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Resumo

A biomassa lignocelulosica representa uma matéria-prima renovavel de grande
potencial para a producao de energia e compostos quimicos industriais, a partir de sua
utilizagdo por microrganismos. Entre os desafios do uso da biomassa em bioprocessos,
estd a presenca de compostos inibitérios ao metabolismo microbiano, produzidos
durante as etapas de pré-tratamento da fracdo lignocelulésica. Os inibidores estao
agrupados em acidos organicos (acidos acético, férmico e levulinico), furaldeidos (2-
furaldeido (furfural) e 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF)) e compostos fenolicos. A
levedura Komagataella phaffii, cada vez mais empregada na producdo de proteinas
heterdlogas e compostos quimicos a partir de biomassa, foi escolhida neste trabalho
para superexpressar genes potencialmente envolvidos no aumento da resposta de
tolerancia aos principais inibidores do hidrolisado lignoceluldsico de bagago de cana de
acucar. Duas linhagens recombinantes, X33-pKLD-YJR096W e X33-pKLD-YNL134C,
além da levedura controle, foram construidas e cultivadas na presenga de HMF. Em
meio suplementado com HMF 2 g. L', as linhagens superexpressando os genes
YJR096W ¢ YNL134C foram capazes de deixar a fase /ag de crescimento 17 horas
antes da levedura controle, além de apresentaram um maior consumo de glicose nas
primeiras 48 horas de cultivo (33,9 e 44,04 g. L*!, respectivamente), quando comparado
ao controle (24,59 g. L), assim como maior conversdo de HMF em compostos menos
toxicos, como furano 2,5- dimetanol, nas primeiras 7 horas (1,29 e 1,87 g. L,
respectivamente), em comparagio a levedura controle (1,01 g. L'). Em concentragdes
mais elevadas de HMF (3,5 g. L"), as linhagens X33-pKLD-YJR096W e X33-pKLD-
YNL134C foram capazes de deixar a fase /ag 12 horas antes da levedura controle, além
de terem sido capazes de consumir mais glicose (23,68 € 29,34 g. L'l respectivamente),
nas primeiras 48 horas, quando comparadas ao controle (21,55 g. L) e terem
convertido mais HMF (3,18 e 3,45 g. L'!, respectivamente) em comparagio a levedura
controle (2,78 g. L', respectivamente). Os resultados, portanto, revelaram que a
superexpressao dos genes YJR096W e YNL134C conferiu a K. phaffii um fenotipo de
tolerancia a presenca do HMF, presente no hidrolisado lignoceluldsico, refletido nas
maiores taxas de crescimento celular, consumo de glicose e conversdio de HMF em

espécies quimicas menos toxicas ao metabolismo celular.

Palavras chave: biomassa lignoceluldsica, inibidores, furfural, HMF, hidrolisado

lignocelulosico, Komagataella phaffii, tolerancia.



Abstract

Lignocellulosic biomass represents a renewable raw material with great potential for the
production of energy and industrial chemical compounds, based on its use by
microorganisms. Among the challenges of using biomass in bioprocesses is the
presence of compounds that inhibit microbial metabolism, produced during the pre-
treatment stages of the lignocellulosic fraction. The inhibitors are grouped into organic
acids (acetic, formic and levulinic acids), furaldehydes (2-furaldehyde (furfural) and 5-
hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF)) and phenolic compounds. The yeast
Komagataella phaffii, which is increasingly being used to produce heterologous
proteins and chemical compounds from biomass, was chosen in this study to
overexpress genes potentially involved in increasing the tolerance response to the main
inhibitors in sugar cane bagasse lignocellulosic hydrolysate. Two recombinant strains,
X33-pKLD-YJR096W and X33-pKLD-YNL134C, as well as the control yeast, were
constructed and grown in the presence of HMF. In medium supplemented with HMF 2
g. L'!, the strains overexpressing the YJR096W and YNL134C genes were able to leave
the growth lag phase 17 hours earlier than the control yeast, as well as showing higher
glucose consumption in the first 48 hours of cultivation (33.9 and 44.04 g. L,
respectively), when compared to the control (24.59 g. L), as well as greater conversion
of HMF into less toxic compounds, such as furan 2,5- dimethanol, in the first 7 hours
(1.29 and 1.87 g. L'}, respectively), compared to the control yeast (1.01 g. L'!). At
higher concentrations of HMF (3.5 g. L), strains X33-pKLD-YJR096W and X33-
pKLD-YNL134C were able to leave the lag phase 12 hours earlier than the control
yeast, and were also able to consume more glucose (23.68 and 29.34 g. L,
respectively) in the first 48 hours compared to the control (21.55 g. L") and were able to
convert more HMF (3.18 and 3.45 g. L', respectively) compared to the control yeast
(2.78 g. L', respectively). The results therefore revealed that overexpression of the
YJR096W and YNL134C genes gave K. phaffii a phenotype of tolerance to the
presence of HMF, present in lignocellulosic hydrolysate, reflected in higher rates of cell
growth, glucose consumption and conversion of HMF into chemical species that are less

toxic to cell metabolism.

Key words: lignocellulosic biomass, inhibitors, furfural, HMF, lignocellulosic hydrolysate,
Komagataella phaffii, tolerance.
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1. Introducao

1.1. Biomassa lignoceluldsica e suas aplicacdes

As sucessivas crises energéticas, as questdes ambientais € o rapido progresso
econdmico tém demonstrado a urgéncia da necessidade de modificacdo da matriz
energética mundial, ainda fortemente dependente dos combustiveis fosseis. Na tentativa
de reduzir os impactos das emissoes de gases do efeito estufa e do aquecimento global,
a procura e investimentos em fontes alternativas, renovaveis € mais amigaveis ao meio
ambiente para a producdo de energia e compostos quimicos tornou-se uma exigéncia
por parte da sociedade do século XXI (Igbokwe et al., 2022).

Neste cenario, os residuos agroindustriais destacam-se como uma das principais
fontes alternativas para a produgdo de energia e compostos quimicos renovaveis.
Segundo o Balanco Energético Nacional da Empresa de Pesquisa Energética (EPE), na
reparticdo da oferta interna de energia de 2022 no Brasil, dos 47,4% ocupados pelo uso
de fontes energéticas renovaveis, 15,4% advieram apenas da biomassa de cana de
acucar (BEN — Relatorio Sintese 2023), demonstrando o enorme potencial da biomassa
lignoceluldsica.

O termo biomassa pode ser compreendido como a matéria organica renovavel de
organismos vivos (da Silva et al., 2018). A biomassa vegetal ¢ a matéria prima advinda,
majoritariamente, de residuos florestais, urbanos/domésticos e agricolas e utilizada
como fonte energética renovavel, ja que as ligacdes quimicas contidas nas moléculas
organicas, associadas aos atomos de carbono e hidrogénio, contém energia e
representam a fonte de reserva carbonifera mais abundante da Terra (Baruah et al.,
2018).

Os principais constituintes da biomassa lignoceluldsica sdo os polimeros de
celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1). Além de essenciais para a sustentacido e
rigidez necessdrias a vida vegetal, sdo componentes importantes para a produgdo de
compostos quimicos e energia renovavel, por meio de bioprocessos industriais

(Buchholz and Seibel, 2008).
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A celulose ¢ um polissacarideo linear homogéneo, composto por unidades de D-
glicose unidas através de ligagdes glicosidicas do tipo P-1,4, sendo o principal
componente da biomassa lignoceluldsica (40 — 60%) e a fonte de carbono renovavel
mais abundante na natureza (Nwamba et al., 2021). A hemicelulose ¢ o segundo
polimero mais encontrado na estrutura da parede celular vegetal (10 — 35%), recobrindo
as fibras de celulose. Apresenta-se como um polimero heterogéneo composto por
cadeias ramificadas contendo os agucares glicose, galactose, manose, xilose e arabinose,
e também d4cidos urdnicos (4cidos D-glicuronico e D-galacturénico) (Karimi and
Taherzadeh, 2016). Por fim, a lignina ¢ um polimero heterogéneo amorfo, resultado da
interagdo de diferentes compostos fendlicos e pode compreender até 30% da biomassa
(Ralph et al., 2019). A proporcao de cada um desses componentes varia de acordo com

a fonte e estrutura da biomassa lignoceluldsica (Tabela 1).

Tabela 1: Composigdo de fragdes lignoceluldsicas de diferentes fontes de biomassas. Adaptado
de (Kim, 2018).

Biomassa Fracao lignocelulosica (% base seca)
Celulose Hemicelulose Lignina
Bagaco de cana de 43,1 31,1 114
acucar
Palha de milho 37,0 22,7 18,6
Palha de trigo 30,2 21,0 17,0
Bordo (maple) 41,0 15,0 29,1

Poda de oliveira 25,0 11,1 16,2
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1.2. Pré-tratamento e hidrolise da biomassa lignoceluldsica

Devido a complexacdo desses polimeros na parede celular, ela apresenta uma
consideravel resisténcia a agdo hidrolitica e oxidativa dos catalisadores biologicos,
dificultando a disponibilizagdo dos agucares fermentesciveis para os microrganismos.
Por isso, a biomassa deve ser submetida a processos de pré-tratamento, que podem ser:
fisicos (térmico; micro-ondas), quimicos (p. ex. acidos, bases, oxidacdo umida),
mecanicos (moagem, extrusao e dispersdo), bioldgicos (enzimas e microrganismos) e
combinados (p.ex. termoquimico e explosdo a vapor) (Baruah et al., 2018). Apds essa
etapa, as fragdes lignoceluldsicas tornam-se disponiveis a hidrélise enzimatica e
despolimerizagdo da lignina, resultando na liberagdo de hexoses, pentoses, compostos
fenolicos e uma série de outros compostos presentes no hidrolisado lignoceluldsico.
Entretanto, além de proporcionar o acesso aos agucares fermentesciveis, as etapas de
pré-tratamento também s3o as responsaveis pela liberagdo de compostos toxicos ao
metabolismo dos microrganismos que consumirdo os agucares, sendo esse um dos
gargalos dos bioprocessos que utilizam modelos microbianos na produgdo industrial

(Bhutto et al., 2017; Igbokwe et al., 2022).

1.3. Inibidores lignocelulosicos

Os processos de pré-tratamento e hidrdlise para desconstrugdo da biomassa
lignoceluldsica objetivam facilitar a liberagdo dos monomeros de aglcares
fermentesciveis através da diminuicdo da recalcitrancia da lignocelulose (Figura 2).
Entretanto, tais processos também acabam levando a formagao e liberagdao de compostos
que inibem o metabolismo microbiano. Esses inibidores podem ser classificados em trés
grupos principais: furaldeidos (p. ex. 2-furaldeido (furfural) e 5-hidroximetil-2-
furaldeido (HMF)), acidos fracos (4cido acético, acido formico e acido levulinico) e
compostos fenolicos (p. ex. vanilina, siringaldeido, coniferil aldeido, 4cido ferulico e
outros) (Larsson et al., 2000; Almeida et al., 2007; Brandt et al., 2019) (Figura 2). Os
processos de pré-tratamento e hidrdlise, assim como as fontes de biomassa, influenciam
a liberacdo, formagdo e as concentragdes dos referidos compostos inibitérios no
hidrolisado lignocelulésico (Jonsson and Martin, 2016; Fletcher and Baetz, 2020)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracdo de inibidores presentes no hidrolisado apds o pré-tratamento de

diferentes biomassas. Adaptado de (Kim, 2018).

Biomassa Pré-tratamento Compostos inibitorios (g. L)
Acido acético  Furaldeidos Fenois
Bagaco de cana Térmico 1,1-34 0,5-5,1 14-24
de acucar
Palha de milho Térmico 2,0-2.8 0,74 - 8,37 181 -246 UA
Palha de trigo Explosao a vapor 0,04 — 1,01 0,16 -2,14 n.d
Bordo (maple) Térmico 13,1 4,1 1,3
Oliveira Explosdo a vapor 04-42 0-32 n.d
Bagaco de cana  Explosdo a vapor 19,62 2,56 n.d
de acucar e hidrolise acida
Madeira de lei Térmico 2,5 0,7 5,9

n.d: nao determinado. UA: unidade de absorbancia.

1.3.1. Furaldeidos

Os principais representantes do grupo dos furaldeidos, quando se tratando de
biomassa lignocelulosica, sdo o furfural e o HMF. Sao espécies quimicas formadas por
um anel furano heteroaromatico e um grupo funcional aldeido. Sao compostos
resultantes da desidratagdo de pentoses e hexoses, respectivamente, liberadas nas etapas
de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, aliado as altas temperaturas a que estdo

expostos (Almeida et al., 2007).

