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RESUMO

O é&cido glicdlico (AG) é um &cido organico produzido pela indUstria petroquimica e
largamente comercializado como cosmeético para esfoliacdo da pele e rejuvenescimento. Além
disso, € empregado na industria téxtil para curtir e pigmentar tecidos, na industria alimenticia
como conservante e acidulante, e na fabricacdo de polimeros de relevancia médica, como o
poli(acido glicolico) e o poli(acido latico-co-acido glicélico). Atualmente, a producdo do AG
se d& por via quimica a partir de derivados do petréleo, o que gera impactos negativos ao meio
ambiente e ao ser humano. Dessa maneira, 0 uso de biomassa lignocelulésica como substrato
para a producdo de AG em processos bioldgicos se apresenta como alternativa sustentavel a
rota quimica. Nesse contexto, foi construida pelo grupo de pesquisa uma linhagem de K. phaffii
com capacidade de converséo de xilose a etilenoglicol (EG) e a AG por meio da introducdo da
via heteréloga de Dahms. Na levedura recombinante, foi constatado que a ultima etapa da via
sintética, a conversdo de glicoaldeido a AG ou EG, era realizada respectivamente por aldeido
redutases (ALDR) e aldeido desidrogenases (ALDH) nativas da levedura. Dessa forma, este
trabalho tem por objetivo a otimizacdo do processo de producdo de AG por meio da
caracterizacdo dos genes envolvidos na Gltima etapa da via, que poderdo ser deletados ou
superexpressos, de acordo com sua funcdo, na levedura que expressa a via de Dahms, para
obter maior producdo de AG. Para isso, cinco genes putativos de ALDR’s e ALDH’s foram
selecionados com base na similaridade de sequéncia a genes de referéncia para serem avaliados
quanto a sua atividade sobre glicoaldeido. Foram construidos cassetes de delecdo para trés
desses genes, porém ndo foi possivel identificar linhagens com os genes deletados apos varios
ciclos de transformacdo. Além disso, para a otimizacdo dos pardmetros do processo de
producdo de AG, a linhagem de K. phaffii que expressa a via de producdo de AG foi cultivada
em biorreator em diferentes condi¢cfes de pH e DO (oxigénio dissolvido), de acordo com um
delineamento central composto rotacional (DCCR). A partir do DCCR, foi possivel determinar
que existe influéncia do pH e do DO para a produgdo de AG pela K. phaffii engenheirada. Por
fim, a levedura engenheirada foi cultivada em biorreator com hidrolisado de biomassa de cana-
de-acucar como meio de alimentacdo para validar a producdo de AG a partir dessa fonte de
carbono. Foi possivel alcancar a producédo de 8,51 + 0,23 g/L de AG a partir de hidrolisado,
valor superior aos descritos na literatura para leveduras. Os resultados demonstram estratégias

geneticas e de processo para otimizacao do processo de producéo de AG em K. phaffii.

Palavras-chaves: Acido glicdlico; Fermentagdo; Komagataella phaffii; Pichia pastoris;
Engenharia metabolica



ABSTRACT

Glycolic acid (GA) is an organic acid produced by the petrochemical industry and
widely marketed as a cosmetic for skin exfoliation and rejuvenation. Additionally, it is
employed in the textile industry for leather tanning and fabric dyeing, in the food industry as a
preservative and acidulant, and in the manufacturing of medically relevant polymers, such as
poly(glycolic acid) and poly(lactic-co-glycolic acid). Currently, GA is chemically produced
from petroleum derivatives, which generates negative impacts on the environment and human
health. Thus, the use of lignocellulosic biomass as a substrate for GA production through
biological processes is presented as a sustainable alternative to the chemical route. In this
context, this research group has constructed a K. phaffii strain with the capacity to convert
xylose to ethylene glycol (EG) and GA through the introduction of the heterologous Dahms
pathway. In the recombinant yeast, it was found that the last step of the synthetic pathway, the
conversion of glycolaldehyde to GA or EG, was performed by native yeast aldehyde reductases
(ALDR) and aldehyde dehydrogenases (ALDH), respectively. Thus, the objective of this work
is to optimize the GA production process through the characterization of the genes involved in
the last step of the pathway, that could be deleted or superexpressed, according to its function,
in the yeast strain that expresses the Dahms pathway, for GA production optimization. For this
purpose, five putative ALDR's and ALDH's genes were selected based on sequence similarity
to reference genes to be evaluated for their activity on glycolaldehyde. Deletion cassettes for 3
of these genes were constructed, however it was not possible to identify strains with deleted
genes after several transformation cycles. Furthermore, for the optimization of the GA
production process parameters, the K. phaffii strain expressing the complete GA production
pathway was cultured in a bioreactor under different pH and DO (dissolved oxygen) conditions,
according to a central composite rotational design (CCRD). The CCRD enabled the
determination of the influence of pH and DO conditions for GA production by the engineered
K. phaffii. Lastly, the engineered yeast was cultivated in a bioreactor fed with sugarcane
biomass hydrolysate to validate the production of GA from this carbon source. A production
of 8,51 + 0,23 g/L of GA was achieved from hydrolysate, a value superior to those reported in
literature for yeasts. These results highlight genetic and process strategies for the optimization

of the GA production process in K. phaffii.

Keywords: Glycolic acid; Fermentation; Komagataella phaffii; Pichia pastoris; Metabolic

engineering
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1. Introducéo
1.1. Biomassa lignoceluldsica

O réapido e constante processo de urbanizacdo observado nas ultimas décadas causou
um aumento substancial no consumo de derivados da industria petroquimica. Em 2023, a
demanda global de petrdleo atingiu 102,2 milhdes de barris por dia, e estima-se um aumento
de 4,69% nesse valor para 0 ano de 2024 (OPEC, 2024). No entanto, as reservas globais de
fontes fdsseis de carbono sdo limitadas, e por isso torna-se urgente o desenvolvimento de
alternativas sustentaveis para a producdo de compostos organicos derivados do petrdleo. Além
disso, a producdo de diversos compostos organicos a partir do petréleo é realizada por
processos quimicos que utilizam reagentes e geram residuos potencialmente danosos a saude
humana e ao meio ambiente (SHONZA et al., 2022; LIAO et al., 2022). Assim, mostra-se
indispensavel o desenvolvimento de alternativas sustentaveis para a producdo de compostos

organicos, que sejam menos prejudiciais ao ser humano e a natureza.

Nesse contexto, a biomassa lignocelulésica tem ganhado espaco enquanto substrato,
uma vez que apresenta uma possibilidade de contornar os efeitos lesivos gerados pelo uso de
fontes fosseis. Além disso, é a fonte de carbono renovavel mais abundante do planeta, com
uma producédo anual de 200 bilhdes de toneladas globalmente. No Brasil, para o ano de 2020,
houve uma producéo de 196,2 milhdes de toneladas apenas de bagaco de cana-de-agUcar, 0 que
demonstra o grande potencial do pais para utilizacdo da biomassa como substrato na indUstria
(ZHAO et al., 2022).

A lignocelulose possui  uma complexa hierarquia estrutural constituida
majoritariamente de celulose, hemicelulose e lignina, organizadas de maneira ndo-uniforme na
estrutura tridimensional da biomassa (Figura 1) (DEIVAYANAI et al., 2022). A celulose é um
homopolimero formado exclusivamente por D-glicose em liga¢des [B-1,4-glicosidicas, e
representa a maior parcela da biomassa vegetal (JAYAKUMAR et al., 2023). A hemicelulose
é 0 segundo componente mais abundante da lignocelulose, e é formado por cadeias curtas e
heterogéneas de agucares diversos, como a D-xilose, a D-manose, a D-glicose e a L-arabinose
(RAO et al., 2023). A lignina € uma macromolécula irregular e ndo cristalina formado por
mondmeros fendlicos, e constitui a menor fracdo da biomassa vegetal (ASHOKKUMAR et al.,
2022). A proporcao de cada um desses polimeros na biomassa varia de acordo com a estrutura
da lignocelulose em cada espécie (Tabela 1).
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Figura 1. Composicao geral da biomassa lignoceluldsica. As fibras em verde claro representam a celulose, recoberta pela hemicelulose, representada em azul. A lignina é
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Tabela 1. Composicao polimérica de lignocelulose derivada de diferentes fontes. (Adaptado de SARKER et al.,
2021)

Hemicelulose Celulose Lignina

BIOMASSA (g, peso seco) (% peso seco) (% peso seco)

Referéncia

Bagaco de cana-
de-acucar

Residuo
agricola

Espiga de milho

Casca de milho

Folha de milho

Talo de milho

Palha de milho

Madeira dura

Madeira macia

Switchgrass

Palha de trigo

15-25

25-50

32

32

10

12

21

45-50

35-40

38

23

40-50

35-50

29

31

41

42

38

20-25

25-30

42

39

15-25

15-25

29

31

31

31

31

20-25

25-30

15

12

PERRONE et al.,
2021

BEIG et al., 2021

WINARSIH e
SISKAWARDANI,
2020

MENSAH et al.,
2021

MENSAH et al.,
2021

MENSAH et al.,
2021

MENSAH et al.,
2021

BEIG et al., 2021

BEIG et al., 2021

AMARASEKARA e
DENG, 2019

TIAN et al., 2020




A celulose e a hemicelulose conjuntamente representam a maior parte da biomassa
vegetal, o que faz com que os principais componentes monoméricos da lignocelulose sejam
carboidratos, especialmente a D-glicose, constituinte de ambos o0s polimeros, e a D-xilose,
presente na hemicelulose. A D-glicose € o aglcar mais abundante na lignocelulose, e compGe
de 60 a 70% dos carboidratos presentes na biomassa pré-tratada, enquanto a D-xilose se
enquadra como o segundo aglcar mais humeroso na estrutura, e compreende de 30 a 40% dos
carboidratos disponiveis nos hidrolisados de biomassa (KIM, HWANG e LEE, 2022). Por isso,
no desenvolvimento de processos de valorizagdo da biomassa por via bioldgica, é importante
que a D-xilose, que representa uma fracdo relevante dos carboidratos presentes na
lignocelulose, seja assimilada de maneira satisfatoria pelos microrganismos envolvidos no

processo.

1.2. Metabolismo de xilose em microrganismos

A D-xilose € uma pentose que tem ganhado cada vez mais aten¢do no desenvolvimento
de processos fermentativos por conta de sua grande disponibilidade na biomassa
lignoceluldsica. Apesar de ser muito abundante na natureza, a capacidade de metabolizar a
xilose ndo é ubiqua entre 0s microrganismos, e, quando presente, ¢ comumente ineficiente
quando comparada com o metabolismo da glicose. Além disso, a assimilacdo da xilose
usualmente esté sujeita a repressao catabolica pela glicose, tal que a hexose é preferencialmente
consumida, o que reduz a produtividade de bioprocessos cujo substrato se caracteriza pela
presenca de ambos os aglcares, como a biomassa lignocelulésica (JAGTAP e RAO, 2018).
Dessa forma, é importante explorar o metabolismo da xilose em microrganismos, para que se
possa desenvolver novas linhagens robustas com capacidade de assimilagcdo de xilose por

métodos biotecnoldgicos.

Diferentes vias naturais de degradacdo da D-xilose ja foram reportadas em
microrganismos. De modo geral, em Eubacteria, como E. coli, Corynebacterium spp. e
Streptomyces spp., a Xilose é metabolizada pela via da xilose isomerase, em que a pentose é
convertida a D-xilulose por uma isomerase. A D-xilulose é entdo fosforilada a D-xilulose-5-
fosfato (X5P), que entra no metabolismo central do carbono (MCC) pela via das pentoses-

fosfato (PPP) (Figura 2). Alternativamente, em bactérias como Clostridium acetobutylicum e



Lactococcus lactis, a X5P é clivada
fosfocetolase (ZHAO et al., 2020).
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Figura 2. Diferentes vias metabolicas de assimilagdo de xilose presentes em microrganismos. 2DH3DX = 2-
dehidro-3-deoxi-xilonato. a-KG = a-cetoglutarato. (Adaptado de ZHAO et al., 2020).

Ja em fungos filamentosos e leveduras, a rota metabolica comumente encontrada para
a assimilacdo da D-xilose é a via oxidorredutiva, que consiste na reducdo do acucar a xilitol
por uma xilose redutase e oxidagéo do xilitol a D-xilulose-5-fosfato. A X5P, assim como em
bactérias, entra no MCC pela PPP, porém ja foram descritas espécies de leveduras oleaginosas
com capacidade de clivagem da X5P a acetil-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato (Figura 2).
Algumas espécies, entretanto, possuem 0s genes necessarios para a expressdo da via, mas ndo
apresentam taxas de metabolizacao significativas da D-xilose por conta de outros fatores, como
baixa afinidade das enzimas pela D-xilose e baixo nimero de transportadores capazes de
internalizar a pentose. Além disso, apesar da presenca dessa via em fungos, as leveduras
usualmente utilizadas em processos fermentativos, como S. cerevisiae e Yarrowia lipolytica,
ndo conseguem crescer ou crescem limitadamente em D-xilose como fonte Unica de carbono
(RUCHALA e SIBIRNY, 2021).

Uma terceira via ndo fosforilativa de degradacdo de pentoses ocorre em Archaea e
Bacteria (FRANCOIS, ALKIM e MORIN, 2020). Nessa via, chamada de via de Weimberg, a
D-xilose ¢ inicialmente oxidada por uma D-xilose desidrogenase a D-xilonolactona, que é
entdo hidratada a acido xilénico por uma lactonase especifica. O &cido xilonico é desidratado

a 2-dehidro-3-deoxi-xilonato (2DH3DX) pela D-xilonato desidratase, seguido por uma
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segunda desidratacdo, realizada pela 2-dehidro-3-deoxi-xilonato desidratase, que resulta em
semialdeido-a-cetoglutarico. Por fim, esse intermediario é oxidado pela semialdeido-a-
cetoglutarico a a-cetoglutarato, que entra no MCC diretamente pelo ciclo do &cido citrico
(Figura 2). Foi demonstrada a existéncia de uma quarta via em bactérias, chamada de via de
Dahms (Figura 2). Esta se diferencia da via de Weimberg pelas reacdes finais do metabolismo
de xilose. Foi demonstrado em Sulfolobus sp. que o 2DH3DX ¢é clivado por uma aldolase a
piruvato e glicoaldeido. O piruvato entra diretamente no MCC, enquanto o glicoaldeido é
incorporado ao MCC ap0s ser convertido a glioxilato (DAHMS, 1974).

