgéo de 0,95 x 107.
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1.5 A ALTA PRESSAQ HIDROSTATICA

A equacao matematica que representa a pressao é:
pF
A

Onde P representa a pressao, F representa a forca normal aplicada a
superficie e A é a area da superficie. Ou seja, A for¢ca aplicada em uma

determinada superficie (em uma unidade de area), € chamada de presséo.

A pressao atmosférica varia muito na Terra. Em habitats terrestres, o valor da
pressao diminui com o aumento da autitude e esta proximo de 1 atm
(0.101325 MPa) ao nivel do mar, enquanto nos oceanos, quanto maior a
profundidade, maior a pressdo. Além disso, a maioria dos organismos vivos
esta abaixo de 1000 m (Figura 3), esses organismos que vivem sob alta
pressdo sdao denominados piezofilos (SOMERO, 1992; RIVALAIN et al., 2010;
BOLIVAR-TELLERIA, 2018).

A alta pressao hidrostatica (HHP) é um tipo unico de estresse, uma vez que o
efeito que desencadeia € causado apenas por uma mudang¢a no volume do
sistema. Além disso, é importante considerar que quando a HHP ¢é aplicada,
as reagdes bioquimicas sao seguidas por alteragbes volumétricas; portanto,
se uma reagao € acoplada a um aumento no volume, ela sera inibida pelo
HHP e, quando associada a uma diminuicdo no volume, pode ser aumentada
(MONTRE, 2001; PALHANO et al., 2004).

Os diversos efeitos da HHP influenciam muitos processos em sistemas
bioldgicos, como crescimento, divisdo e viabilidade celular. Dependendo da
quantidade e do tempo em que a HHP ¢é aplicada, a presséo atua inibindo ou
retardando as atividades citocinéticas e mitéticas nas células em diviséo.

Dessa forma, a conformacao, estabilidade, polimerizacdo e despolimerizagao
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de proteinas mitdticas sao afetadas pela alta pressdo, além de induzir
embalagens lipidicas, o que leva a uma redugdo na fluidez da membrana
(FERNANDES, 2008; TOSI-COSTA et al., 2018).

A 50 MPa, a parada do ciclo celular € induzida, mas é um efeito subletal e nao
afeta a morfologia da célula (ABE, 1995; ABE, HORIKOSHI, 2000; PALHANO
et al., 2004). Em pressbes superiores a 100 MPa sédo observados efeitos
morfolégicos e fisioldgicos significativos em leveduras, ja a perda da
viabilidade celular ocorre em pressdes acima de 200 MPa (KOBORI et al,,
1995; FERNANDES, PANEK, KURTENBACH, 1997). Um aumento da taxa de
rendimento para a producao de etanol & observado apos pressurizagao de 10
MPa, mas pressao mais alta pode levar a um efeito oposto, interrompendo a
fermentacao alcodlica quando sob pressdes acima de 87 MPa sao aplicadas
(PICARD et al., 2007).

Conhecendo o potencial biotecnoldgico da alta pressédo hidrostatica e como
ela afeta a fisiologia e a expressao génica dos microrganismos, utiliza-la como
ferramenta de selecao direcionada, pode aumentar a capacidade fermentativa
de S. cerevisiae no meio da casca de coco verde, uma vez que as biomassas
lignoceluldsicas, apesar de apresentarem em sua composigdo a lignina, a
celulose e a hemicelulose, diferem entre si na quantidade de cada
componente. Além disso, os processos de quebra da matrix lignocelulésica
geram inibidores em diferentes concentragdes. Por isso, uma cepa
desenvolvida para uma biomassa especifica, pode ndo ter o mesmo

desempenho em outra biomassa.

Apesar das cepas G2-104 e GSE16-T18 de S. cerevisiae serem
fermentadoras de materiais lignoceluldsicos, s&o cepas provindas da Bélgica,
desenvolvidas especificamente para utilizar residuos florestais para a
producdo do etanol de segunda geragdo. No presente trabalho, a biomassa
utilizada é a casca de coco verde e, por isso, a cepa ndo possui a mesma

capacidade fermentativa apresentada no meio de residuo florestal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Induzir aumento na producao de etanol de segunda geracdo em linhagem de
levedura geneticamente modificada (GM) submetida ao tratamento de alta

pressao hidrostatica em hidrolisado de coco verde.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Hidrolisar e sacarificar a casca de coco verde;

2. Estabelecer a curva de crescimento da linhagem de levedura G2-104 em

diferentes meios de cultura;

3. Analisar a sobrevivéncia da linhagem GM submetida aos tratamentos de
pressao de 50, 100, 150 e 200 MPa por 30 minutos;

4. Submeter as células de levedura a 50 MPa por 8 dias a fim de avaliar a

sobrevivéncia;

5. Avaliar a eficiéncia fermentativa da linhagem GM apds o piezotratamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Buscando por publicacbes recentes, como atualizagdes de protocolos e/ou
novas informagbes relacionados ao tema do presente artigo, realizou-se
periodicamente buscas nas plataformas Web of Science, PubMed e Periédicos

Capes.

