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RESUMO

A biomassa lignocelulésica é a matéria-prima renovavel mais abundante no
planeta e 0 seu maximo aproveitamento € fundamental para uma economia mais
sustentavel. Entre os desafios da sua utilizagcdo por microrganismos, estdo a assimilacdo
dos aclcares que a compdem e a tolerancia desses organismos aos compostos inibitorios
derivados das etapas de pré-tratamento e hidrdlise da lignocelulose. O acido acético € o
principal &cido liberado durante a despolimerizagdo da lignocelulose e exerce forte efeito
inibitério ao crescimento microbiano, consequentemente comprometendo seu
metabolismo e a producdo de compostos de interesse. O fator de transcricdo Haal
previamente descrito em Saccharomyces cerevisiae é o principal regulador da resposta
celular ao estresse fisioldgico causado pela presenca de acido acetico e portanto a sua
superexpressdo apresenta potencial para favorecer o desempenho de outras leveduras na
presenca desse inibidor. Neste trabalho, o desempenho de linhagens recombinantes de
Komagataella phaffii superexpressando o fator de transcricdo Haal homologo foi
avaliado na presenca de acido acético e hidrolisado lignocelulésico. Adicionalmente,
também foi avaliado o efeito da superexpressdo de Haal sobre a producdo de &cido
xilénico por K. phaffii. A superexpressdo de Haal conferiu a levedura maior tolerancia
ao acido acético entre 2 g-L*, 4 g-L™ e 6 g-L* reduzindo o tempo de destoxificacdo em
até seis horas e aumentando a producdo de biomassa pela levedura em até 20%. O efeito
da superexpressdao de Haal ndo demostrou, no entanto, efeito significativo na producgéo
de acido xilénico por K. phaffii quando essa foi cultivada em batelada alimentada com
glicose e xilose. Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia do fator de transcrigcdo
Haal no aumento da tolerancia de K. phaffii ao acido acético e abrem caminho para

melhorar o desempenho da levedura na producdo de acido xilénico.

Palavras-chave: Engenharia genética, Komagataella phaffii, Pichia pastoris, hidrolisado

lignocelulosico, inibidor, tolerancia, acido acético, xilose, acido xilénico, Haal.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is the most abundant renewable resource hence its
utilization is fundamental to achieving a sustainable economy. Two of the main
challenges in lignocellulose utilization by microorganisms are the efficient assimilation
of its sugars and microbial tolerance towards inhibitory molecules formed and released
during pretreatment and hydrolysis of the material. Acetic acid is the main acid released
by hemicellulose deacetylation and exerts strong inhibitory effect on microbial growth,
consequently hampering sugar assimilation and bioproducts yield. Transcriptional factor
Haal previously described in Saccharomyces cerevisiae is the main regulator of cellular
response to physiological stress caused by acetic acid and therefore its overexpression is
a potential strategy to improve yeast tolerance in the presence of such inhibitor. In this
work, the performance of recombinant Komagataella phaffii strains overexpressing
homologous Haal transcription factor was evaluated in the presence of acetic acid and
lignocellulosic hydrolysate. Additionally, the effect of Haal overexpression on xylonic
acid by K. phaffii was also evaluated. Haal overexpression allowed higher tolerance to
K. phaffii under 2 g-L?, 4 g-L™* and 6 g-L acetic acid reducing time for detoxification in
six hours and increasing biomass production in 20%. The effect of Haal overexpression
did not show significative improvement in xylonic acid production by K. phaffii when
this was cultivated in fed batch with glucose and xylose. Results demonstrate efficiency
of Haal overexpression towards acetic acid tolerance in K. phaffii and open possibilities

to enhance the yeast performance on xylonic acid production.

Keywords: Genetic engineering, Komagataella phaffii, Pichia pastoris, lignocellulosic

hydrolysate, inhibitor tolerance, xylose, acetic acid, xylonic acid, Haal.



LISTA DE ABREVIACOES

°C Graus Celsius

DNA Acido desoxirribonucleico

DO600nm Densidade Optica a 600nm

NADH Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NCBI: National Center for Biotechnology Information
pb Pares de bases

p/v peso/volume

RNA Acido ribonucleico

v/v volume/volume



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicao quimica de diferentes fontes de biomassa lignocelulésica .. 15
Tabela 2. Composicdo dos polissacarideos de diferentes fontes de biomassa
[IGNOCEIUIOSICA ... 17
Tabela 3. Composicdo quimica de hidrolisados lignoceluldsicos ap6s diferentes pré-
TFATAMEBNTOS ... e et e e e e e e s s e e e e e e e e e nnenees 20
Tabela 4. Linhagens de K. phaffii utilizadas neste trabalho.............cccccoocveviinennn. 34
Tabela 5. Reagentes utilizados no preparo da digestao do vetor pPGAPZB-XDH-HL.

Tabela 6. Média da producéo de biomassa, consumo de aglcar e consumo de acido
acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido acéticoa 0 g.L?e 2 g.L*
APO0S 8 NOTAS..... it 45
Tabela 7. Média da producéo de biomassa, consumo de aguicar e consumo de acido
acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido acéticoa 0 g.L?e 2 g.L*
APOS 24 NOTAS ... eeie ettt e et e e s e e e a et et e e aree e anes 45
Tabela 8. Média da producéo de biomassa, consumo de aguicar e consumo de acido
acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido acéticoa 0 g.L*%, 2 g.L?, 4
O.L €6 0.LaPOS 8 NOKAS......c.ocveveeeeeteceeeceecete ettt 49
Tabela 9. Média da producéo de biomassa, consumo de acguicar e consumo de acido

acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido acéticoa 0 g.L*%, 2 g.L?, 4

O.L €6 0L APOS 24 NOTAS ......ocveveeeeeeceeeeeeeete ettt 49
Tabela 10. Producédo e rendimento de acido xilénico pelas linhagens K. phaffii apos
T2 NOTAS ..t ettt be b 53

Tabela 11. Producéo de &cido xilénico pelas linhagens de K. phaffii em biorreator
em diferentes intervalos de tEMPO........ccceiiiiii i 56
Tabela 12. Producéo e rendimento de acido xilonico pelas linhagens de K. phaffii em

hidrolisado apls 72 NOFAS .........ccoiviiiiie e e 59



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Producao anual de etanol por paises ou regiGes de 2007 a 2020 em bilhGes

0B AIDES ... 12
Figura 2. Principais fontes de biomassa lignocelulGsica ............ccccoviieiiiiiiniinnenn. 13
Figura 3. Representacio da organizacdo da parede celular vegetal ....................... 14
Figura 4. Principais acucares constituintes da hemicelulose. Fonte: autor. ............. 14

Figura 5. Esquema dos processos béasicos de uma biorrefinaria desde a biomassa

lignoceluldsica até seus produtos fINAIS .........c.coveiieriiiiie e, 16
Figura 6. Compostos inibitorios presentes no hidrolisado lignocelulésico.............. 19
Figura 7. Efeitos inibitdrios do acimulo de &cidos organicos na célula.................. 21

Figura 8. Esquema simplificado do catabolismo de xilose em microrganismos ..... 25

Figura 9. Plasmideo para superexpressao de Haal em K. phaffii.............cccoceeenen. 33
Figura 10. Plasmideo para superexpressdo de XDH em K. phaffii ...........cccocoeeeinen. 35
Figura 11. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haal na presenca de
acido acético a0 g.L?, 2 0. L1 @B QL™ i 44
Figura 12. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haal na presenca de
acido acéticoa0g.L™?, 2 9. L, 40.L @6 0. Lt 47

Figura 13. Consumo de acido acético pelas linhagens de K. phaffii superexpressando
Haal na presenca do inibidor a2 g.L ™, 4g.L e 6 gL, 48
Figura 14. Producéo de &cido xilénico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-Haal
APOS 24 NOFaS € 48 NOTAS ......vvveeciiie et e e 51
Figura 15. Producéo de acido xilénico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-HL e
X33-XDH-Haal apds 24, 48 € T2 NOIaS .......c.ccoiuveeiiie e 52
Figura 16. Producéo de acido xilénico pelas linhagens de K. phaffii em meio mineral
gl o1 [o] g =T L (o] SRR PT ORI 54
Figura 17. Producao de acido xilénico pelas linhagens de K. phaffii na presenca de
0] To L o] 11Y=To o PSP RTRPPRUPRS 58
Figura 18. Perfil das linhagens de K. phaffii na presenca de hidrolisado

lignocelulGsico €M DIOFTEALON .........ocooiiiice e 60



SUMARIO

Lo INEFOTUGED ...t 11
1.1. Biomassa COMO MAtEria-PriMa.........cccouerueiuerieniieniieieaie e siee e seeseeas 11
1.2.  Biomassa lIgNOCEIUIOSICA ..........ueiueeiiiiiieie e 11

1.2.1.  Estrutura da biomassa lignocelulOSiCa ...........couerierieniiiciiciieiie e, 13
1.2.3. Pré-tratamento e hidrélise da biomassa lignocelul6sica.............cccoeveennee. 15
1.3. Desafios na utilizacdo de biomassa lignoceluldsica ............cccocevoviieiiciinnns, 17

1.3.1. Tolerdncia a compostos inibitorios presentes em hidrolisado

[IGNOCEIUIOSICO ... e 17
1.3.1.2. O fator de transcriGio Haal...........ccooieiiiieiiieiie e 22
1.3.2.  Metabolismo de Xil0Se ..........ccoiiiiiiii 24
1.3.2.1.  Producéo de biocompostos a partir de Xilose ..........ccccevvieiiiiiiennnne 24

1.4. A levedura Komagataella phaffii ..........ccccooveiiiiiiiiic e 27

N O o] 11 1Yo 1RSSR 29
2.1, ODJEtIVO GEral......ccoiiieeiiii et 29
2.2, ODbjetivos €SPECITICOS ....c.vvieiiiii i 29

3. Material € MELOUOS........ciueeiieiiii et 30
TN T |V Tor o] o=V 1] 110 OSSPSR 30
3.2.  Meios de cultura @ SOIUGOES. ......ccvveeeiiiieeiiie et 30
3.3.  Avaliacao da superexpressdo do fator Haal em K. phaffii ..........ccccceevevneennn. 33

3.3.1. Construcdo das linhagens de K. phaffii superexpressando o fator Haal .. 33

3.3.2. Avaliacdo do efeito da superexpressdo do fator Haal em K. phaffii na

Presenca de ACIAO ACELICO .....vvviivii et 34

3.4. Construcdo de linhagem de K. phaffii produtora de 4acido xil6nico

superexpressando o fator de transcricdo Haal...........ccccocovveeiiee e 35
3.4.1. Propagacao do vetor em E. COli........cccevviviiiiiiiiic e, 35
3.4.2. Extracdo do DNA plasmidial ...........cccoiiiiiiiiiiiiiee e 36
3.4.3. Linearizagdo do DNA plasmidial ...........cccccooiiiiiiiin e, 36



4.

3.4.4.  Precipitacdo do DNA plasmidial ...........cccooiiiiiiiiiiiiiic e 37
3.4.5. Transformacdo de pGAPZB-XDH-HL em K. phaffii.......cc..cccccoeviinnnnnnn. 37

3.4.6. Confirmagao da produgdo de &cido xil6nico nas linhagens recombinantes

de K. phaffii superexpressando 0 fator Haal ............ccccccevvveiiiiesiie e 38

3.4.7. Avaliacgdo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producao
o [=RE Yol o [0 1D q o] T (oo USSP PRSPPI 38

3.4.8. Avaliacdo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producao
de acido XilOniCo €M DIOITEALON ........cvveivieeieecie e 39

3.4.9. Avaliacdo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producao

de &cido xilonico na presenca de hidrolisado lignocelulGsico...........cccccvvevvieennee. 40

3.4.10.  Avaliacéo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producao

de &cido xilonico na presenca de hidrolisado lignocelul6sico em biorreator ......... 41
3.4.11.  Determinacgdo de biomassa celular.............ccccooveeviieiiiie e 41
3.4.12.  Quantificacdo de metabOlitos.........cccovvveiiiie i 42
RESUITAOOS ...ttt 43

4.1. Desempenho de K. phaffii superexpressando Haal na presenca de &cido acetico

43

4.2. Efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de acido xilénico

50

4.2.1. Construcdo de linhagens de K. phaffii produtoras de é&cido xildnico

superexpressando o fator de transcricdo Haal............cccceovveevieeeiiie e 50
4.2.2. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producéo de &cido xildnico. 50

4.2.3. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producéo de acido xilénico em

DO T RALON <. e 53

4.2.4. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producédo de acido xildénico na

presenca de hidrolisado lignocelulOSiCOo...........covvviiiiiiiiie e 56

4.2.5. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producéo de acido xildénico na

presenca de hidrolisado lignoceluldsico em biorreator ............cccoovvevveiiieiineiinnn, 59

DESCUSSAD - eeev ettt ettt et et e ettt e e e e et e e e et e e e et e e e e e ee e e eeeeneeeerenaaearenns 61



6.
7.

8.

Conclusoes.
Perspectivas

Bibliografia

10



1. Introducéo

1.1. Biomassa como matéria-prima

A utilizacdo de recursos renovaveis, isto €, recursos capazes de se regenerarem a
curto prazo, representa uma alternativa mais sustentavel para o meio ambiente e também
para a economia internacional (Fatma et al. 2018). Somente no ano de 2020, a demanda
global por energia cresceu em 3%, fazendo com que a parcela de energia renovavel na
matriz energética mundial saltasse de 27% em 2019 para 29% (Stichnothe et al. 2020).
Tendo em vista a substituicdo de materiais fosseis para geracao de energia e combustiveis,
a biomassa vegetal — matéria organica proveniente de plantas — destaca-se como um dos
recursos bioldgicos mais abundantes no planeta, com uma producéo anual estimada em
170 bilhdes de toneladas (Chandel et al. 2020). Diferentemente dos combustiveis fosseis,
que reintroduzem na atmosfera toneladas de carbono antes enterradas sob a superficie
terrestre (van Maris et al. 2006), a biomassa de plantas € um material naturalmente
biodegradavel e sua utilizacdo libera na atmosfera a mesma quantidade de carbono

outrora fixada pela propria planta (Puppan 2001).

Entre os biocombustiveis gerados a partir de biomassa, destacam-se os alcoois
(etanol, metanol, butanol), o biodiesel e o biogas. O etanol de primeira geracdo é
produzido a partir dos agUcares extraidos de vegetais ricos em sacarose (cana-de-acucar,
beterraba) ou amido (milho, trigo, arroz) por microrganismos fermentadores (Nielsen et
al. 2013; Zabed et al. 2017). A combustao de bioetanol a partir do milho, bastante comum
nos Estados Unidos, libera até 50% menos gases de efeito estufa comparada a combustéo
de gasolina comum (Scully et al. 2021). Segundo dados de 2021 da Agéncia Internacional
de Energia Renovavel (IRENA), o Brasil € um dos paises com a maior capacidade de
geracdo de biocombustiveis e bioenergia. Juntos, os Estados Unidos e o Brasil lideram a

producdo mundial de biocombustiveis (Figura 1).

1.2. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é o principal componente estrutural das plantas,
também chamada de matéria seca (“dry matter). Suas principais fontes sdo residuos de
colheitas agricolas — plantagGes ndo florestais, em especial o bagago-de-cana, residuos

florestais — galhos, folhas e fragmentos provenientes da coleta de arbustos e gramineas —
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e lixo orgénico urbano (Zabed et al. 2017), como ilustrado na Figura 2. Além de ser um
recurso extremamente abundante no planeta, a utilizacdo de biomassa lignocelulésica
como matéria-prima dispensa 0 aumento de &reas de plantio e ndo oferece competicao
com a producdo de alimentos (Brethauer e Studer 2015). O aproveitamento de residuos
de biomassa vegetal também favorece o funcionamento da economia circular, cujo
fundamento € o reaproveitamento, de forma a diminuir a geracdo de novos residuos e a
liberagdo de carbono na atmosfera, evitando o uso de recursos naturais até a sua escassez
(Galvéo et al. 2018).

Produgdo global de etanol por pais ou regido
35
30
25

20

} II

Bilhdes de galdes

B B B

) = = m m = m= @ H = = B = EH W
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

M Estados Unidos Brasil M Unido Europeia H China I Canada W Outros paises

Figura 1. Producéo anual de etanol por paises ou regides de 2007 a 2020 em bilhdes
de galGes. Fonte: Alternative Fuels Data Center (2021).

