Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Marcio Domingos Moreira de Sousa

Otimizacao da fermentacao para a producao
de compostos fenélicos

Dissertacao de Mestrado
Mestrado Integrado em Engenharia Biologica
Ramo em Tecnologia Quimica e Alimentar

Trabalho realizado sob orientacéo da

Professora Doutora Isabel Cristina Almeida Pereira
Rocha

do

Doutor Nuno Costa Martins de Faria

e da

Doutora Adelaide Correia Braga

outubro de 2018



Declaracao

Nome: Marcio Domingos Moreira de Sousa

Titulo dissertacao: Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fenolicos
Orientadores: Isabel Cristina de Almeida Pereira da Rocha
Nuno Costa Martins de Faria
Adelaide Correia Braga
Ano de conclusao: 2018
Designacao do Mestrado:

Mestrado Integrado em Engenharia Bioldgica — Tecnologia Quimica e Alimentar

E AUTORIZADA A REPRODUCAO PARCIAL DESTA DISSERTACAO (PAGINAS V E VI), APENAS PARA EFEITOS
DE INVESTIGACAO, MEDIANTE DECLARACAO ESCRITA DO INTERESSADO, QUE A TAL SE COMPROMETE;

Universidade do Minho, 31/10/2018

Assinatura:



mailto:msousa@onol.com

Agradecimentos

A realizacdo do presente trabalho foi possivel gracas a Universidade do Minho, especialmente

gracas ao departamento de Engenharia Biologica e pessoas incriveis que o integram.

Quero expressar os meus sinceros agradecimentos a Doutora Isabel Rocha e ao Doutor Nuno
Faria por todo o conhecimento transmitido, disponibilidade, orientacdo, e pela oportunidade de

estagiar na Biotempo e participar no projeto BacHBerry.

Embora o presente trabalho resulte de um esforco coletivo, com inimeras contribuicdes
diretas e indiretas, ndo posso deixar de enaltecer a ajuda e apoio da Doutora Adelaide Braga. A sua
ajuda foi fundamental para a elaboracao e conclusao do presente trabalho. Estou extremamente
grato pela imensa paciéncia, disponibilidade, vasto conhecimento transmitido e acima de tudo por

incentivar e motivar na hora certa.

A todos os colegas de trabalho do laboratorio de biossistemas e bioprocessos, especialmente

a Patricia Ferreira e Joana Oliveira, por toda a ajuda teorica e pratica prestada, um muito obrigado.

Quero agradecer a todos os amigos que animaram e enriqueceram 0 meu Percurso

académico.

Agradeco também a minha familia, especialmente aos meus irmaos, Hélder e Monica, e a
minha mae, Margarida Moreira, pelo apoio moral e suporte emocional. Agradeco sobretudo a minha
mae, por quem nutro um profundo sentimento de apreco, que com grande esforco me manteve a

estudar.

Por ultimo, mas nao menos importante, a Ménica Oliveira pelo companheirismo, ajuda nos

momentos mais dificeis, e sobretudo pela sua paciéncia.






Resumo

Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, gerados na sua maioria por plantas, sao um grupo de metabolitos
secundarios com elevado potencial farmacolédgico. Embora a extracdo de compostos fendlicos das
plantas seja uma atividade recorrente, existem varios contras relativamente a este processo. Uma
alternativa ao processo de extracao é a sintese quimica. Porém, muitos destes processos sao
realizados em condicdes extremas, requerem elevadas quantidades de energia e precursores
toxicos para 0 homem e para o0 meio ambiente. Uma alternativa aos processos de extracao, e de
sintese quimica, sao 0s processos biotecnologicos.

A presente dissertacao foca na implementacdo de multiplas estratégias para otimizar a
producdo de salidrosina pela C. glutamicum DelAro4, nomeadamente a composicdo do meio e o
modo de operacdo em bioreator. Foram avaliadas as concentracdes ideais do precursor da
salidrosina, o tirosol, assim como as concentracdes ideais de indculo e glucose. Além do meio,
otimizou-se 0 modo de operacao dos bioreatores.

A adicdo de varias concentracoes de tirosol, em modo descontinuo, a culturas de C.
glutamicum DelAro4 em matraz, permitiu avaliar a sua toxicidade. Concluiu-se que a adicdo de
baixas concentracées de tirosol, 60 mM, apoés 5 horas de fermentacdo, permitem obter
concentracdes mais elevadas de biomassa (12.3 g:L) e, consequentemente, concentracées mais
elevadas de salidrosina (31.5 mM).

Observou-se que a adicdo de 40 mM de tirosol, em modo descontinuo, a culturas de C.
glutamicum DelAro4 em bioreator, com 40 g:L* de glucose apos 5 horas de fermentacdo, causa
uma inibicao superior a observada nos ensaios em matraz. De modo a contrariar este efeito, e a
obter uma concentracao mais elevada de biomassa, aumentou-se a concentracao de glucose para
80 g:L1, que permitiu obter concentracdes mais elevadas de salidrosina (32.2 mM).

Apds o crescimento e producdo de salidrosina em modo descontinuo, testaram-se duas
estratégias de alimentacdo semi-continuas, adicao de tirosol por caudal constante e por pulsos.
Verificou-se que a melhor estratégia para a producao de salidrosina é a adicao de tirosol por pulsos,
com 120 g-L* de glucose. No entanto esta estratégia ndo permite um aumento de biomassa, como
esperado, mas resulta num perfil de producao distinto que se traduz em concentraces de

salidrosina maximas (60 mM).
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Abstract
Fermentation optimization for the production of phenolic compounds

Phenolic compounds, mostly produced by plants, are a group of secondary metabolites with
high pharmacological potential. Although extracting phenolic compounds from plants is a recurring
activity, there are several constrains in this process. An alternative to the extraction process is
chemical synthesis. However, many of these processes are performed under extreme conditions,
requiring high amounts of energy and toxic precursors to man and to the environment. An alternative
to the extraction processes and chemical synthesis, are the biotechnological processes.

The present dissertation focuses on the implementation of multiple strategies to optimize the
production of salidroside by C. glutamicum DelAro4, namely the medium composition and the
operation’s mode of the bioreactors. The optimum concentrations of the salidroside precursor,
tyrosol, as well as optimum concentrations of inoculum and glucose were evaluated.

The addition of various concentrations of tyrosol to batch cultures of C. glutamicum DelAro4
in shake flasks experiments allowed to evaluate its toxicity. It was concluded that low concentrations
of tyrosol ,60 mM of tyrosol added after 5 hours of fermentation, yielded higher concentrations of
biomass (12.3 g-L) and, consequently, higher concentrations of salidroside (31.5 mM).

The addition of 40 mM of tyrosol to batch cultures of C. glutamicum DelAro4 in bioreactor,
with 40 g-L* glucose, after 5 hours of fermentation, has been shown to cause greater inhibition than
that observed in the shake flask experiments. In order to counteract this effect, and to obtain a higher
concentration of biomass, the glucose concentration was increased to 80 gL, which allowed to
obtain higher concentrations of salidroside (32.2 mM).

After culture growth and salidroside production in batch mode, two fed-batch strategies,
addition of tyrosol by constant flow and by pulses, were also tested. It has been found that the best
strategy for salidroside production is the addition of tyrosol by pulses, with 120 g:L*glucose, that
does not result in an increase in biomass concentration, as expected, but results in a distinct

production profile which translates into higher salidroside concentrations (60 mM).
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1. CONTEXTUALIZACAO

No presente capitulo apresentam-se o enquadramento da dissertacao e os seus principais
objetivos.






Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fendlicos

Os metabolitos secundarios sdo uma importante fonte de medicamentos atualmente
utilizados e sdo um recurso importante para a descoberta de novos farmacos (Kinghorn et al,, 2011;
M. Cragg e J. Newman, 2012). A sua utilizacdo como medicamentos sobrepde-se ao Uso como
corantes, aromatizantes e fragrancias, entre outros.

Os compostos fenolicos estao amplamente distribuidos no reino das plantas e estao entre os
seus mais abundantes metabolitos secundarios (Dai e Mumper, 2010). Estima-se que existam mais
de 200.000 metabolitos secundarios de plantas (Weckwerth, 2003) e que 20% do carbono fixado
pela fotossintese seja canalizado para a via fenilpropandide (Ralston ef a/,, 2005).

No entanto, a utilizacdo de compostos fendlicos produzidos pelas plantas em aplicacoes
farmacéuticas e biotecnologicas é ainda limitada face ao seu potencial, uma vez que estes tendem
a acumular em baixas quantidades durante um extenso periodo de tempo, os rendimentos estao
dependentes de fatores abidticos e a purificacdo do composto desejado requer separacao de uma
multiplicidade de outros compostos de estrutura semelhante (Chemler e Koffas, 2008). A sintese
guimica de compostos fenolicos, moléculas frequentemente complexas, é possivel mas revela-se
impraticavel para vias com mais de 10 passos, dado cada passo diminuir o rendimento e aumentar
os desperdicios e recursos (Chemler e Koffas, 2008). A dificuldade de produzir compostos fenolicos
em quantidades substanciais por métodos tradicionais de extracdo e a complexidade inerente a
sintese quimica € uma objecdo a sua comercializacdo. A biossintese de compostos fenolicos por
meio de microrganismos recombinantes surge como uma alternativa aos meétodos tradicionais
(Marienhagen e Bott, 2013).

O projeto BacHBerry, do qual resulta a presente dissertacao, incidiu no desenvolvimento de
metodologias inovadoras, sustentaveis e economicamente viaveis, para a producdo compostos
fendlicos, isolados a partir de bagas, com recurso a plataformas bacterianas. Tais metodologias
incluiram a bioprospecao, caracterizacao das vias metabdlicas, modificacdo genética de bactérias e
a otimizacdo de processos de fermentacao (Dudnik et a/,, 2018). A integracdo dos dados adquiridos
permitiu associar a producdo de salidrosina a uridina difosfato-glucuronosiltransferase, UGT, na
presenca de tirosol. Com recurso a estratégias de engenharia genética construiu-se uma estirpe de
Corynebacterium glutamicum capaz de sintetizar UGT.

A C. glutamicum possui o estatuto GRAS (Generally Recognized As Safe) e é utilizada
profusamente para a producdo de aminoacidos (Becker e Wittmann, 2012). O genoma da C.
glutamicum foi publicado em 2003 (lkeda e Nakagawa, 2003) possibilitando posteriores

modificacdes genéticas de modo produzir uma variedade de compostos de interesse como acidos
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organicos, alcoois, diaminas, entre outros (Zahoor et a/., 2012). Recentemente a C. glutamicum foi
geneticamente manipulada de modo a produzir compostos fendlicos como estilbenos e flavononas
(Kallscheuer et al., 2016).

A presente dissertacao tem como principal objetivo a otimizacao da producéo de salidrosina
pela C. glutamicum DelAro4 pMK2_malE-UGTOs pEKEx3_galU_pgm. Para tal modificou-se a
composicao do meio de cultura e 0 modo de operacdo dos bioreatores de forma a maximizar a

producdo do composto de interesse.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Do presente capitulo consta uma breve descricdo dos compostos fenolicos, incluindo a
salidrosina, e as principais vias de producdo. Refere-se também o estado da arte relativamente a
producao de salidrosina que compreende o cultivo de Ahodiola spp., sintese quimica e sintese
biotecnologica.

Apresentam-se ainda a relevancia industrial da C. glutamicum e o seu potencial como

plataforma para producao de compostos fendlicos de plantas.
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2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores e mais amplamente distribuidos grupos
de metabolitos secundarios das plantas (Scalbert e Williamson, 2000). Sdo um grupo quimicamente
heterogéneo de aproximadamente 10.000 compostos individuais (Taiz e Zeiger, 2010). Apesar dos
compostos fenolicos serem classificados como metabolitos secundarios, ou seja, ndo essenciais a
sobrevivéncia do organismo produtor, estes desempenham varias funcdes tais como de coloracao
das folhas, flores e frutos, antimicrobianos, antifingicos, inseticidas, protetores de radiacdo UV,
guelantes de metais pesados toxicos, protecao antioxidante dos radicais livres gerados durante o
processo fotossintético e formam os precursores da lignina, o material de impermeabilizacdo e
fortalecimento do tecido vascular das plantas (Parr e Bolwell, 2000). Determinados compostos
fendlicos de baixo peso molecular sdo ubiquos em plantas superiores e outros, mais complexos,
ocorrem apenas em determinadas espécies (Cheynier et al, 2013). Ndo obstante a grande
diversidade de estruturas, é regra a presenca de um anel de benzeno com um hidrogénio substituido
por um grupo hidroxilo (-OH) (Boudet, 2007).

Os compostos fendlicos sdo também designados de polifendis. No entanto, uma classificacdo
clara de um composto como ‘polifenol’ é complicada, uma vez que existem diferentes definicdes
para o termo ‘polifenol’. ‘Poli" pode aludir a presenca de varios grupos -OH num anel de benzeno
(definicdo 1) ou a presenca de dois ou mais anéis de benzeno (definicdo Il) (Kallscheuer, 2017). Os
compostos fenolicos tém sido caracterizados com base na sua estrutura, C6 (fenois simples,
benzoquinonas), C6-C1 (acidos fenolicos e aldeidos), C6-C2 (feniletanoides, acetofenonas, acidos
fenilacéticos), C6-C3 (acidos hidroxicinamicos, cumarinas, fenilpropanos, cromonas), C6-C4
(naftoquinonas), C6-C1-C6 (xantonas), C6-C2-C6 (estilbenos, antraquinonas), C6-C3-C6
(flavonoides, isoflavondides, neoflavondides), (C6-C3-C6)2,3 (bi/tri-flavondides, dimeros e trimeros
de proantocianidina), (C6-C3)2 (lignanos, neolignanos), (C6-C3)n (lignina), (C6-C3-C6)n (taninos
condensados) (Eich, 2008; Cheynier et al., 2013; Giada, 2016).

Atualmente, o crescente interesse pelas aplicacdes praticas dos compostos fenolicos tem
estimulado uma ampla gama de estudos bioldgicos e epidemiolégicos, visando caracterizar as suas
propriedades promotoras de saude (Boudet, 2007). Varios estudos indicam que os compostos
fendlicos possuem atividade antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-cancerigena e anti-envelhecimento

(Boudet, 2007; Rempe et al., 2017).
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O stress oxidativo, causado por espécies reativas de oxigénio (ROS), desempenha um papel
crucial na fisiopatologia associada a neoplasia, aterosclerose e doencas neurodegenerativas. O
desenvolvimento de cancro induzido por ROS envolve, por exemplo, a transformacao maligna de
células devido a mutacdes de ADN, bem como a modificacao da expressao genética através de
mecanismos epigenéticos (Ki e Hyong, 2006). Um grande numero de estudos epidemiologicos
sugere que um elevado consumo de frutas e vegetais ricos em antioxidantes esta inversamente
correlacionado com a incidéncia de cancro (Boudet, 2007). No entanto, certos antioxidantes exibem
atividade pro-oxidante e potencial carcinogénico sob determinadas condicoes, pelo que a ingestao
de compostos fendlicos isolados em elevadas quantidades pode ser nociva para saude humana (Ki
e Hyong, 2006). De forma similar, baixas concentracdes de compostos fendlicos demonstram
diminuir o sfress oxidativo em bactérias por reducao de ROS e concentracoes elevadas apresentam
potencial pro-oxidante e inibem o seu crescimento (Taleb ef a/., 2016). Varios compostos fenolicos
possuem propriedades antibacterianas como resultado do potencial pro-oxidante, que causa
mudancas fisico-quimicas e estruturais em microrganismos. No entanto, permanece por esclarecer
de que modo o potencial antioxidante contribui para a atividade bacteriostatica e bactericida dos
compostos fendlicos (Taleb ef a/,, 2016).

Os compostos fenodlicos possuem grandes variacdes estruturais e o impacto da acao
antimicrobiana em microrganismos depende dessas mesmas configuracdes (Gyawali e Ibrahim,
2014). Estes podem exercer acao antimicrobiana de duas formas, por disrupcao do funcionamento
da membrana celular ou por mecanismos de acdo nao membranares (Rempe ef al, 2017). A
disrupcado do funcionamento da membrana contribui para a atividade antibacteriana da maioria dos
compostos fendlicos de plantas estudados, tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas
(Rempe et al., 2017). No entanto, os mecanismos especificos que levam a falha estrutural da
membrana celular ndo sdo completamente compreendidos, permanecendo questdes sobre se os
compostos alteram a estabilidade da membrana por interacao direta ou por interferéncia com
processos intracelulares (Rempe et a/, 2017). Além dos mecanismos de acdo antimicrobianos
membranares, estdo identificados varios mecanismos de acdo ndo membranares (Rempe et al,
2017). Determinados compostos fenolicos, como a quercetina, apresentam acdo antimicrobiana por
disrupcao do funcionamento da membrana celular e por mecanismos de acao nao membranares
(Rempe et al.,, 2017).

Acredita-se que os grupos hidroxilo (-OH) sao responsaveis pela acdo inibitéria dos compostos

fenolicos (Lai e Roy, 2004). A sua quantidade e a posicao relativa nos compostos fendlicos
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aparentam influenciar a atividade antimicrobiana (Ammendola et a/, 2008; Gyawali e lbrahim,
2014). O potencial antimicrobiano depende também da existéncia de ligacbes duplas, que permitem
a deslocalizacao de eletrdes e subsequente doacao de protdes dos grupos —OH (Ultee ef a/, 2002).
Curiosamente, o numero de grupos —OH também esta relacionado com a atividade antioxidante
(Rice-Evans et a/, 1996). Contudo, a relacao entre atividade antioxidante e antimicrobiana nao é

completamente compreendida (Rempe et a/., 2017).