3.2 HIDROLISE DA CASCA DE COCO VERDE

3.2.1 Produgao do P6 do Mesocarpo

Frutos de coco verde foram fornecidos pelos comerciantes de Vila Velha/ES,
Brasil. Os frutos foram lavados externamente com agua da torneira, o
mesocarpo foi extraido manualmente com uma faca dentada de aco inoxidavel
e a biomassa reduzida a pequenas lascas. O mesocarpo foi seco a 105 °C em
estufa até que a umidade se encontrou menor que 5% (w/w). Depois de seco, 0
mesocarpo foi moido no moinho de disco vibratério de ago temperado por 90
segundos a uma velocidade de 1100 rpm. Em seguida, o pd foi peneirado
utilizando-se uma peneira de 212 micrometros e armazenado na geladeira de

forma a se manter a 4 °C.

3.2.2 O Pré-tratamento
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Para o preparo do meio da casca de coco verde, o pé do mesocarpo do coco
(PMC) foi misturado com uma solugéo de NaOH [1,0 g/L] em uma proporg¢ao de
1:18 (PMC/solugédo de NaOH) (figura 4 - 1). O frasco foi mantido a 25 °C e 200
rom por 1 hora. A solugdo formada foi neutralizada com o uso de H,SO4
concentrado e o pH ajustado para 5,0. Adicionou-se uma solugédo tampao de
citrato (2,5 M) em uma proporcéo de 20 mL de solugao tampé&o/1 L (figura 4 - 1
e 2) de pré-tratado de coco. Para redugcédo dos inibidores gerados nesses
processos, acrescentou-se 0,05g de PEG4000 ao meio, que foi mantido por 2
horas a 50 °C e 200 rpm (figura 4 — 2).

3.2.3 Hidrodlise Enzimatica

Utilizou-se o coquetel enzimatico Cellic® CTec 2 (celobiohidrolase |,
endoglucanase | e B-glicosidade) da Novozymes com uma dosagem de 0,05-
0,50% w/w (g enzimal/g celulose). A sacarificagdo ocorreu por 24 horas a 50 °C
e 200 rpm (figura 4 - 3). O meio foi entdo filtrado a vacuo e autoclavado. Apds
isso, acrescentou-se 2 g/L de ureia ao meio de cultura, como fonte de
nitrogénio, conforme descrito por Soares et al. (2016), e o meio de cultura

obtido foi armazenado a 4 °C.

Pa do
mesocarpo
*

18¢g
25°C, 200 rpm, 1 hr

18g:1L 0,54 mL

pH=50 50 °C, 200 rpm, 2 hr 50 °C, 200 rpm, 24 hr
+s0l.

Tampé&o

Figura 4: Delineamento experimental da produg¢do do meio de cultura da casca de coco verde.

1 — Pré- tratamento; 2 — Diminuig¢&o de inibidores e; 3 — Hidrdlise enzimatica.
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3.3 LINHAGEM DE LEVEDURA UTILIZADA

Foi utilizado no presente trabalho a linhagem de levedura G2-104 (Laboratory
of Molecular Cell Biology, KU Leuven, Belgium) obtida a partir de modificacao
genética para degradacéo de xilose, além de melhor suportar os inibidores da
fermentacdo do etanol de segunda geracdo. Portanto, a cepa selecionada
possui caracteristicas desejadas para a degradagcdo de residuos

lignoceluldsicos.

3.4 CRESCIMENTO DA LEVEDURA EM MEIOS DE CULTURA COM
DIFERENTES ACUCARES

Foram utilizados os agucares xilose e glicose para avaliar a utilizagdo dos
agucares pela levedura. A linhagem foi crescida a 28 °C com agitagdo (160
rom) em meio de cultura YEPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2%
glicose), meio de cultura YEPX (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2%
xilose), meio de cultura YEPD/X (1% extrato de levedura, 2% peptona, 1%
glicose e 1% xilose) e em meio de casca de coco verde. A curva de
crescimento foi avaliada utilizando-se do leitor de microplacas Synergy™ HT
Multi-Detection Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT) e utilizando-se o
Software Gen5™ onde a leitura da D.O. g00 nm foi realizada a cada 30 minutos,
obtendo-se, assim, a curva de crescimento dessa cepa para cada meio de

cultura.
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3.5 TRATAMENTOS COM A ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Para todos os tratamentos com alta pressao hidrostatica, as amostras foram
colocadas em um tubo de teflon de 14 mL e pressurizadas na auséncia de ar a
temperatura ambiente. A alta pressao hidrostatica foi aplicada em um cilindro
de Cu-Be e um manémetro manual foi utilizado para aplicar a pressao. Apds os
tratamentos, as cepas foram plaqueadas para avaliar a sobrevivéncia. Para o
plaqueamento, as amostras foram diluidas 10.000 vezes e mantidas por 48
horas na estufa para crescimento das col6nias. Estas Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) foram contadas ao final das 48 horas na estufa.

3.5.1 Tratamento de 50 e 100 MPa por 30 minutos em diferentes cepas

As linhagens Ethanol Red, G2-104, PEDRA e S288C foram crescidas a 28 °C
com agitagao (160 rpom) em meio YEPD (YEPDX para a G2-104) até a fase
exponencial de crescimento (D.O.gp0 nm =1,0). ApOs o crescimento, as culturas
foram a tratamentos de 50 e 100 MPa por 30 minutos. Apds o tratamento,

avaliou-se a sobrevivéncia das células por plagueamento.