Além de biocombustiveis, a biomassa lignoceluldsica pode ser empregada para a
geracdo de outros compostos quimicos, como alcoois (como xilitol, arabinitol e sorbitol),
precursores de biopolimeros (&cido acrilico, acido polilatico, polihidroxialcanoato,
etilenoglicol, n-butanol, &cido tereftalico, entre outros), e &cidos organicos (como acido
succinico, acido malico, acido levulinico, &cido sacarico, &cido itacdnico, acido latico e
acido xilénico) com aplicacbes em diversas industrias, desde a quimica, civil e de

materiais até a cosmética e farmacéutica (Stichnothe et al. 2020; Braga et al. 2021).
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BAGACO DE CANA | |RESIDUOS FLORESTAIS | [RESIDUOS DE COLHEITA LIXO ORGANICO

])‘ i E' “

Bagago gerado Fragmentos gerados Restos Lixo organico

a partir da colheita por madeireiras apos de plantagdes doméstico
de cana-de-agucar a extragdo de arbustos apds a colheita ¢ urbano

Figura 2. Principais fontes de biomassa lignoceluldsica. Imagens retiradas de
repositério virtual livre de direitos autorais.

1.2.1. Estrutura da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelul6sica é composta basicamente por polimeros de celulose
(38-50%) e hemicelulose (23-32%) e pela macromolécula lignina (15-25%) (Chandel et
al. 2020) como representado na Figura 3. Esses polimeros se encontram firmemente
entrelacados, 0 que garante a estabilidade da parede celular vegetal e a resisténcia da
planta contra danos mecanicos, também dificultando o acesso de microrganismos e
enzimas (Liu et al. 2019).

A porcdo celulésica é um polissacarideo homogéneo linear formado por cadeias
de mondmeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. Sua disposic¢ao
em cadeias lineares firmemente conectadas por pontes de hidrogénio tornam essa porcao

bastante resistente e recalcitrante, ou seja, de dificil despolimerizacdo (Gupta et al. 2019).

A hemicelulose ¢ um polimero heterogéneo composto por cadeias ramificadas
contendo hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose)
e acidos uronicos (acido D-glicurbnico e acido D-galacturénico) (Girio et al. 2010),
podendo haver também ramificagdes laterais de grupos metil, feruloil e acetil (Hofte e
Voxeur 2017). Devido a sua estrutura ramificada e heterogénea, a hemicelulose ndo se
dispGe em conformagdo cristalina como a celulose, sendo portanto menos recalcitrante
(Chen et al. 2017). Os principais acUcares constituintes da hemicelulose estdo
representados na Figura 4.
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Figura 3. Representacdo da organizacdo da parede celular vegetal. A complexa
estrutura tridimensional da parede é disposta em macrofibrilas compostas por
microfibrilas de celulose, hemicelulose e lignina. Fonte: autor.

A lignina é uma estrutura complexa e amorfa, formada por trés alcoois de
fenilpropandides (p-cumarilico, guaiacilico e sinapilico) unidos por ligacdes covalentes

do tipo éter e carbono-carbono (Li et al. 2015).

CHZOH CH20H CHZOH

o on 20” OH o
OH o OH ?
OH OH OH
OH

D-Glicose = D-Galactose D-Manose D-Xllose L-arabinose

Figura 4. Principais agucares constituintes da hemicelulose. Fonte: autor.

A proporcéo de cada polimero que compde a lignocelulose pode variar bastante a
depender da taxonomia vegetal, das condi¢bes de plantio e dos nutrientes presentes no
solo (Hofte e Voxeur 2017; Galvéo et al. 2018; Liu et al. 2019; Zhou et al. 2021). Por
exemplo, em arbustos, a lignina compde até 30% da massa vegetal, enquanto em
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gramineas, esse valor cai para menos de 20% (Li et al. 2015; Kim 2018), como

exemplificado na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica de diferentes fontes de biomassa lignocelulésica.
Adaptado de Kim (2018).

Biomassa Celulose  Hemicelulose  Lignina Referéncia
Bagaco de cana 43,1% 31,1% 11,4% Martin et al. 2007
Palha de milho 37% 22,7% 18,6% Kim et al. 2016
Fibra de milho 14,3% 16,8% 8,4% Mosier 2005
Palha de arroz 31,1% 22,3% 13,3% Chen et al. 2011

Madeira de 43.8% 6,3% 28,3% Du et al. 2010
coniferas
Capim (Poaceae) 39,5% 20,3% 17,8% Lietal. 2010

1.2.3. Pré-tratamento e hidrdlise da biomassa lignoceluldsica

Como consequéncia da sua estrutura complexa e alta recalcitrancia, a biomassa
lignocelulosica precisa ser submetida a etapas de pré-tratamento antes que os agucares
possam ser convertidos em biocombustiveis e outros compostos quimicos (Gilna et al.
2017; Baruah et al. 2018; Seibert-Ludwig et al. 2019). De maneira geral, a biomassa é
primeiramente submetida a um fracionamento fisico como moagem, calor ou irradiacéo.
O material segue entdo para tratamentos biologicos, fisicos e/ou quimicos que separam
as fracOes de celulose, hemicelulose e lignina (Zabed et al. 2017). Entre os tratamentos
quimicos mais comuns estdo a solubilizacdo — ou deslignificacdo — da biomassa com o
uso de meio alcalino, solventes organicos (“organosolv”) e solugdes idnicas. Um método
fisico-quimico bastante integrado em biorrefinarias € a explosdo a vapor de agua, que é
eficiente por combinar alta temperatura e pressdo permitindo a separacao das fibras pela
agitacdo e escape das moléculas de dgua no material (Singh et al. 2015; Baruah et al.
2018).
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Apos a separacdo das fracBes de lignina, celulose e hemicelulose, estes ultimos
seguem para a etapa de hidrdlise que tem como objetivo a separacéo dos polissacarideos
constituintes em mondmeros e oligbmeros de aglcares. Esta etapa pode ser feita com a
adicdo de &cidos, bases, ou ainda pela agdo enzimatica de celulases e hemicelulases
(Brethauer e Studer 2015; Baruah et al. 2018). Os principais processos de refinamento da
biomassa lignocelulésica estdo esquematizados na Figura 5.

A >
3 [PréTratamentm] [ Fracoes } [ Conversiao [ Intermediarios ] [ Produtos }
= f
= . .
g Celulose Bl ]?:I(J_ctannl.‘ ?lc_oms,
= Fracionamento o 4cidos organicos,
2 : Hidrolise hidrocarbonetos,
= | K Solubilizagdo . EiomEes aminoacidos,
2 [ > Hemicelulose g vitaminas, etc.
i Organosolv. pentoses
g
- A Y
P Explosdo a vapor __ Despolimetisac Compostos Fenois. aldeidos,
Lignma espolimeriza¢ao Foiifess olimeros, fibras, etc.
A\ J \ J

Figura 5. Esquema dos processos basicos de uma biorrefinaria desde a biomassa
lignoceluldsica até seus produtos finais. A biomassa é fracionada e exposta a
tratamentos que separam as fracdes de celulose, hemicelulose e lignina. As fragdes ricas
em carboidratos seguem entéo para hidrolise para a disponibilizacdo dos acucares. Fonte:
autor.

O liquido rico em acucares resultante da hidrolise é chamado hidrolisado
lignocelulosico e contém uma mistura de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose,
manose, galactose) em sua forma monomérica ou em pequenas cadeias (xilana, arabinana,
glucana, manana e galactana) e poderdo finalmente ser utilizadas como substrato por
microrganismos para a producao de diferentes biocompostos (Zabed et al. 2017; Kohli et

al. 2019; Liu et al. 2019; Stichnothe et al. 2020).

Além de diferentes proporcoes de celulose, hemicelulose e lignina, diferentes
fontes de biomassa lignoceluldsica também podem conter diferentes proporcdes de

acucares na composicdo da hemicelulose, como exemplificado na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicdo dos polissacarideos de diferentes fontes de biomassa

lignoceluldsica. Os valores estdo representados em g / 100 g de matéria organica seca.

Adaptado de Almeida et al. (2011).

Biomassa Glucana Manana Galactana Xilana Arabinana  Referéncia
Bagaco-de-cana 43,3 n.d. n.d. 24,3 2,0 Cglr .r:;scc):foet
Pa;r:efﬁ: 2;2“0 36,1 18 25 21,4 35 Ohgzrgg;’t al.
Palr;?aﬂzr?;ilho 36.8 0.3 2.9 222 5.5 Ohg;gra;zt al.
Palha de trigo 41,2 n.d. n.d. 26,1* - Raé|r_nggfoet
Capim (Poaceae) 34,2 0,5 1,5 23,3 2,0 Fa%%it)al.

n.d.: ndo determinado; *: inclui arabinana.

1.3. Desafios na utilizacdo de biomassa lignocelulésica

A producdo de biocompostos a nivel comercializavel a partir de biomassa
lignocelulosica requer microrganismos capazes de (1) tolerar a presenca de compostos

inibitdrios no hidrolisado e ( 11 ) metabolizar tanto pentoses quanto hexoses.

1.3.1. Tolerancia a compostos inibitérios presentes em hidrolisado lignocelulésico

Durante as etapas de pré-tratamento e hidrolise da biomassa lignoceluldsica
descritas anteriormente, além da liberacdo dos acuUcares constituintes da celulose e
hemicelulose, também sdo formados ou liberados no hidrolisado compostos que afetam
negativamente o crescimento microbiano e impactam na sua atividade, sendo
considerados assim compostos inibitorios aos microrganismos fermentadores (Almeida
et al. 2011; Kim 2018).

Os compostos inibitérios mais comuns podem ser classificados em trés grandes
grupos: furaldeidos — como 2-furaldeido (furfural) e 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF),
acidos organicos — como acido acético, acido férmico e acido levulinico — e compostos
fenodlicos — como vanilina, siringaldeido, coniferil aldeido e outros (Kim 2018). A

formacdo e concentracdo desses compostos depende da fonte de biomassa, do pré-
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tratamento utilizado (fisico, &cido, béasico, hidrotérmico, solvente, bioldgico) e da
severidade dos métodos (temperatura, pressao, pH, reatividade) (Kim 2018), como

exemplificado na Tabela 3.

Furfural e HMF s&o formados pela desidratagdo das pentoses e hexoses
respectivamente (Figura 6). Durante a sua formacgédo, uma fracdo desses compostos pode
ainda ser decomposta em acidos organicos como acido férmico e acido levulinico (Hayes
et al. 2005; Almeida et al. 2007). Uma vez dentro das células, estes compostos geram
espécies reativas de oxigénio (ROS) que se acumulam no citoplasma, causando danos a
membrana plasmatica, organelas e a molécula de DNA (Allen et al. 2010). Além disso, a
conversdo de furfural e HMF a compostos menos toxicos pela prépria célula, como alcool
furfurilico e acido furoico, gera desbalanco redox devido a alta demanda de NAD(P)H e
formacgdo de NAD(P)+, o que acarreta a inibicdo do fluxo metabdlico e da sintese
proteica, consequentemente diminuindo o metabolismo respiratorio, causando o
prolongamento da fase lag de crescimento celular e também a diminui¢do do metabolismo
fermentativo (Horvath et al. 2003; Almeida et al. 2011).

Compostos fenolicos sdo gerados pela quebra de lignina (Almeida et al. 2007).
Alguns desses compostos, como &cido ferulico e vanilina podem ter efeito tdxico as
células, causando perda da integridade da membrana plasmatica, impedindo seu
funcionamento como barreira seletiva e o transporte de agucar para o interior da célula,
dentre outras fung¢ées (Kim 2018). Devido ao seu baixo peso molecular, esses compostos
adentram facilmente a célula e podem danificar também estruturas internas e 0 DNA.
Como consequéncia, pode ocorrer a inibicdo da formacdo de RNA e sintese proteica
(Klinke et al. 2004; Jonsson e Martin 2016; Kim 2018; Fletcher e Baetz 2020).

O é&cido acético € um acido organico lipofilico classificado como &cido fraco,
assim como o &cido levulinico e o acido formico. Acidos fracos sio assim classificados
por sua caracteristica de facil dissociacdo. A forca de um 4acido é descrita pela sua
constante de acidez (Ka) expressa pelo negativo do seu logaritmo (pKA), que significa o
valor de pH no qual a concentracao de sua forma dissociada e ndo dissociada serdo iguais.
O pKa do acido acético é 4,75 a temperatura ambiente (25°C). Valores de pH abaixo
desse valor acarretam a predominancia da sua forma ndo dissociada, que também devido
ao seu baixo pelo molecular, adentra facilmente as células por difusdo passiva ou

facilitada através da membrana plasmatica (Mira et al. 2010a).

18



Celulose Hemicelulose Lignina (15 -25%)
(38-50%) (23-32%) e
CH,0H CH,0H CH,0H
0, 0, OH)/—0_OH
OH D e OH OH
OH OH OH OH
OH OH OH
Glicose Glicose Galactose
CH,0H
: o | Desacetilagéo |
OH O :
Desidratacao
de hexoses OH OH v
Manose o)
\/
) Acido acético

Hidroximetilfurfural

fo) O
OH s :
OH OH
\/

OH
OH
Xilose Arabinose 7
- 49
Desidratacao Compostos
v de pentoses fendlicos
0 R :
HC A~ A L Y o
W > TOH H” SOH
) P 0, 4
Acido Acido \_/
lewlinico formico Furfural

Figura 6. Compostos inibitorios presentes no hidrolisado lignocelulésico. Os
furaldeidos sdo formados pela desidratacdo de hexoses (HMF) e pentoses (furfural) e
podem ser decompostos em &cido levulinico e acido formico. O acido acético € liberado
a partir da desacetilacdo dos carboidratos que acontece durante a hidrolise da
hemicelulose. Compostos fenolicos sdo provenientes da solubilizacdo da lignina.
Adaptado de Almeida et al. (2007).

Uma vez no citosol, em pH préximo ao neutro, sua molécula é dissociada
liberando prétons H* e seus correspondentes anions (Figura 7), que se acumulam no
citosol e causam a acidificacdo do pH intracelular (Guldfeldt e Arneborg 1998; Fernandes
et al. 2005).
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Tabela 3. Composi¢ao quimica de hidrolisados lignocelulésicos apés diferentes pré-tratamentos.

Biomassa Pré- Composicéo Compostos inibitorios (g.L™?)
solida ~ tratamento  Glucana Xilana Arabinana Lignina Acido acético Furanos Fendis Referéncias
Bagaco \idrotermal  37,5%  22,6% 1,4% 25,3% 1,1-3,4 0,5-5,1 1424  Michelinet
de cana al. 2016
Palha de . 181-246 Kim et al.
0, 0, 0, - -
milho Hidrotermal 37% 22,7% n.d. 18,6% 2,0-2,8 0,74-8,37 AU 2016
Mapl . Kim et al.
VAP idrotermal  40,9%  14,7% 0% 29,1% 13,1 4,1 13 meta
(arvore) 2011
Cavaco  TXPIOSE0 g 4 15,0% 1,2% 26,4% 75 0532 - Sassner et
a vapor al. 2008
Palhade  Explosto 55606 20,1% 3,3% 26,5% 0,04-1,01 0,16-2,14 nd ~ Hndeetal
trigo a vapor 2008
Bagaco 5)\(/?05:12 Morais
gag Vapo 71 gLt 80,6 g.L* n.d, n.d, 19,62 2,56 n.d. Junior et al.
de cana hidrolise
L . 2019
acida

n.d.: ndo determinado; AU*: unidade de absorbancia (280nm).
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Figura 7. Efeitos inibitérios do acimulo de acidos organicos na célula. Os acidos
organicos (aqui representados pela formula “RCOOH”) permeiam facilmente pela
membrana celular e rapidamente se dissociam no citosol devido a diferenca de pH. O
acumulo de prétons é compensado pela célula pela atividade da bomba de protons Pmal
ATPase, causando a deplecdo de ATP celular e a consequente diminuicao de atividades
essenciais, como a divisdo celular e a sintese proteica, e atividade enzimatica de
hexoquinase (HXK) e fosfofrutoquinase (PFK). Fonte: autor.

