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RESUMO

A obtencdo de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae capaz de remediar
os efeitos deletérios dos diversos compostos inibidores, formados nos processos
de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, ainda € um dos gargalos na
producéo de etanol de segunda geracéo. Dentre esses compostos, o furfural —
um aldeido furénico, apresenta-se como um dos mais prejudiciais a essa
levedura. Nesse sentindo, a remediacdo do acumulo de espécies reativas (ER)
causado por esse aldeido, € um dos objetivos para a obtengdo de uma cepa
robusta e eficiente. Dessa forma, este trabalho teve como hipotese norteadora
que o distresse causado por furfural, em S. cerevisiae, pode ser remediado pela
superexpressao e/ou delegdo das catalases A e T, codificadas pelos genes
CTA1 e CTT1, respectivamente. Para isso, foram utilizadas técnicas de
engenharia gendmica, como a integragdo de maédulos de superexpressao e/ou a
delecdo, para modificar a expressao da(s) catalase(s) no genoma dessa
levedura. Verificou-se que a correta integracdo do(s) mddulo(s) de
superexpressao no genoma da levedura, ocasionou o aumento da atividade
da(s) catalase(s), tanto nas linhagens laboratoriais como na linhagem industrial
recombinante. Por outro lado, onde ocorreu a substituicdo do(s) gene(s) que
codifica(m) a(s) catalase(s) a atividade dessa enzima foi indetectavel. A linhagem
onde o gene CTA171 estava superexpresso (cepa sCTA1) apresentou
significativamente menores niveis de H202> e de ER quando comparadas a
linhagem parental. Observou-se, ainda, que as linhagens apresentaram
diminui¢ao nos niveis dessas enzimas quando crescidas na presenca de furfural
ou quando a atividade foi avaliada in vitro na presenca desse aldeido. Nos
crescimentos em microescala, na presenga de glicose e furfural, a cepa
laboratorial sCTA1 apresentou maior crescimento, em relagéo a cepa parental,
na presencga de glicose e furfural. Entretanto, quando crescidas na presencga de
glicose, xilose e furfural, as linhagens mostraram longa fase /lag (= 96h) e nao
houve diferengas no crescimento celular. Em cofermentagdes glicose/xilose e
furfural a cepa sCTA1 detoxificou esse aldeido mais rapido e, como
consequéncia, consumiu glicose nas primeiras 12 h com velocidade 25% maior
que sua cepa parental. Isso refletiu em maior producéo de etanol nesse mesmo
tempo. Ainda, nas mesmas condi¢gdes, a linhagem industrial recombinante
MPC5H1CA1 apresentou maior consumo de glicose e produgao de etanol, nas
duas primeiras horas do ensaio fermentativo, se comparadas a linhagem
parental. Porém, quando essa linhagem foi submetida a fermentacdo em
hidrolisado lignoceluldsico, nao foi possivel observar claras diferencas no
consumo de glicose e xilose e produgao de etanol, embora a produgao de glicerol
foi atenuada, indicando um menor estresse nessas células. Portanto, em
conjunto, nossos resultados demonstraram a contribuicdo da catalase CTA17 na
tolerancia ao furfural em linhagens de S. cerevisiae .

Palavras-chave: catalase; defesas antioxidantes; inibidores; etanol de segunda
geracao; hidrolisados lignoceluldsicos.



ABSTRACT

Obtaining a strain of Saccharomyces cerevisiae capable of remedying the
harmful effects of the various inhibitory compounds formed in the pre-treatment
processes of lignocellulosic biomass still is one of the bottlenecks in the
production of second-generation ethanol. Among these compounds, furfural — a
furan aldehyde, is one of the most harmful to this yeast. In that case, the
prescription of the accumulation of reactive species (RE) caused by this aldehyde
is one of the alternatives to obtain a robust and efficient strain. Thus, this work
had as a guiding hypothesis the potential of the overexpression and/or deletion
of catalases A and T (encoded by CTA71 and CTT1 genes, respectively) to
remedy the distress caused by furfural in S. cerevisiae. To do that, genomic
engineering techniques were used, such as integrating overexpression modules
and/or replacing catalase(s) in the genome of this yeast. It was verified that the
correct integration of the overexpression module(s) in the yeast genome caused
an increase in the catalase(s) activity, both in laboratory and industrial strains.
On the other hand, when the catalase genes were, enzyme activity was
undetectable. The strain in which the CTA71 gene was overexpressed (sCTA1
strain) had significantly lower levels of H.O2 and ER when compared to the wild-
type strain. It was also observed that the strains showed a decrease in the levels
of these enzymes when grown in the presence of furfural or when the activity was
evaluated in vitro with this aldehyde. In microscale growth, the sCTA1 strain
showed greater growth than the parental strain in the presence of glucose and
furfural. Despite growing in the presence of glucose, xylose, and furfural, the
strains showed a long lag phase (= 96h), and there was no difference in cell
growth. In co-fermentation with glucose/xylose and furfural, the sCTA1 strain
detoxified this aldehyde faster and, consequently, consumed glucose in the first
12 hours at a rate 25% higher than its parental strain. This was reflected in higher
ethanol production at the same time. Also, under the same conditions, the strain
MPC5H1CA1 showed higher glucose consumption and ethanol production in the
first two hours of the fermentation assay if compared to the parental strain.
However, when this strain was submitted to fermentation in lignocellulosic
hydrolysate, it was impossible to observe apparent differences in glucose and
xylose consumption and ethanol production, although glycerol production was
attenuated, indicating less stress in these cells. Therefore, altogether, our results
demonstrated the contribution of CTA1 catalase to furfural tolerance in S.
cerevisiae strains.

Keywords: catalase; antioxidant defenses; inhibitors; second-generation
ethanol; lignocellulosic hydrolysates.
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1 INTRODUGCAO

1.1 BIOETANOL — DO PROALCOOL AO ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O aumento populacional mundial elevou consequentemente a demanda por
diversas fontes energéticas, dentre elas os combustiveis de origem féssil, como os
derivados de petrdleo e o carvao. No entanto, a ampla queima dos combustiveis fosseis
para gerar eletricidade, calor e para abastecer o transporte, tem aumentado os niveis de
dioxido de carbono na atmosfera, contribuindo para as mudangas climaticas
(SUBRAMANIAM e MASRON, 2021). Nesse contexto, a utilizagdo de biocombustiveis é
de grande importancia para contornar esse problema; sendo, nos ultimos anos,
especialmente pautada em politicas governamentais e organizacionais (BRASIL, 2021a).

Em 2015, varios paises, incluindo o Brasil, firmaram o Acordo de Paris durante
a 212 Conferéncia das Nagbes Unidas sobre Mudanga do Clima (COP21), com o objetivo
de reduzir as emissdes de gases do efeito estufa e limitar o aquecimento global (BRASIL,
2016). Em 2021, durante a COP26, os paises reafirmaram os objetivos propostos no
Acordo de Paris e mantiveram o tratado para a descarbonizacido da economia mundial
(ARORA e MISHRA, 2021). Como consequéncia, o mundo vem intensificando as
agendas para substituicido/complementagdo da matriz energética mundial, a fim de
torna-la mais renovavel e menos poluente. Nesse sentido, o Brasil através do RenovaBio
(BRASIL, 2021a), a Europa através do Renewable Energy Directive (RED) 2018/2021
(EUR-LEX, 2018) e os Estados Unidos da América (US, 2021) criaram programas para
essa substituicdo/complementagcdo das suas matrizes energéticas, pelos quais
estabeleceram metas para diminuir as emissdes de gases poluentes. O alcance dessas
metas, no entanto, provavelmente dependera do amplo uso de trés principais fontes
energéticas: hidrogénio, eletricidade e biocombustiveis (FULTON, 2015).

No contexto dos biocombustiveis, dentre eles o etanol, o Brasil € o precursor
desta tecnologia. Com as crises no setor do petréleo na década de 1970, foi instituido
no pais o PROALCOOL — Programa Nacional do Alcool, visando o estimulo da producéo
em larga escala de etanol a partir da sacarose da cana-de-agucar; produto, este, ja
cultivado no pais em grande quantidade (GOLDENBERG, 2006; 2008; AMORIM et al.,
2011; LOPES et al., 2016). Com o advento dos veiculos com motores flex-fuel em 2003,
o mercado brasileiro do etanol foi ainda mais estimulado (GOLDEMBERG, 2008).
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Atualmente o Brasil produz cerca de 30% do etanol mundial, o que o coloca como
segundo maior produtor, atras apenas dos Estados Unidos (RFA, 2021). No eixo centro-
sul do pais, estima-se (agosto/2021) que a produgdo desse biocombustivel alcangou
92% da produgao nacional (CONAB, 2021). Nesse cenario, enquanto o Brasil tem quase
metade da sua matriz energética renovavel (45%), o mundo possui apenas 14%
(BRASIL, 2021b).