2.1.1. Salidrosina

A salidrosina (2-(4-hidroxifenil)etil-B-D-glucopiranose) (Figura 1) foi inicialmente isolada de
Rhodiola rosea juntamente com a sua aglicona, tirosol (2-(4-Hidroxifenil)etanol), e denominada
‘rodiolosida’ (Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015). A designacdo ‘rodiolosida’ foi posteriormente
redefinida para salidrosina, dado o seu prévio isolamento a partir de Salix triandra L. em 1926
(Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015). A salidrosina era inicialmente o principal marcador para
identificacao e padronizacdo de extratos de A. rosea (Brown et a/., 2002). No entanto, a salidrosina
foi isolada de varias outras espécies de Ahodiola (Grech-Baran et al, 2015). Adicionalmente, a
salidrosina, além de presente na familia Crassulaceae, estd presente em Vaccinium vitis-idaea
(Ericaceae), Olea europaea (Oleaceae), Betula platyphylla (Betulaceae), entre outras (Cuerrier e

Ampong-Nyarko, 2015).

OH

Figura 1 — Estrutura molecular da salidrosina (2-(4-hidroxifenil)etil-3-D-glucopiranose).

A primeira descricdo escrita de A. rosea data de 77 d.C., quando o médico e botanico Grego
Dioscorides descreveu a ‘rodia riza em De Materia Medica (Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015). Em

1725, a R. rosea era tradicionalmente utilizada em paises como Suécia, Noruega, Alemanha, nos

9
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paises da ex-uniao soviética e Islandia para o aumento da resisténcia fisica, produtividade no
trabalho, longevidade, resisténcia a doenca da altitude e tratamento da fadiga, depressao, anemia,
impoténcia, indisposicdes gastrointestinais, infecdes e desordens do sistema nervoso (Brown et al,
2002; Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015). A R. rosea é descrita em varias farmacopeias oficiais de
multiplos paises do continente europeu, notavelmente, Suécia, Franca, e Russia, e os efeitos
positivos da planta sao atribuidos a salidrosina, tirosol e rosavinas (Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015;
Grech-Baran et al., 2015; Cui et af., 2017).

Além das observacdes etnofarmacologicas supracitadas, a salidrosina foi extensivamente
estudada em animais e modelos celulares. Estudos farmacoldgicos modernos demonstraram que a
salidrosina possui varias atividades bioldgicas, como resisténcia a anoxia, antirradiacao, anti-fadiga,
anti-tumoral, prevencao de doencas cardiovasculares e anti-envelhecimento (Luo ef a/, 2017).

A salidrosina demonstrou possuir atividade anti-tumoral ao inibir o crescimento de varias
linhas de células tumorais, como hepatoma QGY-7703, hepatoma SMMC-7721, células Hela,
adenocarcinoma gastrico humano, células SGC-7901 e células SW1116 (Yang e Liu, 2001;
Razzaque e Taguchi, 2002; Sun, Xia e Xia, 2015; Luo ef a/., 2017). Demonstrou também inibir a
migracao e invasao das células cancerigenas (Sun, Xia e Xia, 2015) e diminuir significativamente a
angiogénese de células tumorais (Skopinska-Rézewska et a/,, 2008).

A salidrosina promove a biossintese de mitocondrias e possui potencial antioxidante (Luo ef
al., 2017). Quando se produzem ROS em excesso a mitocondria é exposta a ambientes com altas
concentracdes de oxigénio reativo que afetam o seu normal funcionamento (Xing ef a/,, 2014). As
mitocdndrias danificadas produzem menos ATP e quantidades mais elevadas de ROS, potenciando
um ciclo vicioso. Portanto, a promocéo da biossintese de mitocéndrias e das suas funcdes pode
diminuir os niveis de ROS e reduzir os danos oxidativos (Xing et a/., 2014; Luo et a/., 2017). Além
de favorecer a biossintese de mitocondrias, a salidrosina elimina radicais livres presentes nas células
(Luo et al., 2017).

Ensaios em humanos, embora ndo descritos na literatura para a salidrosina, foram realizados
com extratos de Rhodiola spp. que contém, entre outros compostos ativos, salidrosina. Varios
ensaios clinicos em humanos com dupla ocultacao e randomizados mostram que a Rhodiola spp.
pode ter efeitos benéficos no desempenho fisico, no desempenho mental e em certas condicdes de
salide metal, algumas das quais relacionadas com o sitress (Hung, Perry e Ernst, 2011). Ha, no
entanto, uma falta de replicacdes independentes em alguns dos estudos realizados (Hung, Perry e

Ernst, 2011).

10
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2.2.Vias de sintese dos compostos fendlicos

Os compostos fenolicos derivam de duas vias de sintese, a via do chiguimato, via pela qual
sao formados os fenois complexos, e a via do acido malénico, da qual resultam os fenois simples
(Vuong, 2017). A combinacao das duas vias resulta na sintese de flavondides, o grupo de compostos
fendlicos mais abundantes na natureza (Figura 2) (Vuong, 2017). Estas vias sintéticas produzem
uma grande variedade de estruturas monomeéricas e poliméricas que possuem diversas funcoes

fisioldgicas em plantas (Cheynier ef a/., 2013).

Chiquimato Acetil-CoA
A 4 ) o
Fenilalanina/Tirosina Via do acido
malonico

Metabolitos secundarios

4 Jr A 4

Fendis complexos Flavonoides Fenois simples

Figura 2 - Sintese de fenois pela via do chiquimato e do acido malénico (Adaptado de (Taiz e Zeiger, 2010).

Em bactérias, fungos e plantas, os aminoacidos aromaticos (AAA), fenilalanina e tirosina, séo
sintetizados a partir de um precursor comum, o corismato, que deriva da via do chiquimato (Figura
2) (Tzin e Galili, 2010). As bactérias direcionam mais de 90% da energia metabdlica para a sintese
de proteinas e consequentemente a via do chiquimato dos microrganismos serve quase
exclusivamente a sintese de AAA (Herrmann, 1995). Em oposicao, as plantas superiores utilizam os
aminoacidos aromaticos nao apenas para sintese proteica, mas também, e em maiores
qguantidades, como precursores de um vasto numero de metabolitos secundarios, com multiplas
funcdes biologicas e valor biotecnoldgico (Herrmann, 1995; Vogt, 2010). Assim, a via do chiguimato

participa na biossintese da maioria dos compostos fenolicos de plantas e a via do acido maldnico,
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embora uma fonte importante de compostos fendlicos em fungos, bactérias e algas, &€ de menor
importancia em plantas superiores (Figura 2) (Taiz e Zeiger, 2010).

A biossintese dos AAA em todos os organismos comeca com a condensacao de PEP
(fosfoenolpiruvato) e E4P (eritrose 4-fosfato), e prossegue para o corismato, do qual resultam o
triptofano, tirosina e fenilalanina (lkeda, 2006). A sobreproducao de L-tirosina e L-fenilalanina por
estirpes mutantes de C. glutamicum esta descrita na literatura, o que a torna numa plataforma

extremamente Util para a producao de compostos fenolicos de plantas (Hagino e Nakayama, 1974).

2.3. Producao de salidrosina

2.3.1. Exploracao de Rhodiola spp.

As Rhodiola spp. sao a principal fonte de salidrosina no mercado global. O aumento da
procura de plantas da espécie ARhodiola, dado o seu potencial medicinal e comercial, levantou
questdes acerca da sua sobre-exploracdo. As populacdes naturais de A rosea estdo altamente
ameacadas e incluidas na lista de espécies de plantas ameacadas em varios paises (Russia, Gra-
Bretanha, Republica Checa, Bésnia e Herzegovina, vulneraveis na Eslovaquia, com coleta
estritamente proibida na Bulgaria e na Polénia a /. rosea s6 ¢ encontrada em Parques Nacionais
(Grech-Baran et al, 2015). O aumento das trocas comerciais da A. rosea e outras espécies de
Rhodliola pde em questdo a conservacao do proprio género (Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015).

As Rhodiola spp., plantas perenes herbaceas, podem ser obtidas por cultivo em 5 a 7 anos
(Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015; Grech-Baran et a/, 2015). No entanto, as plantas cultivadas
contém menores concentracdes de salidrosina (~0.5%) e sdo sensiveis a doencas radiculares,
tornando o processo de cultivo dispendioso (Zhang ef al., 2005; Grech-Baran et a/., 2015). Apenas
proliferam em zonas com temperaturas baixas, em solos com boa drenagem, arenosos e humidos,
com sol direto, elevada precipitacdo e as sementes possuem uma taxa de germinacao baixa (10%)
(Galambosi, 2006; Vstatieva, 2008). Deste modo, as colheitas de Rhodiola spp. provém sobretudo
da natureza e a organizacdo mundial de saude ja advertiu para as consequéncias negativas da sobre-
exploracdo de plantas medicinais nos seus habitats naturais (World Health Organization, 2003;
Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015).

Apesar de grande parte das plantas utilizadas para transformacao provirem da natureza,
varios cultivos foram realizados com sucesso na Polénia, Bulgaria, Finlandia e Russia, com

rendimentos em raizes desidratadas na ordem de 3-5 ton-ha*(Galambosi, 2006, 2016; Vstatieva,
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2008). Considerando que as raizes das culturas de Rhodiola spp. contém aproximadamente 0.5%
(p/p) de salidrosina, é possivel obter entre 15 a 25 Kg-ha* de salidrosina apés 4 a 5 anos do cultivo
(Vstatieva, 2008; Buchwald et a/., 2015; Galambosi, 2016).

As quantidades de fitoquimicos presentes nas plantas sao influenciadas por varios fatores
abioticos e bidticos, incluido a localizacao geografica, condicdes do solo e meteorologicas, e a
predisposicao genética de populacbes de plantas para certas vias metabolicas (Lai e Roy, 2004).
Além dos fitoquimicos, as plantas podem acumular minerais e metais pesados do solo tais como
chumbo, cadmio, mercurio e arsénico (Lai e Roy, 2004). A contaminacao é indesejavel, mas quase
inevitavel quando as plantas sdo de origem selvagem (Lai e Roy, 2004). Outros fatores, como o
método de colheita, o procedimento de secagem, 0 manuseio, o transporte, a moagem, a exposicao
a luz e humidade e o armazenamento também afetam a qualidade do produto final (Lai e Roy,
2004).

Embora nao existam no mercado formulacdes concentradas de salidrosina, esta esta presente
nos extratos de FAhodiola spp. em baixas concentracbes. Os extratos de A. rosea estao
comercialmente disponiveis como suplemento alimentar e sao utilizados, principalmente, pelas suas
capacidades em diminuir a fadiga fisica e mental (Liu ef a/, 2012). Os extratos de A. rosea SHR-5
Sa0 0S Unicos que passaram extensivos estudos toxicologicos e sao geralmente reconhecidos como
seguros (Liu ef al., 2012). Os extratos comerciais de /. rosea estao padronizados para a salidrosina
(0.8 — 1 %) e rosavinas (> 3 %) e sdo vendidos por fornecedores a fabricantes de suplementos
dietéticos a precos que variam de 80-110 € / kg na UE e 70-100 $ / kg nos USA, dependendo da
qualidade do extrato (Cuerrier e Ampong-Nyarko, 2015; Bejar et a/,, 2017). De acordo com Smith
et al, 2017 os suplementos alimentares a base de Ahodiola spp. figuram na 28.° posicdo dos
suplementos mais vendidos nos EUA em 2016. A venda de suplementos dietéticos de Rhodiola spp.

nos EUA ultrapassou os 8 500 000 € em 2016 (Bejar et al,, 2017; Smith et al, 2017).

2.3.2. Sintese quimica

Os processos quimicos para a sintese de salidrosina envolvem varios passos (protecao
seletiva, ativacdo e acoplamento) que necessitam de reagentes dispendiosos, metais pesados como
catalisadores e elevadas temperaturas de operacao (140 C°) (Guo ef a/, 2010; Liang et al., 2014).
Determinados processos requerem a utilizacao de reagentes como bromo, anidro acético e brometo
de tetrabutilamdnio, extramente téxicos para o meio ambiente e ser humano (Guo et a/., 2010; Liang

et al., 2014). Requerem também a utilizacdo de metais pesados como cloreto de prata, cloreto de
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zinco e paladio (Guo et al., 2010; Liang et al, 2014). Guo et al. (2010) e Liang et al (2014)
descrevem processos quimicos para obtencao de salidrosina com rendimentos de 91 e 47%, e
tempos de reacao de 20 e 15 horas, respetivamente.

Atualmente, ndo sao conhecidos processos industriais de producao de salidrosina por sintese
guimica. No entanto, existem varias patentes relativas ao processo de fabricacdo de salidrosina por

esta via (CN104725440A, CN102286036A, CN102321127A).

2.3.3. Sintese biotecnologica

Os processos biotecnologicos sdao uma solucao mais limpa, com producao de desperdicios
reduzida e, geralmente, energeticamente mais eficientes relativamente aos processos de sintese
guimica (Oecd, 1998). No entanto, de entre os varios tipos de processos biotecnoldgicos observam-
se beneficios e inconvenientes.

A biotransformacao envolve o uso de sistemas bioldgicos de modo a catalisar a conversao de
um precursor em produto final (Liese ef al, 2006). Por outro lado, processos de biossintese de rnovo
permitem obter produtos a partir de fontes de carbono simples, sem recurso a precursores
dispendiosos (Ghisalba et a/, 2010). Porém a produtividade de tais processos é em geral inferior

em relacdo aos processos de biotransformacao (Lopez-Gallego e Schmidt-Dannert, 2010).

2.3.3.1. Biotransformacao

Estdo descritos na literatura varios processos de biotransformacao de tirosol em salidrosina.
O processo descrito por Xue ef al. (2016) utiliza £scherichia coli (DE3) geneticamente manipulada,
capaz de sintetizar UGT, para producéo de salidrosina na presenca de tirosol (Tabela 1). Xue et a/.
(2016) identificaram e caracterizaram trés UGTs de Rhodiola sachalinensis (UGT72B14, UGT73B6
e UGT74R1). De entre as trés UGTs, a UGT72B14, que demonstrou a mais alta atividade para a
producéo de salidrosina, foi posteriormente otimizada para expressao heterologa em bactérias. A
expressdo de UGT72B14 foi otimizada pela mudanca de 278 nucledtidos, com diminuicdo do
contetido em G+C de 51.05%, sem alteracdo da sequéncia de aminoacidos, codificando coddes
preferencialmente utilizados pela £. coli. De todas as biotransformacdes citadas, a descrita por Xue
et al. (2016) possui o0 2° rendimento mais elevado (Tabela 1).

O processo de biotransformacao descrito por Yu et a/. (2008) assenta na utilizacao de extratos

celulares de sementes de maca maceradas, obtidas de fabricas de processamento de frutas, que
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contém enzimas necessarias a transformacdo do tirosol em salidrosina. No entanto, os
biocatalisadores responsaveis pela glicolisacdo do tirosol ndo sao descriminados. Uma pesquisa no
UNIPROT (3 de Maio de 2018) revelou que a Malus domestica possui varias UDP-UGTs,
provavelmente responsaveis pela glicolisacao observada por Yu ef a/ (2008). O biocatalisador
demonstrou possuir uma vida util de 29 dias. Com o cross-linking do material macerado, Yu et al.
(2008) aumentaram o tempo de vida util dos biocatalizadores de 29 dias para 51 dias. A
temperatura do processo € a 2° mais elevada dos processos citados (Tabela 1). A concentracao
maxima de salidrosina € a mais elevada dos processos citados e a produtividade, devido ao extenso
tempo de biotransformacao, é a segunda mais elevada (Tabela 1).

Quando nao é possivel a utilizacao de células inteiras, quer por limitacoes difusionais do
substrato e/ou produto, reacdes paralelas devido a presenca de determinadas enzimas, quer por
outros motivos, o uso das enzimas isoladas é aconselhado (Ghisalba et a/, 2010). O processo de
biotransformacao descrito por Zhang et a/. (2005) envolve o uso de enzimas isoladas de A. niger,
denominadas de salidrosinases (SAL), para a producdo de salidrosina a partir de tirosol e [3-D-
glucose. Zhang et a/. (2005) apenas caracterizaram a enzima relativamente ao peso molecular (84.6
kDa) e temperatura e pH 6timos de transformacao, 45 °C e 5.0, respetivamente, pelo que nao é
possivel determinar se a SAL ¢ uma UGT ou glicosidase. Uma pesquisa no UNIPROT (4 Maio de
2018) revelou que o Aspergillus niger possui varias glicosidases, provavelmente responsaveis pela
glicolisacao observada por Zhang et a/. (2005). No entanto, & também possivel que o A. nigerpossua
UGTs nao identificadas até a data. A concentracdo maxima de salidrosina obtida pela SAL é a 2°
mais elevada dos processos citados e a produtividade é a mais elevada devido ao reduzido tempo
de transformacéo (Tabela 1). O reduzido tempo de transformacéo pode dever-se & forma isolada
das enzimas. No entanto, contabilizando os tempos de crescimento de A. niger e purificacao das

enzimas, o tempo total do processo & superior a 100 horas.

2.3.3.2. Biossintese de novo

Com auxilio de técnicas de engenharia genética, introduzidas em 1970, enzimas de todos os
tipos e de varias fontes biolégicas podem agora ser produzidas e sobre expressas em
microrganismos facilmente cultivaveis (BUD, 1989). Com o desenvolvimento da biologia de sistemas
é possivel descobrir e expressar vias inteiras de forma heterdloga em microrganismos, o que permite
a producao de novo de varios compostos. Ao contrario da biotransformacao, a biossintese nao

depende de precursores, uma vez que os compostos de interesse sdo produzidos a partir de
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nutrientes basicos (e.g. glucose, arabinose, lipidos). No entanto, a complexidade do sistema celular,
gue providencia o produto final, complica o controlo e a maximizacao do processo (Lopez-Gallego e
Schmidt-Dannert, 2010). Um processo economicamente viavel requer a conversao maxima do
substrato (tipicamente uma fonte de carbono) no produto desejado sem producao de compostos
indesejados, desperdicios e acumulacdo de metabolitos intermediarios toxicos (Lopez-Gallego e
Schmidt-Dannert, 2010).

