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Em razdo do crescimento mundial da demanda energética e das preocupacdes ambientais, tor-
na-se urgente a busca por fontes alternativas de energia e materiais renovaveis que poderdo diminuir
a dependéncia que a humanidade tem das fontes fdsseis. A biomassa lignoceluldsica, composta por
celulose, hemicelulose e lignina, por ser uma matéria-prima renovavel e abundante, atrai grande in-
teresse para a producdo de energia, biocombustiveis e produtos quimicos de base bioldgica. Para
ser utilizada em processos biotecnolégicos, a biomassa lignoceluldsica precisa ser submetida a pré-
-tratamentos e hidrélise, processos que, além de hexoses e pentoses, também liberam furaldeidos,
acidos organicos e compostos fendlicos, que sdo toxicos para os microrganismos que irdo converter
os agucares nos produtos desejados. Com o objetivo de aumentar a tolerdncia de K. phaffii aos com-
postos inibitdrios presentes no hidrolisado lignoceluldsico, um gene potencialmente responsavel pela
conversdo de inibidores foi identificado e validado neste trabalho. Para tanto, uma nova linhagem de
K. phaffii foi construida pela superexpressao de um gene nativo (GX) sob controle do promotor PGK1.
O desempenho da linhagem transformante, denominada M12 pKLD-GX, foi avaliado em diferentes
condicOes de cultivo na presenca de diferentes inibidores. Os resultados demonstram que tal linha-
gem apresentou maior tolerancia ao inibidor HMF (hidroximetil-furfural) do que a linhagem controle,
fazendo com que o composto fosse convertido mais rapidamente. Desse modo, podemos concluir que
o gene GX conferiu a levedura um aumento na resisténcia ao inibidor HMF.

Termos para indexagdao: Komagataella phaffii, Pichia pastoris, furfural, HMF, hidrolisado
lignocelulésico.

A demanda energética mundial tem crescido rapidamente nos ultimos anos, ao mesmo tempo
em que os combustiveis fosseis tém se tornado cada vez mais escassos e caros. Visando a suprir a
demanda energética e considerando também questées ambientais, nos Ultimos anos tem aumen-
tado o interesse mundial por processos biotecnoldgicos renovaveis e sustentaveis para a producdo
de energia, biocombustiveis e produtos quimicos de base biolégica (Mankar et al., 2021). Nesse
contexto, a biomassa lignoceluldsica, por ser uma matéria-prima renovavel, apresenta grande po-
tencial para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo e outros produtos quimicos de base
bioldgica, por se tratar de uma alternativa as fontes fdsseis de carbono. A biomassa lignoceluldsica
€ majoritariamente composta por trés polimeros: celulose (35%—50%), hemicelulose (20%—35%)
e lignina (5%—30%), e as proporc¢oes de cada componente variam dependendo da fonte da qual a
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biomassa lignocelulésica foi extraida (Buchholz; Seibel, 2008). Entre as fontes de biomassa lignoce-
luldsica, destacam-se os residuos agroindustriais, florestais e urbanos.

Para ser aproveitada, a biomassa lignoceluldsica precisa ser submetida a pré-tratamentos (fisi-
co, quimico, biolégico, mecanico ou combinado) e hidrélise ou despolimerizacdo, para que os agu-
cares possam ser utilizados como fonte de carbono e energia para os microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Além de hexoses e pentoses, os processos de pré-tratamento e hidrélise também
liberam compostos que inibem o metabolismo dos microrganismos que irdo converter os agucares
nos produtos desejados (Almeida et al., 2007).

Os inibidores lignoceluldsicos podem ser classificados em trés grupos principais: furaldeidos
(2-furaldeido e 5-hidroximetil-2-furaldeido ou HMF), acidos fracos (acido acético, acido férmico e
acido levulinico) e compostos fendlicos (vanilina, siringaldeido, coniferil aldeido, acido ferulico e ou-
tros) (Almeida et al., 2007). A construgdao de uma levedura tolerante a esses compostos inibitérios
presentes na biomassa é entdo de grande interesse.

Estudos preliminares demonstraram que a levedura Komagataella phaffii aumenta a expressao
de diferentes genes em resposta a inibidores lignoceluldsicos (Paes et al., 2021). Este trabalho tem
como objetivo identificar e validar um gene capaz de aumentar a tolerancia da levedura a compos-
tos inibitdrios. Baseado em andlises de similaridade e funcionalidade com genes de Saccharomyces
cerevisiae, o gene GX de K. phaffii foi selecionado para superexpressdo na levedura. Finalmente, sua
funcionalidade foi avaliada em ensaios com a levedura geneticamente modificada.