Ensaios in vitro de mensuracdo enzimatica em Saccharomyces cerevisiae
(Modig et al., 2002) foram capazes de provar que a presenca do HMF e do furfural
inibem diretamente enzimas alcool desidrogenase (ADH), responsaveis pela conversao
de acetaldeido em etanol, aldeido desidrogenase (ALDH), envolvido na conversdao de

acetaldeido em acetato, e piruvato desidrogenase (PDH), ultima enzima da via
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glicolitica, que atua na conversdo do piruvato em Acetil-CoA. As medi¢des para
atividade de ADH, ALDH e PDH foram feitas na faixa de 0 a 4 g. L"! de cada um dos
furaldeidos, o que representa de 0 a 41,6 mM de furfural e 0 a 31,7 mM HMF,
respectivamente. As atividades enzimadticas diminuiram em aproximadamente 80% na
presenca de apenas 1,3 mM (0,12 g. L") de furfural e em mais de 90% na presenca de
10,4 mM (1,0 g. L") de furfural. Valores muito préximos a esses foram encontrados
para HMF (Modig et al., 2002). Apesar da concentracdo de cada inibidor variar de
acordo com a fonte da biomassa e o tipo de pré-tratamento pela qual ela é submetida, as
quantidades de HMF e furfural testadas por Modig (2002) podem ser encontrados em

diversos hidrolisados lignocelulosicos (Tabela 2).

Além disso, hexoquinase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase sdo outras duas
enzimas parcialmente inibidas pela presenga do furfural e HMF. Isso demonstra que os
furaldeidos sdo capazes de alterar os fluxos metabolicos e afetar o direcionamento de
carbono para as vias envolvidas no metabolismo energético, como a glicdlise e o ciclo
do 4cido citrico, o que contribuiria no prolongamento da fase /ag de crescimento
microbiano ¢ na reducao do rendimento de biomassa celular (Almeida et al., 2007;

Wang et al., 2018).

Além disso, os furaldeidos sdo capazes de provocar o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) no espaco intracelular (Gorsich et al., 2006), o que resulta
em danos a membrana celular, mutagdes e degradacdo do material genético, mal
dobramento e fragmentacao de proteinas e até apoptose (Perrone et al., 2008) (Figura 6).
Aqui, estabelece-se uma relagdo entre a deficiéncia de NADPH e o estresse oxidativo,
uma vez que o cofator preferencial das enzimas envolvidas na prote¢do oxidativa celular

¢ justamente o NADPH (Carmel-Harel and Storz, 2000).

Uma das estratégias utilizadas pelas células para se sobrepor aos efeitos nocivos
dos inibidores ¢ a reducao dos furaldeidos em metabolitos menos toxicos (Figura 3): o
HMF pode ser convertido em furano 2,5-dimetanol (FDM), enquanto o furfural, em 2-
furanometanol (FM) (Liu, 2011), fazendo com que as células retomem a capacidade de
reparar os danos causados pelos inibidores. Entretanto, apesar de diminuirem a
toxicidade dos furaldeidos, essas reagdes resultam na diminui¢do da disponibilidade de
NAD(P)H, ja& que utilizam esses cofatores na reducdo dos compostos. Assim, pode
ocorrer um desbalanco oxidativo na célula, impedindo-a de utilizar o NAD(P)H em vias

essenciais, como aquelas envolvidas na produ¢dao de ATP (Palmgqvist et al., 1999).
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Tabela 3: Estudos de engenharia genética e evolucdo adaptativa de microrganismos para

aumento de tolerancia aos inibidores do hidrolisado lignocelulosico.

Inibidor Estratégia Abordagem Microrganismo
Expressdo de ADH1
Candida
(S. Wang et al., 2016)
Reducao de furfural a tropicalis
Furfural
FM
Expressao de FucO
E. coli
(Wang et al., 2011)
Expressdao de ALD6
Reducao de furfural e
(Park et al., 2011)
HMF
Transcri¢ao de
Furfural e antioxidantes em Expressdo de YAP1
HMF resposta ao estresse (Kim and Hahn, 2013)
oxidativo
Expressdao de BAT2
Degradacgao de _
] (Liu and Ma, 2020) S. cerevisiae
proteinas danificadas
Acido Conversao de acido Expressao de FDH1 e FDH2
formico férmico em CO2 (Overkamp et al., 2002)
Expressdo de HAA1
) Regulacdo de vias (Swinnen et al., 2017)
Acido
' metabolicas de estresse
acético
celular Expressao de KmTrxR
(Gao et al., 2017)
. Conversao de acido
Acido Expressao de padC
feralico em 4-vinil E. coli
ferulico _ (Forsberg et al., 2016)
guaiacol
Expressdo de enzimas redutase Zymomonas
4- Hidroxi- Reducgao de aldeidos (Yietal., 2015) mobilis
benzaldeido fenolicos
e Vanilina Expressao de lacA

(Jietal., 2011)

S. cerevisiae
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Em S. cerevisiae, oxidorredutases responsaveis pela conversao de furaldeidos ja
foram identificadas e usadas para a construcdo de linhagens mais tolerantes aos
inibidores de hidrolisado lignoceluldsico. Alcool desidrogenases 6 ¢ 7 (ADH6 ¢ ADH7)
(Petersson et al., 2006), alcool desidrogenase 1 mutada (ADH1) (Laadan et al., 2008) e
xilose redutase, em Pichia stipitis (Almeida et al., 2008), foram algumas das primeiras
enzimas a serem superexpressas a fim de avaliar os seus papéis na tolerancia dessas

leveduras na presenga dos furaldeidos.
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Figura 3: Representagdo esquematica da reducgdo de furfural e HMF e suas respectivas redugoes

nos alcoois FM e FDM. Adaptado de (Almeida et al., 2009).

1.3.2. Acidos orgénicos

Outro conjunto de inibidores presente no hidrolisado lignoceluldsico ¢ o dos
acidos organicos, sendo os mais comuns os &cidos acético, levulinico e formico.
Também conhecidos como carboxilicos, os dacidos organicos sdo compostos que
apresentam um grupo funcional carboxila, isto €, um carbono que realiza uma ligagdo
dupla com oxigénio e uma ligacdo simples com um grupamento hidroxila. O acido

acético ¢ formado a partir da desacetilacdo de hemicelulose, sendo o acido organico
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mais abundante na maioria dos hidrolisados de origem lignoceluldsica (Vanmarcke et
al., 2021). J& o os acidos formico e levulinico sdo produtos da degradagdo do HMF,
sendo o acido férmico também produzido a partir do furfural sob condigdes acidas e

temperaturas elevadas (Almeida et al., 2007) (Figura 4).

Aglicares Furaldeidos Acidos organicos fracos
\ 0
A C; Hf 0 A He /
De5|drata(;ao \ /
OH
Pentoses Furfural Acido Férmico
0 OH
- B T N
OH /
DeS|dratagao
0
OH
Acido Levulinico Acido Férmico
Hexoses

Figura 4: Representagcdo esquematica da formagdo dos acidos formico e levulinico a partir da

hidrolise dos furaldeidos. Adaptado de (Almeida et al., 2009).

Os 4cidos organicos, em sua forma nao-dissociada, sdo capazes de atravessar a
membrana plasmatica celular através de difusdo simples (Figura 6), processo facilitado
pelo tamanho reduzido das moléculas dos acidos acético e formico e pelo carater mais

hidrofobico do acido levulinico (Larsson et al., 1999).

Uma vez no ambiente intracelular, que apresenta um pH mais alto que o meio
fermentativo, os acidos se dissociam e liberam protons H™. Esse processo acaba por
acidificar e diminuir o pH citoso6lico e inibir o fluxo metabdlico dentro das principais
vias do metabolismo celular (Pampulha and Loureiro-Dias, 1989). Na tentativa de
reestabelecer o pH e homeostase intracelulares, a bomba de protons ATP-dependente
Pmal, que bombeia o excesso de ions carregados positivamente para fora da célula, ¢

ativada (Figura 6) (Verduyn et al., 1992).

Foi demonstrado que, em concentragdes de até 100 mmol. L™, os 4acidos fracos

sdo benéficos ao metabolismo celular e estimulam a producao de ATP, em condi¢des
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anaerdbias, pela producdo de etanol (Larsson et al.,, 1999). No entanto, em
concentragdes superiores aquela, a demanda de ATP excede a capacidade energética
celular e a acidificacdo do citosol torna-se inevitavel (Palmqvist and Hahn-Hégerdal,
2000). Dessa forma, a organizagdao lipidica, o gradiente -eletroquimico e a
disponibilidade de ATP sao prejudicados, assim como a sintese do material genético e
os fluxos metabdlicos de vias essenciais a manutencdo do microrganismo (Hasunuma
and Kondo, 2012). Por fim, os 4cidos orgénicos fracos também sdo responsaveis pela
forte inibi¢ao dos transportadores de aminoacidos aromaticos, impedindo que esses

possam ser internalizados e utilizados no metabolismo celular (Bauer et al., 2003).

Além do bombeamento de prétons para o exterior da célula, outros mecanismos
intracelulares que possam conferir aumento de tolerancia aos inibidores foram
estudados. Uma vez que esse acido formico pode ser utilizado na via de sintese do
hidrogénio, linhagens recombinantes de S. cerevisiae acumuladoras desse acido foram
produzidas (Kennedy et al., 2009). No entanto, um limite méximo da presenca desse
acido ¢ tolerado dentro da célula. Por isso, a levedura codifica dois genes de acido
férmico desidrogenase (FDH 1 e 2) para a conversdo de acido férmico em didxido de
carbono, comprovado por andlises transcriptomicas que revelaram niveis de expressao
aumentados de FDH1 e FDH2 apés adicdo de acido féormico no meio de cultivo
(Overkamp et al., 2002). Assim, foi demonstrada uma abordagem promissora para o
desenvolvimento de outras linhagens de leveduras capazes de serem cultivadas em

maiores concentragdes de acido formico.

1.3.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo quimicamente formados a partir da substituicdo de
um ou mais atomos de hidrogénio por um grupo hidroxila na molécula de benzeno,
sendo o composto fendlico mais simples o fenol. Representam o grupo mais diverso em
estrutura quimica, gerados a partir da desconstru¢do da lignina, sendo a vanilina,
siringaldeido, acido ferulico e o 4-hidroxibenzaldeido alguns exemplos (Jonsson et al.,
2013) (Figura 5). Diferentes fontes de biomassa e pré-tratamentos irdo liberar
compostos aromaticos distintos, j4 que a estruturacdo e comportamento quimico da

lignina variam de acordo com sua origem (Qin et al., 2016).
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Figura 5: Exemplos de compostos fenélicos.

Os efeitos inibitérios dos compostos fendlicos sobre o metabolismo celular
parecem se assemelhar aos de furaldeidos e acidos organicos (Figura 6). Eles
demonstraram atuacdo nas membranas bioldgicas, causando perda de integridade,
afetando sua capacidade de atuar como barreiras seletivas, além de promover alteragdes
no gradiente eletroquimico pelo transporte de protons através da membrana plasmatica

para o ambiente extracelular (Lin et al., 2015; Qin et al., 2016; X. Wang et al., 2016).

As posi¢gdes ocupadas pelos grupamentos substituintes, para, orto e meta,
também sdo capazes de influenciar o nivel de toxicidade dos compostos fendlicos, uma
vez que a posicdo ortfo aumenta a toxicidade das vanilinas, enquanto os grupamentos
hidroxila (-OH) e metoxilo (-OCH3), nas posigdes meta € para, ndo parecem ter
influéncia na toxicidade desses compostos (Larsson et al., 2000). A toxicidade dos
compostos fendlicos também varia de acordo com o seu peso molecular: compostos
menores sao mais toxicos do que aqueles de maior peso molecular, porque podem
difundir-se na célula mais rapidamente e inibir a assimilagdo de glicose pela célula (Lin

etal., 2015).

Adeboye e colaboradores (2014), em suas pesquisas sobre as implicagdes dos
inibidores lignoceluldsicos em S. cerevisiae, demonstraram que os diferentes compostos
fendlicos presentes no hidrolisado, mesmo os que apresentam o mesmo grupo funcional,
tém limites de toxicidade distintos, como o acido ferulico e o &cido p-cumadrico, que
apresentaram limites de toxicidade de 1,8 mM e 9,7 mM, respectivamente. Ainda
mostraram que a concentragao que induz efeitos inibitdrios € altamente varidvel entre os
compostos fendlicos e que nem todos eles sao os responsaveis pelo alongamento da fase
lag e diminui¢do da taxa especifica méxima de crescimento, por exemplo, provando que

cada composto tem um mecanismo de a¢do diferente no metabolismo da levedura.
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Anadlises transcriptomicas da bactéria Zymomonas mobilis ZM4 revelaram
mecanismos de tolerancia aos inibidores fenolicos através da andlise de genes que
supostamente estariam relacionadas a reducdo dos aldeidos fendlicos em seus
correspondentes alcoois fendlicos (Yi et al., 2015). A superexpressdao dos genes
ZMO1116, ZMO1696, ¢ ZMO1885, que codificam para diferentes redutases, foram
capazes de aumentar a taxa de conversdo do 4-hidroxibenzaldeido e vanilina em seus

alcoois menos toxicos, assim como ¢ a produtividade de etanol pela bactéria.

