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A adaptacdo evolutiva ¢ um método por meio do
qual um organismo ¢ submetido a uma pressdo
seletiva, fisica ou quimica, de forma continua ou
intermitente, com o intuito de promover mutagdes
ou adaptagOes persistentes que levem a selecdo de
individuos mais aptos para um propdsito
biotecnoldgico pré-estabelecido. Nesta revisdo, a
pesquisa bibliografica foi circunscrita a fontes que
trataram do uso da adaptagdo evolutiva de micro-
organismos fermentadores de pentoses com a
finalidade de estabelecer resiliéncia ou tolerancia
aos compostos inibidores ou citotoxicos produzidos
durante o processamento ou pré-tratamento de
biomassas lignoceluldsicas. Na pesquisa foram
considerados artigos publicados nos ultimos 10
anos disponiveis nas bases de dados da Science
Direct, Google Académico e PubMed. As
informagdes coletadas permitiram concluir que a
adaptacdo evolutiva de leveduras tem sido utilizada
como um procedimento técnico recorrente, pela sua
eficacia na melhoria do processo de fermentacao
alcodlica de pentoses oriundas de hidrolisados
lignocelulosicos. Tal processo melhora as
caracteristicas genotipicas dos micro-organismos
frente as condi¢des adversas desses hidrolisados,
proporcionando maior tolerdncia as substancias
citotoxicas e aos inibidores fermentativos com
consequente melhora no rendimento de etanol e na
produtividade volumétrica.

Fermentacdo de pentoses, Etanol
2G, Engenharia evolutiva, Aclimatagdo.
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A adaptagdo evolutiva ou engenharia evolutiva consiste em submeter um micro-organismo a
determinadas pressoes seletivas que induzam modificagdes genotipicas e resultem em individuos ou
populagdes capazes de gerar respostas desejaveis, mesmo na presenca de fatores estressantes
(MENEGON; GROSS; JACOBUS, 2022). Moremi, Rensburg e Grange (2020) e Ndubuisi et al.
(2023) mencionam que essa técnica pode ser empregada para aumentar a eficiéncia e a produtividade
da fermentagdo alcoodlica adaptando o micro-organismo a diferentes condi¢des de cultivo. Ao longo
dos anos, os pesquisadores vém estudando a adaptacdo como uma estratégia capaz de minimizar os
efeitos citotoxicos e melhorar o rendimento e a produtividade do processo de producdo de etanol
lignoceluldsico.

O etanol lignocelulésico ou etanol de segunda gera¢do (2G) ¢é produzido a partir dos
componentes monoméricos (hexoses e pentoses) dos polissacarideos estruturais presentes na parede
celular das biomassas vegetais. A lignocelulose, principal unidade estrutural das paredes vegetais, €
formada principalmente por celulose, hemicelulose e lignina e seu aproveitamento para fins
biotecnoldgicos necessita de pré-tratamento que decomponha a hemicelulose, remova a lignina e
reduza a recalcitrancia da celulose a sacarificacdo enzimatica (SELVAKUMAR et al., 2022). Os pré-
tratamentos quimicos e fisico-quimicos sao reconhecidos por disponibilizar pentoses ¢ hexoses que
compdem a hemicelulose, mas costumam produzir inibidores da fermentacao alcodlica e substancias
citotoxicas para o agente fermentativo, sendo necessario estudos para a destoxificagao do hidrolisado
ou o uso de linhagens microbianas resilientes as condi¢des do hidrolisado. (ZHAO; SHAO;
CHUNDAWAT, 2020).

Neste trabalho de revisao foram colecionados e organizados resultados de pesquisas cientificas
cujo proposito tenha sido a adaptacdo evolutiva de leveduras naturalmente ocorrentes e capazes de
fermentar pentoses com a finalidade de produgdo de etanol 2G. Para tanto, foi feita uma prospeccao
na literatura cientifica por meio de busca nos bancos de dados das plataformas Science direct, Google

académico e Pubmed, considerando publicagdes que abordaram o tema na tltima década.

Os biocombustiveis tém sido explorados como alternativa aos combustiveis de origem fossil e,
0 bioetanol de primeira geragdo (1G) tem sido o biocombustivel mais relevante para o abastecimento
de veiculos com motores de ciclo otto, originalmente abastecidos somente com gasolina
(JAYAKUMAR et al., 2023). Contudo, a producéo de etanol 1G guarda conflitos com a oferta de
alimentos quando compete por insumos voltados para a producdo de alimentos, por terras araveis e

agua (CHENG; WHANG, 2022). Neste contexto, o bioetanol de segunda geracdo (2G) apresenta-se

Interdisciplinarity and Innovation in Scientific Research
Adaptagdo evolutiva de leveduras para produgado de etanol lignocelulosico: Uma revisdo



como uma interessante alternativa, por ser produzido a partir de biomassas lignocelulésicas, muitas
vezes consideradas residuos agricolas ou agroindustriais e ainda apresentar baixo custo e ndo competir
com o mercado de alimentos (RAMESH; SELVAN; BABU, 2022; CHENEBAULT; PERCHERON,
2023).