1.3. Komagataella phaffii

Komagataella phaffii € uma levedura aerdbica, ndo-patogénica e haploide, que se
reproduz por brotamento, e foi inicialmente isolada de exsudatos de plantas norte-americanas.
O género Komagataella foi proposto em 1995, com o objetivo de reclassificar a levedura entédo
conhecida como Pichia pastoris como um novo género entre as leveduras metilotréficas. Com
0 avanco da biologia molecular, vérias espécies foram classificadas dentro do novo género, de
acordo com diferengas em sequéncias de marcadores genéticos. Hoje, o género Komagataella
abarca sete espécies, das quais as espécies K. phaffii e K. pastoris sdo melhor caracterizadas
(HEISTINGER, GASSER e MATTANOVICH, 2020).

K. phaffii € uma levedura conhecidamente metilotréfica, capaz de metabolizar metanol
como unica fonte de carbono e energia. Também possui capacidade de crescer em diversos
outros substratos, como glicose, glicerol, etanol, acido latico e &cido acético (ATA et al., 2021).
Além de crescer facilmente em D-glicose, a K. phaffii ndo apresenta efeito Crabtree como S.
cerevisiae, em que a levedura preferencia a via fermentativa da D-glicose em vez da respiracdo
celular em altas concentragdes do agucar e na presenca de oxigénio. 1sso possivelmente ocorre
por conta do grande nimero de transportadores de hexoses presentes nas leveduras Crabtree-
positivas, 0 que permite a entrada de agtcar no ambiente celular a uma taxa maior do que a
maquinaria respiratoria consegue metabolizar. Assim, o excesso de carboidratos é desviado
para a via fermentativa, o que diminui os rendimentos de biomassa e resulta em etanol como
produto (ATA et al., 2018).

A levedura ainda se destaca pela capacidade de atingir alta densidade celular, de realizar

modificacbes pos-traducionais eucarioticas, como a glicosilacéo, e de secretar biomoléculas e
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proteinas com eficiéncia. Além disso, construcdes genéticas estaveis e um namero cada vez
maior de ferramentas estdo disponiveis para engenharia genética da especie (BARONE et al.,
2023). Dentre as ferramentas de engenharia genética desenvolvidas para K. phaffii, estdo Kits
para facil construcdo de cassetes de expressao (PRIELHOFER et al., 2017), e para uso de
sistema CRISPR/Cas9 na levedura (GASSLER et al., 2019). Uma das ferramentas genéeticas
mais exploradas em K. phaffii € o promotor do gene da alcool oxidase 1 (Paox1), que atinge
niveis de expressdo muito elevados quando induzido por metanol (ERGUN et al., 2020).
Também foram descritos na literatura outros promotores constitutivos e induzidos de
ocorréncia natural na levedura, como o promotor da 3-fosfoglicerato quinase, o promotor da
alcool desidrogenase 2 e o promotor de uma isoenzima da piruvato descarboxilase (DE
ALMEIDA, DE MORAES e TORRES, 2005; FISCHER e GLIEDER, 2019; GAO, JIANG e
LIAN, 2021).

Além disso, ao longo dos ultimos anos, tém-se gerado cada vez mais dados genémicos
e fisiologicos sobre K. phaffii, como seu genoma completo e vias metabolicas descritas na
espécie (DE SCHUTTER et al., 2009; STURMBERGER et al., 2016; ZHA et al., 2023). Uma
das vias descritas na levedura € a via de assimilacdo de xilose, pentose utilizada como fonte de
energia por poucas leveduras descritas (HEISTINGER et al., 2022). Em K. phaffii, a xilose €&
assimilada pela via oxidorredutiva, em que o agucar é convertido, em trés etapas, a xilulose-5-
fosfato, que entra no metabolismo central do carbono por meio da via das pentoses-fosfato
(Figura 2).

Por essas caracteristicas, a K. phaffii tem sido frequentemente empregada como sistema
de expressdo de proteinas heterélogas, tal que mais de 5000 diferentes proteinas ja foram
expressas na especie (ZHOU et al., 2023). A levedura também tem sido direcionada para a
producdo de diversos compostos quimicos de valor industrial e comercial, como alcoois, &cidos
organicos e vitaminas, a partir de diferentes substratos, incluindo hidrolisados lignocelulésicos
(Figura 3) (CARNEIRO et al., 2022). Recentemente, foi descrita uma linhagem recombinante
de K. phaffii com capacidade de conversdo de xilose a acido xilonico, &cido orgénico de
relevancia industrial e intermediario da via de producédo de acido glicolico (AG) (RAMOS et
al., 2021).



Metanol ‘ Xilose ’ l Glicerol ’ Glicose

Acido sacérico
Xilitol
Xilitol  Isobutanol

Acido xilénico

2,3-butanediol
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Monacolina J Acetato de isobutila
Lovastatina Condroitina Acido 3-hidroxipropiénico
Acido hialurénico Norcoclaurina Narigenina
L Citrina Malato ) Acido latico

Figura 3. Exemplos de produtos quimicos gerados por via biotecnolégica em K. phaffii. (Adaptado de
CARNEIRO et al., 2022).

No entanto, ainda é necessario o desenvolvimento de novas ferramentas genéticas,
como promotores e plasmideos, e a otimizacdo de parametros criticos de fermentacéo para que
a K. phaffii se estabeleca como um sistema de expressdao robusto para a producdo
biotecnoldgica de compostos organicos de alto valor agregado (CARNEIRO et al., 2022).
Atualmente, a maior parte do conhecimento fisiologico da levedura ainda se limita aos
processos de producdo de proteinas heterdlogas, sendo necessario investir em esforcos para
caracterizar a levedura e desenvolver processos produtivos de metabdlitos de interesse

industrial e comercial.

Apesar disso, leveduras em geral apresentam maior tolerancia a compostos inibitorios
presentes no hidrolisado de biomassa lignoceluldsica e a baixos pH’s (TRICHEZ et al., 2022),
e, diferentemente de S. cerevisiae, a K. phaffii € uma levedura de metabolismo respiratdrio, o
que faz desse microrganismo um grande candidato para o desenvolvimento de um processo de
producdo de AG a partir de biomassa lignoceluldsica. Nesse sentido, este trabalho busca o
estabelecimento de um processo de producdo de AG por K. phaffii, por meio do uso de recursos
biotecnologicos. Para isso, objetiva-se a elucidacdo das enzimas nativas da levedura envolvidas
na via de producdo de AG e de etilenoglicol, e a compreensdo de como parametros
fermentativos tém influéncia sobre o processo de produgéo de AG.



1.4.  Acido glicdlico

O éacido glicolico (AG), também conhecido como acido hidroxiacético, € a menor
molécula da familia dos a-hidroxiacidos, caracterizados por possuirem um grupo hidroxila
ligado ao carbono o ¢ um grupo carboxila na extremidade de sua estrutura (Figura 4). O AG é
largamente utilizado como cosmético, uma vez que possui propriedades esfoliantes e promove
o0 retardamento do envelhecimento e o rejuvenescimento da pele. Além disso, é empregado
clinicamente no tratamento de acnes, fotoenvelhecimento, hiperpigmentacdo e outras
condicbes dermatoldgicas (HOUSHMAND, 2021). Apesar de sua principal aplicacdo estar
voltada para a industria cosmética, 0 AG também ¢é utilizado na industria alimenticia, como
conservante e acidulante, na inddstria téxtil, como agente curtidor e pigmentador de tecidos, e
na industria de produtos de limpeza, como ativo higienizante (LACHAUX et al., 2019). Além
disso, pode ser polimerizado em poli(acido glicélico) (PGA) e, em conjunto com o &cido latico,
em poli(&cido latico-co-acido glicélico) (PLGA), que possuem diversas aplicacdes médicas por
conta de sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (BUDAK, SOGUT e AYEDEMIR
SEZER, 2020; LU et al., 2023).

O
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Figura 4. Estrutura quimica do acido glicolico.

A grande gama de aplicacbes do AG tem levado a uma crescente demanda desse
produto, com um mercado projetado para US$531,5 milhdes em 2027 (ZHOU et al., 2021). O
AG ¢ produzido em escala industrial por meio da carbonilacdo do formaldeido derivado do
petroleo, ou pela reacdo entre o acido cloroacético e o hidroxido de s6dio. Ambas as reagdes
fazem uso de reagentes toxicos e geram residuos poluentes, o que provoca efeitos lesivos sobre
a saude humana e o meio ambiente (LIAO et al., 2022). Uma rota biotecnologica de sintese de
AG oferece uma alternativa sustentavel e menos danosa ao ser humano e a natureza, e, por isso,

seu desenvolvimento torna-se extremamente atrativo para a industria.



1.4.1.  Vias biotecnolodgicas de producao de acido glicélico

O AG é naturalmente sintetizado por diversos microrganismos a partir de diferentes
substratos. Varias bactérias e leveduras apresentam capacidade de producdo de AG pela
oxidacdo de etilenoglicol (EG) (KATAOKA et al., 2001). Também ja foi relatada na literatura
a geracdo de AG por hidrolise de glicolonitrila por um isolado de Alcaligenes sp. (HE et al.,
2010). O estudo de ZHANG et al., 2020 relatou uma linhagem de Enterobacter cloacae capaz
de produzir AG a partir de acido xilénico. Além disso, algumas bactérias quimiolitotroficas
oxidantes de ferro e enxofre apresentam capacidade nativa de sintese de AG, por via
desconhecida (NANCUCHEO e JOHNSON, 2010). Todavia, ndo existem vias metabdlicas
naturais para sintese de AG a partir de matérias-primas renovaveis e baratas, como carboidratos
(SALUSJARVI et al., 2019). Por isso, diversas vias metabolicas naturais foram engenheiradas
e vias sintéticas foram construidas para a producdo de AG, a partir de diferentes substratos
(Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento maximo teorico de acido glicolico a partir de diferentes vias metabélicas e substratos.
(Adaptado de SALUSJARVI et al., 2019 e LACHAUX et al., 2019)

Rendimento
maximo teoérico
Via metabolica Organismo Fonte de Referéncia
carbono
mol/mol a/g
D-glicose 2 0,84
E. coli DENG et al., 2018

D-xilose 1,66 0,84

Ciclo do glioxilato
KOIVISTOINEN et al.,

K. lactis Etanol 1 1,65 2013
E. coli Acetato 1 1,27 YU etal., 2020
D-xilulose-1-fosfato E. coli D-xilose 1 0,51 CAM et al., 2016
D-ribulose-1-fosfato E. coli D-xilose 1 0,51 PEREIRA et al., 2016
L-xilulose-1-fosfato E. coli L-arabinose 1 0,51 PEREIRA et al., 2016
) D-xilose 2 1
D-xilulose-1-fosfato ¢ ALKIM et al., 2016
+ Ciclo do glioxilato )
D-glicose 2 0,84
D-ribulose-1-fosfato E. coli D-xilose 2 1 PEREIRA et al., 2016




+ Ciclo do glioxilato D-glicose 2 084

L-xilulose-1-fosfato

+ Ciclo do glioxilato E. coli L-arabinose 1 0,51 PEREIRA et al., 2016

Dahms S. cerevisiae D-xilose 1 0,51 SALUSIARVI et al.,

2017
Dahmg + plclo do E coli D-xilose 2 1 CABULONG et al.,
glioxilato 2018

Dahms + Ciclo do

glioxilato + Via E. coli D-xilose 2 1 CABULONG etal.,

reversa do glioxilato 2018
D-xilose 2,5 1,27
Glycoptimus E. coli LACHAUX et al., 2019
D-glicose 3 1,27
Oxaloacetato S. cerevisiae D-glicose 2 0,84 KAKKO et al., 2023
Glicerol E. coli Glicerol 1 0,83 ZHAN et al., 2021

A principal via metabdlica engenheirada para a producdo de AG ¢ o ciclo do glioxilato,
que ocorre naturalmente em varios organismos. Nessa via, 0 isocitrato do ciclo do acido citrico
é clivado em glioxilato e succinato por acao da isocitrato liase, e o glioxilato é entdo reduzido
a AG pela glioxilato redutase (Figura 5). A expressdo e otimizacao dessa via para a producao
de AG foi reportada para diversos microrganismos, dentre bactérias e leveduras
(SALUSJARVI et al., 2019). A integracdo do ciclo do glioxilato a0 metabolismo central do
carbono torna essa via extremamente versatil, e permite o uso de diversos substratos para
conversédo ao produto de interesse. Por meio da superexpresséo de enzimas-chaves do ciclo do
glioxilato e da delecdo de vias competitivas em E. coli, DENG et al., 2018 atingiram uma
producdo de 65,5 g/L de AG a partir de glicose, com um rendimento de 92,9% do rendimento
tedrico maximo da via. No entanto, os estudos que utilizaram o ciclo do glioxilato para a
producdo de AG demonstraram uma forte inibi¢do da producgéo do &cido a partir de agucares,
possivelmente por conta da repressdo do ciclo do acido citrico e do ciclo do glioxilato por
carboidratos (KOIVISTOINEN et al., 2013; ZAHOOR, OTTEN e WENDISCH, 2014). Além
disso, a preferéncia da glioxilato redutase por NADPH gera um desequilibrio do balanco redox
celular (LACHAUX et al., 2019).



Por conta das desvantagens do uso do ciclo do glioxilato, foram desenvolvidas vias
metabolicas sintéticas para a producdo de AG. A primeira via metabolica sintética construida
para a producdo de AG foi a via de Dahms (Figura 5), expressa em E. coli. Foi expressa na
bactéria uma D-xilose desidrogenase advinda de Caulobacter crescentus, que conferiu ao
microrganismo a capacidade de conversdo de D-xilose a acido xilénico. O &cido xilonico
produzido € entdo convertido a 2DH3DX, que € clivado em piruvato e glicoaldeido, etapas
realizadas pela maquinaria celular nativa da E. coli. A partir do glicoaldeido gerado pela via, é
possivel produzir EG por reducdo e AG por oxidacdo (LU et al., 2021). A via de Dahms é
interessante para a producdo de AG, ja que atinge rendimentos muito proximos ao maximo
tedrico e possibilita a valorizacdo de pentoses, como a D-xilose (CABULONG et al., 2021).
Na levedura S. cerevisiae, a expressao heter6loga de uma D-xilose desidrogenase e de uma D-
xilonato desidratase advindas de C. crescentus, e de uma aldolase e uma aldeido desidrogenase
de E. coli, além da superexpressdo de uma lactato desidrogenase nativa, levaram a levedura a
uma producado de 1 g/L de AG. A hipotese levantada pelo grupo de pesquisa € de que a baixa
eficiéncia teria se dado pela baixa atividade da D-xilonato desidratase, que levou a um acimulo
de D-xilonato, e pela perda de carbono na forma de 3-deoxipentonato (SALUSJARVI et al.,
2017).
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Figura 5. Vias metabolicas engenheiradas para producéo de acido glicolico. 2DH3DX = 2-dihidro-3-deoxi-xilonato. a-KG = a-cetoglutarato. (Adaptado de SALUSIJARVI et

al., 2019 e LACHAUX et al., 2019).
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Outra estratégia explorada para a producdo de AG foi a combinacédo da via de Dahms,
do ciclo do glioxilato e de duas enzimas da via reversa do glioxilato (Figura 5), uma malato
tioquinase e uma malil-CoA liase, para a sintese de AG em E. coli (CABULONG et al., 2018).
A malato tioquinase converte malato a malil-CoA, que é clivado em acetil-CoA e glioxilato
pela malil-CoA liase, e o glioxilato é entdo reduzido a AG. Apds otimizacdo da linhagem, foi
observada uma producdo de 4,57 g/L de AG, com um rendimento de 0,46 g/g a partir de D-
xilose. Para o aumento da producédo de AG, a linhagem foi otimizada para co-utilizagéo de
hexoses e pentoses sem que houvesse repressao catabolica da glicose sobre a assimilagédo de
acucares C5. Quando a glicose entra na célula, ela € fosforilada a glicose-6-fosfato e o sistema
de fosfotransferase € desfosforilado, o que inibe a captacdo de pentoses. A linhagem foi
construida por meio da expressdo heter6loga de uma celobiose fosforilase de Saccharophagus
degradans, que permitiu a E. coli a metabolizacéo da celobiose. Dessa maneira, o dissacarideo
entra na célula sem ser fosforilado, e s6 é clivado no ambiente intracelular, o que aumenta a
assimilacdo de acUcares C5. A linhagem produziu 4,27 g/L de AG em batelada alimentada, e
foi capaz de gerar o produto de interesse a partir de uma combinagdo de hexoses e pentoses
(CABULONG et al., 2021).