Os processos fermentativos de £. coliB-SAL2 DE3 e MG1655 descritos por Chung et al., (2017)
e Bai et a/ (2014), respetivamente, permitem obter salidrosina a partir da glucose. Porém, as
concentracdes maximas de salidrosina e as produtividades de ambos o0s processos sdo reduzidas
(Tabela 1). Chung et al., (2017) manipularam geneticamente £. coli de modo a produzir tirosol a
partir de tirosina, com recurso a piruvato descarboxilase (PDC), que converte 4-hidroxifenilpiruvato
em 4-hidroxifenilacetaldeido (4-HPAA), e salidrosina a partir do tirosol com recurso a uma
UGT(85A1), proveniente de Arabidopsis thaliana. Adicionalmente procederam ao Anockout dos
genes tyrR, pheA, e feaB, de modo a direcionar recursos para a sintese de salidrosina. Bai ef al.
(2014) procederam de forma semelhante a Chung et a/, (2017), com a excecao da UGT utilizada,
expressando a UGT73B6 proveniente de Ahodiola sachalinensis, obtendo menores concentracdes
de salidrosina (Tabela 1).

A salidrosina ocorre naturalmente em determinados fungos parasitarios como por exemplo
no fungo endofitico Phialocephala fortinii Rach6 (Cui et al,, 2016). Os fungos endofiticos vivem nos
tecidos de certas plantas sem causarem, aparentemente, qualquer sintoma de doenca (Petrini ef
al., 1993). Varios estudos demonstram que os fungos endofiticos se encontram virtualmente em
todas as plantas estudadas (Strobel e Daisy, 2003). A coevolucdo a longo prazo, a interacéo
complexa e a comunicacao cruzada entre fungos endofiticos e seus hospedeiros, como trocas de
sinais e transmissao de genes horizontais, ocorreram para lidar conjuntamente com sfresses bidticos
e abidticos (Kusari et al,, 2012). Nos ultimos anos varios produtos secundarios, derivados de plantas,
foram isolados de fungos endofiticos tornando-os mais econémicos e mais faceis de produzir em
maior escala por fermentacao submersa (Cui ef a/., 2016). Recentemente isolaram-se varios fungos
endofiticos produtores de salidrosina de diversas espécies de plantas (Cui ef a/,, 2016). Dos varios
isolados destacou-se o fungo P. fortinii Racb6 pela sua demarcada capacidade de produzir

salidrosina (Tabela 1) (Cui ef af,, 2016).
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Tabela 1 - Processos biotecnologicos de producéo de salidrosina

Biotransformacao

De novo Biossintese

Método Biocatalise Fermentacao Cultura suspensa
Sementes de A. niger MS-48 E. coli (DE3) E. coiMG1655 P fortinii Rac56
E. coliB-SAL2 DE3 R. sachalinensis
Sistema maca (Zhang et al., (Xue et al., (Bai et al, (Cui et al,
(Chung et al, 2017) (Wu et al,, 2003)
(Yu et al., 2008) 2005) 2016) 2014) 2016)
Catalisador - SAL UGT UGT UGT SAL UGT
Temperatura (°C) 45 45 30 30 30 25 24
Tempo (h) 72 6 12 24 48 360 288
Precursores Tirosol Tirosol Tirosol Glucose 2 % Glucose 2 % Sacarose 3 % Sacarose 3 %
Rendimento (%) 22 10 13.6 -
Concentracao maxima
18.98 9.99 0.02 0.96 0.19 7.79 0.29
de salidrosina (mM)
Produtividade (mM-h-) 0.27 1.65 5.8e 0.04 0.004 0.023 9.96e+*
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Embora o P. fortinii Racb6 seja capaz de sintetizar tirosol a partir de fontes de carbono
simples, e a concentracdo maxima de salidrosina seja a 3% mais elevada dos processos citados, o
seu crescimento lento resulta em baixas produtividades (Tabela 1).

A FRhodiola sachalinensis, uma planta herbacea perene da familia Crassulaceae, ¢ uma
reconhecida fonte natural de salidrosina (Wu et a/, 2003). Devido ao seu rapido declinio e estatuto
protegido, Wu et a/,, (2003) propagaram calos compactos de Rhodiola sachalinensis em culturas
suspensas de modo a obter salidrosina (Tabela 1). A cultura de tecidos e células vegetais é um
método alternativo promissor para a producao de metabolitos secundarios em larga escala (Dicosmo
e Misawa, 1995). No entanto, as culturas de tecidos e células vegetais apresentam varias
desvantagens relativamente as culturas microbianas, tais como ciclos de crescimento relativamente
longos, taxas de crescimento com grande variabilidade, tempos de duplicacao longos, baixos
rendimentos, entre outras (Dicosmo e Misawa, 1995). Wu et a/,, (2003) propagaram eficientemente
calos a partir dos explantes de cotilédones, folhas e caules obtidos de plantas com 2 semanas e
explantes de raizes de plantas com 3 a 4 semanas. As raizes apresentaram as mais elevadas
concentracdes de salidrosina e as mais baixas taxas de crescimento. Os cotilédones apresentaram
as mais baixas concentracdes de salidrosina e, por outro lado, as mais elevadas taxas de
crescimento. Por esta razao, Wu ef a/, (2003) utilizaram cotilédones para produzir o agregado de
calo compacto (ACC) de modo a otimizar a producado de salidrosina. Porém, os longos periodos de
crescimento, baixas concentracbes maximas de salidrosina e produtividade, tornam o processo
pouco atrativo economicamente (Tabela 1).

Apesar de nenhum dos processos biotecnoldgicos referidos anteriormente estar atualmente
em fase de industrializacdo, existem varias patentes e requisicdo de patentes relativamente aos
genes relacionados com as vias de producéo de salidrosina e analogos (Bai et a/., 2014; Torrens-

Spence et al,, 2018).

2.4 .Extracao e purificacao de salidrosina

As operacdes industriais de extracdo de compostos fenolicos sao geralmente realizadas com
recurso a solventes organicos aquosos (e.g. metanol, etanol, acetona e acetato de etilo) (Sultana,
Anwar e Ashraf, 2009). Os suplementos alimentares SHR-5 e EPR-7, que contém 2 e 3% de
salidrosina, respetivamente, sdo fabricados por extracdo com uma mistura aquosa de etanol 70%
(v/v) (Dimpfel e Panossian, 2018). O material extraido, que da origem aos suplementos SHR-5 e

EPR-7, é submetido a um processo de evaporacdo a 60 e -70°C, respetivamente, de modo a
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evaporar o solvente organico (Dimpfel e Panossian, 2018). Posteriormente, o extrato é misturado
com material inerte em racios de 4-5:1 e 7-10:1, no caso dos suplementos SHR-5 e EPR-7,
respetivamente, de modo a obterem-se as concentracdes standard de compostos fenolicos para
suplementos alimentares de Fhodiola spp. (Vlietinck et af., 2009; Dimpfel e Panossian, 2018).

A purificacdao da salidrosina é um passo essencial para a sua utilizacdo na industria
farmacéutica. Embora nao existam atualmente formulacdes puras de salidrosina disponiveis no
mercado de suplementacao alimentar ou farmacéutico, estao descritas varias técnicas laboratoriais
para a sua purificacdo a partir de Rhodiola spp..

Han et al, (2002) descrevem um processo de cromatografia de alta velocidade em
contracorrente (High-speed counter-current chromatography (HSCCC)), utilizado para purificar
salidrosina a partir de extratos de Rhodiola crenulata, dividido em duas Etapas. Na primeira etapa
utilizaram um sistema de solventes de duas fases composto por acetato de etilo-n-butanol-agua
(1:4:5, (v/v)) e na segunda etapa utilizaram cloroféormio-metanol-isopropanol-agua (5:6:1:4 (v/v)). O
método possibilitou a obtencédo de 21.9 mg de salidrosina, a partir de 1.216 g de extrato, com 98%
de pureza. O processo de separacdo HSCCC elimina o problema de adsorcao irreversivel de
compostos de interesse ao suporte solido dos processos cromatograficos com colunas solido-liquido
(Han et al,, 2002). Os rendimentos e a recuperacao dos compostos de interesse sao entdo mais
eficientes relativamente a cromatografia solido-liquido (Han et a/., 2002).

Embora o processo de purificacdo por HSCCC permita obter salidrosina com elevado grau de
pureza, o seu elevado custo e utilizacdo de solventes organicos tornam o processo pouco apropriado
para a industria (Tang et al, 2009). Por outro lado, a adsorcdo e dessorcdo em resinas
macroporosas ¢ um método eficiente com um efeito de purificacdo moderado, alta capacidade de
absorcao, baixos custos operacionais, baixo consumo de solvente e facil regeneracéo (Tang ef al.,
2009). A utilizacdo da resina HDP-200 apolar, que possui uma area de 700-750 mz2-g*, um diametro
granular de 0.3-1.25 mm e um diametro de 85-90 A, com um solvente organico aquoso (10% (v/v))
a uma taxa de caudal especifico de 1 BV-h?, permitiu obter um produto final com 91.21% de pureza
e um rendimento de 48.82% (Tang et a/., 2009). Estes valores foram obtidos apos duas corridas de
adsorcao e dessorcdo numa coluna empacotada com resina HPD-200 (Tang et a/,, 2009). Cristais
lamelares de salidrosina com uma pureza de 99% foram obtidos a partir do eluato de etanol a 10%

na segunda corrida (Tang et a/., 2009).
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2.5. Via de producao de salidrosina

A via biossintética do precursor de salidrosina, tirosol, foi ja sugerida no passado (Zhang et
al., 2011; Grech-Baran et al, 2015). No entanto, a elucidacdo e confirmacao da via biossintética da
salidrosina na Rhodiola spp. é recente (Torrens-Spence et al., 2018). Estes autores sugerem que o
tirosol deriva da tirosina que é transformada em 4-HPAA por uma aromatico acetaldeido sintase
(AAS), designada 4-HPAA sintase, e posteriormente em tirosol por uma 4-hidroxifenilacetaldeido

redutase (4HPAR) (Figura 3).
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Figura 3 - Via metabdlica da sintese de salidrosina em Rhodliola spp. A transformacéo de L-tirosina em 4-HPAA ¢é catalisada pela
4HPAAS. O 4-HPAA é posteriormente transformado em tirosol, por acao catalitica da 4HPAR, que serve de precursor para a

salidrosina juntamente com UDP-glucose. Adaptado de Torrens-Spence et a/., (2018)

O ultimo passo da sintese de salidrosina corresponde a glicolisacdo do tirosol (Figura 3). A
glicosilacao ¢ um dos principais mecanismos responsaveis pela da diversidade quimica dos
metabolitos secundarios (Fan ef a/, 2017). Atualmente reconhece-se que tanto glicosidases como
glicosiltransferases podem ser utilizadas na sintese de glicosideos. No entanto, a atividade de
hidrélise das glicosidases resulta em baixos rendimentos em glicosideos (Fan ef a/,, 2017). Nas

plantas, as UGTs utilizam como principal dador de moléculas aclicares UDP-ativados (e.g. glucose,
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galactose, arabinose etc.) (Cheynier ef al., 2013). Geralmente as UGTs realizam a glicolisacao dos
compostos fenolicos na terminacao (-OH) (Le Roy ef a/, 2016). Na presente dissertacao, a ultima
reacao da via de biossintese de salidrosina é catalisada por uma UGT, na presenca de tirosol (Figura
3). Embora grande parte das UGTs identificadas em espécies de Ahodiola spp. nao possuam regio-
especificidade para a salidrosina, sendo promiscuas relativamente ao produto formado (salidrosina
e icarisideo), Torrens-Spence et a/., (2018) identificaram UGTs regiosseletivas denominadas de UGT
T8GT (tirosol: UDP-glicose 4-O-glicosiltransferase). As UGTs T8GT transformam o tirosol
exclusivamente em salidrosina. Por outro lado, UGTs T4GT glicolisam o tirosol em ambos os grupos
hidroxilos, incluindo o grupo hidroxilo fendlico, que resulta na formacao de salidrosina e icarisideo

D2 (Figura 3) (Bai et al, 2014; Chung et al, 2017; Torrens-Spence et a/., 2018).

2.6. C. glutamicum

2.6.1. Relevancia industrial

A C. glutamicum é uma actinobactéria do solo, auxotrofica em biotina, nao produtora de
esporos, gram positiva, de rapido crescimento, com estatuto GRAS desde a sua descoberta (Eggeling
e Bott, 2005; Tatsumi e Inui, 2014). Esta bactéria cresce rapidamente até altas densidades celulares
(Tabela 2), é geneticamente estavel devido a auséncia de um sistema de autorreparacdo, sem
autdlise, mantém a sua atividade metabdlica uma vez cessado o crescimento, possui baixa
produtividade em proteases que favorece a producao de proteinas recombinantes, possui elevada
plasticidade de metabolismo e cresce com um largo espectro de fontes de carbono (e.g. pentoses,
hexoses, e fontes de carbono alternativas) (Lee et a/., 2016). Este conjunto de propriedades torna a
C. glutamicum propicia para manipulacdes genéticas e cultivo em condi¢oes industriais severas. No
entanto, as manipulacdes genéticas diminuem frequentemente a taxa especifica de crescimento e
a concentracdo maxima de biomassa das culturas de C. glutamicum (Tabela 2).

O genoma da C. glutamicumn ATCC 13032A foi sequenciado em 2003, verificando-se que
consiste em um Unico cromossoma circular de 3 282 708 pares de bases (Kalinowski et a/,, 2003)
e um grande conjunto de ferramentas para engenharia genética de C. glutamicum, incluindo
plasmideos e promotores fortes, esta atualmente disponivel (Patek e NeSvera, 2013).

As caracteristicas suprarreferidas tornam a C. glutamicum conveniente para modificacdes
genéticas para producao industrial de compostos quimicos. A C. glutamicum é atualmente utilizada
para produzir 3 e 2.2 milhdes de toneladas de L-glutamato e L-lisina por ano, respetivamente (Becker
etal., 2011; Wendisch et al,, 2016). Adicionalmente estao disponiveis estirpes capazes de sintetizar
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acidos organicos (chiquimato, acido alfa-cetoisovalérico), precursores de polimeros (sucinato,
lactato, cadaverina, putrescina, acido itaconico), e biocombustiveis (etanol, isobutanol, 1-propanol,

1,2-propanodiol) (Lee et al,, 2016).

Tabela 2 - Parametros fisioldgicos de varias estirpes C. glutamicum cultivadas em meio definido (CGXIl), 30°C, pH 7, 40 g-L
glucose e 30% de OD, onde pmax é a taxa especifica de crescimento, Xé a concentragdo maxima de biomassa e ¥x/sé o

rendimento de biomassa/glucose.

Estirpes C. X Ya/s
Lmax(h) Sistema Referéncias
glutamicum (el) (gg)
Wild type 040+ 22+ 0.56+ Bioreatoresde 1.5Lc/
(ATCC13032) 0.02 2 0.02 seis laminas Rushton (Buchholz, 2015)
Wild type
0.34 18.1 -
(ATCC13032)
Asah 0.31 13.1 -
BL-1 (pAN6-
0.30 12.2 - Bioreatores (Litsanov et
pycPA458S)
Multifors de 1.4 L al, 2012)
BL-1 (pAN6-
0.29 12.2 -
pycPAB8S ppe)
BL-1 (pAN6-
0.27 10.5 -
aceAaceb)

Além da capacidade de produzir uma ampla gama de compostos industrialmente relevantes,
a C. glutamicum é também uma bactéria promissora para a producao de compostos fenolicos de
origem vegetal dada a existéncia da via do chiquimato. Estirpes super produtoras de corismato e
aminoacidos aromaticos, incluindo L-fenilalanina e L-tirosina, foram desenvolvidas no passado com

sucesso (lkeda, 2006).

2.6.2. Producao de compostos aromaticos

Além da sobre producédo de aminoacidos aromaticos, apenas alguns compostos aromaticos
adicionais foram sobre produzidos em C. glutamicum (Lee e Wendisch, 2017). A C. glutamicum foi
geneticamente manipulada de modo a desregular a via do chiguimato e aumentar o fluxo para a via

das pentoses fosfato (Kogure ef a/,, 2016). A combinacdo de ambas as estratégias permitiu a sobre
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producao de chiquimato na C. glutamicum. Embora o chiquimato nao seja um composto aromatico,
as vias otimizadas representam uma base adequada para a producéo de compostos aromaticos.
Juntamente com a otimizacao da producao de tirosina e fenilalanina, a C. glutamicum torna-se um
hospedeiro adequado para a producdo de compostos aromaticos dada a sua pronunciada resisténcia
a tais compostos (lkeda e Katsumata, 1992; Ikeda, 2006; Litke-Eversloh et a/ 2007; Lee e
Wendisch, 2017). No entanto, a presenca de uma rede complexa de degradacao de compostos
aromaticos na C. glutamicum desviaram a atencado para outros microrganismos. Curiosamente, a
degradacao de aminoacidos aromaticos (e.g. fenilalanina e tirosina) nao foi observada na C.
glutamicum (Kallscheuer, 2017).

A C. glutamicum revelou-se capaz de utilizar compostos aromaticos, tais como acido p-
cumarico, acido ferulico, acido cafeico e acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico, como Unica fonte de
carbono (Kallscheuer et al,, 2016). Analises de expressao genética global identificaram um cluster
de genes (cg0340-cg0341 e cg0344-cg0347) com elevados niveis de transcricao na presenca dos
fenilpropanoides. O cluster identificado é constituido por 7 genes (phd7, phdA, phdR, phdB, phdC,
phdD e phdE) responsaveis pela degradacdo dos compostos aromaticos acima mencionados. O
gene ¢g0340 (designado phAd7) codifica para uma proteina transportadora putativa, enquanto os
genes cg0341 e cg0344-cg0347 (phaAE) codificam enzimas envolvidas na [-oxidagdo dos
fenilpropanoides. Cultivos realizados com estirpes de C. glutamicum mostraram que a perda
individual dos genes phdA, phdB, phdC, phdD ou phdE impede o seu crescimento em todos os
substratos fenilpropanoides testados (Kallscheuer et a/, 2016). A via identificada representa assim
uma via catabolica periférica responsavel pelo encurtamento das cadeias dos fenilpropanodides em
acidos benzoicos e acetil-CoA, posteriormente encaminhados para o ciclo do acido tricarboxilico
(Kallscheuer et al., 2016).