As biomassas lignoceluldsicas sdo compostas por cerca de 15% a 30% de lignina, 20% a 35%
de hemicelulose e 30% a 50% de celulose (BASAK ef al., 2023) que formam uma matriz
tridimensional, complexa e rigida da parede celular dos vegetais (BHARADWAIJ et al., 2023). A
hemicelulose e a celulose sao polissacarideos que podem ser hidrolisados em ac¢ticares monoméricos,
se tornando, entdo, passiveis de fermentacao para obtengdo de etanol (ALMEIDA; NASCIMENTO,
2021). A conversdao da biomassa lignoceluldsica em bioetanol passa por diferentes etapas : o pré-
tratamento, que envolve a altera¢do da estrutura da matriz celulose-hemicelulose-lignina, garantindo a
separacao dessas fibras em fragdes independentes, a fim de torna-las acessiveis ao ataque quimico ou
enzimatico que decompora os polissacarideos (SINGH et al., 2022); a sacarificagdo ou hidrolise das
ligagdes glicosidicas, que tem como finalidade despolimerizar os componentes holoceluldsicos
(celulose e hemicelulose), liberando os monossacarideos, pentoses ¢ hexoses (MACHINENI, 2019); a
fermentagdo, processo microbioldgico que garante a conversao de todos os acicares monoméricos em
etanol e dioxido de carbono (COz); e a destilagdo, processo de separacao do etanol do restante do mosto

fermentado. Na Figura 1 s3o mostradas as etapas do processo de producao de etanol 2G.

Figura 1. Esquema geral das etapas do processo de produgéo de etanol lignoceluldsico ou de 2° geragéo.

Biomassa - P
. . Pré-tratamento Hidrdlise Fermentacao Destilacao Etanol
lignocelulésica

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2023

O rendimento da conversdo da biomassa em agucares livres depende da escolha das condigdes
operacionais empregadas nas etapas de pré-tratamento e hidrdlise (SHRIVASTAVA; SHARMA, 2023).
Essas etapas, embora necessarias para a consolidacdo do etanol de segunda geracao, podem gerar uma
variedade de compostos quimicos com efeitos indesejaveis, tais como, derivados de furano, acidos
alifaticos e compostos fenolicos, os quais podem promover a morte celular ou inibi¢do do metabolismo
microbiano (ZHAO; SHAO; CHUNDAWAT, 2020). A preseng¢a desses inibidores interfere na
consolida¢do do bioetanol lignocelulésico, uma vez que, os valores de rendimento e de produtividade,

requisitos indispensaveis, sdo afetados negativamente. Neste cenario, as caracteristicas metabolicas do
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micro-organismo sao fundamentais para o bom desempenho da producao do etanol, sendo importante
buscar por espécies e linhagens que superem a presenca dos compostos inibidores formados durante o
processo de pré-tratamento.

A espécie Saccharomyces cerevisiae, levedura conhecida pela robustez e considerada
referéncia em processos industriais de produgdo de etanol de primeira geragao por converter hexoses
a etanol de forma eficiente, ndo fermenta as pentoses disponibilizadas apds o processo de hidrolise da
biomassa lignoceluldsica. Saxena et al., 2023 relatam o fato de que essa levedura ndo ¢ capaz de se
multiplicar ou crescer quando a nica fonte de carbono € a xilose, pois apesar do seu genoma possuir
uma via de metabolismo para esse agucar, ha um baixo nivel de expressao dos genes responsaveis pela
enzimas da via. Portanto, um dos desafios para consolida¢do do processo do etanol 2G ¢ a adocao de
um organismo que seja capaz de fermentar, de forma eficiente, tanto a glicose quanto a xilose,
provenientes do processo de sacarificagao da celulose e hemicelulose, respectivamente, a etanol.

A producao de bioetanol, para ser bem-sucedida, deve contar, ainda, com agentes fermentativos
resilientes ao estresse osmotico, temperaturas elevadas e a presenga de altas concentragdes do produto
formado, o etanol (ELIODORIO et al., 2019).

Os actucares, apesar de importantes fontes de energia para as células de levedura, podem se
tornar toxicos quando em altas concentragdes no mosto (ITTO-NAKAMA et al., 2023). O aumento na
osmolaridade do meio fermentativo afeta o crescimento e a viabilidade celular (SAINI et al., 2018). A
exposicao a altas concentracdes de aglicares resulta na rapida perda de agua intracelular por osmose,
seguido de encolhimento da célula (AUESUKAREE, 2017). Com o intuito de neutralizar tais efeitos,
as células de levedura aumentam a producdo de glicerol, aumentando assim a osmolaridade interna
(HOPPERT; KOLLING; EINFALT, 2022).

