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1. Introdugéo

O potencial biotécnoldgico das leveduras encontra-se bem documentado na literatura e tem
incidido particular interesse sobre um grupo designado de “leveduras ndo-convencionais” [Spencer
2002]. O desafio de caracterizacdo e exploracdo destes Eucariotas, quer tedrica quer aplicada,
alternativamente as Bactérias, levou a procura e selecgdo de uma espécie/estirpe que facultasse a
possibilidade de uma avaliacdo selectiva da sua capacidade degradadora de hidrocarbonetos pesados.
Originalmente este interesse foi despertado pela sua ocorréncia e isolamento em ambientes naturais

contaminados por tais compostos, devido a acidentes ambientais (“0il spils”) em diferentes locais.

Procurou-se entdo uma levedura que apresentasse algumas das propriedades que a tornassem
adequada ao plano de trabalho experimental. De algumas possibilidades, foi escolhida a espécie
Yarrowia lipolytica, devido as suas caracteristicas ja descritas na literatura, obtendo-se duas estirpes
selvagens, designadas respectivamente de W29 e IMUFRJ50682 (RJ) — cedidas pela Universidade
de Aveiro. Dessas particularidades destacam-se a producéo e secrecdo de um surfactante enddgeno
(facilitando o seu acesso a substratos hidréfobos), alguns outros metabolitos e enzimas como: citrato,
compostos sulfonados, aromas, proteases, lipases, [Amaral 2006, Amaral2 2006, Barth 1997,
Madzak 2004, Fickers 2004]; e a versatilidade de utilizacdo de diversas fontes de Azoto [Fickersl
2004]. O facto de, como “levedura nao-convencional” apresentar um potencial industrial distinto
[Spencer 2002, Finogenova 2002, Kamzolova 2005], ser a espécie mais estudada deste grupo, estar
referenciada como desempenhando um papel ecolégico importante e, mais relevantemente, como
uma levedura que usa n-alcanos e 1-alcenos como fontes de Carbono [Madzak2004], foram também
factores muito importantes na sua escolha. Pensou-se que 0 seu interesse industrial serd reforcado
quando se conseguir entender o uso de hidrocarbonetos e outros compostos hidrofobos como fontes
de Carbono alternativas, e até geradoras de novos produtos. Esta possibilidade e a sua caracterizacao

metabolica ligariam o interesse ecologico a aplicacdes industriais.

Ndo sé a levedura seleccionada (estritamente aerdbia [Barth1997], mas dimorfica [Ruiz-
Herrera2002]) limita a sua utilizacdo dos compostos a um modo de crescimento aerébio, como a
composicdo dos destilados de petréleo enquadram a escolha dos hidrocarbonetos a utilizar. Neste
contexto, tentou-se promover o crescimento leveduriforme em detrimento da forma micelar (hifas),

as duas formas referidas na literatura e por nds também observadas ao microscopio.
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Para se produzir biomassa em diferentes condigdes (de quimiostato), a optimizar a partir de
diferentes fontes de hidrocarbonetos seleccionadas, ¢ necessario fazer uma exploragao (“screening”)
dos pardmetros basicos de crescimento em cultura descontinua, quer em nefalémetros, quer através
de Bioscreen (crescimentos realizados em microplacas). Nesta fase, pretendeu-se desenvolver um
meio de crescimento quimicamente definido. Paralelamente, através da realizacdo de electroforeses
bidiomensionais (proteomas) da biomassa obtida, poder-se-a averiguar a expressao selectiva (ou
ndo) de diferentes enzimas com a variacdo da composicdo do meio de crescimento. Da analise dos
dados obtidos sera entdo possivel a caracterizagdo os enzimas (que sejam identificados nos
proteomas) em termos da massa molecular (MM) e ponto isoeléctrico (PI), e também das adequadas
condicdes de crescimento, tendo em vista optimizar a producdo da biomassa, ou de algum metabolito

de interesse, em quimiostato.

Construiu-se assim um projecto com objectivos ambiciosos, com a pretensdo de que 0s seus
resultados pudessem vir a permitir, também, a definicdo de condicdes ideais para a purificacdo de
enzimas de interesse bioquimico e biotecnoldgico. Neste relatério de progresso, apresentam-se 0S
dados ja obtidos e a andlise das curvas de crescimento nas diversas condicdes testadas, para as duas
estirpes de Yarrowia lipolytica, reportando a evolucdo do projecto consoante os resultados

sucessivamente obtidos.

2. Aspectos Experimentais

A recolha e seleccdo extensiva da informacdo acerca da levedura em questdo, das vias
metabolicas associadas a utilizacdo de n-alcanos e dos enzimas caracterizados envolvidos nestes
processos, resultaram numa vasta biblioteca de referéncias, onde se encontram cerca de 80 artigos e
teses que serviram de apoio e base no desenvolvimento das propostas deste trabalho. Com estes
objectivos em vista, e findo o trabalho de levantamento tedrico, foi necessario proceder a elaboragéo
dos protocolos de execucdo das tarefas propostas (que se encontram em anexo), que foram sendo

discutidas e aprovados pelo tutor.

Em particular, o simples desafio da construcdo de meios de cultura completamente
controléveis, com compostos hidréfobos, e o problema da adaptagdo das células a esses meios,

suscitou a possibilidade de se elaborar um meio quimicamente definido.
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2.1. Meio Quimicamente Definido

Com base nas informagdes recolhidas na literatura, comegou-se por analisar as fontes Carbono
e de Azoto descritas e contemplar a possibilidade de evitar a utilizacdo de Yeast Extract e outros
componentes ou factores de crescimento indefinidos. Tentou-se entdo compensar a auséncia deste
tipo de factores de crescimento com uma solugdo de vitaminas e oligoelemntos e, de passagem, abrir
a possibilidade de detectar padrbes de essencialidade/toxicidade, através da variacdo das suas
concentragdes de forma independente.

No design final dos meios utilizados, caracterizou-se o balanco entre os diferentes
componentes (ver anexo). Houve um particular cuidado com as quantidades de Magnésio e Ferro,
reportadas na literatura como indutores de crescimento leveduriforme.

Relativamente as fontes de Carbono alternativas (hidrofobas), tentou-se manter a molaridade
nominal total, independentemente do nimero de atomos de Carbono de cada composto, e estudou-se
também a adicdo de um surfactante exdgeno como forma de facilitar o acesso das celulas aos
mesmos. Quanto a fonte de Azoto, optou-se alternativamente entre uma fonte inorganica (Cloreto ou
Sulfato de Amonio) e a Glutamina, particularmente recomendada na literatura como promovendo o
crescimento leveduriforme [Ruiz-Herrera 2002], todas substituindo a utilizacdo de Peptona.
Finalmente, o facto de uma das estirpes (RJ) ter sido originalmente isolada em meio marinho,
sugeriu a possibilidade de testar o efeito da variacdo da salinidade até ao limite de 10 % (m/v)
[Hadler 1981]. O tampé&o de Fosfatos de potassio a 50 mM, de forma a manter o pH constante a 7,0 ,
garante a presenca do fésforo. Apesar de o enxofre aparece no meio maioritariamente como sulfato
de amonio, também ocorre na forma de Tiamina (a vitamina adicionada na solucdo de
Oligoelementos). Foram ainda feitas 6 solu¢bes independentes, para uma concentracdo final maior
que na solugdo geral de Oligoelementos, dos sais de ifes de: o ferro (Fe®"), zinco (Zn?*), o
tungsténio (W, na forma WO,*), o molibdénio (Mo, na forma MoO,%), o vanadio (V, na forma VO3
) e 0 aluminio (AI*"). Finalmente, prepararam-se soluces stock de SDS e Tween 80, ndo s6 como
possiveis fontes de C, mas como surfactante exdgeno para o acesso as fontes de C hidréfobas.

Os meios finais, antes da inoculacdo, resultaram de adi¢es sucessivas de solucdes stock mais
concentradas de todos estes componentes (anexo), que foram esterilizadas por autoclavagem ou
filtracdo consoante os casos. O processo de construcdo do meio quimicamente foi aferido por
comparagdo de resultados obtidos dos ensaios de Bioscreen com os crescimentos feitos em meios

convencionais de Yeast Extract e Peptona.

4



André Filipe da Costa Faustino

Departamento de Quimica e Bioquimica, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

2.2 Crescimento em Bioscreen e Nefalometros — Meios Liquidos

Com vista a caracterizagdo das condicdes minimas de crescimento (OD méxima, taxa
especifica de crescimento e forma das curvas), realizaram-se ensaios em meio YP através de um
método de medicdo de replicas em tempos sobrepostos. Para tal, fizeram-se medic6es, no tempo, do
crescimento pontual a partir de inoculacfes desfasadas (duplicados) para cada uma das estirpes em
diferentes fontes de C: Glucose, Acido Oleico e Hexadecano. Estes resultados sio comparaveis com
os do Primeiro Bioscreen, e alertaram logo para a perturbacdo que a presenca de Tween 80 induzia
na medicdo da OD/mL, por formacao de micelas.

O Bioscreen é um espectrofotometro de microplacas que permite a obtencdo em condicgdes
fisicamente homogéneas de 200 curvas de crescimento simultaneamente. De notar que realizar todos
estes crescimentos em nefalometros tornar-se-ia impraticavel, ndo s6 pelo gasto de reagentes e
tempo de execucdo, como também ndo garantiria a mesma coeréncia em termos das condigdes
experimentais entre todos os ensaios, com parametros definidos de temperatura, agitacéo, intervalos
de medicdo, como é possivel num Biopscreen. No entanto, o Bioscreen é um aparelho muito
requisitado, pelo que o acesso ao mesmo € espacado, 0 que induz um atraso no ritmo de obtencéo
dos resultados necessarios para a prossecucdo do projecto. A complementaridade com o trabalho em

nefalometros permitiu ndo sé avancar alguns ensaios, como intercalibrar os dois métodos.

O primeiro Bioscreen contemplou:

- O objectivo de se obter um meio quimicamente definido, comparando-se essencialmente o0s
efeitos da substituicdo do Yeast Extract (YE) pela solu¢do de Oligoelementos (OE) elaborada, e da
substituicdo de Peptona (Pep, hidrolizado proteico através de pepsina) por Glutamina (Gln), através
da analise das curvas de crescimento obtidas.

- Testes de aumento de concentracdo de alguns elementos metélicos (descritos acima) no meio de
OE com GIn, para refazer ou afinar a solucdo de OE. Todas estas condi¢cdes foram ensaiadas para
cada uma das fontes de Carbono (C) escolhidas (0,1 M final): Glucose (Gluc), Hexadecano (Hxd),
Glucose e Hexadecano (0,05 M de cada), Acido Oleico (AO) e dodecilo sulfato de sodio (SDS).

- Paralelamente, o efeito do aumento da concentracédo de cloreto de sddio (NaCl), de +1% (m/v) e
+10% (m/v), no meio YPD.



- Ainda dois ensaios, em YE com Pep, nos quais as fontes de C sdo Glucose e Hexadecano a
concentracdo de 25% + 75% num, e 75% + 25% no outro, respectivamente, para 0,1 M total destas
fontes de C no meio.

Todos 0s ensaios continham sulfato (SO,%) a = 11 mM, Fosfatos a 50 mM (HPO4*/H.POy,
tamponado a pH 7,0), e Tween 80 a concentracdo de 0,03% (v/v), um surfactante que se pressupds
nao ser consumido. Com duplicados, dois controlos sem indculo, e para as duas estirpes, obtiveram-

se um total de 200 curvas distintas.