A via da xilulose-1-fosfato (X1P) foi implementada em E. coli para a producdo de AG
a partir de D-xilose (CAM et al., 2016). Nessa via, a D-xilose é convertida a D-xilulose por
acdo de uma xilose isomerase nativa, e a D-xilulose € entdo fosforilada a X1P por uma xilulose-
1-quinase. A X1P é entdo clivada por uma aldolase a dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) e
glicoaldeido, que é oxidado a AG, como ocorre com o glicoaldeido produzido pela via de
Dahms (Figura 5). Tanto a xilulose-1-quinase quanto a aldolase foram expressas
heterologamente na bactéria, e foi realizada a delecdo de uma xilulose-5-quinase nativa
responsavel pela conversdo de D-xilose a xilulose-5-fosfato. Assim, foram obtidos de 4,3 g/L
de AG a partir de D-xilose, com um rendimento de 0,46 g/g, 90% do rendimento maximo
teorico (CAM et al., 2016). A associacdo entre a via da X1P e o ciclo do glioxilato também foi
testada em E. coli, porém ndo houve aumento da sintese de AG quando a linhagem foi cultivada
exclusivamente em D-xilose, possivelmente por conta do lento crescimento nessa fonte de
carbono. Entretanto, quando cultivada em glicose e xilose conjuntamente, foram obtidos 3,73
g/L de AG, com um rendimento de 0,63 g/g, 75% do rendimento tedrico maximo (ALKIM et
al., 2016).

A via da D-ribulose-1-fosfato (R1P) é uma via proxima a da X1P, e utiliza as vias
catabdlicas de L-lixose e D-arabinose nativas de E. coli para a producdo de AG a partir de
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arabinose e xilose (SALUSJARVI et al., 2019). Na via nativa, a D-arabinose ¢ convertida a D-
ribulose por uma L-fucose isomerase, e a D-ribulose € fosforilada a R1P pela L-fuculoquinase.
A L-lixose € convertida a L-xilulose pela L-ramnose isomerase, e a L-xilulose ¢ fosforilada a
L-xilulose-1-fosfato (LX1P) pela L-ramnuloquinase. A R1P e a LX1P s&o entdo clivadas em
DHAP e glicoaldeido por aldolases, como ocorre com a X1P, e o glicoaldeido pode entéo ser
oxidado a AG. A expressao de uma D-tagatose epimerase heterologa permite a assimilagéo de
D-xilose e L-arabinose pela via, uma vez que a enzima converte a D-xilulose, produzida a partir
de D-xilose, a D-ribulose, e a L-ribulose, produzida a partir de L-arabinose, a L-xilulose (Figura
5). Por meio dessa via, foi obtida uma producao de 44 g/L de AG em batelada, com rendimento
de 0,44 g/g a partir de D-xilose. A sintese de AG paralelamente a partir da via da R1P e do
ciclo do glioxilato com D-xilose como substrato atingiu um rendimento de 0,63 g/g, 63% do
rendimento tedrico maximo da via (PEREIRA et al., 2016).

Uma via de producdo de AG a partir de oxaloacetato também foi descrita para fungos,
em gue sao expressas de forma heterdloga as enzimas oxaloacetase de Aspergillus niger, oxalil-
CoA redutase de Methylobacterium extorquens, e glioxilato redutase de Arabidopsis thaliana.
Assim, o0 oxaloacetato produzido pelo ciclo do &cido citrico é convertido pela oxaloacetase a
oxalato, que é entdo convertido a oxalil-CoA por uma enzima nativa dos fungos. O oxalil-CoA
é reduzido a glioxilato pela oxalil-CoA redutase, e o glioxilato pode ser entdo reduzido a AG
pela glioxilato redutase (Figura 5) (TOIVARI et al., 2019). Por meio da expresséo heter6loga
do repressor do crescimento ClpXP de E. coli sob controle de um promotor induzido, foi
possivel direcionar a fonte de carbono para a producdo de AG em uma linhagem de S.
cerevisiae expressando a via do oxaloacetato. A levedura atingiu uma maior producdo quando
o crescimento foi reprimido apos 8 horas de cultivo, e alcangou uma producéo de 0,15 g/L de
AG a partir de glicose (KAKKO et al., 2023).

Uma rota de sintese de AG conectada com a via das pentoses-fosfato também foi
desenhada e chamada de via glycoptimus (Figura 5) (LACHAUX et al., 2019). Nessa via, a D-
ribulose-5-fosfato da via das pentoses-fosfato é convertida por uma D-arabinose-5-fosfato
isomerase a D-arabinose-5-fosfato, que € entdo clivada por uma aldolase a gliceraldeido-3-
fosfato e glicoaldeido. O glicoaldeido é entdo oxidado a AG por uma glicoaldeido
desidrogenase. As trés enzimas-chaves dessa via ocorrem naturalmente em E. coli, e foram
superexpressas para aumento da producao de AG. Além disso, varias vias competitivas foram

deletadas na linhagem para diminuir a perda de carbono e direcionar o metabolismo celular
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para a geracao do produto de interesse. O rendimento de AG da linhagem a partir de D-glicose,
D-xilose e D-arabinose foi de 0,2, 0,6 e 0,68 mol/mol, respectivamente, 0 que corresponde a

6,3%, 24% e 27% dos rendimentos méximos tedricos para cada agucar.

Além das vias metabdlicas supracitadas, tém sido desenvolvidas novas rotas de sintese
de AG a partir de diversos substratos. ZHAN et al., 2020 desenvolveram uma nova rota
sintética para producdo de AG a partir da oxidacdo do glicerol em E. coli, e obtiveram uma
producdo de 4,74 g/L de AG em batelada alimentada. Também foi estabelecida uma via de
geracdo de AG a partir de acetato em E. coli, baseada na via do glioxilato, porém com
rendimento de 45,67% do rendimento tedrico maximo (2,75 g/L de AG a partir de 4,39 g/L de
acetato) (LI et al., 2019). Por meio da utilizacdo simultanea de glicose e acetato como
substratos, YU et al. 2020 conseguiram otimizar a sintese de AG a partir de acetato, e
alcancaram uma concentracdo de 73,3 g/L de AG. Isso foi possivel devido ao fato de que a
oxidagdo da glicose supre a demanda de cofator NADPH necesséria para a conversdo do

acetato, que serve de esqueleto de carbono para a sintese de AG.

Nesse contexto, foi desenvolvida previamente pelo grupo de pesquisa na Embrapa
Agroenergia uma linhagem de K. phaffii que expressa a via de Dahms e uma aldeido redutase
capaz de converter o glicoaldeido resultante da via de Dahms a etilenoglicol (Figura 6). Para a
construgéo da via, foram avaliadas diferentes xilose desidrogenases e xilose desidratases em
combinagédo para determinar as enzimas com maior atividade de metabolizagdo da D-xilose a
acido xilénico e a 2DH3DX, respectivamente. Uma das linhagens construidas (JA122), que
expressa uma xilonato desidratase de atividade ainda ndo caracterizada, apresentou aumento
significativo da producdo de EG e AG em relacdo a linhagens que expressam as xilonato
desidratases ja descritas na literatura. Em cultivo em biorreator para validacao da producéo de
AG pela linhagem, a levedura apresentou producdo de 1,82 g/L de AG a partir de D-xilose,
concentracdo superior as descritas na literatura em leveduras. Essa é a primeira linhagem

engenheirada de K. phaffii que apresenta capacidade de producéo de AG.
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Figura 6. Via metabdlica expressa em K. phaffii para produgdo de etilenoglicol a partir de xilose. Vermelho =
enzimas expressas de maneira heteréloga; Azul = enzimas nativas da levedura. Fonte: Autor.

Em experimentos com a linhagem selvagem de K. phaffii X33 cultivada em
glicoaldeido, foi observado que a levedura possui capacidade nativa de metabolizagdo do
glicoaldeido a AG e EG. Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo a identificagdo dos
genes nativos de aldeido desidrogenases (ALDH) e aldeido redutases (ALDR) de K. phaffii
responsaveis pela oxidacdo e pela reducéo de glicoaldeido a AG e EG, respectivamente. Os
genes de ALDR’s que demonstrem atividade de conversao de glicoaldeido a EG serdo

deletados em uma linhagem de K. phaffii que expressa a via de Dahms, para desviar o
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glicoaldeido produzido a partir de xilose para a producdo de AG. Ja os genes de ALDH’s
relevantes para a oxidacao do glicoaldeido a AG poderdo ser posteriormente superexpressos na

linhagem construida, o que pode ter impacto positivo na producéo do AG.

2. Objetivo
2.1.  Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é otimizar a producdo de AG a partir de hidrolisado de

biomassa de cana-de-acucar por linhagens recombinantes de K. phaffii.

2.2.  Objetivos especificos

e Identificar, deletar e superexpressar genes putativos envolvidos com atividades
de glicoaldeido desidrogenase (ALDH) e glicoaldeido redutase (ALDR) em K.
phaffii;

e Avaliar o metabolismo de AG, EG e glicoaldeido em linhagens de K. phaffii

com os genes-alvo deletados ou superexpressos;

e Avaliar o efeito de pH e oxigénio dissolvido na producao de &cido glicélico pela
linhagem produtora de AG K. phaffii JA122;

e Estabelecer um processo de producdo de acido glicdlico a partir de hidrolisado

de biomassa de cana-de-agucar.

3. Estratégia

A estratégia geral deste trabalho est& resumida na Figura 7. Para determinacg&o de seus
papéis funcionais, os genes putativos de ALDR’s e ALDH’s previamente identificados pelo
grupo de pesquisa serdo deletados do genoma da K. phaffii e superexpressos em cassetes
integrativos, e a atividade de cada gene sobre a conversdo de glicoaldeido a acido glicolico
(AG) ou etilenoglicol (EG) sera avaliada por meio de ensaios fermentativos com as linhagens

recombinantes na presenca de glicoaldeido, AG e EG.
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O processo de producéo de AG pela linhagem mutante K. phaffii JA122 sera otimizado
por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), que avaliara a interacao
entre pH e oxigénio dissolvido na producdo do produto de interesse. Apos a construcdo do
modelo estatistico, as variaveis preditas como Otimas serdo validadas por fermentacdo nas

condicdes indicadas, com uso de hidrolisado de biomassa de cana-de-acucar como fonte de

carbono.
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Figura 7. Representacdo esquematica da estratégia geral para estabelecimento de processo de producdo de acido
glicdlico a partir de biomassa lignocelulésica em K. phaffii. Fonte: Autor.

4. Material e métodos
41. Materiais
4.1.1. Linhagens

As linhagens utilizadas neste trabalho séo listadas na Tabela 3. A levedura K. phaffii
X33 (Invitrogen) foi utilizada para a construgdo de linhagens recombinantes. Para clonagem e
propagacdo de DNA plasmidial foram utilizadas as bactérias E. coli DH10B T1 (Invitrogen) e
XL10-Gold (Agilent). Também foi utilizada a levedura K. phaffii JA122, construida
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previamente pelo grupo de pesquisa, que expressa a via de Dahms, capaz de produzir
glicoaldeido e piruvato a partir de xilose, e uma aldeido redutase (ALDR), que converte o

glicoaldeido produzido a etilenoglicol (Figura 6).

Tabela 3. Linhagens microbianas utilizadas neste trabalho. XDH = Xilose desidrogenase. XD = Xilonato
desidratase. ALDO = 2-dehidro-3-deoxi-xilonato aldolase. ALDR = Aldeido redutase.

Linhagem Genotipo Fenotipo principal

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80dlacZAM15
. lacX74 recAl endAl
E. coli DH10B T1 araD139 A(ara-leu)7697 )
galU galK rpsL nupG A-

tonA

Tet’A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl
. ] SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 i
E. coli XL10-Gold relAl lac Hte [F" proAB

lacl9%ZAM15 Tnl10 (Tet") Amy

Cam']
K. phaffii X33 Selvagem -
PGAPZB(XDH) xyIB-HL + Zeo® + GenR + HygR,
K. phaffii JA122 pKLD(XD)_xyID-HL + XDH+XD+ALDO+ALDR

pB3Hyg MOD1_YjhH+FucO (via de producéo de EG)

4.1.2. Plasmideos

Foi utilizado o vetor pGEM®-T Easy (Promega) para a construcdo dos modulos de
delecdo descritos neste trabalho. O plasmideo original contendo os cassetes de selecdo e
contrasselecéo foi doado pelo grupo de pesquisa do professor Hugo Costa Paes, da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia. O vetor pPICK®6, construido por nosso grupo de

pesquisa, foi utilizado para a construcdo do vetor pMDHyg, descrito neste trabalho.

4.1.3. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de sequéncias por PCR neste
trabalho foram sintetizados pelas empresas Invitrogen e Exxtend e séo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Primers utilizados para amplificacdo de sequéncias por PCR. As regifes em negrito representam os
sitios de restricdo presentes nas sequéncias.