No processo fermentativo, durante a conversdao dos agucares em etanol ocorrem reacoes
exotérmicas e troca de calor dos micro-organismos com o meio fermentativo, elevando a temperatura
nas dornas de fermentacdo (RIVERA et al., 2017). Caso ndo haja um controle da temperatura, as
leveduras podem sofrer estresse térmico, afetando o crescimento, a viabilidade e o metabolismo
celular, pois pode desestabilizar proteinas, enzimas, membrana plasmatica e estruturas do
citoesqueleto, levando a disfuncdo proteica, desequilibrio metabdlico e colapso celular
(AUESUKAREE, 2017). Ribeiro et al. (2019) ao realizarem fermentagdes com Pichia
membranifaciens LJ4 em diferentes temperaturas (32°C, 37°C e 40°C) verificaram que, dentre os
tratamentos testados, a temperatura de 40°C mostrou aumento no indice de morte celular das células
de levedura, bem como decréscimo na concentragao total de etanol.

O acumulo de etanol durante o processo fermentativo pode resultar em toxicidade para o micro-
organismo (SNOEK; VERSTREPEN; VOORDESCKERS, 2016). Concentracdes elevadas de etanol

comprometem varias funcdes celulares, levando a redug¢dao do crescimento e perda da viabilidade

Interdisciplinarity and Innovation in Scientific Research
Adaptagdo evolutiva de leveduras para produgado de etanol lignocelulosico: Uma revisdo



celular, acabando por promover uma fermentagao lenta (BLEOANCA et al., 2013), dificultando, ainda,
o transporte de glicose (SALMON, 1989). O estresse causado pelo alcool também atinge a fluidez e
permeabilidade da membrana celular, visto que o etanol e os lipidios da membrana sdo moléculas
anfipaticas que interagem diretamente, resultando em alteracdes fisiolégicas da membrana
(MANSURE et al., 1994; ITTO-NAKAMA et al., 2023). A alta concentragao de etanol pode, também,
provocar o acimulo de substancias Reativas de Oxigénio (EROs), como perdxido de hidrogénio
(H20.), superoxidos (O?) e radical hidroxila (OH), os quais podem causar danos aos carboidratos,
lipidios, proteinas ¢ DNA, macromoléculas importantes para o metabolismo celular (YANG et al.,
2019).

Em se tratando de inibidores, o furfural (derivado de furano) é gerado a partir da desidratagdo
de pentoses pela acao de acidos e altas temperaturas (SJULANDER; KIKAS, 2020). A inibi¢ao de
enzimas como hexoquinase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e alcool desidrogenase ¢ um dos
efeitos deletérios observados em células microbianas na presencga de furfural (WANG et al., 2023). De
modo geral, o crescimento especifico celular, a viabilidade e a fase de crescimento exponencial sdo
diretamente afetados e, consequentemente, hd uma diminuigdo na produgdo e rendimento volumétrico
de etanol (WANG et al, 2016). Segundo Bellido et al. (2011), esse composto pode ainda afetar o
consumo de substratos, como observado em seu experimento com Scheffersomyces (Pichia) stipitis
em hidrolisado de palha de trigo, no qual houve um atraso nas taxas de consumo de aglicar com o
aumento da concentracao de furfural. Esse composto induz, ainda, o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que desnaturam proteinas, danificam o citoesqueleto e causam mutagénese no DNA
(LIU et al., 2021), danificam mitocondrias e membranas dos vacuolos (SJULANDER; KIKAS, 2020;
GENCTURK; ULGEN, 2022).

O 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), outro derivado de furano, ¢ produto da desidratacao de
hexoses, e assim como o furfural, produz efeitos negativos sobre as células, embora seja menos toxico
(SJULANDER; KIKAS, 2020). Os seus efeitos sdo semelhantes aos do furfural, principalmente ao
provocar uma fase de laténcia (ou fase lag) mais longa durante o crescimento celular (TSAI et al.,
2021). As enzimas alcool desidrogenase, piruvato desidrogenase e acetaldeido desidrogenase, sdo as
mais afetadas pelo 5-HMF e, em razdo disso, altas concentragdes deste composto no meio
fermentativo, pode interromper totalmente a multiplicacdo das células (SEHNEM et al., 2020).

O 4cido acético ¢ um acido fraco, gerado a partir da desacetilagdo das hemiceluloses e
considerado um dos dacidos carboxilicos mais encontrados em hidrolisados lignoceluldsicos
(RAJENDRAN et al., 2018). Abud, Silva e Junior (2017) em sua pesquisa reportaram que, em processo
fermentativo com a levedura Scheffersomyces (Pichia) stipitis, o acido acético foi o principal fator
causador do baixo rendimento fermentativo, quando comparado com outros compostos inibidores

como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural. Almeida ef al. (2023) citam que os efeitos toxicos do acido