Apesar de os mecanismos de resposta ¢ adaptagdo aos compostos fendlicos ainda
ndo serem totalmente elucidados para a maioria dos organismos, estudos ja foram
capazes de apresentar resultados de conversdo metabdlica do aldeido coniferilico, acido
ferulico, e acido p-cumadrico, em S. cerevisiae (Adeboye et al., 2015). Tal estudo
demostrou a conversao completa de aldeido coniferilico, acido ferulico e acido p-
cumdrico em outros compostos fendlicos, indicando uma possivel estratégia de

desintoxicag¢ao biologica pela levedura.
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Figura 6: Visdo esquematica dos mecanismos de inibi¢cdo celular pelos inibidores do hidrolisado lignocelulosico: HMF e furfural (furaldeidos) reduzidos em

suas espécies menos toxicas (FDM e FM, respectivamente), provocando um desbalango na oferta dos cofatores NAD(P)H, além de inibir a via da glicolise e

acio das enzimas ADH, PDH e ALDH. Acidos orgénicos sofrem dissociagdo no meio intracelular, acidificagio do meio e deple¢io de ATP para que a bomba

de protons (Pmal) recupere a homeostase interna. Também provoca inibi¢ao da glicolise. Compostos fenolicos: desacoplamento, geragdo de ROS e danos a

membrana celular. O “X” em vermelho representa inibi¢do da respectiva via metabolica. Imagem de autoria propria.
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1.4. Komagataella phaffii

A levedura Komagataella phaffii foi descrita pela primeira vez, em 1920, como
Zygosaccharomyces pastori (Guilliermond, 1920) e renomeada como Pichia pastoris
em 1950 (Phaff et al., 1956). Apds 45 anos, foi reclassificada ao género Komagataella
(Yamada et al., 1995), subdividido em sete espécies descritas: K. phaffii, K. pastoris, K.
ulmi, K. kurtzmanii, K. mondaviorum, K. populi e K. pseudopastoris (Naumov et al.,
2018). Trata-se de uma levedura metilotréfica, ou seja, que apresenta a capacidade inata
de crescer em metanol como unica fonte de carbono e energia pela superexpressao dos
genes AOX 1 e 2, codificadores das enzimas das vias de assimilagdo e dissimilacdo do

metanol (Wegner, 1990).

Além de metanol, a K. phaffii ¢ capaz de utilizar glicose, glicerol e, de forma
menos eficiente, xilose (Heistinger et al., 2022) e CO» (Gassler et al., 2020) como fontes
de carbono e energia. Diferente de S. cerevisiae, a K. phaffii ndo € suscetivel ao fendtipo
Crabtree, ou seja, nao redireciona o metabolismo celular para as vias fermentativas
mesmo em situacdes em que o alto fluxo de glicose excede a capacidade respiratoria.
Tal efeito ndo ¢ visto em K. phaffii gragas ao nimero reduzido de transportadores de
hexose e uma regulacdo do fluxo de carbono mais controlada, em que a via das pentose-

fosfato ¢ favorecida, assim como seus cofatores (Ata et al., 2021; Bernauer et al., 2021).

K. phaffii apresenta caracteristicas vantajosas para seu uso em bioprocessos
como a capacidade de alcancar altas densidades de crescimento celular (200 g. L!) em
peso seco durante cultivo em batelada alimentada com limitacao de glicose (Heyland et
al., 2010), crescer em meios acidificados (pH ~3), apresentar baixo requerimento
nutricional, condi¢des de cultivo simples e baratas, secrecdo proteica eficaz, capacidade
de expressar altas concentragdes de proteinas recombinantes através de promotores
constitutivos e induziveis fortes (Karbalaei et al., 2020), bem como realizar
modificagdes pos-traducionais eucarioticas, como glicosilacdo (Pefia et al., 2018;

Carneiro et al., 2022).

A presenga do promotor forte AOX1 (pAOX) fez com que a K. phaffii tenha se
destacado como modelo de expressio de proteinas heterdlogas, uma vez que a
integracdo de genes recombinantes na regido controlada pelo pAOXI1, por meio de

técnicas de engenharia genética, ¢ uma das estratégias mais comuns para a expressao
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génica de proteinas heterdélogas em processos biotecnoldgicos (Bernauer et al., 2021).
Atualmente, ndo s6 proteinas heterdlogas sdo produzidas em K. phaffii, mas uma
variedade de bioprodutos quimicos a partir de diferentes fontes de carbono como
glicose, metanol, glicerol e xilose (Bernauer et al., 2021) sendo essa ultima, nos ultimos

anos, bastante empregada em bioprocessos.

Apesar de ser a pentose mais abundante na biomassa lignoceluldsica (Trichez et
al., 2022) e naturalmente consumida por fungos filamentosos, leveduras e bactérias, a
xilose ndo se apresenta como um agucar de metabolizacao eficiente, quando comparado
a glicose. O metabolismo da xilose inicia-se com a sua conversao em xilitol, pela acdo
da xilose redutase (XR), numa reacdo dependente de NAD(P)H (Carneiro et al., 2022).
O «xilitol ¢ um 4lcool de aglcar naturalmente encontrado em frutas, vegetais e
cogumelos e pode ser aplicado em produtos de cuidado pessoal e farmacéuticos e na
industria alimenticia, em que é mais conhecido, como adogante de metabolizagdo
independente de insulina. Por isso, ja foram construidas linhagens de K. phaffii que
superexpressam o gene XYL1 de P. stipitis, que codifica para uma XR, para a producio

de xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico (Louie et al., 2021).

Outro bioproduto de interesse comercial produzido a partir do metabolismo da
xilose € o acido xilonico (AX). Utilizado como aditivo de cimento, plastificante, agente
de limpeza e na copolimerizagdo de poliamida e poliéster, o AX ¢ obtido através da
conversao da xilose em xilonolactona por uma xilose desidrogenase (XDH), que ¢ entdo
convertida em 4cido xilonico em uma reagdo de hidratacao espontanea catalisada pela
xilonolactonase (XLA). Essas rea¢des ndo sdo naturalmente realizadas por leveduras e,
por isso, muitas delas ja foram engenheiradas para que expressassem a via heterdloga da
XDH (Trichez et al., 2022). Em K. phaffii, a clonagem do gene XDH-HL garantiu a
produgio de até 37,1 g. L-' de 4cido xilénico em meio mineral e 11,7 g. L'! em

hidrolisado de bagaco de cana de agticar (Ramos et al., 2021).

O desenvolvimento de chassis bioldgicos mais robustos e tolerantes aos
inibidores mostra-se fundamental para a valoriza¢ao da biomassa lignoceluldsica, assim
como para a producdo de proteinas e de diversos outros quimicos de interesse industrial.
Por isso, este trabalho propde a construcdo de linhagens de K. phaffii mais tolerantes
aos compostos inibitdrios presente no hidrolisado lignoceluldsico, através da expressao
diferencial de genes envolvidos em atividades metabdlicas de desintoxicagdo inatas

(Petersson et al., 2006; Almeida et al., 2009; Paes et al., 2021).
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Diversas linhagens de K. phaffii encontram-se disponiveis para serem utilizadas
como hospedeiras dos diferentes vetores de expressdo disponiveis, o que permite a
escolha mais adequada para cada finalidade. A linhagem X33, por exemplo, ¢
prototrofica, enquanto a GS115 possui uma mutacao no gene da histidina desidrogenase
(HIS4) que gera o fendtipo His'e permite a selecao de clones em meio sem histidina
(Kurtzman, 2005). Neste trabalho, inicialmente, também foi testada cepa M12,

auxotrofica para o metabolismo de leucina (LEU2) (Betancur et al., 2017).

Os plasmideos escolhidos para atuarem como vetores de expressao do gene de
interesse devem conter, obrigatoriamente, um promotor, uma sequéncia terminadora da
transcricdo e, entre eles, um ou mais sitios de restricdo para a clonagem do gene
heterdlogo, sendo o método de integracdo gendmica o mais estavel e preferido para se
alcangar uma transformacdo estavel (Betancur et al., 2017). Outros elementos
necessarios a clonagem, selecdo de clones, expressio e purificagdo do produto
heter6logo sdo os genes que confiram resisténcia a antibidticos e/ou marcas de sele¢@o
auxotroficas (HIS4, MET2, ADE1, ARG4, URA3, URAS). O vetor de expressdao deve
ser funcional tanto no modelo de clonagem e, por isso deve conter origem de replicacio

e marcas de sele¢@o bacterianas, quanto no modelo eucariotico de expressao.

1.5. Identificacdo de genes que aumentam a tolerancia de K. phaffii aos
inibidores lignoceluldsicos

Diversos genes envolvidos na resposta a inibidores ja foram identificados e
utilizados para a construcao de linhagens leveduriformes mais tolerantes (Tabela 3). No
entanto, a fisiologia e os mecanismos de resposta de leveduras metilotroficas a
inibidores s6 foram recentemente relatados. Estudos iniciais demonstraram a resposta
fisiologica e transcricional de K. phaffii a furaldeidos, 4cido acético e hidrolisado de
bagaco de cana-de-agucar (Paes et al., 2021). Foi demonstrada pela primeira vez a
resposta dose-dependente de K. phaffii ao acido acético, furaldeidos (HMF e furfural) e
hidrolisado de biomassa de cana de agucar, tanto em nivel fisiolégico como
transcricional. A levedura foi capaz de crescer em meios sintéticos com até 6 g. L' de
4cido acético, 1,75 g. L' de furaldeidos ou hidrolisado lignoceluldsico diluido a 10%
(v/v). Ademais, a levedura provou-se capaz de consumir acido acético e glicose
concomitantemente. Visando identificar a resposta transcricional global de K. phaffii

aos inibidores, a levedura foi cultivada na presenca de 4cido acético 2 e 6 g. L', de
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furaldeidos (furfural 0,9 g. L' e HMF 0,15 g. L") e (furfural 1,5 g. L' e HMF 0,25 g. L~
1) e hidrolisado de bagacgo de cana de agticar, nas diluicdes de 10% e 30%, composto de
glicose (5,4 g. L)) xilose (90,3 g. L), acido acético (19.4 g.L™!), furfural 2.9 g. L) e
HMEF (0,55 g. L") (Paes et al., 2021).

Do total de genes avaliados nas condi¢des acima mencionadas, 3315
apresentaram expressao diferencial na presenca de inibidores, demonstrando que a
levedura passa por uma remodulagao da expressao para responder aos inibidores. A
maioria dos genes foi diferencialmente expressa na presenca de mais de um inibidor,
além de a resposta transcricional ter se mostrado dose dependente, ou seja, maiores
concentragdes dos inibidores levam a um maior nimero de genes diferencialmente
expressos (GDEs). Dessa maneira, foi possivel identificar potenciais alvos de
modificacdo génica, uma vez que, at¢ o momento, nenhum gene que confira aumento de
tolerancia ao hidrolisado lignocelulésico foi identificado em K. phaffii (Paes et al.,

2021).

Dentre os grupos de genes com expressao diferencial destacam-se aqueles de
categorias genéticas ontologicas relacionados a reagdes de oxirreducdo, transportadores
de membrana, processamento de RNA, metal-ion e regulacdo de processos metabdlicos.
Visando a construgao de linhagens de K. phaffii mais tolerantes aos efeitos inibitorios
dos compostos presentes no hidrolisado lignocelulésico, GDEs identificados por Paes et

al. (2021) foram selecionados para serem superexpressos em K. phaffii.

Seis genes putativos — YJR096W, YDL124W, SAP30, FLRI,
AT249 GQ6702661, referido como 2661, e YNL134C — foram selecionados para terem
suas atividades avaliadas quando superexpressos em K. phaffii na presenca de
inibidores. Todos eles foram positivamente regulados na presenga de éacido acético,
furfural, HMF e hidrolisado de bagaco de cana de acgucar, em pelo menos uma
concentragdo, com exce¢do do FLR1 e YNL134C na presenca de acido acético, que foi
negativamente regulado (Figura 7). Por isso, e pelas fungdes potencialmente
desempenhadas, descritas na anotagdo dos genes, acredita-se que eles estejam

diretamente relacionados a resposta da levedura frente aos inibidores.
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Figura 7: Expressdo diferencial génica de SAP30, YJR096W, YDL124W, FLRI1, 2661 ¢
YNL134C em meios de cultivo suplementados com 4cido acético 2 g. L' (AA2) e 6 g. L
(AA®6), furaldeidos, (sendo FH1 = furfural 0,9 g. L' e HMF 0,15 g. L' e FH 2 = furfural 1,5 g.
L'e HMF 0,25 g. L") e hidrolisado de bagaco de cana de agucar nas diluigdes 10% (HID10) e
30% (HID30). Informagdes anotadas manualmente por (Paes et al.; 2021).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Melhorar geneticamente a levedura Komagataella phaffii para aumento da

tolerancia a inibidores presentes no hidrolisado lignocelulosico.