Durante a construcéo da estirpe de C. glutamicum para producao de compostos fendlicos de
origem vegetal, quatro clusters, compreendendo 21 genes, incluindo quatro genes do grupo phd
envolvidos no catabolismo de compostos aromaticos, foram eliminados. A plataforma resultante, C.
glutamicum DelArod, mostrou-se incapaz de degradar uma série de compostos fenolicos e acidos
benzoicos simples, como o protocatecuico (Kallscheuer et al., 2016). Esta estirpe foi usada como
um chassi para a producao microbiana de varios compostos fendlicos, em particular, estilbenos,
(2S)-flavanonas e flavonoides (Dudnik ef a/., 2018).

A expressdo dos genes da salsa (Petroselinum crispum), que codificam para a p-coumaroil

CoA ligase (4CL), calcona sintase (CHS), e do gene da Petunia x hybrida que codifica a calcona
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isomerase (CHI), permitiu a producado de duas (2S)-flavanonas (naringenina e eriodictiol). Foram
obtidas concentracdes maximas de 35 mg:L* de naringenina e 37 mg:-L* eriodictiol a partir dos
acidos p-cumarico e cafeico, respetivamente (Dudnik et a/,, 2018).

A expressao do gene 4CL em combinacao com o gene codificante de uma estilbeno sintase
(STS), proveniente de Arachis hypogaea, permitiu a producao dos estilbenos pinosilvina, trans-
resveratrol e piceatanol, a partir de acido cinamico, p-cumarico e cafeico, respetivamente (Dudnik
etal., 2018).

Modificou-se geneticamente o metabolismo dos aminoacidos da estirpe de C. glutamicum
DelAro4 de modo a conectar a via do chiquimato a via dos compostos fenolicos de plantas de modo
a produzirem-se estilbenos a partir da glucose. Assim, obtiveram-se concentracdes maximas de 60
mg:-L* de trans-resveratrol na auséncia do precursor acido p-cumarico (Dudnik et al,, 2018). A estirpe
foi também modificada de modo a obterem-se compostos fendlicos mais complexos incluindo
flavonoides (campferol e quercetina) (Kallscheuer ef a/., 2017).

O principal constrangimento na producdo de compostos fenodlicos na C. glutamicum esta
relacionado com a atividade da TAL e com a disponibilidade intracelular de malonil-CoA que é o co
substrato das reacdes enzimaticas realizadas pelas STS e CHS. Deste modo, os esforcos para
melhorar a producao de compostos fenolicos em C. glutamicum devem focar-se principalmente em
melhorar a atividade das enzimas limitantes e aumentar a concentracéo de malonil-CoA intracelular

(Dudnik et al,, 2018).
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3. Materiais e meétodos

No presente capitulo descrevem-se os materiais e métodos necessarios para a conservacao
da estirpe de C. glutamicum, a preparacdo dos meios de cultura, o crescimento da estirpe em
matraz e bioreator. Sao descritos também os métodos analiticos necessarios para caracterizar varios
parametros necessarios a execucdo do trabalho, assim como os calculos efetuados para

determinacdo dos parametros fisiolégicos.
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3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado na presente dissertacao, C. glutamicum DelArod pMKEx2_malE-

0OsUGT13 pEKEx3_galU_pgm (Tabela 3), foi geneticamente manipulado e fornecido pelo centro de

investigacao /nstitute of Bio and Geosciences (IBG) (Julich, Germany).

Tabela 3 - Plasmideos utilizados para a construcao da estirpe utilizada na presente dissertacao.

Plasmideo Genotipo/caracteristicas Fonte ou referéncia
relevantes
DelAros MB0O01(DE3)Acg0344- (Kallscheuer et al., 2016)
cg0347Acg2625-cg2640
Acgl226Acg0502
PMKEX2 kanr, vetor de transporte C. (Kortmann et af., 2014)

glutamicum (lacl, PT7, lacO1,
pHM1519 oriCg; pACYC177

oriEc)

pMKEx2_malE-OsUGT13 Contém genes que codificam (Kallscheuer et al., 2018)

a proteina de fusdo MalE-
OsUGT13 (cod&o-otimizado

para C. glutamicum)

pEKEX3 specr; vetor de transporte C. (Gande et af., 2007)

glutamicum (/ac/, Ptac, lacO1,
pBL1oriCg pUCori£c)

pEKEX3_pgm_galU Contém genes que codificam (Kallscheuer et al., 2018)

para fosfoglucomutase e UTP:
glicose-1-fosfato
uridililtransferase de E. coli

MG1655 (nao otimizado)
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3.2. Conservacao da estirpe

As culturas foram criopreservadas a -80°C, apos colheita de aliquotas de cultura em fase de
crescimento exponencial, em meio BHI (Brain Heart Infusion) modificado (Tabela 4), de modo a
manter as culturas viaveis e cultivaveis (Day e Stacey, 2007; Hoefman ef a/, 2012), e posterior
adicdo de glicerol (30% (v/v)). Cada aliquota foi utilizada para a realizacdo dos pré indculos, apos

descongelamento progressivo desde -80 °C até temperatura ambiente.

3.3. Meios de cultura

A estirpe C. glutamicum DelAro4 foi cultivada em dois meios de cultura, BHI modificado (meio
complexo) e CGXIl (meio definido) (Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6). O meio BHI modificado foi
utilizado para o crescimento de todos os pré inoculos. O meio CGXII foi utilizado para realizacao dos
indculos e como meio de crescimento nos ensaios em bioreator e matraz.

0 meio BHI modificado foi esterilizado por autoclavagem a 121 °C durante 20 min.

Tabela 4 - Concentracdo dos constituintes do meio BHI modificado.

Constituintes Concentracao (g:L)
BHI 37
Canamicina 0.025
Espectinomicina 0.1

Nas Tabela 5 e Tabela 6 é apresentada a composicao do meio CGXII (Keilhauer et a/., 1993).
O pH do meio foi ajustado para 7. As culturas foram ainda suplementadas com os antibidticos,
canamicina (0.025 g-L1) e espectinomicina (0.1 g:L') em solucdo, de modo a selecionar as bactérias
com plasmideo (Tabela 4). As solucdes de antibidticos foram esterilizadas por filtracao (filtro
WHATMAN, polietersulfona (PES) — 0.2 um) em condicOes estéreis e conservadas a -20 °C. Nos
ensaios em bioreator a ureia e o0 MOPS (Acido 3-(N-morfolino) propanossulfonico) foram removidos
uma vez que o pH é automaticamente controlado.

Na preparacao do meio CGXII, os compostos marcados com (*) na Tabela 5 foram dissolvidos

em agua destilada e esterilizados por autoclavagem a 121 °C durante 20 min.
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O acido protocatecuico foi dissolvido numa solucao aquosa de NaOH 10M (50 % (v/v)) e
posteriormente esterilizado por filtracao (filtro WHATMAN, PES - 0.2 um) em condicOes estéreis e
conservado a -20 °C. Esta solucéo foi preparada semanalmente.

A solucao de biotina foi preparada com agua destilada e o pH da solucédo acertado para 7
com NaOH e foi posteriormente esterilizado por filtracao (filtro WHATMAN, PES - 0.2 um) em
condicOes estéreis e conservado a 4 °C.

A fonte de carbono, glucose, foi esterilizada por autoclavagem a 110 °C durante 30 minutos
e posteriormente adicionada aos restantes componentes do meio em condicoes de assepsia. O
efeito da concentracéo inicial de glucose na producao de salidrosina foi também estudado e para tal
realizaram-se ensaios com concentracdes de glucose de 80 e 120 g-L*. De modo a manter a razao
carbono/azoto em torno de 9, a concentracado de (NH4)2S04 foi corrigida proporcionalmente (29.5

e 39.5 g-L1, para os ensaios com 80 e 120 g-L, respetivamente).

Tabela 5 - Concentracdes dos constituintes do meio CGXII.

Composto Concentracao gL
(NH.).SO.* 20
K.HPO,* 1
KH.PO,* 1
MgS0.,.7H,0* 0.25

CaCl,* 0.01
Ureia* 5
MOPS* 42
Acido protocatectico 0.030
Biotina 0.0002
Glucose 40
Micronutrientes 0.02

Os compostos da solucdo de micronutrientes foram dissolvidos em agua destilada e o pH da
solucdo foi acertado para 1 com uma solucdo de HCI (Tabela 6). A solucéo foi posteriormente filtrada

(filtro Merck, Nailon — 0.2 um) em condicdes estéreis e conservada a 4 °C.
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Para induzir a expressao dos genes heterologos foi adicionada uma solucao 20 mM de IPTG
(Isopropil-D-1-tiogalactopirandsido). Esta solucao foi esterilizada por filtracao (filtro WHATMAN, PES
- 0.2 um), e conservada a -20 °C.

As solucdes de tirosol utilizadas (40, 60, 80 e 100 mM) foram preparadas com um racio de
aproximadamente 1:2 de tirosol:DMSO (dimetilsulfoxido). As solucdes foram agitadas durante

aproximadamente 20 minutos de modo a dissolver completamente o tirosol no DMSO.

Tabela 6 - Concentracéo dos constituintes da solucao de micronutrientes utilizada no meio CGXII.

Composto Concentracao (mg-L1)
FeSO..7H.0 10
MnSO0..H,0 10
ZnS0.,.7H,0 1

CuSO. 0.2
NiCl,.6H.0 0.02

3.4.Ensaios em matraz

Os crescimentos foram realizados em matrazes de 500 mL com anteparos, suplementados
com uma aliquota de 1 mL (células C. glutamicum), com 50 mL de meio BHI modificado (pré-
inoculo) e incubadas a 200 rpm, 30 °C, durante 8 a 10 horas numa incubadora orbital (SHEL LAB).
Posteriormente, as células foram separadas por centrifugacdo a 6000 rpm durante 10 minutos,
lavadas com uma solucao de NaCl 0.9 % (p/v), e subsequentemente usadas para inocular 100 mL
de meio CGXII, em matrazes de 1 L com anteparos (indculo), com uma biomassa inicial de 0.5 g-L-
1. Apos incubacao do indculo a 200 rpm, 30 °C, durante 16-17 horas, as células foram separadas
por centrifugacao a 6000 rpm durante 10 minutos. Os pellets foram posteriormente utilizados para
inocular os matrazes ou bioreatores com meio CGXIl com uma concentracéo celular inicial de 0.5
oul gl

Com o objetivo de estudar a influéncia da concentracdo de DMSO no crescimento celular
adicionaram-se varias concentracdes de DMSO (80, 110, 170 e 200 mM) no inicio da fermentacao,

a matrazes de 500 mL com anteparos, com 50 mL de cultura e uma densidade celular inicial de
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0.5 g-L. As concentracdes de DMSO testadas foram definidas tendo por base o volume de DMSO
necessario para preparar as solucdes de tirosol testadas (40, 60, 80 e 100 mM).

De forma a otimizar a producdao de salidrosina, foi também avaliado o impacto da
concentracao de tirosol no crescimento celular e na producao de salidrosina. Para tal, adicionaram-
se varias concentracdes de tirosol O (controlo), 40, 60, 80 e 100 mM, no inicio da fermentacéo, a
matrazes de 500 mL com anteparos, com 50 mL de cultura, com uma concentracao inicial de
biomassa de 0.5 e 1 g-L1, de modo a avaliar a influéncia da concentracao de indculo no crescimento
celular e na producao de salidrosina. Para induzir a expressao dos genes heterologos foi adicionada
uma solucdo de IPTG com uma concentracdo de 20 mM quando biomassa atingiu uma
concentracdo de 1.5-2 g-L, ou seja, apds 5-6 horas de fermentacao aproximadamente.

Foi também testada uma estratégia de producdo em matrazes de 500 mL com anteparos,
com 50 mL de cultura e concentracdo de biomassa inicial de 0.5 g-L*, com posterior adicdo de
tirosol apos a concentracdo de biomassa atingir 1.5-2 g-L. Tais ensaios foram realizados apenas
para as concentracdes de tirosol de 60 e 80 mM. O IPTG (20 mM) foi adicionado em todos os

ensaios apds 5-6 horas, ou seja, apos a biomassa atingir uma concentracédo de 1.5-2 g-L.

3.5. Ensaios em bioreator

Todos os ensaios em bioreator foram realizados em reatores perfeitamente agitados (RPA)
DASGIP® PBS de 2 L (Hamburg, Germany) com 3 agitadores do tipo Rushton de 6 laminas. Os
bioreatores foram esterilizados por autoclavagem a 121 °C durante 30 minutos com base mineral
no interior. Os restantes componentes do meio, descritos na Tabela 5 e Tabela 6, foram adicionados
posteriormente em condicdes de assepsia.

As células de C. glutamicum DelAro4 foram pré cultivadas em meio complexo BHI modificado
e posteriormente cultivadas em meio definido CGXIl (como descrito na seccdo 3.3) de modo a
inocular os bioreatores com uma concentracao inicial de biomassa de 0.5 g-L.

O volume operacional dos bioreatores é de 1 L e em todos os ensaios a temperatura, o
oxigénio dissolvido (OD) e o pH foram controlados automaticamente. A temperatura foi controlada e
mantida a 30 °C com o modulo DASGIP Bioblock. O pH foi medido com uma sonda de pH (mettler
toledo, 405-DPAS-SC-K8S/325) e mantido constante (pH 7) com adicao automatica de uma solucao
de NaOH 2 M com recurso ao modulo DASGIP MP4. O OD foi medido com recurso a uma sonda
polarografica de oxigénio (mettler toledo, InPro 6820/12/320) e mantido a 30 % através da adicao

de ar comprimido a um fluxo de 0.5 vwwm (volume de ar por volume médio e minuto) e do controlo
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automatico da agitacdo de 650 rpm até um maximo de 1500 rpm. A formacao de espuma foi
controlada manualmente através da adicao de Antifoarm 204 (Sigma-Aldrich).
O sistema de fermentacéo foi conectado a uma unidade de processamento com o software

DASware control, que permite o controlo e a recolha de dados do processo.

3.5.1. Operacao descontinua

De modo a estudar o efeito da concentracdo da fonte de carbono no crescimento celular
realizaram-se ensaios em descontinuo com 40 e 80 g-L* de glucose sem adicao de tirosol e de IPTG,
designados de ensaios de controlo.

De modo a estudar o efeito da concentracao da fonte de carbono no crescimento celular e na
producdo de salidrosina, foram realizados ensaios descontinuos com 40 e 80 g-L* de glucose,
suplementados com 40 mM de tirosol e 20 mM de IPTG apds a concentracao de biomassa atingir

1.5-2 g-11, ou seja, aproximadamente 5-6 horas apds o inicio da fermentacao.

3.5.2. Operacao semi-continua

Considerando que um dos principais problemas da presente biotransformacao ¢ a toxicidade
do tirosol, foram testadas duas estratégias de alimentacado semi-continua: alimentacdo com caudal
constante e alimentacéo por pulsos.

Os ensaios com caudal de alimentacdo constante foram iniciados com uma primeira fase em
modo descontinuo, como descrito no ponto 3.5.1, com uma concentracao inicial de glucose de 80
g-L. Apds 6 horas de fermentacéo (tempo ao fim do qual é atingida uma concentracédo de biomassa
de aproximadamente 1.5-2 g:L1) a expressdo de genes heterdlogos foi induzida pela adicao de 20
mM de IPTG, e foi iniciada a alimentacdo. Em simultdneo, com o inicio da alimentacao, foi
adicionado um pulso de 20 mM de tirosol ao sistema, de modo a manter uma concentracao residual
de tirosol no meio. Nestes ensaios foram testadas duas estratégias de alimentacao diferentes; no
primeiro ensaio (C1) foi utilizado um caudal de 2.4 mL-h entre as 6 e as 31 h, sendo posteriormente
aumentado para 21.25 mL-h1, entre as 31 h e as 56 h; no segundo ensaio (C2) manteve-se o caudal
de 2.4 mL-h* entre as 6 e as 31 h, e entre as 31 h e as 80 h foi utilizado um caudal inferior (14.5
mL-h?), tendo sido prolongado o periodo de alimentacdo. A solucdo utilizada para alimentar os
reatores era composta por 80 mM de tirosol. A alimentacao do bioreator a um caudal constante foi

feita através das bombas de alimentacdo do médulo DAGIP MPS.
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Além da alimentacdo com caudal constante foi ainda testada uma outra estratégia de
operacao escalonada em que a alimentacao foi feita por pulsos. Tal como nos ensaios com
alimentacao a caudal constante, foi realizada uma primeira fase em modo descontinuo, como
descrito no ponto 3.5.1, com uma concentracao inicial de glucose de 120 g-L*. Apds 6 horas de
fermentacao a expressao de genes heterologos foi induzida pela adicdo de 20 mM de IPTG e foi
iniciada a alimentacdo por pulsos. Foram testadas 3 estratégias de suplementacao diferentes,
denominadas de P1, P2 e P3, de modo a obter uma concentracao total de tirosol adicionada ao
sistema de 90, 137 e 166 mM (P1, P2 e P3). Assim, o precursor foi adicionado ao bioreator
faseadamente ao longo da fermentacao, de acordo com a Tabela 7 onde se encontra indicado o
momento de adicdo do percursor assim como a concentracdo do mesmo. Os pulsos foram

adicionados aos bioreatores em condicdes de assepsia.

Tabela 7 - Condicdes da alimentacédo escalonada por pulsos. Pulsos realizados nas condicdes P1, P2 e P3 ao longo do tempo.

Estratégia
P1 P2 P3
Tempo (h) Tirosol (mM) Tempo (h) Tirosol Tempo (h) Tirosol
(mM) (mM)
6 20 6 20 6 20
27 10 26 15 26 10
39 10 36 15 36 20
51 20 51 15 51 20
55 10 60 24 60 24
60 20 72 24 72 24
85 24 77 24
85 24

3.6.Métodos analiticos

3.6.1. Determinacao da concentracdo de biomassa

Em todos os ensaios foram recolhidas amostras, em intervalos predeterminados, de modo a

determinar a concentracdo de biomassa. O crescimento celular foi quantificado por leitura da
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densidade otica (DO) com recurso ao leitor de microplacas (Synergy HT, BIO-TEK) a um
comprimento de onda de 600 nm. Os valores de DO obtidos foram convertidos em peso seco de
células (g-L*) com recurso a uma reta de calibracao (Anexo Al).