Como seria de esperar, alguns destes resultados revelaram-se inconclusivos nesta fase, levando
a que se comecasse a concretizar a ideia de um segundo Bioscreen. Testaram-se assim:

- O efeito do uso de surfactantes exdgenos na utilizacdo de Hexadecano.

- Meios com Glucose (com e sem Hexadecano), Hexadecano, Acido Oleico, Dodecano, 1-alcoois
lineares de C9 a C12, Glutamina, Peptona, quatro compostos de refinaria (Gasolina, Gasoleo, Jet e
Isoctano) e Tween 80 como possiveis fontes de Carbono, mas todos sem Tween 80 como surfactante
(servindo de controlo para algumas condi¢des do primeiro Bioscreen).

- A influéncia de diferentes concentragdes de Tungstato em meio contendo Hexadecano e GIn.

- Controlos negativos (sem indculo) para determinacdo da contribuicdo de certos compostos
(Hexadecano, Tween 80, Acido Oleico com e sem Tween 80, 1-nonanol, e os 4 compostos da

refinaria) na OD/mL.

Tornou-se imprescindivel a realizacdo do um terceiro Bioscreen para o esclarecimento de
algumas davidas que advieram dos resultados do Bioscreen anterior. A diferenca fundamental foi a
alteracdo da fonte de Azoto de organica para inorganica, devido ao reconhecimento experimental da
forma como a Glutamina influenciava muito significativamente o crescimento de ambas as estirpes.
Este terceiro Bioscreen caracterizou-se por ser muito analogo ao anterior, igualmente sem Tween 80,
com a substituicdo da GIn por uma fonte inorganica de Azoto — Cloreto de Aménio. Incluiu ainda a
comparacdo entre com o Sulfato de Amonio para algumas fontes de Carbono (Glucose, Acido

Oleico, Dodecano e Hexadecano).

2.3 Crescimentos em Placas — Meios Sélidos

Este tipo de crescimento (genericamente em YPD, mas depois em meio quimicamente
definido), precede todos os crescimentos anteriormente referidos, na medida em que se utilizaram
coldnias frescas isoladas de repicados de sucessivas placas, de forma a finalmente se ter uma cultua
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liquida homogénea na mesma fase de crescimento, que ndo s6 foi observada ao microscopio, como

também usada na inoculacdo dos pogos dos Bioscreens e Nefalometros.

Mas, tornou-se necessario utilizar o plaqueamento como técnica alternativa de fornecimento de
fontes de C as leveduras a partir das observacGes anteriores que mostraram como a
imiscibilidade/hidrofobicidade dos compostos, e/ou a falta de adaptacdo metabdlica das células a
eles expostas, influenciava negativamente a sua utilizacdo e consequentemente o crescimento. Neste
segundo sentido, utilizou-se um método descrito na literatura [Endoh-Yamagami 2007] e [Hirakawa
2009], proposto pelos autores para ultrapassar as dificuldades de adaptacdo em cultura liquida com
este tipo de compostos. Consisti genericamente em humedecer um papel de filtro, previamente
esterilizado, com a fonte de C pretendida, e deixar solidificar sobre ele 0 meio quimicamente
definido, com agar a 2% e Cloreto de Aménio como fonte de N. Este método foi utilizado quer para
0S compostos puros, quer para os da refinaria, e tem a vantagem de ndo impedir a necessaria

oxigenagdo do meio que a natureza bifasica dos meios liquidos também poderé ter bloqueado.

2.4  Obtencéo e Preparacdo dos Produtos de Refinaria

A CLC forneceu 6 fraccGes de produtos de refinaria que habitualmente processam e formulam
nas suas instalacbes em Aveiras de Cima e provenientes, por pipeline comum, da refinaria de Sines.
Decidiu-se analisar por cromatografia Gasosa 0 conteido em cadeias carbonadas dos diferentes
compostos. Nos cromatogramas resultantes e da analise da sua distribuicdo, decidiu-se utilizar 4 das
fracces a testar no crescimento da levedura. Como o objectivo foi privilegiar a degradacdo das
cadeias mais pesadas, e qualquer das fraccdes contém produtos volateis das cadeias mais leves,
fizeram-se cromatogramas nao sé do produto original, como também dos mesmos apds evaporagado
durante uma semana a 30°C em banho-maria. Constatou-se cromatograficamente que efectivamente,
em cada fraccdo eram retidas sensivelmente a mesma quantidade de cadeias pesadas e libertaram-se

significativamente as cadeias mais leves.



3. Experiéncias e Resultados

3.1 Primeiro Bioscreen

Como resultado deste ensaio, concluem-se 0s seguintes pontos por observacdo e comparagéo
das curvas obtidas. E de referir que, sempre que ha crescimento, atingem-se valores de OD/mL
acima de 1 U. A., embora os tempos sejam diferentes. E importante, independentemente dos valores

concretos dos parametros de crescimento que as curvas revelam, atender e comparar a sua forma.

Nos meios contendo SDS, enquanto possivel (mas muito improvavel) fonte de C, ndo se
observou qualquer crescimento. Isso deve-se as suas propriedades de poderoso detergente, mesmo
em baixas concentracdes, desintegrando as membranas celulares e rebentando assim com as células.
Observou-se também facilmente que nos ensaios com Acido Oleico, o aumento de OD/mL foi
demasiado brusco em todas as variantes dos meios testados, de tal forma que ndo pdde ser
correlacionado com um crescimento muito rapido, mas antes com um qualquer problema no meio de
cultura. Nesta fase, esse problema néo foi identificado, embora se suspeitasse da ac¢do do Tween 80
como surfactante desta substancia hidréfoba em meios aquosos. Estes resultados sdo apresentados
em anexo e, apesar de ndo se ter efectuado qualquer tratamento dos mesmo, condicionaram o design

e a interpretacdo dos Bioscreens seguintes.

Comparando agora as restantes fontes de C nos diferentes meios (Figura 1), nomeadamente,
Gluc (a referéncia), Hxd, e Gluc + Hxd nas diferentes concentragdes, observa-se um comportamento
distinto do crescimento em Gluc sempre que ha Hxd no meio, mesmo em pequena quantidade. As
curvas dos meios com Gluc e Hxd sdo mais semelhantes as de 100% Hxd, o que sugeriu que as
estirpes de Yarrowia lipotytica usadas preferissem o Hxd a Gluc apesar de apresentarem um

crescimento mais lento (1a e 1b).

Nos meios com mais alguns metais, pode afirmar-se que estes ndo afectam o crescimento em
Gluc nas condicBes usadas (Anexo). Em todos os casos, a excepcdo do tungsténio, apresentaram
crescimento igual ou inferior ao do meio com Hxd comparativamente com o meio de Gluc + Hxd
(1c). O tungsténio € o unico, nas duas estirpes, que parece promover um melhor crescimento em

Hxd, relativamente a Gluc + Hxd, embora estes resultados permanegam um pouco ambiguos (1c).

Através dos graficos presentes na Figura 2, conclui-se para as trés fontes de C ensaiadas que a

solucdo de OE preparada substitui bem o YE e que a GIn também substitui bem a Pep porque 0s
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crescimentos sdo muito idénticos, ndo havendo problemas de adaptacéo a estes meios (2a). Nao foi
necessario aumentar a concentracdo de nenhum dos metais testados no meio de OE j& que todas as
curvas referentes aos meios com 0s mesmos sdo iguais ou inferiores a do meio de OE com GIn
(OG), usado como referéncia para estes casos (2b, exemplo dos meios com OG e Hexadecano). A
comparagdo das curvas de crescimento com YE em funcdo da concentracdo crescente de cloreto de
sodio, revela uma diminuicdo desse crescimento a partir de um certo limiar. Por outro lado, a
sobreposicdo da curva de crescimento em Oligoelementos, coincidente com as obtidas em YE e
moderada concentra¢do de NaCl, ndo levou a conclusdo nem ao teste do limiar do efeito do mesmo
NaCl no meio quimicamente definido, pelo que a concentragéo deste sal ndo foi afinada.

a) RJ W29
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Figura 1 — Curvas de crescimento das duas estirpes em glucose (Gluc), em hexadecano (Hxd) e em 50% glucose e 50%
hexadecano (G+H) nos meios: a) Yeast Extract com Peptona (YP) e Oligoelementos com Glutamina (OG), ¢) em meio
OG com mais tungsténio (+W) e com mais zinco (+Zn). Em b) apresentam-se curvas de meios YP com diferentes
quantidades de hexadecano, e tendo a quantidade de glucose uma percentagem inversa para 0,1 M de fontes de C total.
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Figura 2 — Curvas de crescimento das duas estirpes nos meios: a) com Yeast Extract e Peptona (YP), com
Oligoelementos e Peptona (OP), e com Oligoelementos e Glutamina (OG), em glucose (Gluc) e em hexadecano (Hxd);
b) com mais ferro (Fe), zinco (Zn), tungsténio (W), molibdénio (Mo), vanadio (V) e aluminio (Al) em Oligoelementos
com Glutamina e hexadecano, tendo o mesmo base (Hxd) e 0 meio com glucose (Gluc) como referéncias; ¢) YPD, YPD

com +1% e com +10% de NaCl, e OG com glucose (OGG) sem mais adi¢do de NaCl, como referéncia.

Atendendo as duas estirpes usadas, observaram-se diferencas, nesta fase do estudo, entre o
crescimento das mesmas (Figuras 1 e 2, todos os graficos). Em Gluc, com todas as condi¢cdes
testadas, o crescimento das estirpes € muito semelhante. A estirpe W29 parece crescer melhor que a
RJ (maior OD/mL atingida num menor intervalo tempo), nos meios onde esta presente o Hxd. No

entanto, apesar dessas diferengas, a reaccdo a cada um dos metais foi muito semelhante nas duas
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estirpes, havendo um decréscimo ou manutencao do crescimento na maior parte dos casos, e sempre

um aumento no caso do tungsténio, como foi referido anteriormente.

Com toda a informacg&o obtida nestes crescimentos, colocaram-se algumas ddvidas e desafios
experimentais que justificaram outro ensaio de Bioscreen. Pretendeu-se testar entdo: se seria
possivel obter curvas de crescimento em AO no Bioscreen; se 0 a Glutamina, a Peptona e o Tween
80 poderiam ser usados como fonte de C; se é necessario Tween 80 como surfactante nos substratos
hidréfobos e se este pode ser substituido por SDS em baixa concentracdo; se realmente as leveduras
preferem Hexadecano a Glucose, ou se este ndo seria consumido mas apenas afectaria o
crescimento; se o tunsgsténio (em WO,>) afecta positivamente o crescimento; e se ha crescimentos
noutras fontes de C, como alcoois. A isto se adicionaria, no espaco dos 200 pocos das placas do

novo Bioscreen, um primeiro teste as frac¢des seleccionadas e obtidas da refinaria.

3.2 Nefaldometros

Na mesma altura em que foi feito o primeiro Biscreen, foram usados Nefalometros como
abordagem mais classica. Para se calcularem alguns parametros de crescimento, o valor da taxa de

crescimento especifica (u,,z.) € da densidade Optica maxima atingida por mililitro (ODma/mL),

obtiveram-se curvas atraves de dois métodos de medicdo de OD/mL diferentes. Em ambos 0s
métodos foram medidos dois grupos de culturas em duplicado para cada estirpe, com = 20 mL de
meio em frascos de 100 mL (procedimento em anexo). Cada foi grupo inoculado em horas
estratégicas diferentes de modo a ser conseguida uma curva continua por juncao dos dados num
mesmo gréfico.