2.1.1. Objetivo especificos:

e Selecionar e clonar pelo menos 6 genes candidatos para superexpressao em
K. phaffii.

e Obter linhagens recombinantes de K. phaffii com os genes candidatos

SuUperexpressos.

e Avaliar a tolerancia de linhagens recombinantes de K. phaffii expressando os
genes candidatos em meio sintético suplementado com furfural, HMF, écido

acético e hidrolisado lignocelulésico.

e Avaliar a tolerdncia de linhagens recombinantes de K. phaffii expressando

genes candidatos em hidrolisado lignocelulésico.
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3. Estratégia

A estratégia para melhorar a tolerancia de K. phaffii aos inibidores
lignoceluldsicos ¢ esquematicamente resumida na figura 8: inicialmente, foram
selecionados seis genes previamente identificados nos estudos fisioldgicos e
transcriptomicos de K. phaffii sob o efeito de inibidores presentes no hidrolisado de
biomassa, possivelmente relacionados as respostas de tolerancia a furaldeidos, (HMF e
furfural), 4cido acético e compostos fenolicos. Os genes selecionados, YJR096W,
YDL124W, SAP30, FLR1, 2661 e YNLI34C, tiveram suas sequéncias génicas
amplificadas por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos. Posteriormente, os
produtos de PCR dos genes foram subclonados no vetor pPGEM®-T Easy (Promega). Os
fragmentos génicos foram obtidos por digestdo do DNA plasmidial com enzimas de
restricdo especificas para posterior clonagem no vetor de expressao, pKLD, previamente
digerido com os mesmos pares de enzima de restricdo utilizados para cada um dos
genes. As linhagens de K. phaffii M12 (Betancur et al., 2017) e X33 foram transformada
com o vetor pKLD contendo os genes de interesse. Os clones transformantes de M12
foram selecionados por marca auxotrofica (Leu’) e os clones de X33, por resisténcia ao
antibidtico G418. As linhagens controle e recombinantes de K. phaffii foram cultivadas
em microplacas de 48 pogos e, posteriormente, em frascos Erlenmeyer, em meio de
cultura controle, contendo apenas glicose, € naqueles suplementados com os inibidores
acido acético, furfural, HMF e hidrolisado de biomassa de cana de aglcar para analisar
o perfil de crescimento microbiano, consumo, produ¢do e conversdo de metabdlitos. Ao
final do projeto, a superexpressao dos genes em K. phaffii cultivada na presenca dos

inibidores foi avaliada quanto ao seu impacto na resposta do fendtipo de tolerancia.
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Figura 8: Representacdo esquematica da estratégia de validagdo de genes potencialmente envolvidos no aumento de tolerancia de K. phaffii aos inibidores do
hidrolisado lignocelulésico. Os genes foram amplificados por PCR e clonados no vetor de clonagem pGEM-T Easy, multiplicado em E. coli. Apos, os genes
YDL124W, SAP30, 2661 ¢ YNL134C foram digeridos com BamHI e Notl, enquanto os genes YJR096W e FLR1, com Spel e Notl. O vetor de expressdo pKLD-
XD foi digerido com os mesmos pares de enzima, liberando o fragmento de XD. Os genes foram entdo clonados no vetor pKLD e os plasmideos gerados foram
multiplicados em E. coli e utilizados para transformar a levedura K. phaffii. As leveduras recombinantes foram cultivadas na presenga dos inibidores e foram

avaliados os efeitos da superexpressdo dos genes na resposta de tolerancia.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

4.1.1. Linhagens
Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens de levedura Komagataella phaffii X33
(Invitrogen) e M12 (Betancur et al., 2017). Para clonagem e amplificagdo de DNA

plasmidial foi utilizada a bactéria Escherichia coli DH10B (Invitrogen).

4.1.2. Plasmideos

O plasmideo pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 9) foi utilizado como vetor de
clonagem dos produtos de PCR e permitiu a selecdo de clones transformantes por
coloragdo azul/branca e resisténcia ao antibiotico ampicilina. O plasmideo pKLD-XD
(Figura 10) foi utilizado como vetor de expressdo e permitiu a selecdo de clones
transformantes por resisténcia aos antibidticos Canamicina/G418 e marca auxotrofica

para leucina.
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Figura 9: Vetor pPGEM®-T Easy (Promega). As enzimas de restri¢do destacadas por retangulos

vermelhos, no sitio multiplo de clonagem, foram utilizadas para digestao dos insertos.
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Figura 10: Vetor pKLD-XD, construido e descrito pela colaboradora Clara Vida Galrao
Correa Carneiro, em sua tese de doutorado, aguardando publicagdo. As enzimas de

restricdo destacadas por retangulos vermelhos foram utilizadas na digestdo do vetor.

4.1.3. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar os genes de interesse do DNA
gendmico de K. phaffii X33 foram sintetizados pela empresa Integrated DNA
Technologies (IDT), identificados com os nomes dos respectivos genes que serao

amplificados (Tabela 4).
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Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para reagdes de PCR. As regides sublinhadas

representam as sequéncias de DNA para adi¢do de sitios de restri¢do nas extremidades dos

genes.

Nome da sequéncia

Sequéncia (5’- 3°)

YJRO096W reverse TAAGCGGCCGCTTAAGGAACATTGACGACA
YJRO096W forward GCGACTAGTATGTCAAGGTATCTTCAATTG
YDL124W reverse ATAGCGGCCGCCTAATCAAACTTGCTGTA
YDL124W forward TAGGGATCCATGGCATTGGCAATTCCTC
SAP30 reverse TAAGCGGCCGCTCATGTAATGTTCAGTTTGAACG
SAP30 forward TAGGGATCCATGCCCCCAAGAAGAGACGC

FLR1 reverse

TAAGCGGCCGCTCATGGCCCGGCATATCTA

FLR1 forward

GCGACTAGTATGTCTCATCTATTACTGCGTG

2661 reverse

TAAGCGGCCGCTCATACAATGTTGTTGGTTG

2661 forward

TAGGGATCCATGATCTCCGTTTTTGACTCC

YNL134C reverse

TAAGCGGCCGCTTATGGGCGGAAAACCAAC

YNL134C forward

TAGGGATCCATGACTTCAATCCCTTCCACC

3’AOX1 reverse (Invitrogen)

GCAAATGGCATTCTGACATCC

pPGK-pKLD forward

CCATCACTGTCACCCGTCAT




4.1.4. Meios de cultura

Meio LB - low salt

Cloreto de s6dio 0,5% (p/v)

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

Peptona bacteriologica 1% (p/v)

pH ajustado para 7,5 com NaOH

Agar Bacteriologico 2% (p/v), se meio solido

Suplementagdo com antibidtico, quando necessario

Meio YPD

Extrato de Levedura 1% (p/v)

Peptona bacteriologica 2% (p/v)

D-glicose 2% (p/v)

Agar bacteriologico 2% (p/v), se meio sélido

Suplementa¢ao com antibidtico, quando necessario

Meio MD

YNB suplementado de sulfato de amonio e aminoacidos 6,7% (p/v)
Biotina 0,02% (p/v)

Agar bacteriologico 2% (p/v), se meio sélido

Suplementac¢do com antibidtico, quando necessario
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Meio MD-glicose

Meio MD

D-glicose 4% (p/v)

Agar bacteriologico 2% (p/v), se meio sélido

Suplementagdo com antibidtico, quando necessario

Meio MD-xilose
Meio MD
D-xilose 4% (p/v)

Agar bacteriologico 2% (p/v), se meio sélido

4.1.5. Solucdes e tampoes

Solugcdo YNB 10X (estoque)
YNB suplementado de sulfato de amonio 6,7% (p/v)

Foram utilizadas solu¢des de YNB 10X com e sem a suplementacdo de aminoacidos

Solucdo de sorbitol/EDTA
Sorbitol 0,9 M

EDTA 0,1 M

Solucdo de sorbitol 1 M
187,12 g de Sorbitol (CsH140e)

Completado com 4gua ultrapura para volume final de 1 L
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Solu¢do Acetato de Sodio 3 M
12,305 g de Acetato de S6dio (NaO2CCH3)

Completado com dgua ultrapura para volume final de 50 mL

Solugdo de cofatores — NAD(P)H 10 mM

Para preparar 1 mL de solugdo de NADH 10 mM sao necessarios 7 mg de NADH. Para
1 mL de solucdo de NADPH 10 mM, sdo necessarios 8,31 g de NADPH. Volumes

completados com agua ultrapura.

Solugao de 5-HMF 0,1 M (estoque)

Para preparar 2 mL de solugdo de 5S-HMF 0,1 M sdo necessarios 25,22 g de 5-HMF

diluidos em agua ultrapura.

Solugdo de furfural 0,1 M (estoque)

Para preparar 2 mL de solucdo de furfural 0,1 M sdo necessarios 16,67 uL de furfural

99%. Volumes completados com agua ultrapura.

Tampao Tris/EDTA
Tris HCI (pH 8,0) 25 mM

EDTA (pH 8,0) 10 mM

Tampdo SB
Acido boérico 5,1% (p/v)

Hidroxido de sodio 0,8% (p/v)
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Tampao fosfato de potassio IM (pH 7,0)

Para o preparo de 1 L de tampao fosfato de potassio 1 M (pH 7,0) s@o necessarios 132
mL de fosfato de potassio dibésico (KoHPO4) 1 M e 868 mL de fosfato de potassio

monobasico (KH2PO4) a 1 M. Volume completado com dgua ultrapura.

pH ajustado com acido fosférico ou hidroxido de potassio.

Tampao trietanolamina (pH 7,0)

Para o preparo de 50 mL de tampao trietanolamina (pH 7,0) sdo necessarios 6,77 mL de

solugdo de trietanolamina 98%. Volume completado com 4agua ultrapura.
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4.2. Meétodos

4.2.1. Escolha dos genes para superexpressao em K. phaffii

A partir da avaliacdo dos mais de trés mil GDEs identificados por Paes et al.,
2021, os genes putativos — YJR096W, YDL124W, SAP30, FLR1, 2661 ¢ YNL134C —
foram selecionados para terem suas atividades avaliadas quando superexpressos em K.
phaffii na presenca de HMF, furfural e hidrolisado de cana de agucar. Os critérios de
selecdo incluiram a expressao diferencial do gene nos diferentes tipos e concentragdes
de inibidores testados e a ontologia genética, que diz sobre a funcdo molecular, o

processo bioldgico e o componente celular relacionado ao gene em questao.

4.2.2. Vetor de expressao

O plasmideo escolhido para superexpressdo dos genes citados anteriormente foi o
pKLD-XD (Figura 10), originado do vetor pPKLD-EGFP (Betancur et al., 2017). O gene
XD encontra-se sob a regulacdo do promotor constitutivo do gene PGKI1 e do
terminador do gene AOXI1. O vetor também apresenta o gene que confere resisténcia
aos antibidticos Canamicina/geneticina, além da marca de sele¢do para o aminoacido
leucina (LEU2). O gene XD foi removido por restricdo enzimatica — foram feitas
digestdes com os pares de enzimas BamHI/Notl e Spel/Notl — para que os genes de
interesse desse trabalho, previamente digeridos com os mesmos pares de enzimas,

pudessem ser inseridos no vetor pKLD.

4.2.3. Extracdo de DNA genoémico de levedura

O DNA total da levedura X33 foi extraido segundo o protocolo de extragdo de
DNA de leveduras descrito no Capitulo IV — (Andréa Queiroz Maranhao e Lidia Maria
Pepe de Moraes — 2016) Extragdo e purificagdo de DNA, do livro “Técnicas basicas em
Biologia Molecular” — 2* Edi¢ao, editora UnB. As células de X33 cresceram até atingir
a fase estaciondria de crescimento (ODsoonm saturada) em 20 mL de meio YPD. As
células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 2 mL de sorbitol 1 M e adicionadas de 9 uL de liticase (5000
U. mL!) e incubadas a 37 °C por 1 hora. As células foram centrifugadas a 5000 x g por
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5 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 2,5 mL
de solucdo Tris-EDTA e posteriormente adicionadas de 250 pL de solugdo SDS 10%,
seguida de incubacdo a 65 °C por 30 minutos. Foram adicionados 750 uL de solucao
acetato de potassio 5 M e incubacdo no gelo por 30 minutos. O conteudo foi
centrifugado a 10000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para tudo tipo
Falcon de 15 mL. Foram adicionados dois volumes de etanol 95% a temperatura
ambiente. O conteudo foi centrifugado a 5000 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet, depois de seco, foi ressuspendido em 1,5 mL de tampao TE (pH
8,0) e centrifugado a 10000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para
microtubos estéreis de 2 pL, adicionados 15 uL de RNAse (10 mg. mL!) e incubado a
37 °C por 30 minutos. Adicionou-se um volume de isopropanol 100% a temperatura
ambiente e misturou-se lentamente. O precipitado foi separado com pipeta estéril e
colocado para secar em microtubos estéreis de 1,5 mL a temperatura ambiente. Apds 24
horas de secagem, o material precipitado foi ressuspendido em 250 pL de agua

ultrapura estéril e armazenado a -20 °C.

4.2.4. Amplificacido por PCR dos genes de interesse

Os genes SAP30, YDLI124W, YJR0O96W, FLRI1, 2661 e YNLI134C foram
amplificados por PCR em termociclador (Applied Biosystems) com um ciclo inicial de
desnaturacdo de 95 °C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
por 30 segundos, anelamento dos oligonucleotideos na temperatura indicada para cada
gene (Tabela 5) por 30 segundos, extensdao da sequéncia a 72 °C por 90 segundos e
extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Foi utilizado o kit GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega) para a realizagdo de todas as reagdes de PCR deste trabalho, conforme as

orientagdes do fabricante e concentragdes dos reagentes listadas na Tabela 6.



Tabela 5: Tamanho dos genes e temperatura de anelamento utilizado na PCR.