O procedimento experimental para a obtencédo da reta de calibracao da biomassa consistiu
na recolha de cerca 10 mL de cultura (em triplicado), a meio da fase exponencial de crescimento,
e centrifugacdo a 6500 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi
seco em estufa a 70 °C durante 72 horas, ou até peso constante.

Simultaneamente, preparam-se varias diluicdes da suspensao de células e procedeu-se a
leitura da respetiva DO que se verificou ser linear para a gama de absorcao entre 0.1 e 0.5. O ajuste
dos pontos experimentais de densidade otica e concentracao de células a uma reta (de modo a

satisfazer a lei de Lambert-Beer) constitui a reta de calibracao (Anexo Al).
3.6.2. Determinacao da concentracao de Salidrosina

De modo a determinar a concentracdo de salidrosina formada ao longo da fermentacao,
recolheram-se amostras de 2 mL e centrifugaram-se a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente o sobrenadante foi filtrado (filtro WHATMAN, PES - 0.2 um), de modo a remover
células e outras impurezas, e armazenado em vials a -20 °C para posterior analise. A concentracao
de salidrosina foi determinada por UHPLC (LC-30AD, Nexera X2, SHIMADZU), utilizando um detetor
diode array (SPD-M20A), com recurso a uma coluna de fase reversa, Kinetex (1.7 um C18 100 A,
150 x 2.1 mm, Phenomenex) a 50 °C (CTO-30A). As amostras foram injetadas automaticamente
(SIL-30AC Autosampler, SHIMADZU) a um caudal de 0.4 mL-min?, utilizando como eluentes acido
acético 0.1% (solvente A) e acetonitrilo suplementado com 0.1% de acido acético (solvente B). A
separacao foi feita com recurso a um gradiente, em que a concentracdo do eluente B aumentou:
minuto O a 6: de 5 % para 30 %, minuto 6 a 7: de 30 % para 50 %, minuto 7 a 8: de 50 % para 100
% € minuto 8 para 8.5: de 100 % para 5 %.

Os dados foram interpretados com o software LabSolutions.

A salidrosina foi determinada com recurso a uma reta de calibracao, preparada com diluicoes

sucessivas de uma solucao com concentracdo de salidrosina conhecida (Anexo A2).
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3.7. Calculo dos parametros fisiologicos

A taxa especifica de crescimento maxima umax (ht) foi determinada por aplicacao do
logaritmo a concentracao da biomassa na fase exponencial. A linearizacao da fase exponencial
permitiu obter o declive da reta que corresponde ao pmax. Os restantes parametros fisiologicos

foram calculados como descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros fisioldgicos.

Parametro Equacao Unidades
P
P P=—1—() mM-he
incubagio
Ps—P;
Yp/s Yp/s = fsi (2) mM-mM-
Onde:
P - Produtividade;
Yp/s - Rendimento produto/substrato;
tincubacito - Tempo de incubacéo;
Pr - Concentracao final do produto;
P; - Concentracao inicial do produto;
S; - Concentracao inicial do substrato;

3.8. Analise estatistica

As analises estatisticas de similaridade entre concentracdes de biomassa, salidrosina, taxa
especifica de crescimento, rendimento produto/biomassa, rendimento substrato/produto e taxa
especifica de producao de salidrosina, foram realizadas por teste-t de Student com recurso ao
Microsoft Excel 2013. Considerou-se que as amostras seguem uma distribuicao bicaudal e rejeitou-

se a hipétese nula quando p < 0.05.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados da variacao da concentracéo de glucose e do
tirosol no crescimento de C. glutamicum DelAro4 e na producao de salidrosina. A par do estudo da
variacdo da concentracdo de glucose e tirosol foram investigadas as melhores condicdes de

operacao dos bioreatores para a otimizacao da producédo de biomassa e salidrosina.

4.1. Influéncia da concentracéo de glucose no crescimento de C. glutamicum DelAro4 . ........ 39
4.2. Influéncia da concentracdo de DMSO no crescimento de C. glutamicum DelAro4 ............ 41

4.3. Influéncia da concentracao de tirosol no crescimento de C. glutamicum DelAro4 e
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4.1. Influéncia da concentracao de glucose no crescimento de C. glutamicum

DelAro4 .

De modo a avaliar o efeito da concentracdo da fonte de carbono no crescimento de C.
glutamicum DelAro4, realizaram-se fermentacées em bioreator com diferentes concentracdes de
glucose, 40 e 80 g-Lt, sem adicao de tirosol e sem adicao de IPTG, ndo havendo expressdo do gene
de interesse. De modo a manter o racio de carbono:azoto (C:N) em torno de 9, a concentracao da

fonte de azoto, (NH4)2S04, foi proporcionalmente ajustada nos ensaios suprarreferidos (Figura 4).

40

30

20

Biomassa (g-L?)

10

0 10 20 30
Tempo (h)

Figura 4 - Curvas de crescimento de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em meio definido (CGXII), 30°C, pH 7 e 30% OD, com
diferentes concentracdes de glucose: @ 40 g-L; M 80 g:L'. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao

calculados de duas fermentacdes independentes.

Através da analise da Figura 4 é possivel observar que as fases de laténcia dos ensaios com
40 e 80 g-L*de glucose sao aproximadamente de 3 e 7.5 horas, respetivamente. Obtém-se fases de
laténcia diminuidas se a composicado e condicdes ambientais do inoculo e do meio fermentativo
forem semelhantes (Chisti, 2014). Uma vez que o indculo é constituido por meio CGXIl com 40 g-L-
tde glucose, a sua composicdo é semelhante a dos ensaios com 40 g-L*de glucose. Porém, tal nao
se verifica nos ensaios com 80 g-L'de glucose (Figura 4). Elevadas concentracdes de glucose podem
também dificultar a adaptacdo e desenvolvimento das células, devido ao siress osmotico (Gourdon
et al., 2003) e resultar em limitacdes difusionais de oxigénio e inibicdo por substrato (Braga et a/,

2018).
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As fases exponenciais dos ensaios com 40 e 80 g:L* de glucose sao de aproximadamente 11
e 16 horas e as células possuem taxas especificas de crescimento maximas semelhantes, 0.252 +
0.015e0.186 +0.022 h?, respetivamente (p > 0.05) (Figura 4). As taxas especificas de crescimento
maximas de C. glutamicum DelAro4 observadas nos presentes ensaios sao 2 vezes inferiores a taxa
especifica de crescimento de C. glutamicum wild type (ATCC13032), descrita por Buchholz (2015)
(Tabela 2). E reconhecido que as células geneticamente manipuladas apresentam taxas especificas
de crescimento diminuidas devido ao fardo metabdlico causado pela presenca de plasmideos (Choi
et al, 2015). As células com plasmideo apresentam taxas especificas diminuidas, possivelmente,
devido ao direcionamento de recursos para funcdes relacionadas com a sintese de plasmideos tais
como replicacao do plasmideo, transcricdo de DNA e traducao de mRNA (Fujita ef a/, 1991). Uma
Vez que nos ensaios de crescimento a proteina de interesse (UGT) nao foi expressa, dada a auséncia
do indutor IPTG, a transcricao de DNA posterior traducdo de mRNA apenas ¢ realizada para
expressar as proteinas responsaveis pela resisténcia a canamicina e espectinomicina, codificadas
pelos plasmideos pMKEx2 e pEKE3Xx, respetivamente.

As taxas especificas de crescimento maximas de C. glutamicum DelAro4, obtidas na presente
dissertacdo, sao semelhantes as taxas especificas de crescimento maximas de C. glutamicum
geneticamente manipuladas descritas por Litsanov ef a/. (2012) (p > 0.05) (Tabela 2). A estirpe de
C. glutamicum DelAro4 pMKEx2_stsAh_4clPc pEKEx3_aroHEc_talFj, relacionada com a estirpe
utilizada na presente dissertacao, apresenta taxas especificas de crescimento maximas semelhantes
(cerca de 0.2 ht) (Braga et al, 2018). A estirpe DelAro4 pMKEx2_stsAh_4clPc
pEKEx3_aroHEc_talFj contém os mesmos plasmideos, pMKEx2 e pEKEx3, e respetivas cassetes de
resisténcia aos antibidticos canamicina e espectinomicina. O plasmideo pMKEx2 possui genes
heterdlogos que codificam duas enzimas, 4-Coumarato CoA ligase e estilbeno sintase, responsaveis
pela transformacédo de acido p-cumarico em p-coumaroil CoA e p-coumaroil CoA em resveratrol,
respetivamente (Braga et al,, 2018). O plasmideo pEKEx3 possui um gene heterélogo, DAHP sintase
(3-Desoxi-D-arabino heptulosonato 7-fosfato sintase), responsavel pela sobreproducdo de DAHP e
um gene homologo, TAL, responsavel pela sobreproducao de acido p-cumarico (Braga et al., 2018).

Apos 14 e 24 horas de fermentacao obtém-se concentracdes maximas de biomassa de 23.6
e 32 + 1.7 gL para os ensaios com 40 e 80 g:L'de glucose, respetivamente (Figura 4). Duplicar a
quantidade de glucose no meio permite aumentar 1.4 vezes a concentracao maxima de biomassa.
Resultados semelhantes foram também descritos por Braga et a/,, (2018) com a estirpe de C.

glutamicum DelArod pMKEx2_stsAh_4clPc pEKEx3_aroHEc_talFj. A concentracdo maxima de
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biomassa de C. glutamicum DelAro4 obtida no ensaio com 40 g-L*de glucose é semelhante as
concentracdes obtidas com C. glutamicum wild type descritas por Buchholz (2015) e Litsanov ef a/.
(2012) (p > 0.05) (Tabela 2). Observa-se que, ao contrario da taxa especifica de crescimento, a
concentracdo maxima de biomassa nao € significativamente afetada pelas manipulacoes genéticas
da C. glutamicum DelAro4.

Decorridas 14 e 24 horas observa-se, nas culturas com 40 e 80 g-L* de glucose, um declinio
da concentracdo de biomassa devido a acumulacdao de metabolitos tdxicos e/ou exaustao de

nutrientes/fonte de carbono (Maier, 2010) (Figura 4).

4.2.Influéncia da concentracdo de DMSO no crescimento de C. glutamicum

DelAro4

Na presente dissertacao a principal funcdo do DMSO é a solubilizacao do tirosol. No entanto,
0 DMSO presente no sistema podera facilitar o transporte do tirosol para o interior das células através
da permeabilizacao da membrana celular (de Ménorval et a/., 2012).

De modo a avaliar o impacto do DMSO no crescimento celular de C. glutamicum DelAro4,
realizaram-se fermentacdes em matraz com diferentes concentracoes de solvente (80, 110, 170 e
200 mM) sem adicao de tirosol e sem adicao de IPTG, ndo havendo expressao dos genes de
interesse. Estas concentracoes foram definidas tendo em consideracdo as concentracdes das
solucdes de tirosol posteriormente testadas e a quantidade de DMSO necessaria para a sua

solubilizacao (Figura 5).
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Figura 5 — Curvas de crescimento de C. glutamicum DelAro4 em matrazes de 500 mL com biomassa inicial de 0.5 g-L*, meio definido
(CGXIl), 40 g-L* glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracdes de DMSO: X0 mM; © 80 mM; I 110 mM; A 170 mM;

€ 200 mM. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes independentes.
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Através da analise da Figura 5 observa-se que as fases de laténcia e exponencial sdo similares
em todas as condicdes com duracdo de 2 e 20 horas, respetivamente. As taxas especificas de
crescimento, 0.10 + 0.03, 0.10 + 0.03, 0.08 + 0.06, 0.08 + 0.06, 0.07 + 0.06 e 0.08 + 0.06 h+,
das culturas suplementadas com 0, 80, 110, 170 e 200 mM de DMSO, respetivamente, sao
similares (p > 0.05).

Verifica-se que as concentracbes maximas de biomassa obtidas nos ensaios suplementados
com DMSO sao similares a da cultura controlo (aproximadamente 9.7 g-L1) e semelhantes as
concentracdes descritas na literatura para culturas de C. glutamicum em matraz (p > 0.05)
(Spelberg, 2013; Buchholz, 2015). No entanto, observa-se que a concentracdo maxima de biomassa
e a taxa especifica de crescimento de C. glutamicum DelAro4, obtidas nos ensaios em matraz, sao
inferiores as dos ensaios em bioreator. Tal pode dever-se as limitacoes de oxigenacao das culturas
em matraz (Koch-Koerfges et a/., 2012).

Varios estudos dedicados a investigacao das mudancas especificas em membranas lipidicas
na presenca de DMSO revelaram que este substitui a agua na regiao interna polar, que por sua vez
aumenta a area ocupada por lipido e diminui a espessura da membrana (Gordeliy ef a/., 1998;
Tristram-Nagle et a/., 1998). Tais efeitos foram confirmados por simulacdes de dinamica molecular
em varios artigos (Leekumijorn e Sum, 2006; Gurtovenko e Anwar, 2007; Notman ef a/., 2007; de
Ménorval et af., 2012). De acordo com Gurtovenko and Anwar (2007) o DMSO exibe trés modos
distintos de acdo, dependentes da sua concentracdo no meio. Baixas concentracdes de DMSO (1.25
- 5 M) induzem um aumento da area total e a diminuicdo de espessura da membrana lipidica. Com
concentracdes intermédias de DMSO (5 — 10 M) sao produzidos poros hidrofébicos, semelhantes a
poros formados por eletroporacdo. Altas concentracdes de DMSO (12.5 - 50 M) provocam
ondulacao extrema e formacao de multiplos poros que destroem a membrana celular. De Ménorval
et al, (2012) descreve ndo existir permeabilizacdo significativa quando usadas concentracdes
inferiores a 2.5 M. De acordo com Kligman, (1965) a concentracdo minima inibitéria de DMSO para
Corynebacterium spp. ronda os 2.9 M.

Com base nos resultados obtidos é possivel constatar que as concentracdes de DMSO
utilizadas nao influenciam a taxa especifica de crescimento e a concentracdo maxima de biomassa.
Tal pode estar relacionado com o facto de a concentracdo maxima de DMSO utilizada, 200 mM, ser

inferior as concentracdes toxicas, descritas por Gurtovenko and Anwar (2007) e (Kligman, 1965).
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4.3.Influéncia da concentracao de tirosol no crescimento de C. glutamicum

DelAro4 e producao de salidrosina

Embora ndo descrito na literatura o efeito toxico do tirosol em culturas de C. glutamicum,
ensaios /n vitro demonstram que compostos fenolicos, principalmente agliconas como o tirosol e
hidroxitirosol, possuem propriedades antimicrobianas (Medina et a/., 2006; Cicerale et a/,, 2010).
De acordo com Landete et a/, (2008), concentracdes superiores a 100 mM de tirosol inibem o
crescimento da bactéria L. Plantarum. Segundo Azaizeh et al,, (2011) uma concentracao de 4.4 mM
de tirosol inibe parcialmente o crescimento de trés bactérias isoladas, £. coli S. pyogenes e K.
pneumoniae. Abdel-Rhman ef a/. (2015a) descrevem também que baixas concentracdes de tirosol,
0.01 mM, inibem o crescimento de P. aeruginosa em 50%. O mecanismo anti bacteriano do tirosol
ainda nao é claro. No entanto, é sabido que os varios compostos fendlicos que possuem atividade
antimicrobiana, atuam por desestabilizacdo da membrana celular (Rempe ef a/,, 2017).

Apesar da inerente toxicidade do tirosol em determinadas bactérias, em processos de
biotransformacdo, concentracdes elevadas de substrato/precursor propiciam rendimentos mais
elevados e diminuem os custos associados a separacao do produto do caldo fermentativo. De modo
a avaliar os seus efeitos negativos, procedeu-se ao cultivo de C. glutamicum DelAro4 na presenca
de varias concentracdes de tirosol (40, 60, 80 e 100 mM de tirosol) e diferentes modos de
alimentacao (operacéo descontinua e semi-continua). Todas as fermentacdes com adicdo de tirosol
foram também suplementados com IPTG apds a biomassa atingir 1.5-2 g:-L* (ap6s 5-6 horas de

fermentacao).

4.3.1. Operacao descontinua

De modo a maximizar a producao de salidrosina, e minimizar o impacto do tirosol no
crescimento celular, realizaram-se fermentacdes em matraz com diferentes concentracdes de tirosol
(40, 60, 80 e 100 mM de tirosol) adicionadas no inicio da fermentacao (Figura 6). A adicéo de IPTG
é realizada apds a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g-L.

Através da analise da Figura 6A observa-se que, tal como esperado, a adicao de tirosol inibe
o crescimento celular. A adicdo de 40 mM de tirosol provoca uma diminuicao de 2.1 vezes na taxa
especifica de crescimento quando comparada com a cultura controlo (Tabela 9). Este efeito inibitdrio

acentua-se com o aumento da concentracéo de tirosol e para o ensaio suplementado com 100 mM
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de tirosol observa-se que a taxa especifica de crescimento diminui 51 vezes quando comparada com

a da cultura controlo (Tabela 9).
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Figura 6 - (A) Curvas de crescimento e (B) producao de salidrosina de C. glutamicum DelAro4 em matrazes de 500 mL com biomassa
inicial de 0.5 g-L*, meio definido (CGXIl), 40 g-L* glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracdes de tirosol adicionadas no
inicio da fermentacdo: X0 mM; 40 mM; 60 mM; A 80 mM; ® 100 mM. O IPTG ¢ adicionado apos a concentracdo de
biomassa atingir 1.5-2 g-L* (aproximadamente apds 5-6 horas). Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao

calculados de duas fermentacdes independentes.

Verifica-se ainda que a fase de laténcia é de aproximadamente 2 horas em todas as condicdes
(Figura 6A). Apos 53 horas, o crescimento da cultura suplementada com 40 mM de tirosol atinge a
fase estacionaria com uma concentracdo maxima de biomassa de 9.7 + 0.1 gL (Figura 6A),
semelhante a concentracao da cultura de controlo (p > 0.05) (Figura 5). Nas restantes culturas nao
existe um crescimento apreciavel (Figura 6A).