Numa abordagem simples, (teoricamente) na fase de crescimento exponencial, cada célula

divide-se em duas num determinado tempo médio, denominado tempo de duplicacdo (t;). Assim, 0

namero de células em cada instante t da fase exponencial (NV,) é dado pela equacéo:

()
N, =N, X 2
; em que o numero de células viaveis no inicio da fase exponencial € N;. No espaco logaritmico, esta

equacdo é uma recta:

In(N,) = X t + In(N,)

Moy

; em que L,z € ataxa de crescimento especifica, uma medida do t;, que é expressa por:

n(2)

Homae £
d
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Este parametro foi obtido por ajuste linear de uma recta ao logaritmo dos dados, sendo

apresentado como ;.. (t;). A ODms/mL é uma medida da maior densidade celular atingida em

determinado meio, e foi calculada através da média dos valores de OD/mL no final da fase pos-
exponencial ¢ = 4 dias apds inocular. As curvas experimentais sdo objectivas e poderéo ser tratadas
com uma abordagem e um modelo mais complexos a medida que for possivel elucidar todas as
variaveis que afectam a definicdo daqueles parametros.

Usou-se um primeiro procedimento, em meio YPD com 4 ensaios para cada estirpe e 1
controlo sem inéculo, em que se mediram valores de OD/mL de frac¢Bes diluidas das culturas em
crescimento. Tendo em conta que se tratam de suspensdes de células e as medicdes sdo de
absorvéncia, quando se obtinha um valor maior que 0,400 a 0,500 OD/mL aumentava-se o factor de
diluig&o (f.d.) aproximadamente para o dobro. Os valores de OD/mL corrigem-se multiplicando pelo
f.d. e subtraindo ao valor inicial. Os resultados obtidos e o tratamento efectuado aos dados séo
apresentados na Figura 3.

Com as linhas de tendéncia ajustadas aos dados em 3b obtém-se os valores de 1,4, (ts) para

as duas estirpes: 0,604 h™ (1h 09min) para a RJ, e 0,613 h™ (1h 08min) para a W29. Os valores sdo
muito semelhantes, ndo sendo evidentes as diferencas entre o crescimento na fase exponencial das
estirpes neste meio, como também é mostrado pelos dados presentes nos graficos da Figura 3.
Através do grafico logaritmico (3b) parece que o crescimento estd a parar as 33h, 0 que € apoiado
pelo grafico pequeno de 3a. Calculando os valores de ODms/mL como descrito, obtiveram-se 34,8
OD/mL para a RJ e 38,6 OD/mL para a W29 (linhas tracejadas em 3a), que sdo um pouco dispares.
No entanto, este resultado é duvidoso devido a dispersdo dos pontos (notério em 3a, sendo resultado
do método usado), pelo que os valores de ODma/mL calculados podem néo ser assim tdo diferentes.
E de ressalvar no entanto que os da estirpe W29 sdo um pouco mais elevados que da RJ.

Numa segunda abordagem fizeram-se crescimentos em YP com trés fontes de C diferentes:
Glucose (Gluc), Acido Oleico (AO) e Hexadecano (Hxd). As diferencas entre os meios,
relativamente ao ensaio anterior, compreendem ainda a presenca de Tween 80 como surfactante
(0,03% m/v), as coldnias ndo eram frescas nem de meio liquido (maior fase de adaptacdo), e ndo se
efectuaram diluicbes na medicdo dos valores de OD/mL. Portanto, ndo serdo calculados os
ODmax/mL devido ao limite de sensibilidade do espectrofotometro ser 2-3 OD/mL, e os resultados
com células sem dilui¢do sdo pouco fidveis a partir de = 0,500 OD/mL. Também os valores de

Komae(t2) SAO incertos e sujeitos a algum erro, mas estes serdo calculados. Os dados tratados s&o

apresentados na Figura 4.
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Figura 3 — Gréficos dos crescimentos obtidos em YPD com diluigdo. a) Crescimento de ambas as estirpes (ver legenda

na imagem) até as =~ 33 horas. As linhas cheias apenas mostram a tendéncia global do crescimento, e as linhas tracejadas

mostram o patamar de fase estacionaria, tomando o valor de ODs,/mL. O patamar é mais evidente no grafico pequeno,

até as 96 horas. b) Grafico logaritmico (In) dos pontos mostrados em a) e respectivas linhas de tendéncia para a fase

exponencial, com as equaces da mesma cor. Os pontos sublinhados a azul claro e laranja foram os usados na

linearizacdo, e o gréafico pequeno mostra os desvios desses pontos a em relagdo a linha de tendéncia.
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usados para obter as linhas de tendéncia sdo os sublinhados a cor diferente.
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Atraveés da analise de 2a, a curva em Hxd ndo parece muito diferente da curva em Gluc, e a de
AO ¢ a que apresenta mais diferencas e também mais variabilidade. No espaco logaritmico,
mostrado em 3b, € dificil ajustar uma recta a zona exponencial, como é observavel, ainda assim
conseguiu-se que cada uma se ajustasse a um bom nimero de pontos. Os declives d&o os valores de
i (t4) NOs diferentes meios: em Gluc, 0,522 h™ (1h 20min) na RJ e 0,581 h™ (1h 12min) na W29;

em AO, 0,153 h™ (4h 32min) na RJ e 0,188 h™ (3h 41min) na W29; em Hxd, 0,380 h™* (1h 49min)
na RJ e 0,400 h™ (1h 44min) na W29. Com estes dados pode dizer-se que (tal como nas curvas em
YPD) séo evidentes grandes diferengas no crescimento das estirpes nestes meios, se bem que a W29
parece crescer um pouco mais rapidamente que a RJ em todos os casos. Conclui-se também que,
para ambas as estirpes, o crescimento em Gluc é sempre melhor, e que em AO é mais lento que em

Hxd ou Gluc. As curvas em Hxd e em Gluc ndo sdo efectivamente muito diferentes.

Mas esta experiéncia foi particularmente importante por uma observacao feita nos meios ainda
antes de serem inoculados. Devido a presenca de Tween 80, os meios bifasicos — AO e Hxd, porque
sdo imisciveis em agua — formavam micelas de pequena dimensdo que turvam bastante o meio,
mesmo sem agitacdo. Esta constatacdo teve uma enorme relevancia na medicao dos resultados, ja
que estes meios comecavam logo com valores de OD/mL muito superiores, da ordem dos 0,650 para
AO, ¢ 0,300 para Hxd, enquanto os valores em Gluc eram ~ 0,200 OD/mL. Isto também explica as
curvas obtidas dos pog¢os com AO do primeiro ensaio de Bioscreen, confirmando as suspeitas de que

fosse devido a accao do surfactante.

Estes ensaios ndo permitem dar mais respostas as duvidas existentes, relativamente ao Tween

80 ou Peptona como fontes de C, pelo que se justificou a realizacdo do segundo Bioscreen.

3.3 Analise aos Produtos da Refinaria — GC-MS

Os compostos refinados do petrdleo sdo muito volateis por terem na sua composicao uma
grande quantidade de substancias organicas leves. Como tal, também as fraccbes que foram
gentilmente cedidas pelos laboratérios da CLC tém essa propriedade. Decidiu-se entdo realizar a
evaporacdo a 30°C de todos os compostos vindos da refinaria, temperatura a que sdo inoculadas as
leveduras para crescimento, de modo a se obterem fracgfes “mais ricas” em componentes pouco

volateis. O objectivo deste procedimento foi ter uma maior confiangca nos compostos que fossem
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escolhidos para os ensaios de crescimento ndo se evaporavam antes de as leveduras os puderem usar

como fonte de C.

Querendo seleccionar, de entre os compostos cedidos: Gasdleo ASTM (DF 20902), Gas6leo
PT (T1531, Portugués), Gasolina sem Chumbo 95 (T1513), Isoctano, Nafta (11S #0931) e Jet Al
(T1544); quais seriam passiveis de cumprir o objectivo descrito, optou-se por efectuar uma analise
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) as frac¢des evaporadas e

ndo evaporadas.

2,00E+06 Gasoleo
Hexadecano

1,80E+06 - —Jet Al

1.60E+06 1 Gasolina
Nafta

1,40E+06 -

1,20E+06 -

1,00E+06 -

8,00E+05 -

6,00E+05 -

4,00E+05 - M

2,00E+05 -

0,00E+00 - . . . - r -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo de Retengao (minutos)

Figura 5 — Cromatogramas dos diferentes compostos (ndo evaporados) usados na andlise de GC-MS, em que se
observam por comparagéo, a ordem de tamanhos dos compostos de carbono de que as misturas séo constituidas: Nafta —
leves, Gasolina — leves, Jet A1 — médios, Gasoleo — pesados. O hexadecano s6 apresenta um pico (como esperado) e

serve de padrdo na imagem, bem como o hexano (primeiro pico) que é contaminante devido a limpeza do aparelho.

A Cromatografia Gasosa € um método muito preciso e reprodutivel que separa 0s componentes
de uma mistura pelos seus pontos de ebuli¢do, permitindo que surja um cromatograma caracteristico
de cada solucdo, em que cada pico corresponde a um composto quimico, sendo também possivel a
sua quantificacdo pela area do pico. A Espectrometria de Massa € uma técnica que separa, através da
massa, 0s fragmentos ionicos gerados da decomposi¢cdo de moléculas, fornecendo asism um espectro
caracteristico de cada composto que permite a sua identificacdo. Percebe-se, assim, que o
acoplamento destas duas técnicas gere um método analitico de quantificacdo e identificacdo de
componentes de misturas muito poderoso e Util para ser usado. As especificidades da técnica e do

procedimento usado encontram-se em anexo.
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Os compostos foram entdo deixados a evaporar durante 1 semana em banho-maria e 0
Hexadecano foi usado como controlo do ensaio. Ao segundo dia ja tinha evaporado (em volume)
33% da Gasolina, 40% da Nafta, 5% do Isoctano e 2% do Hexadecano. Como os volumes dos
Gasoleos e do Jet Al se mantiveram constantes, estes podem ser usados, mas 0 GC-MS serviu para
se ter uma boa ideia da sua composicdo quimica. Para além dessa caracterizacdo, também foi
possivel, nos compostos que evaporaram, a avaliacdo de sua plausibilidade de utilizacdo nos ensaios

seguintes.

Os cromatogramas dos compostos antes e ap0s evaporacdo encontram-se em anexo, é
apresentado na Figura 5 um cromatograma com varias destas misturas para poderem ser comparadas
em conjunto, e no Quadro 1 os componentes maioritarios de cada composto. O primeiro pico grande
de todos os cromatogramas € o do hexano (tempo de retengdo de 1,743 min), mas & um

contaminante, porque resulta como residuo da limpeza do sistema com este composto.

Observa-se no grafico da Figura 5 que sdo revelados muitos picos, principalmente nos
cromatogramas do Jet Al e dos Gasodleos, dos quais apenas foram identificados os principais,
correspondentes aos componentes em maior percentagem nas misturas. Vé-se também, por
comparacgdo do pico a verde, que o Hexadecano € vestigial no Jet Al, e que € um dos componentes

maioritarios no Gasoleo.

Apos identificacdo dos picos mais representativos de cada composto (Quadro 1), é evidente
que a Nafta é essencialmente constituida por alcanos leves lineares e ramificados (entre C5 e C7), a
Gasolina € uma mistura diversos diversos alquilbenzenos (aromaticos entre C7 e C9), o0 Jet Al ¢é
composto por alcanos médios (entre C10 e C15) e os Gasoleos sdo as misturas com mais picos,
sendo os principais, alcanos pesados entre C10 e C22. O Hexadecano e Isoctano s6 apresentam um

pico no cromatograma (descontando o hexano), por isso 0s seus dados sdo apresentados em anexo.