Linhagens e plasmideos

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens X33 (Invitrogen) e M12 (Betancur et al., 2017)
da levedura Komagataella phaffii. Para as transformacdes por eletroporacdo foram utilizadas célu-
las eletrocompetentes de Escherichia coli DH10BT1 (Invitrogen). Os plasmideos utilizados foram o
pPGEM-T Easy (Promega) e o pKLD (Betancur et al., 2017), plamideo que foi obtido a partir do vetor
pKLD-XYD, apés digestdao com BamHI e Notl para a excisdo do XYD e posterior insercdo do gene de
interesse.

Clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD

Inicialmente, o DNA gendmico de K. phaffii X-33 foi extraido e utilizado como molde para a am-
plificacdo do gene GX. Apds amplificacdo, o produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando-se o
kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). Apds purificacdo, o fragmento correspon-
dente ao gene GX foi ligado ao vetor pGEM-T Easy (Promega), conforme instrucdes do fabricante. A
seguir, células eletrocompetentes E. coli DH10BT1 foram transformadas por eletroporagao, utilizan-
do-se 2 uL do sistema de ligacdo previamente preparado. As células transformadas foram plaguea-
das em LB-agar contendo 50 pg/mL de ampicilina, 100 pL de IPTG 100 mM e 20 pl de X-gal 50 mg/
mL, e incubadas a 37 °C, por 16 horas. Os clones pGEM-GX obtidos foram entdo digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Sall, para confirmacao deles e obtencdo do inserto.

Para clonagem no vetor de expressao pKLD, o inserto e o vetor foram obtidos por digestdao com as
enzimas BamHI e Notl. Apds ligacdo, células de E. coli foram transformadas e selecionadas como pre-
viamente descrito. A confirmagdo da clonagem foi realizada por digestées com BamHI/Notl e EcoRV.



Transformacgao de K. phaffii por eletroporacao

O DNA plasmidial pKLD-GX foi digerido com BamHI/ Notl e EcoRV e utilizado para transfor-
macao de K. phaffii linhagem M12 por eletroporagao, seguindo o protocolo descrito no kit Pichia
Expression (Invitrogen). Apds transformacdo, a sele¢do dos clones de K. phaffii M12 foi feita em
placas contendo meio minimo MD, que froam incubadas a 30 °C por cinco dias. Os clones obtidos
foram crescidos em placa contendo meio minimo MD e foram escolhidos os clones com melhor cres-
cimento para os experimentos subsequentes em microplacas e fermentagdo em frascos Erlenmeyer.

Efeito da superexpressao de GX no metabolismo de inibidores e xilose

Para avaliar o efeito da superexpressdao de GX no metabolismo de inibidores e xilose, clones
transformantes K. phaffii M12—GX foram avaliados em diferentes condi¢des de cultivo. Para expe-
rimentos em microplacas e frascos Erlenmeyer, foram utilizados os meios de cultivo YNB contendo
glicose 40 g/L suplementados com os furaldeidos furfural 2 g/L ou HMF 2 g/L, ou hidrolisado 30% e
também YNB contendo xilose 40 g/L. A xilose foi escolhida pois estudos prévios demonstraram que
enzima responsavel pela reducdao de xilose também é capaz de reduzir HMF. As placas ou frascos
Erlenmeyer foram incubadas a 30 °C, e amostras foram periodicamente coletadas para medi¢do de
biomassa por OD600 e também para quantificacdo de metabdlitos.

Analise e quantificacao de metabdlitos

Amostras retiradas dos cultivos fermentativos foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) para quantificagdo dos com-
postos glicose, xilose, xilitol, glicerol, etanol, acido acético e HMF. Foi utilizado sistema HPLC Acquity
H-Class (Waters), equipado com detector de indice de Refracdo (RID) e coluna HPX 87H (Bio-Rad). As
corridas foram realizadas em fase mével de acido sulfurico (H,SO,) a 5 mM, fluxo de 0,6 mL/min e tem-
peratura de 45 °C. Os compostos HMF e furfural também foram analisados no detector Photodiode
Array (PDA), na mesma coluna.

Clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD

Inicialmente, o fragmento génico de 1.134 pb correspondente ao gene GX foi amplificado a
partir do DNA gendmico de K. phaffii X33 por meio de reacao de PCR, utilizando-se conjunto espe-
cifico de primers. Posteriormente, o produto de PCR foi subclonado no vetor pGEM-T Easy, origi-
nando o plasmideo pGEM-T-GX. Para realizar a clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD,
os plasmideos pKLD-XYD e pGEM-T-GX foram digeridos com as enzimas BamHI e Notl. As bandas
correspondentes ao vetor pKLD e GX foram purificadas e ligadas. Apds transformacdo de E. coli,
transformantes foram recuperados e o DNA plasmidial foi extraido com sucesso. Para confirmacao
do plasmideo pKLD-GX, o DNA plasmidial foi digerido com as enzimas BamHI e Sall. Os dois clones
analisados apresentaram a banda esperada de aproximadamente 1.134 pb (dados ndo mostrados).
Finalmente, o vetor pKLD-GX foi sequenciado e os resultados de alinhamento de sequéncia confir-
maram mais uma vez a correta clonagem do gene.