3.5.2 Curva de Sobrevivéncia da Levedura Sob Diferentes Valores de

Pressao por 30 minutos

A linhagem de S. cerevisiae G2-104 foi crescida a 28 °C com agitagéo (160
rom) em meio YEPDX até a fase exponencial de crescimento (D.O. ggp nm =1,0).
Apoés o crescimento, a cultura da G2-104 foi submetida a tratamentos de 50,
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100, 150 e 200 MPa por 30 minutos. Apds o tratamento, avaliou-se a

sobrevivéncia das células por plagueamento.

3.5.3 Tratamento de 8 dias a 50 MPa da Cepa G2-104

Para o tratamento de pressao prolongado, a linhagem cresceu a 28 °C com
agitacdo (160 rpm) em meio de coco até a fase exponencial de crescimento
(D.O.600nm =1,0). Apds, o meio de coco foi renovado e as células foram
submetidas ao tratamento de 50 MPa por 8 dias. A capsula de pressao foi
mantida em um equipamento de fabricagao propria que foi denominado “Rotor
de Capsula de HHP”. Ao final dos 8 dias, uma amostra para avaliacido da

fermentacao foi retirada e uma outra amostra foi retirada para o plaqueamento.

3.5.4 Rotor de Capsula de HHP

O novo equipamento foi desenvolvido por Alvaro Luiz Santos, Alvaro Favarato
Santos e Luiza Favarato Santos e tem como objetivo agitar as células
levemente, evitando sua sedimentagao. Para a confec¢do do equipamento os
materiais utilizados foram:

¢ 04 mancais com 02 eixos de 2 mm x 500 mm;

e 04 rodas com revestimento de borracha de aproximadamente 04

polegadas de diametro;

e 02 rolamentos de 01 polegada;

e Barra roscada de 2 polegada com diversas porcas;

e Cantoneira de 1 polegada;

e Parafusos diversos;
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e Motor de automatizagéo de portdo 220 v (usado);
e Arduino;

e Transformador de 110 v para 220 v;

e Solda de eletrodo revestido;

e Compensado de 20 mm;

e Fita adesiva de borracha.

As 04 rodas de borracha tiveram seus furos abertos para 20 mm de forma
levemente excéntricas a fim de proporcionar um leve balango durante a rotagao
do cilindro. As rodas foram afixadas nos eixos dos mancais, por meio de
parafusos fixados em furos feitos nos eixos dos mancais. Os mancais foram
fixados em cantoneiras paralelamente, de tal forma que a distancia entre as
extremidades das rodas neles fixadas nao ultrapassassem o diametro total do
cilindro de Cu-Be. As cantoneiras foram soldadas em outras 02 transversais e
fixadas em uma peca de compensado naval que recebeu em sua parte inferior
fitas de borracha promovendo estabilidade ao sistema. A um dos eixos, foi
acoplado o motor de portao, utilizado por ja conter uma redutora, promovendo
ao sistema uma velocidade de rotagao inferior a 30 rpm. Foram instalados
rolamentos limitadores no sistema posicionados proximos as extremidades do
cilindro de Cu-Be, a fim de evitar sua fuga durante a rotagao e agitagao.

Utilizando-se de um ARDUINO programado através do IDE, foi possivel criar
um mecanismo de acionamento do sistema a cada 30 minutos: rotacdo por 30
segundos para a direita, 10 segundos de parada e rotagdo por mais 30
segundos para a esquerda. Com a leve descentralizacdo das rodas de
borracha, o sistema além de girar o cilindro, promove um leve balango no eixo
longitudinal do cilindro, fazendo com que haja uma maior homogeneidade de

dispersao no meio de cultura.
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3.6 AVALIACAO DA FERMENTACAO

3.6.1 Medi¢ao da Concentragcao de Agucares por °Brix Refratométrico

O instrumento utilizado para medir a concentragdo de solu¢gdes aquosas foi o
refratbmetro. Brix (simbolo °Bx) € uma escala numérica usada para medir a
quantidade de soélidos soluveis em uma solugao. A escala Brix € utilizada na
industria de alimentos para medir a quantidade aproximada de agucares em

sucos de fruta, vinhos e na industria de agucar.

3.6.2 Método de Pesagem

Na fermentagdo, o consumo de glicose e a geracédo de CO, em forma de gas,
faz com que haja perda de peso do meio em que o organismo fermentador se
encontra. Por isso, foi utilizado o método de pesagem para prever a
fermentacao da levedura. Para tal, as amostras foram pesadas na hora 0 do

experimento e ao final do experimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE CEPAS INDUSTRIAIS DE S.

cerevisiae

A Ethanol Red e PEDRA sao cepas industriais especializadas para producao
de etanol de primeira geragao, ja a GSE16-T18 e G2-104 sdo cepas industriais
especializadas para produgdo do etanol de segunda geragdo e sao
geneticamente modificadas para utilizar a xilose, além de serem resistentes
aos inibidores dos meios de cultura lignocelulésicos. Para avaliar essas cepas
em condi¢des otimas, utilizou-se um meio de cultura classico laboratorial, que
possui todos os nutrientes necessarios para o crescimento de S. cerevisiae, 0
YEPD e, utilizando-se de um leitor de microplacas e do programa Genb5,
obteve-se uma curva de crescimento (Figura 4). As cepas também foram
avaliadas em meio de casca de coco verde (Figura 5), para que fosse
analisada a diferenga no crescimento das cepas de primeira e de segunda
geracédo. A curva de crescimento em meio YEPD é realizada com o objetivo de
se obter as caracteristicas da levedura em condi¢des 6timas, como o tempo de
sua fase Lag, sua fase exponencial (Log), sua fase estacionaria, para que o
tempo de crescimento do organismo seja definido até chegar a fase em que se
deseja trabalhar e realizar os experimentos. Além disso, permite entender o
seu tempo de adaptacdo, de estagio latente, mesmo em condigdes ideais,
quando o microrganismo comega a se multiplicar e utilizar os recursos do meio
e apos quanto tempo este ja consumiu os nutrientes e produziu subprodutos
téxicos para sua proépria populagao, entrando em uma fase estacionaria, onde o
numero de mortes € igual ao numero de organismos novos, mantendo um
numero constante de células. A ultima fase do microrganismo é a fase de
declinio, onde o meio se torna téxico e ndo mais ha nutrientes disponiveis e
sua populagdo comeca a morrer. Essa ultima fase ndo foi avaliada no