Globalmente, pode afirmar-se que a Nafta ndo é adequada ao estudo proposto porque evapora
rapidamente, além de que sO apresenta alcanos até C7. A Gasolina também evaporou bastante, mas
depois deste procedimento apresenta um volume reduzido de baixa volatilidade, mais concentrado
em compostos aromaticos pesados e que seria interessante testar por quase ndo conter alcanos
lineares ou ramificados. O Isoctano (C8) evaporou pouco e sera usado como alcano ramificado de
comparagdo com os componentes da Gasolina, em termos de nimero de Carbonos por molécula. O
Jet Al que também sera testado por ter evaporado pouco, pela sua constitui¢do, sendo susceptivel de

comparagdo com o Dodecano (C12).
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O Gasodleo é entdo, dos destilados de petrdleo analisados, 0 mais interessante para o trabalho

em questdo devido a sua complexidade de componentes, por ser constituido essencialmente de

alcanos pesados na forma de uma mistura liquida, e porque o Hexadecano (alcano de referéncia que

ja tem vindo a ser referido) pode entdo ser um excelente termos de comparacdo. Porque se tém dois

tipos de Gasdleo, e um deles se revelar mais rico em alcanos mais pesados (o PT, como se pode ver

em anexo) foi esse 0 escolhido para prosseguir com 0s crescimentos.

Quadro 1 — Picos identificados nos cromatogramas das substancias analisadas por CG-MS. As misturas apresentadas

sdo compostas maioritariamente por: Nafta — alcanos leves, Gasolina — alquil benzenos, Jet Al — alcanos médios,

Gasoleos — alcanos pesados. O hexano (vermelho) é contaminacdo da limpeza do sistema. O Hexadecano (azul) é

vestigial no Jet A1 e maioritario nos Gasoleos. O octadecanoato de metilo (verde) é mais encontrado no Gasoleo PT. O

nimeno (N°) foi atribuido por ordem se elui¢do crescente dos picos mais relevantes em tamanho.

Ne Nafta Gasolina Jet Al Gasoleos

1 2-Metil Butano Hexano Hexano Hexano

2 Pentano Metil Benzeno Nonano Decano

3 2-Metil Pentano Octano TriMetil Benzeno Undecano

4 3-Metil Pentano 2-Metil Heptano Decano Dodecano

5 Hexano Etil Benzeno 4-Metil Decano 1,2,3,4-TetraHidro-5-Metil Naftaleno
6 Metil CicloPentano DiMetil Benzeno Undecano Tridecano

7 CicloHexano DiMetil Benzeno Dodecano 2-6-DiMetil Undecano

8 Benzeno Propil Benzeno 2,6-DiMetil Undecano 1,2,3,4-TetraHidro-2,7-DiMetil Naftaleno
9 3-Metil Hexano 1-Etil-3-Metil Benzeno 2,6,7-TriMetil Decano 2,6,10-TriMetil Dodecano

10 trans-1,3-DiMetil CicloPentano TriMetil Benzeno Tridecano Tetradecano

11  cis-1,3-DiMetil CicloPentano 1-Etil-2-Metil Benzeno 2,6,10-TriMetil Dodecano Pentadecano

12 1,2-DiMetil Pentano TriMetil Benzeno Tetradecano Hexadecano

13 Heptano TriMetil Benzeno Pentadecano 2,6,10-TriMetil Pentadecano
14 Metil-CicloHexano 1-Metil-3-Propil Benzeno Hexadecano Heptadecano

15 Etil-CicloPentano 4-Etil-1,2-Dimetil Benzeno Heptadecano 2,6,10,14-TetraMetil Pentadecano
16 4-Etil-1,2-Dimetil Benzeno Octadecano

17 TetraMetil Benzeno 2,6,10,14-TetraMetil Hexadecano
18 Nonadecano

19 Eicosano

20 Heneicosano

20* Octadecanoato de Metilo

21 Docosano

22 Tricosano

23 Tetracosano

24 Pentacosano

25 Hexacosano
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3.4 Segundo Bioscreen

De forma a responder a algumas questfes levantadas com os resultados do primeiro Bioscreen
(BS1), procedeu-se a realizagdo de um segundo. O meio base para todas as condi¢Ges de crescimento
é constituido por solucdo de Oligoelementos (OE), Glutamina (GIn) como fonte de N a 1 % (m/v),
tampéo de Fosfatos a 50 mM e pH 7,0 , com inéculos de 0,003 OD/mL no poc¢o, sendo as fontes de
C o principal componente variado nestes ensaios. Realizaram-se alguns controlos relativos a
condicOes testadas no Bioscreen anterior, como brancos dos meios com Glucose, Hexadecano,
Acido Oleico (AO) com Tween 80 (T800, como surfactante), AO apenas. Fizeram-se outros
brancos, dos Compostos da Refinaria e dos Alcoois, para concluir acerca da sua contribuico na
OD/mL final.

Da analise da Figura 6a, conclui-se facilmente que a curva correspondente ao AO com T800 é
muito semelhante as obtidas no BS 1 com in6culo. O pressuposto levantado aquando da analise dos
mesmos é entdo confirmado: de facto o T800 tem uma accdo de surfactante na presenca de
substancias hidréfobas, o que conduz a formacdo de micelas que perturbam a OD. Os controlos
individuais de cada uma das substancias revelam que ndo existe contribuicdo para a medicdo da
OD/mL, o que por sua vez consolida a afirmacdo anterior. Dos ensaios individuais de crescimento
com AO e em T80 observa-se crescimento em ambas as estirpes, ndo aparentando ser muito
diferente nos dois casos. Assim, além de se verificar o crescimento destas leveduras num composto
hidrofobo (AO) como referido na bibliografia, conclui-se que de facto é possivel obter essas curvas
de crescimento num Bioscreen. Também se conclui que o surfactante T80 € usado como fonte de
Carbono, mas tendo sido testado na concentracdo de 0,1 M é necessario realizar um novo ensaio para
testar o crescimento na concentracdo de surfactante, a 0,03% (m/v).

Na Figura 6b, uma analise relativa das curvas de crescimento nas diferentes fontes de C
permite concluir acerca da preferéncia das leveduras pelas mesmas. Observa-se entdo que, além de
existir crescimento em Gluc, também ocorre em GIn, Pep, Hxd, e Dodecano (Dodec). Os ensaios
com Gluc sdo semelhantes para ambas as estirpes, assim como 0s ensaios com GlIn. Existe uma
semelhanca entre o crescimento em Hxd e o da GlIn, principalmente na estirpe W29. Levanta-se
assim a hipdtese do Hxd ndo estar a ser usado como fonte de C na presenca de Gln, a qual pode ser
simultaneamente fonte de N e C. O crescimento em Dodec foi bastante divergente nas duas estirpes.
Confirma-se aparentemente o crescimento em alcanos, contudo a estirpe RJ apresenta um maior
tempo de adaptacdo ao meio com este alcano, relativamente a W29, sendo a OD final medida num

mesmo intervalo de tempo superior para a Gltima.
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Figura 6 — Curvas de crescimento das duas estirpes no meio de OE com tamp&o fosfatos a 50 mM e pH 7, e GIn como

fonte de N a 0,1% (m/v) com: a) acido oleico (AO) e Tween 80 (T8) a 0,1 M (fontes de C), e respectivos controlos (ctrl);

b) com glucose (Gluc), glutamina (GIn), dodecano (Dodec), peptona (Pep), acido oleico (AO) e hexadecano (Hxd) como

fontes de C; ¢) com Gasolina, Gasoleo, Jet Al (Jet), Isoctano (Isoc) como fontes de C, e as curvas de Gluc e GIn como

referéncias.

O crescimento em Compostos de Refinaria (3,33% final, v/v) mostra resultados aparentemente

satisfatorios, se forem tidos como referéncia os crescimentos em Glucose e Glutamina. Observa-se,

em 6¢, um crescimento particularmente diferente, e similar, na presenca de Gasdleo, nas duas

estirpes, apesar da OD/mL final ser inferior na RJ. Verificou-se um crescimento, relativamente

comparavel entre as duas estirpes, para o Isoctano e também para a Gasolina, sendo que para o Jet

Al as curvas de crescimento resultantes sdo bastante distintas.
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Testou-se ainda o crescimento nos alcoois lineares 1-Nonanol, 1-Decanol, 1-Undecanol e 1-
Dodecanol como fontes de C, mas em nenhuma destas condigdes houve um resultado positivo.
Como a concentracdo aplicada nestes casos foi de 0,1 M, coloca-se a hipotese de ser uma
concentracdo letal, pois estes compostos podem levar a permeabilizacdo de membranas celulares.
Porque ndo sdo misciveis com a agua, poderdo também impedir a oxigenacdo do meio. Estes

resultados sdo apresentados em anexo.

= Hxid T8 e Hx il T8
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Figura 7 — Curvas de crescimento das duas estirpes no meio de Oligoelementos com tampéo fosfatos pH 7 e glutamina
como fonte de N: a) Crescimento em Hxd com e sem surfactantes (SDS e Tween 80 (T80)) e compara¢do com T80, Gluc
e GIn; b) Crescimento em Hxd e Gluc a diferentes proporcdes (0% Hxd = 100% Gluc e 100% Hxd = 0% Gluc);

¢) Crescimento em Hxd com concentragdes crescentes de tungsténio (OuM = sem tungsténio).
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Atendendo aos resultados da Figura 7a para as duas estirpes, observam-se facilmente
diferengas no crescimento entre as mesmas nas varias fontes de C. Para a estirpe RJ, o crescimento
em Hxd com T80 € idéntico ao crescimento em T80, o que pode sugerir mais uma vez que 0 Hxd
nao € usado como fonte de C. Ja na estirpe W29, o crescimento com Hxd e T80 é mais rapido que no
meio de T80, pelo que ndo se exclui de todo a hipdtese do Hxd ser usado pela levedura, podendo ter
um papel no favorecimento do seu crescimento). No entanto, os dois resultados destas estirpes levam
a conclusdo de que a GlIn é usada como fonte de C, assim como o Tween 80. Do uso de SDS como
surfactante conclui-se que este € prescindivel, uma vez que, além do crescimento na sua presenca ter
sido significativamente inferior a0 meio de Hxd, as OD/mL registadas podem ser reflexo de
qualquer outra ocorréncia que ndo o crescimento celular. Nao é possivel retirar todas as duvidas com
os dados disponiveis a data; todavia sabe-se que o SDS é um detergente anionico forte que leva a
desintegracdo das membranas, lisando as células, e complicando as medidas de OD/mL.

Relativamente ao crescimento com Hxd, este & semelhante ao crescimento em Gin,
especialmente para a estirpe W29. Para a RJ, inicialmente os crescimentos sdo comparaveis,
tornando-se ligeiramente diferentes numa fase mais tardia. Estes dados levantaram sérias duvidas

quanto ao uso de Hxd como fonte de C por parte das duas estirpes, requerendo melhor averiguacéo.