Gene Tamanho (pb) Temperatura (°C)
SAP 30 477 59,5
FLR1 1641 54,4
YJR096W 846 52,1
YDL124W 900 57,3
2661 1815 56,0
YNL134C 1134 57,5

Tabela 6: Reagentes e suas concentragdes utilizadas nas reagdes de PCR.

Reagente Concentracao

5X GoTaq PCR Buffer -

MgCl 25 mM
dNTP 10 mM
Primer forward 10 uM
Primer Reverse 10 uM
GoTag DNA Polimerase 5U. uL!
DNA Molde 50 ng

Nuclease-Free Water -
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4.2.5. Purificacido de fragmentos de DNA
Os produtos de PCR e/ou excisados de gel de agarose foram purificados com o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) seguindo as orientagdes do

fabricante.

4.2.6. Construc¢ao do vetor de clonagem
Os produtos de PCR dos seis genes - YJR096W, YDL124W, SAP30, FLRI1, 2661,
YNL134C - foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega) por acao

da enzima T4 DNA ligase. A reacdo foi utilizada para transformar E. coli.

4.2.7. Construcio do vetor de expressao

Os genes YDL124W, SAP30, 2661 e YNL134C, clonados anteriormente no
vetor PGEM®-T Easy (Promega), foram digeridos com as enzimas de restrigdo BamHI
e Notl, enquanto YJR096W e FRLI, somente com a enzima Spel, depois de diversas
tentativas utilizando-se a digestdo dupla Spel e Notl. O plasmideo pKLD-XD foi
escolhido como vetor de expressao, tendo sido previamente digerido com essas mesmas
enzimas. A dupla digestdio BamHI/NotI resultou na liberacdo do gene XD para que os
genes YDL124W, SAP30, 2661 e YNL134C pudessem ser clonados. J& para os genes
YJR096W e FLRI1, o sitio de restri¢ao utilizado para clonagem foi o Spel. O vetor
pKLD-XD foi linearizado por essa enzima e, s6 ap6s a clonagem dos genes de interesse,

XD foi retirado por restricdo enzimatica nos sitios de Notl que flanqueavam o gene.

4.2.8. Digestio de DNA com enzimas de restricao

As digestoes foram realizadas com enzimas de restri¢do Fast Digest (ThermoFisher
Scientific) seguindo as instrug¢des de uso do fabricante. Os produtos de PCR dos genes
SAP30, YDL124W e 2661 foram digeridos com as enzimas BamHI e Notl, enquanto os
amplicons dos genes FLR1 e YJR096W foram digeridos com a enzima Spel. O vetor de
expressao pKLD-XD também foi digerido com esses dois pares de enzimas. As

digestdes foram confirmadas por gel de eletroforese.
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4.2.9. Ligac¢ao de fragmentos de DNA

Os sistemas de ligacao foram feitos em um volume total de 10 pL. com as razdes
molares entre vetor e inserto, respectivamente, de 1:3 e 1:5. As ligagcdes foram
realizadas entre o vetor pKLD e os genes de interesses, ambos obtidos por digestdo com
os mesmos pares de enzimas de restri¢ao, utilizando a enzima T4 DNA Ligase
(Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante, com incubacdo a 4 °C durante a

noite.

4.2.10. Transformacao bacteriana por eletroporacio

Para realizar a transformacao foi utilizada uma aliquota (50 pL) de células
eletrocompetentes DH10BT1 armazenadas a -80 °C, para cada sistema de ligagdo. As
cubetas de eletroporagdo (0,1 cm) foram incubadas no gelo. As células foram
descongeladas no gelo e foram adicionadas de 1 pL do sistema de ligagdo. Em seguida
as células foram transferidas para a cubeta ¢ submetidas a choque elétrico com uma
voltagem de 1800 V, capacitancia 25 pF e resisténcia de 200 Q. Foi adicionado 1 mL de
meio LB gelado ao sistema e incubado a 37 °C por 1 h. As células foram plaqueadas em
meio LB low salt s6lido contendo o antibiético Canamicina 50 pg. mL' As placas

foram incubadas a 37 °C por 16 horas.

4.2.11. Extraciao de DNA plasmidial

Colodnias de E. coli transformadas foram transferidas para 10 mL de meio LB low
salt com 50 ug. mL™! de canamicina em tubos tipo Falcon estéreis de 50 mL e incubadas
a 37 °C por 16 horas e 180 rpm. O DNA plasmidial foi extraido utilizando-se o kit
Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) e seguindo as recomendacdes

de uso do fabricante.

4.2.12. Transformacio de K. phaffii por eletroporacao

O vetor pKLD contendo o gene de interesse extraido de E. coli foi linearizado
com a enzima Sacl FastDigest (Thermo Fisher Scientific). Um volume de 5 ug de DNA
plasmidial foi incubada juntamente com o tampao 10X Fast Digest Buffer e a enzima de

restricdo. Apds 4 horas de reacdo a 37 °C, a enzima foi inativada a 80 °C por 5 minutos.
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A linearizacao do vetor pKLD com os genes de interesse a ser expressos em K. phaffii
foi confirmada por gel de eletroforese. A levedura foi transformada segundo o protocolo
descrito em EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, EUA). Uma colonia de K.
phaffii foi inoculada em 15 mL de YPD, incubada a 30 °C por 24 horas e sob agitacao
de 200 rpm. Foi inoculado o volume do pré-indculo necessario que a ODgoonm de 1,3
fosse atingida em 100 mL de meio YDP. A cultura foi coleta e centrifugada a 1500 x g
por 5 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 100 mL de dgua ultrapura gelada.
As células foram novamente centrifugadas nas mesmas condigdes € o pellet foi
ressuspendido em 50 mL de &agua ultrapura gelada. Novamente as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em 2 mL de Sorbitol 1 M gelado. A seguir as células
foram centrifugadas e ressuspendidas em 100 puL de Sorbitol 1 M gelado. 80 pL de
células foram separados e adicionados do DNA linearizado, transferidos para uma
cubeta de eletroporacdo (0,2 cm) e incubadas por 5 minutos no gelo. Posteriormente, as
células foram transferidas para a cubeta e submetidas a choque elétrico com uma
voltagem de 2000 V, capacitancia 25 puF e resisténcia de 200 Q. Foi adicionado 1 mL de
Sorbitol 1 M gelado ao sistema, incubado a 30°C por 2 horas, sem agitagdo. As células
foram plaqueadas em meio MD-glicose s6lido sem aminodcidos para marca auxotroéfica,
no caso da linhagem de K. phaffii M12, e YPD so6lido para a marca dominante, para

X33. As placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas.

4.2.13. Analise eletroforética de amostras de DNA

As amostras de DNA foram analisadas em gel de agarose, preparados na
concentragdo de 0,8% de agarose, em tampao SB 1X e com brometo de etidio na
concentragio de 0,5 ug. mL™. Apds serem aplicadas, as amostras foram submetidas a
uma corrente elétrica de 60 V, em cubas de tamanho de 15 x 22 x 9,5 cm, e visualizadas

através da exposicao do gel a radiacdo ultravioleta.

4.2.14. Cultivo de E. coli
As bactérias foram cultivadas em meio LB Jow salt em placas de Petri, quando
cultivadas em meio so6lido, e em tubo tipo Falcon ou frascos Erlenmeyer, quando

crescidas em meio LB low salt liquido, a 37 °C e 180 rpm, por 16 horas de incubagao.
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No caso de selecdo de coldnias transformantes, os antibidticos ampicilina 100 pg. mL™!

ou canamicina 50 pg. mL™! eram adicionados ao meio de cultura.

4.2.15. Preparo de células bacterianas eletrocompetentes

Células de E. coli DH10BT1 (Thermo Fisher Scientific) foram inoculadas em placa
contendo meio LB low salt, a partir de um estoque armazenado a -80°C, e incubadas a
37 °C por 16 h. Uma colonia isolada foi inoculada em um tubo tipo Falcon de 50 mL,
contendo 10 mL de meio LB, posteriormente incubada a 37 °C, sob uma agitacdo de
180 rpm, durante a noite. Apos, S mL do pré-indculo foram inoculados em 200 mL de
meio LB, em um frasco Erlenmeyer de 1 L e incubado a 37°C, sob uma agitagdo de 180
rpm até atingir uma ODgoonm de 0,6. Posteriormente, a cultura foi resfriada por 30
minutos no gelo e as células foram centrifugadas a 2000 x g por 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 100 mL de agua ultrapura
gelada. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas nas mesmas condicdes e
ressuspendidas em 100 mL de glicerol 10% gelado. Posteriormente, as células foram
centrifugadas nas mesmas condigdes e ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10%
gelado. Novamente, as células foram centrifugadas nas mesmas condig¢des anteriores e
ressuspendidas em 1 mL de glicerol 10% gelado. Finalmente, foram preparadas
aliquotas de 50 uL em tubos de 0,2 mL, com uma concentragio de ~2 x 10 células. mL™!

e armazenadas a -80 °C.

4.2.16. Dialise do sistema de ligacdo de fragmentos de DNA
O contetido do resultado da rea¢do de ligagcdo utilizando a enzima T4 DNA
Ligase (Invitrogen) foi dialisado em &gua ultrapura, durante 20 minutos, através de

membrana Millipore tipo VSWP, com poro de 0,025 pum.

4.2.17. Purificacdo de DNA plasmidial por precipitacao

O DNA plasmidial linearizado foi purificado pelo protocolo de precipitacdo por
etanol e acetato de sodio (Zeugin., 1985). Foram adicionados 2,5 x o volume de amostra
de DNA de etanol 100% gelado e 1/10 do novo volume da reagdo de acetato de sodio 3

M. O contetido foi homogeneizado e incubado a -80 °C por 1 h. Posteriormente, as



49

amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e repetiu-se a
centrifugacdo e o descarte do sobrenadante. Os pellets foram secos no concentrador a
vacuo, em temperatura ambiente e ressuspendidos em 10 pL de 4gua ultrapura estéril e

armazenado a -20 °C.

4.2.18. PCR de colonia de K. phaffii

As colonias resultantes da transformacao de K. phaffii foram transferidas para outra
placa contendo meio solido YPD fresco e incubadas a 30 °C por 48 horas. As coldnias
foram transferidas para microtubos de 0,5 mL e ressuspendidas em 10 pL. de NaOH
0,02 M e incubadas a 100 °C por 10 minutos. Apoés isso, o conteudo foi centrifugado a
10000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente ¢ 5 uL do sobrenadante foram
utilizados como DNA molde para a reagdo de PCR. Foram utilizados os mesmos

parametros de reacao indicados na Tabela 6.

4.2.19. Cultivo de K. phaffii em microplaca

A fim de avaliar o perfil cinético de crescimento microbiano em microescala, as
linhagens de K. phaffii controle e superexpressando os genes de interesse, foram
cultivadas, inicialmente, em meio MD-glicose s6lido, na presenca do antibidtico G418,
durante 96 horas a 30 °C. As colonias transformantes foram, inicialmente, cultivadas em
tubo tipo Falcon contendo 5 mL de meio MD-glicose liquido e incubadas a 30 °C, a 200
rpm, por 40 horas, para obtencdo do pré-indculo. Posteriormente, as linhagens foram
inoculadas em 300 pL de meio de cultura, em microplaca de 48 pocos, para ODeoonm
inicial de 0,1. As linhagens foram inoculadas nos seguintes meios de cultivo distintos:
MD-glicose (45 g. L), MD-glicose suplementado com furfural (3 g. L), HMF
(2 g. L' e hidrolisado de bagaco de cana de agticar (30%). Apds o indculo, as placas
foram incubadas a 30 °C, durante 96 horas, no espectrofotometro de microplacas
BioTek Epoch 2 (Agilent). As leituras de ODgoonm foram feitas, de hora em hora, através
do software BioTek Gen5 para leitores de microplacas. Os ensaios testaram trés clones

de cada levedura transformante, em triplicata técnica.

O hidrolisado lignocelulodsico utilizado neste experimento foi obtido através de

explosdo a vapor de bagaco-de-cana, cuja fragcdo liquida foi posteriormente submetida a
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hidrolise 4cida com 0,5% H2SO4 a 130 °C, cedido a Embrapa Agroenergia pelo Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC). O conteudo foi filtrado em membrana de celulose
0,45 uM e teve o pH ajustado para 5,5 por adicdo de KOH. O hidrolisado sem dilui¢ao
era composto de glicose (12 g. L), xilose (82 g. L), 4cido acético (19 g. L), furfural
(1,63 g. L) e HMF (0,51 g. L.

4.2.20. Cultivo de K. phaffii em frasco Erlenmeyer

A fim de avaliar o perfil de crescimento microbiano, consumo de glicose e
conversao de HMF pelas linhagens controle e superexpressando os genes de interesse,
essas foram cultivadas, inicialmente, em meio MD-glicose so6lido, na presenca do
antibiotico G418, durante 72 horas a 30 °C. As colonias transformantes foram,
inicialmente, cultivadas em tubo tipo Falcon contendo 20 mL de meio MD-glicose
liquido e incubadas a 30 °C, a 200 rpm, por 40 h, para obtencdo do pré-indculo, em
triplicata bioldgica. Posteriormente, as linhagens foram inoculadas em 40 mL de meio
de cultura, em frascos aletados de 250 mL do tipo Erlenmeyer, com ODgoonm inicial de
0,5. As linhagens foram inoculadas nos seguintes meios de cultivo distintos: MD-
glicose (45 g. L") e MD-glicose suplementado com HMF (2 e 3.5 g. L™!). Os cultivos
realizados em meio contendo xilose (45 g. L) como fonte de carbono, assim como os
meios MD-glicose suplementados com furfural (3 g. L'!) e hidrolisado de bagaco de
cana de agucar (30%) ndo foram apresentados por ndo terem demonstrado resultados

positivos para o objetivo proposto por este trabalho.