Interdisciplinarity and Innovation in Scientific Research
Adaptagdo evolutiva de leveduras para produgado de etanol lignocelulosico: Uma revisdo



acético dependem do pH do meio fermentativo que, geralmente, ¢ inferior ao pH intracelular, e que
esse efeito estd relacionado aos anions que, em forma ndo dissociada, se propaga pela membrana
plasmatica das células microbianas, diminuindo o pH citosolico. Hu et al. (2022) relatam que a
diminui¢do do pH intracelular induz a produgdo da enzima adenosina trifosfatase (ATPase) da
membrana citoplasmatica associada ao bombeamento de protons necessario para a manutengdo do
potencial de membrana. Os autores reportam ainda que, tal fenomeno requer utilizacdo de ATP,
diminuindo a disponibilidade dessa molécula importante para a produgdo de etanol a partir da
fermentacgdo. Portanto, a presenca desse acido acarreta efeitos negativos para o crescimento celular e
producao de etanol. De acordo com Almeida et al. (2023), tais efeitos s6 sdo observados na presenga
de altas concentragdes do acido acético.

O micro-organismo, quando cultivado em meios que contenham substancias citotoxicas e
inibidoras do processo fermentativo, deve responder de forma rapida para proteger sua maquinaria
celular e reparar os danos causados (SAINI et al., 2018). A resposta das leveduras aos fatores
estressantes depende da espécie do micro-organismo, do tipo de estresse e demais condigdes do meio
de cultivo. A maioria das vezes, ndo ¢ possivel elucidar completamente a resposta da levedura frente a
esses estresses, necessitando de ferramentas Omicas que permitam analisar as variagdes genéticas,
proteinas e metabolitos (ZHAO; BAI 2009). A Figura 2 mostra, de forma ilustrativa, os efeitos dos

compostos inibidores a célula de levedura.
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Figura 1 - Efeitos inibitorios dos derivados de furano, acidos alifaticos, compostos fenolicos para a estrutura e metabolismo
da célula leveduriforme
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Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2023
Legenda: (1A) Danos @ membrana do vacuolo; (1F) Dano as mitocondrias; (1B; 4B) Afetam enzimas da via glicolitica e
da via de conversdo do bioetanol; (5B) Desnaturam proteinas e/ou enzimas; (1C; 4C) Aumentam a gerag@o de espécies
reativas de oxigénio (EROs); (1D) Degradacdo do DNA; (3G) Diminui¢do do pH intracelular por meio do acumulo de
espécies anionicas; (3H) Producdo da enzima adenosina trifosfatase (ATPase) que utiliza ATP para bombear protons para
fora da célula, diminuindo a disponibilidade de ATP para o processo fermentativo; (2E; 4E) Degradacdo da membrana
celular; (6]) Perda de agua intracelular pelo processo osmotico.

Zhao e Bai (2009) relataram que a capacidade microbiana para tolerar varios fatores
estressantes € um dos critérios mais importantes para selecionar cepas capazes de realizar uma
fermentagdo alcodlica mais eficiente. Cabe destacar que ao longo dos anos, pesquisadores vém
estudando estratégias que possam minimizar esses efeitos inibitorios, a fim de melhorar o rendimento
em etanol (ROQUE et al., 2019). Nesse contexto, Menegon, Gross e Jacobus (2022) mencionaram que
a adaptacdo evolutiva ¢ uma técnica interessante para melhorar a eficiéncia fermentativa de etanol, por
leveduras, quando na presenca de compostos inibidores, altas temperaturas e ou altas concentragdes

de agtcar e etanol.

A seleg@o natural, mecanismo de evolugdo proposto por Darwin em 1859, é um processo em
que os organismos mais aptos a sobreviver em determinadas condigdes ambientais sao selecionados,

pois se reproduzem e transmitem suas caracteristicas aos descendentes. A adaptagdo evolutiva de
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micro-organismos, também chamada de evolucao laboratorial, segue o principio da sele¢ao natural,
contudo em um ambiente gerado em laboratdrio e sob condi¢des controladas (PAL; V1J, 2022).

A adaptacdo evolutiva consiste em expor, por um longo periodo de tempo, determinado micro-
organismo a um ambiente estressante, como por exemplo as condi¢des de indisponibilidade de
nutrientes, presenga de compostos citotoxicos, estresse térmico, osmotico e/ou oxidativo (ZHU et al.,
2018). Essas condicdes de estresse geram uma resposta rapida dos micro-organismos que evoluem
para proteger sua maquinaria celular e reparar os danos causados (SAINI ef al., 2018). A partir desse
processo, certas caracteristicas genotipicas dos micro-organismos podem ser melhoradas, sem que seja
preciso utilizar protocolos de biologia sintética para a modificagao do genoma da levedura (PAL; V1J,
2022).