Para averiguar a preferéncia da Yarrowia lipolytica por uma ou mais fontes de C, realizaram-se
ensaios com concentragdes variaveis de Gluc e Hxd. As observacdes efectuadas (7b) ndo diferem
grandemente dos resultados expostos previamente (Figura 1b, no BS1), no que toca aos meios com
apenas Gluc, GIn e Hxd, porém agora 0 meio ndo contém T80. Desta forma, observa-se para a
estirpe RJ que as concentracdes de 25, 50 e 75% revelam um comportamento intermédio entre o
crescimento nas concentracdes de 0% (s6 Gluc) e 100% (s6 Hxd). Mais uma vez 0s comportamentos
entre as duas estirpes ndo sdo exactamente idénticos e, para a estirpe W29, com excepc¢do de 100%
Hxd cujo crescimento se assemelha ao da Gln, as restantes proporc6es tém crescimento idéntico ao
de Gluc. Neste caso, parece efectivamente que o crescimento € estimulado pela presenca de Hxd, ou
que, caso este ndo afecte o crescimento, que as concentracdes 0,075 M e 0,05 M de Gluc séo as mais

adequadas ao crescimento desta estirpe.

O crescimento, das leveduras em Hxd condicionado por diferentes concentracbes de
tungsténio, foi variavel entre as duas estirpes, 7c. Na RJ as curvas de crescimento sdo
aproximadamente homologas nas concentragdes de 0, 2, 4, 8 e 16 uM de tungsténio, o que sugere
que apenas concentragdes mais elevadas de tungsténio, como 24 e 32 uM, contribuem significativa e

positivamente para o crescimento desta estirpe neste meio. Por outro lado, na W29 as concentragoes
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de tungsténio utilizadas ndo parecem influenciar de forma diferente o crescimento, sendo este

superior para todas as concentra¢des comparativamente a auséncia total deste metal (curva de 0 uM).

Apesar de terem sido resolvidas muitas duvidas levantadas com o BS1, outras surgiram com 0s

resultados deste segundo ensaio, sendo justificadamente necessario realizar um terceiro Bioscreen.

3.5 Terceiro Bioscreen

Na execucdo do BS3, resolveu-se testar as mesmas fontes de C, com a alteracdo da fonte de N
organica (Glutamina) por uma inorganica (Cloreto ou Sulfato de Aménio).

Tendo sido escolhidas duas fontes inorganicas deste elemento essencial, pela observacdo da
Figura 8a, pode-se constatar que o crescimento no meio de referéncia (Gluc como fonte de C) foi
homologo em ambas as fontes de N, nas estirpes RJ e W29. Este crescimento foi inferior ao meio
com Gluc e GIn, mas superior ao meio em que a GlIn servia simultaneamente como fonte dos dois
elementos. Estas observagdes sugerem que o0 crescimento é efectivamente estimulado pela presenca
deste aminoacido no meio. Tal pode dever-se ao facto de, uma vez que possui C na sua constituicédo,
este servir de fonte inicial enquanto sdo expressos 0S enzimas necessarios para a aquisi¢ao de outras
substancias, como a Gluc ou 0 AO. Os gréaficos apresentados em 8b vém reforcar estas observacdes:
0 crescimento com Gluc e GIn € melhor que apenas em GIn, que por sua vez é superior ao
crescimento em Hxd e GlIn, sendo que ndo se verificou qualquer tipo de crescimento em meio
liguido com Hxd na auséncia de Gln, ou seja, com fontes inorganicas de N. Esta observacdo pode
ainda implicar o ja anteriormente referido na analise do BS2 (Figura 7b): que o Hxd néo € utilizado

pela levedura, mas influencia o seu crescimento noutras fontes de Carbono.
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Figura 8 — Curvas de crescimento das duas estirpes no meio
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de Oligoelementos com tampdo fosfatos pH 7: a)

crescimento em Gluc com diferentes fontes de N (N), Cloreto de Amonio (Amon-CL), Sulfato de Aménio (Amdn-SO4)

e Glutamina (Amon-Gln), tendo como meio de comparagdo o crescimento num meio com GIn como fonte de C e N; b)

crescimentos em GlIn, com diferentes fontes de carbono (Hxd, Gluc e GIn); ¢) crescimento em diferentes proporgdes de

Hxd e Gluc com Cloreto de Amoénio como fonte de N; d) crescimentos em Acido Oleico (AO) em Amén-CL e Amon-

S04 e crescimento em Tween 80 (T80) em Amon-CL.

23



O crescimento com diferentes propor¢des de Hxd e Gluc, em Cloreto de Aménio (Figura 8c),
mostra-se de acordo com as ideias agora ilustradas: as curvas com 0% Hxd, ou seja, apenas Gluc,
revelam um bom crescimento para ambas as estirpes, enquanto no meio em 100% de Hxd néo se
observa crescimento. As concentracfes intermédias de Hxd e Gluc mostram que as leveduras foram
capazes de crescer enquanto existia Gluc no meio, embora de forma inferior de quando esta se
encontrava a 100%. Conclui-se, assim, que o Hxd afecta definitivamente o crescimento em Gluc.
Também neste ensaio de BS foi possivel observar crescimentos das leveduras em Acido Oleico e
Tween 80 (estando este na concentracdo de surfactante — 0,03% m/v), encontrando-se os resultados
na Figura 8d. A comparacao das curvas obtidas em AO nas duas fontes inorganicas de N vem apoiar
0 que se concluiu dos meios de Gluc: ambos sdo passiveis de substituir a GIln de forma igualmente
eficaz. Estes crescimentos em AO e T80 (com Cloreto de Amdnio) vém suportar as conclusdes do
BS2, onde foi referido que estas estirpes de Y. lipolytica usam tais compostos como fontes de C.

Em relacdo as restantes fontes de Carbono — Dodec, Compostos da Refinaria, 1-Undecanol, 1-
Dodecanol e Hxd com concentracGes variaveis de tungsténio — ndo se observou crescimento
(resultados em anexo). Estes resultados vao inicialmente contra o esperado, mas podem ser
justificados por uma possivel adaptacdo mais prolongada aos meios de fontes inorganicas de N, e de
0S proprios meios ndo serem uniformes, mas sim bifasicos. Isto leva a que 0 acesso aos substratos

seja dificil ou mesmo impossivel, e/ou a uma deficiente troca gasosa de O,.

Sendo fundamental optimizar os crescimentos em fontes hidréfobas de alcanos para a
concretizacdo dos objectivos propostos, decidiu-se efectuar crescimentos em meios solidos, tendo

por base o meio de OE desenvolvido, tampéo de Fosfatos e Cloreto de Aménio.

3.6 Crescimentos em Placas — Meios Sdélidos

Apos as dificuldades encontradas no BS3 com 0s crescimentos em meios liquidos contendo
alcanos que, como foi referido, é possivel serem devidas aos meios apresentarem duas fases,
decidiu-se entdo efectuar crescimentos em meios sélidos. O procedimento seguido estd descrito em
[Yamagami 2007, Hirakawa 2009 e Mauersberger 2001], e contempla que sejam humedecidos
papéis de filtro com os diferentes substratos hidréfobos, sendo o meio plaqueado por cima (com
agar) quente, mantendo as concentragcbes como descrito em anexo. Apos solidificagdo do meio, as

fontes de C ficam espalhadas em pequenas goticulas no seu interior, mas também a superficie, onde
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sdo inoculadas as leveduras. Com isto esperava-se que as células tivessem maior facilidade de
aquisicdo e utilizacdo das fontes de C alternativas, sem que tal as privasse de oxigénio ou qualquer
outro nutriente. Inocularam-se ambas as estirpes na mesma placa com diferentes diluicbes das
suspensdes dos indculos, como é mostrado na Figura 9a, com o propdsito de se obterem coldnias
isoladas.

Através de uma analise das placas elaboradas, das quais algumas sdo apresentadas na Figura 9,
e comparativamente ao controlo (apresentado em 9c), observou-se que nos meios contendo
Hexadecano (9e), Isoctano (ndo apresentada), Jet Al (9i), 1-Dodecanol (9h) e 1-undecanol
(semelhante a 9h), como possiveis fontes de C ndo, ndo tinha crescido qualquer coldnia até as 2

semanas de incubagao.

Pelo contrario, em Glucose (que é também um controlo positivo) verificou-se um bom
crescimento 9b como era esperado, sendo bem visiveis colonias muito bem isoladas nas zonas de
menor dilui¢do. Na placa de Hexadecano com Glucose a 0,01 M cresceram muitas colonias, embora
ndo sejam muito grandes, dai serem pouco visiveis na imagem 9f (apenas uma se compara em
tamanho as da 9b). Estes resultados dos meios com Hexadecano e Glucose levam a pensar que as
células ndo se conseguiram adaptar e utilizar o Hexadecano, pondo duvidas uma vez mais, quanto ao
seu uso como fonte de C. No entanto a colonia maior do meio de 9f da esperancas que se consiga
obter crescimento numa nova placa de Hxd, caso o problema seja uma questdo de verdadeira

adaptacdo a fonte de C principal (mas mais dificil) do meio.

Em Acido Oleico observo-se um crescimento muito rapido em torno de algumas gotas que se
formaram em certas zonas da placa (substéncia imiscivel no meio). Nado sendo o resultado

exactamente esperado, ndo deixa ainda assim de ser considerado positivo.

Dois resultados duvidosos surgem das placas com Dodecano e Gasolina (9g e 9j). Nestes
meios obtiveram-se algumas coldnias, que ndo sdo muito visiveis, mas aparentam uma morfologia
diferente da do controlo. Assim, ndo se rejeitando a hipotese de crescimento, isto so seja confirmado

por repicagem em novas placas.

Significativamente, o tempo de adaptacéo nestes meios sélidos também desempenha um papel
importante. Um resultado positivo para a W29 surgiu na placa com Gaséleo (9k e 9l) onde, durante
alguns dias, nada se observava. Felizmente, ao final de 1 semana de incubacédo ja tinham crescido
algumas pequenas colonias no bordo do meio sélido (91), dando esperancas de se obterem bons

crescimentos ao serem repicadas para uma nova placa com este meio.
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)

Figura 9 — Imagens das placas de meio sélido, inoculadas como o esquema de a), com meio de Oligoelementos, Cloreto
de Aménio como fonte de N e Diferentes fontes de C: b) Glucose, ¢) Nenhuma (controlo), d) Acido Oleico,
e) Hexadecano, f) Hexadecano com Glucose a 0,01 M (10% da conc. de b), g) Dodecano, h) 1-Dodecanol, i) Jet Al,
j) Gasolina, k) Gasoleo e I) Gaséleo (ampliac¢do horizontal na zona das colénias). Algumas coldnias sdo destacadas com
circulos vermelhos que apenas servem para esse efeito. As colonias tém 170 horas (= 1 semana) de crescimento a 30°C.
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Este método mostrou-se uma alternativa possivel aos meios liquidos de forma a ser produzida
biomassa suficiente para realizar as electroforeses bidimensionais (caso haja crescimento), e também
optimizar as condi¢bes de crescimento, em meio liquido, de células assim adaptadas.
Semelhantemente, o outro objectivo de selec¢do de coldnias aptas a crescer em nas fracgdes, comoa
do Gasdleo serdo concretizadas a partir de coldnias adaptadas em meio solido. Esta evolucéao
expeimental facultara ensaios que permitirdo tirar conclusdes definitivas sobre algumas das

hipoteses e davidas geradas na presente fase do nosso projecto.

4. Concluséo e Perspectivas Futuras

Apesar de ser indispensavel realizar ensaios de crescimento por um metodo alternativo ao BS,
tal ndo foi possivel nesta fase, mas podem-se destacar alguns resultados que séo substanciais para

dar resolucdo aos problemas/objectivos propostos.

Como primeira concluséo, é possivel descriminar, s6 com base nos crescimentos efectuados, o
comportamento das duas estirpes. Contrariamante a RJ, a W29 parece sistematicamente ter um
crescimento mais rapido e atingir uma OD/mL maxima superior. Ainda, a forma genérica das curvas

é substancialmente diferente nas duas estirpes.