A acidificacdo do citosol causada pela dissociacao do acido acético e acimulo de
prétons H* causa desbalanco no gradiente de prétons da membrana plasmatica, prejudica
a sintese de DNA e RNA e inibe o funcionamento de enzimas essenciais ao metabolismo
de carbono, como a hexoquinase e a fosfofrutoquinase (Figura 7), consequentemente
prejudicando a producdo de biomassa (Pampulha e Loureiro-Dias 1990; Mira et al.
2010a). Na tentativa de restabelecer o pH intracelular, a levedura responde ao estresse
estimulando a atividade de bomba de prétons H*-ATPase (PM-H*-ATPase) Pmal (Figura

7), que promove a extrusao de prétons H* com gasto de energia obtida pela hidrolise de

21



ATP (Carmelo et al. 1997). Esta resposta celular € observada ndo apenas na presenca de
acido acético mas também de outros acidos fracos que se dissociam pela membrana
celular, como &cido sérbico (Holyoak et al. 1996), &cido céprico (Alexandre et al. 1996)
e succinico (Carmelo et al. 1997). Analises gendmicas também indicam que a ativacgdo de
bomba de prétons H*-ATPase de membrana vacuolar, V-ATPase, também é essencial
para o restabelecimento da homeostase dentro da célula em resposta a &cidos fracos uma

vez que contribui para a realocacgdo de prétons H* (Carmelo et al. 1997; Mira et al. 2010a).

Como consequéncia da atividade de H*-ATPase, acontece a deplecdo de ATP, o
que compromete o funcionamento do metabolismo celular (Pampulha e Loureiro-Dias
1990). Além disso, a acidificacdo do citosol também promove impacto na organizagdo
dos lipidios que constituem a membrana plasmatica, impedindo o funcionamento de suas
proteinas e portanto sua capacidade de permeabilizacdo seletiva. 1sso permite a difusdo
passiva de prétons e pequenas moléculas presentes no meio externo para o interior da
célula, intensificando o desequilibrio de pH causado pelo acimulo de acido no citosol.
(Piper et al. 2001; Fernandes et al. 2005).

Os efeitos inibitdrios causados pelo &cido acético e outros acidos fracos, e pela
resposta celular ao estresse, levam o crescimento celular da levedura a uma fase de
laténcia, proporcional ao estresse causado (Mira et al. 2010a; Palma et al. 2018; Ndukwe
et al. 2020).

Estratégias de adaptacdo e melhoramento genético tém sido desenvolvidas a fim
de aumentar a tolerancia microbiana aos compostos inibitérios presentes em hidrolisado
lignocelulosico. Ferramentas de screening de DNA, RNAs, proteinas e metabolitos
(metagenoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma, respectivamente) possibilitaram a
identificacdo de genes envolvidos na resposta adaptativa de microrganismos. Dessa
forma, diversos trabalhos foram desenvolvidos com a construcdo de linhagens de
microrganismos tolerantes utilizadas em processos biotecnoldgicos a partir de biomassa
lignocelulosica (Wang et al. 2018; Kim 2018).

1.3.1.2. O fator de transcricdo Haal

O metabolismo microbiano pode ser redirecionado em resposta a compostos
inibitorios através da expressao génica induzindo atividades de detoxificacdo (Petersson
et al. 2006; Almeida et al. 2009; Mira et al. 2010b; Brandt et al. 2019). Vias regulatorias
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da resposta celular ao estresse causado por acidos fracos dependentes de fatores de
transcricdo foram identificadas, entre eles, Haal (Fernandes et al. 2005; Mira et al.
2010b), Rim101 (Mira et al. 2009), Msn2/Msn4 (Schuller et al. 2004) e Warl (Kren et al.
2003; Schdiller et al. 2004). O fator de transcricdo Haal foi inicialmente incluido na
familia de fatores de transcricdo de fungos regulados por cobre, que inclui outros fatores
como Acel e Macl em S. cerevisiae, Amtl em Candida glabrata e Cufl em
Schizosaccharomyces pombe. Porém, diferentemente desses, a atividade do fator Haal
ndo depende da concentracdo de cobre na célula (Keller et al. 2001; Rutherford et al.
2004).

Em ensaios com S. cerevisiae, a expressdo de Haal reduziu a duracdo da fase de
adaptacdo das células expostas a concentragdes toxicas de acido acético, reduzindo a
perda da viabilidade celular causada por este inibidor (Fernandes et al. 2005). O
mapeamento de genes transcritos pela levedura na presenca de diferentes acidos de cadeia
curta revelou que o fator Haal esta envolvido na expressdo de mais de 80% dos genes
relacionados a resposta celular a presenca de acido acético (Mira et al. 2011). Esses genes
estdo relacionados a diversas fungdes como o metabolismo de nutrientes (carboidratos,
lipidios, aminoéacidos), processamento de &cidos nucleicos, transporte multidrug
resistance (MDR), modificacdes na parede celular, dobramento de proteinas, entre outros
(Keller et al. 2001; Fernandes et al. 2005; Simdes et al. 2006; Abbott et al. 2008; Mira et
al. 2010). Entre eles, pode-se citar SAP30, HRK1, TPO2, TPO3 e YGP1 (Mira et al.
2010b).

Recentemente, o transcriptoma de K. phaffii na presenca de acido acético também
revelou uma maior expressdo de diversos genes relacionados a esses mecanismos, Como
0 processamento de acidos nucleicos, metilacdo de RNA, processo de oxido-reducdo e
regulacdo metabdlica e principalmente transporte transmembrana de ions e aminoacidos
(Paes et al. 2021), incluindo TPO3, que codifica para transportador do tipo MDR
responsaveis por mediar o efluxo de ions RCOO™ pela membrana celular realizando o
antiporte de protons H* (Fernandes et al. 2005), sugerindo semelhancas entre a regulacao

das respostas ao estresse celular causado por esse inibidor entre as leveduras.
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1.3.2. Metabolismo de xilose

A xilose é a pentose mais abundante na biomassa lignocelulésica (Trichez et al.
2022). A assimilacdo de xilose por microrganismos depende da presenca de enzimas
capazes de converté-la, o que ndo é uma caracteristica comum a todos 0s microrganismos.
De forma geral, fungos filamentosos e algumas leveduras capazes de utilizarem xilose o
fazem por uma via oxidorretutora, que envolve a reducdo de xilose a xilitol pela acéo de
xilose redutase (XR) e a oxidacdo de xilitol a xilulose via xilitol desidrogenase (XiDH).
Em seguida, a xilulose é fosforilada a xilulose-5-P pela acéo da xilulokinase (XK) (Zhao
et al. 2020). Em algumas leveduras, como Scheffersomyces stipitis, a conversdao de
xilulose a xilulose-5-P pode acontecer atraves de uma via alternativa que envolve diversas
outras enzimas — arabinitol desidrogenase, ribulose redutase, ribulokinase e ribulokinase-
5-P epimerase (Frangois et al. 2020). A maioria das bactérias, por sua vez, é capaz de
converter xilose diretamente a xilulose através da xilose isomerase (XI). Em ambas as
vias, a xilulose-5-P serd metabolizada a piruvato na forma de gliceraldeido-3-P (Moyses
et al. 2016; Francois et al. 2020).

O dominio Archaea e algumas bactérias possuem uma via alternativa, descrita pela
primeira vez por (Weimberg 1961) em Pseudomonas fragi, onde a xilose é oxidada a
xilonolactona pela xilose desidrogenase (XDH) e esta é convertida a &cido xilénico de
forma espontanea ou catalisada pela a¢do da xilonolactonase (XLA). Em seguida, ocorre
sua desidratacdo a 2-keto-3-deoxi-D-xilonato, subsequentemente a o-ketoglutarato
semialdeido e finalmente a a-ketoglutarato, composto intermediario do ciclo do acido
citrico. O 2-keto-3-deoxi-D-xilonato pode ainda ser convertido em glicoaldeido e
piruvato, pela 2-desidro-3-deoxi-fosfogluconate aldolase (KDPG), pela chamada via de
Dahms (Dahms 1974; Moysés et al. 2016; Francois et al. 2020). As vias de catabolismo

de xilose descritas estdo esquematizadas na Figura 8.

1.3.2.1.Producéo de biocompostos a partir de xilose

O conhecimento das vias de assimilacdo de Xxilose e seus compostos
intermediarios permitiu a construcdo de microrganismos para a producdo de diferentes
biocompostos a partir deste actcar, como xilitol (Cheng et al. 2014; Jagtap e Rao 2018),
acido xildnico (Toivari et al. 2012; Ramos et al. 2021; Trichez et al. 2022), etilenoglicol

(Wang et al. 2018), &cido glicélico (Lachaux et al. 2019), entre outros.
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Figura 8. Esquema simplificado do catabolismo de xilose em microrganismos. A
conversao de xilose em xilulose acontece pela via oxidorretutora (em amarelo) através da
xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XiDH) ou diretamente (em verde) através
da xilose isomerase (XI). A xilulose é entdo fosforilada a xilulose-5-P por acdo da
xilulokinase (XK) ou ainda por via alternativa envolvendo a formacéo de arabinitol (em
cinza). Na via de Weimberg (em azul), a xilose é oxidada a xilonolactona pela xilose
desidrogenase (XDH) e convertida em xilonato, 2-keto-3-D-deoxi-xilonato e a-
ketoglutarato semialdeido até a-ketoglutarato pela acdo de xilonolactonase (XLA),
xilonato desidrogenase (XAD), 2-keto-deoxi-D-xilonato desidratase (KDXD) e a-
ketoglutarato semialdeido desidrogenase (tKGSADH). G3P: gliceraldeido-3-P. PDC:
piruvato desidrogenase complexo quinase. ADH: alcool desidrogenase. ALD: aldeido
desidrogenase. Fonte: autor.
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O é&cido xilénico (CsH100e) foi identificado pelo Departamento de Energia dos
Estados Unidos (US DOE) como um dos trinta compostos quimicos promissores de alto
valor agregado para producéo a partir de biomassa (Werpy e Petersen 2004), com diversas
aplicagcbes como na industria civil como aditivo de cimento (Chun et al. 2006), na
fabricacdo de copolimeros como poliamidas, poliésteres e hidrogeis (Zamora et al. 2000;
Sundar e Nampooothiri 2022), como plastificante (Jin et al. 2022) e como precursor na
sintese de outros compostos de alto valor agregado como etilenoglicol e acido glicolico
(Salusjarvi et al. 2019). A sintese de acido xildnico por via biolégica acontece através da
oxidacdo de xilose via xilose desidrogenase e conversdo da xilonolactona de forma
espontanea ou catalisada por xilonolactonase (Figura 8). Bactérias como P. fragi,
Gluconobacter oxydans e Parabukholderia sacchari sdo capazes de produzir &cido
xilénico naturalmente com rendimento comparavel ao maximo teorico (Trichez et al.
2022).

Diversas estratégias foram desenvolvidas para promover a assimilacao de xilose
a acido xilénico em organismos como Escherichia coli (Liu et al. 2012; Zhang et al.
2019), Klebsiella pneumoniae (Wang et al. 2016), Corynebacterium glutamicum (Sundar
et al. 2020), Zymomonas mobilis (Herrera et al. 2021), Saccharomyces cerevisiae (Toivari
et al. 2012), Pichia kudriavzevii (Toivari et al. 2013) e Candida glycerinogenes (Qiao et
al. 2021) através da expressdo heterdloga de XDH (xyl) provenientes de organismos
naturalmente consumidores de xilose. Recentemente, a producédo de acido xildnico foi
descrita pela primeira vez em K. phaffii por Ramos et al. (2021) através de expressdo
heter6loga de XDH de origem bacteriana pela integracdo de xylB-HL, com a obtencéo de
um rendimento de até 0,96 g.g™* em meio definido e 0,43 g.g* em hidrolisado acido de

bagaco de cana-de-acgucar.

O actmulo de &cido xilénico no meio também pode exercer certa toxicidade aos
organismos modificados com a via de Weimberg quando este € o seu produto final ou
intermediario (Bafiares et al. 2021). O acido xilénico produzido em grande quantidade
pelo microrganismo pode acidificar rapidamente o meio intracelular, ou o meio externo,
caso seja secretado para fora da célula, tornando o ambiente desfavoravel a fisiologia do
mesmo (Bafares et al. 2019). Como descrito anteriormente no caso do acido acético, o
acido xildnico em alta concentracdo no meio também apresenta a propriedade de se
difundir facilmente pela membrana plasmatica e se dissociar no citosol, liberando prétons

e anions, diminuindo drasticamente o pH intracelular e assim causando prejuizos a
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viabilidade celular e a atividade catalitica da XDH tanto em bactérias (Warnecke e Gill
2005; Kanjee e Houry 2013) quanto em leveduras (Toivari et al. 2012; 2013). Uma das
estratégias desenvolvidas em E. coli para controlar o efeito da acidificacdo do meio
intracelular pelo acumulo de acido xilénico no meio foi a utilizacdo de sensores
moleculares capazes de cessar temporariamente a expressdo de XDH uma vez que haja

queda no pH (Banares et al. 2020).

1.4. A levedura Komagataella phaffii

K. phaffii ¢ uma levedura metilotréfica, portanto capaz de assimilar metanol como
fonte de carbono. Na via de utilizacdo de metanol, este é oxidado a formaldeido e
perdxido de hidrogénio nos peroxissomos pela acéo de alcool oxidase (AOX), que em K.
phaffii é codificada por AOX1 e AOX2 (Cregg et al. 1989). A molécula de peroxido de
hidrogénio é separada em agua e oxigénio por acao da catalase e o formaldeido pode ser
direcionado a duas diferentes vias, sendo decomposto em &cido formico e gas carbdnico
ou condensado a xilulose-5-fosfato dando origem a diidroxiacetona e gliceraldeido-3-
fosfato, que serdo metabolizados no citosol (Bernauer et al. 2021). K. phaffii foi descrita
pela primeira vez em 1920 como Zygosaccharomyces pastori (Guilliermond 1920) e
renomeada Pichia pastoris trés décadas depois por Phaff et al. (1965). A descoberta da
alta expressdo de genes induzidos por metanol, como AOX1 (aldeido oxidase),
possibilitou o design de sistemas de expressdo regulados por esse composto ainda na
década de 1980 (Cregg et al. 1985). Somente em 1995 a entdo Pichia pastoris foi
reclassificada ao género Komagataella (Yamada et al. 1995) que hoje totaliza sete
espécies descritas: K. phaffii, K. pastoris, K. ulmi, K. kurtzmanii, K. mondaviorum, K.

populi e K. pseudopastoris (Naumov et al. 2018).

A levedura K. phaffi recebeu bastante atencdo nas ultimas décadas devido a
variedade de fontes de carbono que consegue assimilar, sendo atualmente utilizada no
campo da engenharia metabdlica e para a expressdo de enzimas heter6logas (Macauley-
Patrick et al. 2005; Pefa et al. 2018) e mais recentemente para produtos quimicos a partir
de glicerol (Melo et al. 2020; Fina et al. 2021), glicose (Siripong et al. 2018; Yang e
Zhang 2018), metanol (Yamada et al. 2019; Guo et al. 2021) e xilose (Ramos et al. 2021;
Louie et al. 2021). Diversos promotores responsivos a glicose, glicerol e metanol sdo
ferramentas na expressdo heterdloga em K. phaffii (Prieholfer et al. 2017), com destaque

para o promotor constitutivo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Pcar) que é um dos
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mais utilizados em Komagataella (Vogl e Glieder 2013) e permite alto nivel de expressdo
génica em glicose, glicerol, metanol e &cido oleico como fonte de carbono (Waterham et
al. 1997).

Entre as vantagens da utilizacdo de K. phaffii em aplica¢des biotecnoldgicas a
partir da biomassa lignoceluldsica estéo a sua capacidade de crescer em baixo pH (~3.0)
(Macauley-Patrick et al. 2005) e assim manter atividade metabdlica na presenca de
hidrolisado lignoceluldsico, tolerando até 6 g.L ™ de acido acético (Paes et al. 2021). Além
disso, a levedura K. phaffii é capaz de atingir alta producdo de biomassa (>100 g.L™)
mesmo expressando genes heter6logos (Liu et al. 2019b), o que pode facilitar a obtencédo

de altas densidades celulares para processos fermentativos.

Outra caracteristica de K. phaffii é que, diferentemente de S. cerevisiae, K. phaffii
n&o é suscetivel ao efeito "crabtree"”, fendbmeno que acontece quando o excesso de glicose
disponivel direciona o metabolismo central de carbono da levedura para a fermentagéo
alcoolica, mesmo em condicéo aerdbia (Hagman et al. 2014).