As estratégias de adaptagdo consistem, no geral, em cultivar o micro-organismo de interesse
em meio fermentativo adicionado com substancias citotoxicas e/ou submetido a fatores estressantes
(temperatura, pH, salinidade, pressdo osmotica). Tais estratégias sdo numerosas e variadas e, tendo-se
como base, 0 aumentado gradativo do fator estressante durante o processo fermentativo. Considerando
as varias estratégias, Mavrommati, Papanikolaou e Aggelis (2022) descreveram algumas técnicas que
podem ser empregadas, como por exemplo processos em batelada utilizando meio liquido contido em
frascos que sdo submetidos a agitacdo e depois de um determinado intervalo de tempo, as células sdo
retiradas e inoculadas em um novo frasco que pode conter uma concentragdo maior ou igual de uma
substancia toxica, como representado na Figura 3. Nesta estratégia, os passos sdo, entdo, repetidos
diversas vezes, de acordo com o nimero desejavel de geragdes. Wang, Sun e Yuan (2018) mencionaram
que este mesmo procedimento pode ser realizado utilizando meio sélido, contido em placa de Petri ou
tubo de cultura, contendo o fator estressante, no qual o micro-organismo sera inoculado. A seguir a
cultura crescida sera transferida para novo meio contendo o fator estressante em concentragdo ou
intensidade igual ou maior, o que ird promover uma pressao seletiva. Dragosits e Mattanovich (2013),
mencionaram que esses procedimentos experimentais, independentemente de serem em meio liquido
ou solido, sdo simples e de baixo custo, podendo ter condigdes de temperatura ¢ homogeneidade
controladas, contudo podem apresentar alguns obstaculos, como: densidade populacional varidvel,
escassez de nutrientes e, variagdes no pH e oxigénio dissolvido. A variacdo desses fatores pode ndo ser
de grande importancia para muitas configuragdes experimentais e objetivos de trabalho, confirmando

entdo a eficacia do método.
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Figura 3 - Procedimento de adaptacdo evolutiva, por meio de transferéncias sucessivas em meio liquido contendo
concentracdo ou intensidade crescente do fator estressante

Cepa nativa Cepa adaptada
% Inéculo
M1 M2 M3 Mn

M= meio

Concentragao crescente do fator estressante —>

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2023
Legenda: M (meio fermentativo); M1, M2, M3..Mn (meio fermentativo contendo concentragdo crescente do fator
estressante, tais como compostos inibidores, etanol, aglicares, temperatura, pH, entre outros).

Existem algumas estratégias de adaptacdo que necessitam de maior controle, podendo, entdo,
como uma das alternativas, utilizar a técnica de culturas continuas em biorreatores, que possibilita a
manipulacdo de fatores como pH e temperatura (MAVROMMATI; PAPANIKOLAOU; AGGELIS,
2022). Durante o processo continuo, hd um aumento gradual do fator estressante, sendo obtidas, ao
final do processo, células adaptadas, como representado na Figura 4. Todavia, o processo de adaptagdo
apresenta entraves, como por exemplo, descobrir os mecanismos ¢ as alteragdes genéticas que levaram
as c¢lulas a um fendtipo evoluido e, para tanto, o sequenciamento genomico das cepas evoluidas ou
uma analise mais aprofundada, costumam ser processos complementares necessarios (MOHEDANO;

KONZOCK; CHEN, 2022).

Figura 4 - Procedimento de adaptagdo evolutiva por processo continuo
BOMBA BOMBA

M2
Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2023.

Legenda: M1 (meio fermentativo com um aumento gradual de concentragdo do fator estressante, tais como compostos
inibidores, etanol, aglicares, temperatura, pH, entre outros); Biorreator (equipamento contendo o micro-organismo, onde
ocorrera a fermentagdo); M2 (meio fermentado).

v

M1 Biorreator

A modificagdo seletiva de caracteristicas genotipicas dos micro-organismos e a eficiéncia do
processo fermentativo estdo diretamente correlacionada, visto que o agente fermentativo adaptado

pode aumentar sua taxa de crescimento especifico, sua tolerancia aos inibidores e ao etanol e, ainda,
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criar estabilidade frente altas temperaturas e variagdes de pH (TURANLI-YILDIZ et al., 2017; SAINI
etal.,2018).

Neste contexto, a utilizacdo de micro-organismos adaptados minimiza, portanto, os efeitos
deletérios da fermentacdo, como aqueles ocasionados pela presenga dos compostos inibidores
provenientes da etapa de pré-tratamento do hidrolisado lignocelulosico (NOURI et al., 2020).

Morales et al. (2017), estudaram a linhagem de levedura Spathaspora passalidarum NRRL Y-
27907, a qual passou por um processo de adaptagdo realizado como segue: (i) uma suspensio
microbiana foi exposta a luz UV por 480 segundos, (ii) seguida, de indculo em meio sélido contendo
1 g L' de 4cido acético por 72 h, (iii) posteriormente a coldnia foi transferida para um meio liquido
contendo 1 g L' de 4cido acético por 7 h e, entdo, (iv) inoculadas em biorreator com diferentes taxas
de dilui¢des, onde as concentracdes de acido acético foram gradualmente aumentadas. A seguir, as
células ja adaptadas foram inoculadas em meio fermentativo contendo hidrolisado de Eucalyptus
globulus. Esses autores mencionam que as cé€lulas nativas de S. passalidarum NRRL Y-27907
apresentaram menor rendimento (0,22 Zetanol Gsubstrato ) € produtividade volumétrica (0,09 g L' h!)
quando comparadas aos valores obtidos nos processos conduzidos com células adaptadas (0,36 Zetanol
Zaubstrato - € 0,55 g L1 h'!), cujo aumento foi de 63,6% e 511,1% respectivamente. Vale ressaltar que, 1
g de carboidrato pode ser convertido, teoricamente, em no maximo 0,511 g de etanol (C2H¢O) e 0,489
g de dioxido de carbono (CO,). O valor de rendimento de etanol pode se aproximar do valor tedrico,
mas nao maior que este.