Primer Sequéncia (5’ — 3°) Temperaturade  Sitio de Restricédo
anelamento (°C)

DR2-MazF- TAGGGATCCCGGGTCGACCCAC 59,4 BamHI (GGATCC),

F ACGGCATTTCCCTCTCTAG Smal (CCCGGQG) e
Sall (GTCGAC)

DR2-MazF- TAAGGATCCCGGGTCGACGTCT 59,4 BamHI (GGATCC),

R GTGGAAGCTAGCGGTACC Smal (CCCGGQG) e
Sall (GTCGAC)

ALD2- TAGCTCGAGTTCTGTCAATGGCC 57,4 Xhol

Xhol-F CTTGCA

ALD2- TAACTCGAGTCTGCAGACTCGGA 57,4 Xhol

Xhol-R AGTTGC

Succinate CCGCTCGAGGGTACCCTGGCTTG 57,7 Xhol

ALDH- TCTTCC

Xhol-F

Succinate TCGCTCGAGTCAGAGTCCTCCAA 56,3 Xhol

ALDH- TCACCATG

Xhol-R

ADH2- ATTTGCGGCCGCATGTCTCCAAC 53,9 Notl

Notl-F TATCCCAACTAC

ADH2- ATTCCATATGCTCGAGACAATCA 55,5 Ndel (CATATG) e

NdelXhol-R ATCAGCGGTCCAC Xhol (CTCGAG)

ADH6- TGACTCGAGCCGCAGCAACCCCA 57,4 Xhol

Xhol-F CTATAA

ADHG6- TAACTCGAGCCACATTTCCCCCT 58 Xhol

Xhol-R CCCATC

ADH900- TTGAGCGGCCGCACGTTAGCGAC 59 Notl

Notl-F TCTTGCG

ADH900- TAAGAGCTCCTCGAGGTCAGAC 57,8 Sacl (GAGCTC) e

SaclXhol-R  CACCAACCCTCAC Xhol (CTCGAG)

InpMDH-F ~ GAATATACTACCCACCAGTTGAA 51,9 -

InHyg-R TTGCAAAGTAACACCTTGAGCT 55 -

M13-F GTAAAACGACGGCCAGT 52,6 -

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC 47 -
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HygR-
pPICK6-F

HygR-
pPICK6-R

ALD2-
pMDHyg-F

ALD2-
pMDHyg-R

Succ-
pMDHyg-F

Succ-
pMDHyg-R

ADH2-
pMDHyg-F

ADH2-
pMDHyg-R

ADH6-
pMDHyg-F

ADH6-
pMDHyg-R

ADH900-
pMDHyg-F

ADH900-
pMDHyg-R

GTATAATACGACAAGGTGAGGAA
CTAAACCATGCCTGAATTGACTGC
TAC

ATGTAAGCGTGACATAACTAATT
ACATGATTTACTCTTTAGCTTAGG
TC

GAACAATAACAACATGGGAGACC
GATCTCGAGATGGCAAGTCCCTT
AAGC

CAAACTCAATGATGATGATGATG
ATGGTCGACTTAATCTCTGGTCAG
GTTAGTG

GAACAATAACAACATGGGAGACC
GATCTCGAGATGAATTCTCTCAGT
AAAGCTG

CAAACTCAATGATGATGATGATG
ATGGTCGACTCAGAGTCCTCCAAT
CACC

GAACAATAACAACATGGGAGACC
GATCTCGAGATGTCTCCAACTATC
CCAACTAC

CAAACTCAATGATGATGATGATG
ATGGTCGACTTATTTGGAAGTGTC
CACAACG

GAACAATAACAACATGGGAGACC
GATCTCGAGATGGCGTACCCAGA
CACC

CAAACTCAATGATGATGATGATG
ATGGTCGACCTATTTGAATGCCTT
ATCGTAACC

GAACAATAACAACATGGGAGACC
GATCTCGAGATGTCTGTGATGAA
AGCCCTC

CAAACTCAATGATGATGATGATG
ATGGTCGACTTAATCGGCAGATA
AGAAAATCTTG

52,2

47,2

51,2

o1,1

50,1

52,2

53,4

53,4

55,7

52

54,3

51,9
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4.1.4. Meios de cultura

Meio LB (Luria-Bertani) low salt

Cloreto de sédio 0,5% (p/v)

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

Peptona bacterioldgica 1% (p/v)

Agar bacterioldgico 1,5% (p/v), quando s6lido

Suplementagdo com ampicilina a 100 pg/mL, quando necessario

Meio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)

Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona bacterioldgica 2% (p/v)

D-(+)-glicose 2% (p/v)

Agar bacterioldgico 1,5% (p/v), quando sélido

Suplementa¢do com higromicina B a 200 pg/mL, zeocina a 100 pg/mL e/ou geneticina a 200

pg/mL quando necessario

Meio YPDX (Yeast Extract-Peptone-Dextrose-Xylose)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona bacteriologica 2% (p/v)
D-(+)-glicose 2% (p/v)

D-(+)-xilose 4% (p/v)
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Meio FM22

D-(+)-glicose 2% (p/v)

D-(+)-xilose 4% (p/v)

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

Sulfato de amonio ((NH4)2S04) 0,5% (p/v)

Cloreto de célcio dihidratado (CaClz - 2H20) 0,2% (p/v)

Sulfato de potéassio (K2S04) 1,43% (p/v)

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4 - 7H20) 1,17% (p/v)

PTM4 0,435% (V/V)

4.1.5. Solucbes

PTM4
Sulfato de cobre (1) pentahidratado (CuSOs - 5H20) 0,2% (p/v)
lodeto de sodio (Nal) 0,008% (p/v)

Sulfato de manganés (I1) monohidratado (MnSO4 - H>0) 0,3% (p/v)
Molibdato de sodio dihidratado (Na2MoOQO4 - 2H20) 0,02% (p/v)
Acido bérico (HsBOs) 0,002% (p/v)

Sulfato de célcio dihidratado (CaSOs - 2H20) 0,05% (p/v)

Cloreto de cobalto (1) (CoCl2) 0,05% (p/v)

Cloreto de zinco (ZnCly) 0,7% (p/v)

Sulfato de ferro (I1) heptahidratado (FeSO4 - 7H20) 2,2% (p/v)
Biotina 0,02% (p/v)
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Acido sulfdrico (H2S04) 0,1% (v/v)

Solucéo de sorbitol 1M

D-Sorbitol 18,22% (p/v)

Solucédo de &cido sulfirico 5 mM

Acido sulfiirico (H2S04) 0,0272% (V/v)

Solucdo de glicerol 10%

Glicerol 10% (v/v)

Solucéo de acetato de s6dio 3M

Acetato de Sédio (NaO.CCHz3) 24,61% (p/v)

Solucdo de etanol 70%

Etanol (CH3CH20H) 70% (v/v)

4.2. Meétodos

4.2.1. Selecdo de genes para ALDH e ALDR putativas para delecédo e

superexpressao

Os genes-alvo para delecéo e superexpressédo foram previamente selecionados com base
na similaridade das sequéncias com genes de referéncia de outros organismos. Foram
selecionadas 5 oxidorredutases nativas de K. phaffii, nem todas com atividade bioguimica

completamente caracterizada. Trés dos genes selecionados possuem atividade putativa de
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aldeido redutase (ALDR) e dois apresentam atividade putativa de aldeido desidrogenase
(ALDH). Para os genes das ALDR’s, foi utilizada como referéncia a sequéncia da ADH1 de S.
cerevisiae, enquanto para os genes das ALDH’s, foram usadas as sequéncias da AldA de E.

coli e da ALD4 de S. cerevisiae. Os genes selecionados sdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Genes putativos codificantes de aldeido desidrogenases e aldeido redutases selecionados para delecéo
em K. phaffii.

Gene ID  Codigo do gene Nome do gene Descricédo do gene

8198920 PAS chr2-1 0453 ALD?2 Aldeido desidrogenase citoplasmatica,

envolvida na oxidacdo de etanol e na

biossintese de beta-alanina

8197957 PAS chrl-3 0024 Succinate ALDH Succinato semialdeido desidrogenase

8198395 PAS chr2-1 0472 ADH2 Alcool desidrogenase mitocondrial
isoenzima Ill
8200841 PAS chr4 0576 @ ADHG6 Alcool desidrogenase NADPH-dependente

de cadeia média com ampla especificidade

de substrato

8199001 PAS chr2-1 0313 ADH900 Enzima  bifuncional com alcool
desidrogenase e formaldeido

desidrogenase dependente de glutationa

4.2.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para todas as reacOes de PCR realizadas, foram utilizados os reagentes do kit GoTaq®
Hot Start Polymerase (Promega), nas concentracOes indicadas pelo fabricante, e os primers
correspondentes de cada sequéncia. As reacdes de PCR foram feitas em termociclador, de
acordo com os ciclos indicados na Tabela 6. Para as amplificacGes realizadas a partir de DNA
gendmico, foram utilizados 30 ng de DNA molde, enquanto que para aquelas realizadas a partir
de material plasmidial, foi utilizado 1-3 ng de DNA molde.
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Tabela 6. Ciclos utilizados em PCR para amplificagdo de sequéncias de DNA. Tm = Temperatura de anelamento
otimizada para cada reacdo de amplificacéo.

Etapa 1 Etapa 2 (x30) Etapa 3
95°C 95°C Tm 72°C 72°C 10°C
3’ 30” 30” 2’ 10° oo

4.2.3.  Preparo de celulas de E. coli eletrocompetentes

Foi plaqueada a linhagem de E. coli DH10B T1 em meio LB low salt a partir de estoque
em freezer -80°C, e as placas foram incubadas a 37°C por 16h. Uma coldnia isolada foi
inoculada em 10 mL de meio LB low salt e incubada em shaker a 37°C e 200 rpm por 16h.
Uma aliquota do pré-indculo, entre 2 e 5 mL, foi inoculada em 4 erlenmeyers de 1 L contendo
200 mL de meio LB low salt, que foram incubados em shaker a 37°C e 200 rpm até atingir
ODs0o = 0,6. Quando atingiram a ODsoo especificada, os inoculos foram transferidos para 4
tubos de ultracentrifuga de 250 mL e foram incubados em gelo por aproximadamente 40 min.
As células foram entdo centrifugadas a 2000 x g e 8°C por 20 min, o sobrenadante foi
descartado, e cada pellet foi ressuspendido em 100 mL de &gua ultrapura estéril gelada. O
conteudo de 2 tubos foi misturado, e as células foram novamente centrifugadas sob as mesmas
condicbes por 15 min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e as células foram
ressuspendidas em 50 mL de glicerol 10% estéril gelado e transferidas para 4 tubos falcon de
50 mL, com 25 mL cada. Os tubos foram centrifugados sob as mesmas condi¢6es por 15 min,
0 sobrenadante foi descartado, e cada pellet foi ressuspendido em 12,5 mL de glicerol 10%. O
contedo de 2 falcons foi misturado, e foram novamente centrifugados sob as mesmas
condigdes por 15 min. O sobrenadante foi descartado e cada pellet foi ressuspendido em 1 a 2
mL de glicerol 10% gelado, para atingir ODego final de 150 a 200. As bactérias
eletrocompetentes foram aliquotadas em tubos de 0,2 mL contendo 50 pL cada, congeladas em

nitrogénio liquido, e posteriormente armazenadas em freezer -80°C.

4.2.4. Transformacao de E. coli por eletroporacao

Um volume de 1 a 5 pulL dos sistemas de ligacao foi adicionado a uma aliquota de 50
uL de células de E. coli DH10B T1 eletrocompetentes. As células foram transferidas para

cubeta de eletroporacdo (0,1 cm), em que foram submetidas a descarga elétrica de voltagem
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1800 V, capacitancia de 25 uF e resisténcia de 200 €. Foi imediatamente adicionado 1 mL de
meio LB low salt as células, que foram incubadas por uma hora a 37°C ap0s a eletroporacéo, e
foram entédo plaqueadas em meio LB low salt solido suplementado com ampicilina 100 pg/mL.
As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

4.2.5. Eletroforese em gel de agarose

Andlises eletroforéticas de sequéncias de DNA foram realizadas em gel de agarose
0,8%, preparado com tampdo TAE 1X e brometo de etidio 0,5 pg/mL. O tampédo TAE 1X foi
preparado por meio de dilui¢do do reagente UltraPure® DNA Typing Grade® 50X TAE Buffer
(Invitrogen). As amostras de DNA foram aplicadas ao gel diluidas em tampdo Gel Loading
Buffer (Sigma-Aldrich) e submetidas a corrente elétrica de voltagem compativel com o volume
do gel. Apdés a aplicacdo de corrente elétrica, as amostras foram visualizadas em

transiluminador de luz ultravioleta.

4.2.6.  Sequenciamento de fragmentos de DNA

A correta insercdo dos genes-alvo no vetor de clonagem foi confirmada por
sequenciamento. As sequéncias para delecdo dos genes-alvo, inseridas no vetor de clonagem
pPpGEM®-T Easy, foram amplificadas por PCR utilizando os primers M13-F e M13-R, que se
anelam na sequéncia do vetor. O sequenciamento foi feito pela empresa Clinilab Laboratorio
Veterinario.

4.2.7.  Montagem de mddulos de delecéo de genes-alvo

Os modulos de delecdo foram idealizados com base em metodologia que permite
reciclagem da marca de selecédo, para evitar acimulo de marcas de selecdo na linhagem de K.
phaffii recombinante final, modificada para a expressao da via de Dahms e para a dele¢édo de
genes do genoma. Essa metodologia consiste na construcdo de um modulo de delecdo que
apresenta uma regido destinada a selecdo e a contrasselecdo de linhagens recombinantes,
flanqueada por bracos de homologia de cerca de 600 pb, que permitem a inser¢do do médulo

no genoma por recombinacdo homdloga. Os bracos de homologia foram desenhados com
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tamanhos que aumentam a eficiéncia de recombinacdo homdloga, uma vez que a K. phaffii
possui como mecanismo de reparo preferencial a unido de extremidade ndo-homologa (ITO et
al., 2018). Alem disso, os cassetes de selecao e contrassele¢do séo flanqueados por duas regides
homélogas entre si (DR), para permitir recombinacdo e consequente excisao dos cassetes do
genoma, 0 que permite sua reutilizacéo (Figura 8). O cassete de selecdo € constituido pelo gene
da higromicina fosfotransferase (HygR) sob controle do promotor constitutivo da malato
desidrogenase peroxissomal (Pmprs) de K. phaffii (PRIELHOFER et al., 2017). O cassete de
contrasselecéo é constituido pelo gene MazF de E. coli, que codifica uma endonuclease toxica
para K. phaffii, sob controle do promotor da L-ramnonato desidratase (Piras) (LIU et al., 2016;
JIAO et al., 2019), induzivel por ramnose. Assim, as linhagens recombinantes de K. phaffii
podem ser selecionadas com base no cassete de sele¢do, que garante resisténcia a higromicina
B, e, ap6s a indugdo da recombinacéo entre as regides DR (conforme tdpico 4.2.17), a inducao
do gene MazF por ramnose pode ser utilizada para contrasselecionar as células da levedura que
ndo tenham realizado o processo de recombinacéo entre as regides homdlogas DR.
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Figura 8. Mddulos idealizados para delecdo dos genes-alvo e estratégia geral de reciclagem dos cassetes de
selecdo e contrasselecdo. DR = Regifes idénticas em repeticdo direta. P ras = Promotor da L-ramnonato
desidratase de Komagataella phaffii. MazF = Gene codificante de endonuclease de Escherichia coli. RPS25A =
Terminador do gene da proteina S25 da subunidade menor do ribossomo de Komagataella phaffii. Pmprs =
Promotor da malato desidrogenase de Komagataella phaffii. HygR = Gene codificante da higromicina
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fosfotransferade de Klebsiella pneumoniae. TDH3 = Terminador do gene da isozima 3 da gliceraldeido 3-fosfato
de Komagataella phaffii. Fonte: Autor.