O RenovaBio, a Politica Nacional de Biocombustiveis implementada pelo Brasil
em 2017, reforca o compromisso brasileiro com a reducdo das emissdes de gases
poluentes e busca cumprir os objetivos definidos no Acordo de Paris (BRASIL, 2021a).
Dentre os principios dessa politica, esta a expansao da produgdo e do uso dos
biocombustiveis, por meio de incentivo as usinas sucroalcooleiras: os produtores de
etanol devem receber titulos financeiros, na forma de créditos de descarbonizacao
(CBios), conforme o volume e eficiéncia da producéo. Para gerar CBios, 0 RenovaBio
estabeleceu uma meta de substituicdo da gasolina por etanol que demandara
provavelmente um aumento substancial na producdo do biocombustivel nos préoximos
dez anos (UNICA, 2019). Embora em 2020 o governo federal tenha proposto a revisdo
das metas do RenovaBio — devido aos impactos da pandemia da COVID-19 no mercado
de biocombustiveis —, a intencéo é adquirir quase 91 milhées de CBios até 2030, o que
ainda representa 90% da meta acordada inicialmente (BOSSLE, 2020;
VANDENBERGHE et al., 2022).

No Brasil, o etanol é produzido majoritariamente a partir da fermentagao do caldo
e/ou melago da cana-de-agucar, bioprocesso realizado pela levedura Saccharomyces
cerevisiae, originando o etanol de primeira geragcao — E1G (LOPES et al., 2016; DOS
SANTOS et al, 2016; KARP et al., 2021). Esse processo produtivo do E1G brasileiro foi
sendo otimizado durante todos os anos de producdo extensiva. O sucesso dessa
producéo € atribuido ao uso de ciclos curtos de fermentagcédo (com duragao de 8 a 12 h),
com a manutencao de alta densidade de células e reciclagem das leveduras (LOPES et
al., 2016). Também houve melhorias agricolas, bem como o desenvolvimento e a
selecao de novas variedades de cana-de-acucar (DELLA-BIANCA et al., 2013; RAYA et
al, 2022). Por fim, conforme o processo foi amadurecendo, linhagens de leveduras
industriais, robustas e altamente produtivas, foram sendo selecionadas nas proéprias
dornas de fermentagao (STAMBUK et al., 2009; CECCATO-ANTONINI e COVRE, 2020;
JACOBUS et al., 2021).
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Como consequéncia da grande produgdo de E1G brasileira, sdo gerados
subprodutos, na forma de bagaco e palha da cana-de-agucar. S6 na safra 2021/2022, o
pais atingiu a marca de 523 milhdes de toneladas de cana-de-agucar processadas
(UNICA, 2022). Soccol et. al (2010) estimaram que cerca de 280 Kg de bagago umido
sdo gerados a partir de uma tonelada de cana-de-agucar processada. Além disso,
aproximadamente 250 Kg de peso seco de palha sdo também geradas. Esses
subprodutos, que representam cerca de 35% do conteudo energético da planta, sao
utilizados majoritariamente para geragdo de energia na propria industria através de
combustdo direta (MAGA et al., 2018).

No entanto, pesquisas vém investigando a utilizacdo dessa e de outras
biomassas (residuos agroindustriais) para a geragao nao sé de energia elétrica, mas
também de biomoléculas e biomateriais de valor agregado, em um conceito chamado de
biorrefinaria de segunda geragdo (2G) (KARP et al.,, 2021; ROSSI et al., 2021;
VANDENBERGHE et al., 2022; ROGOSKI et al., 2022). Entre os produtos oriundos
dessa industria 2G, destaca-se o etanol de segunda geragao — E2G, produzido a partir
da fermentagcdo dos carboidratos presentes no material lignocelulésico (ROBAK e
BALCEREK, 2018). Nessa perspectiva, Stambuk et al. (2008) ja estimaram que a
utilizacao eficiente desse residuo da producado de etanol 1G, para gerar o etanol 2G,
poderia aumentar em até 50% a producao de etanol no Brasil sem a necessidade de
aumento de areas cultivaveis.

No cenario do E2G, o Brasil apresenta grande potencial produtivo uma vez que
os residuos da producado de E1G (bagago e palha) ndo competem com produtos
alimentares visto o seu baixo valor nutricional. Assim, essa produgao de E2G pode ajudar
a atingir as metas ambientais brasileiras propostas pelo RenovaBio (SARKAR et al.,
2012; BEZERRA e RAGAUSKAS, 2016; VANDENBERGHE et al., 2022). Por outro lado,
enquanto os Estados Unidos da Ameérica possuem diversas usinas para a produgao de
E2G, o Brasil possui apenas duas em operacdo — GRANBIO e RAIZEN. Embora essas
duas companhias tenham, juntas, o potencial para produzir aproximadamente 100
milhdes de litros de E2G por ano, isso representa menos de 1% do etanol total produzido
no pais (ROSSI et al, 2021). Além disso, ainda existem desafios em relagao a viabilidade
técnica e econbmica desse processo, sobretudo em relacdo ao processamento inicial da
biomassa lignoceluldsica (KARP et al., 2021). Nesse sentido, Alves-Junior et al. (2022)
consideram que o setor industrial ndo parece estar plenamente convencido dos ganhos

econdmicos gerados pela produgao do E2G.



17

Um dos gargalos na produgao do E2G é a composi¢cdo quimica da biomassa
lignocelulésica — em geral extremamente recalcitrante (ZHU e PAN, 2022). A biomassa
da cana-de-agucar é formada por: (a) celulose, um homopolimero linear de glicoses
unidas por ligagbes glicosidicas B-1,4; (b) hemicelulose, um heteropolissacarideo
composto por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose);
(c) lignina, macromolécula amorfa composta em maior quantidade por fendlicos; e (d)
outros, que incluem extrativos e cinzas. Esta biomassa composta, em percentual de base
seca, de 35-45% de celulose, 26-35% hemicelulose, 11-25% lignina e 2,9-14,4%
classificados como outros. (GUILHERME et al., 2015; PELLEGRINI et al. 2022). A
estrutura da biomassa lignocelulésica de forma detalhada pode ser vista na Figura 1.

Dessa forma, a desestruturagdo dessa biomassa recalcitrante, com a liberagao
de seus constituintes, € passo primordial para a produgéao eficiente de E2G (KUHAD et
al, 2011). Esse processo, chamado de pré-tratamento, € um dos obstaculos que ainda
dificultam a producéao eficiente de E2G a partir da biomassa lignoceluldsica.

Além desse processo de desestruturagdo da biomassa, uma segunda etapa é
necessaria: a hidrélise dos polimeros que compde a biomassa. Essa etapa tem como
objetivo principal liberar os agucares presentes na celulose e hemicelulose e pode ser
realizada através de processos fisico-quimicos ou bioldgicos (MOSIER et al. 2005;
KUMAR et al., 2015; VISSER et al, 2015).

Figura 1 - Estrutura simplificada da biomassa lignocelulésica. Da hidrolise da hemicelulose s&o obtidas as

pentoses (xilose e arabinose) e as hexoses (galactose e manose). Da celulose é obtida a glicose e, da
lignina, sao liberados inumeros compostos fendlicos

celular .vegetal

Célula vegetal il

Hemicelulose Celulose

Pentoses -

P Glicose
Hexoses Compostos fenélicos

Fonte: adaptado de Hernandez-Beltran et al. (2019)
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1.2 O PROCESSO DE PRE-TRATAMENTO E A FORMAGCAO DO FURFURAL

O pré-tratamento tem como funcédo principal desestruturar a biomassa
lignoceluldsica para posterior hidrélise. No entanto, o pré-tratamento gera subprodutos
indesejaveis, os chamados inibidores (vide Figura 2), que dificultam a hidrdlise
enzimatica e a fermentac&o por microrganismos (JONSSON e MARTIN, 2016; TANG et
al., 2021; MONTEIRO et al., 2021).

Atualmente o pré-tratamento é realizado de diversas maneiras: quimico, fisico e
biolégico. Os processos mais recentes envolvem uso de liquidos i6nicos (ROY e
CHUNDAWAT, 2022), CO2 supercritico (ZHAO et al., 2022) e utilizagdo de plasma frio
(PEREIRA et al., 2021). No entanto, as abordagens termoquimicas como acido ou alcali
diluidos e explosdo a vapor ainda sao as mais promissoras em escala industrial por
serem rapidas, de facil dimensionamento e eficientes na desconstrugao da biomassa
(TANG et al., 2021).

Conforme se observa na Figura 2, a partir da desidratacdo das hexoses, sao
gerados o 5-hidroxi-metil-furfural (HMF) e posteriormente os acidos levulinico e férmico.
Ja da desidratacdo das pentoses, o principal produto € o furfural, podendo originar
também o acido férmico. O acido acético, que pode ser oriundo da conversdao das
pentoses, também é originado da desacetilagdo da hemicelulose. Por fim, da lignina sao
gerados diversos subprodutos fendlicos, como a vanilina (PALMQVIST et al, 2000;
TAHERZADEH et al. 2000; revisado por BHATIA et al., 2020). A concentragao desses
inibidores nos hidrolisados esta intimamente ligadas a composigao quimica da biomassa
e ao processo de pré-tratamento utilizado (GUO et al., 2022). Nesse sentido, embora
geralmente as concentragdes de furfural sejam relativamente baixas (<0,5 g L") nos
hidrolisados lignocelulésicos, ja foram relatadas concentragdes que alcangam 4 g L'
(TAHERZADEH e KARIMI, 2011; ZHANG et al., 2017; CANDIDO et al., 2020; LIN et al.,
2020; LIMA et al., 2021), concentragdes essas dependentes dos tipos de pré-tratamento
utilizados.