Neste trabalho, sera avaliado se a superexpressdo de Haal em K. phaffii € capaz
de favorecer a tolerdncia da levedura a presenca de acido acético e hidrolisado
lignocelulosico, dado o seu importante papel na regulacdo da resposta celular a presenca
de acido acético em S. cerevisiae, bem como o efeito da superexpressdo do fator de
transcricdo Haal sobre a producdo de &cido xilénico em linhagem recombinante de K.
phaffii, visto o potencial efeito toxico do acimulo de &cido xilénico no meio sobre

organismos modificados para a producao desse composto.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Obter novas linhagens de K. phaffii com maior tolerancia ao acido acético presente

em hidrolisado lignoceluldsico para a produgdo de acido xilénico
2.2.  Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o efeito da superexpressdo homéloga do fator de transcricdo Haal na
tolerancia de K. phaffii ao acido acético

2.2.2. Auvaliar o efeito da superexpressdo homdéloga do fator de transcricdo Haal na
producéo de &cido xildnico em linhagem recombinante de K. phaffii
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3. Material e métodos

3.1.

Microrganismos

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de levedura Komagataella phaffii X33

(Invitrogen). Para clonagem e propagacdo de DNA plasmidial foi utilizada a bactéria

Escherichia coli DH10B (Invitrogen).

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

Meios de cultura e solugtes

Meio LB (Luria-Bertani) low salt

0,5% (p/v) Cloreto de Sodio (NaCl)

0,5% (p/v) Extrato de Levedura

1% (p/v) Triptona

pH ajustado para 7,5 com NaOH

2% (p/v) Agar Bacterioldgico em caso de meio s6lido
Suplementagdo com zeocina para 25 pg/mL quando necessario

Meio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)

1% (p/v) de Extrato de Levedura

2% (p/v) de Peptona

2% (p/v) de D-glicose

2% (p/v) de Agar Bacteriol6gico em caso de meio sélido
Suplementagdo com zeocina para 100 ug/mL quando necessario

Suplementacdo com geneticina para 200 pg/mL quando necessario
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3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Meio YPDS (Yeast Extract-Peptone-D-Sorbitol)

1% (p/v) de Extrato de Levedura

2% (p/v) de Peptona

2% (p/v) de D-glicose

1 M de Sorbitol

2% (p/v) de Agar Bacterioldgico em caso de meio sélido
Suplementa¢do com zeocina para 100 ou 200 pg/mL quando necessario

Meio mineral FM22

4,29% (p/v) de Fosfato de Potassio (KH2PO4)

1,43% (p/v) de Sulfato de Potassio (K2SO.)

1,17% (p/v) de Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSOs . 7H.0)
0,5% (p/v) de Sulfato de Amonio (NH4)2SO4

0,2% (p/v) de Cloreto de Calcio diidratado (CaCl, . 2H-0)

4,35 mL/L Solucéo de elementos-tracos para FM22

Solucéo de elementos-tracos para FM22

2,2% (p/v) de Sulfato de Ferro heptahidratado (FeSO4 . 7H20)
0,7% (p/v) de Cloreto de Zinco (ZnCly)

0,2% (p/v) de Sulfato de Cobre pentahidratado (CuSOs . 5H20)
0,3% (p/v) de Sulfato de Manganés monoidratado (MnSO4 . H20)
0,05% (p/v) de Sulfato de Calcio diidratado (CaSOs . 2H20)
0,05% (p/v) de Cloreto de Cobalto hexahidratado (CoCl, . 6H.0)
0,02% (p/v) de Molibdato de Sodio diidratado (NaMoOs . 2 H,0)
0,02% (p/v) de Biotina

0,01% (p/v) de Acido Sulftrico (H2SO4)
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3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

0,008% (p/v) de lodeto de Sodio (Nal)
0,002% (p/v) de Acido Bérico (H3BOs)

Tampdo Hidrogenoftalato de Potassio

25,5 g de Hidrogenoftalato de Potassio (CgHsKO4)
5,5 g de Hidréxido de Potassio (KOH)

Completar com dH20 para volume final de 500 mL
pH ajustado para 5,5 com 1 M NaOH

Solucéo Acetato de Sodio 3M

12,305 g de Acetato de Sodio (NaO.CCHz)
Completar com dH20 para volume final de 50 mL

Tampdao de Corrida SB (Borato de sodio) 20X

0,8 g de NaOH
4,5 g de H3BO3
Completar com dH20 para volume final de 1 L

pH ajustado para 8,0 com 1 M NaOH
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3.3.  Avaliagdo da superexpresséo do fator Haal em K. phaffii

Foi avaliado o desempenho de K. phaffii X33 sob a superexpressdo do fator de
transcricdo Haal sob a regulacdo de dois promotores constitutivos diferentes — Pcap €
Prep1b — Na presenca de acido acético e hidrolisado lignocelulésico.

3.3.1. Construcéo das linhagens de K. phaffii superexpressando o fator Haal

A construcdo das linhagens de K. phaffii X33 superexpressando o gene HAA1 foi
realizada por Paes, B. G. (2021). A sequéncia de aminoécidos correspondente ao gene
HAAL em S. cerevisiae foi alinhada com o genoma de K. phaffii CBS 7435 (Genome ID:
NCBI:txid 981350) e o gene PP7435_Chr3-0991 foi selecionado para amplificacdo. A
sequéncia amplificada e arranjada em plasmideo BB3 (Figura 9) por Golden Gate
Assembly sob controle de dois promotores diferentes — Pcap 0U Prepin — para a anélise de
dois diferentes niveis de expressdo. As linhagens obtidas estdo nomeadas neste trabalho

como descrito na Tabela 4.

Locus de integragdo ORI

AOX
Promotor:

_ pGAP ou pRPP1b

ttTEF

BB3_Promotor_Haal ttRPS2

Marca de selegao:
G418

C HAAI

Terminador:
ttRPS2

pTEF

Figura 9. Plasmideo para superexpressao de Haal em K. phaffii. O gene HAAL (1567
pb) foi inserido no vetor GoldenPiCS BB3 (2931 pb) sob controle dos promotores Pcap
(493 pb) ou Prerib (994 pb) e terminador ttRPS2 (472 pb). Adaptado de Paes, B. G.
(2021).
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Tabela 4. Linhagens de K. phaffii utilizadas neste trabalho.

Linhagem Vetor de superexpressao Referéncia
X33 - -
X33-Pgap-Haal BB3_pGAP_HAA1_ttRPS2 Paes, B. G. (2021)
X33-Prep1n-Haal BB3_pRPP1b_HAA1_ttRPS2 Paes, B. G. (2021)
X33-XDH-HL pGAPZB_XDH-HL_ttAOX1 Ramos et al. (2021)
X33-XDH-Haal BB3_pRPP1b_HAA1l ttRPS2 Este trabalho

e pGAPZB_XDH-HL_ttAOX1

3.3.2. Avaliacdo do efeito da superexpressdo do fator Haal em K. phaffii na

presenca de acido acético

Células das linhagens de K. phaffii X33, X33-Prepip-Haal e X33-Pgap-Haal
(Tabela 4) foram recuperadas em meio solido seletivo YPD contendo geneticina a 200
ug/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma coldnia de cada cultura foi inoculada em
5 mL de meio YDP em tubos estéreis de 50 mL e os inoculos foram incubados a 30 °C
sob agitacdo de 200 rotagdes por minuto (rpm) por 16 horas. As células foram
centrifugadas a 1500 x g por 1 minuto, lavadas com agua destilada estéril e inoculadas
em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L contendo 100 mL de meio YPD tamponado com
solucdo tampdo KPH pH 5,5. Os indculos foram incubados novamente a 30 °C sob
agitacdo de 200 rpm por 16 horas. As células foram centrifugadas a 1500 x g por 5
minutos, lavadas com agua destilada estéril e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250
mL contendo 30 mL de meio YPD tamponado com solucdo tampao KPH pH 5,5 e
suplementado ou ndo com &cido acético nas concentragbes de 2 g.L %, 6 g.L. e 10 g.L?,
para uma DOsoonm inicial igual a 0,5. As culturas foram incubadas por 30 °C e 200 rpm
por até 48 horas. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacdo de DOsoonm €

metabolitos.

Para avaliar também o efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii em maior
densidade celular, um ensaio foi realizado nas mesmas condi¢des, suplementado ou ndo

com &cido acético nas concentracdes de 2 g.L?, 4 gLt e 6 g.L? e as células foram
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inoculadas para uma DOeoonm inicial igual a 5,0. As culturas foram incubadas a 30 °C sob
agitacdo de 200 rpm por 48 horas. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacéo

de DOsoonm € metabolitos.

3.4. Construcdo de linhagem de K. phaffii produtora de &acido xilénico

superexpressando o fator de transcricdo Haal

A construgdo de linhagens de K. phaffii superexpressando o gene HAA1L
produtoras de acido xildnico foi realizada através da adicdo de gene codificante para a
enzima xilose desidrogenase (XDH) inserido em plasmideo de expressdo constitutiva
pPGAPZB (Figura 11), previamente descrito em Ramos et al. (2021).

Pagl
i Promotor:

pGAP

ORI

#tCYC

pGAPZB_xyIB-HIL_ttAOX

s

pEM7

Marca de selecdo:
ZEOCINA

xyIB-HL (XDH)

Terminador:
ttAOX

Figura 10. Plasmideo para superexpressdao de XDH em K. phaffii. O gene xyIB-HL
(781 pb) foi inserido no vetor pGAPZB (3605 pb) sob controle do promotor pGAP (493
pb) e terminador ttAOX (340 pb).

3.4.1. Propagacao do vetor em E. coli

Para a obtencdo de alto nimero de cépias dos plasmideos, foi empregada a
bactéria E. coli DH10B (Invitrogen). A transformacéo foi realizada a partir do protocolo
de eletroporacdo de Maranhdo (2016). Foram adicionados 150 ng do plasmideo
PGAPZB-XDH-HL (Ramos et al. 2021) a células de E. coli eletrocompetentes e as
misturas foram transferidas para cubetas de eletroporacdo de 0,1 cm (Bio-Rad

Laboratories) previamente resfriadas em gelo. As cubetas foram entdo submetidas ao
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choque no equipamento Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) com os parametros de 1800
V, 25 pF e 200 Ohms. Imediatamente apds o choque, foi adicionado 1 mL de meio LB
low salt e a suspensao foi passada para microtubo de 1,5 mL e incubada a 37 °C por 60
minutos. Passado o tempo de incubacéo, as células foram plaqueadas em meio seletivo

LB low salt contendo zeocina a 100 pg/mL e incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.

3.4.2. Extracgédo do DNA plasmidial

Colbnias de E. coli transformadas com o plasmideo pGAPZB-XDH-HL foram
transferidas para 5 mL de meio LB low salt contendo zeocina a 100 pg/mL em tubos
estéreis de 50 mL e incubadas a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm 16 horas. Os plasmideos
foram extraidos por meio de mini preparagdo com o kit GeneJet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific) seguindo as recomendacdes do fabricante. A insercédo do vetor
nas células bacterianas foi confirmada por eletroforese. Col6nias de E. coli carregando o
vetor foram inoculadas novamente em meio LB low salt nas mesma condig8es para repetir
a extracao de DNA plasmidial a fim de multiplicar a quantidade de material genético para

a transformacao em K. phaffii.

3.4.3. Linearizacdo do DNA plasmidial

Para prosseguir com a transformacao do vetor pGAPZB-XDH-HL em K. phaffii,
uma aliquota de 12 ug de DNA plasmidial extraido de E. coli foi linearizada com a enzima
Pagl (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante para um volume
final de 60 uL de reacdo (Tabela 5). A reacdo ocorreu por 16 horas a 37 °C seguida de 5
minutos a 80 °C para inativacdo da enzima. A linearizacdo do DNA plasmidial foi

confirmada por eletroforese.

Tabela 5. Reagentes utilizados no preparo da digestéo do vetor pGAPZB-XDH-HL.

Reagente Volume (pL)
DNA 8 (12 ng)
10X Buffer 6
Enzima Pagl 2
Agua Milli-Q 44
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3.4.4. Precipitagdo do DNA plasmidial

O DNA linearizado foi purificado pelo protocolo de precipitagdo por acetato de
sodio (CH3sCOONa) de Zeugin (1985). Foram adicionados ao contetdo da reagdo 2,5
volumes de etanol 100% gelado e acetato de sodio para concentracdo final de 0,3 M. O
contetdo foi vertido duas vezes e incubado a -20 °C durante 16 horas. As amostras foram
centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e repetiu-se a centrifugacdo e o descarte do
sobrenadante. Os pellets secaram naturalmente em temperatura ambiente por 5 horas e
foram ressuspendidos em 20 pL de agua Milli-Q estéril para armazenamento a - 20 °C.

3.4.5. Transformagdo de pGAPZB-XDH-HL em K. phaffii

A transformacdo de K. phaffii foi realizada por protocolo de eletroporagéo
adaptado a partir do manual Invitrogen (Catadlogo n. V200-20, Rev. 28 Junho 2010).
Células de K. phaffii X33-Prpp1r-Haal foram recuperadas em meio solido seletivo YPD
contendo geneticina a 200 pug/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma colénia foi
inoculada em 5 mL de meio YPD e cultivada a 30 °C sob agitacdo de 180 rpm por 16
horas. As células foram baixadas por centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos, lavadas
com agua destilada esteéril e inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L contendo

100 mL de meio YPD fresco. A cultura foi incubada a 30 °C sob agitacdo de 180 rpm.

Quando o indculo atingiu DOswnm = 1,3 as células foram baixadas por
centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 100 mL de agua destilada estéril gelada. Repetiu-se a
centrifugacdo nas mesmas condicfes e o descarte do sobrenadante. As células foram
ressuspendidas em 50 mL de &4gua destilada estéril gelada. Repetiu-se a centrifugacédo nas
mesmas condicdes e o descarte do sobrenadante. As células entdo foram ressuspendidas
em 8 mL de sorbitol 1M estéril gelado. Repetiu-se a centrifugacdo nas mesmas condi¢coes
pela ultima vez e as células foram ressuspendidas em 400 pL de sorbitol 1M estéril

gelado.

Para a eletroporacdo, 80 pL de células foram adicionadas a cubetas de 0,2 cm
(Bio-Rad Laboratories) previamente resfriadas em gelo, acrescidas de 350 puL de sorbitol
1M. Foram adicionados 20 puL de DNA (10 pg) linearizado e purificado e a mistura foi

incubada por 5 minutos no gelo. As cubetas foram entdo submetidas ao choque no
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equipamento Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) com os parametros de 2000 V, 25 pF
e 200 Ohms. Imediatamente ap6s o choque, 1mL de Sorbitol 1M gelado foi adicionado
as cubetas. O contetdo foi misturado lentamente com a pipeta e transferido para tubos
estéreis de 15 mL. Os tubos foram incubados a 30 °C por 3 horas, sem agitacdo. Apos
esse periodo, aliquotas foram semeadas em meio sélido seletivo YPDS contendo zeocina
na concentracdo final de 100 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por
72 horas.

3.4.6. Confirmacdo da producéo de &cido xilénico nas linhagens recombinantes de
K. phaffii superexpressando o fator Haal

Catorze colbnias de K. phaffii X33-Prpp1p-Haal resultantes da transformacéo com
0 vetor pGAPZB-XDH-HL foram transferidas para meio solido seletivo YPD contendo
zeocina na concentracgdo final de 200 pug/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Dessas,
sete colbnias foram transferidas para 10 mL de meio YNB suplementado com glicerol a
40 g.L* e incubadas a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por 24 horas. As células foram
baixadas por centrifugacdo a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 100 mL de meio
YNB suplementado com glicerol a 40 g.L* e incubados a 30 °C sob agitacéo de 200 rpm
por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos,
lavadas com agua destilada estéril e inoculadas em 30 mL de meio YNB suplementado
com xilose a 40 g.L* e glicerol a 2 g.L"! em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, para
uma DOsoonm inicial igual a 12. As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitagéo de 200
rpm por 48 horas. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacdo de DOsgonm €

metabolitos.

3.4.7. Avaliacdo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de

acido xilénico

Trés linhagens de K. phaffii X33-XDH-Haal de maior producao de acido xilénico
foram selecionadas para novo ensaio em meio mineral FM22 (Stratton et al. 1998).
Células de cada linhagem foram recuperadas em meio seletivo YPD e incubadas a 30 °C
por 48 horas. Uma coldnia de cada linhagem foi transferida para 10 mL de meio FM22
suplementado com glicerol a 40 g.L"*em tubos de 50 mL e os indculos foram incubados
sob agitacdo de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugacéo a

1500 g por 1 minuto, transferidas para 100 mL meio FM22 suplementado com glicerol a
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40 g.L! e incubadas a 30 °C sob agitagdo de 200 rpm por 24 horas. As células foram
baixadas por centrifugacdo a 1500 x g por 5 minutos, lavadas com agua destilada estéril
e inoculadas em 50 mL de meio FM22 suplementado com xilose a 40 g.L™ e glicerol a 2
g.L"t em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL. As culturas foram incubadas a 30 °C sob
agitacdo de 200 rpm por 72 horas. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacéo
de DOgoonm € metabdlitos.

