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A biomassa lignoceluldsica se apresenta como uma matéria-prima promissora para producao
de compostos quimicos de base renovavel. Porém a plena utilizacdo dos acucares presentes em
hidrolisados lignoceluldsicos exige microrganismos capazes de tolerar os compostos inibidores pre-
sentes neles. Dentre os compostos inibidores, destaca-se o acido acético, o qual pode inibir comple-
tamente o metabolismo microbiano. Visando a producdo de acido xilénico (AX) a partir de hidroli-
sados lignoceluldsicos, foi construida uma linhagem de Komagataella phaffii expressando a enzima
xilose desidrogenase (XDH) — Kp-XDH. Para aumentar a tolerdncia dessa linhagem a acido acético e,
possivelmente, ao AX, foi superexpresso na levedura o fator de transcricdo HAA1 — Kp-XDH-HAA1.
Uma terceira linhagem expressa somente o HAA1 — Kp-HAA1 e ndo é capaz de produzir AX porque
ndo possui a enzima XDH. Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da superexpressdo de
Haal na producdo de AX. Para tanto, o desempenho das trés linhagens de K. phaffii contendo XDH,
Haal, XDH-Haal foi comparado em diferentes condi¢des de cultivo com a adicdo de acido acético e
em reciclo de suas células. Os resultados demonstram que o fator de transcricdo promove aumento
da tolerancia da levedura ao acido acético, sendo que a sua melhor producdo de acido xilonico é em
concentracdes de 2 g/L de acido acético. Além disso, o reciclo das células pode ser uma importante
chave para o aumento da producdo de acido xilénico, ja que as linhagens de levedura se adaptam
ao meio de cultivo.

Termos para indexacdao: Komagataella phaffii, biomassa lignoceluldsica, acido acético, acido
xilénico, xilose.

O uso de energias renovaveis se torna cada vez mais necessario na vida dos seres humanos
por causa da diminuicdo de fontes ndo renovaveis a cada ano. No Brasil, 43,2% da matriz energética
advém de energias renovaveis (Weber et al., 2018). Por isso, produtos e subprodutos gerados a par-
tir de biomassas para producdo de biocombustiveis estdo sendo cada vez mais utilizados e criados.
A biomassa lignoceluldsica pode ser utilizada para obtencdo de alcoois (Bull, 1994), precursores de
biopolimeros (Govil et al., 2020), acidos organicos, e outros compostos. O acido xilonico é um acido
orgéanico que pode ser utilizado como aditivo de cimento (Byon-Wa et al., 2006), plastificante (Jin et
al., 2022) e para obtencdo de etilenoglicol (Zhanget al., 2020).

A biomassa lignoceluldsica é formada, principalmente, por celulose, hemicelulose e lignina
(Junmengetal., 2017). Apesar de ser um composto de ampla acessibilidade, existem desafios para

* Graduanda em Biotecnologia, Universidade de Brasilia, mariana.pedrosa@colaborador.embrapa.br

2Bidloga, mestre em Biologia Microbiana, Universidade de Brasilia, leticiamallmann.bio@gmail.com

® Bidloga, doutora em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, barbaragpaes@gmail.com

“ Engenheiro de bioprocessos e biotecnologista, mestre em Ciéncias Mecanicas, Embrapa Agroenergia, diogo.nakai@embrapa.br
° Bidlogo, professor, doutor em Microbiologia Aplicada, Embrapa Agroenergia, joao.almeida@embrapa.br


mailto:joao.almeida@embrapa.br

sua utilizagdo, como a obtenc¢ao de organismos capazes de tolerar produtos do hidrolisado, como
o acido acético, e que sdo capazes de metabolizar pentoses e hexoses (Ferreira, 2022). Portanto, o
objetivo deste trabalho é avaliar se linhagens geneticamente modificadas para producao de acido
xilonico podem ter melhor desempenho quando superexpressando o fator de transcricdo HAA1 —
Kp-HAAL. Para tanto, utilizou-se de Komagataella phaffii para expressar dois genes de interesse,
o Haal e o XDH_HL. Posteriormente, esses dois genes foram inseridos em uma mesma linhagem
kpXDH-Haal. Essas acdes possuem como objetivo a criagdo de uma linhagem que resiste aos 4ci-
dos fracos, o que é o papel do gene Haal, e que, ao mesmo tempo, possui uma maior produtivi-
dade de conversao da xilose, por meio do gene XDH. Dessa forma, neste trabalho, o desempenho
dessas linhagens de K. phaffii foi avaliado em diferentes condi¢des de processo, como a presenca
e auséncia de acido acético, no reciclo de células e em meio contendo hidrolisado lignoceluldsico.

Este trabalho utiliza as linhagens Kp-HAA1 (Paes, 2021), Kp-XDH (Ramos et al., 2021) e
Kp-XDH-HAAL1 (Ferreira, 2022).

Foram utilizados meios de cultura YPD agar, YPD, YPX, YPDX e hidrolisado de cana, além de tam-
pao ftalato de potdssio para tamponar o pH dos meios de cultura em 5,5. O meio YPD constitui-se
de extrato de levedura 1% (peso/vol), peptona 2% (peso/vol) e glicose 20 g/L. Para o meio sélido,
foi acrescentado agar bacterioldgico a 2% (peso/vol). No meio YPX, a glicose do YPD foi substituida
por xilose 20 g/L. Para o meio com hidrolisado, foi utilizado 20% desse composto diluido em agua
destilada.