O furfural € um dos aldeidos formados nos processos de pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica é altamente téxico para microrganismos. Embora o foco desde
trabalho seja voltado a produgdo de etanol, ndo se despreza a importancia
(bio)tecnoldgica do furfural. Peleteiro et al., (2016) apontam que esse aldeido é produzido
industrialmente desde 1922. Nesse sentido, furfural vem sendo utilizado na industria
farmacéutica (HOYDONCKX et al., 2007), agricola (MASCAL e DUTTA, 2011), como
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precursor do acido furoico e alcool furfurilico na industria alimenticia (DELATOUR et. al,
2020) e como plataforma para produgdo de inumeros outros solventes
(RACHAMONTREE et al., 2020; JASWAL, SINGH E MONDAL, 2022). Em um conceito
de biorrefinaria, a producéo de furfural também vem sendo avaliada (MESA et al., 2014;
LIU et al, 2022).

Dessa forma, embora furfural seja altamente toxico para microrganismos,
industrialmente esse aldeido € de suma importancia. Nessa esteira, a obtencdo de
microrganismos tolerantes ao furfural pode ser uma alternativa biotecnoldgica

promissora para a producao de etanol 2G.

Figura 2 - Formagéao de inibidores a partir do pré-tratamento fisico-quimico da biomassa lignocelulésica.
Este processo desestrutura a recalcitrancia da biomassa liberando, principalmente, celulose, hemicelulose
e lignina. No entanto, a quebra da lignina, e desidratagdo dos agucares, leva a formagao dos compostos
inibidores
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Fonte: adaptado de Ibraheem e Ndimba (2013)

1.3 FURFURAL — TOXICIDADE E REMEDIAGAO

E de longa data que se tem relato que os aldeidos, em especial os furanicos, sdo
toxicos para as células (DENG et al., 1993; NAVARRO, 1994; WORNISCH et al., 1995).
Portanto, atualmente, varios grupos de pesquisas medem esforgcos a fim de obter
microrganismos tolerantes a esses compostos (LIU et al., 2020; ERKAN et al., 2020; LI
et al. 2021; Ll et al., 2022).
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Furfural, um aldeido furanico, presente nos hidrolisados lignoceluldsicos, reduz
a proliferacao celular e a produgao de etanol e inibe a sintese de DNA, RNA, enzimas e
proteinas (LIU, 2011; ASK et al., 2013). Allen et al. (2010) demonstraram que furfural
causa, em S. cerevisiae, danos as mitocondrias, vacuolo, cromatina nuclear e
citoesqueleto provavelmente pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Corroborando esses resultados Kim e Hahn (2013) e Lépez et al. (2021) demonstraram
o acumulo de ERO nessa levedura quando exposta a esse inibidor.

Como resposta, S. cerevisiae reduz o furfural a furan-metanol (alcool furfurilico)
principalmente através de aldeido redutases (Figura 3). Por exemplo, os genes
YKL107W, YMR152W e ARI1, que codificam algumas dessas redutases, ja foram
relatados com a capacidade de reduzir o furfural (WANG et al. (2019), OUYANG et al.
(2021) e DIVATE et al. (2022). Porém, outras enzimas como alcool desidrogenases
(codificadas pelos genes ADH1, ADH6, ADH7) ja foram descritas como capazes de
reduzir furfural (LIU et al., 2008; JAYAKODY et al., 2012). Outras redutases, codificadas
por GRE2 e GRES3 (LIU et al., 2008; MOON e LIU, 2012) também apresentaram essa
caracteristica. Dessa forma, a detoxificacdo de furfural pode ser realizada por enzimas
codificada por multiplos genes, e ndo so6 por aqueles que codificam aldeido redutases
(LIU, 2018). Nesse sentido, Mandalika et al. (2014) sugeriram que a tolerancia de
linhagens de S. cerevisiae nao esta diretamente ligada a atividade de redugao do furfural
a seu alcool, porque o maior crescimento das células nao esta relacionado,
necessariamente, a maior reducdo desse aldeido e envolve outros mecanismos

moleculares.

Figura 3 - Vias de redugéo do 2-furaldeido (furfural) em 2-furanmetanol (alcool furfurilico) acoplados com
NADH e/ou NADPH e catalisados por aldeido redutases.

NADH NADY

o Aldeido 0
Redutase
2-furaldeido - 2-furanmetancl
(Furfural) (FM)

NADPH NADPT

Fonte: Adaptado de Liu (2011)
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Outro ponto relevante na toleréncia a esse inibidor € a preferéncia dessas
enzimas pelos cosubstratos NAD(P)H. In vitro nota-se que a redugédo desse aldeido
acontece tanto por enzimas NADH ou NADPH-dependentes (MOON e LIU, 2015; WANG
et al., 2019). Ja in vivo, redutases NADPH-dependentes apresentaram-se como mais
eficientes (LIU, MA e SONG, 2009; HEER, HEINE e SAUER, 2009). Dessa forma, a
utilizacao exclusiva de NADPH para reducéo do furfural pode provocar um desbalanco
de cosubstratos (LIU et al, 2018). De fato, Gorsich et al. (2006) quando demonstraram
que células deletadas nos genes ZWF1 e GND1, que codificam enzimas da fase
oxidativa da via das pentoses fosfato e responsaveis por geracdo do NADPH,
apresentaram maior sensibilidade ao furfural. Dessa forma, a engenharia de
cosubstratos (cofatores) deve ser levada em consideragdo na obtencédo de linhagens
tolerantes a furfural.

A engenharia genbmica, seja ela com alvo na modificagdo ou superexpressao
de fatores de transcricdo ou genes, € uma importante ferramenta na obtengdo de
linhagens aptas a tolerar ou remediar eficientemente os efeitos do furfural (CHEN et al.,
2019; SUKWONG et al., 2020; MERTENS et al., 2021; DIVATE et al., 2022). Nesse
sentido, a avaliacdo do transcriptoma de S. cerevisiae também foi relatada como
contribuicdo para entender a toxicidade deste aldeido (Liu e Ma, 2020; GOUD, KIM e
ULAGANATHAN, 2022). Os pesquisadores observaram um maior nivel de transcritos,
quando a levedura foi exposta a furfural, de genes que respondem ao estresse oxidativo,
como CTAT (catalase A); SRX1 (sulfiredoxina) e GRX5 (glutarredoxina). Recentemente
a engenharia evolutiva também tem se tornado importante aliada na obtencado de
linhagens tolerantes (PANDEY et al, 2019; LIU e MA, 2020; WEI et al., 2020).

Portanto, o esfor¢o da comunidade cientifica tem se baseado nas engenharias
genbmica e evolutiva para obtencao de linhagens de S. cerevisiae que sejam capazes

de tolerar este inibidor.

1.4 METABOLIZAGAO DE XILOSE POR S. CEREVISIAE RECOMBINANTE: ESTADO
DA ARTE

A xilose, segundo agucar mais abundante na biomassa lignocelulésica, nao é
fermentada naturalmente por S. cerevisiae. No entanto, bactérias e outras leveduras sao
capazes de metabolizar esse acgucar. Diversos géneros de leveduras vém sendo

relatados com essa capacidade como: Scheffersomyces, Candida, Kluyveromyces e



22

Spathaspora (SANCHEZ et al., 2002; CADETE et al., 2009; STAMBUK et al., 2003;
FERREIRA et al., 2011; CADETE et al., 2012; LOPES et al., 2018). Recentemente novos
géneros foram descobertos com a mesma capacidade: Cyberlindnera e Blastobotrys
(BARRETO et al., 2018; BARROS et al., 2021). Nesse caminho, diversas pesquisas tém
focado no uso de Sp. passalidarum e Sp. arborariae como alternativa a S. cerevisiae ou
como fonte de genes que auxiliem na metabolizagdo de xilose (CADETE et al., 2009;
CUNHA-PEREIRA et al., 2011; LONG et al., 2012; MOURO et al., 2020; SILVEIRA et al.,
2021; PEREIRA et al., 2021).

Embora tenham sido descritas novas espécies capazes de metabolizar e/ou
fermentar xilose, geralmente essas linhagens n&o toleram, de forma combinada, a altas
concentragbes de etanol, alta pressdo osmoética (causada pela concentragdo de
agucares), os baixos valores de pH do meio e inibidores formados no processo de pré-
tratamento. Além disso, a grande maioria precisa de oxigénio para uma metabolizagéo
eficiente (LANDRY, et al., 2006; STAMBUK et al., 2019). Por outro lado, a bioprospecg¢ao
de novas linhagens nao deva ser descartada como alternativa para a metabolizagao
eficiente de xilose. Em outro viés, a engenharia genbmica de S. cerevisiae se mostra
promissora para construcdo de linhagens que fermentem eficientemente a xilose
(MATSUSHIKA e SAWAYAMA, 2008; KIM et al. 2013; COIMBRA et al. 2022).

A expressao heterdloga, em S. cerevisiae, de genes que codificam enzimas
necessarias para a metabolizagdo da xilose mostra-se uma alternativa promissora para
a assimilacao eficiente desse agucar. Uma das vias de metabolizagao da xilose relatadas
€ a expressao heterdloga das enzimas xilose redutase (XR; EC 1.1.1.307) e xilitol
desidrogenase (XDH; EC 1.1.1.9) aliada a superexpressao da enzima enddgena de S.
cerevisiae, xiluloquinase (XK; EC 2.7.1.17). Outra alternativa é a utilizacdo da via que
utiliza xilose isomerase (XI; EC 5.3.1.5) oriunda de bactérias ou certos fungos anaerobios
(MATSUSHIKA et al., 2008; MILESSI et al., 2018; CUNHA et al., 2019; NIU et al., 2019;
MOURO et al., 2020; SILVA et al., 2021), conforme se pode observar na Figura 3.