Trichez et al. (2023) também trabalharam com o processo de adaptagdo evolutiva da levedura
Spathaspora passalidarum, todavia com o objetivo de melhorar sua capacidade de co-fermentagao de
glicose e xilose. O ensaio foi conduzido, inicialmente, com uma etapa de mutagénese por radiacao UV
e, posteriormente com um experimento empregando como critérios de selecao o consumo dos agucares
xilose na presenca de 2-desoxi-D-glicose (2-DOG), analogo ndo metabolizavel da glicose.
Considerando os resultados, os autores observaram que a cepa mutante demonstrou uma melhoria em
sua capacidade de assimilar de forma simultanea, glicose e xilose em meios de culturas contendo
ambos os aclicares. No experimento conduzido com a cepa controle de Spathaspora passalidarum, a
glicose (20,44 g L") foi completamente esgotada e 7,55 g L™! de xilose foi consumida, resultando na
producio de 6,80 g L™! de etanol em um periodo de 24 horas de cultivo. Por outro lado, as células da
linhagem Spc3, a versdo adaptada da S. passalidarum, consumiu 5,59 g L™ de xilose, mesmo na
presenca de 2,82 g L' de glicose residual, e produziu 5,57 g L™! de etanol, sendo possivel observar
uma ligeira melhoria no processo de co-fermentagdo de glicose e xilose, em comparag¢do com a cepa
controle. Os mesmos autores também trabalharam com a adaptacdo evolutiva da levedura
Scheffersomyces stipitis, em condicdes experimentais iguais. Um efeito mais notavel no co-consumo

de glicose e xilose foi observado nas células evoluidas derivadas de S. stipitis. As células de controle

Interdisciplinarity and Innovation in Scientific Research
Adaptagdo evolutiva de leveduras para produgado de etanol lignocelulosico: Uma revisdo



comegaram a assimilar a xilose somente apos o quase completo consumo da glicose. Por outro lado,
tanto as cepas adaptadas AS5-1 como A5-8 foram capazes de co-assimilar glicose e xilose
simultaneamente, mas com um comprometimento na taxa de consumo de agucar. A cepa de S. stipiti
do tipo selvagem consumiu 1,01 g L™! de xilose e 15,95 g L™! de glicose, em uma proporgdo de 0,06 g
de xilose por g de glicose, dentro de apenas 6 horas de cultivo. Nessa mesma situagdo, as cepas
evoluidas mostraram consumo em propor¢des mais elevadas de xilose/glicose. A linhagem adaptada
A5-1 consumiu 1,08 g L™! de xilose e 5,43 g L™! de glicose, com uma proporg¢io de consumo de aguicar
de 0,20 g de xilose por g de glicose, enquanto A5-8 consumiu 1,74 g L™! de xilose e 4,45 g L' de
glicose, resultando em um consumo na propor¢ao de 0,39 g de xilose por g de glicose. Contudo, ¢
importante notar que, apesar das maiores propor¢des de consumo de xilose/glicose, as células
evoluidas (Spc3, A5-1 e A5-8) exibiram uma taxa reduzida de consumo de glicose em comparacao
com as cepas parentais.

Sharma et al. (2016) explorou a linhagem de Kluyveromyces marxianus NIRE-K1 para
produgdo de bioetanol lignoceluldsico a partir de xilose por meio de uma abordagem de adaptagdo
evolutiva. O método utilizado foi realizado em batelada com meio sintético YEP (10 g L! extrato de
levedura, 20 g L' peptona, 20 g L' glicose/xilose, 15 g L phytagel, pH 5,5) e transferéncias
sequenciais. A adaptacao continuou por 60 bateladas até que a cultura adaptada fosse capaz de utilizar
mais de 80% (p/v) de xilose. Os autores reportaram que a absorgao volumétrica da xilose foi 3,45 vezes
maior para K. marxianus NIRE-K1 adaptada (0,38+0,03 g L' h'!) quando comparada com a cepa
nativa (0,11£0,02 g L' h'') e o rendimento em etanol de 0,112£0,02 Zetanol Gsubstrato”’ usando K. marxianus
NIRE-K1 adaptada, resultado esse 57,1% maior que o rendimento obtido para a cepa nativa (0,07+0,01
Getanol Gsubstrato ). A produtividade volumétrica de etanol também sofreu uma melhora, visto que o valor
encontrado para a cepa nativa foi de 0,008+0,002 g L' h'! e para a cepa adaptada o valor encontrado
foi de 0,040+0,003 g L' h'!, resultado 400% superior.