Para a avaliacdo do desempenho das linhagens, a linhagem desejada foi inoculada em 30 mL
de YPD como pré-indculo. Apds o crescimento desse pré-indculo em um shaker durante 12 horas,
200 rpm e 28 °C, inocularam-se as leveduras em 40 mL do meio de cultura desejado em frascos
Erlemneyer de 250 mL. Entdo, os frascos foram incubados nas mesmas condicdes anteriores. A cada
24 horas, era medida a densidade éptica a 600 nm em um espectrofotbmetro (OD600) e amostras
de sobrenadante do meio eram coletadas para andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O efeito da expressao do fator de transcricdo HAA1 na tolerancia ao acido acético e na produ-
¢do de AX foi avaliado pelo cultivo das linhagens Kp-XDH, Kp-HAA1 e Kp-XDH-HAA1 em meio YPX
suplementado com 0, 2 g/L e 4 g/L de acido acético (AA). Os resultados do experimento demons-
tram que o comportamento das trés linhagens é parecido em concentragGes de 0 g/L e 2 g/L, exceto
pela maior velocidade no consumo de AA pelas linhagens superexpressando HAA1 (Figura 1). O
mesmo padrado foi observado no meio com 4 g/L de AA (Figura 2), em que o crescimento celular da
levedura foi bastante reprimido. Em relagdo ao consumo dos 15 g/L de xilose acrescidos no comecgo
do experimento para produgao do acido xilénico, durante o experimento, a linhagem recombinan-
te Kp-XDH-HAA1 consumiu melhor a xilose nas concentragdes de 0 g/L e 2 g/L do que a linhagem
Kp-XDH, consequentemente, a produc¢ado de acido xilénico teve seu maior desempenho nessa linha-
gem recombinante.
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Figura 1. Perfil fermentativo em meio YPX + AAO g/L (1), 2 g/L(2) e 4 g/L (3) usando as linhagens Kp-XDH (A),
Kp-XDH-HAA1 (B) Kp-HAA1 (C). Experimento realizado em triplicata e dados médios e desvio padrdo plotados.

Na concentracdo de 4 g/L, como havia uma grande condi¢do de estresse, o crescimento ce-
lular foi quase inexistente, com uma pequena énfase na linhagem Kp-HAA1 que conseguiu resistir
mais a esse composto. Também houve menor producao de acido xilonico. As linhagens Kp-XDH e
Kp-XDH-Haal produziram 9,16 g/L e 10,18 g/L de AX na presenca de 2 g/L de AA, enquanto, na pre-
senca de 4 g/L de AA, produziram somente 1,93 g/Le 1,76 g/L de AX.
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Figura 2. Perfil fermentativo em meio YPDX das linhagens Kp-XDH (A) e Kp-XDH-HAA1 (B).
Experimento realizado em triplicata e os valores médios sdo apresentados.

Para o reciclo das células, todas as células eram coletadas do meio por centrifugacdo e trans-
feridas para um novo meio a cada ciclo. Conforme esperado, os resultados demonstram que a cada
reciclo novo a biomassa das linhagens era maior (Figura 2). Consequentemente, com um maior
nuimero de células, a quantidade de xilose colocada no meio (10 g/L) foi consumida completamente
a cada reciclo. A glicose foi consumida em sua totalidade rapidamente pelas linhagens. Ndo se ob-
servaram diferencas significativas na producdo de AX pelas duas linhagens ao longo do experimento
(Figura 2). Com base nos resultados, nota-se que a quantidade de xilose pode ter sido limitante para
se observar variagdes na produc¢do de AX, e um novo experimento com concentragdes crescente de
xilose deve ser realizado.

Finalmente, comparou-se o desempenho das linhagens na presenca de hidrolisado de cana. Os
resultados demonstram que a linhagem Kp-HAA1 atingiu maior biomassa celular (Figura 3). As linha-
gens Kp-XDH e Kp-XDH-Haal demonstraram perfil semelhante tanto no crescimento celular quanto
na producao de AX (Figura 3).
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Figura 3. Perfil fermentativo em meio hidrolisado lignocelulésico (20%). Experimento
realizado em triplicata e os valores médios sdao apresentados.
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De acordo com as informacgdes discutidas anteriormente, a superexpressdo do fator de trans-
cricdo HAA1 favorece a resposta de K. phaffii ao acido acético tanto em meio sintético quanto
em hidrolisado de biomassa, permitindo melhor crescimento e assimilagdo desse composto mais
rapidamente.

A linhagem recombinante Kp-XDH-Haal se apresentou como a mais eficiente para produzir
acido xilénico na presenca de 2 g/L acido acético. A concentracdo de 4 g/L mostrou o pior resultado
em comparacao com o controle sem acido acético porque foi a que produziu as menores quanti-
dades de acido xilénico e biomassa, apesar disso, demonstrou que a linhagem Kp-HAA1 é a mais
resistente em condicOes extremas.

Mesmo com a falta de glicose no meio de cultivo, uma quantidade consideravel de, aproxima-
damente, 10 g/L de acido xildnico foi produzido, demonstrando que talvez ndo seja necessario o uso
de glicose, inicialmente, no meio para producdo do acido xilénico, ja que essas linhagens de levedu-
ras conseguem sobreviver e produzir o acido xilénico assimilando apenas a xilose do meio.

Por ultimo, ndo foi encontrada diferenca significativa no cultivo em hidrolisado, excelo pelo fato
de a linhagem Kp-HAA1 ter crescido um pouco melhor que as demais linhagens.
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