A inser¢cao da via de metabolizacdo da xilose em S. cerevisiae, tornou-as
capazes de fermentar essa pentose ainda que de forma mais lenta do que as hexoses.
Nesse sentido, modificagbes adicionais no genoma dessas linhagens foram realizadas
para melhorar essa eficiéncia, em especial na via das pentoses fosfato (PPP)
(JEPPSSON, et al., 2002; RUNQUIST et al., 2009; ZHA et al., 2014; KPBAYASHI et al.,
2018).
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A PPP é uma importante via de metabolizacdo de carboidratos e produz uma
grande fragdo do NADPH necessario para as células. ZWF1, por exemplo, codifica a
glicose-6-fosfato desidrogenase que regenera o cosubstrato NADPH, mostrando-se
necessario para o metabolismo da xilose (JEPPSSON et al., 2002; GORSICH et al.,
2006). Isso porque, na via XR-XDH, ocorre o desbalango entre os cosubstratos
NAD(P)H, enquanto as XRs preferem NADPH para reduzir xilose, as XDH utilizam NAD*
na oxidacdo do xilitol a D-xilulose (vide Figura 3). Nesse contexto, explica-se a
necessidade de oxigénio para o consumo da xilose visto que esse pode reoxidar o
NADH. Outra consequéncia € o acumulo de xilitol nessa via, o que ja foi relatado por
diversos trabalhos (KARHUMAA et al., 2007; KIM et al., 2013; SANG et al., 2016; ZHU
et al., 2021).

Figura 4 - Alternativas de vias heterélogas de metabolizagao de xilose em S. cerevisiae. Inicialmente a
xilose é reduzida a xilitol pela xilose redutase (XR). Por sua vez o xilitol € oxidado a xilulose pela xilitol
desidrogenase (XDH). Em seguida a xilulose é fosforilada pela xiluloquinase (XK) resultando em xilulo-5-
fosfato que ingressa na via das pentoses fosfato, e posterior glicélise, chegando a produgao de etanol.
Alternativamente, a xilose é diretamente isomerizada a xilulose pela xilose isomerase (XI) e ingressa na
via das pentoses fosfato e posterior glicélise chegando a produgéo de etanol. Em azul um gene que codifica
a Xl em bactérias. Em vermelho os genes que codificam XR, e XDH em leveduras que fermentam xilose.
A XKS1 faz parte do genoma de S. cerevisiae
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Fonte: Autoria propria
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Outro problema envolvido na fermentagao da xilose por S. cerevisiae é que essa
pentose causa uma série de efeitos no metabolismo redox das células. Dzanaeva et al.
(2020) demonstraram um aumento de radicais livres durante a fermentacao de xilose, e
o papel crucial dos peroxissomos na remediacdo desses radicais. O estresse oxidativo
causado por esse carboidrato também ja foi relatado por Cheng et al. (2018). Os autores
mostram que a capacidade de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio esta
associada ao melhor consumo de xilose em um isolado de S. cerevisiae. Dessa forma,
além de abrigar uma via de metabolizagdo da xilose, essa deve ser capaz de remediar
os efeitos oxidativos causados pela metabolizagédo da xilose.

Portanto, a obtencéo de linhagens capazes de fermentar eficientemente xilose &
um dos grandes gargalos na producédo do etanol 2G e esta ligada a capacidade de

remediacdo dos danos oxidativos causados por essa pentose.

1.5 O ESTRESSE OXIDATIVO E OS SISTEMAS DE DEFESAS ANTIOXIDANTES EM
S. CEREVISIAE

A geragao de ERO possuem papel crucial no metabolismo celular. Dentre essas
espécies estido os radicais livres moléculas ou atomos com elétrons livres na sua camada
de valéncia como o radical hidroxila (OH"), o radical peroxila (OH;) e o anion superoxido
(05 *). Entre os nao radicalares estao o oxigénio singleto ('O2) e o peroxido de hidrogénio
(H202). Essas espécies podem acumular-se nas células devido a fatores ambientais,
mutacgdes genéticas e pelo préprio envelhecimento celular (KWON, LEE e LEE, 2017;
MENG et al., 2017).

Conforme visto nos itens anteriores, furfural causa uma gama de efeitos
deletérios para S. cerevisiae — em especial distresse oxidativo. Uma das vertentes para
contornar esse problema é a investigacdo da capacidade dos sistemas de defesas
celulares remediar os efeitos desse aldeido. As células possuem sistemas de defesas
(ndo)enzimaticas para protecao celular e manutencéo do seu estado redox conforme
pode ser observado da Figura 4.

Conforme se observa da Figura 5, em S. cerevisiae os sistemas de defesa
antioxidantes ndo enzimaticos sao: (a) o tripeptideo glutationa atua como antioxidante
utilizando o grupo tiol da cisteina (EARDLEY e TIMSON, 2020); (b) o acumulo do
aminoacido prolina, atuando como sequestrador de radicais livres (TAKAGI, TAGUCHI
e KAINO, 2016; MUKAI et al., 2019; TAKAGI 2021); (c) produgéo de trealose (MAHMUD,
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HIRASAWA e SHIMIZU, 2010; ASADA et al., 2022) auxiliando no reparo de proteinas
desnaturadas ou inibindo essa desnaturacdo; e (d) a homeostase de ions metalicos,
incluindo as metalotioneinas’ (LYU et al, 2022). J4 os sistemas enzimaticos sdo: as
catalases (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationas redutase ou peroxidase
(GPx), tioredoxinas (TSA) e enzimas da via das pentoses fosfato (PPP) (MENG et al.,
2017; XU et al., 2018). Neste contexto, as localizagbes subcelulares das principais

enzimas antioxidantes estdo mostradas na Figura 5.

Figura 5 - Principais sistemas de defesas antioxidantes em S. cerevisiae. Na figura: AA: aminoacido e Via
PPP: via das pentoses fosfato

DEFESAS
ANTIOXIDANTES
Sistemas nao-enzimaticos Sistemas Enzimaticos

* Catalases

» Glutationa (tripeptidec) * Superoxido dismutases

* AA Prolina * Glutationas redutase e

+ Trealose peroxidase

* Homeostase de ions * Tiorredoxinas redutase e
metilicos peroxidase
» Viia PPP”

Nota: * A via das pentoses-fosfato é considerada um sistema de defesa antioxidante pela regeneragéo do
cosubstrato NADPH.
Fonte: Autoria prépria (2022)

1 Metalotioneinas s&o pequenas proteinas ricas em cisteinas com propriedades antioxidantes, e tem
capacidade de se ligar a diversos ions metalicos.
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Figura 6 - Localizagéo celular das principais enzimas do sistema de defesa antioxidante em S. cerevisiae.
Na Figura: superoxido dismutase (Sod1 e Sod2); catalases A e T (Cta1 e Ctt1, respectivamente);
tiorredoxina peroxidase (Tsa1 e Tsa2); peroxirredoxina (Prx1) e glutationa peroxidase (Gpx1, Gpx2 e Hyr1)

Matriz mitocondrial
Espaco intermembrana mitocondrial
Sod1 Ctal, Sod2, Hyrl,Prxl
= Peroxissomo
i Ctal
.-I "'.:F-‘]
S
=\ ;
AT T
L
[ Micleo
Sod1, Gpx2
Citosol
Sod1, Ctil, Tsal, TsaZ, Gpx1, Gpx2,
Hyr1

Nota: Criado com BioRender.com
Fonte: Autoria prépria

Em S. cerevisiae as superéxido dismutases (EC: 1.15.1.1) sao codificadas pelos
genes SOD1 e SOD2, e convertem o anion superéxido em H20O2 e oxigénio molecular
que, posteriormente, pode ser convertido a agua por catalases ou peroxidases. As
glutationa peroxidases (EC: 1.15.1.1), codificadas pelos genes GPX1, GPX2 e HYR1,
utilizam o H202 como substrato para a oxidagao da glutationa reduzida (GSH) formando
dissulfeto de glutationa (GSSG). Por sua vez, as glutationa redutases (EC: 1.8.1.7)
catalisam a reducao da glutationa disulfeto (GSSG) gerando a forma sulfidrila (GSH).
Ainda, as tiorredoxinas peroxidases (EC: 1.11.1.24), codificadas pelos genes TSA7 e
TSA2, e a peroxirredoxina (PRX1) — uma peroxirredoxina mitocondrial com atividade de
tiorredoxina peroxidase.

Além disso, essa levedura possui ainda duas catalases (EC:1.11.1.6): A catalase
A e a catalase T, codificadas pelos genes CTA71 e CTT1, respectivamente. Enquanto a
catalase A esta localizada nos peroxissomos e nas mitocondrias, a catalase T é
citosélica, embora a funcado das duas seja a mesma: catalisar a conversao do H202 a O2

e H20. A catalase A peroxissomal é responsavel pela detoxificagdo de H202 produzido
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pela B-oxidacdo dos &cidos graxos (MATE et al., 1999), ao passo que a mitocondrial é
responsavel por detoxificar o H2O2 produzido pelas enzimas SOD na defesa de ERO
(STURTZ et al., 2001). Ja a catalase citosolica parece estar envolvida na proteg¢do contra
o choque térmico e osmatico, restricao caldrica e ao proprio H2O2 (GODON et al., 1998)
sugerindo que seu papel protetor € generalizado.