Os autores Du ef al. (2022) estudaram a adaptacdo evolutiva com a levedura Kluyveromyces
marxianus 1727, mesma espécie estudada anteriormente, no entanto, na presenca de multiplos
inibidores e, para tanto, as células foram incubadas em meio sintético adicionado de multiplos
inibidores com concentragdes de 0,2 g L! de 4acido formico, 0,5 g L' de 4cido acético, 0,3 g L! de
furfural e 0,2 g L' de 5-HMF. Quando a densidade dptica da suspensdo atingiu 2,0 D.O, as células
foram coletadas e transferidas para uma concentracdo mais alta de inibidores. As etapas foram
repetidas até que a concentracdo final de inibidores fosse de 0,8 g L' de acido formico, 1,2 g L de
4cido acético, 0,8 g L' de furfural e 0,6 g L' de 5-HMF. Ao fermentar o hidrolisado de palha de milho,
inoculado com a levedura K. marxianus 1727 adaptada, os autores Du et al. (2022) relataram observar
um rendimento de 0,46 Zetanol Zsubstrato ', 0 qual foi 12,2% superior, quando comparado com a cepa mie

(0,41 getanol gsubstrato_l)-
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Hemansi et al. (2022) também realizaram um processo de adaptagdo com a linhagem
Kluyveromyces marxianus JKXHS, o qual foi conduzida pela transferéncia da levedura em meio sintético
contendo um aumento gradual de inibidores (acido acético/furfural/vanilina/coquetel de inibidores).
As células em fase logaritmica foram coletadas para um posterior in6culo realizados por transferéncias
de forma consecutiva por 60 bateladas. Os autores observaram que, quando cultivada em meio sintético
com concentragio inicial 50 g L™! de glicose e na presenca de coquetel de inibidores (4cido acético 3
g L', furfural 1 g L' e vanilina 1 g L), a linhagem adaptada apresentou melhor rendimento (0,40
Getanol substrato ') € produtividade volumétrica (1,11 g L' h'), quando comparada com a cepa nio
adaptada (0,16 Zetanol substrato . € 0,45 g L' h'l), que apresentou aumento de 150,0% e 146,7%,
respectivamente. Ainda estudando a mesma espécie, mas de linhagem diferente, Kluyveromyces
marxianus CCT 7735, Silveira et al (2020) realizaram um estudo de 85 dias realizando o processo de
adaptacio, no qual o microrganismo foi inoculado no meio SD (6,7 g L' de base nitrogenada de
levedura - YNB - sem aminoacidos e 20 g L' de lactose) adicionado de etanol 4% (v/v) (SDE). Os
dados coletados, evidenciaram uma melhorkia no rendimento de etanol (Yps) que se apresentou em
um valor de 0,32 g g!' na cepa parental (P1) e 0,36 g g! na cepa adaptada (ETS1). Ademais, a
produtividade volumétrica também aumentou, de 0,56 a 0,66 g L' h'l.

Segundo Nouri, Azin e Mousavi (2017), um processo de adaptacdo foi realizado com a levedura
Barnettozyma californica HNMA-5, empregando o procedimento de adaptagdo que consistiu em
utilizar meios com concentragdes crescentes de 25%, 50%, 75% e 100% (v/v) de hidrolisado de bagago
de cana-de-agticar. Ao observar um crescimento vigoroso da cultura, foram realizadas transferéncias
para um meio com maior concentragdo de hidrolisado. Os autores observaram um aumento no
rendimento de etanol, que foi de 0,166 etanol Ssubstrato” cOM a cepa ndo adaptada para 0,216 Zetanol
Zaubstrato . com a cepa adaptada (melhoria de 30,1%), bem como na produtividade volumétrica, que
aumentou de 0,138 g L' h'! para 0,158 g L' h'! (melhoria de 14,5%).

No trabalho de Fan ef al. (2013), uma cepa de levedura de Pichia guilliermondii, previamente
selecionada e adaptada a hidrolisados de residuos de sabugo de milho foi utilizada visando melhor
desempenho na producao de etanol lignoceluldsico. Os autores relataram que a adaptagdo evolutiva
foi conduzida em hidrolisados de residuo de sabugo de milho sem adi¢do complementar de nutrientes.
As cepas foram transferidas em proporcao crescente (25-100%, em incrementos de 25%) de
hidrolisado, onde as coldnias com maior crescimento em meio solido contendo 25% hidrolisado (v/v)
foram selecionadas e transferidas para um meio sélido com maior ainda, concentragao de hidrolisado.
Os resultados demonstraram que a levedura P. guilliermondii adaptada apresentou melhor desempenho
para producdo de etanol em meio hidrolisado ndo destoxificado sem adicdo de nutrientes. A cepa
adaptada, produziu, em 120 h, 34,7+0,2 g L'! de etanol, com produtividade volumétrica de 0,29+0,00

g L' h'!, que corresponde a 84,6% e 81,3% maior que a de sua cepa ndo adaptada, respectivamente
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(188 g L' e 0,16 g L! h'!). Além disso, a cepa adaptada consumiu toda a glicose presente no
hidrolisados de residuos de sabugo de milho (cerca de 74,9 g L!) em 120 h, com taxa de consumo de
0,62+0,01 g L' h™!, 87,9%, maior que a da cepa parental.