Com o objetivo de perceber qual o impacto da concentracdo de tirosol na formacao do
produto, quantificou-se a producao de salidrosina ao longo do tempo (Figura 6B). Observa-se que a
producdo de salidrosina na cultura suplementada com 40 mM de tirosol se inicia aproximadamente
as 20 horas de fermentacao e estabiliza assim que se atinge a concentracdo maxima de biomassa,
alcancando um maximo de 23.2 + 1.3 mM apds 77 horas de fermentacao (Figura 6B). Constata-se
que a producao de salidrosina esta associada ao crescimento celular, uma vez que grande parte do
produto se forma durante a fase exponencial de crescimento. A producéo de salidrosina, assim como
a producao de biomassa, nas culturas suplementadas com 60, 80 e 100 mM, é residual (Figura
6B). O processo de biotransformacao de tirosol em hidroxitirosol pela estirpe de Halomonas HTB24
demonstra um padrdo semelhante de inibicdo do crescimento e formacao de produto (Liebgott et

al., 2007). Estes autores suplementaram culturas de Halormonas HTB24 com 5, 10, 15, 20, 25, 30

44



Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fendlicos

e 40 mM de tirosol, com a concentracdo mais elevada a inibir completamente o crescimento celular
e a producao de hidroxitirosol. Por outro lado, com concentracoes intermédias de tirosol, 20 mM,
obtiveram as mais elevadas concentracdes de produto (Liebgott ef a/, 2007). Ainda que
concentracdes intermédias inibam parcialmente o crescimento celular, estas propiciam

concentracdes maximas de produto mais elevadas.

Tabela 9 - Parametros fisioldgicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em meio definido (CGXIl) com biomassa inicial
de 0.5 g-L7, 40 g-L" glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracdes de tirosol adicionadas no inicio da fermentacao: 40, 60,
80 e 100 mM. O IPTG ¢ adicionado apos a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g-L*. Os valores apresentados correspondem a

meédia e desvio padrao calculados de duas fermentacdes independentes.

Concentracao de tirosol (mM)

Parametros fisiolégicos 40 60 80 100
Lmax () 0.049+0.016 0.01+£0.003 0.004 +0.004 0.002 +0.003
P(mM-h) 0.250 +0.015 0.046 +0.016 0.046 + 0.009 0.006 + 0.002

Yo/s (mol-mol?) 0.580+0.038 0.077 £+0.027 0.044 +0.009 0.005 + 0.002

O rendimento produto/substrato da cultura suplementada com 40 mM de tirosol é
aproximadamente 2 vezes inferior ao rendimento produto/substrato tedrico maximo para UGTs nao
regiosseletivas, 50%, que catalisam a formacao de salidrosina e icarisideo D2 (Fan et a/., 2017).

De acordo com Liebgott ef a/., (2007) baixas concentracdes de tirosol, 5 mM, permitem obter
taxas especificas de crescimento mais elevadas que se traduzem em rendimentos produto/substrato
mais elevados em culturas de Halormonas HTB24. No entanto, as concentracbes maximas de
hidroxitirosol sao obtidas com concentracoes intermédias de tirosol (Liebgott ef a/., 2007).

Os processos de biotransformacao envolvem geralmente uma reacao enzimatica que resulta
na transformacéo de um precursor em produto final (Liese e al, 2006). Considerando que o nimero
de copias do plasmideo que contém a sequéncia da UGT é estavel por numero de células pode
assumir-se que um maior numero de células corresponde a um maior nimero de plasmideos e, por
conseguinte, a uma maior quantidade de UGTs no meio disponiveis para catalisar a transformacao
de tirosol em salidrosina (Wechselberger ef a/, 2012). Reconhecendo-se a relacao positiva entre
concentracdo de biomassa e UGTs, e o facto da producédo de salidrosina se acentuar durante o

crescimento, pode afirmar-se que se obtém produtividades maximas quando o microrganismo
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cresce com a mais elevada taxa de crescimento possivel (de Hollander, 1993). Tal relacao pode ser
observada através da analise da taxa especifica de crescimento e da produtividade (Tabela 9).

Com base nos resultados obtidos definiram-se novas estratégias com objetivo de minimizar o
impacto negativo do tirosol no crescimento celular e, porventura, aumentar a producao de
salidrosina. Uma das estratégias passou por aumentar a quantidade de biomassa inicial.
Quantidades mais elevadas de inoculo permitem reduzir a duracao da fase de laténcia e assim
aumentar a produtividade em biomassa (Shida et a/, 1977), uma vez que conferem maior
resisténcia as culturas e minimizam os efeitos toxicos do precursor no crescimento celular (McNeil
e Harvey, 2008).

Assim, realizaram-se ensaios em matraz com uma concentracao inicial de biomassa de 1 g-L-

e com diferentes concentracdes de tirosol, 60, 80 e 100 mM (Figura 7).

A B
14 40
12
=~ 10 < 30
|
& £
\r; 8 © _
© 6 o
5 ]
@ 4 = 10
2
0 o m/ci—t———!
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 7 — (A) Curvas de crescimento e de (B) producdo de salidrosina de C. glutamicum DelAro4 em matrazes de 500 mL com

biomassa inicial de 1 gL', meio definido (CGXII), 40 g:L* glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracdes de tirosol
adicionadas no inicio da fermentacao: X0 mM; B 60 mM; A 80 mM; € 100 mM. O IPTG ¢ adicionado apos a concentracdo de
biomassa atingir 1.5-2 g-L* (aproximadamente apos 5-6 horas). Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao

calculados de duas fermentacdes independentes.

Através da analise da Figura 7A observa-se uma reducao da toxicidade do tirosol em todas
culturas relativamente aos ensaios com 0.5 g-L* de biomassa inicial. A fase de laténcia é desprezavel
e a fase exponencial é de aproximadamente 75 horas em todas as condicoes (Figura 7A). As taxas
especificas de crescimento das culturas suplementadas com 60, 80 e 100 mM s&o de 0.031 +
0.010, 0.023 + 0.009 e 0.013 + 0.007 h, respetivamente, e a concentracao de biomassa mais
elevada é obtida na cultura suplementada com 60 mM de tirosol, 10.8 + 0 g-L*, semelhante a

concentracdo da cultura de controlo (p > 0.05) (Figura 7A). Observa-se uma melhoria significativa
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das concentracdes maximas de biomassa e das taxas especificas de crescimento em todas as
culturas relativamente aos ensaios com biomassa inicial de 0.5 g-L.

O efeito da concentracao do indculo é um fator bem conhecido e estudado nos processos de
fermentacao. O aumento da concentracao do indculo permite melhorar parametros como a taxa
especifica de crescimento, produtividade e rendimento produto/substrato. A producdo de acido
glutdmico pela C. glutamicum pode ser melhorada com aumento da concentracao inicial de indculo
(Tavakkoli et al, 2012; Kumar et al, 2013). Qiang ef a/, (2013) descrevem um comportamento
semelhante para a producdo de um polissacarideo (HZ-7) por culturas de Alebsiella H-207. A
producdo de amilases por Chryseobacterium e Bacillus é também influenciada pelo aumento da
concentracdo do inoculo (Hasan ef a/, 2017), tal como a producdo de proteases por Bacillus
circulans (Subba Rao ef a/., 2008). Nao obstante todos os autores relatarem melhorias na formacéao
de produto, é comum observar-se uma curva em forma de sino com o0 aumento da concentracao de
indculo. Concentracdes muito elevadas de inoculo estao relacionadas com a diminuicdo da formacao
de produto possivelmente devido ao rapido crescimento inicial das bactéria e falta de nutrientes
suficientes disponiveis no meio para se obterem volumes elevados de biomassa (Hasan et a/., 2017),
pelo que a densidade do indculo nao exerce um efeito positivo ilimitado nas fermentacdes (Tavakkoli
et al, 2012). O valor 6timo da concentracdo do inoculo varia também com o microrganismo e o
sistema de fermentacao utilizado (Reddy et al., 2008).

Tal como esperado, o aumento da concentracdo do indculo resulta num aumento da
concentracdo maxima de biomassa e da taxa especifica de crescimento que se traduz num aumento
da concentracdo maxima de salidrosina e da produtividade em todas as condicdes (Figura 7A e

Figura 7B).

Tabela 10 - Parametros fisiolégicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em meio definido (CGXIl) com biomassa inicial
de 1 gL', 40 g-L* glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracdes de tirosol adicionadas no inicio da fermentacao: 40, 60,
80 e 100 mM. O IPTG é adicionado apds a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g-L*. Os resultados apresentados correspondem

a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes independentes.

Concentracao de tirosol (mM)

Parametros fisiolégicos 60 80 100
Umax (h?) 0.031 +0.010 0.023 + 0.009 0.013 + 0.007
P (mM-h?) 0.407 + 0.001 0.275 + 0.059 0.036 + 0.006
Yo/s (mol-mol) 0.508 + 0.002 0.257 + 0.056 0.026 + 0.004
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A produtividade da cultura suplementada com 60 mM de tirosol & cerca de 2 vezes superior
a da cultura suplementada com 40 mM de tirosol no inicio da fermentacao. Verifica-se também uma
melhoria dos rendimentos produto/substrato em todas as culturas relativamente ao ensaio com 0.5
g-1* de biomassa inicial (Tabela 9 e Tabela 10).

Uma vez que a utilizacdo de elevadas quantidades de indculo na industria representa um
esforco adicional, definiu-se uma nova estratégia para minimizar o impacto negativo do tirosol no
crescimento celular sem aumento da concentracao de inoculo. Realizaram-se ensaios mantendo a
concentracao inicial de biomassa (0.5 g-L1), mas com adic&o do tirosol e IPTG apds a concentracao
de biomassa atingir 1.5-2 g-L*. A adicao tardia do precursor, durante a fase exponencial, permite
atingir uma densidade celular elevada mais rapidamente e minimizar os efeitos toxicos de
determinados precursores (McNeil e Harvey, 2008).

Ensaios prévios revelaram que concentracdes superiores a 80 mM sao extremamente toxicas,
pois inibem fortemente o crescimento celular e a formacao de produto, pelo que nao foram utilizadas
em ensaios posteriores. As culturas foram entao suplementadas com 60 e 80 mM de tirosol quando

estas atingiram uma densidade celular de aproximadamente 1.5-2 g-L.
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Figura 8 — (A) Curvas de crescimento e de (B) producéo de salidrosina de C. glutamicum DelAro4 em matrazes de 500 mL com

biomassa inicial de 0.5 g-L*, meio definido (CGXII), 40 g-L* glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracées de tirosol
adicionadas apoés a biomassa atingir 1.5-2 gL 60 mM; A 80 mM. O IPTG é adicionado em simultdneo com o tirosol
(aproximadamente apos 5-6 horas). Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao calculados de duas

fermentacdes independentes.

Observa-se, na Figura 8A, uma reducdo da inibicdo do crescimento de todas as culturas
suplementadas com tirosol apos a biomassa atingir 1.5-2 g-L* relativamente aos ensaios com o

tirosol adicionado no inicio da fermentacao, a semelhanca do que sucede no ensaio com
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concentracao inicial de biomassa de 1 g-L* (Figura 7A). Verifica-se ainda que a fase de laténcia é
praticamente inexistente em todas as condicdes e que o crescimento celular diminui apos adicao do
tirosol (Figura 8A). Apos 76 horas de fermentacdo a concentracdo maxima de biomassa mais
elevada, 12.3 + 0.8 g-L* é obtida com a concentracao mais baixa de tirosol, 60 mM.

Lorenz et a/, (2013) descrevem uma estratégia de suplementacao de precursores toxicos
semelhante a utilizada no presente ensaio. A adicao de 5, 10, 20 e 40 mM de 2-ceto-3-metilvalerato
(KMV), um precursor toxico, a culturas de £. coli DHb, para a producéo L-isoleucina, foi realizada
durante a fase exponencial de modo a diminuir o impacto no crescimento celular.

A concentracao maxima de salidrosina da cultura suplementada com 60 mM de tirosol, 31.5
+ 2.5 mM, é semelhante a da cultura com 60 mM de tirosol com concentracao inicial de biomassa
de 1 gL (Figura 7A e Figura 8A) e ¢ 1.6, 3.1 e 1525 vezes superior as dos processos de
biotransformacao por sementes de maca (Yu ef a/, 2008), enzimas extraidas de A. nijger MS-48
(Zhang et al., 2005) e por células inteiras de £.coli (DE3), respetivamente, e 31.8, 160.5, 3.9
105.2 vezes superior a dos processos de producado de novo por E. coli B-SAL2 DE3 (Chung et al,
2017), £. coliMG1655 (Bai et al., 2014), P. fortinii Rac56 (Cui ef al., 2016), R. sachalinensis (Wu
et al., 2003), respetivamente (Tabela 1).

Tabela 11 - Parametros fisioldgicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em meio definido (CGXIl) com biomassa inicial
de 0.5 gL', 40 gL' glucose, 30°C, 200 rpm e com diferentes concentracoes de tirosol adicionadas apos a biomassa atingir 1.5-2
g-L: 60 e 80 mM. O IPTG ¢ adicionado em simultaneo com o tirosol. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio

padrao calculados de duas fermentacdes independentes.

Concentracao de tirosol (mM)

Parametros fisiolégicos 60 80
Umax () 0.042 £ 0.016 0.021 £ 0.014
P (mM-h?) 0.409 + 0.033 0.243 +0.013
Yo/s (mol-mol) 0.524 + 0.041 0.304 + 0.016

A produtividade da cultura suplementada com 60 mM de tirosol é cerca de 700 vezes superior
a do processo com células inteiras de E£.coli (DE3), 6 vezes inferior & produtividade da
biotransformacéo com enzimas extraidas de A. niger MS-48 (Zhang et al., 2005) e 1.5 vezes inferior
ao processo de biotransformacao por sementes de maca (Yu ef a/,, 2008) (Tabela 1 e Tabela 10).

A produtividade ¢é ainda 10.2, 102, 17.7 e 409 vezes superior a dos processos de producao de rnovo
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por £. coliB-SAL2 DE3 (Chung et al., 2017), E. coliMG1655 (Bai et a/l., 2014), P. fortiniiRacb6 (Cui
etal., 2016), R. sachalinensis (Nu et al., 2003), respetivamente (Tabela 1 e Tabela 11).

0 rendimento produto/substrato mais elevado, obtido na cultura suplementada com a menor
guantidade de tirosol, 60 mM, € 1.9, 4.1 e 3 vezes superior aos rendimentos das biotransformacoes
por sementes de maca (Yu ef a/, 2008), enzimas extraidas de A. niger MS-48 (Zhang et al., 2005)
e por células inteiras de £.coli (DE3), respetivamente (Tabela 1). O rendimento produto/substrato
da sintese quimica descrita por Guo ef a/. (2010) e Liang ef al. (2014) é 2.2 e 1.2 vezes superior ao
rendimento da cultura com 60 mM de tirosol (Tabela 11). O rendimento produto/substrato da
cultura suplementada com 60 mM de tirosol aproxima-se do rendimento produto/substrato tedrico
maximo para UGTs nao regiosseletivas, 50%, que catalisam a formacao de salidrosina e icarisideo
D2 (Fan et al, 2017).

Embora os parametros fisiolégicos das culturas suplementadas com 60 e 80 mM de tirosol
sejam semelhantes aos parametros dos ensaios homologos com concentracao inicial de biomassa
de 1 gL (p > 0.05) (Tabela 10 e Tabela 11) com a presente estratégia é possivel reduzir em 50%
a concentracao do indculo. Na industria, a quantidade de in6culo normalmente utilizada esta entre
3 e 10% do volume do meio (Whitaker e Stanbury, 2013). A escala industrial, o inoculo deve ser
gerado em varios estagios de modo a produzir biomassa suficiente para inocular um fermentador
industrial (Whitaker e Stanbury, 2013). Quanto maior o numero de estagios entre a cultura inicial e
o fermentador final, maior o risco de contaminacéo e degeneracao da estirpe (Whitaker e Stanbury,
2013). Por conseguinte, deve ser alcancado um compromisso quanto ao tamanho do indculo a ser
utilizado e o risco de contaminacdo e degeneracdo da estirpe. Outro fator a considerar na
determinacdo do volume do indculo é a economia do processo, uma vez que para um fermentador
industrial, 10% do volume total, representa um investimento financeiro consideravel e deve ser
justificado em termos de produtividade (Whitaker e Stanbury, 2013).

Com base nos resultados obtidos em matraz e visando a maximizacdo da concentracdo de
biomassa e, possivelmente, o aumento da concentracdo maxima de salidrosina, realizaram-se
fermentacdes descontinuas em bioreatores, com 40 g:L* de glucose, as quais se adicionaram 40

mM de tirosol quando a biomassa atingiu 1.5-2 g:L (Figura 9).
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Figura 9 — Curvas de crescimento e de producao de salidrosina de C. glutamicum DelAro4 em bioreatores de 2-L com meio definido
(CGXIl), 30°C, pH 7, 40 g-L"glucose, 30% OD, com 40 mM de tirosol adicionados apds a biomassa atingir 1.5-2 g-L: @ crescimento;
Salidrosina. O IPTG ¢ adicionado em simultaneo com o tirosol (aproximadamente apos 5-6 horas). Os resultados apresentados

correspondem a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes independentes.

Através da analise da Figura 9 observa-se que a fase de laténcia é semelhante a da cultura
de controlo. No entanto, apos a adicao de 40 mM de tirosol, decorridas 5 horas de fermentacao,
verifica-se que o impacto negativo no crescimento € superior relativamente aos ensaios em matraz
com 40 mM de tirosol e com 60 mM de tirosol adicionados ap6s a concentracao de biomassa atingir
1.5-2 gL (Figura 6A, Figura 8A e Figura 9). Verifica-se também que a taxa especifica de crescimento
da cultura em bioreator com 40 mM de tirosol é cerca de 3 vezes inferior a da cultura de controlo
(Tabela 12).