Conforme exposto no item anterior deste trabalho, o furfural é capaz de promover
acumulo de ERO. No entanto, a consequéncia desse acumulo nas fermentagdes de
hidrolisados lignoceluldsicos, assim como o papel das catalases nesse processo, em
especial na presenca de xilose e furfural, ndo esta totalmente elucidada. Assim, este
trabalho buscou avaliar os efeitos da superexpressao e/ou delecao das catalases de S.

cerevisiae frente a exposicao das células de levedura ao furfural.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo, através da engenharia gendmica
(superexpressdo ou delecdo génica) de S. cerevisiae, avaliar a contribuicdo das
catalases codificadas pelos genes CTA7 e CTT1 na capacidade das leveduras de tolerar
o inibidor furfural, presente em hidrolisados lignoceluldsicos utilizados para a produgao

de etanol de segunda geracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir um médulo de superexpressao utilizando o promotor do gene TDH3
de S. cerevisiae.

e Desenvolver linhagens recombinantes de S. cerevisiae que superexpressem
os genes CTA1 e/ou CTT1.

e Construir linhagens recombinantes de S. cerevisiae onde os genes CTA1 e/ou
CTT1 estejam deletados.

e Avaliar os niveis de atividade da catalase nas linhagens recombinantes
construidas.

e Estimar os niveis de espécies reativas e de peroxido de hidrogénio nas
linhagens recombinantes desenvolvidas.

e Analisar os perfis de crescimento e de cofermentagao de glicose e xilose pelas
linhagens recombinantes construidas, em meios sintéticos e hidrolisado

hemiceluldsico.



3 METODOLOGIA

3.1 LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA

As cepas de leveduras utilizadas e desenvolvidas no presente trabalho estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho

. oy Fonte ou
Linhagens Genétipo relevante Referéncia
MATa MAL2-8c ura3-52 his341 leu2-3/112 trp1- w
ENPK-X-RDK LBMBL

c 289 e AURT::.pAUR-XKXDHXR*
Isogénica MP-P5*** mas loxP-KanMX-loxP-

EZY-01 DADH1:: YNL 134C Zanella (2018)

ASY-3 Isogénica a DLG-K1****, mas pho13A::loxP- Dos Santos (2017)

CENPK-X-RDK-Kan-
TDH3

CENPK-X-RDK-Ble-TDH3

sCTA1

sCTT1

sCTA1-sCTT1

dCTA1

dCTT1

dCTA1-dCTT1

dCTA1-sCTT1

dCTT1-sCTA1

MPC5H1

MPC5H1CA1

Bler-loxP

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-
loxP-ProHs:: TDH3

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas loxP-BleMX-
loxP-ProHs:: TDH3

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-
loxP-P TDH3-'-'C TA1

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-
/OXP-PTDHg.'.'C TT1

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-
10xP-P1pH3::CTT1 e loxP-BleMX-loxP-

P TDH3-'-'C TA1

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas cta1A::LoxP-
Ble"-LoxP

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas ctt1A::LoxP-
Ble"-LoxP

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas cta1A::LoxP-
Ble™-LoxP e ctt1A::LoxP-Kan'-LoxP

Isogénica a CENPK-X-RDK, mas cta1A::LoxP-
Ble™-LoxP e loxP-KanMX-loxP-Prpn3::CTT1
Isogénica a CENPK-X-RDK, mas ctt1A::LoxP-
Ble™-LoxP e loxP-KanMX-loxP-Prpn3::CTA1

Isogénica a MP-C5, linhagem essa oriunda da
cepa CAT-1 (isolada de dornas de fermentagao
de etanol 1G) mas loxP-KanMX-loxP-
PADH1::[4-59A]HXT1

Isogénica a MPC5H1, mas mas loxP- BleMX -
/OXP-PTDHg.'.'C TA1

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Pereira et al.
(2021)

Este trabalho

Notas: * Essa cepa é originaria da linhagem CEN.PK2-1C (ENTIAN E KOTTER ,1998). ** Laboratério de
Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras — LBMBL (UFSC). *** A linhagem MP-P5 & uma linhagem
diploide oriunda da linhagem PE-2 (BASSO et al. 2008), linhagem essa isolada das dornas de fermentagao

de etanol 1G). **** A linhagem DLG-K1 foi construida por Gongalves (2014).
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As linhagens foram cultivas em meio rico YP (10 g L' de extrato de levedura, 20
g L' de peptona) suplementados com a fonte de carbono de interesse (20 g L-' de glicose
e/ou xilose) e o pH ajustado para 5,0 com HCI (3M). Para os meios solidos foi adicionado
20 g L' de agar. Quando necessario, aos meios foram adicionados 200 mg L' de
Geneticina (G418-Sigma) ou 500 mg L' de Zeocina (Invivogen), em condigbes
asseépticas. Quando utilizada a Zeocina o pH dos meios de cultura foi ajustado para 8,0
com NaOH (5M). Todos os meios foram esterilizados por calor umido (autoclave a 120
°C por 20 min).

3.2 ENGENHARIA GENETICA EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE

As modificagdes gendmicas realizadas nas linhagens da levedura S. cerevisiae
basearam-se em reagdes de PCR - Polymerase Chain Reaction e recombinagao
homologa conforme descrito por (PETRACEK e LONGTINE, 2002), e utilizando a enzima
DNA polimerase de alta fidelidade Phusion® High Fidelity DNA Polymerase Thermo
Scientific™, seguidas da transformagao das linhagens através do método de acetato de
litio conforme descrito por Gietz e Woods (2006). Os produtos da PCR foram visualizados
por meio de eletroforese horizontal em gel de agarose 1% (m/v) em tampao TBE (45 mM
Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo 2,5 ug mL-" de brometo de etidio, em luz
ultravioleta, no fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System (BioRad).
As reagdes de PCR foram realizadas utilizando os oligonucletideos descritos na Tabela
2.

Inicialmente, para obtengdo dos moddulos de superexpressédo utilizando o
promotor forte e constitutivo do gene TDH3 (PoH3), se fez necessario a insergédo dos
genes Kan' e Ble" a montante desse promotor nativo. O fragmento de amplificagcao
considerado como Ptpn3 foi definido utilizando como base a sequéncia do promotor GPD
do plasmideo p426-GPD (ATCC 87361)%. Para a amplificagdo dos genes marcadores
foram realizadas extracdes de DNA das linhagens das leveduras recombinantes EZY-01
(ZANELLA, 2018) e ASY-3 (DOS SANTOS, 2017) utilizando-se o Kit comercial YeastStar
Genomic DNA Kit™(Zymo Research). Essas linhagens contém em seus genomas 0s

genes Kan'" e Ble', respectivamente.

20 promotor Ptons € amplamente conhecido na literatura como promotor GPD, dando origem aos
plasmideos da familia pAXX (MUMBERG, MULLER e FUNK, 1995).
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Tabela 2 - Oligonucleotideos (iniciadores) utilizados neste trabalho

Iniciador? Sequéncia (5> 3’)°
Recombinagéao
IDH3.REC.E  GAAAAGAACTTACCTGAAAAAAACGAATATATACTAGCGTCCAGCTGAAG
CTTCGTACGC
CGTATTCTTTGAAATGGCAGTATTGATAATGATAAACTCGGCATAGGCCAC
TDH3-REC-R TAGTGGATC
CTA1-Super2-F- AACAAATATAAACTCCGAAAATCCCCACAGTGACAGAATTCCAGCTGAAG
pGPD CTTCGTACGC
AGTAATTTACTTCATTTTTTTCTTGTCCCAATTTCGACATTTTGTTTGTTITAT
CTA1 — Super-R GTGTG
cTA1.DoLf  TAGCCGCGCAAGTTGGTGGGGTCCCTTAATCCGAAAAAGGCCAGCTGAA
GCTTCGTACGC
AGTAATTTACTTCATTTTTTTCTTGTCCCAATTTCGAGCATAGGCCACTAGT
CTA1-Del-R aGATe
CTT1- Super-F- TAAGGATTCGACGTAGCCTGGACACATTGTGCATTTATCGCCAGCTGAAG
pGPD CTTCGTACGC
CTT1-Super-R- CTTTTTCTTGCTTTTCTTCTTTTTTACCGAACACGTTCATTITGTTITGTTTATG
pGPD TGTG
CTTCTCTTGTCTCATGCCAATAAGATCAATCAGCTCAGCCCAGCTGAAGCT
CTT1-DelF  1oGTACGE
CTT1.DoLR  GGCACTTGCAATGGACCAAGTCTTGGCATAACCTTCAAGGGCATAGGCCA
CTAGTGGATC
Verificagao
V-TDH3-F CGGTAGACTATTAAAGGGTG
V-TDH3-R AACTTACCTTCAGCGGCAGC
V-Kan-F CCGGTTGCATTCGATTCC
V-Ble-F CCTTCTATGAAAGGTTGGGC
V-CTA1-F TGTAGTGCCACATGGAAACG
V-CTA1-R TTGGTAAGGAACCGTGGTAC
CTA1'VR9”F°ra' GACATCGTTTCTTGGTTCCC
V-CTT1-F GAAGCCAGAGATGATGAGGA
V-CTT1-R GCTCCCAATCTATGACGTTG
CTT1- VeriFora- GTGCTTGTACATACGACCAAT

R
Notas: 2 As letras F e R s3o referentes aos iniciadores forward e reverse, respectivamente. ® Nos
iniciadores para recombinagdo, as sequéncias sublinhadas permitem a amplificagdo dos moédulos de
delecdo ou superexpressao, enquanto as sequéncias em negrito sao para a recombinagdo homoéloga.