4.2.21. Quantificacio de proteinas totais

A quantificagdo de proteinas totais do extrato celular resultante de cultivos
fermentativos foi feita por método colorimétrico com o kit comercial BCA protein assay
(Thermo Fisher Scientific). Conforme instrugdes do fabricante, as amostras para
constru¢do da curva padrao foram preparadas com albumina sérica bovina (BSA) em
concentracdes variando de 0,05 a 2 mg da proteina (estoque 2 mg. mL™!). O volume de
25 puL de amostra previamente diluida e os pontos da curva padrdo foram transferidos
para a microplaca e adicionados de 200 uL do reagente de trabalho (50 partes do
reagente A e | parte do reagente B). Posteriormente, as amostras foram incubadas a
durante 30 minutos a 37 °C e, ap6s o periodo de incubagdo, foi feita a leitura de

absorbancia a 562 nm.
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4.2.22. Determinaciao de atividade enzimatica

Uma unidade de atividade enzimatica (1 U) ¢ a quantidade de enzima que catalisa a
conversao de um umol do substrato por minuto, nas condigdes de um determinado
ensaio. Entdo, para se determinar a atividade de uma enzima, deve-se normalizar a
velocidade da reacfio catalisada (em pmol. min-') pela quantidade de enzima utilizada
na reacdo catalitica (p. ex. mg, mL, mol). Para determinar a atividade enzimatica das
enzimas redutases, potencialmente codificada pelos genes YJR096W e YNLI134C, as
linhagens de K. phaffii controle e superexpressando os genes supracitados cresceram
durante 48 horas a 30 °C e 200 rpm em tubo tipo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de
meio YPD. Posteriormente, as células foram centrifugadas por 20 minutos, a 4 °C e
10000 rpm, foi descartado o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido com o reagente
Y-PER (Pierce, Rockford, IL, EUA), segundo as instru¢des do fabricante. A este
protocolo, foi adicionada mais uma etapa de lise celular utilizando microesferas (beads).
Ap0s a ressuspensdo com o Y-PER, foram adicionadas beads 1 mm, na proporgdo de
1/3 do volume liquido, seguido de agitagao em velocidade, por 4 minutos, em disruptor
de células. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 5000 rpm, o
pellet e as beads foram descartados e o lisado celular, armazenado a 4 °C até a
realizacdo do ensaio enzimatico. Os experimentos para determinagdo de atividade
enzimatica de redutase foram realizados pela monitorizacao da redugdo dos cofatores,
NADH e NADPH, fotometricamente a 340 nm, em cubetas de 1,0 cm’, a 30 °C
(Almeida et al., 2008). Os ensaios foram performados com 10,0 mM de cofator, sendo
iniciado pela adicdo de HMF 0,1 M em tampao fosfato de potassio 250 mM, pH 7,0. As
atividades enzimaticas foram medidas apds adicao de 50, 100 e 200 pL de extrato
celular. Através do software Softmax Pro 7, as curvas de pardmetros cinéticos foram
construidas e os valores de atividade enzimatica especifica (mU/mg) foram calculados.

O coeficiente de absor¢io molar, €340, foi de 6,22 mM™! cm™' para NADH e NADPH.

4.2.23. Analise e quantificacio de metabolitos por HPLC

Amostras retiradas dos cultivos fermentativos foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - do inglés High Performance Liquid
Chromatography) para quantificacio dos compostos glicose, furfural e HMF. Foi
empregado O sistema HPLC Infinity (Agilent Technologies), equipado com detector de
indice de Refragio (RID) e coluna HPX 87H (Bio-Rad Laboratories). As corridas
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foram realizadas em fase movel de 4cido sulfurico (H2SO4) a 5 mM, fluxo de 0,6 mL.
min’ e temperatura de 45 °C. Os compostos HMF e furfural também foram analisados
do detector Photodiode Array (PDA), na mesma coluna. As concentragdes foram
determinadas por comparagdo com o espectro obtido pela curva padrao gerada pelo

software do equipamento.
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5. Resultados e discussao

5.1.  Sele¢do de genes candidatos

K. phaffii demonstrou a capacidade de remodelagdo da expressao génica quando
cultivada na presenca de concentragdes diferentes de acido acético, furaldeidos e
hidrolisado de bagaco de cana de acticar (Paes et al., 2021). Centenas de genes tiveram a
sua expressao aumentada e puderam ser agrupados em diferentes categorias ontologicas
(Gene Ontology Categories — GO). Nesse trabalho, seis genes previamente identificados
com expressdo diferencial na presenca de inibidores foram escolhidos para serem

superexpressos em K. phaffii.

O gene SAP30 codifica uma subunidade do complexo de desacetilacdo de
histona, responsavel pela retirada de grupamentos acetil das histonas ao longo de
regides codantes, tendo envolvimento na regulacdo da transcricdo e silenciamento de
cromatina (Zhang et al., 1998), tendo sido superexpresso em todas as seis condi¢des de
cultivo testadas em Paes et al., 2021. Como a resposta de K. phaffii aos inibidores
envolve uma modulagdo poligenética, ja tendo sido demonstrado que fatores de
transcri¢do sdo alvos para a melhoria de desempenho da levedura S. cerevisiae a

inibidores, decidiu-se por superexpressar o gene SAP30 em K. phaffii.

As sequéncias proteicas codificadas pelos genes YJR096W e YDL124W
apresentam dominios conservados de membros da familia de aldo-ceto redutases, tendo
sido reportada, em S. cerevisiae, fungdo de xilose/arabinose redutase (Triff et al., 2002;
Chang et al., 2007). Além disso, em Pichia stipitis, foi demonstrada a atuacdo de uma
xilose redutase na detoxificagdo de HMF através da sua redugdo em FDM. Por isso,
acredita-se que as enzimas potencialmente codificadas pelos genes YJR096W e

YDL124W possam desempenhar esse mesmo papel em K. phaffii.

O gene YNL134C, em S. cerevisiae codifica uma proteina com atividade de
aldeido redutase dependente de NADH, envolvido na desintoxicagdo de furfural
derivado dos processos de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica (Zhao et al.,

2015).

Também em S. cerevisiae, o gene FLRI1 codifica um transportador de
membrana plasmatica da superfamilia de facilitadores principais. Por estar envolvido no

efluxo de fluconazol, diazaborina, benomil, metotrexato e outras drogas (Alarco et al.,
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1997), acredita-se que o FLR1 possa estar envolvido nos eventos celulares de expulsao
de inibidores celulares. Por fim, o gene 2661, em K. phaffii, estaria envolvido com as
categorias ontoldgicas de transporte de ions, transporte de cations, transporte
transmembrana, transporte de ions metélicos e localizacao (De Schutter et al., 2009),

hipoteticamente envolvido no efluxo de cargas positivas.

5.2. Amplificaciio dos genes candidatos por PCR

Os genes YJR096W, YDL124W, SAP30, FLR1, 2661 ¢ YNL134C foram
amplificados a partir do DNA genomico de K. phaffii X33, por PCR, utilizando os

oligonucleotideos especificos (Tabela 4). A confirma¢ao dos amplicons foi demonstrada

pelo aparecimento, em gel de agarose, de bandas de DNA nos tamanhos de fragmentos
esperados para cada um dos genes: 846 pb (YJR096W), 900 pb (YDL124W), 477 pb
(SAP30), 1641pb (FLR1), 1815 pb (2661) e 1134 pb (YNL134C) (Figura 11).
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Figura 11: Andlise eletroforética, em gel de agarose 0,8%, da PCR dos genes YJRO96W,

YDL124W, SAP30, FLR1, 2661 ¢ YDL134C. M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

5.3.  Clonagem dos genes de interesse no vetor de expressio pKLD

A etapa de clonagem foi iniciada com a subclonagem dos genes de interesse no
vetor pGEM®-T Easy. Os plasmideos resultantes foram digeridos com enzimas
BamHI/Notl e Spel/Notl, a depender do gene, a fim de confirmar a inser¢do, sendo

esperados fragmentos de tamanhos iguais aos que foram clonados (Tabela 5). Apesar de
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o pGEM®-T Easy apresentar sitios de restri¢gao para as enzimas utilizadas para digestao
dos insertos, esses sitios encontram-se muito proximos as extremidades dos genes que
também os contém, ndo sendo capazes de liberar fragmentos que podem ser
visualizados. Analise eletroforética em gel de agarose demonstrou a presencga de bandas

de DNA nos tamanhos esperados (Figura 12).

ApoOs a confirmagdo da clonagem no vetor pGEM®-T Easy, iniciaram-se as
tentativas de clonagem dos genes no vetor de expressdo pKLD. Para tanto, os
plasmideos clonados com os genes YDL124W, SAP30, 2661 ¢ YNL134C foram
digeridos com as enzimas BamHI e Notl, e com Spel/Notl para YJR096W e FLR1. Os
fragmentos liberados foram excisados do gel, purificados e ligados ao vetor pKLD

previamente digerido com as mesmas enzimas BamHI/Notl ou Spel/Notl.

Como nao houve crescimento de colonias apés transformagdo bacteriana com o
sistema de ligacdo, novas tentativas de clonagem foram realizadas empregando-se
diferentes parametros da metodologia do sistema de ligacdo. Foram testados variacao de
razdo molar entre vetor e inserto, temperatura ¢ tempo de incubagdo, preparo de
reagentes novos, mas nenhum deles resultou no crescimento de coldnias bacterianas.
Portanto, buscou-se o desenho de uma nova estratégia para a clonagem dos genes no

vetor de expressao.
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Figura 12: Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% que confirma a liberagdo de insertos nos tamanhos esperados para cada um dos genes clonados no
vetor pPGEM®-T Easy. O DNA plasmidial foi digerido com as enzimas BamHI e Notl para os genes YDL124W, SAP30 e 2661 e Spel e Notl para YJRO96W
e FLR1. I: plasmideo intacto. D: plasmideo digerido. M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.



Como as alteracdes de metodologia nao resultaram em clonagens bem sucedidas,
foi levantada a hipotese de que o obsticulo para as clonagens estaria nos sitios de
restricdo utilizados, mais especificamente no sitio de Notl, presente na extremidade 3’
de todos os genes. Dessa forma, a nova estratégia contava com a digestdo do vetor
pKLD-XD apenas com a enzima Spel, que o tornaria linear, assim como a dos genes
YJR096W e FLRI1, os tnicos que poderiam ser digeridos do vetor pGEM®-T Easy
utilizando apenas Spel, ja que apresentariam sitio de restri¢do para essa enzima nas duas
extremidades (Figura 13). O da regido 5’ teria sido adicionado pelos oligonucleotideos
utilizados na PCR (Tabela 4), enquanto o sitio de restricdo da extremidade 3’ j& se

encontrava no vetor pPGEM®-T Easy.

_—~ Spel(3) PPGK

pGEM-T Easy Spel(5) Spel

YJRO96W / FLR1

\ Y J
Spel(57)

AOX1

Spel(3’) Spel Spel

/ Spel Spel
—_ YJRO96W/ FLR1 \{

pKLD-XD-
FLR1

pKLD-XD-

YJROSEW

Figura 13: Representagdo esquematica da estratégia de clonagem dos genes YJR096W e FLRI1,
inicialmente inseridos no vetor pPGEM®-T Easy, seguida de restricdo enzimatica por Spel e
clonagem no vetor de expressdao pKLD-XD, resultando na construg¢do dos vetores pKLD-XD-

YJR096W e pKLD-XD-FLRI.
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Assim, o pKLD-XD foi linearizado com Spel, sendo o fragmento de DNA
esperado de 6563 pb (Figura 14). Os insertos referentes aos genes YJR096W e FLRI1
deveriam ser obtidos pela digestao do vetor pPGEM®-T Easy com Spel, caso os mesmos
tivessem sido clonados na orientagdo correta, sendo esperados os fragmentos de 900 pb
e 1640 pb, para os genes YJR0O96W e FLRI, respectivamente. Isso aconteceu para o
gene YJR096W, enquanto o vetor pPGEM-T-FLR1 foi apenas linearizado, indicando que
o sitio de restricdo Spel contido no plasmideo e o inserido no gene estavam na mesma

orientagdo (Figura 14).

pGEM-T YJR0O96W
pGEM-T FLR1
digerido (Spel)
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Figura 14: Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% da linearizagdo do vetor pKLD-XD e

digestao do pPGEM®-T Easy clonado com os genes YJR096W e FLR1, com a enzima Spel.