3.4.8. Avaliacéo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de

acido xilénico em biorreator

Para investigar o efeito da superexpressao de Haal na producao de &cido xildnico
em K. phaffii, a linhagem recombinante X33-XDH-Haal de maior producdo de acido
xilénico foi selecionada para fermentacdo em biorreator e a linhagem X33-XDH-HL foi
utilizada como controle negativo para a superexpressdo de Haal. Células das linhagens
X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal foram recuperadas em meio solido seletivo YPD
contendo zeocina a 100 pg/mL para ambas e também geneticina a 200 pug/mL para a
altima. As células foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma coldnia de cada linhagem
foi transferida para 10 mL de YPD em tubos do tipo falcon de 50 mL e os indculos foram
incubados a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas. As células foram baixadas por
centrifugacdo a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 150 mL de YP suplementado
com 40 g.L? de glicose em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L e os in6culos foram
incubados a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por
centrifugacdo a 1500 g por 5 minutos e transferidas para 300 mL meio FM22
suplementado com aproximadamente 80 g.L* de xilose e glicose em biorreatores de 1 L.
A fermentacdo correu por 136 horas a 30 °C com agitacdo de 500 rpm e fluxo de O de
1,2 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adi¢do automatica de KOH 3M. Os reatores foram
alimentados em trés intervalos de oito horas (entre 40 h e 48 h, entre 64 h e 72 h e entre
88 h e 96 h) com 160 mL de solucéo de aglicares contendo aproximadamente 28 g.L* de
glicose e 270 g.L ! de xilose. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacéo de

DOsoonm € metabdlitos.
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3.4.9. Avaliacéo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de
&cido xilénico na presenca de hidrolisado lignoceluldsico

Para avaliar o efeito da superexpressdo de Haal na producéo de &cido xilénico em
hidrolisado, a linhagem de K. phaffii X33-XDH-Haal foi cultivada em meio mineral
FM22 com adicdo de hidrolisado lignocelulésico nas concentracdes de 10% e 20% (v/v).
A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a superexpressao de
Haal. Células das linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal foram recuperadas em
meio seletivo YPD contendo zeocina a 100 pg/mL para ambas e também geneticina a 200
pg/mL para a Gltima. As células foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma coldnia de
cada linhagem foi transferida para 10 mL de YPD em tubos do tipo falcon de 50 mL e os
inoculos foram incubados a 30 °C sob agitagédo de 200 rpm por 24 horas. As células foram
baixadas por centrifugacdo a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 150 mL de YPD
em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L e os inoculos foram incubados a 30 °C sob agitacao
de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugagdo a 1500 x g por 5
minutos e transferidas para 50 mL de meio FM22 suplementado com hidrolisado de
bagaco e cana-de-agucar para 10% e 20% (v/v). Os meios foram complementados com
xilose e glicose a fim de que a concentracdo desses acucares fosse a mesma no inicio do
ensaio — 40 g.L ! e 10 g.L™?, respectivamente. As culturas foram incubadas a 30 °C sob
agitacdo de 200 rpm por 72 horas. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacdo

de DOsoonm € metabolitos.

O hidrolisado lignocelul6sico utilizado neste experimento foi obtido através de
explosdo a vapor de bagaco-de-cana, cuja fracdo liquida foi posteriormente submetida a
hidrolise acida com 0,5% H2SO4 a 130 °C, cedido a EMBRAPA Agroenergia pelo Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC). O contetdo foi filtrado em gaze e posteriormente em
membrana de celulose 0,22 UM e teve seu pH ajustado para 5,5 com adicdo de pellets de
KOH antes de ser adicionado aos meios de cultura. A composic¢do do hidrolisado sem

diluicdo esta descrita na tabela 6.

Tabela 6. Composicdo do hidrolisado lignocelulésico utilizado neste trabalho.

Glicose Xilose Acido acético Furfural HMF

9g.L? 96 g.L? 22 g.L 1,26 g.L 0,4 g.L?
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3.4.10. Avaliacéo do efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de
&cido xilénico na presenca de hidrolisado lignoceluldsico em biorreator

Para avaliar o efeito da superexpressdo de Haal na producéo de &cido xilénico em
hidrolisado em biorreator, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal
foram cultivadas em meio mineral FM22 com 40 g.L™ de glicose como Unica fonte de
carbono em reatores de 1 L. Ap6s 20 horas, os reatores foram alimentados com 180 ml
de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar adicionado de 20 mL de xilose totalizando
600 mL de cultura nos reatores com a presenca de hidrolisado a 30% (v/v) e 40 g.L™* de
xilose. A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a
superexpressdo de Haal. O hidrolisado utilizado foi 0 mesmo descrito no item (3.4.9) e
preparado da mesma forma. A fermentacdo correu por 72 horas a 30 °C com agitacdo de
400 rpm e fluxo de Oz de 0,8 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adi¢do automatica de
KOH 3M. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para quantificacdo de DOsoonm €
metabolitos.

3.4.11. Determinacao de biomassa celular

A determinacdo da producdo de biomassa celular por densidade oOptica foi feita
por espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA). Para quantificar a
producdo de biomassa celular em gramas, foram entéo separados 5 mL de cada frasco ao
final dos experimentos, em duplicata, em tubos de 15 mL. O contetdo foi centrifugado a
4000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com
agua destilada e centrifugadas novamente nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi
novamente descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de agua destilada e
transferidas para tubos de ensaio de vidro previamente pesados. Os tubos foram

condicionados em estufa a 60 °C por sete dias para obtencdo de peso seco celular.

As células secas foram pesadas em balanca de precisao e a média dos valores em

duplicata (X) foi usada nas Equac@es 1 e 2, a seguir:

(1) PSimL =X /5
PSimL = Peso seco de 1 mL de células;

X =Peso seco de 5 mL de células.
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(2) FC =PSym./ DOr
FC = Fator de conversdo de DOeoonm para massa seca em g.L™?;
DOF = DOgoonm final obtida.

Logo, para os valores obtidos de DOsoonm durante 0 s experimentos, a biomassa de
células foi determinada pela Equagéo 3:
(3) BceL=DOr . FC

BceL = Biomassa celular, em g/L.

3.4.12. Quantificacdo de metabolitos

Glicose, xilose, acido acético, furfural, HMF e &cido xilonico extracelular foram
determinados por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC-UPLC) a partir das
amostras coletadas em diferentes periodos durante os experimentos. Todas as aliquotas
foram centrifugadas a 14000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi diluido em &gua
milliQ estéril. Os compostos glicose, xilose, glicerol, &cido acético, furfural e HMF foram
analisados por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC Infinity, Agilent
Technologies) equipado com detector de indice de Refracdo (RID) e coluna HPX 87H
(Bio-Rad Laboratories) em fase mével de acido sulfdrico (H2SO4) a 5 mM com fluxo de
0,6 mL por minuto. O composto &cido xilénico foi analisado por cromatografo liquido de
alta eficiéncia (Acquity UPLC H-Class, Waters) equipado com detector Photodiode Array
(PDA) e coluna C18 HSS T3 aquecida, em fase movel de tampéo fosfato de potassio
(KH2PO4) a 10 mM pH 2 e metanol 100 % com fluxo de 0,3 mL por minuto. As
concentracdes foram determinadas por compara¢do com o espectro obtido em curva-

padréo.
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4. Resultados

4.1. Desempenho de K. phaffii superexpressando Haal na presenga de

acido acético

Para avaliar o efeito da superexpresséo do fator de transcricdo Haal em K. phaffi
em é&cido acético, linhagens de K. phaffii X33 superexpressando o gene HAA1 sob
controle dos promotores pRPP1b (X33-Prprir-Haal) e pGAP (X33-Pgap-Haal) foram
cultivadas na presenca de acido acético nas concentragdes de 0 g.L %, 2 g.L %, 6 g.L e 10

g.L ™t em meio YPD pH 5,5 tamponado, em duplicata.

Na auséncia do inibidor (Figura 11 a), as trés linhagens apresentaram 0 mesmo
perfil de crescimento, produzindo em torno de 8 g.L! de biomassa em 28 horas. Na
presenca de acido acético a 2 g.L* (Figura 11 b), a producéo de biomassa das linhagens
sofreu uma reducdo nas primeiras horas, principalmente a linhagem X33, que em oito
horas havia produzido apenas 25% da biomassa produzida na auséncia de inibidor (de
1,37 g.L "t para 0,35 g.L ). Ja a linhagem X33-Prep1p-Haal teve a melhor adaptacéo nessa
condicéo, produzindo 45% da biomassa (de 1,08 g.L* para 0,49 g.L!) em comparagio a

auséncia de inibidor, dentro desse mesmo intervalo de tempo (Tabela 7).

Apos 20 horas, praticamente toda a glicose do meio havia sido consumida por
todas as linhagens (Figura 11 b), assim como o &acido acético (Figura 11 d), consumido
em 84% do total presente no meio pela linhagem X33, em 87% pela linhagem X33-Pgap-
Haal e em 91% pela linhagem X33-Prepin-Haal. A producdo maxima de biomassa na
presenca de acido acético a 2 g.L™* foi semelhante ao controle, com uma média de 8,07
g.L?t 7,72 g.L e 7,37 g.L ! na auséncia de inibidor, e 7,09 g.L!, 8,80g.L" e 8,23 g.L ™!
para X33, X33-Prrrip-Haal e X33-Pgap-Haal, respectivamente, apds 24 horas (Tabela
8).

Na concentragdo de 6 g.L™, o acido acético teve grande efeito inibitorio sobre K.
phaffii, mesmo sob a superexpressdo do fator Haal. Ao final do ensaio, o consumo
maximo de glicose nessa condicdo foi de apenas 1,62 + 0,20 g.L"* para X33, 2,25 + 0,52
g.L para X33-Prepir-Haal e 1,68 + 0,43 g.L ! para X33-Pcap-Haal (Figura 11 ¢), e 0
consumo maximo de acido acético foi de apenas 1,21 + 0,37 g.L* para X33, 1,33 + 0,25
g.L! para X33-Prep1p-Haal e 1,30 + 0,43 g.L! para X33-Pcap-Haal (Figura 11 e). A
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producdo de biomassa das linhagens de K. phaffii sob 6 g.L™ de 4cido acético atingiu o
seu maximo ap6s oito horas, ndo ultrapassando 0,3 g.L?, e decresceu em diante. Na

presenca de acido acético a 10 g.L™ (dados ndo exibidos), ndo houve producio de
biomassa ou consumo de glicose e &cido acético.
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Figura 11. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haal na presenca de
acido acético a 0 g.Lt, 2 g.L e 6 g.L L. A producdo de biomassa (linhas sdlidas), o
consumo de glicose (linhas tracejadas) e o consumo de acido acético (linhas pontilhadas)
das linhagens X33 (circulos), X33-Prerip-Haal (quadrados) e X33-Pgap-Haal
(triangulos) estdo representadas em g.L™%. A: ensaio em meio controle sem &cido acético;
B: ensaio em acido acético a 2 g.L; C: ensaio em &cido acético a 6 g.L; D: consumo
de 4cido acético no ensaio a 2 g.L; E: consumo de acido acético no ensaio a 6 g.L2. Os
valores representam uma de duas replicatas.
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Tabela 7. Média da produgéo de biomassa, consumo de agucar e consumo de &cido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido
acéticoa0g.Lt e 2 g.L ! apds 8 horas. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padréo de duas replicatas.

Concentragéo Producao de Biomassa (g.L™) Consumo de glicose (g.L?) Consumo de acido acético (g.L™?)
do inibidor a3 X33 X33 w3 X33 X33 w3 X33 X33
Prprip-Haal Peap-Haal Prerin-Haal Pcap-Haal Prepip-Haal Pcap-Haal
AAO0g.L* 1,37 +£0,89 1,08 £0,03 0,99 £0,04 7,20 £0,49 9,38 £0,75 8,23+1,14 n.d. n.d. n.d.

AA2gL™ 035+0,27 049+018 0,34+005 554+072 1047+215 973+184 041+010 046+0,09 043+0,20

Tabela 8. Média da producédo de biomassa, consumo de acgucar e consumo de acido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em acido
acéticoa 0 g.L* e 2 g.L ! apods 24 horas. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo de duas replicatas.

Concentragéo Producao de Biomassa (g.L™) Consumo de glicose (g.L™?) Consumo de acido acético (g.L™?)
do inibidor a3 X33 X33 33 X33 X33 33 X33 X33
Prepin-Haal Pcar.Haal Prepin-Haal Pcar-Haal Prppin-Haal Psar-Haal
AAO g.L'l 4,72 £0,89 4,82 +0,34 4,47 +£0,52 18,79 +0,03 18,79+0,01 18,96+ 0,05 n.d. n.d. n.d.

AA2g.L? 552+050 7,08+1,83 6,28+1,59 19,31+050 1966+0,13 1951+048 1,78+0,23 192+0,26 1,82+0,39

45



A fim de avaliar o efeito da densidade celular na resposta fisioldgica das linhagens
de K. phaffii, um novo ensaio foi realizado com uma densidade celular inicial dez vezes
maior que o ensaio anterior (DOsoonm = 5,0) na presenca de &cido acético nas
concentragdes de 0 g.L 1 2 g.L%, 4 g.L e 6 g.L ! em meio YPD tamponado com KHP
para o pH de 5,5, em duplicata. As culturas foram cultivadas nas mesmas condicdes de
30 °C e 200 rpm por 48 horas.

Todas as linhagens de K. phaffii foram capazes de crescer e consumir todo o acido
acético presente no meio em todas as suas concentracdes (Figura 12). O desempenho das
linhagens de K. phaffii avaliadas sob a presenca de acido acético a 2 g.L* (Figura 12 b)
foi semelhante ao observado na auséncia de inibidor. Uma pequena reducéo na producao
de biomassa da linhagem X33 foi observada nas primeiras horas de cultivo —de 6,07 g.L
1para 4,87 g.L ! (Tabela 9) . Nenhum efeito inibitdrio foi observado sobre o consumo de
acucar e o crescimento celular de X33-Prepin-Haal e X33-Pgapr-Haal. Apos o periodo de
adaptacéo da linhagem X33, o crescimento foi retomado de modo que todas as linhagens

alcancaram uma producéo final de biomassa bastante proxima em 24 horas.

Na presenca de acido acético a 4 g.L™, (Figura 12 c) a biomassa produzida pela
linhagem X33 sofreu uma reducdo maior, caindo de uma média de 6,07 g.L* — na
auséncia de inibidor — para apenas 2,92 g.L . Esse valor representa uma reducio de cerca
de 50% em comparacéo a auséncia de inibidor. Ja as linhagens superexpressando o fator
Haal sofreram reducéo abaixo de 25% sob as mesmas condicOes — de 7,12 g.L* para 5,57
g.Ltem X33-Prepip-Haal e de 6,91 g.L " para 5,13 g.L "t em X33-Pgap-Haal. A produgio
de biomassa das linhagens X33-Prepin-Haal e X33-Pgap-Haal manteve-se praticamente
idéntica entre si e cerca de 15% maior em relacdo a linhagem X33 até o final do ensaio,

as 48 horas (Figura 12 c).

Na presenca de &cido acético a 6 g.L* (Figura 12 d), a média da producéo de
biomassa de K. phaffii nas primeiras oito horas de crescimento sofreu grande reducéo se
comparada a auséncia de inibidor (de 6,07 g.L* para 1,84 g.L™!), enquanto das linhagens
X33-Prerib-Haal e X33-Pcar-Haal novamente manteve-se bastante proxima entre si e
cerca de 20% maior em relacdo a linhagem X33 até o final do ensaio, das 24 horas as 48
horas (Figura 12 d).