Para a construgao do médulo de superexpressao, o gene Kan’ foi amplificado
utilizando o par de iniciadores TDH3-REC-F e TDH3-REC-R (vide Tabela 2) e o DNA
gendmico da levedura EZY-01 como molde. Esses iniciadores contém nas suas
extremidades, regides de similaridade anteriores e no inicio do Ptpns (Figura 7-A). Dessa
forma, por recombinagcdo homoéloga, o gene Kan' foi inserido na regiao imediatamente
anterior ao Ptpns, construindo assim a linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 (Figura 6-A).
De igual forma, empregando os mesmos iniciadores (TDH3-REC-F e TDH3-REC-R),

porém utilizando o DNA extraido da linhagem ASY-03, o fragmento amplificado foi aquele
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contém o gene Ble' e, por recombinacdo homologa e transformagao da levedura, foi
construida a linhagem CENPK-X-RDK-Ble-TDH3 (Figura 7-B). Ambas as linhagens
recombinantes foram selecionadas em meio solido (YPD) contendo o respectivo
antibiotico (Geneticina para a cepa contendo o gene Kan" e Zeocina para aquela

contendo o gene Ble').

Figura 7 - Inser¢ao dos genes Kan" e Ble" a montante do promotor PTDH3. Em A: amplificagdo, por PCR,
do gene Kan' e insergéo, por recombinagao homaologa, na regido anterior ao Ptons. Em B: amplificagéo,
por PCR, do gene Ble" e insergéo, por recombinagcao homéloga, na regido anterior ao PtpHs.

A 'B
TDH3-REC-F 1 TDH3-REC-F

1

1
— e | — —

1
I TDH3-REC-R : l TDH3-REC-R
---------------------- @ e (1

1
|
|
|
|
CENPK-%-RDK 1 CENPK-X-RDK
1
Pioa E 1 Py E
1
|
|

............... RECOMBINACAO HOMOLOGA = = = = = = === = -] - —===—====— ==~ - RECOMBINACAC HOMOLOGA - - - = = - — = — -

1
I
CENPK-X-RDK 1 CENPK-X-RDK []
& 1 Ble-TDH3
1

Posteriormente, para a construcéo da linhagem sCTA1 e sCTT1, linhagens que
superexpressam os genes CTA71 e CTT1, respectivamente, foi utilizado o mddulo
construido anteriormente contendo o gene Kan" e o Ptpns. Para isso, foi utilizado o DNA
extraido da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 e o par de iniciadores CTA1-Super2-F-
pGPD/CTA1-Super-R (ver Tabela 2). Esses iniciadores contém, nas suas extremidades,
regides de similaridade (~40 pb) anteriores e na regido inicial ao gene alvo da
superexpressao e, por transformacdao da levedura e recombinagcdo homologa, foi
construida a linhagem sCTA1 (Figura 8A). Ja para a construcéo da linhagem sCTT1 os
iniciadores utilizados foram CTT1-Super-F-pGPD/CTT1-Super-R-pGPD para amplificar
o0 modulo de superexpressao da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3. Esses iniciadores
também contém nas suas extremidades regides de similaridade (~40 pb) anteriores e na
regido inicial ao gene alvo (ver Tabela 2). A representacdo esquematica dessa
construgéo esta mostrada na Figura 8B.

Ja para a construgcdo da linhagem industrial recombinante (MPC5H1CA1) foi

utilizado o moédulo de superexpressdo contendo o gene marcador Ble'. Para isso, foi
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realizada a extragdo do DNA da linhagem CENPK-X-RDK-Ble-TDH3 e, por PCR,
utilizando o par de iniciadores CTA1-Super2-F-pGPD/CTA1-Super-R, foi amplificado
esse modulo e transformado na linhagem MPC5H1 dando origem a linhagem
MPC5H1CA1 (Figura 9).

Figura 8 - Amplificagdo do moédulo de superexpressao e transformagao na levedura CENPK-X-RDK. Em
A: Amplificagdo, por PCR, do modulo de superexpressao loxP-Kan'-loxP-PtoHs e insergdo, por
recombinagdo homologa, na regido promotora do gene CTA71. Em B: Amplificagédo, por PCR, do moédulo
de superexpressao loxP-Kan"-loxP-Ptpns € inser¢géo, por recombinagdo homdloga, na regido promotora do

gene CTT1
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utilizado o par de iniciadores CTA1-Del-F/CTA1-Del-R (ver Tabela 2) que contém, nas
suas extremidades, regides de similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene
CTA1. O DNA molde para essa amplificagcao foi o extraido da linhagem CENPK-X-RDK-
Ble-TDH3. Ao final, o produto da PCR foi transformado na levedura CENPX-X-RDK e,
por recombinacao homoéloga, substituiu o gene CTA17 pelo gene Ble", dando origem a
linhagem dCTA1 (Figura 10A). Para a delecao do gene CTT1 a estratégia utilizada foi
semelhante a anterior, no entanto, utilizando o par de iniciadores CTT1-Del-F/CTT1-Del-
R que contém regides de similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene CTT1.
Dessa forma, por transformacao da levedura e recombinagao homadloga, o gene CTT1

foi substituido pelo gene Ble" (Figura 10B).
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Figura 9 - Amplificagdo do médulo de superexpressao e transformagao na levedura MPC5H1. Foi realizada
a amplificagdo, por PCR, do médulo de superexpressao loxP-Ble-loxP-PTDH3 e insercdo, por
recombinagdo homodloga, na regido promotora do gene CTA7 da linhagem MPC5H1, originando a

linhagem MPC5H1CA1.
%, CTA1-Super2-F-pGPD
ik e LOPEILOP i, TOH
Ble-TDH3 o
\CTA1—Super-R
_______________________ PCR@------------------

Moédulo de Sobre-expressao

et . [
_________________ RECOMBINA(;AO e e e e e e e e e e
HOMOLOGA

MPC5H1CA1

MPC5H1

Na construcdo da linhagem onde ambas as catalases estdo deletadas (linhagem
dCTA1-dCTT1) o DNA da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 foi extraido e utilizado
como molde para as reagdes de PCR utilizando o par de iniciadores CTT1-Del-F/CTT1-
Del-R (vide Tabela 2). O amplificado resultante dessa PCR foi utilizado para transformar
alevedura dCTA1 e, por recombinagdo homologa, o gene CTT1 foi substituido pelo gene
Kan’, dando origem a linhagem dCTA1-dCTT1 (Figura 11A). Para a construgao da
linhagem onde ambas catalases estdo superexpressas (linhagem sCTA1-sCTT1) foi
utilizado o mddulo de superexpressao contendo o gene Ble". Resumidamente, esse
modulo foi amplificado, por reagdes de PCR, utilizando o par de iniciadores CTT1-Super-
F-pGPD/CTT1-Super-R-pGPD que contém, nas suas extremidades, regides de
similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene CTT1. Esses amplificados foram
utilizados para transformar a levedura sCTA1 e, por recombinacdo homodloga, foi
construida a linhagem sCTA1-sCTT1 (Figura 11B).
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Figura 10 - Amplificagcdo do médulo de delegdo e transformagdo na levedura CENPK-X-RDK. Em A:
Amplificagdo, por PCR, do médulo de delecdo LoxP-Ble'-LoxP e, por recombinagdo homodloga, a
substituicdo do gene CTA1. Em B: Amplificagao, por PCR, do médulo de delegao LoxP-Ble'-LoxP e, por
recombinagédo homodloga, a substituicdo do gene CTT1
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Figura 11 - Amplificagdo dos médulos de delegao e de superexpressao para transformacao nas leveduras
dCTA1 e sCTA1. Em A: Amplificacdo, por PCR, do mdédulo de delecdo LoxP-Kan'-LoxP e por
recombinagédo homdloga a substituicdo do gene CTA7. Em B: Amplificacdo, por PCR, do médulo de
superexpressao LoxP-Ble'-LoxP-Ptons e insergcéo, por recombinagdo homologa, na regido promotora do
gene CTT1
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Adiante, a estratégia utilizada para a construgdo das linhagens dCTA1-sCTT1 e
dCTT1-sCTA1 foi semelhante a utilizada para superexpressar as catalases

individualmente (ver acima). Para isso, o médulo de superexpressao, contendo o gene
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Kan', foi amplificado por PCR utilizando o par de iniciadores CTT1-Super-F-pGPD/CTT1-
Super-R-pGPD e transformado na levedura dCTA1 originando a linhagem dCTA1-sCTT1
(Figura 12A). Por fim, para a construgdo da linhagem dCTT1-sCTA1 o mddulo de
superexpressao foi amplificado do DNA extraido da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3
utilizando o par de iniciadores CTA1-Super2-F-pGPD/CTA1-Super-R. Esse médulo foi
transformado na levedura dCTT1 e, por recombinagdo homdloga, integrado no genoma

dessa linhagem, dando origem a linhagem dCTT1-sCTA1 (Figura 12B).