M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.
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Apods a confirmagdo das digestdes com Spel, o vetor pKLD-XD linear e o
fragmento de YJR096W foram excisados do gel e purificados. Um novo sistema de
ligagdo foi preparado, originando o vetor pKLD-XD-YJR096W (Figura 13). Apos
eletroporacao de E. coli com esse vetor, colonias transformantes foram obtidas em meio
LB low salt e tiveram seu DNA plasmidial extraido. O pKLD-XD-YJR096W foi
digerido com as enzimas BamHI/Sall e com Spel a fim de confirmar a inser¢do do gene
YJR096W. A dupla digestdo deveria liberar 3 fragmentos caso o gene tivesse sido
clonado na orientagdo correta: i) 200 pb (entre os sitios de BamHI); ii) 2478 pb (entre o
sitio interno de BamHI e o de Sall) e iii) 4759 pb (o restante do vetor) (Figura 15).
Enquanto isso, a digestdo apenas com Spel deveria liberar um fragmento de 846 pb,
correspondente a0 YJR096W clonado, e outro equivalente ao restante do vetor, com
6591 pb. (Figura 15). Todos esses fragmentos de DNA com os tamanhos esperados
foram observados em gel de agarose, indicando que o gene YJR096W foi clonado

corretamente (Figura 16).

YJRO96W (846 pb)

N

pKLD-XD-YJRO96W
(7437 pb)

XD (1832 pb)

Sall

Figura 15: Representacdo resumida do vetor pKLD-XD-YJR096W. Na dupla digestdo
BamHI/Sall, o primeiro fragmento de DNA liberado ¢é o entre os sitios de BamHI, de 200 pb. Os
1832 pb do gene XD somado aos 646 pb restantes do gene YJR096W, somam os 2478 pb do
segundo fragmento. O ltimo deles é o restante do vetor, com 4759 pb. Na digestdo com Spel,

espera-se o tamanho do gene YJR0O96W integro, de 846 pb, e o restante do vetor digerido, com

6591 pb.
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Figura 16: Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% que confirma a presenca dos
fragmentos de DNA nos tamanhos esperados apds digestdo do vetor pKLD-XD-YJR096W com
as enzimas BamHI/Sall e Spel. Da dupla digestao, eram esperadas bandas nos tamanhos 4759,
2478 ¢ 200 pb (retangulo amarelo). Para a digestdo com Spel, eram esperadas bandas de DNA
de 6591 e 846 pb. M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

Como o plasmideo obtido ainda continha o gene XD clonado, procedeu-se com a
sua retirada. Foi realizada digestdo com a enzima Notl, uma vez que o gene XD ¢
flanqueado por sitios de restricdo para essa enzima, diferente do gene YJR096W, que
permaneceria ligado ao vetor pKLD. Era esperado a liberagao de um fragmento de 1832

pb, que foi confirmado em anélise eletroforética (Figura 17).
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Figura 17: Andlise eletroforética em gel de agarose 0.8% da digestdo do vetor pKLD-XD-
YJR096W por Notl, com a liberacao do fragmento do gene XD (1832 pb) e do vetor pKLD-
YJR096W, de 5605 pb (retdngulo amarelo). M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

Apos a retirada de XD, o vetor pKLD-YJR096W foi excisado do gel, purificado,
e recircularizado para que pudesse transformar E. coli por eletroporagdo. Novamente,
colonias transformantes foram crescidas em meio LB low salt e tiveram seu DNA
plasmidial extraido. O DNA plasmidial foi concentrado, precipitado e purificado para as

etapas de transformacao da levedura.

Apos diversas tentativas, € com as alteragdes metodoldgicas supracitadas, apenas
os vetores pKLD-YJ096W e pKLD-YNL134C foram construidos, esse ultimo por outra
colaboradora do grupo, envolvida no mesmo projeto, Livia Teixeira Brandao Duarte, e
sequenciados pela empresa Clinilab — Laboratério de Diagnostico Veterinario — que

confirmaram a clonagem dos genes YJR096W e YNL134C.
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5.4. Transformacio de K. phaffii

Apbs o protocolo de purificagdo de DNA plasmidial por precipitacao, linhagens
de K. phaffii foram transformadas, por eletroporacdo, com os vetores pKLD vazio
(controle negativo), pKLD-YJR096W e pKLD-YNLI134C. As colonias transformantes
da linhagem M12 foram selecionadas em meio MD-glicose sem aminoéacidos. Porém,
por tratar-se de uma linhagem auxotréfica, um maior tempo de crescimento das coldnias
era requerido e, por isso, optou-se por prosseguir os experimentos com a linhagem
prototrofica X33, selecionadas em meio contendo o antibiotico G418. Buscou-se, entdo,
confirmar a integracdo do cassete de expressdo no genoma da levedura. Para tanto, uma
pequena parte das colonias recombinantes foi utilizada para realizar a PCR de colonia a
fim de confirmar a integracdo dos genes plasmidiais no genoma da levedura. Por isso,
foram utilizados os oligonucleotideos pPGK-pKLD forward e o 3’AOX1 reverse
(Tabela 4). A escolha desse par de primers para ser usado nas reacdes de PCR de
coldonia permitem a confirmagdo de que os genes YJR096W e YNL134C amplificados
advinham dos vetores pKLD-YJR096W e pKLD-YNL134C, respectivamente, ¢ ndo dos
genes inatos do genoma da levedura. A andlise eletroforética por gel de agarose
confirmou a presenca de bandas proximas aos 1080 pb para YJRO96W e 1389 pb para

YNL134C (Figura 18), indicando que as transformagdes foram bem sucedidas.

YJRO96W (pPGK e 3’A0X1) YNL134C (pPGK e 3'A0X1)

1.500 pb

1.000 pb

Figura 18: Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% confirmando a presenga de fragmentos
de DNA nos tamanhos esperados para os genes YJR096W (1080 pb) e YNL134C (1389 pb),
amplificado a partir do genoma das K. phaffii recombinantes. As bandas representam

quadriplicatas biologicas. M: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder.
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5.5. Efeito da superexpressao dos genes YJR096W e YNL134C em K. phaffii

A fim de avaliar a cinética de crescimento das leveduras quando cultivadas na
presenca de inibidores, as linhagens controle (transformada com o vetor pKLD vazio),
X33 pKLD-YJR096W e X33 pKLD-YNL134C foram cultivadas em microplaca de 48
pocos. Nas duas ultimas linhagens citadas, foram testados trés clones distintos, em
triplicata técnica. As leveduras foram cultivadas nos seguintes meios de cultura
distintos: MD-glicose, MD-glicose suplementado de hidrolisado de bagaco de cana de
agucar 30%, furfural 3 g. L'e HMF 2 g. L.

Os dados de crescimento celular foram avaliados através da leitura de ODsoonm
durante 96 horas (Figura 19). Na figura 19A, ¢ mostrado o perfil idéntico de
crescimento das leveduras em meio contendo apenas glicose, alcancando a fase

estacionaria apos 24 horas de cultivo, com ODsoonm maxima de ~2,5.

Nos meios de cultivo adicionados de hidrolisado lignoceluldsico 30% (Figura
19B), nenhuma das trés linhagens apresentou crescimento, indicando que o
metabolismo celular foi completamente inibido pelos inibidores ali presentes. Como a
concentragio de HMF presente no hidrolisado lignoceluldsico (0, 51 g. L!) é menor do
que as testadas nesse estudo (2 e 3,5 g. L), acredita-se que a inibi¢do do crescimento
das leveduras tenha sido causada pelos efeitos toxicos de outros inibidores do
hidrolisado, como o 4cido acético (19 g. L), por exemplo. E uma vez que os genes
YJR096W e YNL134C potencialmente codificam enzimas do tipo redutase, essas nao

teriam acdo detoxificante eficiente sobre o acido acético, mas sim sobre os furaldeidos.

Na presenca do furfural (Figura 19C), as trés linhagens de K. phaffii
apresentaram perfis de crescimento muito similares, com fase /ag prolongada até ~ 40
horas de cultivo e atingindo a fase estacionaria apds 70 horas. Esses resultados indicam
que a expressdo génica positivamente regulada nem sempre estad diretamente
relacionada a um fendtipo de tolerancia, ja que a levedura controle demonstrou

capacidade inata de crescer na presenga do furfural.

J4 no meio adicionado de HMF (Figura 19D), apesar de alcangarem ODsoonm
maximas muito similares ao final das 96 horas totais de cultivo, a linhagem
recombinante superexpressando YNL134C apresentou um tempo de fase /ag 18 horas
menor do que o da levedura controle, enquanto a superexpressando YJR096W, tempo

de 8 horas menor. Por esses resultados, foi possivel confirmar que a expressao
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diferencial dos genes YDL134C e YJR096W tem, de fato, alguma implicagdo positiva
no metabolismo da levedura e que resulta em uma melhor resposta a presenca do HMF.
Ja havia sido demonstrado, em outras leveduras, que genes codificadores de enzimas
que atuam na redu¢do do HMF em seus componentes menos toxicos permitem que a

fase lag seja reduzida (Soares et al., 2021).

Esse experimento em microescala foi conduzido para que se pudesse observar o
perfil de crescimento, nos diferentes meios de cultura, dos clones testados para cada
uma das linhagens construidas e escolher os que apresentaram menor tempo de fase /ag
e que foram capazes de alcancar maiores densidades Oticas, quando comparadas ao

controle, para serem testados em maior volume de meio de cultura adicionado de HMF.

Conforme mencionado, os experimentos foram realizados em microplaca de 48
pogos, num volume final de 300 pL, a 30 °C por 96 horas. O método de leitura de
absorbancia por microplaca, naturalmente, apresenta algumas limitacdes, como a ma
distribuicdo das leveduras no poco, pelo fato de a agitacdo da placa ndo ser suficiente
para homogeneizar as amostras. Pelos altos valores do desvio padrdo calculados para as
triplicatas biologicas das linhagens de K. phaffii em estudo, acredita-se que, ao longo do
tempo total de cultivo, tenha havido variagdo do volume de rea¢dao por razdao do
fendmeno de condensacdo, em que parte do volume do meio de cultura teria evaporado
e se condensado na tampa da microplaca. Tais alteracdes momentaneas de volume

justificariam as oscilagdes abruptas de ODgoonm entre as replicatas.
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Figura 19: Perfil de crescimento de K. phaffii X33 controle (rosa), X33 pKLD-YJR096W (azul) e
pKLD-YNL134C (verde) cultivadas em microplaca de 48 pocos em (A): meio MD-glicose 45 g.
L'; (B) meio MD-glicose + hidrolisado de bagago de cana de agucar 30%; (C): MD-glicose +
furfural 3 g.L'!' e (D): MD-glicose + HMF 2 g.L"!.
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5.6.  Perfil de crescimento e conversio de HMF pelas linhagens de K. phaffii X33
pKLD-YJR096W e pKLD-YNL134C

A fim de avaliar o perfil de crescimento celular ¢ metabolismo de HMF, as
leveduras controle e superexpressando os genes YJR096W e YNLI134C, foram
cultivadas, em triplicata bioldgica, em frascos Erlenmeyer aletados, nos seguintes meios
de cultura distintos: MD-glicose (45 g. L), MD-glicose suplementado de hidrolisado
de bagaco de cana de acucar 30%, furfural 3 g. L' e HMF 2 g. L'!. Pelos resultados
obtidos nos experimentos em microplaca em que, na presenca de hidrolisado
lignoceluldsico 30%, as leveduras ndo apresentaram qualquer crescimento celular e, na
presenga de furfural, ndo houve diferenca significativa entre os perfis de crescimento
das linhagens controle e superexpressando os genes YJRO96W e YNL134C, serdo
apresentados nesse experimento apenas os dados referentes aos cultivos em MD-

glicose e MD-glicose suplementado com HMF.

As leveduras foram inoculadas nos respectivos meios de cultura com ODgoonm
inicial de 0,5 e cultivadas durante 72 horas. Em meio contendo apenas glicose, foi
observado o perfil de crescimento celular idéntico das trés linhagens, que atingem a fase
estaciondria apos 48 horas € ODgoonm méxima de ~25 (Figura 20A). Entretanto, na
presenca de HMF, foi possivel observar o seu efeito retardatario no crescimento celular
da levedura (Figura 20B). Enquanto as leveduras X33-pKLD-YJR096W e pKLD-
YNL134C deixaram a fase /ag por volta das 7 horas de cultivo, a levedura controle s
alcancou o mesmo patamar apos 17 horas, proximo as 24 horas de cultivo. Além disso,
ao final do experimento, as ODgoonm das leveduras X33 pKLD-YJ096W (17,78) e X33
pKLD-YNL134C (20,07) foram maiores do que a da levedura controle (15,24). As
taxas especificas de crescimento celular (h'') foram calculadas para cada uma das trés

linhagens, considerando 48 horas de cultivo. (Tabela 7).

Como resultado, na presenca de HMF, a superexpressdao dos genes YJRO96W e
YNL134C em K. phaffii, que potencialmente codificam para enzimas do tipo redutase,
possibilitou que as leveduras saissem da fase lag mais brevemente e alcancassem

maiores densidades 6ticas ao final do cultivo, quando comparadas ao controle.
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Figura 20: Perfil de crescimento de K. phaffii X33 controle (rosa), X33 pKLD-YJR096W (azul)
e X33 pKLD-YNL134C (verde) cultivadas em frasco Erlenmeyer em (A): meio MD-glicose 45
g. L'l (B): MD-glicose + HMF 2 g. L'!; (C): Consumo de glicose no meio MD-glicose; (D):
Consumo de glicose no meio MD-glicose + HMF 2 g. L'!; (E) Conversdo de HMF 2 g. L',
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Tabela 7: Taxa especifica de crescimento celular, consumo de glicose em 48 horas e conversdo
de HMF em 7 horas de cultivo, em frasco Erlenmeyer, pelas leveduras K. phaffii recombinantes

na presenca inicial de 45 g. L' de glicose e 2 g. L' de HMF.