experimento, pois nao se pretende estuda-la.
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Figura 5: Curva de crescimento de cepas industriais de S. cerevisiae em meio de cultura
classico laboratorial. Foram utilizadas as cepas GSE16-T18, PEDRA, Ethanol Red e G2-104
em meio YEPD e o experimento durou 36 horas. O eixo Y representa a densidade 6ptica lida
em 600 nm pelo leitor de microplacas Synergy™ HT Multi-Detection Reader e o eixo Y

representa o tempo em horas.
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Figura 6: Curva de crescimento de cepas industriais de S. cerevisiae em meio de cultura de
hidrolisado de coco verde. Foram utilizadas as cepas GSE16-T18, PEDRA, Ethanol Red e G2-

104 e o experimento durou 36 horas. O eixo Y representa a densidade éptica lida em 600 nm

pelo leitor de microplacas Synergy™ HT Multi-Detection Reader e o eixo Y representa o tempo

em horas.
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Na figura 4, as células estdo em meio laboratorial YEPD e as cepas produtoras
de etanol de segunda geragao (CPE2G) possuem uma fase Lag mais curta, de
aproximadamente 3 horas. Quando sua fase (Log) comecga, com uma duragao
de 8 horas. Apds 12 horas de crescimento, as CPE2G entram em sua fase
estacionaria, perdurando até o final do experimento (36 horas) com uma
concentracdo de células estavel. As cepas produtoras de etanol de primeira
geracdo (CPE1G) se mantém 8 horas na fase Lag e 12 horas na fase Log,
entrando na fase estacionaria apos 20 horas de crescimento, mantendo
constante concentracdo de células. Apesar da diferenca em sua fase Lag, as
CPE1G e CPE2G apresentam uma curva de crescimento semelhante, o que é
esperado levando em consideracao o fato do meio de cultura laboratorial YEPD
ter as condi¢cdes ideais para o crescimento da S. cerevisiae. Através deste
experimento, foi possivel estabelecer um protocolo para a utilizagcdo de cada

levedura.

A figura 5 apresenta o crescimento das CPE1G e CPE2G em meio de cultura
de hidrolisado de casca de coco verde. Nesta, as CPE1G apresentam uma
fase Lag de aproximadamente 17 horas, enquanto que as CPE2G apresentam
fase Lag de 9 horas. A fase Lag é a fase de adaptagdo do microrganismo ao
meio em que se encontra. Por isso, é esperado que nos meios de cultura de
materiais lignocelulésicos, as cepas que nao sao especificas para tal
apresentem uma fase Lag maior, como as CPE1G, uma vez que esse meio de
cultura possui diversos inibidores e diferentes concentragdes de acucares. As
outras duas cepas utilizadas no presente trabalho, apesar de serem especificas
para producao de etanol de segunda geracao, portanto especificas para
materiais lignocelulésicos, foram desenvolvidas para um material especifico: o
meio de cultura do residuo florestal. Por isso, os inibidores e concentragdes de
acucar diferem do meio para o qual elas foram desenvolvidas para o0 meio no
qual estdo sendo submetidas. Por isso, apresentam uma fase Lag maior nesse
meio, que ndo possui todas as condigdes ideais para seu crescimento. A fase
Log das CPE1G é de 8 horas, contra 10 horas das CPE2G, quando ambas
passam a nao mais ter seu crescimento em progressdo geomeétrica, porém

continuam com uma pequena taxa de crescimento. Além disso, ao final do
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experimento, as CPE2G possuem maior densidade o6ptica e, portanto, maior
concentragao de células. O melhor desenvolvimento das CPE2G se deve a sua
especificidade em materiais lignoceluldsicos além da utilizagdo da xilose.
Ademais, o meio de cultura YEPD possui concentragao de agucar de 5 °Brix,
enquanto o meio de hidrolisado de coco possui 11 °Brix. Essa grande
quantidade de acucar também pode causar um estresse osmoético na levedura.
Porém, ambas CPE1G e CPE2G estdo adaptadas a esse tipo de estresse, uma
vez que a cana de agucar, por exemplo, possui 18 °Brix € € o meio utilizado na
industria com a cepa PEDRA para a producéo do etanol 1G. Portanto, apesar

de ser um estresse presente, essas cepas ja estdo adaptadas a essa condigao.

Apesar das CPE2G terem tido a mesma desenvoltura no meio de hidrolisado, a
cepa GSE16-T18 apresentou uma condigdo problematica: a aglomeragao.
Mesmo submetendo as células ao banho ultrassbnico e a quimicos como
tentativa de desaglomera-las, as células permaneceram (Figura 6), mesmo

depois de mortas.