Figura 12 - Amplificagdo do médulo de superexpressao e transformagao nas leveduras dCTA1 e dCTTA1.
Em A: Amplificagdo, por PCR, do médulo de superexpressdo LoxP-Kan'-LoxP-PtoHs e inser¢do, por
recombinagdo homologa, na regido promotora do gene CTT1. Em B: Amplificagcdo, por PCR, do mddulo
de superexpressado LoxP-Kan"-LoxP-PtoHs e insergéo, por recombinagao homadloga, na regido promotora

do gene CTA1
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3.3 OBTENGCAO DOS EXTRATOS PROTEICOS E DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
DA(S) CATALASE(S)

A atividade da enzima catalase foi determinada pela taxa de consumo do H20o,
nos extratos proteicos totais em espectrofotometro a 240 nm conforme descrito por Aebi
(1984) e revisado por Hadwan e Abed (2016).

Inicialmente, as cepas foram pré-crescidas em 5 mL de meio rico YPD a 30°C e
160 rpm, overnight. Posteriormente, as culturas foram lavadas e centrifugadas (3000 g
por 5 min) duas vezes em tampao fosfato de potassio (KPi) 0,1M pH 7,0, descartando-
se o0 sobrenadante apds a segunda centrifugacao. As células entao foram ressuspensas
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em 1 mL de KPi 0,1M pH 7,0 e transferidas para microtubos de volume 2 mL e
adicionadas “bolinhas de vidro” (glass beads — 425-600 um, lavadas em acido - Sigma
Aldrich) na proporgédo 1:0,5 (volume de cultura:bolinhas de vidro). Em seguida, os
microtubos foram agitados vigorosamente (vortex) alternando-se um minuto de agitagcéo
e um minuto em banho de gelo, por cinco repetigdes. Feito isso, as amostras foram
centrifugadas (1000 g por 15 min) e o sobrenadante transferido para outro microtubo e
novamente centrifugado (20000 g por 20 min). Por fim, o sobrenadante foi armazenado
(-80 °C) e o pellet ressuspenso em KPi 0,1M pH 7,0 contendo 0,1% (v/v) de Triton — X-
100 Solution (Sigma) e armazenado nas mesmas condi¢gdes. Os sobrenadantes e os
pellets foram utilizados para a determinacéo da atividade da(s) catalase(s). Da mesma
maneira, outras culturas foram realizadas com as células (D.Osoonm = 1.0) sendo
incubadas, apds crescimento em YPD overnight, em tamp&o KPi 0,1M pH 7,0 contendo
3,8 g L' de furfural, a 30 °C e 160 rpm por duas horas. A extragdo das proteinas totais e
armazenamento do sobrenadante foi idéntico ao exposto acima.

Os sobrenadantes, dos extratos proteicos das células ndo expostas ao furfural,
foram também utilizados na realizagdo dos ensaios de inibi¢ao da(s) catalase(s) in vitro.
Para isso, o procedimento foi semelhante ao ja descrito anteriormente. No entanto, ao
meio reacional, foram adicionadas concentragdes crescentes de furfural (10-1000 uM).
De posse destes resultados, a concentragéo de furfural capaz de inibir 50% da atividade
da(s) catalase(s) — ICso, in vitro, foi determinada ajustando-os em uma curva dose-
resposta no software Graphpad Prism® conforme descrito por Hung et al. (2018). Em
todos os ensaios, os valores de atividade das catalases foram normalizados de acordo

com a concentracao total de proteinas seguindo metodologia de Bradford (1976).

3.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE ESPECIES REATIVAS (ER)

Os niveis de ER foram determinados através do fluoréforo diacetato de 2,7-
dicloro-fluoresceina (DCF-DA) conforme descrito por Madeo et al. (1999) e Allen et al.
(2010). Para isso, as cepas foram pré-crescidas em meio rico YPD e a concentragao
celular ajustada para D.Oeoonm = 1.0. O volume de 1 mL da cultura foi transferido para
um microtubo, centrifugado (3000 g por 5 min) e lavado duas vezes com tampao PBS
(Tampao fosfato-salino) 0,1M pH 7,0 e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspensas no mesmo tampao contendo 3,8 g L' de furfural e incubadas a 30 °C por

duas horas. Passados esses periodos, as culturas foram novamente lavadas duas vezes
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e ressuspensas em solugéo de 10 uM de DCF-DA em PBS pH 7,0 e incubadas no escuro
por 1h. A seguir, as culturas foram centrifugadas (3000 g por 5 min) e ressuspensas em
200 pyL de PBS pH 7,0 e transferidas para uma placa de 96 pogos (Cell Culture
Microplate, 96 Well, Black) e realizadas leituras de fluorescéncia em espectrofluorimetro
(Spectra MAX Gemini EM) — Excitacdo em 488 nm e Emissdo em 532 nm. Os valores
de fluorescéncia relativa foram normalizados com o valor obtido das cepas parentais:

CENPK-X-RDK para as linhagens laboratoriais e MPC5H1 para a linhagem industrial.

3.5 DETERMINAGAO DOS NiVEIS DE H20, — METODO AMPLEX® RED

Para a determinagao dos niveis de H>Ofoi utilizado o Kit Amplex® Red Hydrogen
Peroxide (Molecular Probes® - Invitrogen) seguindo o protocolo proposto pelo fabricante.
Em suma, o reagente Amplex® Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina) detecta H2O>
através da reagdo com peroxidase de raiz-forte (HRP - horseradish peroxidase) na
proporcdo estequiométrica 1:1, produzindo a resorufina — vermelho fluorescente
(DEBSKI et al., 2016).

Para esses ensaios foram utilizados os extratos proteicos obtidos conforme
descrito no item 3.3. Dessa forma, o extrato proteico foi incubado na presenca de
Amplex® Red contendo a peroxidase HRP por 40 min no escuro e realizada leitura de
fluorescéncia em espectrofluorimetro (Spectra MAX Gemini EM) — excitagao 540 nm e
emissdao 560 nm. Os niveis de peroxido de hidrogénio foram determinados a partir de
uma curva padrao nas mesmas condi¢gdes da amostra e normalizados em relagao a cepa

CENPK-X-RDK para as linhagens laboratoriais e MPC5H1 para a linhagem industrial.

3.6 CRESCIMENTO CELULAR EM MICROESCALA

A fim de verificar a cinética de crescimento celular foram realizados crescimentos
em microescala em placas de 96 poc¢os. Para isso, as linhagens foram pré-crescidas em
meio rico liquido YPD e sob agitacdo (160 rpm) a 30 °C overnight. Posteriormente, a
densidade ¢tica (DO) foi mensurada em espectrofotdbmetro e ajustada (DOsoonm =1,0).
Feito isso, as cepas foram inoculadas em placas de 96 pogos (absorbancia inicial 0,1 a
600 nm) em novos meios de cultura YP contendo 40 g L' de glicose ou 20 g L' de xilose
ou ainda 40 g L' de glicose mais 20 g L' de xilose, todos contendo 3,8 g L~ de furfural,
e seladas (AccuClear Sealing Film for gPCR). Em seguida as placas foram incubadas
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em leitora multifuncional (Tecan Echisto Infinite m200 Pro) a 30 °C sob agitacéo
constante por até 160h e o crescimento celular mensurado pela densidade otica
(DOsoonm). Ao final, as placas foram centrifugadas a 3500 g por 10 min e o sobrenadante

congelado a -20 °C para posterior analise do etanol produzido.

3.7 COFERMENTAGAO EM BATELADA SIMPLES

Para os ensaios fermentativos em batelada simples as leveduras foram pré-
crescidas em 50 mL de meio rico YPD, até sua fase exponencial (~12 h). As culturas
foram centrifugadas a 4 °C e lavadas com agua destilada estéril duas vezes e
ressuspensas em agua destilada estéril até atingirem uma concentragdo celular
equivalente a DOeoonm = 40. Uma aliquota de 5 mL da suspensao celular (4x) foi
misturada com 5 mL de meio rico YP (4x); 5 mL de glicose 40 g L' (4x); 5 mL de xilose
20 g L' (4x), em frascos de 25 mL com tampa fechada, de modo que a concentragao
celular resultou em uma DOsoonm = 10 (= 2,7 g L"). Nesses meios foram adicionados
furfural de modo que a concentragdo final deste aldeido foi de 3,8 g L. Da mesma
maneira foram preparados outros frascos, porém sem a adi¢ao de furfural. Os frascos
foram incubados sob agitagao orbital (180 rpm) a 30 °C por até 48h.

De maneira semelhante foram realizadas fermentagdes em batelada simples
utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar produzido por
PEREIRA et al. (2022). Em suma, o bagaco de cana-de-agucar foi cedido pela Usina
Santa Maria, localizada em Manduri — Sdo Paulo e passou por processo de pré-
tratamento acido (H>SO4) e alta temperatura (140 °C) em reator de liga de aco.
Posteriormente, foi filtrado e concentrado em evaporador. Ao final, obteve-se o
hidrolisado hemicelulésico que continha, aproximadamente: 160 g L-! de xilose, 25 g L
de glicose, 0,55 g L' de acido acético, 0,08 g L' de HMF e 0,8 g L' de furfural. Para a
cofermentacao, utilizando esse hidrolisado, uma aliquota de 5 mL da suspenséo celular
(4x) foi misturada com 5 mL do hidrolisado; 4 mL de glicose 300 g L'; 6 mL de agua
destilada estéril, em frascos de 25 mL com tampa fechada.