A estratégia para construcdo dos mddulos de delecdo é resumida na Figura 9. Para a
construcdo dos modulos, as sequéncias para delecdo dos genes-alvo foram amplificadas por
reacdo de PCR do genoma da levedura K. phaffii X33 e clonados no vetor pPGEM®-T Easy
(Promega). A sequéncia dos cassetes de selecdo e contrasselecdo, denominada DR2-MazF-
Hyg, foi amplificada a partir de plasmideo doado pelo grupo de pesquisa do professor Hugo
Paes, e clonada no mesmo vetor. O tamanho das sequéncias amplificadas se encontra na Tabela
7. Para as clonagens no plasmideo pGEM®-T Easy, os produtos de PCR foram ligados com
T4 DNA ligase ao vetor (Thermo Scientific), de acordo com as orientagdes do fabricante, e
posteriormente transformados em E. coli. As sequéncias para delecdo dos genes ALD2,
Succinate ALDH e ADH6 foram clonados diretamente na extremidade 3’ do vetor. As
sequéncias para delecdo dos genes ADH2 e ADH900 foram digeridas por restricdo com 0s
pares de enzimas FastDigest (Thermo Scientific) Notl e Ndel, e Notl e Sacl, respectivamente,
e 0 vetor pPGEM®-T Easy foi digerido com os mesmos pares de enzimas. As enzimas foram
utilizadas com seus respectivos tampdes nas condicBes indicadas pelo fabricante. A restricdo
foi realizada para a retirada dos sitios de Sall e Ndel, respectivamente, do sitio mdltiplo de
clonagem do vetor, uma vez que esses sitios de restricdo, também localizados no interior da
sequéncia dos genes, foram usados para linearizagdo dos plasmideos e insercdo da sequéncia
DR2-MazF-Hyg.
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Tabela 7. Tamanho de fragmentos amplificados a partir do genoma de K. phaffii para construgdo de modulos de
delecéo.

Gene Tamanho do fragmento amplificado (pb)
ALD?2 1896
Succinate ALDH 1821
ADH2 1293
ADHG6 1469
ADH900 1398

Transformantes foram selecionados em meio LB contendo ampilicinaa 100 pg/mL. Os
plasmideos contendo as sequéncias para delecédo dos genes-alvo foram entéo extraidos com uso
do kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific), de acordo com as orientagdes do
fabricante, e a confirmacdo da construcdo foi feita por restricdo e eletroforese em gel de
agarose. Para insercdo do cassete DR2-MazF-Hyg entre os fragmentos dos genes putativos de
ALDH e ALDR, os plasmideos construidos (denominados pGEM®-T Easy ALDRp or
pGEM®-T Easy_ALDHp) foram linearizados com as enzimas presentes na Tabela 8. As
construcdes contendo os fragmentos dos genes ALD2, Succinate ALDH e ADHB6, que liberam
fragmentos de até 772 pb (Tabela 8) durante a digestdo, foram separadas por eletroforese em
gel de agarose, e a banda correspondente ao plasmideo foi purificada com uso do kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os
plasmideos que contém os genes da ADH2 e da ADH900 néo precisaram ser purificados, ja
que ndo liberam fragmentos durante a digestdo. Os plasmideos contendo os genes ADH6 e
ADH900 tiveram suas extremidades coesivas convertidas em extremidades abruptas com uso
do kit Anza® DNA End Repair Kit (Invitrogen), de acordo com as orientacGes do fabricante,

para ligacdo da sequéncia DR2-MazF-Hyqg.

Todos os plasmideos linearizados foram desfosforilados por agdo da USB® Shrimp
Alkaline Phosphatase (Affymetrix), utilizada de acordo com as instru¢es do fabricante, e
ligados ao cassete de selecdo e contrasselecdo DR2-MazF-Hyg. Para tanto, os cassetes de

selecdo e contrasselecdo foram digeridos com enzimas de restrigdo compativeis com o sitio
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utilizado para linearizacdo dos plasmideos (Tabela 8). O sistema de ligacdo foi empregado na
transformacéo de E. coli. Transformantes foram selecionados em meio LB contendo ampilicina
a 100 pg/mL. Os plasmideos contendo as sequéncias para delecdo dos genes-alvo foram entdo
extraidos e a confirmac&o da construcéo foi feita por restricao e eletroforese em gel de agarose.
Os plasmideos extraidos foram linearizados com uso da enzima FastDigest (Thermo Scientific)

Notl e transformados em K. phaffii X33 por eletroporacao.

Tabela 8. Sitios de restricdo utilizados para linearizagdo dos plasmideos e digestdo das extremidades do médulo
de delecéo.

Sitio de restricao utilizado para Fragmento  Sitio de restrigdo utilizado
Gene linearizacdo do plasmideo pGEM®- liberado pela  para digestao dos cassetes
T Easy_ALDRp ou ALDHp restricdo (pb) de selecdo e contrasselecéo
ALD2 BamHI 772 BamHI
Succinate
EcoRV 623 Smal
ALDH
ADH?2 Sall - Sall
ADH6 Xbal 328 Smal
ADH900 Ndel - Smal
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4.2.8. Montagem de plasmideos de superexpressao de genes-alvo

A estratégia para construcdo dos plasmideos de superexpressdao dos genes-alvo esta
resumida na Figura 10. Para facilitar a transformacdo de linhagens previamente construidas
para producdo de AG, buscou-se a construgdo de um vetor com promotor e marca de selecdo
que ndo haviam sido previamente utilizados. Portanto, para construir um vetor com o promotor
constitutivo da malato desidrogenase peroxissomal (Pvprs) de K. phaffii (PRIELHOFER et al.,
2017) para controle da expressao dos genes-alvo com marca de selecdo para hidgromicina, foi
utilizado o vetor pPICKS®, construido anteriormente por nosso grupo de pesquisa.
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Figura 10. Representacdo esquematica do protocolo de montagem dos plasmideos de expressdo dos genes-alvo
selecionados. Fonte: Autor.

O vetor pPICK®, que apresenta 0 promotor Pumprs € marca de sele¢éo para canamicina,
foi digerido com as enzimas de restricdo FastDigest (Thermo Scientific) Ncol e EcoRV para
excisdo do gene de resisténcia a canamicina (KanR) e inser¢do, no mesmo cassete de expressao,
do gene HygR, amplificado por PCR a partir do plasmideo doado pelo professor Hugo Paes,
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, que contém a sequéncia DR2-MazF-
Hyg. O vetor digerido teve seus fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose e o
fragmento do vetor linearizado sem o gene KanR, com 2899 pb, foi excisado do gel e
purificado. A purificacdo do fragmento foi conferida por eletroforese em gel de agarose. O

gene de resisténcia a higromicina B foi amplificado com uso dos primers pHygR-pPICK6-F e
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pHygR-pPICK6-R, que conferiram a sequéncia do gene bragos de homologia com as
extremidades 3’ e 5’ do vetor pPICK6 digerido. Foi utilizada a metodologia de Gibson
Assembly, com uso do Gibson Assembly® Cloning Kit (New England Biolabs), de acordo com
as instrucdes do fabricante, para clonagem do gene HygR no vetor pPICKG linearizado.Para a
reacao, foram utilizados 100 ng do vetor e proporcdo 3:1 (inserto:vetor), e 0 material resultante
foi transformado em E. coli. Transformantes foram selecionados em meio LB contendo
higromicina B a 100 pg/mL. O vetor foi entdo extraido e a confirmacao da construcéo foi feita
por restricdo e eletroforese em gel de agarose.

Ap0s a obtencdo do vetor pMDHyg, as sequéncias dos genes ALD2, Succinate ALDH,
ADH2, ADH6 e ADH900 foram amplificadas por reacdo de PCR do genoma da levedura K.
phaffii X33. Foram utilizados primers especificos que conferiram as sequéncias bracos de
homologia com o vetor pMDHyg (Tabela 4).

4.2.9. Transformacao de K. phaffii por eletroporacéao

Uma colbnia isolada de K. phaffii X33 foi inoculada em 10 mL de meio YPD, e foi
incubada em shaker a 30°C e 200 rpm por 16h. Apds a incubacgdo, um volume do pré-inéculo
em meio YPD foi inoculado em 100 mL de meio YPD, até atingir ODsoo entre 1,3 ¢ 1,5. O
in6culo foi centrifugado a 1500 x g e 4°C por 5 min, teve seu sobrenadante descartado, e o
pellet foi ressuspendido em 100 mL de agua estéril gelada. As células foram novamente
centrifugadas sob as mesmas condicdes, e o pellet foi ressuspendido em 50 mL de &gua estéril
gelada. A centrifugacéo foi repetida, e o pellet foi ressuspendido em 4 mL de sorbitol 1M
gelado. Apos uma ultima centrifugagao, o pellet foi ressuspendido em 200 pL. de sorbitol 1M
gelado. Uma aliquota de 80 puL das células de K. phaffii foi misturada a cerca de 10 pug de
material plasmidial linearizado, e foi transferida a cubeta de eletroporacdo (0,2 cm). Apos
incubacdo por 5 min em gelo, as cubetas receberam descarga elétrica de voltagem 1500 V,
capacitancia 25 puF e resisténcia 200 Q. Imediatamente ap6s a eletroporacao, foi adicionado 1
mL de sorbitol 1M gelado as células, que foram entdo transferidas para tubo de 1,5 mL e
incubadas a 30°C por 2h. As células eletroporadas foram plaqueadas em meio YPD

suplementado com higromicina B a 200 pg/mL, incubadas por 96h a 30°C.
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4.2.10. PCR de col6nia de K. phaffii

Uma pequena quantidade de uma colonia de interesse foi transferida para microtubo de
0,2 mL contendo 5 pL de agua ultrapura. Seguiu-se com o protocolo convencional de PCR,
com tempo de 5 min na primeira etapa para lise das leveduras. O material genético presente no

lisado celular é usado como molde da PCR.

4.2.11.  Otimizacdo da producao de acido glicdlico pela K. phaffii JA122 em

biorreator

A linhagem de K. phaffii JA122, que expressa a via completa de conversdo de xilose a
acido glicdlico, foi inoculada em tubo do tipo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de meio YPD
suplementado com geneticina a 200 pg/mL, zeocina a 100 ug/mL e higromicina B a 200
pug/mL, e incubada em shaker a 30°C e 200 rpm por 24h. Apds a incubagdo, o tubo teve seu
conteudo distribuido em 4 erlenmeyers de 1 L contendo 100 mL de meio YPDX cada, que
foram incubados a 30°C e 200 rpm por 48h. O in6culo em YPDX foi entdo centrifugado a 6000
X g e 4°C por 5 min, e o pellet foi ressuspendido em um pequeno volume de agua. As células
foram inoculadas em biorreatores de 1 e 0,5 L, contendo 400 mL de meio FM22. Foram
mantidos os parametros de temperatura a 30°C e de agitacdo a 200 rpm ao longo da
fermentacdo. As bateladas duraram 96 h e foram planejadas para avaliacdo da interacdo entre
0 pH e o DO (oxigénio dissolvido), de acordo com um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), contendo 4 pontos axiais e 3 repeti¢cbes do ponto central. A codificacdo
das variaveis em diferentes niveis se encontra na Tabela 9, e os ensaios foram realizados com
a combinacdo das duas varidveis, de acordo com a matriz da Tabela 10. Foram coletadas
amostras a cada 24 h a partir do momento do inoculo, cujos componentes foram quantificados
por UPLC.

Tabela 9. Codificacdo das variaveis pH e DO em niveis para construgdo do Delineamento Central Composto
Rotacional.

Nivel pH DO (%)

-1,41 5,00 2,0
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-1 5,44 4,6

0 6,50 11,0
1 7,56 17,4
1,41 8,00 20,0

Tabela 10. Matriz do planejamento de ensaios para Delineamento Composto Central Rotacional.

Ensaio pH DO
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -141
8 0 1,41
9 0 0

10 0 0
11 0 0

4.2.12. Producdo de é&cido glicolico por K. phaffii JA122 a partir de

hidrolisados de biomassa

A linhagem de K. phaffii JA122, que expressa a via completa de conversdo de xilose a
acido glicdlico, foi inoculada em tubo do tipo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de meio YPD
suplementado com geneticina a 200 ug/mL, zeocina a 100 pg/mL e higromicina B a 200
ug/mL, e incubada em shaker a 30°C e 200 rpm por 24h. Apds a incubagdo, o tubo teve seu
contetido distribuido em 4 Erlenmeyers de 1 L contendo 100 mL de meio YPDX cada, que

foram incubados a 30°C e 200 rpm por 48h. O in6culo em YPDX foi entéo centrifugado a 6000
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X g e 4°C por 5 min, e o pellet foi ressuspendido em um pequeno volume de agua. As células
foram inoculadas em quatro biorreatores de 3,6 L, contendo volume inicial de 900 mL de meio
YP suplementado com 70 g/L de glicose e 10 g/L de xilose. Ap6s 24 h, com o consumo total
da glicose presente no meio, foi iniciada uma etapa de alimentacdo, em que dois vasos foram
alimentados com 1 L de YP suplementado com 40 g/L de glicose e 86 g/L de xilose e dois
vasos foram alimentados com 900 mL de hidrolisado de biomassa de cana-de-agUcar
suplementado com glicose e xilose para concentragdes finais similares ao do meio sintético. O
hidrolisado j& apresentava glicose e xilose em concentragdo inicial de 5,47 g/L e 81,52 g/L,
respectivamente. A fase de alimentacéo durou 48 h, com fluxo de 20 mL/min, e foram mantidos
0s parametros de temperatura a 30°C e de pH a 6, por meio da adi¢do automatica de hidréxido
de amonio, ao longo da fermentacdo. O oxigénio dissolvido (DO) foi mantido a 20%,
controlado pelos parametros de agitacdo (200 a 600 rpm) e de fluxo de ar (1 a 1,5 L/min) em
cascata. Apds a fase de alimentacdo, a fermentacdo foi continuada por mais 48 h, totalizando
120 h de cultivo. Foram coletadas amostras ao longo do experimento, cujos componentes foram

quantificados por cromatografia liquida (HPLC e UPLC).