As trés linhagens de K. phaffii atingiram uma biomassa final de cerca de 11 g.L™*

sob 0 g.L e 2 g.L*! de 4cido acético. Na presenca de acido acéticoa4 g.L'e6 gL a

46



biomassa final de K. phaffii X33 foi de 10,34 + 0,22 g.L* e 9,10 + 0,90 g.L ! sem a
superexpressdo do fator Haal. J& a biomassa final produzida pelas linhagens X33-Prpp1p-
Haal e X33-Pcap-Haal foi de 11,55 + 0,63 g.Lt e 12,07 + 0,65 g.L* na presenca de acido
acéticoa4 g.L?, 10,45+ 0,98 g.L "t e 11,06 + 0,34 g.L ™! na presenca de acido acético a
6g.L"
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Figura 12. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haal na presenca de
acido acéticoa0g.L?, 29.L %, 49.L e 6 g.L ™ Aproducdo de biomassa (linhas sélidas)
e 0 consumo de glicose (linhas tracejadas) das linhagens de K. phaffii X33 (circulos),
X33-Prppin-Haal (quadrados) e X33-Pgap-Haal (tridngulos) estdo representadas em g.L
1. A: ensaio em meio controle sem acido acético; B: ensaio em acido acéticoa 2 g.L*; C:
ensaio em acido acético a 4 g.L!; D: ensaio em &cido acético a 6 g.L . Os valores
representam a média de duas replicatas com o desvio padrao.

Na presenca de acido acético a 2 g.L™, seu consumo pela levedura foi praticamente
idéntico por todas as linhagens de K. phaffii (Figura 13 a), enquanto na sua presenca a 4
g.L%, esse consumo foi mais acelerado pelas linhagens superexpressando o fator Haal
(Figura 13 b). Em apenas oito horas, X33-Prep1p-Haal ja havia consumido uma média de
1,41 g.L! e X33-Pgapr-Haal havia consumido uma média de 1,56 g.L, enquanto para
X33 esse valor foi de apenas 0,90 g.L* (Tabela 9). Dentro de 24 horas, mais de 90% do

acido acético presente no meio foi consumido por todas as linhagens.
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Na presenca de acido acético a 6 g/L™%, a média de consumo de é&cido acético pelas
linhagens superexpressando o fator Haal foi 50% maior (1,56 g.L™* para X33-Prep1p-Haal
e 1,38 g.L! para X33-Pgap-Haal) em comparacdo a linhagem X33 (0,69 g.L!) nas
primeiras horas de cultivo e se manteve pelo menos 20% maior até as 24 horas (Figura
13 ¢). Ao contrario do que foi observado na presenca de &cido acético a 4 g.L?, as
linhagens de K. phaffii precisaram de mais de 24 horas para consumir pelo menos 5 g.L"
! do inibidor presente no meio (Tabela 10), sendo que a linhagem X33 precisou de pelo
menos 36 horas.
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Figura 13. Consumo de &cido acético pelas linhagens de K. phaffii superexpressando
Haal na presenca do inibidor a2 g.L %, 4 g.L" e 6 g.L™X. O consumo de acido acético
pelas linhagens X33 (circulos), X33-Prerip-Haal (quadrados) e X33-Pgap-Haal
(triangulos) estdo representadas em g.L™*. A: ensaio em acido acético a 2 g.L™%; B: ensaio
em 4acido acético a 4 g.L!; C: ensaio em acido acético a 6 g.L™. Os valores representam
a média de duas replicatas com o desvio padrao.
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Tabela 9. Média da producao de biomassa, consumo de aguicar e consumo de &cido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em &cido

acéticoa0g.L? 2g.L? 49.L e6g.L"apds 8 horas. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo de duas replicatas.

Concentracdo Producdo de Biomassa (g.L™?) Consumo de glicose (g.L™) Consumo de acido acético (g.L™?)

do inibidor X33 X33 X33 X33 X33 X33
X33 X33 X33
Prrrip-Haal Pgap-Haal Prppin-Haal Pgap-Haal Prepin-Haal Pgap-Haal
AAOQ g.L'l 6,07 £ 0,22 7,12 +0,34 6,91+065 1298+054 1283+1,30 15,25+0,04 n.d. n.d. n.d.
AA?2 g.L'l 4,87 +0,61 6,36 + 0,55 6,27 +0,49 12,43+0,31 1459+1,10 1351+2,06 1,21+0,43 1,10 £ 0,06 1,38 £ 0,05
AA4 g.L'l 2,92 +0,13 557 +0,12 5,13 +0,02 7,76+090 11,15+141 1274+150 090+ 049 141+009 156=+ 0,25
AA 6 g.L'l 1,84+0,21 352+ 0,07 345+ 003 753+£069 1224+156 1145%+1,38 0,69+0,40 1,56 £ 0,38 1,38 £ 0,06

Tabela 10. Média da producéo de biomassa, consumo de aclcar e consumo de acido acetico pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em

acido acéticoa0g.L?, 29.L %, 49.L e 6 g.L" apds 24 horas. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo de duas replicatas.

Concentracao Producao de Biomassa (g.L™) Consumo de glicose (g.L™?) Consumo de acido acético (g.L™)
do inibidor X33 X33 X33 X33 X33 X33
X33 X33 X33

Prprip-Haal Pcap-Haal Prprip-Haal Pcap-Haal Prrpip-Haal Pcap-Haal
AAOg.L* 9,84+047 10,60+0,13 10,68%0,21 20,56+047 19,23+0,76 20,40x0,00 n.d. n.d. n.d.
AA2g.L* 9,75+0,78 10,44+068 10,17x1,02 2080+0,01 1991+£0,02 20,17+x029 1,86+0,11 1,85+ 0,05 1,85+0,01
AA4gL? 7,78+0,14 9,49+0,13 959+0,13 20,23+0,17 1947+055 2166+090 393+0,10 3,74+0,05 3,78 £ 0,06
AAGg.L? 6,67 £0,04 8,36 £0,27 9,31+£0,26 20,360,559 20,73+0,28 1954+0,08 3,74+0,11 468+0,28 4,60x0,03
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4.2. Efeito da superexpressdo de Haal em K. phaffii na producéo de &cido

xilénico

4.2.1. Construcdo de linhagens de K. phaffii produtoras de &acido xildnico
superexpressando o fator de transcricdo Haal

A construcéo de linhagens de K. phaffii superexpressando o fator Haal produtoras
de &cido xilénico foi realizada através da adi¢do do gene codificante para a enzima xilose
desidrogenase (XDH-HL) caracterizado em Ramos et al. (2021) inserido no plasmideo
de expressdo constitutiva pGAPZB. Para a obtencdo de alto nimero de cépias do
plasmideo pGAPZB-XDH-HL, células de E. coli foram transformadas por protocolo de
eletroporagéo. Apos confirmacdo da insergdo do vetor nas células bacterianas, seguiu-se
com a multiplicacdo e preparacdo de DNA para a transformacdo em K. phaffii. A
linearizagdo do vetor pPGAZB-XDH-HL foi feita com a enzima Pagl e confirmada por
eletroforese. A transformacdo de K. phaffii foi realizada de acordo com protocolo de
eletroporacdo e catorze clones foram selecionados em meio seletivo por resisténcia a

zeocina e nomeados de #01 a #14.

Para avaliar o sucesso da recombinacdo das linhagens de K. phaffii X33-Prpp1p-
Haal com o gene XDH-HL, sete linhagens resultantes da transformacao foram cultivadas
em 30 mL de meio YNB suplementado com xilose a 40 g.L* e glicerol a 2 g.L™* em
frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL por 48 horas a 30 °C e 200 rpm. Foi possivel
confirmar a producéo de acido xilénico em cinco linhagens, sendo a producéo final de
aproximadamente 6 g.L"* comparavel a producdo obtida pela linhagem de K. phaffii X33-
XDH-HL em Ramos et al. (2021).

4.2.2. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producéo de &acido xilénico

A partir da confirmacédo da producéo de acido xilénico em cinco linhagens, as trés
linhagens de maior producdo de acido xildénico (X33-XDH-Haal#5, X33-XDH-Haal#10
e X33-XDH-Haal#12) e a linhagem X33-XDH-HL foram selecionadas para avaliacédo do
efeito da superexpressdo de Haal na producdo de acido xilénico em meio mineral. As
linhagens foram cultivadas em 50 mL de FM22 suplementado com xilose a 40 g.L* e
glicerol a 2 g.L "t em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL por 72 horas a 30 °C e 200

rpm.
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Producio de Acido Xilonico

Acido xilénico (g/L)

X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal
#05 #06 #10 #12 #14

Linhagens de K. phaffiiX-33 Haal-XDH

024 Horas m48 Horas

Figura 14. Producéo de &cido xilénico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-Haal
apos 24 horas e 48 horas. Os valores estdo indicados em g.L™,

A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a
superexpressdo de Haal. As linhagens de K. phaffii X33-XDH-Haal alcancaram uma
producdo de acido xilénico satisfatoria em relacdo a linhagem controle X33-XDH-HL,
obtendo-se uma producéo do composto em torno de 2 g.L! apds 24 horas, 4 g.L "t apos 48
horas um valor final entre 5 e 6 g.L™* apds 72 horas (Figura 15). A maior producéo final
de 4cido xil6nico foi observada na linhagem X33-XDH-Haal#12, igual a 6,38 g.L " ap6s
72 horas e rendimento total de 0,49 g.g* (Tabela 10). Esta linhagem, portanto, foi

selecionada para 0s proximos experimentos.

A producdo de &cido xildnico pelas linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-
XDH-Haal foi semelhante em todos os intervalos de tempo avaliados (Figura 15 a),
apesar de o consumo de xilose pela linhagem X33-XDH-HL ser um pouco maior dentro
das primeiras 24 horas (Figura 15 b) indicando maior rendimento pelas linhagens
superexpressando o fator Haal nesse intervalo. Em 24 horas, a média da producdo de
acido xil6nico foi de 1,83 + 0,24 g.L? para X33-XDH-HL, 2,1 + 0,28 g.L! para X33-
XDH-Haal#05, 2,05 + 0,03 g.L* para X33-XDH-Haal#10 e 2,06 + 0,02 g.L* para X33-
XDH-Haal#12.

51



a Produgéo de Acido Xilénico

EDI GIDD

X33-XDH-HL  X33-pRPP1b-Haal X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal X33-XDH-Haal
#05 #10 #12

Acido xilénico (g/L)
S

Linhagens de K. phaffii

024 horas B48 horas m 72 horas

b Consumo de Xilose
50
40
|
3
3
2 30
54
20
0 24 48 72
Tempo (h)

—O—X33-XDH-HL —— X33-pRPP1b-Haal —A—X33-XDH-Haal #05 —0— X33-XDH-Haal #10 —0—X33-XDH-Haal #12

Figura 15. Producdo de acido xilénico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-HL e
X33-XDH-Haal apds 24, 48 e 72 horas. Os valores estdo indicados em g.L?! e
representam a média de duas replicatas com o desvio padréo.

Ap0s 48 horas, a producéo total de acido xilénico duplicou em quase todas as
linhagens, subindo para 3,94 + 0,28 g.L "t em X33-XDH-HL, 4,18 + 0,12 g.L"! em X33-
XDH-Haal#05, 3,97 + 0,19 g.L "t em X33-XDH-Haal#10 e 4,36 + 0,37 g.L! em X33-
XDH-Haal#12. Ao final de 72 horas, a producdo total de acido xildnico pela linhagem
X33-XDH-HL foi a menor, com uma média de 4,86 g.L* para X33-XDH-HL, seguida de
5,2 g.L! para X33-XDH-Haal#10, 5,7 g.L* para X33-XDH-Haal#10 e finalmente 6,38
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g.L ! para X33-XDH-Haal#12 (Tabela 10), sendo esta Gltima a linhagem de maior
producéo final e também o maior rendimento ao final de 72 horas.

Tabela 11. Producéo e rendimento de acido xilénico pelas linhagens K. phaffii apds
72 horas.

) Producéo Y axix?
Linhagem 1 1
(9. L7) (9.97)
X33-XDH-HL 4,86 + 0,24 0,46 + 0,08
X33-XDH-Haal#05 5,70 + 0,46 0,43 + 0,05
X33-Haal-XDH#10 5,20 + 0,62 0,47 +0,14
X33-Haal-XDH#12 6,38 + 0,24 0,49 + 0,01

2 O rendimento (Y) foi calculado dividindo-se a producdo de acido xiloénico (AX), em gramas, pela
quantidade de xilose consumida (X), em gramas, no intervalo de 0 a 72 horas.

4.2.3. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producédo de acido xilénico em

biorreator

Para avaliar o efeito da superexpressdo de Haal na producdo de &cido xilénico em
K. phaffii em biorreator, as linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal#12 foram
cultivadas em meio mineral FM22 com 80 g.L* de glicose e 80 g.L* de xilose em reatores
de 1 L. A fermentacdo correu por 136 horas a 30 °C com agitacdo de 500 rpm e fluxo de
O de 1,2 L/min. Os reatores foram alimentados em trés intervalos de oito horas (entre
40h e 48h, entre 64h e 72h e entre 88h e 96h) com 160 mL de solucéo de acUcares a 0,02
L.h2.

Ambas as linhagens consumiram completamente a glicose dentro das primeiras
24 horas, produzindo até 28 g.L* de biomassa. Nesse periodo, a média da producéo de
acido xil6nico foi de 11 g.L por X33-XDH-HL e 5,81 g.L! por X33-XDH-Haal. Entre
24 e 40 horas, pés a deplecdo de glicose, a producdo média de acido xilénico de X33-
XDH-HL subiu para 34,14 g.L! e a de X33-XDH-Haal para 23,57 g.L ™, o que significa
que em um intervalo de 16 horas, as linhagens de K. phaffii conseguiram produzir 23 g.L"
1e 17 g.L?, respectivamente, sendo este o intervalo de maior produgéo observado (Figura

16 a). A cada alimentacgéo realizada, foram adicionados cerca de 43 g de xilose e 4 g de
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glicose em um volume de 160 mL. Dessa forma, a xilose total estimada oferecida as
leveduras apos a Ultima alimentacdo foi de 154 g (Figura 16 b).

a Producéo de acido xilénico (g/L)
Batelada Al A2 A3
(300ml)
100
200 e
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0
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————— Xilose total estimada —®— Acido Xilonico X33-XDH-HL —8— Acido xilénico X33-XDH-Haal
b Produgio de acido xildnico (g)
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------ Xilose total estimada —@— Acido Xilonico X33-XDH-HL —8— Acido xilénico X33-XDH-Haal

Figura 16. Producéo de acido xilénico pelas linhagens de K. phaffii em meio mineral
em biorreator. A: producdo de acido xilénico (eixo principal) e xilose total estimada
(eixo secundario), em g.L*. B: producéo de acido xilonico (eixo principal) e xilose total
estimada (eixo secundario), em gramas. As fases da batelada alimentada estdo
representadas como Batelada, Al (alimentacdo 1), A2 (alimentacdo 2) e A3 (alimentagéo
3) e indicadas pelas linhas verticais tracejadas. Os valores da produgéo de acido xilénico
representam a média de duas replicatas com o desvio padrao.
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Apos o periodo de 24 a 40 horas, onde a linhagem X33-XDH-HL manteve sua
média de producdo de &cido xilénico pelo menos 30% maior que a linhagem X33-XDH-
Haal (11 g.L™ as 24h e 34,14 g.L ! as 40h comparado a 5,81 g.L ! as 24h e 23,57 g.L* as
40h), a producdo das linhagens apresentou pequenas varia¢Ges, observadas as 64 horas
(média de 28,22 g.L* em X33-XDH-HL e de 35,8 g.L"* em X33-XDH-Haal), as 88 horas
(média de 35,08 g.L "t em X33-XDH-HL e de 31,94 g.L 't em X33-XDH-Haal) e as 136
horas, quando a produgcéo final total de acido xil6nico foi de 43,08 + 2,74 g.L™ por X33-
XDH-HL e de 39,35 + 4,57 g.L ! por X33-XDH-Haal (Tabela 12).

Em 40 horas, uma média de producdo de acido xil6nico igual a 34 g.L! pela
linhagem X33-XDH-HL (Tabela 12) representa cerca de 10 g de &cido xilénico,
considerando o volume da cultura igual a 300 mL. Ao final da primeira alimentagéo, em
48 horas, o volume da cultura havia sido acrescido de 160 mL e a média da producao de
acido xilénico foi de 22,20 g.L* pela linhagem X33-XDH-HL (Tabela 12), o que
representa 0 mesmo total de 10 g de &cido xildnico em 460 mL de cultura (Figura 16 b).
No mesmo intervalo de tempo, uma média de producio de 23,57 g.L™* de acido xilénico
pela linhagem X33-XDH-Haal representa cerca de 7 g do composto, considerando o
volume da cultura igual a 300 mL. Ao final da primeira alimentacdo, em 48 horas, a média
da producdo de acido xilonico pela linhagem X33-XDH-Haal foi de 24 g.L!, o que
representa um total de 11 g de acido xilénico em 460 mL de cultura. Esses valores indicam
que durante a primeira alimentacdo, a linhagem X33-XDH-HL teve sua producéo de
acido xildnico inibida, enquanto a linhagem X33-XDH-Haal foi capaz de continuar

produzindo o composto.