A concentracao maxima de biomassa da cultura suplementada com 40 mM de tirosol é obtida
apds 50 horas de fermentacdo, a semelhanca do que sucede nos ensaios em matraz com a mesma
concentracdo de tirosol (Figura 6A e Figura 9). Porém, ao contrario do que se verifica nos ensaios
em matraz, a concentracao maxima de biomassa da cultura em bioreator suplementada com 40
mM de tirosol é 2 vezes inferior a concentracao da cultura de controlo (Figura 6A, Figura 8A e Figura
9). 0 aumento da toxicidade do tirosol em bioreatores pode dever-se as diferencas de operacédo entre
reatores e matrazes, tais como modificacées do meio CGXIl (ver capitulo 3.3) e maior quantidade
de oxigénio dissolvido no meio dos reatores (30%).

As elevadas concentracdes de oxigénio presentes nos ensaios em bioreator (30%),
relativamente as culturas nos ensaios em matraz, podem ter resultado em concentracdes mais
elevadas de ROS (Baez e Shiloach, 2014). O tirosol, como antioxidante, reage com radicais livres

(e.g. 02-, H202), produzindo radicais fenoxilicos de tirosol (d’Alessandro et a/., 2000; Leopoldini ef

51



4. Resultados e discussao

al, 2011; Galano et al,, 2012; Davalos et a/, 2018). Os radicais fenoxilicos sao altamente reativos
e possivelmente mais toxicos do que as moléculas que lhes dao origem (Wright e Shadnia, 2008).
Shadnia e Wright, (2008) sugerem que a toxicidade intrinseca dos compostos fendlicos passa pela
sua transformacdo em radicais fenoxilicos e posterior conversdo em quinonas através de
modificacbes metabolicas. Varias quinonas apresentam elevada atividade bactericida e
bacteriostatica (Armstrong e Spink, 1943; Cowan, 1999).

O aumento da toxicidade do tirosol nos ensaios em bioreator pode dever-se ainda as
modificacdes realizadas no meio CGXIl. Nos ensaios em bioreator a ureia e 0 MOPS foram removidos
uma vez que o pH é automaticamente controlado (ver capitulo 3.3). E pouco provavel que a auséncia
da ureia seja responsavel pelo aumento da transformacao de tirosol no seu radical fenoxilico, uma
vez que nao possui capacidade para doar protdes, nao interferindo nas reacdes redox (Prasad e
Mishra, 2017). Por outro lado, a auséncia de MOPS nos ensaios em bioreator pode ser responsavel
pelo aumento da toxicidade do tirosol juntamente com o aumento do OD. De acordo com Baker et
al, 2007 a presenca de acido 2-(4-morfolino) etanossulfonico (MES), uma solucdo tampao de
estrutura semelhante ao MOPS, em concentracoes relativamente altas, pode reciclar os radicais
fenoxilicos ao composto fenolico que lhe deu origem por doacdo de protdes. Outras solucdes
tampdes, como o acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico (HEPES) e piperazina-N,N’-
bis(acido 2-etanossulfonico) (PIPES), demonstram um padrdo semelhante de regeneracdo de
radicais fenoxilicos ao composto fenolico de origem (Kirsch ef a/., 1998; Lomonosova et al., 1998;
Keynes, Griffiths e Garthwaite, 2003). Embora ndo esteja descrito na literatura um comportamento
semelhante para o MOPS, pde-se a possibilidade do mesmo comportamento ter ocorrido nos ensaios
em bioreator, dada a semelhanca estrutural entre os tampdes MES e MOPS, ambos compostos por
um anel de morfolina e varios grupos hidroxilo. A presenca de MOPS pode também reduzir a
concentracdo de H202 e O2-, reduzindo consequentemente a taxa de formacao do radical fenoxilico
de tirosol, diminuido assim a toxicidade do tirosol nos ensaios em matraz. Segundo Zhao e Chasteen,
(2006) adicao de 0.1 M de H202 e 0.1 M de MOPS (pH 7.0) resulta na oxidacao de 6 % do MOPS
apos 24h, diminuindo os niveis de H202. Kagenishi, Yokawa e Baluska, (2016) descrevem que 1 %
de MES diminui consideravelmente a presenca de radiais O2-.

A concentracdo maxima de salidrosina, 17.2 + 0.04 mM, no ensaio em bioreator, &
consideravelmente inferior & dos ensaios em matraz com 40 mM de tirosol e com 60 mM de tirosol
adicionados ap6és a concentracdo de biomassa atingir 1.5-2 g:L* (Figura 6B, Figura 8B e Figura 9).

Uma vez que a produtividade do ensaio em bioreator é semelhante as produtividades dos ensaios
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em matraz, pressupdem-se que os tempos de fermentacdo mais longos dos ensaios em matraz
permitem obter concentracoes maximas de salidrosina mais elevadas (Tabela 9, Tabela 11 e Tabela

12).

Tabela 12 - Parametros fisiologicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em bioreator de 2 L, com meio definido (CGXII),
30°C, pH 7, 40 g-L*glucose e 30% OD, com 40 mM de tirosol adicionados apds a biomassa atingir 1.5-2 g-L*. O IPTG ¢ adicionado

em simultdneo com o tirosol. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes

independentes.
Concentracao de tirosol (mM)
Parametros fisioldgicos 40 (Inducéo)
Umax (h?) 0.088 + 0.025
P (mM-h) 0.325 + 0.001
Yo/s (mol-mol) 0.430 + 0.012

O rendimento produto/substrato obtido no ensaio em bioreator é ligeiramente inferior aos
rendimentos dos ensaios em matraz com 40 mM de tirosol e com 60 mM de tirosol adicionados
apds a concentracdo de biomassa atingir 1.5-2 g:-L* e ao rendimento tedrico descrito por Fan et a/,
(2017) (Tabela 9, Tabela 11 e Tabela 12).

Com base nos resultados obtidos anteriormente, que permitem relacionar positivamente
concentracdes de biomassa mais elevadas a concentracdes maximas de salidrosina mais elevadas,
realizaram-se fermentacdes com uma concentracao inicial de glucose superior (80 g-L*). O aumento
da concentracao de glucose podera contribuir para o aumento da concentracdo maxima de
biomassa (ver capitulo 4.1).

Através da analise da Figura 10 observa-se que a fase de laténcia do ensaio com 40 mM de
tirosol e 80 g-L'glucose é semelhante a do ensaio de controlo. Apds a adicdo do tirosol verifica-se
uma forte inibicdo do crescimento, relativamente a cultura de controlo, tal como verificado no ensaio
com 40 g-L*de glucose (Figura 9 e Figura 10). As células crescem com uma taxa especifica de
crescimento 3 vezes inferior a da cultura de controlo e semelhante a da cultura com 40 g-L'de
glucose (p > 0.05) (Tabela 12 e Tabela 13). Apos 49 horas a cultura atinge a concentracado maxima
de biomassa de 23.9 g-L%, 1.4 vezes menor que a concentracado maxima de biomassa da cultura de
controlo, que é seguida de um rapido declinio na concentracao celular. Tal como esperado, o
aumento da concentracao de glucose permite aumentar em aproximadamente 2 vezes a biomassa

formada em relacéo a cultura com 40 g-L* de glucose (Figura 9 e Figura 10).
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Figura 10 - Curvas de crescimento de C. glutamicum DelAro4 e producao de salidrosina em bioreatores de 2 L com meio definido
(CGXI), 30°C, pH 7, 80 g-L*glucose, 30% OD e 40 mM de tirosol adicionados apds a biomassa atingir 1.5-2 g-L': @ Crescimento;
salidrosina. O IPTG é adicionado em simultaneo com o tirosol (aproximadamente apds 5-6 horas). Os resultados apresentados

correspondem a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes independentes.

Observa-se um aumento da concentracdo maxima de salidrosina proporcional ao aumento da
concentracdo maxima de biomassa. A concentracdo maxima de salidrosina obtida, 32.2 mM, é 1.9
vezes superior & da cultura com 40 g-L*de glucose e semelhante a dos ensaios em matraz com 40
mM de tirosol e com 60 mM de tirosol adicionados apds a concentracdo de biomassa atingir 1.5-2
gLt (Figura 6A, Figura 8A, Figura 9 e Figura 10). Observa-se que a formacdo de salidrosina se
acentua a meio da fase exponencial e se estende até ao fim da fermentacéo (Figura 10). Braga et
al, (2018) descrevem um comportamento semelhante na producdo de resveratrol. Com uma
concentracdo de glucose de 40 g-L* obtém-se uma concentracdo maxima de biomassa de 18 g-L+,
obtida apds 23 horas de fermentacao, e uma concentracdo maxima de resveratrol de 4 mg-L1. O
aumento da concentracdo de glucose de 40 para 80 g-L* resulta num aumento de 2 vezes na
concentracdo maxima de biomassa (37 g-L'), obtida apos 37 horas de fermentacdo, que é
acompanhada por um aumento de 3 vezes da concentracdo maxima de resveratrol (12 mg:-L?)
(Braga et al., 2018).

A produtividade do ensaio com 80 g-L* de glucose é 1.8 vezes superior a produtividade do
ensaio em bioreator com 40 g-L* de glucose. Observa-se que o rendimento produto/substrato do
ensaio em bioreator com 80 g:L* de glucose aumenta 1.9 vezes em relacdo ao ensaio com 40 g-L*

de glucose e ¢ ligeiramente superior a dos ensaios em matraz com 40 mM de tirosol e com 60 mM

54



Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fendlicos

de tirosol adicionados ap6s a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g-L* (Tabela 9, Tabela 11,

Tabela 12 e Tabela 13).

Tabela 13 - Parametros fisiologicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em bioreator de 2 L, com meio definido (CGXII),
30°C, pH 7, 80 g-L*glucose e 30% OD, com 40 mM de tirosol adicionados apds a biomassa atingir 1.5-2 g-L*. O IPTG ¢ adicionado

em simultdneo com o tirosol. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrao calculados de duas fermentacdes

independentes.
Concentracao Glucose (g-L)
Parametros fisiolégicos 80
Umax () 0.061 + 0.007
P (mM:-h-) 0.575
Yo/s (mol-mol) 0.806

Como esperado, 0 aumento da concentracao de glucose resulta num aumento da biomassa
gue consequentemente resulta num aumento proporcional da produtividade e do rendimento
produto/substrato. Uma vez que a quantidade de biomassa aumenta, e a quantidade de UGT
presente no sistema aumenta proporcionalmente a biomassa, € possivel transformar o tirosol
presente no meio de forma mais rapida e eficiente.

De modo a melhorar os parametros diretamente relacionados com a producao de salidrosina,
tal como minimizar o impacto negativo no desenvolvimento de biomassa, optou-se por se alimentar
o tirosol as culturas em bioreator com regime semi-continuo. Esta estratégia permite a adicéo
controlada de tirosol, mantendo a sua concentracdo em valores inferiores a concentracao inibitdria,

e possivelmente 0 aumento da concentracdo maxima de salidrosina.

4.3.2. Operacao semi-continua

Verificada a elevada toxicidade do tirosol nos ensaios em bioreator, a alimentacdo semi-
continua podera ser um método eficiente para aumentar a concentracao maxima de biomassa e,
consequentemente, a salidrosina, dado que permite manter a concentracao de tirosol em niveis nao
toxicos. Para tal realizaram-se ensaios com alimentacéao constante e por pulsos de tirosol com 80 e
120 g:L* de glucose, respetivamente. Uma vez que é possivel aumentar a fase exponencial de
crescimento e a concentracao maxima de biomassa com o aumento da concentracao de glucose de
40 para 80 g-L*, pressupds-se que 120 g:L* de glucose possibilitariam um aumento acentuado de
tais parametros. Becker ef a/., (2016) descrevem aumentos das fases de crescimento, exponencial
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e estacionaria, e da concentracdo maxima de biomassa de C. glutamicum com o0 aumento da

concentracao de glucose no meio de 40 para 90 g-L.

4.3.2.1. Alimentacao de tirosol com caudal constante

De modo a reduzir os efeitos téxicos do tirosol e aumentar a concentracdo maxima de
salidrosina realizaram-se duas fermentacdes as quais se adicionaram o precursor em modo semi-
continuo. Foram definidas duas condicdes de alimentacdo para duas fermentacdes, C1 e C2, com
diferentes caudais de alimentacao (ver capitulo 3.5.2). Na condicao C1 foram definidos dois caudais:
2.4 mL-ht das 6 as 31 horas e 21.25 mL-h*das 31 as 56 horas. Na condicdo C2 manteve-se o
caudal de 2.4 mL-ht das 6 as 31 horas e utilizou-se um caudal inferior, 14.5 mL-h+, entre as 31 as
80 horas. Em ambas as fermentacoes foi adicionado um pulso de 20 mM de tirosol as 6 horas, em
simultaneo com o inicio da alimentacao constante (ver capitulo 3.5.2). As curvas de crescimento e

producdo de salidrosina para as referidas condicdes estdo representadas pela Figura 11.

A 35 35 B 35 35

30 30 30 30
25 5SS 25 25 _
- c L =
2 20 20 =220 20 £
a £ a e
© 15 156 @15 L3
g S S °
= = o o
o 10 103 = 10 10 2
(%]

5 5 5 5

0 ¢ 0 0 ¢ 0

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11 — Curvas de crescimento de C. glutamicum DelAro4 e producéo de salidrosina em bioreatores de 2 L com meio definido
(CGXI), 30°C, pH 7, 80 g-L'glucose, 30% OD. Primeiro caudal de alimentagéo (2.4 mL-h") iniciado as 6 horas com adicdo simultanea
deum pulso de 20 mM de tirosol em ambos os ensaios. Segundo caudal (21.25 mL-h* em C1 e 14.5 mL-h* em C2) iniciado as 31
horas de fermentacdo. Segundo caudal interrompido as 56 horas em C1 e as 80 horas em C2. O IPTG é adicionado apos a
concentracdo de biomassa atingir 1.5-2 g-L* (aproximadamente apos 5-6 horas). @ Crescimento; ™ salidrosina. (A) Alimentaco

com condicao C1; (B) Alimentacao com condicao C2.

As fases de laténcia e exponencial de ambos os ensaios sao semelhantes as da cultura de
controlo (Figura 4 e Figura 11). As taxas especificas de crescimento maximas das culturas
alimentadas com as condicdes C1 e C2 sdo semelhantes a taxa especifica de crescimento maxima

da cultura de controlo (p > 0.05) (Tabela 14). Observa-se uma melhoria significativa da taxa
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especifica de crescimento das culturas alimentadas com as condicdes C1 e C2 relativamente ao
ensaio descontinuo com 80 g-L* de glucose e 40 mM de tirosol (Figura 10 e Figura 11). Tal melhoria
pode dever-se ao facto de que a quantidade inicial de tirosol, adicionada as 6 horas em simultaneo
com o caudal constante, ser de apenas 20 mM de tirosol e a introducao de tirosol por caudal
constante ser praticamente negligenciavel até as 31 horas de fermentacao.

Terminada a fase exponencial, apds 30 horas de fermentacdo, ambas as culturas atingem
uma concentracao maxima de biomassa semelhante a da cultura com 80 g-L'de glucose e 40 mM
de tirosol (Figura 10 e Figura 11). No entanto, apesar da concentracao de biomassa ser semelhante
em ambos os ensaios, a producao de salidrosina diminui 2 vezes nos ensaios com alimentacao
constante. Tal pode dever-se ao facto da producao de salidrosina estar sobretudo associada a fase
de crescimento exponencial que tem a duracao de 23 horas, 2 vezes inferior a duracao da fase
exponencial do ensaio com 80 g-L*de glucose com 40 mM de tirosol (Figura 11).

Apods 80 e 71 horas obtém-se as concentracbes maximas de salidrosina, 17.5 e 18.6 mM,
nas culturas alimentadas com as condicdes C1 e C2, respetivamente, que sao 2 duas vezes
inferiores a concentracao obtida no ensaio descontinuo com 80 g-L'de glucose e 40 mM de tirosol
(Figura 10 e Figura 11). Apos as 31 horas, tempo no qual se inicia a alimentacdo com o segundo e
mais elevado caudal de solucéo de tirosol, ndo ha uma producao significativa de salidrosina (Figura
11). E possivel que a introducao de quantidades significativas de tirosol se realizem demasiado tarde

nos presentes ensaios.

Tabela 14 - Parametros fisioldgicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 cultivadas em bioreator de 2 L, com meio definido
(CGXII), 30°C, pH 7, 80 g-L'glucose e 30% OD e com diferentes condicoes de alimentacdo: C1 e C2. O IPTG é adicionado apos a
concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g:L* Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padrédo calculados de

duas fermentacdes independentes.

Condicoes de alimentacao

Parametros fisiologicos C1 (60 mM) C2 (80 mM)
Umax (h?) 0.132 + 0.021 0.130 + 0.024
P (mM:-h-) 0.218 0.233
Yo/s (mol-mol) 0.291 0.233

Uma vez que apenas 25 mM de tirosol foram adicionados durante a fase exponencial de
crescimento, e é durante esta que se produz a maior parte da salidrosina nos ensaios descontinuos,

as produtividades dos ensaios com alimentacao constante sao aproximadamente 2 vezes inferiores
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a produtividade do ensaio descontinuo com 80 g-L*de glucose com 40 mM de tirosol (Tabela 13 e
Tabela 14).

Os rendimentos produto/substrato das culturas alimentadas com as condicées C1 e C2 séo
1.8 e 2.2 vezes inferiores ao rendimento da cultura com 80 g-L*de glucose e 40 mM de tirosol,
respetivamente (Tabela 13 e Tabela 14). A adicao de quantidades de tirosol mais elevadas com as
condicoes de alimentacdo C1 e C2, 60 e 80 mM de tirosol, respetivamente, resultam em
rendimentos produto/substrato menores.

Xue et al (2007) descrevem um processo de transformacdo de validamicina A em
valienamina por células inteiras de Stenotrophomonas maltrophilia por fermentacao semi-continua
(alimentacdo constante) e descontinua. A alimentacdo descontinua resultou em concentracoes
maximas de valienamina e produtividades mais elevadas quando comparada com a estratégia de
alimentacao de validamicina A por caudal constante (Xue ef a/, 2007). Varios artigos demonstram
gue a alimentacao de precursores por pulsos em biotransformacdes permite um maior rendimento
produto/substrato, relativamente a alimentacao constante, possivelmente devido a facilidade de
manutencao do tirosol em niveis adequados no momento certo (Xue ef a/., 2007; Gomes et al.,

2012; Le Meur et al., 2014).