Para a obtencdo do hidrolisado, 8 kg de biomassa de cana-de-agUucar foram processados
por explosdo a vapor por 8 min a 15 kgf/cm? (197,85°C) com 50% de umidade. Em seguida, a
porcdo liquida obtida a partir da explosdo a vapor foi submetida a hidrélise acida para quebra
dos oligossacarideos. Para isso, foi adicionado &cido sulfarico para concentracéo final de 0,5%
(v/v) e areacdo foi incubada a 130°C por 100 min.

4.2.13.  Analise de metabdlitos por HPLC/UPLC

As amostras coletadas de ensaios fermentativos foram analisadas por cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia (UPLC) em cromatdgrafo Acquity UPLC H-Class Plus (Waters),
equipado com uso de diferentes métodos e colunas de acordo com o composto a ser analisado
(Tabela 11). O método utilizado para cada composto e seus respectivos tempos de retencéo nas
colunas estdo explicitados na Tabela 12. As fases moveis foram preparadas em capela de
exaustdo e degaseificada por 10 minutos. Foram utilizados os detectores de indice de Refracio
(RID) e de Arranjo de Fotodiodos (PDA), para detecgdo de xilose, glicose, xilitol, &cido

xilénico, glicerol, etilenoglicol e acido glicélico.
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Tabela 11. Metodologias utilizadas para quantificacdo de compostos em solucdo por HPLC e UPLC.

Coluna  Detector Temperatura Fase movel Fluxoda Tempo de
da coluna fase mével analise
Aminex
HPX o 0.6 -
87H (Bio- RID 45°C H2S04 5mM mL/min 24 min
Rad)
C18 HSS
T3 Solvente A: H3POq
2,1 x150 o 0,125% 0,3 .
mm, 1,8 PDA 30°C Solvente B: CH30OH mL/min 15 min
um 100%
(Waters)
Solvente A: CHsCN
BEH 80% + CH3COONH4
Amide 2.1 10mM + NH4+OH
X 150 o 0,2% 0,3 .
mm, 1,7 ELSD 30°C Solvente B: CHsCN mL/min 11 min
um 40% + CH3COONH4
(Waters) 10mM + NH;OH

0,2%

Tabela 12. Coluna e detector usados na quantificacdo de cada composto de interesse e seus respectivos tempos
de retengdo no método utilizado.

Composto Coluna Detector Tempo de retencao
Glicose HPX 87H RID 8.952
Xilose BEH Amide ELSD 11.172
Xilitol HPX 87H RID 9.600
Glicerol HPX 87H RID 13.360
Acetato HPX 87H RID 15.263
Etanol HPX 87H RID 21.646
Etilenoglicol HPX 87H RID 16.153
gﬁ;ﬂgo C18 HSS T3 PDA 12.405
Acido BEH Amide ELSD 3.605
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xilénico

As amostras coletadas durante os cultivos foram centrifugadas (14.000 g x 10 min), e o
sobrenadante foi armazenado a -20°C até o momento da analise. A concentracdo de cada
metabdlito foi calculada de acordo com o tamanho do pico detectado em cada amostra em
comparacdo com curva-padrdo. As curvas-padrdo foram montadas a partir dos picos
identificados de padrdes analiticos de concentracdo conhecida, preparados por meio de diluicdo

seriada dos metabolitos de interesse (Tabela 13).

Tabela 13. Concentracéo dos padrdes analiticos utilizados para quantificagdo de compostos em HPLC e UPLC.

Concentracédo dos padrdes analiticos em diluicdo seriada (g/L)

Composto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Glicose 20 10 5 25 125 0625 03125
Xilose 20 10 5 25 125 0625 03125
Xilitol 10 5 25 125 0625 03125 0,1563
Glicerol 5 25 125 0625 03125 01563 0,0782
Acetato 5 25 125 0625 03125 01563 0,782
Etanol 5 25 125 0625 03125 01563 0,782

Etilenoglicol 10 5 25 125 0625 03125 0,15625
gﬁé:c;(ljl(c):o 10 5 2,5 125 0625 03125 0,15625
Xﬁg:ﬁ'go 5 25 125 0625 03125 01563 0,0782
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5. Resultados e discussao
5.1.  Selecdo de genes-alvo para delecéo e superexpressao

A construcdo de linhagem de K. phaffii JA122 expressando a via de Dahms para
producdo de EG demonstrou que essa levedura possui atividades nativas de glicoaldeido
desidrogenase (ALDH) e glicoaldeido redutase (ALDR). As enzimas que apresentam essas
atividades convertem, respectivamente, o glicoaldeido em acido glicélico (AG) ou etilenoglicol
(EG). Portanto, trabalhou-se com a hip6tese de que a construcdo de uma linhagem de K. phaffii
capaz de produzir AG com maior eficiéncia poderia ser obtida pela delecéo dos genes de ALDR
envolvidos na via competitiva que leva a producdo de EG, e por meio da superexpressdo de
genes de ALDH capazes de converter glicoaldeido a AG. Como as enzimas responsaveis por
tais atividades ndo séo conhecidas em K. phaffii, a primeira etapa desse trabalho foi identificar
por bioinformatica possiveis genes envolvidos em tais funcGes.

Nesse sentido, foram selecionadas duas ALDH’s (ALD2, Succinate ALDH) e trés
ALDR’s (ADH2, ADH6, ADH900) putativas para analises. As ALDHs foram escolhidas com
base na similaridade com as sequéncias da AIdA de E. coli e da ALD4 de S. cerevisiae,
sequéncias de aldeido desidrogenases de referéncia. As enzimas aldeido desidrogenases
putativas avaliadas neste trabalho ndo foram descritas previamente. As ALDR foram
escolhidas com base na similaridade a sequéncia da ADHL1 de S. cerevisiae, que apresenta
atividade de aldeido redutase. Os genes da ADH2 e da ADH900 sé&o os genes codificantes de
alcool desidrogenases mais expressos em K. phaffii, e apresentam atividade substancial na
producdo e no consumo de etanol na levedura (ZAVEC et al., 2021). O gene ADH2 é o Unico
responsavel pelo consumo de etanol em K. phaffii, enquanto o gene ADH900 é o principal
produtor de etanol na espécie (KARAOGLAN et al., 2020). Além disso, foi demonstrado que
as enzimas codificadas por esses genes possuem papel na assimilacdo de metanol em linhagens
Mut- (Aaox1, Aaox2) (ZAVEC et al., 2021). O gene ADH6 também esta envolvido com a
producdo de etanol na levedura, porém possui papel minimo quando comparado & ADH900

(KARAOGLAN et al., 2020). Dessa forma, presumiu-se que esses genes também podem estar
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envolvidos no metabolismo de glicoaldeido e EG, uma vez que estdo envolvidos com a

oxirreducao de grupos alcool e aldeido.

5.2. Construcao dos médulos de delecdo de genes-alvo

A estratégia para constru¢do dos madulos de delecdo dos genes-alvo selecionados é
resumida na Figura 9. Uma vez construidos os modulos de delecéo, esses foram empregados
para transformar a levedura K. phaffii X33. Os detalhes da construcao dos cassetes de delecdo

e da obtencdo das linhagens com genes deletados sdo apresentados a seguir.

5.2.1.  Amplificacdo de sequéncias para delecédo de genes-alvo

As sequéncias para delecdo dos cinco genes-alvo em K. phaffii foram corretamente
amplificadas a partir do genoma da levedura. Para todos os genes, foi amplificada a sequéncia
codante mais parte das regides 5’ e 3” ndo transcritas a partir do DNA genémico da levedura,
para garantir um braco de homologia de cerca de 600 pb para a recombinacdo em K. phaffii. A
sequéncia dos cassetes de selecdo e contraselecdo DR2-MazF-Hyg também foi corretamente
amplificada a partir do plasmideo de origem. Fragmentos correspondentes aos genes ALD2
(1892 pb), Succinate ALDH (1821 pb), ADH2 (1293 pb), ADH6 (1469 pb), ADH900 (1398
pb) e DR2-MazF-Hyg (4796 pb) foram obtidos com sucesso. A confirmacdo do sucesso da
PCR se deu por eletroforese em gel de agarose, em que foi observada banda de DNA do
tamanho esperado (Figura 11). A presenca de bandas inespecificas na eletroforese da Succinate
ALDH e da DR2-MazF-Hyg fez necesséria a excisdo e purificacdo das bandas corretas, porém

as bandas incorretas continuaram a aparecer na eletroforese apds a purificacéo.
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ALD2 SuccALDH ADH2  ADH6 ADH900 DR2-MazF-
(1892 pb) (1821 pb) (1293 pb) (1469 pb) (1398 pb)  Hyg
(4796 pb)
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Figura 11. Andlise eletroforética em gel de agarose de PCR das sequéncias amplificadas para construgdo dos
madulos de delegdo de genes-alvo. M = Marcador de peso molecular Promega 1Kb DNA Ladder. A identificacdo
de cada amostra e tamanho esperado do fragmento estdo indicados na figura.

5.2.2.  Construcdo dos modulos de delecdo de genes-alvo para K. phaffii

A primeira etapa para construcdo dos modulos de delecdo de genes-alvo envolveu a
clonagem dos produtos de PCR correspondentes aos 5 genes a serem deletados (ALD2,
Succinate ALDH, ADH2, ADH6 e ADH900) no vetor pPGEM®-T Easy. Além disso, para obter
o0 cassete DR2-MazF-Hyg em grande quantidade e com sitios especificos, a sequéncia também
foi clonada no mesmo vetor. Os produtos de PCR previamente purificados foram ligados ao
vetor de clonagem, e os sistemas de ligagdo foram dialisados e eletroporados em E. coli para
propagacdo. Colbnias transformadas foram selecionadas por resisténcia a ampicilina e por
selecdo azul-branco. As coldnias tiveram seu DNA plasmidial extraido, e a confirmacdo das
construcdes foi feita por digestdo dos plasmideos e eletroforese em gel de agarose dos
fragmentos digeridos (Figura 12). A presenca de bandas a mais na eletroforese da PCR das
sequéncias Succinate ALDH e DR2-MazF-Hyg (Figura 11) ndo comprometeu a clonagem dos

fragmentos no vetor. Para todas as construcdes, a digestdo foi realizada de forma a liberar um
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fragmento de cerca de 3 Kb, correspondente ao vetor pPGEM®-T Easy, e um fragmento de
tamanho proximo ao amplificado anteriormente por PCR. Com a liberacdo dos fragmentos
esperados, também foi realizado o sequenciamento dos insertos. Os resultados demonstraram

que todos os fragmentos foram clonados com sucesso e continham as sequéncias esperadas.

PGEM-T PGEM-T
PGEM-T Easy_Succinate PGEM-T PGEM-T PGEM-T Easy_DR2-MazF-
Easy ALD2 ALDH Easy ADH2 Easy ADH6  Easy ADH900 Hyg

10000 pb -
8000 pb -

6000 pb -
5000 pb -

4000 pb -

3000 pb -

2500 pb - &— pGEM-T Easy

2000 pb -

1500 pb -

1000 pb -

Figura 12. Anélise eletroforética em gel de agarose dos plasmideos contendo as sequéncias para dele¢do dos
genes-alvo e os cassetes de sele¢do e contrasselecdo (DR2-MazF-Hyg). M = Marcador de peso molecular Promega
1Kb DNA Ladder. Setas vermelhas = fragmentos liberados do vetor apds a digestdo. D = plasmideo digerido. | =
plasmideo integro.

Para a insercdo da sequéncia DR2-MazF-Hyg entre as regides 5’e¢ 3 dos 5 genes a
serem deletados (Figura 8), os plasmideos pGEM®-T Easy ALDRp e pGEM®-T
Easy ALDHp foram linearizados e passaram por purificacdo. Os plasmideos contendo as
sequéncias dos genes ADH6 e ADH900 passaram por processo de geracdo de extremidades
abruptas (blunting). Os plasmideos linearizados foram desfosforilados e ligados aos cassetes

de selecéo e contrasselecdo DR2-MazF-Hyg. Os sistemas de ligacao foram eletroporados em
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E. coli para propagacdo e as coldnias resultantes tiveram seu DNA plasmidial extraido por
miniprep. A insercdo da DR2-MazF-Hyg no interior da sequéncia para delecdo do gene foi
feita com sucesso para os genes ALD2, ADH6 e Succinate ALDH, e foi confirmada por
digestdo pela enzima de restricdo Notl e eletroforese em gel de agarose, em que eram esperados
fragmentos de aproximadamente 6 Kb e 3 Kb (Figura 13). As outras bandas presentes nas

amostras de digestdo correspondem a frag6es ndo digeridas ou parcialmente digeridas.

PGEM-T Easy_ pGEM-T Easy_ pGEM-T Easy_
ALD2_MazF ADH6_MazF Succ_MazF

M "' D 1 "D 1 "'p !

10000 pb -
8000 pb -

Figura 13. Analise eletroforética em gel de agarose dos plasmideos contendo os modulos de delecédo dos genes
ALD2, ADH6 e Succinate ALDH. M = Marcador de peso molecular Promega 1Kb DNA Ladder. D = plasmideo
digerido; | = plasmideo integro.

Para os genes ADH2 e ADH900, foram realizadas varias ligacOes e diferentes
transformacdes, porem nenhuma coldnia apresentou plasmideo com o perfil esperado. Foi
observada uma alta taxa de recombinacgéo entre as regies DR2 nos plasmideos construidos.
Com vistas & diminuicdo de eventos de recombinacdo, foi empregada transformacdo por
choque térmico e foi utilizada menor temperatura de recuperacéo e crescimento nas linhagens
de E. coli transformadas (30°C). Além disso, foi acrescido 1% de glicose ao meio de cultura
LB no momento da ressuspensao das células apds o choque térmico e nas placas, para melhor
recuperacdo das células transformadas. Apesar das modificagdes nos protocolos, ndo foi
possivel obter as construcfes para os dois genes citados. Até o momento, os mddulos de
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delecdo dos genes ALD2, ADH6 e Succinate ALDH foram construidos com sucesso e

empregados na construcdo de linhagens recombinantes de K. phaffii.