O inverso desse fendmeno foi observado durante a segunda alimentacdo. Em 64
horas, a média da producdo de acido xildnico pela linhagem X33-XDH-Haal igual a
35,80 g.L* (Tabela 12) representa cerca de 16 g de composto, considerando 460 mL de
cultura. Ao final da segunda alimentacdo, em 72 horas, o volume da cultura havia sido
acrescido de 160 mL e a média da producao de acido xilénico pela linhagem X33-XDH-
Haal foi de 25,65 g.L (Tabela 12), o que representa o total de 15,90 g em 620 mL de
cultura (Figura 16 b). A linhagem X33-XDH-HL havia produzido uma média de 28,22
g.L de 4cido xilonico em 64 horas, totalizando cerca de 13 g do composto em 460 mL
de cultura, e uma média de 27,03 g.L"* apds o final da segunda alimentagéo, em 72 horas,

totalizando cerca de 16 g de acido xilénico em 620 mL de cultura.
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Tabela 12. Producédo de &cido xilonico pelas linhagens de K. phaffii em biorreator
em diferentes intervalos de tempo. Os horarios representam o nimero de horas apds o

inicio da fermentacg&o (to).

Producéo
Tempo Linhagem de &cido xilénico
(9. LY

X33-XDH HL 34,14 + 4,50

40 horas
X33-XDH-Haal 23,57 + 3,08
X33-XDH-HL 22,20 + 4,35

48 horas
X33-XDH-Haal 24,01 +1,77
X33-XDH-HL 28,22 + 9,16

64 horas
X33-XDH-Haal 35,80 + 1,56
X33-XDH-HL 27,03 + 3,06

72 horas
X33-XDH-Haal 25,65 + 3,32
X33-XDH-HL 35,09 + 4,25

88 horas
X33-XDH-Haal 31,94 + 2,69
X33-XDH-HL 29,24 + 3,87

96 horas
X33-XDH-Haal 29,5+ 4,70
X33-XDH-HL 43,08 + 2,74

136 horas
X33-XDH-Haal 39,35 + 4,57

4.2.4. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producdo de acido xilénico na

presenca de hidrolisado lignocelulésico

Para avaliar o efeito da superexpressao do fator de transcricdo Haal na producao
de &cido xilénico em hidrolisado, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-
Haal foram cultivadas em meio mineral FM22 com adicéo de hidrolisado lignoceluldsico

nas concentragoes de 10% e 20% (v/v). A quantidade de xilose e glicose foi ajustada a
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fim de que a concentracdo inicial desses agucares fosse a mesma entre 0s ensaios, igual a

40 g.Lt e 10 g.L, respectivamente.

A producdo de &cido xildnico pelas linhagens de K. phaffii foi bastante préxima
em todos os intervalos avaliados dentro de cada condi¢do (Figura 17). Em 24 horas, a
linhagem X33-XDH-HL produziu uma média de 5,06 g.L™* de acido xildnico na auséncia
de hidrolisado (Figura 17 a), 4,36 g.L™! na presenca de hidrolisado a 10% (Figura 17 c) e
2,77 g.L"t na presenca de hidrolisado a 20% (Figura 17 ). Esses valores representam uma
queda de 13% e 45%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-XDH-Haal produziu
uma média de 4,74 g.L™ de 4cido xil6nico na auséncia de hidrolisado (Figura 17 b), 4,06
g.L na presenca de hidrolisado a 10% (Figura 17 d) e 2,80 g.L™! na presenca de
hidrolisado a 20% (Figura 17 f). Esses valores representam uma queda de 14% e 40%,

respectivamente.

Em 48 horas, X33-XDH-HL produziu uma média de 9,90 g.L™* de acido xil6nico
na auséncia de hidrolisado (Figura 17 a), 7,25 g.L ! na presenca de hidrolisado a 10%
(Figura 17 c¢) e 5,08 g.L* na presenca de hidrolisado a 20% (Figura 17 €). Esses valores
representam uma queda de 25% e 48%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-
XDH-Haal produziu uma média de 10,40 g.L! de &cido xilonico na auséncia de
hidrolisado (Figura 17 b), 7,73 g.L™ na presenca de hidrolisado a 10% (Figura 17 d) e
5,20 g.L* na presenca de hidrolisado a 20% (Figura 17 f). Esses valores representam uma

queda de 25% e 50%, respectivamente.

Ao final de 72 horas, X33-XDH-HL produziu uma média de 11,51 g.L* de 4cido
xilénico na auséncia de hidrolisado, 8,58 g.L* na presenca de hidrolisado a 10% e 6,82
g.L™ na presenca de hidrolisado a 20% (Tabela 13). Esses valores representam uma queda
de 25% e 40%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-XDH-Haal produziu uma
média de 12,44 g.L™* de &cido xilonico na auséncia de hidrolisado, 9,13 g.L* na presenca
de hidrolisado a 10% e 7,08 g.L* na presenca de hidrolisado a 20% (Tabela 13). Esses
valores representam uma queda de 26% e 42%, respectivamente. Ambas as linhagens
X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal sofreram praticamente a mesma queda na producéo de

acido xilénico comparando a auséncia e a presenca de hidrolisado a 10% e 20%.
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Controle (X33-XDH-HL) b Controle (X33-XDH-Haal)
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Figura 17. Producao de acido xilonico pelas linhagens de K. phaffii na presenca de
hidrolisado. A producéao de biomassa, o consumo de glicose e &cido acético, e a producéo
de &4cido xilonico estdo representados em g.Lt. A: X33-XDH-HL na auséncia de
hidrolisado; B: X33-XDH-Haal na auséncia de hidrolisado; C: X33-XDH-HL em
hidrolisado 10%; D: X33-XDH-Haal em hidrolisado 10%; E: X33-XDH-HL em
hidrolisado 20%; F: X33-XDH-Haal em hidrolisado 20%. Os valores representam a
média de duas replicatas com o desvio padrao.
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Tabela 13. Produgéo e rendimento de acido xilénico pelas linhagens de K. phaffii em

hidrolisado ap6s 72 horas.

Hidrolisado Linhagem Producao Yt
(g.L Y (9.9
0% X33-XDH-HL 11,51 + 0,80 0,55 + 0,02
X33-XDH-Haal 12,44 + 0,73 0,57 + 0,01
10% X33-XDH-HL 8,58 + 0,07 0,54 + 0,01
X33-XDH-Haal 9,13 + 0,60 0,52 + 0,02
20% X33-XDH-HL 6,82 + 0,73 0,42 + 0,01
X33-XDH-Haal 7,08 + 0,60 0,40 + 0,01

2 O rendimento (Y) foi calculado dividindo-se a producdo de acido xilénico (AX), em gramas, pela
quantidade de xilose consumida (X), em gramas, no intervalo de 0 a 72 horas.

4.2.5. Desempenho das linhagens de K. phaffii na producdo de acido xilénico na

presenca de hidrolisado lignocelulésico em biorreator

Para avaliar o efeito da superexpressdo de Haal na producéo de acido xilénico em
hidrolisado em biorreator, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal
foram cultivadas em meio mineral FM22 com 40 g.L* de glicose como Unica fonte de
carbono em reatores de 1 L. Ap6s 20 horas, os reatores foram alimentados com 180 ml
de hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar adicionado de 20 mL de xilose totalizando
600 mL de cultura nos reatores com a presenca de hidrolisado a 30% (v/v) e 40 g.L! de
xilose. A fermentacdo correu por 72 horas a 30 °C com agitacdo de 400 rpm e fluxo de
O de 0,8 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adi¢do automatica de KOH 3M.

A producéo de &cido xilonico foi completamente inibida em ambas as linhagens.
Néo foi detectada a sua producdo em nenhum intervalo de tempo desde a adi¢do do
hidrolisado, bem como nenhum consumo de xilose foi observado em ambos 0s ensaios.
No entanto, toda a glicose presente no hidrolisado adicionado foi rapidamente consumida
pelas leveduras dentro de 24 horas e uma producio de até 7,45 g.L 1 e 7,94 g.L?! de
biomassa foi observada por X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal (Figura 18),
respectivamente, que sugere que as células conseguiram manter o seu metabolismo de

carbono em funcionamento por um por um curto periodo de tempo mesmo na presenca
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de hidrolisado a 30%. As leveduras também ndo foram capazes de consumir o acido

acético do meio proveniente do hidrolisado adicionado.

20

Biomassa, Glicose, Xilose, Acido acético (g/L)

Tempo (h)

—O— Biomassa X33-XDH-HL —{ 1+ Biomassa X33-XDH-Haal
--@ - Glicose X33-XDH-HL --l- Glicose X33-XDH-Haal
@ Acido acético X33-XDH-HL - Acido acético X33-XDH-Haal

Figura 18. Perfil das linhagens de K. phaffii na presenca de hidrolisado
lignoceluldsico em biorreator. A biomassa produzida e o consumo de glicose pelas
linhagens X33-XDH-HL (circulos) e X33-XDH-Haal (quadrados) e o &cido acético
presente no hidrolisado estdo representados em g.L™ .
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5. Discussao

O fator de transcrigdo Haal esta envolvido na expressao de mais de 80% dos genes
relacionados a resposta celular de S. cerevisiae na presenca de acido acético, reduzindo a
susceptibilidade da levedura e a duracdo da fase de adaptacdo das células (Fernandes et
al. 2005; Mira et al. 2011). Portanto, neste trabalho foi avaliado o efeito da superexpressao
do gene Haal homologo em K. phaffii sobre a tolerancia da levedura a diferentes

concentracdes de acido acético e hidrolisado lignoceluldsico.

Foi observado que a presenca de acido acético na concentracéo a partir de 2 g.L™*
teve efeito inibitdrio sobre K. phaffii causando atraso no crescimento celular. Em ensaio
com baixa densidade celular (DOsoonm = 0,5) a producao de biomassa de K. phaffii sofreu
grande diminuicdo (Figura 11 b), produzindo apenas 25% da biomassa produzida na
auséncia do inibidor (Figura 11 a).

Foi descrito que quando uma concentragéo inibitoria de acido fraco como o cido
acetico é adicionada a uma cultura de levedura em crescimento, ocorre uma interrupgdo
temporéaria da producdo de biomassa, e a cultura entra em um periodo de laténcia
enquanto as células se recuperam do estresse causado, e o crescimento exponencial pode
ser retomado (Mira et al. 2010a). Nos ensaios realizados neste trabalho, foi observado
que o crescimento de K. phaffii passou por um periodo de adaptacéo seguido de retomada
na producéo de biomassa também quando a o inibidor estava presente na cultura desde o

inicio (to).

O efeito inibitorio de acido acético sobre K. phaffii na concentracdo de 2 g.L*
(Figura 11 b) foi semelhante ao efeito observado em ensaio com maior densidade celular
(Figura 12 b), onde uma breve reducdo na producdo de biomassa foi observada no inicio
do crescimento exponencial da linhagem X33 se comparada a auséncia de inibidor (6,07
g.L! para 4,86 g.L?) dentro do mesmo intervalo de tempo. Considerando que esse efeito
inibitdrio sobre o crescimento celular da levedura na presenca de &cido acético a 2 g.L™*
foi observado apenas na linhagem X33, é possivel inferir que a superexpressao do fator

Haal teve efeito protetivo no crescimento de K. phaffii.

O efeito protetivo da superexpressdo do fator Haal ficou mais evidente na
presenca de acido acético a 4 g.L* (Figura 12 c). A presenca do inibidor levou a reducio

do crescimento celular de K. phaffii de forma mais intensa sobre a linhagem X33, que em
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oito horas havia produzido apenas 2,92 g.L? (Tabela 8) comparado a 6,07 g.L?! na
auséncia de inibidor. Esta redugéo equivale a cerca de 50% menos biomassa e 40% menor
assimilacdo de acucar. As linhagens sob superexpressdo do fator Haal, por outro lado,
ndo sofreram o mesmo efeito inibitério e produziram, no mesmo periodo, pelo menos
43% mais biomassa e consumiram pelo menos 36% mais acido acético do que a linhagem
X33. Em 24 horas, mais de 90% do acido acético havia sido consumido por todas as
linhagens, sendo que a biomassa das linhagens X33-Prepip-Haal e X33-Pgap-Haal
manteve-se cerca de 15% maior em relagdo a linhagem X33 até o final da fase estacionaria
de crescimento, as 36 horas.

O é4cido acético na concentracdo de 6 g.L demonstrou ainda maior efeito
inibitério sobre K. phaffii, em especial sobre a linhagem X33, que teve sua producao
média de biomassa reduzida em até 70% em comparacao a auséncia de inibidor (de 6,07
g.L* para 1,84 g.L) no inicio do cultivo. A maior concentracéo de acido acético também
reduziu a velocidade de consumo do inibidor em K. phaffii X33 em pelo menos 30% nas
primeiras 24 horas. J& para as linhagens superexpressando o fator Haal, o efeito inibitdrio
de 6 g.L* de 4cido acético foi menos prejudicial, desacelerando o crescimento celular em
cerca de apenas 30%. Apesar de todas as linhagens precisarem de mais de 24 horas para
consumir mais de 90% do acido acético presente no meio, seu consumo pelas linhagens
X33-Prepin-Haal e X33-Pgap-Haal foi semelhante ao observado em 4 g.L* (Figura 13
b). 1sso reitera a vantagem da superexpressdo do fator Haal a tolerancia de K. phaffii ao

acido acético.

O efeito inibitorio do acido acético sobre o crescimento celular de K. phaffii
observado neste trabalho foi mais significativo durante o inicio dos ensaios, fazendo com
que a levedura passe por uma extensdo da fase lag e o crescimento exponencial seja
retomado logo apos o periodo de adaptacdo. Um efeito semelhante foi observado em S.
cerevisiae com a remoc¢édo do gene HAAL, o que levou ao aumento na duracgdo da fase de
adaptacdo das células expostas a acido acético (Fernandes et al. 2005). Além disso, o
efeito inibitério cada vez maior sobre as primeiras horas de crescimento de K. phaffii
observado neste trabalho, isto €, a reducdo na producdo de biomassa causada pela
presenca de cido acético a 2 g.L* (6,07 g.L ! para 4,86 g.L?), 4 g.L? (6,07 g.L? para
292 gL e 6 gLt (6,07 g.L?! para 1,84 g.L 1) condiz com o efeito inibitdrio dose-
dependente do acido acético descrito em microrganismos (Pampulha e Loureiro-Dias
1990; Dong et al. 2017; Soares et al. 2021).
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Foi reportado que uma maior quantidade de composto inibitorio tera maior efeito
sobre uma populacdo menor de células, pois estas sofrerdo maior acimulo intracelular de
ions e consequentemente inibi¢cdo metabdlica quando em menor quantidade (Carmelo et
al. 1997; Palmqvist e Hahn-Hégerdal 2000). Além disso, concentracdes letais de &cido
acético podem induzir a morte celular por apoptose ou necrose (Dong et al. 2017). Como
observado neste trabalho, em ensaio com baixa densidade celular (DOgsoonm = 0,5) a
presenca de acido acético a 6 g.L ™ foi suficiente para inibir completamente o metabolismo
e crescimento de K. phaffii em poucas horas (Figura 11 ¢). Porém, o mesmo nao aconteceu
em ensaio com maior densidade celular (DOgoonm = 5). Isso sugere que a quantidade de
células foi um fator determinante na toleréncia de K. phaffii ao acido acético e na

definicdo da concentracdo letal do inibidor para a levedura.

O atraso no crescimento celular por consequéncia da presenca de acido acético
também pode acontecer devido a deplecdo de ATP causada tanto pela inibicdo de enzimas
da via glicolitica devido a queda no pH quanto pela alta demanda energetica da ativacédo
de respostas de defesa, em especial o intenso transporte ativo de prétons para o exterior
da célula realizado por H+-ATPase e V-H+-ATPase (Pampulha e Loureiro-Dias 1990).
Genes relacionados a sintese de ATP foram identificados como fatores determinantes na
resposta adaptativa de leveduras a acidos fracos (Mollapour et al. 2004; Mira et al. 2009),
incluindo o acido acético (Kawahata et al. 2006). Isso também pode explicar o rapido
decrescimento de biomassa em K. phaffii observado em ensaio com a adicdo de
hidrolisado para concentracdo final de 30% (v/v), uma vez que a glicose adicionada ao
inicio do cultivo ja havia sido esgotada até este momento e a pequena quantidade deste
acucar presente no hidrolisado adicionado foi rapidamente consumida pela levedura. Isto
é, a baixa disponibilidade de glicose e a alta demanda de resposta celular aos compostos
inibitérios do hidrolisado podem ter sido um fator limitante a manutencdo do

metabolismo e crescimento celular de K. phaffii.