Figura 7: Aglomeragao de células de S. cerevisiae. Na figura, a cepa GSE16-T18 apds o banho
ultrassénico, ainda apresentando aglomeragcdo. Nao se conhece a concentragdo de células no

meio, uma vez que nao foi possivel contar as células.
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A aglomeracédo se torna um problema para os experimentos laboratoriais, uma
vez que contar as células se torna impraticavel, além das dificuldades para a
leitura da densidade 6ptica. Também, na industria do alcool, essa caracteristica
ndo é positiva. Quando as células formam um aglomerado, somente as células
que estdo na parte externa tem contato com os agucares, e, sendo assim, so
elas fermentam, reduzindo o rendimento do processo. Por isso, a cepa

escolhida para o presente trabalho foi a cepa G2-104.

4.2 ANALISES LABORATORIAIS DO CRESCIMENTO DA CEPA G2-104

A cepa GM de S. cerevisiae G2-104 passou por diversas analises laboratoriais
de crescimento em diferentes meios de cultura. Para que sua curva de
crescimento em meio classico laboratorial YEPD fosse analisada
separadamente, o experimento foi repetido, utilizando-se, também do leitor de
microplacas e do programa Gen5, porém por 54 horas (figura 7).

Como no experimento anterior, a cepa possui uma fase Lag de ~ 3 horas e
uma fase de Log de 8 horas, entrando, apds isso, em sua fase estacionaria,
que perdura até o final do experimento, por 43 horas. O fato da cepa nao ter
apresentado a fase de declinio em 54 horas de experimento demonstra sua

capacidade de sobreviver mesmo em meio com diversos compostos toxicos.
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Figura 8: Curva de crescimento da levedura S. cerevisiae em meio laboratorial. Cepa G2-104
em meio YEPD por 54 horas. O eixo Y representa a densidade éptica (concentragéo) lida em

600 nm) e o eixo X representa o tempo em horas.
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A G2-104 aléem de utilizar a glicose, € geneticamente modificada para a
utilizacdo da xilose. Por isso, a cepa foi crescida em meios classicos
laboratoriais com modificagdo na quantidade e tipo de acucar. Os meios
utilizados forem o YEPD, YEPDX e YEPX. No meio YEPDX a quantidade de
dextrose, que naturalmente seria 20 g/L, foi de 10 g/L, acrescentando-se 10
g/L de xilose, por isso o nome YEPDX. No meio YEPX, ao invés de utilizar
dextrose, utiliza-se 20 g/L de xilose (Figura 9). O experimento foi realizado
com o objetivo de avaliar a utilizacdo da xilose pela levedura, além de
estabelecer um protocolo de crescimento em um meio onde ela melhor se
desenvolve. Também, manter a levedura em um meio com xilose € importante

para que esta nao diminua ou perca sua capacidade de utiliza-la.
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Figura 9: O crescimento da S. cerevisiae com disponibilidade de diferentes agucares. Numero
de células da cepa G2-104 em meios de cultura com diferentes agucares: glicose apenas,
glicose e xilose e xilose apenas. O eixo Y representa o nimero de células e o eixo X os

diferentes tratamentos
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O meio em que houve maior crescimento da cepa foi o meio YEPDX, seguido
pelo meio YEPD e, por ultimo, o meio YEPX. Isso demonstra a preferéncia da
cepa por um meio de cultura com os dois agucares, a glicose e a xilose.
Apesar de ter menor crescimento, a cepa possui um crescimento mediano em
um meio que so possui glicose e um crescimento ainda menor em um meio

apenas com xilose, por essa ndo ser sua via de utilizagao principal.

Além disso, as células da levedura foram observadas em microscépio Optico
nos meios YEPD (Figura 9), YEPDX (Figura 10) e YEPX (Figura 11), sem
diluicdo

alguma.

Figura10: Células de S. cerevisiae em meio de cultura classico laboratorial. As células da cepa
G2-104 foram observadas por microscopia optica apds 24 horas de crescimento em meio

YEPD contendo glicose como fonte de carbono.
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Na figura 10, pode-se observar uma concentragédo de 2,5 x 10° células. Além
disso, as células possuem um formato ovalado e algumas apresentam
brotamento. Também, percebe-se a diferenca de tamanho das células mae,
que sao maiores, para as células filha, menores. Apesar da grande maioria das
células apresentar formato ovalado, algumas sdo arredondadas. Quando em
sua fase Log, a populagdo pode apresentar diferentes tamanhos e formatos,

uma vez que a taxa de divisdo celular é muito alta e existem células novas,

velhas e células mortas.
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Figura 11: Células de S. cerevisiae em meio de cultura classico laboratorial com glicose e
xilose. As células da cepa G2-104 foram observadas por microscopia optica apds 24 horas de

crescimento em meio YEPDX contendo glicose e xilose como fonte de carbono.



43

A figura 11 apresentou uma elevada concentragdo de células: 5,0 x 10°. Por
isso, ha uma sobreposigdo de células, o que dificulta a visualizagdo. Apesar
disso, pode-se observar que poucas células apresentam brotamento e a
maioria possui 0 mesmo tamanho médio. Por estar em um meio com as
condicbes ideais e os agucares que a cepa utiliza, essa chegou a fase
estacionaria em menos tempo. Na fase estacionaria, a quantidade de células
que morre € a mesma de células novas e a divisdo celular ocorre em uma taxa

menor.