Estas observagdes foram feitas em meio quimicamente definido, elaborado e melhorado por

nos, que mostrou cumprir 0s requisitos que sdo proporcionados pelo meio de Yeast Extract.

A evolucdo na fonte de N também se revelou importante, iniciando-se os estudos com Peptona,
dando-se uma transicao pela Glutamina, a qual inicialmente se pensou ser indicada para o caso, uma
vez que na literatura se encontrou que também este aminoacido favorecia a forma leveduriforme.
Contudo, as leveduras estdo aptas a crescer num meio apenas com Glutamina, que funciona ndo sé
fonte de N mas também de C, influenciando positivamente todos os crescimento noutras fontes de C,
como foi observado em diversos meios. Este facto, numa fase inicial da caracterizacdo/definicdo de
uma gama de compostos hidrofobos passiveis de serem usados pela Yarrowia lipolytica, levou-nos a
falsos positivos que uma andlise posterior (com outras fontes de N) confirmou. No entanto, ficou
estabelecido que as duas fontes inorganicas deste elemento essencial, o Cloreto e Sulfato de Amonio,

apresentam igual potencial na substituicdo da Glutamina (e da Peptona).
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Foi possivel comprovar o crescimento da levedura em substancias que ndo Gluc, Pep e Gin,
como o AO e T80. Esperava-se que o Hxd fosse utilizado como fonte de C, uma vez que é abrangido
pela categoria dos alcanos pesados, e bastante referenciado na literatura como tal, para esta espécie.
Porém, a Unica conclusdo passivel de ndo ser enganosa em relacdo a este composto é que parece
influenciar o crescimento noutras fontes de C em meio liquido. No entanto, a estratégia de utilizacdo
de riscados em meio s6lido (onde previamente se difundiu hexadecano num papel de filtro estéril)
permitiu a obtencdo de coldnias individualizadas e adaptadas a esta fonte de C, como € sugerido na
literatura. Alids, a maioria dos meios cujas fontes de C serem substancias hidr6fobas apresentando
caracteristicas bifasicas levou-nos a crer que muitos dos resultados negativos que se obtiveram
tenham sido resultado consertado de duas consequéncias: a inacessibilidade ao Carbono e a
deficiente oxigenacdo do meio. Mais uma vez, e por estas razbes independentes da accdo de
qualquer surfactante, surgiu a necessidade de encontrar um metodo alternativo passivel de

proporcionar melhores resultados.

N&o menos importante, a presenca do metal pesado Tungsténio parece influenciar o
crescimento de forma positiva, 0 que abre novas perspectivas para a realizacdo dos proteomas e
caracterizacdo de enzimas relacionados com a presenca deste. A presenca de Tungstato afecta
preferencialmente a W29, parecendo que, a partir de um limiar de concentracdo, transforma o
comportamento em Hexadecano com Glutamina semelhante ao crescimento em Glucose (também

com Glutamina).

A préxima futura realizagdo dos proteomas das duas estirpes em funcdo de todos os
parametros estratégicos detectados na andlise do panorama dos crescimentos, uns controlados e
optimizados e outros ainda inconclusivos, permitir-nos-a determinar a origem metabdlica de alguns

destes co mportamentos.

Esperamos que a apresentacdo publica destes resultados, em Poster, ja possa incluir a analise
destes proteomas, e o resultado do crescimento de culturas ja adaptadas a Hexadecano e Gasoleo em

meio quimicamente definido.
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Anexos

Apresentam-se neste anexo as tabelas relativas as quantidades das solugdes preparadas, 0s
protocolos experimentais desenvolvidos, os resultados importantes menos relevantes de serem
apresentados no relatorio, e algumas especificidades de algumas técnicas usadas, de modo a
complementar toda a informacdo contida no Relatdrio de Progresso. No Gltimo ponto é apresentado
0 Quadro Curricular de André Filipe da Costa Faustino para comprovativo do cumprimento dos 60

ECTS requeridos no presente Ano Lectivo.

Tabelas das Principais Solucdes Preparadas

Solugéo de Oligoelementos Stock (10x) no Ensaio
Metais de Fundo Formula MM g/L (10x) em 1L (M) Conc. Final (M)
. NaCl 58,45 30,00 5,13E-01 5,13E-02
Ferro FeCl2 .4H20 198,75 0,0210 1,06E-04 1,06E-05
Zinco ZnCI2 136,32 0,0100 7,34E-05 7,34E-06
Cobre CuCI2.2H20 169,45 0,0020 1,18E-05 1,18E-06
Cobalt CoCI2.6H20 237,83  0,0100 4,20E-05 4,20E-06
Niquel NiCl2.6H20 237,59 0,0028 1,18E-05 1,18E-06
Calcio CaCl2.2H20 146,98 0,0110 7,48E-05 7,48E-06
Magnésio MgS04.7H20 246,37  0,3000 1,22E-03 1,22E-04
Manganésio MnCI2.4H20 197,84 0,0100 5,05E-05 5,05E-06
Selénio Na2Se03.5H20 263,00 0,0055 2,09E-05 2,09E-06
Boro H3BO3 61,81  0,0010 1,62E-05 1,62E-06
Vitamina Tiamina-HCI - 0,0100 - -
Solugbes Independentes de cada Metal Stock (10x) Ensaio
Metais a Variar Formula MM g/L (10x) | em 100 mL (M) Conc. Final (M)
Ferro FeCl2 .4H20 198,75 0,1260 6,34E-03 6,34E-04
Molibdénio Na2MoO4.2H20 241,95 0,0020 8,27E-05 8,27E-06
Vanadio NavO3 121,94 0,0010 8,20E-05 8,20E-06
Tungsténio Na2w04.2H20 329,84  0,0027 8,19E-05 8,19E-06
Zinco ZnCI2 136,32 0,0100 7,34E-04 7,34E-05
Aluminio AIK(S0O4)2.12H20 474,22  0,0100 2,11E-04 2,11E-05
Tampao de Fosfatos de Potassio (pH 7,0) com Sulfato Stock (10x) Ensaio
Outras Solucdes Formula MM  g/L (10x) em 1L (M) Conc. Final (M)
, KH2PO4 136,10 42,0000 3,09E-01
Fosforo 5,01E-02
K2HPO4 174,20 33,5000 1,92E-01
Enxofre Na2S04 142,07  1,5000 1,06E-01 1,06E-02
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Tabelas de Raz6es Molares

Na deciséo das quantidades de cada sal a adicionar nas solucdes preparadas foi tida em conta
a proporgéo molar de determinados elementos em relagéo a outros, relacionando-se uns com outros

por diversos motivos quimicos e fisiol6gicos. Essa comparacdo numérica € apresentada em Tabela:

Razbes Molares entre Elementos
Na/K 1,05 ) Fe Normal 0,07 | Mo/Metais 0,05
Fe/Metais )
(Na+K)/Cl 2,76 Fe Aumentado 4,35| V/Metais 0,05
(Na+K)/(Cl+S+P) 1,26 ) Zn Normal 0,05| W/Metais 0,05
Zn/Metais .
Ca/Mg 0,06 Zn Aumentado 0,53| Al/Metais 0,13
(Nat+K)/(Ca+Mg) 1097 FelM Fe Normal/Mg 0,09 Al/Ca 2,82
SO4L/PO, 0,21 g Fe Aumentado/Mg 5,29 Mo/Se 3,95
Catibes/Anides 1,27 Wi/Se 3,91

Protocolos Experimentais

- Primeiro Bioscreen e Nefaldmetros:

Sexta-Feira
9-10h — Preparar as solucbes para autoclavar ao inicio da tarde (apenas as que nao se degradarem
ou a sua concentracdo ndo for alterada):
Agua Destilada:
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C de =1 L de 4gua destilada e rotular.
Solucédo Stock de Yeast Extract (10%):
- Pesar 4,0 g de Yeast Extract e dissolver para =30 mL de solugdo em 4gua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 40 mL e rotular.
Solucéo Stock de Peptona (10%):
- Pesar 4,0 g de Peptona e dissolver para =30 mL de solugdo em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 40 mL e rotular.
Solucéo Stock de NaCl (25%):
- Pesar 5,0 g de NaCl e dissolver para =15 mL de solucdo em 4gua destilada.

- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 20 mL e rotular.
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Solucéo Stock de NaCl (10%):
- Pesar 2,0 g de NaCl e dissolver para =15 mL de solu¢do em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 20 mL e rotular.
Solucédo Stock de Fosfatos e Sulfato (10%):
- Pesar 42,0 g de KH,;PO,, 33,5 g de K;HPO,4 e 1,5 g de Na;SOy4, e dissolver para ~800 mL de
solucdo em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C com KOH, perfazer o volume para 1000 mL e rotular.
Preparar 100 mL de meio YPD+Agar (1,5%) para fazer 4 placas:
Pesar 1,0 g de Yeast Extract (1%), 0,640 g de Peptona (0,64%), 2,0 g de Glucose e dissolver
tudo em ~90 mL de dgua destilada.
Acertar o pH a 7,0 e perfazer o volume para 100 mL. Adicionar o 3,0 g de Agar e rotular.
Plagquear antes de arrefecer.
14h — Preparar as solucdes que ndo podem ser autoclavadas.
12h-14h — Autoclavar as solucdes e o material.

15h-16h — Fazer 4 placas de meio YPD solido e esperar que arrefeca.

Solucgdes que ndo podem ser autoclavadas:
Solucédo Stock de Glutamina (2,5%):
- Pesar 2,0 g de Glutamina ¢ dissolver para =50 mL de solu¢do em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 60 mL e rotular.
Solucédo Stock de Glucose (18%, 1M):
- Pesar 1,8 g de Glucose e dissolver para =8 mL de solu¢do em 4gua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 10 mL e rotular.
Solucéo Stock de SDS (28,8%, 1M):
- Pesar 1,44 g de SDS, dissolver para 5 mL de solucdo em agua destilada e rotular.
Solucéo Stock de Tween 80 (0,3%):
- Pipetar 14,0 mL de Tween 80, dissolver para 50 mL em agua destilada e rotular.
Solucéo Stock de Oligoelementos (10x):
- Dissolver, para =800 mL de solu¢do em agua destilada, os sais nas seguintes quantidades:
NaCl - 30,00 g; CaCl,2H,0 - 0,0110 g; MgSO47H,0 - 0,3000 g; FeCl,4H,0 — 0,0210 g;
ZnCl, — 0,0100 g; CuCl;2H,0 — 0,0020 g; CoCl,6H,0 — 0,0100 g; NiCl,6H,0 — 0,0028 g;
MnCl,4H,0 — 0,0100 g; Na,SeO35H,0 — 0,0055 g; H3BO3; — 0,0010 g; Tiamina-HCI - 0,0100 g.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 1000 mL e rotular.
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Solucéo Stock de Ferro (10x):
- Pesar 0,1260 g de FeCl,4H,0 e dissolver para ~80 mL de solu¢do em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Solucéo Stock de Molibdénio (10x):
- Pesar 0,0020 g de Na;Mo0O,42H,0 e dissolver para ~80 mL de em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Solucéo Stock de Vanadio (10x):
- Pesar 0,0010 g de NaVOs e dissolver para ~80 mL de solugdo em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Solugéo Stock de Tungsténio (10x):
- Pesar 0,0027 g de Na,WO,42H,0 e dissolver para ~80 mL de em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Solugéo Stock de Zinco (10x):
- Pesar 0,0100 g de ZnCl; e dissolver para ~80 mL de solugdo em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Solucédo Stock de Aluminio (10x):
- Pesar 0,0100 g de AIK(SO4)212H,0 ¢ dissolver para ~80 mL em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL e rotular.
Acido Oleico
Hexadecano
- Esterilizar = 10 mL destas solucdes por filtragdo com seringa e filtros de poros com 45 pum.
17h-19h — (Antes de sair) Fazer riscados para as estirpes, pelo menos uma placa para cada. Colocar

as placas na estufa e registar a hora.