Pontes (2022) realizou o estudo do processo de adaptacao evolutiva da linhagem de levedura
Candida orthopsilosis UFVIM-4G, empregando a técnica de transferéncias sucessivas em meios
contendo concentracdes crescentes de hidrolisado de semente de girassol (0%, 25%, 50%, 75%,
100%). Posteriormente, as cepas provenientes das diferentes concentragdes foram isoladas e
inoculadas em hidrolisado de semente de girassol puro, para definicao dos parametros fermentativos.
A autora observou que o processo de adaptagdao desta linhagem foi eficiente, uma vez que houve
aumento no rendimento e na produtividade volumétrica da levedura adaptada (0,50 etanol Zsubstrato” €
0,42 g L' h'') quando comparada com a levedura nio adaptada (0,34 Zetanol Zsubstrato’ € 0,32 g L1 h'h).
Além disso, relatou que houve melhoria no crescimento dessa levedura, cuja taxa especifica maxima
de crescimento (max) passou de 0,07 h™! para 0,28 h'!.

Na Tabela 2 encontra-se um resumo dos resultados abordados nesta revisdo. A partir da analise
dos resultados relatados na literatura foi possivel inferir que a técnica de adaptagdo evolutiva
influenciou de forma positiva os parametros fermentativos. O menor aumento percentual observado
com o uso desta técnica foi de 12% de rendimento de etanol para a espécie Kluyveromyces marxianus

1727 e o maior de 1,530 % para a espécie Scheffersomyces stipitis Y-7124.

Tabela 2 — Compilagdo de dados da literatura de processos fermentativos empregando leveduras fermentadoras de pentose
submetidas a técnica de adaptacdo evolutiva para producdo de etanol

Yeis .
Qr Meios ..
Leveduras (getanon_1 (g Lt h) fermentativos Referéncias
Qsubstrato )
Spathaspora Nativa 0,22 0,09 Hidrolisado de
passalidarum NRRL Y- Eucalyptus Morales et al. (2017)
27907 Adaptada 0,36 0,55 globulus
Kluyveromyces Nativa 0,07 0,008 Meio sintético
marxianus NIRE-K1 Adaptada 0,11 0,040 YEPX Sharma et al. (2016)
Kluyveromyces Nativa 0,41 - Hidrolisado de
marxianus 1727 Adaptada 0,46 - palha de milho Duetal. (2022)
Kluyveromyces Nativa 0,16 0,45 Meio sintético com Hemansi et al.
marxianus JKH5 Adaptada 0,40 1,11 inibidores (2022)
Kluyveromyces Nativa 0,32 0,56 S o
marxianus CCT 7735 Adaptada 0.36 0.66 Meio sintético SD | Silveira et al. (2020)
Barnettozyma Nativa 0,166 0,138 Hidrolisado de
californica HNMA-5 |  Adaptada 0,216 0,158 baga@‘;ggcgfna'de' Nouri et al. (2017)
Nativa - 0,16 Hidrolisado de
Pichia guilliermondii Adaptada i 0,29 residuos d_e sabugo Fan et al. (2013)
de milho
Candida orthopsilosis Nativa 0,34 0,32 Hidrolisado de Pontes (2022)
UFVIM-4G Adaptada 0,50 0,42 semente de girassol

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2023
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O sucesso da producdo de etanol lignoceluldsico depende, do uso de micro-organismos capazes
de fermentar hexoses e pentoses com desempenho similar as leveduras industriais convencionais quer
estejam ou ndo na presenca de ambiente fermentativo hostil, como costuma ser o hidrolisado
lignocelulosico.

Diversas alternativas vém sendo estudas para reduzir as pressdes a que as leveduras sdo
submetidas durante a fermentacgdo de hidrolisados lignoceluldsicos. Entretanto, a adaptacdo evolutiva
se propoe a tornar mais resilientes e eficientes as leveduras ndo convencionais, reconhecidas por sua
capacidade de fermentar pentoses, ao ambiente fermentativo proprio dos hidrolisados lignocelul6sicos.

Da revisdo realizada sobre o tema, foi possivel observar que a metodologia de adaptagdo
evolutiva, considerada a alternativa de intervengdo por engenharia genética, ¢ uma ferramenta de
execugao mais simples e menos onerosa, com aplicagdo ampla e que abarca a maioria das questdes
relacionadas as intercorréncias do processo fermentativo com resposta direta sobre o aumento do

rendimento fermentativo e da produtividade volumétrica.
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