Figura 12: Células de S. cerevisiae em meio de cultura classico laboratorial contendo apenas
pentose como agucar: a xilose. As células da cepa G2-104 foram observadas por microscopia

Optica apds 24 horas de crescimento em meio YEPX contendo xilose como fonte de carbono.
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Como demonstrado na figura 12, em meio YEPX, a concentracdo de células foi
menor, quando comparado com os meios YEPD e YEPDX: 0,3 x 10°. Ademais,
as células apresentam formatos diversos, mas a maioria € oval. Também, as
células diferem muito em tamanho, sendo algumas pequenas e outras bem
grandes. Algumas células apresentam brotamento, mas ndo em grande
quantidade, o que demonstra que a populagao esta entrando na fase Log. Isso
significa que a cepa passou muito tempo na fase Lag. A via principal é a da
glicose, apesar da cepa também apresentar a via de utilizagdo da xilose.
Quando um organismo possui duas vias de utilizagao de fonte de carbono para
producao de energia, € comum nao apresentar crescimento pleno quando
somente uma das fontes de carbono esta presente no meio. Ainda, quando o
meio possui apenas a fonte de carbono que € a via secundaria de utilizagao, o
microrganismo ndo se multiplica tanto quando poderia. Isso explica por que a
cepa apresentou maior concentracdo de células no meio YEPDX, que possui
as duas fontes de carbono utilizada pela G2-104, seguido pelo meio YEPD, ja
que a glicose é sua via principal de utilizagao e, por ultimo, YEPX, que é sua

via secundaria.

Para que fosse estabelecida a curva de crescimento da G2-104 no meio em
que se deseja trabalhar, a cepa foi crescida no meio de hidrolisado de coco por
54 horas em leitor de microplacas e os dados analisados utilizando-se do

programa Genb5 (figura 13).

Em 54 horas de crescimento em meio de hidrolisado de coco (figura 12), a
levedura apresentou duas fases de crescimento, O primeiro apds as 10 horas
de experimento, e o segundo apos 36 horas de crescimento. Em sua primeira
fase de crescimento, a levedura n&o apresenta um crescimento exponencial,
que sO ocorre de fato apds as 36 horas. Apos 40 horas de experimento a
populagado chega em sua fase estacionaria, ndo apresentando fase de declinio
nas 56 horas de experimento. Como dito anteriormente, o meio de coco possui
diversos inibidores do crescimento e da fermentagcdo, o que causa o

crescimento anémalo da populagéo.

Apesar de apresentar resisténcia aos inibidores, a fase Lag da cepa em meio
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de casca de coco verde (Figura 13) é mais longa que em meio YEPD e
YEPDX, provavelmente pela grande quantidade de inibidores e grande

quantidade de acucares.
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Figura 13: Curva de crescimento da levedura S. cerevisiae em meio de cultura de biomassa.
Cepa G2-104 em meio de cultura hidrolisado de coco verde por 54 horas. O eixo Y representa

a densidade Optica (concentracao) lida em 600 nm e o eixo X representa o tempo em horas.
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4.3 A SOBREVIVENCIA DA G2-104 SOB ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Para avaliar a viabilidade da cepa G2-104 sob alta pressdo hidrostatica,
ferramenta de selecdo direcionada que se pretende utilizar no trabalho, sua
sobrevivéncia foi avaliada a 50, 100, 150 e 200 MPa por 30 minutos (Figura
14).
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Figura 14: A sobrevivéncia da levedura S. cerevisiae sob alta pressdo hidrostatica. A fugura
demonstra a curva de sobrevivéncia da cepa G2-104 sob HHP de 50, 100, 150 e 200 MPa por
30 minutos. O eixo Y representa o numero de células em UFC/mL e o eixo X representa os

diferentes tratamentos de pressao: 50, 100, 150 e 200.
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Na figura 14, o eixo X em 0 é o controle, a quantidade de células que possuia o
in6culo submetido aos tratamentos de pressdo. A cepa demonstrou taxa de
sobrevivéncia de 77,5% a 50 MPa, 40% a 100 MPa, 30% a 150 MPa e 23% a
200 MPa. Isso demonstra que a cepa é capaz de sobreviver sob HHP, e, em
pressdes mais altas, como de 100 e 150, possui uma sobrevivéncia ainda
maior que outras cepas de levedura, como descrito por BRAVIM (2011).

A fim de validar o resultado, um experimento com dois valores de pressao (50 e
100 MPa) (Figura 15) foi realizado com a G2-104, a S288C, que possui
resultado desses valores de presséo na literatura, a Ethanol Red e a PEDRA,
que sao cepas produtoras de etanol de 12 geragcdo. As CPE1G foram utilizadas
no experimento para se avaliar se as cepas industriais em geral possuem maior
sobrevivéncia, por serem mais adaptadas aos estresses da fermentacao, ou se

isso seria apenas uma caracteristica da G2-104.
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Figura 15: Sobrevivéncia de cepas industriais e laboratoriais de S. cerevisiae sob alta presséo
hidrostatica. As cepas utilizadas no experimento foram: Ethanol Red, G2-104, PEDRA e S288C
submetidas a 50 e 100 MPa.por 30 minutos. O eixo Y representa a porcentagem de
sobrevivéncia das células e o eixo X representa as diferentes cepas utilizadas e os diferentes
tratamentos de pressao: 50 e 100 MPa.
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As cepas foram juntamente colocadas sob as pressdes para que ndo houvesse
erros. O resultado obtido pelo experimento € o mesmo obtido por BRAVIM
(2011) em relagéo a cepa S288C. Apesar da cepa ER ter demonstrado 100%
de sobrevivéncia a 50 MPa, a 100 MPa a G2-104 foi a que obteve maior valor.
Além disso, as cepas industriais ndo apresentaram a mesma sobrevivéncia,
demonstrando que a alta sobrevivéncia da G2-104 em pressdes maiores € uma

caracteristica da cepa.