Transformacgao de K. phaffii e selegao inicial de transformantes

Na transformacado de K. phaffi M12 foram obtidos 16 clones, os quais foram plagueados em
meio seletivo com antibiético (Figura 1). Dentre os 16 clones K. phaffii M12 pKLD-GX obtidos, sete
foram escolhidos para analise do crescimento em diferentes meios de cultura em microplacas.
A levedura K. phaffii M12—pKLD foi utilizada como controle em todos os experimentos. Todas as
linhagens demonstraram crescimento celular similar no meio YNB-glicose, demonstrando que a



superexpressao do gene GX ndo afeta negativamente o metabolismo da linhagem. Observou-se que
houve maior crescimento da levedura Kp-GX-L2.1 no meio YNB-HMF e houve maior crescimento
da levedura denominada Kp-GX-L1.3 no meio YNB-xilose, quando comparadas com o comporta-
mento da levedura K. phaffii M12 controle. Nos meios suplementados com furfural e hidrolisado,
ndo foram observadas diferengas entre o crescimento das leveduras transformadas e da levedura
M12 controle, por isso esses meios nao foram mais utilizados nos cultivos posteriores em frascos
Erlenmeyer (dados ndo mostrados). Os clones Kp-GX-L2.1 e Kp-GX-L1.3 foram escolhidos para anali-
ses detalhadas de crescimento e metabolismo.

Figura 1. Clones K. phaffii M12 pKLD-GX obtidos por eletroporagao.

Efeito da superexpressao do gene GX no crescimento e metabolismo de K. phaffii

Para avaliar o efeito da superexpressdao do gene GX no crescimento e no metabolismo de
K. phaffii, as linhagens transformantes foram cultivadas em meio YNB suplementado com glicose
ou xilose e glicose mais HMF. Nos meios YNB suplementados com glicose e xilose ndo foram ob-
servadas diferencas entre o crescimento das leveduras transformadas e da levedura M12 controle
negativo (Kp-C) (Figura 2). Esse resultado indica que o gene GX ndo afeta o metabolismo de xilose,
e é reforcado pelo fato de que os dados de perfil metabdlico também ndo demonstraram diferen-
cas significativas no consumo dos acgucares (dados ndo mostrados). Entretanto, houve maior cres-
cimento da levedura Kp-GX-L2.1 em meio YNB-HMF, a partir de 31 horas de incubacdo, quando
comparada com o comportamento da linhagem controle (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de crescimento das linhagens recombinantes K. phaffii expressando o gene GX na
presenca e auséncia de HMF. Linhagem Kp-GX-L2.1 (laranja), Kp-GX-L1.3 (azul) e Kp-C controle (cinza).
(A): meio YNB + glicose 40 g/L. (B): meio YNB + xilose 40 g/L. (C): meio YNB + glicose 40 g/L + HMF 2

g/L. Sdo apresentados valores médios e desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata.

Para confirmar o efeito positivo da expressdo do gene GX sobre o metabolismo de HMF, o perfil
metabdlico das linhagens também foi analisado. Conforme demonstrado na Figura 3, houve uma
diferenca significativa entre a conversdao de HMF pelas leveduras transformadas e a levedura contro-
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le. Para as leveduras transformadas Kp-GX-L1.3 e Kp-GX-L2.1, o HMF foi completamente convertido <
em cerca de 40 horas de incubagdo, enquanto para a controle o HMF demorou cerca de 80 horas. ,’E
Embora as leveduras Kp-GX-L1.3 e Kp-GX-L2.1 tenham sido transformadas com o mesmo gene GX, g
observou-se que a Kp-GX-L1.3 consumiu mais glicose do que a Kp-GX-L2.1, embora tenhamos ob- 2
servado uma menor formacdo de biomassa no clone Kp-GX-L1.3 quando comparado com o clone ::
Kp-GX-L2.1 (Figura 3). o
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Figura 3. Conversao de HMF e formagdo de biomassa de linhagens recombinantes
K. phaffii em meio YNB suplementado com glicose 40 g/L e HMF 2 g/L. (A): K. phaffii
M12 controle. (B): K. phaffii M12—GX L1.3. (C): K. phaffii M12—GX L2.1.

Conclusao

O gene GX foi superexpresso com sucesso na levedura K. phaffii M12 e gerou uma linhagem
mais tolerante ao HMF. Foi demonstrado pela primeira vez que o gene aumenta a capacidade da



levedura converter o HMF, e consequentemente permite o melhor crescimento da levedura na pre-
senca do inibidor, o que favorece seu uso industrial.
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