Linhagem Consumo Conversao de  Taxa especifica de

glicose (g. L) HMF (g. L) crescimento (h™')

X33 pKLD 24.59 +£0.43 1.01 £0.02 0.12 +£0.004
X33 pKLD-YNL134C 44.04 £ 0.58 1.87+0.01 0.15+0.001
X33 pKLD- YJRO96W 33.9+0.23 1.29+0.02 0.13 +£0.002

As concentragdes de glicose ¢ HMF dos cultivos realizados na presenca desse
inibidor, para as leveduras controle e superexpressando os genes YJRO96W e
YNL134C, foram medidas em HPLC. A Figura 20C mostra o perfil de consumo de
glicose muito similar pelas trés linhagens de K. phaffii ao longo de 72 horas de cultivo,
completamento consumido por volta de 48 horas. Ja na presenca do HMF, nesse mesmo
tempo de cultivo, o consumo de glicose pela levedura X33 pKLD-YJR096W foi 1,38
vezes maior que na da levedura controle e 1,8 vezes maior em X33 pKLD-YNL134C
(Figura 20D), demonstrando, novamente, que a superexpressao de tais genes atuam no

aumento da tolerancia da levedura a presenga do HMF.

Na presenca desse inibidor, enquanto a levedura controle levou 24 horas para
converter todo o HMF em seu alcool menos toxico (FDM), a superexpressdao do gene
YNL134C fez com que essa conversao fosse 3,43 vezes mais rapida, em apenas 7 horas
de cultivo (Figura 20E). Na levedura superexpressando YJR096W, a conversao de HMF
também foi maior do que na controle, nas primeiras 7 horas de cultivo (Tabela 7). Os
resultados apresentados revelam, portanto, que K. phaffii superexpressando os genes
YNL134C e YJR096W apresentam maior perfil fenotipico de tolerancia a presenga do
inibidor HMF, quando comparado ao controle. Na presenca de vanilina (1 g. L"), outro
inibidor do metabolismo microbiano, liberado na desconstru¢do da lignina, a
superexpressao dos genes YJR096W e YNL134C, em S. cerevisiae, também foi capaz

de aumentar, em até 18%, a taxa especifica de crescimento, acelerar o consumo de
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glicose e aumentar em 11% a produgdo de etanol, comparada ao controle (X. Wang et
al., 2016). Na presenca de furfural 20 mM, a levedura S. cerevisiae superexpressando o
gene YNL134C, foi capaz de reduzir o furfural do meio de cultura 12 horas antes da
levedura controle, o que nao foi observado na presenca de HMF (Zhao et al., 2015),
demonstrando que S. cerevisiae e K. phaffii, mesmo superexpressando o mesmo gene,

atuam preferencialmente sobre substratos distintos.

A fim de revalidar os resultados prévios que confirmaram o fenotipo de
tolerancia ao HMF nas leveduras superexpressando YJR096W e YNL134C, novos
experimentos de cultivo foram realizados, mas agora testando-se uma maior
concentragdo de HMF (3,5 g. L !). Seguindo a mesma metodologia do primeiro ensaio,
as linhagens controle e as superxpressando os genes acima foram cultivadas, em
triplicata biologica, em frascos aletados tipo Erlenmeyer de 250 mL, nos meios MD-
glicose e MD-glicose adicionado de HMF (Figura 21). As leveduras foram inoculadas

nos respectivos meios de cultura com ODsoonm 1nicial de 0,2 e cultivadas por 72 horas.

Novamente, em meio contendo apenas glicose, as trés leveduras apresentaram
perfil de crescimento idéntico, alcancando a fase estaciondria apds 48 horas € ODgoonm
méxima de ~22 (Figura 21A). Na presenca do HMF na concentragio de 3,5 g. L
(Figura 22B), o tempo de fase lag da levedura controle, prolongada por 24 horas, foi
reduzido pela metade em X33 pKLD-YJR096W e pKLD-YNL134C (12 horas),
confirmando os resultados anteriores de que a expressdo diferencial desses genes tem
impacto positivo no aumento da tolerancia ao HMF. Apesar de, ao final das 72 horas de
cultivo, as leveduras terem alcangado praticamente a mesma ODegoonm, as taxas
especificas de crescimento celular de K. phaffii expressando os genes YNL134C e
YJR096W ainda sdo maiores do que a taxa de crescimento da levedura controle (Tabela
8). Tais valores s3o menores dos que os encontrados para os ensaios na presenga de
HMF em menor concentragdo no meio de cultivo (2 g. L™!), comprovando que os efeitos
inibitorios do HMF sdao dose-dependentes, em que, quanto maior a concentragdo do

inibidor, maior sera o seu efeito sobre o crescimento microbiano.

O consumo de glicose pelas trés leveduras permanece bastante similar na
auséncia do inibidor, tendo sido completamente consumida por volta das 48 horas de
cultivo (Figura 21C). Ja na presenga de HMF, ¢ possivel observar que as linhagens de

X33 pKLD-YJR096W e pKLD-YNL134C comegam a depletar o agucar por volta das
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24 horas de cultivo, enquanto a levedura controle demora mais 12 horas para alcangar
esse feito, apos 36 horas de cultivo (Figura 21D), o que explica a sua menor taxa
especifica de crescimento (Tabela 8). Enquanto, por volta das 36 horas de cultivo, as
leveduras X33 pKLD-YJR096W e YNL134C ja haviam convertido praticamente todo o
HMF em FDM, a linhagem controle s6 alcangou esse feito 12 horas depois, apds 48
horas de cultivo (Figura 21E). Esses resultados confirmam que a expressdo dos genes
supracitados, na presenca de HMF, permite que as leveduras saiam da fase lag, iniciem
o consumo ¢ deplecdo de glicose e catalisem a reacdo de reducdo do HMF em
compostos menos toxicos, como o FDM, mais rapidamente do que a levedura que ndo
superexpressa tais genes. Além disso, mais uma vez foi possivel observar o efeito dose-
dependente dos inibidores lignoceluldsicos, em que maiores concentragcdes do inibidor
foram capazes de diminuir as respostas de consumo de glicose e conversao do HMF

pelas leveduras recombinantes quando comparadas ao experimento anterior.

Tabela 8: Taxa especifica de crescimento celular, consumo de glicose em 48 horas e conversao
de HMF em 36 horas de cultivo, em frasco Erlenmeyer, pelas leveduras K. phaffii
recombinantes na presenca inicial de 45 g. L' de glicose € 3,5 g. L' de HMF.

Linhagem Consumo glicose Conversao de Taxa especifica de
(g. LY HMF (g. L) crescimento (h™')
X33 pKLD 21.55+0.34 2.78+£0.012 0.09 £ 0.003
X33 pKLD- YJR0O96W  23.68 +0.27 3.18+0.011 0.10£0.001

X33 pKLD-YNL134C 29.34+0.23 3.45+0.004 0.11 £0.003
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Figura 21: Perfil de crescimento de K. phaffii X33 controle (rosa), X33 pKLD-YJR096W (azul)
e X33 pKLD-YNL134C (verde) cultivadas em frasco Erlenmeyer em (A): meio MD-glicose 45
g. L'!; (B): MD-glicose + HMF 3,5 g. L!; (C): Consumo de glicose em meio MD-glicose; (D):
Consumo de glicose em MD-glicose + HMF 3.5 g. L'!; (E) Conversdo de HMF 3,5 g. L.
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5.7. Ensaio de redutase em K. phaffii superexpressando os genes YJR096W e
YNL134C

A fim de avaliar se a superexpressao dos genes YJR096W e YNL134C em
maiores niveis de redu¢ao do HMF, foram performados, in vitro, microensaios para
determinagdo de atividade enzimatica de redutase com o extrato celular bruto das
leveduras controle, X33 pKLD-YJR096W e X33pKLD-YNL134C, cultivadas em meio
YPD. Os ensaios foram realizados, pelo menos, em triplicata técnica, as atividades
enzimaticas foram avaliadas na presenga de NADH e NADPH como cofatores da reacao

e foram calculados os valores de atividade enzimatica especifica (um. mg™).

Tanto nos ensaios conduzidos na presenca do NADH como cofator, quanto
aqueles performados com NADPH, a levedura controle demonstrou uma capacidade

inata de reduzir o HMF em FDM (72,32 e 67,5 mU. mg!, respectivamente) (Figura 22).

A linhagem X33 pKLD-YNL134C apresentou atividades enzimaticas superiores
as do controle nas reagdes de redugdo do HMF, tanto na presenca do NADH (93,35 mU.
mg!), quanto nos ensaios com NADPH (90, 21 mU. mg) (Figura 22), o que nfo era
esperado, considerando que, em S. cerevisiae, a aldeido redutase codificada pelo gene
YNL134C nao apresentou atividade enzimatica de redutase quando o substrato testado
foi HMF (Zhao et al., 2015). Apesar de revelarem uma tendéncia para o aumento da
atividade de redutases que catalisam a conversdo do HMF em FDM quando o gene
YNL134C ¢ superexpresso em K. phaffii, os resultados apresentados nao sao capazes de
confirmar o aumento da tolerancia da levedura ao HMF pela sua conversdo em espécies
menos toxicas em virtude de o erro padrdo calculado entre as triplicatas ser maior do
que o aceitavel, sendo necessario nova padronizacdo para a realizagdo do ensaio

enzimatico.

J& a superexpressao do gene YJR096W em K. phaffii ndo demonstrou atividade
enzimatica sobre o HMF, uma vez que, nos ensaios com NADH, o valor de atividade
enzimatica especifica calculada foi de apenas 21,14 mU. mg ! e em NADPH, de 31, 70
mU. mg’!, valores inferiores aos encontrados para a levedura controle (Figura 22). Tais
resultados podem indicar que o gene YJR096W ou ndo codifica para uma enzima
redutase, como em S. cerevisiae (Chang et al., 2007), ou que a sua atividade de xilose
redutase esperada ndo atua sobre o substrato HMF, como demonstrado em Almeida et

al.; (2008). Ainda, os resultados podem refletir uma limitagdo do método escolhido,
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com a lise incompleta da parede celular, j4 que as trés leveduras apresentaram
baixissimas concentra¢des de proteinas, quantificadas por método de proteina BCA
(dados nao mostrados). Por isso, ¢ necessaria a realizagao de novos ensaios enzimaticos,
testando-se outros protocolos de lise celular e/ou concentragdes de extrato celular para
confirmar se o produto proteico do gene YJR096W atua enzimaticamente na redugdo do

HMF.
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Figura 22: Determinacdo de atividade enzimatica de redu¢do de HMF em extratos celulares
brutos das leveduras controle (rosa), X33-pKLD-YJR096W (azul) e X33-pKLD-YNL134C
(verde), na presenca dos cofatores NADH (A) e NADPH (B).
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6. Conclusoes

O presente trabalho foi o primeiro a avaliar e demonstrar os efeitos e respostas
celulares de K. phaffii quando superexpressando os genes YJRO96W e YNL134C,
construidas nesse projeto, na presenca de HMF, furfural e hidrolisado de bagaco de
cana. As linhagens recombinantes expressando os genes de interesse foram capazes de
alcangar maiores densidades celulares, apresentaram menor tempo de fase lag, maior
consumo de glicose e conversio de HMF, quando comparadas a linhagem controle.
Portanto, pode-se concluir que, nas condi¢cdes de cultivo avaliadas nesse projeto, a
superexpressdo dos genes YJR096W e YNL134C conferiram a K. phaffii um fen6tipo
de tolerancia a presenca de inibidores lignoceluldsicos, refletido nas maiores taxas
especificas de crescimento celular, consumo de glicose e conversio de HMF em

espécies quimicas menos toxicas para o metabolismo de K. phatffii.

7. Perspectivas

Uma vez que a superexpressao dos genes YJR096W e YNL134C em K. phaffii
demonstrou resultados positivos para o aumento de tolerancia da levedura ao HMF
quando performados ensaios de cultivo em frascos Erlenmeyer, € necessaria,
inicialmente, a repeticdo dos ensaios de determinagdo enzimatica para avaliagdo de
atividade de redutase nos extratos brutos de K. phaffii superexpressando os genes
YJR096W e YNL134C. Além disso, ¢ necessario determinar os niveis de expressdo dos
genes supracitados, que também devem ter suas atividades avaliadas em outros
inibidores presentes no hidrolisado lignoceluldsico. Ademais, os genes YDL124W,
SAP30, FLR1 e 2661, selecionados neste trabalho e potencialmente envolvidos nas
respostas de tolerancia de K. phaffii aos inibidores, também devem ser testados, assim
como a avaliagdo das interagdes gé€nicas no aumento da expressdao do fenotipo de

tolerancia, uma vez que os genes atuam de forma sinérgica.
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