Esse resultado confirma a possibilidade de se realizar selegédo direcionada com
a G2-104 em meio de casca de coco verde, para se obter uma cepa mais
resistente, uma vez que, de acordo com FERNANDES (2005), a HHP induz

maior taxa de fermentacao em levedura.

4.4 SELECAO DIRECIONADA DE CEPA GM DE S. cerevisiae

Para avaliar o consumo de agucar e a sobrevivéncia da cepa G2-104 por 8 dias
sob HHP, foi realizado um experimento em que, a cada 48 horas uma aliquota
era retirada do meio (Figura 16). Esse primeiro experimento de selegao
direcionada foi realizado para que se analisasse as condi¢des da cepa durante
o tempo. Primeiro, é importante manter a cepa sob HHP sem que haja
necessidade de renovacao de meio, para que o experimento seja interrompido
0 minimo possivel, mesmo que rapidamente, o que também diminui a chance
de contaminagcdo. Além disso, era essencial saber se a cepa realmente

sobreviveria tanto tempo sob HHP.

A porcentagem de sobrevivéncia da levedura nas primeiras 48 horas foi de
23,6%, depois de 96 horas 2,9% de sobrevivéncia, em 144 horas a

sobrevivéncia caiu para 0,14% e apo6s 182 horas a porcentagem foi de 0,03%.
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Figura 16: Avaliagcdo da sobrevivéncia da cepa GM G2-104 sob selegdo direcionada.
Porcentagem de sobrevivéncia da G2-104 sob 50 MPa por 8 dias em meio de hidrolisado de
coco verde. O eixo Y representa o numero de células e o eixo X o tempo, em dias. O eixo X em

0 representa o numero inicial de células, antes de serem submetidas ao piezotratamento.
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Com o resultado do experimento demonstrando baixa taxa de sobrevivéncia,
surgiram trés novas hipoteses. A primeira € que o meio ficou parado e nao
havia agitagdo alguma para que mais células pudessem entrar em contato com
0 meio de cultura. Além disso, o protocolo utilizado para produzir o meio de
cultura ainda ndo usava composto algum para a redugdo dos inibidores do
meio de coco, além de nao utilizar uma solugado tampao para manter o pH do
meio estavel. Por fim, a falta de fonte de nitrogénio no meio poderia, também,
causar sua baixa taxa de sobrevivéncia e, para isso, uma solugéo de ureia (2
g/L) passou a ser adicionada ao meio. A fim de reduzir a mortalidade,
provavelmente causada por essas problematicas, foi desenvolvido um
equipamento para rotacdo da capsula de pressio, o rotor da capsula de HHP
(Figura 17). Ainda, o protocolo de produgédo do meio de coco foi modificado por
BOLIVAR-TELLERIA (2019) e o polietilenoglicol passou a ser utilizado para

reduzir os inibidores do meio.

Figura 17: O rotor da capsula de HHP. Na figura, o novo equipamento desenvolvido por Alvaro

Luiz Santos, Alvaro Favarato Santos e Luiza Favarato Santos com o objetivo de girar a capsula

de Cu-Be contendo as células de levedura, para que estas ndo se depositem no fundo.
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4.5 AVALIACAO DA MUDANCA DE COMPORTAMENTO DA CEPA SOB
SELECAO DIRECIONADA COM MUDANCA DE PROTOCOLO

Com o objetivo de testar as hipoteses que surgiram no experimento anterior, o
experimento foi realizado novamente com as mudancgas feitas. A porcentagem
de sobrevivéncia da cepa passou a ser de 68,6 + 3,0%, contra 0,03% no
experimento anterior. Pode-se observar a formacgéo de bolhas (figura 18), que
representa a producdo de CO, e, consequentemente, a fermentagcdo da
levedura. Além disso, observa-se o alto consumo do meio de cultura, uma vez
que na hora 0 do experimento, o eppendorf se encontrava completamente
cheio e sem bolha alguma. Quando comparado com o controle (figura 19), o
tratado apresentou maior formagao de bolhas e maior consumo do meio de

cultura, demonstrando maior fermentacao sob HHP.

Com o aumento da sobrevivéncia da levedura, é possivel manté-la sob HHP
por mais tempo, sendo possivel realizar a selecdo direcionada da G2-104.
Além disso, em todos os tratamentos com a HHP por 8 dias pode-se observar
uma mudanca de pelo menos uma UFC a cada plagueamento do experimento
(Figura 20).
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Figura 18: A fermentagcdo da cepa GM de S. cerevisiae sob selegdo direcionada. Tubos de
eppendorf com meio de cultura contendo levedura apdés tratamento com HHP de 50 MPa por 8
dias em meio de hidrolisado de coco verde. Pode-se observar a formagao de bolhas e o alto

consumo do meio de cultura.

h

Figura 19: A formagéo de bolhas causada pela fermentagcéo da levedura S. cerevisiae. a) Tubo
com meio de cultura de hidrolisado de coco verde contendo leveduras apos 8 dias sob HHP de
50 MPa; b) Tubo com meio de cultura de hidrolisado de coco verde contendo leveduras apos 8

dias a pressao ambiente.
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Figura 20: A mudanga na conformagao da unidade formadora de colénia da cepa G2-104 apds
selecdo direcionada. Como apontado pela seta, houve uma mudancga na conformagéo de pelo

menos uma UFC a cada plagueamento feito apds o piezotratamento.