4.3.2.2. Alimentacao de tirosol por pulsos

Uma vez que a estratégia de alimentacdo de tirosol por caudal continuo ndo permitiu
aumentar a producado de salidrosina, testou-se uma nova estratégia de alimentacdo. Considerando
o perfil de producao de salidrosina do ensaio em bioreator com 80 g-L* e 40 mM de tirosol, definiram-
se trés condicdes de alimentacao escalonada de tirosol, P1, P2 e P3, totalizando uma adicao de 90,
137 e 166 mM de tirosol, respetivamente, a reatores com 120 g-L* de glucose (ver capitulo 3.5.2)
(Figura 12).

Em cada ensaio, P1, P2 e P3, foram adicionados 6, 7 e 8 solucdes (pulsos) com varias
concentracdes de tirosol em tempos predefinidos (Tabela 7). E possivel observar na Figura 12A uma
grande variabilidade nas fermentacdes do ensaio P1. A variabilidade da concentracédo de biomassa
e de salidrosina no bioreator podem dever-se as dificuldades na reproducdo experimental de

fermentacdes com alimentacao semi-continua (Mears, 2017).(Tabela 12).
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Figura 12 — Curvas de crescimento de C. glutamicum e producao de salidrosina em bioreator de 2-L com meio definido (CGXII) a
30°C, pH 7, 120 gL' glucose e 30% OD e com diferentes condi¢ées de alimentaco e concentracdes de tirosol; @ Crescimento;

Salidrosina; (setas) Pulsos tirosol; (A) Alimentacdo com condicdo P1; (B) Alimentacdo com condicdo P2; (C) Alimentacdo com
condicdo P3. O IPTG é adicionado apds a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 gL' (aproximadamente apos 5-6 horas). Os

resultados apresentados correspondem a média e desvio padréo calculados de duas fermentacdes independentes.

59



4. Resultados e discussao

Através da analise da Figura 12 observa-se que a fase de laténcia é aproximadamente de 3
horas em todas as condicoes de alimentacdo. A semelhanca do que sucede nos ensaios com
alimentacao por caudal constante, devido a adicao de menores concentracdes de tirosol no inicio
da fermentacao, existe um aumento significativo da taxa especifica de crescimento. Ao contrario do
esperado nao se verifica um aumento da fase exponencial em relacao aos restantes ensaios. No
entanto observa-se que as culturas entram em fase estacionaria apos 28 horas de fermentacao
(Figura 12).

As concentracdes maximas de biomassa das culturas suplementadas com as condicdes P1,
P2 e P3 sao semelhantes, apesar da maior frequéncia e concentracao de pulsos na condicao P2 e
P3, e semelhantes as concentracbes maximas de biomassa dos ensaios com 80 g-L* de glucose e
40 mM de tirosol (Figura 11 e Figura 12) (p > 0.05). Contrariamente ao esperado, nao existe um
aumento da concentracado maxima de biomassa relativamente aos restantes ensaios com 80 g-L!
de glucose (Figura 10 e Figura 11). Contudo, verifica-se um aumento da fase estacionaria de 20
horas relativamente aos ensaios com as condicoes C1 e C2 (Figura 11 e Figura 12).

Apds 100 horas de fermentacao as concentracdes maximas de salidrosina, 60.1 + 1.0, 58.3
+0.6e48.9 + 4.7 mM, das culturas suplementadas com as condicdes P1, P2 e P3, respetivamente,
sao aproximadamente 3 vezes superiores as concentracdes das culturas alimentadas com as
condicoes C1, C2 e 2 vezes superiores a concentracdo da cultura com 80 g-L' de glucose
suplementada com 40 mM de tirosol no momento da inducéo (Figura 10, Figura 11 e Figura 12).
Xue et al (2016) relatam que a utilizacdo de um regime intermitente de alimentac&do de tirosol a
culturas de £. coli resulta num aumento de 2 vezes na producdo de salidrosina relativamente a
operacao descontinua. Embora nao se observe um aumento dos parametros diretamente
relacionados com a producao de salidrosina, como concentracdo maxima de biomassa e duracao
da fase exponencial, verifica-se a existéncia de um aumento da concentracao maxima de salidrosina.
A concentracao maxima de salidrosina obtida no ensaio com a condicao P1 é 3.2, 6 e 3000 vezes
superior as dos processos de biotransformacao por sementes de maca (Yu ef a/, 2008), enzimas
extraidas de A. nigerMS-48 (Zhang et a/., 2005) e por células inteiras de £.coli(DE3), respetivamente
(Tabela 1). A concentracdo maxima de salidrosina é ainda 62.6, 316.1, 7.7 e 207.1 vezes superior

a dos processos de producdo de novo por E. coliB-SAL2 DE3 (Chung et al., 2017), £. coiMG1655
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(Bai et al, 2014), P. fortinii Racb6 (Cui et al, 2016), R sachalinensis (Wu et al., 2003),
respetivamente (Tabela 1).

Observa-se um comportamento distinto e inesperado relativamente a producao de salidrosina.
Ao contrario do que acontece em todos os restantes ensaios realizados, a producao de salidrosina
ocorre sobretudo durante a fase estacionaria (Figura 12). Tal como previamente referido, a C.
glutamicum mantem-se metabolicamente ativa uma vez cessado o crescimento, o que permite a
producdo de proteinas e transporte de compostos através da membrana celular durante a fase
estacionaria (Inui ef a/., 2004, Lee et al., 2016). Smith, Cho e Liao, (2010) descrevem um processo
de producao de isobutanol, por C. glutamicum geneticamente manipulada, durante a fase
estacionaria. As culturas sao suplementadas com 80 g-L* de glucose e atingem a concentracao
maxima de biomassa apds 23 horas. A producao de isobutanol da-se sobretudo durante as seguintes
100 horas que correspondem a fase estacionaria (Smith, Cho e Liao, 2010).

A introducéo de tirosol de forma intermitente durante a fase estacionaria permite a sua
manutencao em niveis adequados a producéo constante de salidrosina. Por esta razao, a estratégia
de alimentacao por pulsos revela-se mais eficiente do que as demais. De acordo com Xue ef a/.
(2016) a utilizacdo de um regime de suplementacao intermitente de tirosol em culturas de £. coli
resulta em concentracdes maximas de salidrosina e rendimentos produto/substrato mais elevados
relativamente a ensaios descontinuos. Xue et a/. (2016) adicionaram 50 mg-L* de tirosol no inicio
da fermentacao nos ensaios descontinuos e 5 pulsos de tirosol, 20, 10, 10 e 10 mg-L* nos instantes
0, 2, 4 e 6 horas, respetivamente, nos ensaios semi-continuos. A alimentacdo por pulsos permitiu
obter uma concentracdo maxima de salidrosina de aproximadamente 7 mg:Lt, 2 vezes superior a
dos ensaios descontinuos. Xue ef af, (2007) descrevem também dois processos de transformacao
de validamicina A em valienamina por Stenotrophomonas maltophilia com alimentacdo constante e
por pulsos. A alimentacdo do precursor por pulsos permite aumentar a concentracao maxima de
valienamina e o rendimento produto/substrato relativamente as fermentacdes por alimentacao
constante e descontinua. De modo similar, Le Meur ef a/, (2014) descrevem uma melhoria de
producéo de poli 4-hidroxibutirato quando utilizada alimentacdo por pulsos do precursor acido 4-
hidroxibutirico relativamente a alimentacdo constante do precursor. Gomes, Teixeira e Belo, (2012)
testaram duas estratégias de alimentacdo semi-continua de modo a melhorar o rendimento
produto/substrato de y-decalactona produzida por Yarrowia ljpolytica. O precursor de y-decalactona,

ricinoleato de metilo, foi adicionado aos reatores por alimentacdo com caudal constante e por pulsos,
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verificando-se que a estratégia de alimentacdo intermitente resulta em rendimento

produto/substrato mais elevados.

Tabela 15 - Parametros fisiologicos de culturas de C. glutamicum DelAro4 em bioreatores de 2 L com meio definido (CGXII), 30°C,
pH 7, 120 gL' glucose e 30% OD e com diferentes condi¢cdes de alimentacéo e concentracées: P1,P2 e P3. O IPTG ¢ adicionado
apos a concentracao de biomassa atingir 1.5-2 g:L*. Os resultados apresentados correspondem a média e desvio padréo calculados

de duas fermentagdes independentes.

Condicao de alimentacao

Parametros fisiologicos P1 (90 mM) P2 (137 mM) P3 (166 mM)
Umax (h?) 0.151 + 0.047 0.116 + 0.053 0.111+0.1

P (mM-h?) 0.613 +£0.010 0.601 + 0.006 0.504 + 0.048

Yp/s (mol-mol) 0.667 + 0.011 0.426 + 0.004 0.295 + 0.028

As produtividades das culturas alimentadas com as condicdes P1, P2, e P3 sao
aproximadamente 1.7 vezes superiores as das culturas alimentadas com as condicées C1 e C2 e
semelhantes & produtividade do ensaio descontinuo em bioreator com 80 g-L* de glucose
suplementada com 40 mM de tirosol quando a concentracédo de biomassa atinge 1.5-2 gL' (Tabela
13, Tabela 14 e Tabela 15). Como previsto, a estratégia de alimentacao por pulsos permite obter
uma maior produtividade em relacdo a estratégia de alimentacao constante de tirosol.

A produtividade da cultura suplementada com a condicao P1 é cerca de 1060 vezes superior
a do processo com células inteiras de E.coli (DE3), 2.7 vezes inferior a produtividade da
biotransformacao com enzimas extraidas de A. niger MS-48 (Zhang et al., 2005) e 2.3 vezes superior
ao processo de biotransformacao por sementes de maca (Yu ef a/,, 2008) (Tabela 1 e Tabela 15).
A produtividade ¢ ainda 15, 154, 28 e 618 vezes superior a dos processos de producao de rovo por
E. coliB-SAL2 DE3 (Chung et al, 2017), £. coiMG1655 (Bai et al., 2014), P. fortinii Rac56 (Cui ef
al., 2016), R. sachalinensis (Wu et al,, 2003), respetivamente (Tabela 1 e Tabela 15).

O rendimento produto/substrato da cultura suplementada com a condicao P1 é 1.6 e 2.3
vezes superior ao das culturas suplementadas com as condicdbes P2 e P3, respetivamente,
aproximadamente 1.6 vezes superior aos rendimentos das culturas alimentadas com as condicoes
C1 e C2 e semelhante ao rendimento do ensaio descontinuo com 80 g-L* de glucose suplementado
com 40 mM de tirosol quando a concentracao de biomassa atinge 1.5-2 gL (Tabela 13, Tabela 14

e Tabela 15).
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0 rendimento produto/substrato mais elevado, obtido no ensaio suplementado com a menor
quantidade de tirosol, P1, é 3.2, 7 e 5 vezes superior aos rendimentos das biotransformacoes por
sementes de maca (Yu et a/., 2008), enzimas extraidas de A. niger MS-48 (Zhang et al., 2005) e por
células inteiras de £.coli (DE3), respetivamente (Tabela 1). O rendimento produto/substrato da do
ensaio P1 é 1.3 vezes inferior ao rendimento por sintese quimica descrita por Guo ef a/. (2010) e
1.5 vezes superior ao rendimento da sintese quimica de salidrosina descrita por Liang ef a/. (2014).

A estratégia de alimentacao de tirosol por pulsos resulta na producao constante de salidrosina
durante toda a fase estacionaria com uma produtividade semelhante a do ensaio descontinuo em
bioreator com 80 g-L*de glucose suplementada com 40 mM de tirosol quando a concentracao de
biomassa atinge 1.5-2 g-L* (p < 0.05) (Tabela 13 e Tabela 15) que se traduz num aumento da
concentracdo maxima de salidrosina relativamente aos restantes ensaios em bioreator.

Apesar de nao existir uma melhoria relativamente a produtividade e rendimento
produto/substrato nos ensaios com alimentacdo escalonada relativamente ao melhor ensaio
descontinuo, com 80 g-L*de glucose suplementada com 40 mM de tirosol quando a concentracéo
de biomassa atinge 1.5-2 g-L, é possivel obter o dobro da salidrosina com apenas uma operacao.
Embora fosse possivel obter os mesmos resultados com duas operacdes descontinuas, deve
considerar-se o tempo de preparacao dos reatores entre cada operacao de producéo de salidrosina.
Assim, pode ser vantajoso operar um reator em modo semi-continuo, com o dobro do tempo de

fermentacdo, ainda que com os parametros fisiologicos semelhantes a operacdo descontinua.
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Com a presente dissertacao pretendeu-se otimizar a fermentacao de C. glutamicum DelAro4
de modo a obterem-se concentracbes de salidrosina, produtividades e rendimentos
produto/substrato maximos. Para tal, foram otimizados o0 meio de cultura (concentracao de
precursor, glucose e quantidade de indculo) e 0 modo de operacao dos bioreatores (descontinuo e
semi-continuo).

Face a insolubilidade do precursor houve necessidade de utilizar um solvente organico.
Realizaram-se ensaios com varias concentracdes de DMSO e concluiu-se que este ndo é toxico para
a C. glutamicum DelAro4 para a gama de concentracdes utilizada (80 a 200 mM).

De modo a avaliar o impacto do tirosol no crescimento celular adicionaram-se varias
quantidades a culturas de C. glutamicum DelAro4 e concluiu-se que este € toxico para toda a gama
de concentraces testadas (40 a 100 mM). No entanto foi possivel mitigar a toxicidade do tirosol
através do aumento da concentracao de inoculo, aumentando assim a resisténcia das cultuas e a
concentracdo maxima de salidrosina, produtividade e rendimento produto/substrato. Uma vez que
0 aumento do indculo representa um esforco adicional num ambiente industrial, experimentou-se
adicionar o tirosol durante a fase exponencial, na qual as culturas apresentam uma resisténcia mais
elevada. Com esta estratégia foi possivel diminuir a quantidade de indculo e obter concentracdes
maximas de salidrosina, produtividades e rendimentos produto/substrato semelhantes para a
mesma quantidade de tirosol (60 mM). Esta estratégia foi utilizada em todos os posteriores ensaios
em bioreator.

Verificou-se que nos ensaios em bioreator a toxicidade do tirosol é superior a dos ensaios em
matraz. Supde-se que tal efeito possa dever-se a presenca de quantidades mais elevadas de oxigénio
nos reatores e/ou auséncia de MOPS, que por sua vez facilita a transformacdo do tirosol em
compostos com toxicidade mais elevada como radicais fenoxilicos e quinonas.

Assim, de modo a reduzir a toxicidade do tirosol nos ensaios em bioreator, optou-se por se
alimentar o tirosol de modo semi-continuo. Foram testadas duas estratégias de alimentacao de
tirosol, por caudal constante e por pulsos. A estratégia de alimentacao por caudal constante revelou-
se ineficiente. Por outro lado, a estratégia de alimentacao por pulsos, associada a um aumento da
concentracdo de glucose no meio (120 g-L), permitiu obter as concentracdes mais elevadas de
salidrosina, 60.1 mM (18 g-L).

Além da modificacdo do modo de operacdo dos reatores relativamente ao tirosol seria

interessante operar o reator de forma semi-continua relativamente a alimentacao da glucose. A
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alimentacao constante de glucose possibilitaria a manutencao das culturas por longos periodos de
tempo e uma producao constante de salidrosina.

O tirosol é um dos compostos fenolicos mais abundantes em aguas residuais de lagares.
Estudar a possibilidade da sua recuperacao, purificacao e posterior utilizacdo como substrato para
producdo de salidrosina através da C. glutamicum DelAro4 é uma possibilidade com interesse
ecoldgico e econémico.

Avaliar a existéncia de icarisideo permitiria perceber qual a especificidade de glicolisacao do
tirosol pela UGT utilizada no presente trabalho (OsUGT13).

A C.glutamicum revelou-se uma plataforma eficiente para a producdo de elevadas
guantidades de salidrosina e demonstrou uma surpreendente resisténcia ao tirosol. A resisténcia
pronunciada ao tirosol e a auséncia de vias de degradacdo de ambos 0s compostos fenolicos sao
caracteristicas que tornam a C. glutamicum um hospedeiro de interesse para a producédo de

salidrosina.
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Otimizacao da fermentacao para a producao de compostos fendlicos

Al - RETA DE CALIBRAGAO BIOMASSA

Como mencionado no capitulo 3.6, a concentracao de biomassa (g-L) foi determinada com

recurso a uma reta de calibracao (Tabela Al).

Tabela Al - Equacéo da reta de calibracdo da biomassa

Microrganismo Gama de Equacao
validade (g-L') | Agoonm = (M £5,)*C+ (b £5p) R®
C. glutamicum (m +£S,) (b £S)
0.05-0.13
delAro4 (1.434 £ 0.129) (0.047 £0.01) | 0.998
Onde:

A600 nm - absorvancia lida a 600 nm;

m - Declive da reta;

Sm - Erro padréo associado ao declive;

b - Ordenada na origem da reta;

Sb - Erro padrao associado a ordenada na origem:;
C - Concentracéo celular (g-L);

R: - coeficiente de determinacao.
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A2 - RETA DE CALIBRAGCAO SALIDROSINA

As concentracoes de salidrosina foram determinadas por w/tra high performance liquid
chromatography (UHPLC) (ver capitulo 3.6.2). Com as condicOes utilizadas o tempo de retencao da

salidrosina é de 3.152 minutos. A reta de calibracao da salidrosina esta representada na Tabela A2.

Tabela A2 — Equacéo da reta de calibracéo de salidrosina de UHPLC (Condigdes 60 C° e 0.5 mL-min?)

Composto Gama de Equacao
validade (mg:L") A=(m £5,)*C+ (b £Sp) R?
Salidrosina (m +S,) (b £ 5p)
3.9 -250 43171.057 + 363.662 -17413.588 + 0.999
46464.870
Onde:

A - Area do pico (mV.s);

m - Declive da reta;

C - Concentracéo de salidrosina (g-L%);

Sm - Erro padrao associado ao declive;

b — Ordenada na origem da reta;

Sb - Erro padrao associado a ordenada na origem;

R2 - coeficiente de determinacao.
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