Segunda-Feira
9h — Trabalhar numa Camara de Fluxo Laminar. Registar a hora de inicio. Colocar todas as
solucdes a jeito e todo o material estéril e devidamente organizado:
- Solucdes descritas na Sexta-Feira
- MicroPipetas de 20, 100, 200 e 1000 pL (tudo a dobrar de preferéncia.
- Pontas respectivas para as pipetas
- Ansas de inoculagdo azuis (“grandes”) e brancas ou amarelas (calibradas de 1 pL).

- Gobelés grandes para material sujo e contaminado.
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- Duas Placas de BioScreen

- Tubos Eppendorf
- Adicionar os volumes das respectivas dilui¢cdes pela ordem descrita na Tabela.
- Depois das adi¢des (pogos com 300 uL), preparar as suspensdes para inocular a partir das placas:

- Preparar suspensoes das duas estirpes em eppendorfs com 1000 uLL de 4gua destilada, agitar

bem e medir os valores de ODggo COM ansas azuis.

- Diluir para 1 OD/mL noutro eppendorf em, pelo menos, 200 pL (ODsgysp).

- Inocular os pogos a partir do tubo de 1 OD/mL com ansas brancas, calibradas de 1 pL.

- Colocar as placas no BioScreen e por o ensaio a correr. As Condigdes de Ensaio serdo:
Temperatura — 30°C; Tempo de ensaio — 168 horas (1 Semana); pH — 7,0 ; Agitacdo — Maxima;
Intervalos de Medicgdo — 2 horas; OD/mL inicial de indculo — 0,003 U. A..

- Nefalémetros:

Material: 300 mL de meio YPD; Placas com as estirpes de Y. lipolytica; Pipetas de 20 mL; Ansas
de inoculacdo (estéreis); Pontas de 100, 200 e 1000 pL; MicroPipetas de 100, 200 e 1000 pL; 2
Erlenmeyers de 25 ou 50 mL; Espectrofotometro de Cuvettes; Cuvettes de plastico; 10
Nefalometros / Erlenmeyers de 100 mL; Estufa a 30°C com agitacdo a 160 rpm

Procedimento

Fazer rolhas de algod&o para os nefalometros e erlenmeyers.

Verificar o rigor das MicroPipetas.

Trabalhar na esterilidade com os meios contendo células.

Em cada registo de ODgqo, registar sempre a hora.

Serdo inoculados 4 nefalometros de cada vez com 20 mL cada, 2 para cada estirpe (RJ e W29).

Quarta-feira

Preparar as solucdes e o material de manhd para autoclavar, nomeadamente: 300 mL de meio YPD
(acertar o pH a 7,0), Erlenmeyers e/ou Nefalometros.

Autoclavar a tarde.

Preparar o indculo de cada estirpe, com 5 a 10 mL de meio YPD, as 19-20h.

Deixar durante a noite na estufa a 30°C com agitacdo a 160 rpm e registar a hora.
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Quinta-feira

Medir os valores de ODggo dos indculos em cuvette com uma diluicdo adequada, por volta das 8-9h,
e calcular o volume necessario para inocular os nefaldmetros com um ODgg inicial de 0,100.

Inocular os nefalémetros 1 com 20 mL de meio YPD, medir os valores de ODggo iniciais e registar
no quadro. Colocar na estufa e registar a hora (colocar também os erlenmeyers dos inculos).

Colocar 20 mL de meio YPD num nefalometros e colocar na estufa sem inoculacdo, para ser o
controlo.

Fazer medicBes de ODgoo de hora em hora para todos os nefalometros, até as 22h. Corrigir a
diluicdo (em cuvette) para valores de ODggo acima de 0,500.

Medir os valores de ODggo dos indculos em cuvette com uma diluicdo adequada por volta das 19h e
calcular o volume necessario para inocular os nefaldémetros com um ODggp inicial de 0,100.

Inocular os nefalometros 2 com esse volume calculado. Medir ODgoo inicial, por na estufa e

registar a hora.

Sexta-feira
Medir valores de ODgg de todos os nefaldémetros as 9h e continuar durante todo o dia de hora em
hora.
Acabar com as medi¢des por volta das 18h ou 19h.

Usar lixivia (ou outro método) para matar as células e limpar e arrumar o material.

No final do trabalho: os indculos 1 estardo ~14h e os 2 estardo =11h na incubagdo; os valores de
ODggo foram medidos durante =~12h de cada vez, em intervalos de tempo aproximadamente
regulares, e os nefalometros 1 terdo mais 14h que os 2 (aproximadamente); as medicdes foram
feitas durante dois dias inteiros (9h-22h).

O gréafico abaixo mostra os intervalos de tempo esperados das medi¢des em que se tém sempre

duplicados, excepto nos tempos onde ndo hé registos (a vermelho) por problemas do procedimento.

0 T T T T T T T T T
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
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- Analises por GC-MS:

Equipamento: As analises por cromatografia gasosa capilar foram efectuadas no sistema da
Agilent Technologies, constituido por um cromatégrafo gasoso (Agilent 6890 Series) equipado com
amostrador automatico (Agilent 7683) e injector de vaporizacdo de temperatura programada (PTV),
acoplado ao detector selectivo de massa (Agilent 5973N). Todos os dados registados e o controlo
instrumental foram efectuados a partir do software MSD ChemStation (G1701; versdo C.00.00;
Agilent Technologies). A coluna capilar utilizada foi Teknokroma TR-520232 TRB-5MS (27,6 m
x 0,25 mm I.D., 0,30 um dy).

Protocolo

O injector PTV foi seleccionado no modo de injecgdo “split (1/100)” (fluxo: 150 mL min™;
pressdo: 0,0 psi; purga: fluxo 60,0 mL min™, tempo 2 min. O volume de injeccdo foi 1 pL. A fase
movel utilizada foi hélio no modo de pressdo constante (19,58 psi). A temperatura do forno foi
programada desde 50 °C (2 min) até 280 °C (a 10 °C min™), mantendo-se isotérmica durante 3 min.

A temperatura da linha de transferéncia, fonte de ionizacdo e o quadrupdlo foram mantidos a
280 °C, 230 °C e 150 °C. Foi usada ionizacdo electronica (70 eV) numa gama de massa
compreendida entre 35 e 550 Da no modo de varrimento continuo, uma corrente de ionizacdo de

34,6 pwA e um potencial multiplicador de 1200 V.

- Seqgundo Bioscreen:

Sexta-Feira
9-12h — Preparar as solucdes para autoclavar ao inicio da tarde (apenas as termicamente estaveis e
gue a sua concentracdo ndo seja alterada):
Agua Destilada:
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C de = 1 L de &gua destilada e rotular.
Solucéo Stock de Peptona (10%):
- Pesar 1,0 g de Peptona, dissolver para 10 mL de solucdo em agua destilada e rotular.
Solucédo Stock de Fosfatos e Sulfato (10%):

- Verificar o pH a 30°C da solugéo anteriormente feita, ajustar a 7,0 com KOH e rotular.
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Preparar 100 mL de meio YPD+Agar (1,5%) para fazer 4 placas:
Pesar 1,0 g de Yeast Extract (1%), 0,640 g de Peptona (0,64%), 2,0 g de Glucose e dissolver
tudo em =~ 90 mL de agua destilada.
Acertar o pH a 7,0 e perfazer o volume para 100 mL. Adicionar o 3,0 g de Agar e rotular.
Plagquear antes de arrefecer.
12h-14h — Autoclavar as solucdes e 0 material.
15h — Fazer 4 placas de meio YPD solido e esperar que arrefeca.
14h — Preparar as solucgdes que ndo podem ser autoclavadas:
Solucédo Stock de Glutamina (3,33%, 3,33x):
- Pesar 2,0 g de Glutamina e dissolver para =~ 50 mL de solugdo em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 60 mL e rotular.
Solucédo Stock de Glucose (18%, 1M):
- Pesar 1,8 g de Glucose, dissolver para 10 mL de solucdo em agua destilada e rotular.
Solucéo Stock de SDS (0,3%):
- Através da solugdo anteriormente feita a 14,4%, retirar 208 puL e dissolver para 10 mL.
Solucédo Stock 1 de Tween 80 (0,8M):
- Pipetar um determinado volume de Tween 80 se diluir.
Solucédo Stock 2 de Tween 80 (0,3%):
- Pipetar 1,40 mL de Tween 80, dissolver para 5 mL em agua destilada e rotular.
Solucéo Stock de Ferro e Tiamina (20x):
- Dissolver 0,0021 g de FeCl,4H,0 e 0,0010 g de Tiamina-HCI (vit. B1) para ~ 40 mL de
solucdo em &gua destilada, acertar o pH a 7,0 a 30°C e perfazer o volume para 50 mL. Rotular e
guardar.
Solucédo Stock de Metais de Fundo (20x):
- Dissolver, para = 400 mL de solu¢do em dgua destilada, os seguintes sais nas respectivas
quantidades:
NaCl - 30,00 g; CaCl,2H,0 - 0,0110 g; MgSO47H,0 - 0,3000 g; ZnCl, — 0,0100 g;
CuCl,2H,0 - 0,0020 g; CoCl,6H,0 - 0,0100 g; NiCl,6H,0 — 0,0028 g;
MnCl,4H,0 - 0,0100 g; Na,SeO35H,0 — 0,0055 g; H3BO3 — 0,0010 g;
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C e perfazer o volume para 500 mL. Guardar em tubos “Falcon”.
Solucéo Stock de Oligoelementos (10x):

- Juntar iguais vol.s das sol.s Stock de Ferro e Tiamina (20x) e Stock de Metais de Fundo (20x).
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Solugdo Stock de Tungsténio (10x):
- Usar a solucdo previamente feita.
Acido Oleico Nonanol Decanol Undecanol  Dodecanol  Dodecano
Hexadecano Jet Al GasoOleo PT  Gasolina Isoctano
- Esterilizar = 10 mL dos compostos por filtracdo com seringa (50 mL) e filtros de 45 pwm de poro.
17h-19h — (Antes de sair) Fazer riscados para as estirpes, pelo menos uma placa para cada. Colocar
as placas na estufa e registar a hora.