4.6 A CAPACIDADE FERMENTATIVA DA G2-104 APOS A SELECAO
DIRECIONADA

Apods o tratamento de selegao direcionada sob a alta pressao hidrostatica (50
MPa) por 8 dias com as mudangas no protocolo, avaliou-se a capacidade
fermentativa da cepa GM, comparativamente com o controle, que também
esteve por 8 dias em condi¢gdo anaerdbica, porém, a pressdo ambiente (0.1
MPa). Com isso, pode-se demonstrar a mudanga de comportamento da G2-
104 apos o piezotratamento. FERNANDES (2005) ja havia comprovado o
aumento da capacidade fermentativa da S. cerevisiae sob a alta pressao
hidrostatica. Porém, em seus experimentos, esse comportamento ndo se
repetia em 0.1 MPa, uma vez que uma avaliagao da cepa durante 8 dias nao

havia sido testada.
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Dessa forma, utilizando-se do método de pesagem (Tabela 1) e da medida do
°Brix, foi realizado o experimento para avaliar a fermentacdo da cepa apds o

piezotratamento.

Tabela 2: Avaliagao da fermentacao pelo método de pesagem

PESO
Amostra Inicial (g) Final (g) Perda (%)
Controle 12,37 12,22 1,25
Tratado 12,33 10,81 12,44

O resultado demonstra que a linhagem mantida sob piezotratamento apresenta
maior perda de peso que a linhagem mantida a pressao ambiente (0.1 MPa),
havendo maior consumo do meio de cultura, o que demonstra maior producao

de etanol.

Com isso, comprova-se que a alta pressao hidrostatica como ferramenta de
selecao direcionada, por aproximadamente 130 geragdes (8 dias), metade da
quantidade necessaria para ocorrer uma mutacdo definitiva, aumenta a
capacidade fermentativa de S. cerevisiae, apesar de ndo se saber por quanto

tempo a caracteristica permenecera.

Apesar da diferenga no consumo de meio, a técnica de medida de agucares
por °Brix refratométrico apresentou apenas 36% de consumo dos agucares,

tanto no controle, quanto no tratado.
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5. CONCLUSAO

A utilizagdo da casca de coco verde como biomassa é uma solugéo sustentavel
para a produgcdo do etanol de segunda geragdo. O meio, porém, possui
diversos inibidores e todas as variaveis devem ser levadas em consideragao
para que haja um aumento no rendimento do processo, como o protocolo
utilizado, a agitacdo do meio e o estudo aprofundado do microrganismo
utilizado para que se tenha certeza que o meio possui todos os nutrientes
necessarios para que a levedura consiga produzir todos os metabdlitos

necessarios a sua sobrevivéncia e crescimento.

A utilizagdo de uma cepa GM que degrade a xilose também é essencial no
processo, uma vez que este agucar existe em grande quantidade no meio da
casca de coco verde e sua utilizacdo aumenta o rendimento do processo de
producdo do etanol de segunda geragdo. Também, a robustez da cepa em
relagdo a tolerancia aos inibidores é importante para que a cepa possua maior

capacidade fermentativa nesse meio.

Apos a analise dos dados obtidos, pode-se inferir que a G2-104 possui as
caracteristicas necessarias para sobreviver a selecdo direcionada utilizando a
alta pressao hidrostatica como ferramenta, por sua resisténcia a altas
pressdes, como nos valores de 100 e 150 MPa. Além disso, a criagdo de um
agitador (rotor da capsula de HHP) levou, junto com a utilizagdo do protocolo
desenvolvido por BOLIVAR-TELLERIA (2019), a um aumento da sobrevivéncia
da cepa sob HHP por 8 dias.

Por fim, pdde-se constatar um aumento de 90% da capacidade fermentativa da
cepa GM G2-104 de S. cerevisiae apos o piezotratamento por 130 geracgdes.
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6. PERSPECTIVAS

De acordo com a literatura, sdo necessarias 240 geragbes para que uma
caracteristica seja definitiva na levedura, para que ocorra uma mutag¢ao. Por
isso, utilizando-se da contribuicdo do presente trabalho, é necessario que se
realize a selecdo direcionada da levedura por 15 dias sob HHP de 50 MPa,
realizando um screening da populagéo obtida a fim de selecionar aquelas com

maior capacidade fermentativa.

Além disso, é importante que se realize um sequenciamento do gene da nova
cepa obtida e uma analise da expressao génica, com o objetivo de localizar as
mutagcdes ocorridas e as diferencas na metilagdo das regides do gene,
comparativamente com as da G2-104 sem a selecao direcionada. Assim, pode-
se conhecer 0s genes responsaveis por essa mudanga de comportamento na

levedura, podendo, até mesmo, desenvolver um organismo cisgénico.
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