Entre os genes regulados pelo fator de transcricdo Haal estdo transportadores de
membrana do tipo “multidrug-resistance” (MDR), que realizam intenso bombeamento de
ions para fora da célula para reverter a queda do pH intracelular e outros efeitos toxicos
causados pelo acumulo de ions no citosol (Carmelo et al. 1997; Mira et al. 2010a).
Portanto, a superexpressao de Haal pode ajudar a acelerar este mecanismo, a medida que
regula positivamente a expressao desses transportadores. Como consequéncia, as células

poderiam compensar o intenso gasto de ATP mais rapidamente e produzir biomassa em
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menos tempo. Além disso, a presenca de &cido acético e hidrolisado lignoceluldsico
também pode causar a repressdo da via glicolitica em K. phaffii (Pampulha e Loureiro-
Dias 1990; Mira et al. 2010a). Isso também pode explicar o comportamento observado
nas linhagens de K. phaffii avaliadas neste trabalho, que, sem a superexpresséo do fator
Haal, mantiveram a assimilacdo de agUcar em biomassa muito mais lenta na presenca de

acido acético.

O aumento da tolerdncia de K. phaffii ao acido acético conferido pela
superexpressdo do fator Haal ndo se mostrou correlacionado a forca dos promotores
utilizados nos ensaios realizados neste trabalho. Em ensaios quantitativos de nivel de
expressdo em diferentes fontes de carbono, o promotor Prep1 apresentou 23% da forca
de expressao de Pcap em glicose (Prielhofer et al. 2017). Sabe-se que a sintese proteica é
um processo de alta demanda energética (Verduyn 1991) e portanto a superexpressao de
proteinas representa um custo energético adicional para o organismo (Bienick et al. 2014).
E possivel que o custo energético da superexpressio de HAAL em K. phaffii sob o controle
de Pcap Ndo seja compensatdrio para a levedura, uma vez que o efeito protetivo do fator
de transcricdo é concretizado apenas mediante a ativacdo dos genes regulados por essa

molécula, o que também representa um custo energetico para as células.

Sabe-se que o &cido xilénico também pode desempenhar certa toxicidade as
células, uma vez que contribui para a acidificacdo do meio intracelular, ou extracelular,
quando secretado (Bafiares et al. 2021). Portanto, a possibilidade da superexpressao do
fator Haal beneficiar a tolerancia de K. phaffii ao acimulo de &cido xilénico produzido

pela levedura foi avaliada.

A producdo de acido xilénico em biorreator com alta quantidade de glicose e
xilose (Figura 16) possibilitou uma rapida producdo, onde X33-XDH-HL e X33-XDH-
Haal atingiram uma média de 34,14 gL' e 2357 g.L! de é&cido xilonico,
respectivamente, em apenas 40 horas. Esses valores sdo cerca de quatro vezes maiores do
que a producdo observada em K. phaffii em 40 g.L™* de xilose em Ramos et al. (2021)
dentro do mesmo intervalo de tempo. Essa vantagem pode estar relacionada tanto a maior
quantidade de acUcares oferecida as leveduras quanto a uma maior densidade celular no
inicio da fermentacdo (DOsoonm = 15). No entanto, ao final de 136 horas, as linhagens de
K. phaffii produziram apenas cerca de 40 g.L de &cido xilénico, enquanto essa mesma
producéo foi alcancada em Ramos et al. (2021) em apenas 96 horas. Esse valor também
é bastante menor em comparacgéo a producgéo alcangada em Pichia kudriavzevii no mesmo
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intervalo de tempo (Toivari et al. 2013). Por outro lado, ao final da fermentacgéo,
observou-se que a producdo de acido xilénico continuou aumentando mesmo apos 136
horas, o0 que indica a possibilidade de K. phaffii produzir maior quantidade de &cido

xilénico caso a fermentagéo fosse continuada.

A partir da primeira alimentacdo realizada, a producdo de &cido xil6nico pelas
linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal manteve-se proxima com pequenas variagdes
em alternancia observadas apds longos periodos sem alimentacdo e uma média de
producdo final um pouco maior pela linhagem X33-XDH-HL. Portanto, ndo se pode
inferir que a superexpressdo do fator Haal conferiu vantagem na producdo de acido

xilénico em K. phaffii.

A queda da produtividade de acido xilonico observada nas linhagens de K. phaffii
durante os intervalos de alimentagdo com xilose e glicose sugere que a adigédo de glicose
pode ter cessado a assimilacdo de xilose pelas leveduras. 1sso pode acontecer devido ao
fato de que, em um meio onde ha oferta de glicose e xilose, microrganismos que nédo
assimilam xilose naturalmente tendem a consumir a pentose apenas diante da escassez de
glicose (Shin et al. 2015), uma vez que seus transportadores de agucares possuem maior

afinidade por glicose (Sharma e Arora 2020).

Considerando a vantagem conferida a K. phaffii pela superexpresséo do fator Haal

a presenca de cido acético observada neste trabalho, foi esperado que a superexpressdo
do fator Haal também beneficiasse a producdo de &cido xilénico na presenca de
hidrolisado lignocelulésico. No entanto, as linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haal
sofreram praticamente a mesma queda na producéo de acido xilénico comparando-se a
auséncia e a presenca de hidrolisado a 10% e 20% (v/v) (Figura 17). A superexpressao
do fator Haal néo teve, no entanto, o efeito esperado sobre a producéo de acido xildnico
na presenca de hidrolisado. Tanto sob a superexpressdo do fator Haal, em X33-XDH-
Haal, quanto na auséncia, em X33-XDH-HL, a média da producéo de acido xilénico em
K. phaffii sofreu cerca de 15% de reducdo em 24 hora e 25% dentro de 48 horas e 72
horas, comparando-se a auséncia de hidrolisado com sua presenca a 10% (v/v). Ja na
presenca de hidrolisado a 20% (v/v), a média da producdo de acido xilénico em K. phaffii
sofreu cerca de 40% de reducdo em 24 horas e também em 72 horas, em ambas as
linhagens. Portanto, ndo foi possivel observar melhora na producgéo de &cido xilénico em
K. phaffii superexpressando o fator Haal na presenca de hidrolisado. Apesar de a
concentracdo de &cido acético no hidrolisado utilizado diluido a 10% e 20% ser de
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aproximadamente 2 g.L! e 4 g.L%, respectivamente, concentracdes toleraveis por K.
phaffii, a presenca de outros compostos inibitérios presentes no hidrolisado podem ter
prejudicado o metabolismo de xilose da levedura, uma vez que diferentes inibidores
demandam diferentes mecanismos de adaptacéo e detoxificacdo (Almeida et al. 2007,
Cunha et al. 2019). Furfural e HMF sdo compostos inibitdrios presentes em hidrolisado
lignocelul6sico, formados pela desidratacdo dos aclcares (Almeida et al. 2007).
Concentragdes de 0,9 g.L de furfural e 0,25 g.L* de HMF podem levar o crescimento
celular de K. phaffii a um prolongamento da fase lag reduzindo a producéo de biomassa
(Paes et al. 2021). Porém, a concentragdo desses compostos no hidrolisado utilizado neste
trabalho diluido a 10% é aproximadamente apenas 0,126 g.L™' e 0,04 g.L?
respectivamente, e 0,25 g.L™* € 0,08 g.L* em hidrolisado diluido a 20% (v/v) e o seu efeito
exclusivo sobre a producdo de acido xilénico pela levedura em menores concentragdes

ainda ndo foi descrito.

Para a producéo de acido xildnico em hidrolisado em biorreator, foi esperado que
a adicdo de hidrolisado durante o crescimento das linhagens de K. phaffii apos alta
densidade celular atingida (DOsoonm = 30) favorecesse a adaptagdo das células aos
compostos inibitorios, uma vez relatado que quando uma concentracdo inibitoria de acido
fraco, como o acido acético, é adicionada a uma cultura de levedura em crescimento,
ocorre uma interrupcao temporaria da producdo de biomassa, e a cultura entra em um
periodo de laténcia enquanto as células se recuperam do estresse causado, e 0 crescimento
exponencial pode ser retomado (Mira et al. 2010a). No entanto, a adi¢do de hidrolisado
lignocelulosico para a concentracéo final de 30% foi o suficiente para inibir totalmente a

producdo de &cido a partir da xilose presente no hidrolisado (Figura 18).

A capacidade de detoxificagdo do microrganismo a um inibidor pode ser
mensurada pela taxa de conversdo — na forma de consumo ou convertendo o inibidor a
uma molécula menos téxica — que ele é capaz de realizar. No entanto, isso é mais
precisamente calculado quando se analisam inibidores separadamente, uma vez que a
presenca de diferentes tipos de inibidores demanda diferentes estratégias de adaptacao
(Almeida et al. 2007). Apesar de ser capaz de tolerar e consumir completamente o acido
acético em concentracio igual a 6 g.L* (Paes et al. 2021; este trabalho), ainda n&o foi
possivel observar a tolerancia de K. phaffi & presenca de hidrolisado lignoceluldsico em
concentragdo partir de 30% (v/v). Novamente, o maior efeito inibitorio causado pela

presenca de hidrolisado pode estar relacionado a presenca de outros compostos inibitorios
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existentes no hidrolisado utilizado, como furaldeidos e compostos fendlicos. A
concentracdo de furfural e HMF presente no hidrolisado utilizado neste trabalho diluido
a 30% é aproximadamente 0,38 g.L e 0,12 g.L?, respectivamente. Furaldeidos podem
causar efeitos diretos no metabolismo celular em concentragdes menores que 1 g.L™,
como a inibi¢do de enzimas da via glicolitica, levando a extensdo da fase lag e limitacao
da producéo de biomassa e produgédo de biocompostos, como observado em Banerjee et
al. (1981), Modig et al. (2002) e revisado em Almeida et al. (2009).

Além disso, devido aos danos causados diretamente na parede celular e na
membrana plasmética por inibidores presentes em hidrolisado (Larsson et al. 2000;
Fernandes et al. 2005; Mira et al. 2010), pode ocorrer uma maior entrada de compostos
inibitérios no meio intracelular, ocasionando um conjunto de efeitos inibitorios, ao
contrario do que acontece quando a levedura estd na presenca de apenas um desses
compostos. Isso também pode explicar o maior efeito inibitorio observado neste trabalho
causado pelo hidrolisado em comparagdo com o &cido acético. Assim, a combinacdo da
rapida deplecéo de glicose com os efeitos inibitdrios do hidrolisado podem ter superado
o limite da viabilidade celular, fazendo com que a assimilacao de xilose em acido xilonico
ndo fosse possivel. Ainda, a rapida deplecdo de glicose também pode ter impedido a
atividade de extrusdo de prétons pelos transportadores da membrana plasmatica
responsaveis por reverter o acimulo de prétons H* devido a grande quantidade de acido
acetico adicionada ao meio, visto que a propria ativacdo deste mecanismo na levedura

leva a um alto gasto de ATP (Carmelo et al. 1997).

Uma estratégia para permitir a assimilacdo de xilose em produtos na presenca de
hidrolisado lignoceluldsico poderia ser a adicdo do hidrolisado na forma de alimentacao
controlada, mantendo a concentracao de inibidores abaixo do limite inibitorio. O modelo
de fermentacdo alimentada mostrou-se vantajoso na utilizacdo de agucares a partir de
hidrolisado lignocelulésico para fermentacdo alcodlica (Rudolf et al. 2005), isso porque
a concentracdo de inibidores ¢ mantida menor ao longo do processo, 0 que poderia
facilitar a adaptacdo dos organismos fermentadores. Da mesma forma, esse modelo de
fermentacdo poderia facilitar a adaptacdo de K. phaffii para a producdo de outros

compostos a partir de acglcares presentes no hidrolisado, como o &cido xilénico.
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6. Conclusoes

Foi demonstrado neste trabalho, pela primeira vez, que a superexpresséo do fator
de transcricdo Haal favorece a tolerdncia de K. phaffii na presenca de acido acético
acelerando o consumo do inibidor pelas células e a assimilacao de glicose em biomassa.
Este efeito positivo da superexpressdo de Haal € mais significativo em baixa densidade

celular.

A quantidade de células, isto é, a densidade celular é um fator crucial para a
resposta de microrganismos ao acido acético, uma vez que em baixa densidade celular a
levedura K. phaffii foi totalmente inibida pelo &cido acético na concentragdo de 6 g.L ™ e

0 mesmo ndo aconteceu com a densidade celular dez vezes maior.

As linhagens de K. phaffii produtoras de &cido xilénico avaliadas neste trabalho
foram capazes de produzir o composto mesmo na presenca de hidrolisado lignoceluldsico
a 10% e 20% (v/v), sendo menor sua produtividade quanto maior a concentracdo do
hidrolisado. No entanto, estas mesmas linhagens ndo foram capazes de assimilar xilose

em &cido xilonico na presenca de hidrolisado lignocelulosico a 30%.

A superexpressao do fator Haal ndo ofereceu vantagem significativa na producéo

de &cido xilonico em K. phaffii.
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7. Perspectivas

Considerando que a densidade celular de K. phaffii em ensaios sob diferentes
concentracdes de &cido acético foi um fator importante neste trabalho, ensaios com
diferentes concentracdes de acido acético, superiores a 6 g.L, podem revelar mais
informacgdes sobre a tolerancia de K. phaffii ao inibidor

Sobre a tolerancia de leveduras a compostos inibitdrios presentes em hidrolisado,
a superexpressdo simultanea de mais de um gene envolvido na tolerancia ao acido acético
e outros inibidores poderia ser uma estratégia interessante para beneficiar a adaptacao de
K. phaffii ao hidrolisado lignocelulésico. Cunha et al. (2018) obteve efeito positivo
superexpressando HAA1l (Haal) e a PRS3 (ribose-fosfato difosfoquinase) em S.
cerevisiae previamente modificada para o consumo de xilose, favorecendo sua
viabilidade celular em hidrolisado. Além disso, outros fatores de transcricdo envolvidos
na ativagdo de genes relacionados a resposta celular sob a presenca de acido acético, como
Rim101, Msn2/Msn4 e Warl (Mira et al. 2010a) também podem contribuir para o

desenvolvimento de linhagens mais tolerantes de K. phaffii.

A fim de aumentar o desempenho de K. phaffii na producdo de &cido xilénico e
outros biocompostos a partir de xilose em hidrolisado lignoceluldsico, uma importante
caracteristica — além da tolerancia a compostos inibitorios — é o eficiente aproveitamento
desse acucar. A assimilacdo de xilose em microrganismos depende da presenca de uma
via capaz de utiliza-la como substrato e do seu transporte para o interior da célula (Kim
et al. 2013; Moysés et al. 2016). No entanto, a maioria dos transportadores de aclcares
em leveduras possuem maior afinidade por hexoses, dando preferéncia ao consumo de
glicose e consumindo xilose de forma muito mais lenta (Sharma e Arora 2020). A
superexpressdo de transportadores de maior afinidade por xilose em leveduras € capaz de
aumentar a quantidade desse acUcar no interior da célula, como visto em S. cerevisiae
(Shin et al. 2015). Isso abre possibilidades para o melhoramento de capacidade de
utilizacdo de xilose por outras leveduras, como K. phaffii, a partir da superexpressao de

transportadores de maior afinidade por esse agucar.

Além disso, apesar das espécies de Komagataella ndo serem descritas como
leveduras que consomem Xxilose naturalmente, isto é, sem a necessidade da introducéo de

vias heterologas, investigacdes recentes no genoma de K. phaffii revelaram a presenca de
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genes putativos para a XR e XiDH homdlogos a leveduras de outros géneros como S.
cerevisiae e Kluyveromyces marxianus (Heistinger et al. 2022). Diante disso, a construcéo
de linhagens de K. phaffii com maior capacidade de importe de pentoses para o interior
da célula também abre caminho para favorecer o consumo de xilose como fonte de

carbono e energia ou na producéo de biocompostos.
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