5.3. Construcéo de linhagens recombinantes de K. phaffii com genes-alvo

deletados

Para a construcdo de linhagens de K. phaffii contendo os genes ALD2, ADH6 e
Succinate ALDH deletados, a linhagem X33 foi transformada com os mddulos de delecdo
construidos. As coldnias obtidas a partir da eletroporacéo foram repicadas para placas de YPD
acrescido de higromicina B a 200 pug/mL e utilizadas em PCR de col6nia para confirmacao da

integracdo do mddulo de delecdo ao genoma.

Para confirmacdo da delecéo dos genes de interesse, foi realizada PCR de coldénia com
oligonucleotideos especificos. Para isso, foram idealizadas duas PCR’s para cada gene, com 0s
primers (i) utilizados para amplificagdo das sequéncias dos genes-alvo, e (ii) InpMDH-F e
InHyg-R, que se anelam no interior da sequéncia DR2-MazF-Hyg. Dessa forma, caso o modulo
tivesse sido inserido corretamente, na PCR (i) seria amplificado todo o médulo de delecéo,
com cerca de 6 kb, e na PCR (ii) seria amplificado um fragmento de 753 pb. Caso contrario,
na PCR (i) seria amplificado o fragmento original para delecdo dos genes, e na PCR (ii) ndo
seria amplificado nenhum fragmento. Para todas as reacdes de PCR, foi feito um controle
negativo sem DNA molde para verificar possiveis contaminac6es da reacdo, um controle com
o plasmideo contendo a sequéncia para delecdo dos genes, um controle com o plasmideo
contendo 0 modulo de delecdo, e um controle com 0 DNA gendmico da levedura.

O tamanho das sequéncias amplificadas foi verificado por eletroforese em gel de
agarose (Figura 14). Para todos os genes, as col6nias obtidas ndo apresentaram integracao
correta do modulo de delecdo ao genoma. Na PCR (i) foram observadas bandas com o tamanho
original dos genes-alvo, enguanto na PCR (ii) ndo foi amplificado fragmento para nenhuma
das reacdes (Figura 14). No controle do plasmideo contendo o mdédulo de delecdo, foi
observada banda de tamanho inespecifico para todos os genes, entre 1,5 e 2 kb paraa ALD2, e
proxima a 1,5 kb para a ADH6. Foram realizadas diversas modificagdes no protocolo de
transformacéo para aumentar sua eficiéncia, como aumento da voltagem na eletroporacéo,
adicdo de glicose ao sorbitol na etapa de recuperacao apds o choque, e adi¢do de sorbitol no

meio YPD em que foram plaqueadas as células. Apesar dos esforcos, ndo foram obtidas
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colénias positivas para nenhum dos genes. Em grande parte das transformacfes ndo houve
crescimento de colbnias, e as colonias que apresentaram crescimento nas placas da
transformac&o foram todas testadas. Para 0 modulo de dele¢do da Succinate ALDH, ndo houve

crescimento de colonias em nenhuma das transformagoes.

A
PCR (i) PCR (ii)
PALD2 pALD2
_MazF _MazF
M 1 2 3 4 5 6 pALD2 DNAg C- M 1 2 3 4 5 6 pALD2 DNAg C-
6000 pb -
5000 pb -
Fragmentos
esperados:
2000 pb - PCR (i) +=5908 pb
-=1896 pb
1500 pb -
... J+=753 pb
PCR
(i) .=0pb
750 pb - ==
500 pb -
B
PCR (i) PCR (ii)
PADH6 pADH6
_Mazr _MazF
M 1 2 3 4 5 pADHé DNAg C- M 1 2 3 4 5 pADH6 DNAg C-
6000 pb -
5000 pb -
Fragmentos
esperados:
2000 pb - PCR (i +=5937 pb
- = 1469 pb
1500 pb -
... [+=753 pb
1000 pb - PCR(D.=0pb

Figura 14. Anélise eletroforética em gel de agarose de PCR de coldnia para confirmacéo de integracdo do médulo
de dele¢do no genoma da K. phaffii. M = Marcador de peso molecular. C- = Controle negativo da reacdo de PCR.
A = PCR para 0 gene ALD2. B = PCR para o0 gene ADH6. PCR (i) = PCR realizada com os primers utilizados
para amplificacdo das sequéncias dos genes-alvo. PCR (ii) = PCR realizada com os primers InpMDH-F e InHyg-
R. + = Integracdo correta do médulo de delecdo ao genoma. - = Médulo de delecdo ndo integrado ao genoma.
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Acredita-se que o crescimento de col6nias ndo transformadas e sem resisténcia a
higromicina B nas placas contendo o antibiotico possa ter se dado por conta da quantidade de
material celular plaqueado, de tal forma que as col6nias cresciam sobre as proprias leveduras
mortas, inibindo a acdo do antibiotico. Para evitar que isso ocorresse, foram utilizadas placas
de petri 150x15 mm, que possuem maior superficie para espalhamento das células. Com o uso
dessas placas, ndo foram mais observadas colnias apos as transformacdes. Ha possibilidade
de que esses genes, pouco ou ndo caracterizados, estejam envolvidos em vias metabdlicas
essenciais para a sobrevivéncia da levedura, o que justificaria a falta de colnias nas placas da

transformacéo apds sua delecéo.

Devido as dificuldades para integracdo dos cassetes, foi pensada uma metodologia
alternativa para a avaliacdo do papel funcional dos genes-alvo selecionados. Para isso, foram
desenhados novos primers para construcdo de cassetes de superexpressdo para 0s genes de
interesse, com atividade putativa de ALDH e ALDR. Assim, o papel dos genes na producéo de
etilenoglicol (EG) e acido glicélico (AG) pode ser investigado por meio da superexpressdo dos
genes em K. phaffii, seguida de ensaios fermentativos na presenca de glicoaldeido, EG e AG

com as linhagens recombinantes obtidas.

5.4. Construcéo de plasmideos para superexpressao de genes-alvo
A estratégia para construcdo dos plasmideos para superexpressdo dos genes-alvo

selecionados é apresentado a seguir.

5.4.1. Construcéo do vetor pMDHyg

Para a superexpressdo dos genes-alvo selecionados, foi idealizado um vetor que
contivesse o promotor PmpHs € marca de resisténcia a higromicina B, para ser integrado ao
genoma de uma linhagem de K. phaffii que expressa a via de Dahms. O promotor foi escolhido
por ser um promotor constitutivo forte (PRIELHOFER et al., 2017) e porque seu locus ainda
nédo havia sido utilizado para integracéo dos cassetes de expresséo dos genes da via de Dahms.
O vetor idealizado foi chamado de pMDHyg. Da mesma forma, a marca de resisténcia a
higromicina B foi escolhida por ainda néo ter sido empregada na levedura recombinante.

Para a construcdo do vetor pMDHyg, primeiramente o vetor pPICK®6 foi digerido com
as enzimas de restricdo ECORV e Ncol para excisdo do gene KanR, que confere resisténcia a
canamicina. Apdés a digestdo, os fragmentos resultantes foram analisados por eletroforese em

gel de agarose (Figura 16a). Os fragmentos esperados, de 881 pb, correspondente ao gene
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KanR, e de 2899 pb, correspondente ao restante do vetor, foram obtidos com sucesso.
Posteriormente, o fragmento correspondente ao vetor foi excisado do gel e purificado. O
sucesso da purificagéo foi conferido por eletroforese em gel de agarose, em que se observou

banda Unica de 2899 pb, correspondente ao vetor linearizado (Figura 16b).

F1 ori F1 ori
Promotor Promotor
MDH3 MDH3
Terminador Terminador
CcYc1 CYC1
Xhol Xhol
— P PICKG EcoRI pM DHyg EcoRl
Xmal Xmal
(3780 pb) ol (3920 pb)
Beul Beul
Notl Notl
Sal Sall
Promotor Promotor
KanR TEF1 HygR TEF1
Promotor Promotor
Neol EM7 EM7

Figura 15. Representagdo esquematica dos vetores (A) pPICKG6 e (B) pMDHyg. Fonte: Autor.

pPICK6_ pPICK6_
EcoRV/Ncol M EcoRV/Ncol

N 2899 pb 3Kb-
2,5Kb -

3Kb-
2,5Kb -

2 Kb -

) 2899 pb

1,5Kb -

1Kb -

I

<« 881pb

750 pb -

Figura 16. Analise eletroforética em gel de agarose (A) do vetor pPICK6 digerido para liberacdo do gene KanR
e (B) do vetor pPICK6 com o gene KanR removido purificado. M = Marcador de peso molecular.

Ap6s a obtencdo do fragmento do pPICK6 sem o gene KanR, o gene HygR foi
amplificado por reacdo de PCR a partir do vetor doado pelo professor Hugo Paes, da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia, que contém a sequéncia DR2-MazF-Hyg. A PCR foi
realizada com uso dos primers HygR-pPICK6-F e HygR-pPICK6-R, que conferiram a
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sequéncia amplificada bracos de homologia com as extremidades 3’ ¢ 5° do vetor pPICK6
digerido. O tamanho da sequéncia amplificada foi conferido por eletroforese em gel de agarose
(Figura 17a). Apos a confirmacdo da obtencdo do fragmento correto, o produto da PCR foi
purificado e clonado no vetor pPICK®6 linearizado por Gibson Assembly. O material resultante
foi transformado em E. coli. Col6nias transformadas foram selecionadas por resisténcia a
higromicina B e tiveram seu material genético plasmidial extraido por miniprep. A construcao
do vetor foi confirmada por digestdo com a enzima de restricdo Sacl e eletroforese em gel de
agarose (Figura 17b). Eram esperados, como resultado da digestdo, um fragmento de 2488 pb
e um fragmento de 1432 pb. A banda de tamanho entre 1,5 e 2 kb é resultado de digestdo parcial

do vetor.

A B pMDHyg pMDHyg
M HygR M D 1

2,5Kb - 4 2488 pb

2Kb -
1,5Kb -

1,5Kb -

1432pb
_— <1080 pb 1,2Kb -

1Kb -

Figura 17. Analise eletroforética em gel de agarose (A) da PCR para amplificacdo do gene HygR e (B) do vetor
pMDHyqg digerido por ensaio de restricdo com a enzima Sacl. D = Digerido; | = Integro.

5.4.2. Construcdo de plasmideos de superexpressao
Ap0s a obtencdo do vetor pMDHyg, os genes-alvo selecionados foram amplificados
por PCR a partir do genoma da K. phaffii X33, e o tamanho dos fragmentos amplificados foi
verificado por eletroforese em gel de agarose (Figura 18). Os genes foram amplificados com
uso de primers especificos que conferiram as sequéncias bragos de homologia para sua insercéo
no vetor pMDHyg por Gibson Assembly. Assim, com a construcdo do vetor pMDHyg e a
amplificacdo das sequéncias dos genes-alvo, foi viabilizada a construcdo dos plasmideos de

superexpressdo, processo ainda em execugdo. Os plasmideos construidos poderdo ser
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posteriormente utilizados na transformacéo de linhagem de K. phaffii que expresse a via de
Dahms, e as linhagens recombinantes geradas poderdo ser estudadas a fim de compreender se
a superexpressdo dos genes putativos de ALDR selecionados contribui ou ndo interfere na
producdo de &cido glicolico a partir de xilose e se a superexpressdo dos genes putativos de

ALDH prejudica ou néo interfere nessa producao.

Succinate
ALD2 ALDH ADH2 ADH6  ADH900
M (1552 pb) (1579 pb) (1117 pb) (1141 pb) (1147 pb)

2Kb -

1,5Kb -

1,2Kb -
1Kb -

Figura 18. Anélise eletroforética em gel de agarose da PCR para amplificacdo das sequéncias dos genes-alvo para
construcdo dos plasmideos de expressdo. A identificacdo de cada amostra e o tamanho esperado para cada gene
esta identificado na imagem.

5.5. Otimizacéo do processo de producao de acido glicélico por K. phaffii JA122

Com o objetivo de analisar a interacdo entre os pardmetros criticos pH e DO (oxigénio
dissolvido) na produgdo de acido glicolico (AG), foi idealizado um delineamento central
composto rotacional (DCCR). O DCCR é uma ferramenta estatistica utilizada para estabelecer
relacbes entre multiplas varidveis independentes e uma variavel resposta de um sistema. Assim,
é possivel determinar as condi¢Ges 6timas de cultivo para pH e DO de maneira conjunta,
buscando a maximizagdo de coeficientes técnicos como produtividade e rendimento no
processo de producdo do AG. O DCCR foi idealizado com quatro pontos axiais (o0 = 1,41),
quatro pontos fatoriais e trés repeti¢cées do ponto central (Tabela 10), totalizando 11 ensaios. O
pH foi escolhido como pardmetro a ser otimizado uma vez que o &cido glicdlico e um
intermediario da sua via de producéo, o acido xilonico, sdo acidos organicos, que acidificam o
meio de cultura ao longo de processos fermentativos. Além disso, o acido xilénico se acumula

anivel intracelular em pH’s mais altos, 0 que aumenta seu efeito prejudicial sobre a viabilidade
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e sobrevivéncia celulares (TOIVARI et al., 2013). O pardmetro de DO foi escolhido pelo fato
de a K. phaffii ser uma levedura de metabolismo respiratorio, portanto uma maior oxigenacao
favorece seu crescimento e atividade celular, e porque a via de producdo de &cido glicolico faz
uso do cofator NAD+ na primeira e na Gltima reacdo da via, tal que esse cofator pode ser

restaurado pela cadeia transportadora de elétrons.

Para este experimento, a linhagem mutante K. phaffii JA122, que expressa a via de
producdo de etilenoglicol (EG), foi cultivada em meio FM22 em biorreator por 96h nas
condicdes determinadas pelo DCCR. Foram utilizadas como fonte de carbono xilose a 40 g/L
e glicose a 20 g/L. A proporc¢do entre os aglcares foi previamente analisada pelo grupo de
pesquisa, que determinou as concentragdes utilizadas como Gtimas para a producédo de AG. As
amostras, coletadas de 24 em 24 horas a partir do in6culo, foram analisadas em UPLC/HPLC
para quantificacdo dos componentes individuais no meio de cultura ao longo da fermentacao.
A concentracdo de AG e EG produzidos em cada condicdo de cultivo estd exposta na Tabela
14,

Tabela 14. Concentracdes de &cido glicolico e etilenoglicol obtidas em cada condicdo de cultivo estipulada por
Delineamento Central Composto Rotacional.