Segunda-Feira
9h — Trabalhar numa Céamara de Fluxo Laminar. Registar a hora de inicio. Colocar todas as
solucdes a jeito e todo o material estéril e devidamente organizado:
- Solugdes feitas na Sexta-Feira
- MicroPipetas de 20, 100, 200 e 1000 pL (tudo a dobrar de preferéncia).
- Pontas respectivas para as pipetas
- Ansas de inoculacdo azuis (“grandes”) e 200 brancas ou amarelas (calibradas de 1 pL).
- Gobelés grandes para material sujo e contaminado.
- Duas Placas de BioScreen - Tubos Eppendorf
- Adicionar os volumes das respectivas diluicdes pela ordem descrita na respectiva Tabela.
- Depois de todas as adi¢des (pogos com 300 uL), preparar as suspensdes para inocular a partir das
placas:
- Preparar suspensoes das duas estirpes em eppendorfs com 1000 pL de agua destilada, agitar
bem e medir os valores de ODgyo COM ansas azuis.
- Diluir para 1 OD/mL noutro eppendorf em, pelo menos, 200 puL (ODsysp).
- Inocular os pocos a partir do tubo de 1 OD/mL com ansas brancas, calibradas de 1 pL.
- Colocar as placas no BioScreen e pdr o ensaio a correr. As Condicdes de Ensaio serdo:
Temperatura — 30°C; Tempo de ensaio — 168 horas (1 Semana); pH — 7,0 ; Agitacdo — Maxima;
Intervalos de Medicdo — 2 horas; OD/mL inicial de indculo — 0,003 U. A..
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- Terceiro Bioscreen:

Sexta-Feira
Manha — Preparar as solucGes para autoclavar ao inicio da tarde:
Agua Destilada e Solugio Stock de Fosfatos e Sulfato (10%)
Preparar 100 mL de meio YPD Liquido e Sélido (Agar a =2%) para fazer 4 placas:
Pesar 1,0 g de Yeast Extract (1%), 0,640 g de Peptona (0,64%), 2,0 g de Glucose e dissolver
tudo em = 90 mL de agua destilada.
Acertar o pH a 7,0 e perfazer o volume para 100 mL.
- Retirar 10 mL e esterilizar por filtragdo *.
- Distribuir o filtrado em 1 mL por 9 tubos eppendorf e inocular 4 para cada estirpe (1 é suplente)
Adicionar 1,8 g de Agar aos restantes 90 mL, rotular e autoclavar.
Guardar o meio solido em banho-maria a 50 °C e plaquear antes de arrefecer.
12h-14h — Autoclavar as solucdes. Plaquear o meio Sélido em 4 placas, depois de autoclavado, e
fazer riscados depois de arrefecer para as duas estirpes. Preparar as seguintes solucdes:
Solucéo Stock de Oligoelementos (10x):
- Juntar, em cada um de 2 tubos falcon de 15 mL estéreis, 5 mL de Stock de Metais de Fundo
(20x) com 5 mL de Stock de Ferro e Tiamina (20x) directamente por filtragem.
Solugdo Stock de Tungsténio (200 uM):
- Pesar 0,0066 g de Na,WO,42H,0 e dissolver para ~80 mL em agua destilada.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 100 mL em baldo volumétrico e rotular.
Solucédo Stock de Sulfato de Aménio (10x):
- Pesar 1,850 g de (NH4)2SO4 e dissolver para ~15 mL em agua destilada em proveta.
- Acertar 0 pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 20 mL e rotular.
Solucédo Stock de Cloreto de Amonio (10x):
- Pesar 1,498 g de NH4Cl e dissolver para ~15 mL em agua destilada em proveta.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 20 mL e rotular.
- Esterilizar as solugdes por filtracdo com seringa e filtros com 45 um de poro *.
Antes de sair — Ter a certeza que se inocularam os meios liquidos e solidos e que tudo esta

esterilizado e existe em suficiente quantidade. Colocar as placas na estufa e registar a hora.
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Segunda-Feira
9h — Preparar as suspensdes dos alcoois e verificar todo o Material e solucdes.
Suspensdes de Alcoois (10x):
- Juntar, em eppendorf estéril, 17,4 pL de 1-Nonanol com 982,6 puL de Agua Destilada.
- Juntar, em eppendorf estéril, 20,8 pL de 1-Undecanol com 979,2 pL de Agua Destilada.
- Juntar, em eppendorf estéril, 22,4 pL de 1-Dodecanol com 977,6 pL de Agua Destilada.
- Agitar vigorosamente no vértex o respectivo tubo a cada pipetagem.
Verificar que todas as Solucdes estao prontas e Esterilizadas:
- Solucdo de Oligoelementos (10x) _ ; - Tamp&o PO, + SO, (10x) _; - Agua Destilada Estéril _;
- Sulfato de Aménio (10x) _ ; - Cloreto de Amonio (10x) _ ; - Glutamina (10x) _; - Solucdo de

Tungsténio (200 uM) _; - Glucose (10x) _ ; - Hexadecano _; - Dodecano _ ;- Acido Oleico _;
- Tween 80 (0,3%, 10x) _ ; - Suspensdo de 1-Nonanol _ ; - Suspensdo de 1-Undecanol _ ;
- Suspensdo de 1-Dodecanol _; - Gasolina _; - Gasdleo _;-JET Al _ ;- Isoctano _

13h30 — Trabalhar numa Camara de Fluxo Laminar. Registar a hora de inicio.
- Colocar todas as solucdes a jeito e todo o material estéril e devidamente organizado:
- Solugdes descritas acima
- MicroPipetas de 20, 100, 200 e 1000 pL (tudo a dobrar de preferéncia) e respectivas pontas
- Ansas de inoculacao azuis (“grandes”) e 200 brancas ou amarelas (calibradas de 1 pL)
- 2 Placas de BioScreen
- Placas das estirpes e tubos eppendorf (pelo menos 4), e meios liquidos inoculados.

- Gobelés grandes para material sujo e contaminado

Adicionar os volumes das respectivas diluicGes pela ordem descrita na Tabela.

- Depois de todas as adigdes (pogos com 300 pL), preparar as suspensdes para inocular:

- Agitar bem e medir o valor de OD/mL das culturas liquidas.

- Caso sejam necessarias as culturas em placa, fazer suspensGes das duas estirpes em
eppendorf com 1000 puL de 4dgua destilada, agitar bem e medir os valores de ODggp COM
ansas azuis.

- Diluir entre 10 e 1 OD/mL noutro eppendorf em, pelo menos, 300 pL.

- Inocular os pogos a partir do tubo de 10 a I OD/mL com ansas brancas, calibradas de 1 pL.

Colocar as placas no BioScreen e pbr o ensaio a correr. As Condic¢des de Ensaio serdo:
Temperatura — 30°C; Tempo de ensaio — 168 horas (1 Semana); pH — 7,0 ; Agitacdo — Maxima;
Intervalos de Medicdo — 2 horas; OD/mL inicial de inéculo — 0,030 U. A..
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- Placas — Meios Sélidos:

9h30 — Preparar as solucGes e 0 material para a autoclave.
Agua Destilada, Solugdo Stock de Fosfatos e Sulfato (10%), 15 Tubos falcon de 50 mL, 13 Papeis de
Filtro numa placa de Petri e 10 Tubos eppendorf, tudo para autoclavar.
Solugéo Stock Agar (2x, 4%):
- Pesar 4,0 g de Agar e juntar agua destilada para 100 mL. Rotular e autoclavar. Manter a 50 °C
(liquido) até ser usado.
Solugéo Stock de Oligoelementos (10x):
- Juntar, num tubo falcon de 50 mL esteéril, 10 mL de Stock de Metais de Fundo (20x) com 10
mL de Stock de Ferro e Tiamina (20x) directamente por filtracao.
Solugéo Stock de Cloreto de Amonio (10x):
- Pesar 1,498 g de NH,Cl e dissolver para ~15 mL em agua destilada em proveta.
- Acertar o pH a 7,0 a 30°C, perfazer o volume para 20 mL, esterilizar por filtracéo e rotular.
- ESTERILIZAR TODAS as solugdes (na autoclave ou por filtragéo).

- Adicionar a Tubos “falcon” estéreis as quantidades (em mL) definidas no quadro abaixo:

(Vol.em mL) Controlo Glucose Gluc + Hxd Hexadecano Dodecano Acido Oleico

Oligoelementos 15 15 15 15 15 15

Tampéo P+S 15 15 15 15 15 15

Fonte de N 15 15 15 15 15 15

Glucose - 15 0,150

Agua 3,0 15 3,0 3,0 3,0 3,0
 PapeldeFiltro | . Agia  Agua Hexadecano Hexadecano ~  Dodecano Acido Oleico

(Vol. em mL) Gasolina Gas6leo Jet Al Isoctano Undecanol Dodecanol

Oligoelementos 15 15 15 15 15 15

Tampéo P+S 1,5 15 15 15 15 15

Fonte de N 1,5 15 15 15 15 15

Glucose

Agua 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
 PapeldeFiltro | Gasolina  Gastleo  JetAl lsoctano  Undecanol  Dodecanol

- Quando a autoclavar, adicionar 7,5 mL de Agar 4% liquido a cada meio e guardar no banho-
maria a 50°C.

- Adicionar 300 pL das fontes de carbono imisciveis (ou agua nos restantes casos) aos papeis de
filtro ja nas placas e plaquear os meios de seguida. Deixar 0s meios a secar.

- Preparar 3 suspensoes de cada estirpe, com 1, 0,1, e 0,01 OD/mL de concentracgdo celular. Inocular

0s meios como descrito na Figura 92 do relatério. Guardar as placas a 30°C o tempo necessario.
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Leveduras que Degradam Frac¢Oes Pesadas de Hidrocarbonetos

Projecto no ambito das Bolsas Universidade de Lisboa - Funda¢do Amadeu Dias 2008/2009

Resultados Anexos do Relatério

- Primeiro Bioscreen:
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(Continuacéo na pag. 49)
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Figura 1A — Curvas de crescimento das duas estirpes nos meios de OE com GIn e T8 como surfactante: a) Fonte de

carbono Gluc com mais ferro (Fe), zinco (Zn), tungsténio (W), molibdénio (Mo), vanadio (V) e aluminio (Al) e o meio

com glucose (Gluc) sem metais como referéncia; b) Fonte de carbono Gluc e Hxd (G+H) com mais ferro (Fe), zinco

(Zn), tungsténio (W), molibdénio (Mo), vanadio (V) e aluminio (Al) e o meio com G+H sem metais como referéncia; c)

Fonte de carbono Acido Oleico (AO) com mais ferro (Fe), zinco (Zn), tungsténio (W), molibdénio (Mo), vanadio (V) e

aluminio (Al) e 0 meio com AO sem metais como referéncia; e) Fonte de carbono SDS com mais ferro (Fe), zinco (Zn),

tungsténio (W), molibdénio (Mo), vanadio (V) e aluminio (Al) e 0 meio com SDS sem metais como referéncia. Com

Yeast Extract e Peptona (YP), com Oligoelementos e Peptona (OP), e com Oligoelementos e Glutamina (OG): d) fonte
de carbono Acido Oleico (AO); f) fonte de carbono SDS.
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- Seqgundo Bioscreen:
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Figura 2A — Curvas de crescimento das duas estirpes no meio de Oligoelementos com tampao fosfatos pH 7 e glutamina
como fonte de azoto: a) ensaios controlo (Ctrl) / brancos dos meios com Glucose (Gluc), Hexadecano (Hxd), 1-Nonanol,
Gasolina, Gasoleo, Jet Al e Isoctano (Isoc); b) curvas de crescimento com alcoois como fonte de carbono a 0,1M: 1-
Nonanol, 1-Decanol, 1-Undecanol e 1-Dodecanol.

50



- Terceiro Bioscreen:
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Figura 3A — Curvas de crescimento das duas estirpes no meio de Oligoelementos com tampéo fosfatos pH 7: a)

crescimento em Hexadecano com diferentes fontes de azoto (N), Cloreto de Aménio (Amoén-CL), Sulfato de Aménio

(Amon-SO4) e crescimento em Hexadecano com concentragdes crescentes de tungsténio (10,20,40,60,80,90 e 100uM

tungsténio); b) com Gasolina, Gas6leo, Jet Al (Jet), Isoctano (Isoc) como fontes de carbono com Amoén-CL e Amdn-
S04; ¢) com Dodecano (Dodec) em Amon-SO4 e Amén-CL e 1-Undecanol e 1-Dodecanol (0,01M) em Amon-CL.
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- Cromatogramas de GC:
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Cromatograma de Isoctano (2) e Hexadecano (3)
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