Acido Glicolico (g/L) Etilenoglicol (g/L)

Condicdo pH DO (%)
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 9h

1 544 46 0 0202 031 159 0,327 2,268 1,102 1,448
2 7,56 4,6 0 0 0,13 0,419 0,703 2,838 3,753 4,399
3 544 174 0 0186 0311 148 0588 3 2,353 0,908

4 756 17,4 0 0205 045 058 0 0,204 037 0,516

5 5 11 0 0,272 0,296 0,313 0,645 2,665 4,386 5,5

6 8 11 0,137 0,207 0,335 0,44 0 0 0452 0,266
7 6,5 2 0 0 0,21 0,44 0,241 2,245 4,345 5,958
8 6,5 20 0 0,11 0,145 0,165 0,23 1,743 4,14 515
9 6,5 11 0 0 0,235 0,465 0,145 1,734 3,143 4,447
10 6,5 11 0 022 04 047 0,745 3,032 4,89 4,945
11 6,5 11 0 0 0115 0565 O 0 0 0,536
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Os dados de concentracdo de AG obtidos em cada condi¢do foram utilizados para o
desenvolvimento de graficos de superficie de resposta por meio do software Statistic® (Figura
19). O grafico de superficie de resposta é uma reproducdo tridimensional da relacéo entre as
variaveis independentes (pH e DO) e a variavel resposta (producéo de AG). Nos gréaficos de
superficie de resposta, a variacdo de cor do verde ao vermelho indica a direcdo de aumento
maximo da resposta em relacdo as variaveis independentes. Este modelo seria empregado para
predizer as condicdes ideais de pH e DO para maximizar a producdo do composto desejado, e,

posteriormente, essas condic¢des otimizadas seriam validadas em fermentagcfes em reator.
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Figura 19. Gréficos de superficie de resposta e de Pareto gerados no programa Statistisc a partir dos dados de
producéo de acido glicélico obtidos em fermentagdo em biorreator com a linhagem K. phaffii JA122. Fonte: Autor.
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Ap0s a construcdo dos modelos de superficie de resposta, foram feitos diagramas de
Pareto no mesmo software utilizado anteriormente, para verificar a significancia dos
parametros pH e DO na producdo de AG, com efeitos individuais e de interacdo (Figura 19).
Nesse grafico, o efeito linear (L) e quadratico (Q) das varidveis e o efeito de sua interagdo
(1Lby2L) é apresentado. No entanto, ndo se observou uma relacdo estatisticamente
significativa entre as variaveis explicativas (pH e DO) e a variavel resposta (AG produzido)
em nenhum dos tempos analisados, de maneira linear ou quadratica, considerando
significativos os parametros cujos p-valores foram inferiores a 0,05 (p < 0,05). A falta de
significancia dos modelos pode ser atribuida a uma falta de consisténcia dos dados obtidos,
possivelmente devida a erros nos sensores e controladores de DO, que modificaram as
condi¢es dos cultivos de tal forma que ndo foi possivel manter os pardmetros estaveis ao longo
das 96h de fermentacdo. Ao longo das bateladas, foram realizados continuos esforgos para o

correto funcionamento dos sensores, porém sem sucesso.

Apesar disso, foi observada uma producao de 1,595 g/L e 1,48 g/L de AG nas condicGes
1 e 3, respectivamente (Tabela 14), valores que superam a maior producéo descrita na literatura
para leveduras geneticamente modificadas para expressdo da via de Dahms, que alcancou
concentracdo de 1 g/L em S. cerevisiae (SALUSJARVI et al., 2017). Nessas condicdes, a
concentracdo de AG também foi superior a de EG, coproduto da via de producdo de AG, o que
indica o potencial da linhagem K. phaffii JA122 de atingir maiores concentragdes do composto
de interesse. No entanto, a falta de significancia estatistica do modelo preditivo ndo permite
que se tenha conclusdes sobre a influéncia dos parametros de pH e DO na producédo de AG.
Portanto, uma repeticdo dos ensaios em reator com um ajuste fino dos controladores de DO e
a reconstrucdo dos modelos estatisticos sdo ainda promissores para a otimizagdo do processo

de produgéo de AG.

Com base nesses resultados, decidiu-se avaliar a producdo de AG pela linhagem K.
phaffii JA122 em batelada alimentada, que permite a levedura atingir maior densidade celular
antes da introducdo de altas quantidades de xilose no meio de cultura, e previne o acimulo de
subprodutos téxicos que podem inibir a producdo de AG. Além disso, buscou-se avaliar a
producdo de AG a partir de hidrolisado de biomassa de cana-de-agUcar e comparar os resultados

com a producéo a partir de meio sintetico.
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5.6. Producéo de acido glicolico por K. phaffii JA122 a partir de hidrolisados

de biomassa

A fim de otimizar a producéo de acido glicélico (AG) em meio sintético e obter pela
primeira vez a producéo de AG a partir de hidrolisado de biomassa de cana-de-agUcar, foram
idealizadas bateladas alimentadas com a linhagem K. phaffii JA122. O modelo de batelada
alimentada foi selecionado para que a levedura pudesse alcangar alta densidade celular antes
da introducdo do hidrolisado, substrato inibitério para o crescimento microbiano, com alta
concentracdo de acetato (15,12 g/L) e presenca de compostos tdxicos para 0 microrganismo,
como furfural e hidroximetilfurfural (HMF). Além disso, esse modelo de fermentacdo permite
a adicdo lenta e gradual desse substrato, o que possibilita a levedura a metabolizacdo dos
acucares presentes no meio de alimentacdo com menor acimulo de compostos inibitérios. O
pH foi mantido em 6 ao longo da fermentacéo, conforme indicado na literatura como pH 6timo
para o crescimento de K. phaffii (INVITROGEN, 2002). O nivel de oxigénio dissolvido (DO)
foi mantido em 20%, uma vez que experimentos paralelos realizados pelo grupo de pesquisa,
que avaliaram a influéncia desse parametro de maneira isolada, demonstraram que altos niveis
de oxigenacao contribuem positivamente para a producdo de AG em detrimento da produgéo
etilenoglicol (EG).

Dessa forma, foram realizadas bateladas alimentadas, em que a levedura foi
inicialmente cultivada por 24 h em 900 mL de meio YP suplementado com 70 g/L de glicose
e 10 g/L de xilose, garantindo a formacdo de biomassa celular. Ap6s a primeira fase de
batelada, os vasos de fermentacdo foram alimentados com 1 L de meio YP suplementado com
40 g/L de glicose e 86 g/L de xilose, ou com 1L de hidrolisado suplementado com YP e com
glicose e xilose para as mesmas concentracfes que o meio definido. Dessa forma, pode-se
comparar o efeito da toxicidade do hidrolisado na producdo de AG por K. phaffii. A fase de
alimentacdo durou 48 h com fluxo de aproximadamente 21 mL/min, e, apds essa etapa, a
fermentacdo foi continuada por mais 48 h, com um total de 120 h de cultivo. Amostras foram

coletadas a partir do momento do indculo, e seus componentes foram quantificados em UPLC.

O perfil fermentativo da levedura nas duas condic¢des de alimentag&o esta representado
na Figura 20. Em ambas as condicGes de cultivo, a glicose inicial presente no meio de cultura
foi rapidamente consumida pela levedura, antes das primeiras 19 h de fermentacéo, para atingir
alta densidade celular (20-35 g/L). Apds o inicio da etapa de alimentacéo, ndo houve acimulo
de glicose no meio de cultura, o que indica o rapido consumo do agUcar pela levedura & medida
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que era alimentado. A xilose inicial foi quase completamente consumida durante a etapa inicial
de batelada, e se acumulou no meio de cultura durante a fase de alimentacdo. Apos o fim da
alimentacéo, a xilose foi parcialmente consumida, mas foi observada concentragéo final de
6,53 + 2,14 g/L de xilose no meio alimentado com hidrolisado, e de 9,41 + 1,77 g/L no meio
alimentado com meio sintético. A grande diferenca pode ser parcialmente explicada pelo fato
de a alimentacdo com hidrolisado ndo ter sido completamente finalizada por conta de
precipitados que se acumularam no meio de alimentagdo e obstruiram as linhas de alimentacéo.
Entre 50 e 60 mL do hidrolisado n&o foi alimentado aos biorreatores, o que corresponde a 4,86

+ 0,67 g de xilose a menos nesses reatores.

>
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Figura 20. Graficos representativos do perfil fermentativo da levedura K. phaffii JA122 em batelada alimentada
com (A) hidrolisado de biomassa como meio de alimentagdo, e (B) meio sintético como meio de alimentagdo.
Fonte: Autor.

A linhagem K. phaffii JA122 atingiu produgdo média final de 8,51 + 0,23 g/L de &cido
glicélico (AG) quando alimentada com hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar, e de 14,1 +
0,04 g¢/L quando alimentada com meio sintético. O grande aumento de producdo em
comparacdo com as bateladas realizadas de acordo com o0 modelo do DCCR se deve ao modo
de fermentacéo de batelada alimentada e ao uso de um meio de cultura complexo (YP) em
comparagdo com o meio simples utilizado nas bateladas anteriores (FM22). Os valores de
producdo atingidos superam em varias vezes a producdo maxima de AG relatada na literatura
para leveduras, cerca de 1 g/L (SALUSJARVI etal., 2017), o que indica o potencial da levedura
para o estabelecimento de um processo de producgéo de AG eficiente a partir de xilose. Apesar
disso, esses valores ainda sdo bastante inferiores aqueles obtidos em E. coli, que atingem 65,5
g/L (DENG et al., 2018).

E possivel observar que a producdo de AG se interrompe no meio alimentado com
hidrolisado a partir de 72 horas de fermentacdo, quando se deu o fim da alimentacéo, o que nado
ocorreu na fermentacdo alimentada com meio sintético. Acredita-se que isso se deve ao
acumulo de compostos toxicos presentes no hidrolisado, que podem ter tido efeito inibitério
sobre a via de producdo de AG. No entanto, é possivel observar que o acido xilénico,
intermediario da via, continua a ser produzido apds o fim da alimentacdo, o que indica que a
inibicdo por parte dos compostos presentes no hidrolisado se deu sobre as Gltimas etapas da

via.

Mesmo com a alta concentracao de acetato e com a presenca de compostos inibitérios,
como o furfural e o HMF, no hidrolisado de biomassa de cana-de-agucar, a linhagem JA122
atingiu rendimento produto-substrato (Yps) de 0,4 £ 0 (mol/mol) nesse substrato, o que
representa 39,8% do rendimento tedrico maximo (Ymax). Quando alimentada com meio
sintético, 0 Yy foi de 0,66 = 0,03 (mol/mol), o que simboliza 65,9% do Ymax. Apesar do
desempenho da levedura em ambas as fermentagdes, 0 Y s reduzido em relacdo ao Ymax revela
espaco para melhoria da producdo de AG, seja por meio do melhoramento genético da

linhagem, seja por meio do aperfeicoamento do processo de producao.
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A reducéo do Yps pode ser explicada por meio da formagéo de coprodutos ao longo da
fermentacao, assim como por um acumulo de um intermediario da via, o acido xilénico (Figura
6). Uma fragdo da xilose consumida foi convertida a xilitol, produto de uma via alternativa a
via de Dahms, especialmente quando a glicose foi totalmente consumida nos meios de cultura.
Foram atingidas concentracfes finais de xilitol de 1,43 + 2,02 g/L e 4,8 £ 3,51 g/L, com
hidrolisado e meio sintético como meios de alimentacéo, respectivamente. Além disso, néo foi
possivel quantificar acetato no meio de cultura, o que indica a rapida assimilagdo do composto
pela levedura.

O acumulo de acido xilénico é o maior gargalo de producdo de AG, possivelmente
causado pela baixa afinidade da xilonato desidratase (XD) heter6loga a esse substrato. Até o
presente momento, existem poucas XD’s descritas, e os trabalhos publicados reportam baixa
atividade para esse grupo de enzimas (JIANG et al., 2015; SALUSJARVI et al., 2017; CHAE
et al., 2018). Foi observada concentracao final de acido xilénico de 38,98 + 2,03 g/L com
hidrolisado de biomassa como substrato, e de 28,51 + 2,25 g/L com meio sintético como
substrato. A maior concentracdo de &cido xilénico presente no hidrolisado pode ser explicada
pela inibicdo das Ultimas etapas da via de producdo de AG, o que gerou um acumulo do
intermediario. A producéo de etilenoglicol, produto competitivo da via de producdo de AG,
ndo foi significativa em nenhuma das duas condic@es de cultivo. Foi demonstrado, em estudos
paralelos realizados pelo grupo de pesquisa, que maiores niveis de oxigenacao sdo positivos
para a producdo de AG, em detrimento da producéo de etilenoglicol, o que péde ser observado
nas bateladas alimentadas realizadas.

Portanto, foi validada a producdo de AG a partir de hidrolisado de biomassa como
substrato pela linhagem K. phaffii JA122. A levedura atingiu concentragdes finais de AG
superiores as reportadas na literatura para leveduras. Ainda assim, existe espaco para
otimizacédo da linhagem produtora e do processo de producdo de AG, a fim de estabelecer uma
alternativa sustentavel a sintese quimica atualmente empregada para a producéo industrial do

acido.

6. Conclusao

Em concluséo, este trabalho abre caminho para o estabelecimento de um processo de
producdo de &cido glicolico (AG) por K. phaffii a partir de biomassa lignoceluldsica por meio
do uso de ferramentas de engenharia genética e otimizagéo de processo.
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Dessa forma, pretende-se futuramente construir uma linhagem de levedura que
contribua para uma bioeconomia circular com base na valorizacdo de um residuo abundante, a
biomassa vegetal, por meio de sua conversdo a um produto de alto valor agregado. Para isso,
se faz necessaria, como etapa posterior, a avaliacdo do papel metabdlico dos genes-alvo
selecionados por meio de sua superexpressdo, viabilizada pela construcdo do vetor pMDHyg e
pela amplificacdo por PCR dos genes-alvo a partir do genoma da K. phaffii. Apos a obtencao
de linhagens de levedura recombinantes, suas capacidades metabdlicas serdo avaliadas, o que
poderd elucidar a via de producéo de acido glicélico (AG) e etilenoglicol (EG).

Também foi avaliada a influéncia dos parametros de pH e oxigénio dissolvido sobre a
producdo de AG, porém a falta de significancia estatistica dos modelos construidos faz
necessaria a repeticao dos ensaios fermentativos em biorreator com a linhagem que expressa a

via de producéo de EG.

Além disso, foi validada a producéo de AG a partir de hidrolisado de biomassa de cana-
de-acucar, tal que, nesse substrato, foi atingida concentracdo de AG superior as relatadas na
literatura em outros microrganismos. Mesmo que a producdo nao tenha alcancado os niveis
reportados para algumas bactérias, a levedura demonstrou potencial para atingir esses valores
por meio de futura otimizacdo da linhagem e do processo. Assim, o presente trabalho buscou
o0 desenvolvimento de um processo de producdo de AG eficiente e sustentavel por meio do
melhoramento genético de uma levedura recombinante que expresse a via heter6loga de Dahms

e por meio da otimizacdo dos parametros do processo.
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