Para ambas as fermentagdes aliquotas foram retiradas, centrifugadas e o
sobrenadante armazenado (-20 °C) para posterior determinagao dos perfis de consumo
de acucares, producdo de metabdlitos e detoxificacdo do furfural via Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE, conforme descrito abaixo.
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3.8 DETERMINAGCOES ANALITICAS

O etanol produzido durante os crescimentos em microescala (item 3.6) foi
quantificado enzimaticamente por reagdo da enzima alcool oxidase oriunda de Pichia
pastoris (Sigma) e a peroxidase de raiz forte (Toyobo do Brasil), através de metodologia
adaptada de Salgado et al. (2000). Para tanto, 10 uyL de amostra foram incubados em
placas de 96 pocos com 200 uL do reagente enzimatico (0,5 U/mL de alcool oxidase, 4
U/mL de peroxidase, 14 mM de 4-aminoantipirina e 60 mM de fenol). As placas entéo
foram incubadas em leitor multifuncional (Tecan Echisto Infinite M200 Pro) por uma hora
e a absorbancia foi medida a 505 nm. A concentracao final de etanol foi calculada
utilizando curva de calibragao construida com solugéo padréo de etanol (0 — 10 g L™).

As determinag¢des do consumo dos substratos (glicose e xilose) e os metabdlitos
(glicerol, xilitol, acido acético e etanol) produzidos nas cofermentagdes (item 4.7), bem
como a detoxificagdo de furfural, foram realizadas utilizando CLAE nas seguintes
condigdes: Cromatografo liquido (Shimadzu Prominence LC-20A - Shimadzu); coluna:
Aminex HPX-87H (Biorad Organic Acid Column); fase movel: HoSO4 5 mM; fluxo: 0,6 mL
min-'; temperatura do forno: 65 °C; detector: indice de refragdo; volume de injegéo: 10
ML. A concentracdo dos acucares, metabdlitos e do furfural foram determinadas

utilizando curvas-padrao construidas nas mesmas condigdes das amostras.

3.9 CALCULO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

A velocidade de consumo de acgucar (V) foi calculada entre a razao do agucar
consumido e o tempo, de acordo com a Equagéao 1. A velocidade de consumo de agucar

é expressaemg L’ h.

V= (agﬁcaro—agﬁcarf) Equagso (1)

t
Onde:

agucarg = concentragao inicial de agucar expressa em g L
agucarr = concentracgao final de agucar, expressa em g L™’

t = tempo, expresso em horas.
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A produtividade volumétrica de etanol (Q) foi calculada pela razdo entre o etanol
final menos o etanol no tempo zero e o tempo de fermentacéo, conforme a Equacgao 2.

A produtividade volumétrica de etanol é expressa em g L-! h™'.

Q= (@) Equacéo (2)

Onde:
Et: = concentragio final de etanol, expressa em g L;
Eto = concentragao inicial de etanol, expressa em g L';

t = tempo, expresso em horas.

O fator de rendimento do processo fermentativo foi calculado pela razdo entre o
etanol final menos o etanol no tempo zero e a concentracdo de agucar final menos a

inicial conforme Equacao 3.

Ets—E
YE/S:( tr=Fo ) Equacso (3)

agicary— agicary
Onde:
Et; = concentragéo final de etanol, expressa em g L';
Eto = concentragao inicial de etanol, expressaem g L';
Aclcaro= concentragéo inicial de agucar, expressa em g L';

Acucars= concentragao final de agucar, expressa em g L';
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONSTRUCAO DOS MODULOS DE SUPEREXPRESSAO UTILIZANDO OS
GENES KanF, Ble® E O PROMOTOR PrpH3

A superexpressao das catalases, codificadas pelos genes CTA7e CTT1em S.
cerevisiae, foi um dos objetivos deste trabalho. No entanto, embora em nosso grupo de
pesquisa dispunhamos de cepas com moédulos de superexpressao construidos com o
promotor do gene ADH1 (Papn1), esse promotor ndo era o mais indicado para este
trabalho. Isso porque, a expressdo génica € altamente influenciada por condigbes
ambientais, como compostos quimicos (XIONG et al., 2018; MYBURGH, ROSE e
VILJOEN-BLOOM, 2020; CANONERO et al. 2022; BIAN et al. 2022), o que em nosso
trabalho envolvia o furfural, presente nos hidrolisados lignocelulésicos. De fato, Xiong et
al. (2018) demonstraram que Papn1, geralmente relatado como um promotor forte e
constitutivo, teve sua forga significativamente variavel na presenca de acido acético,
furfural e xilose. Os mesmos autores mostram que o promotor do gene TDH3, que
codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), dentre oito promotores
avaliados, teve maior expressao na presenca de furfural ou xilose. Desse modo, levando
em conta o relatado na literatura, optou-se em construir novos moddulos de
superexpressao utilizando o promotor Ptphs.

Inicialmente, a constru¢ao dos modulos de superexpressao loxP-KanMX-loxP-
ProHs e loxP-BleMX-loxP-Proxs se deu por reagdes de PCR, transformagao das
leveduras e recombinagcao homaéloga conforme detalhado anteriormente (Item 4.2). Para
isso, os genes Kan™ (= 1600 pb) e Ble" (= 1200 pb) foram inseridos na regiao
imediatamente anterior ao PtpH3 (= 650 pb). Dessa forma, originou-se os modulos de
superexpressao contendo, aproximadamente, 2250 pb para aquele utilizando o
marcador Kan" e 1850 pb onde o gene marcador foi o Ble". Como consequéncia, originou-
se as linhagens  CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 e CENPK-X-RDK-Ble-TDH3,
respectivamente. A verificacdo da correta insercdo desses genes foi realizada por
reacoes de PCR utilizando o DNA extraido tanto da linhagem parental como das
recombinantes.

Analisando a Figura 13 nota-se que o par de iniciadores V-TDH3-F e V-TDH3-R,
que anelam na regiao anterior e final do gene TDH3 respectivamente, amplificou

fragmentos de aproximadamente 3650 pb na linhagem recombinante CNPK-X-RDK-
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Kan-TDH3 e 2141 pb na linhagem parental (Figura 13-B, raias 1R e 2P). Ja quando
utilizados o par de iniciadores V-Kan-F e V-TDH3-R, que anelam no interior do gene Kan'
e no final do gene TDHS3, respectivamente, é possivel observar uma banda equivalente
a aproximadamente 1432 pb na raia referente a linhagem recombinante (Figura 13-B,
raia 3R). Por outro lado, utilizando o mesmo par de iniciadores, porém com o DNA da
linhagem parental, n&o foi possivel observar nenhum amplificado (Figura 13-B, raia 4P)
visto que essa linhagem n&o possui em seu genoma o gene Kan'. Dessa forma,
confirmou-se a correta inser¢do do gene Kan” a montante do Ptpns. Nesta figura e nas
préximas, “P” indica a linhagem parental e “R” indica a linhagem recombinante.

Para a construgdo do médulo de superexpressao, porém agora utilizando o gene
marcador Ble', a estratégia utilizada foi idéntica a anterior, conforme se visualiza na
Figura 14, sendo que esta figura mostra também a confirmagéo da correta modificagéao

do promotor PtpH3 usando PCR.

Figura 13 - Confirmagao da inser¢do do gene Kan" a montante do Pmonis. Em A: Representagao
esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B:
Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1R e 2P
iniciadores V-TDH3-F e V-TDH3-R; raias 3R e 4P iniciadores V-Kan-F e V-TDH3-R

A B Ladder 1R 2P 3R

CENPK-X-RDK

V-TDH3-F

_’
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VTDH3-R
2141 pb 2000 pb
CENPK-X-RDK
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VTDH3-F
-

-+
+

V-TDH3-R

3640 pb

1432 pb
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Figura 14 - Confirmagao da insergédo do gene Ble" a montante do Ptons. Em A: Representagéo esquematica

do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese

horizontal em gel de agarose: raia a esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-

TDH3-F e V-TDH3-R; raias 3P e 4P iniciadores V-Ble-F e V-TDH3-R
A 'B

Ladder 1P 2R 3P 4R
CENPK-X-RDK

V-TDH3-F

-
— . E—

+

2141 pb V-TDH3-R
3000 pb
CENPK-X-RDK
Ble-TDH3 2000 pb
V-TDH3-F V’E':’F
-+ 1000 pb
<+
3211 pb V-TDH3-R
2135 pb

4.2 OBTENGAO DAS LINHAGENS ONDE OS GENES CTA7 E/OU CTT1 ESTEJAM
SUPEREXPRESSOS

ApoOs suas construgdes, os modulos de superexpressao foram inseridos nas
células da levedura CENPK-X-RDK e, por recombinagdo homodloga, integrados ao
genoma dessa linhagem a montante dos genes CTA7 e CTT1. Originaram-se entdo as
linhagens sCTA1, sCTT1 e sCTA1-sCTT1. Da mesma maneira, foi inserido o médulo de
superexpressao, contendo o gene marcador Bler’, na linhagem industrial, MPC5H1,
originando a linhagem MPC5H1CA1 (vide Tabela 1). A correta insergcao desses modulos
foi verificada por PCR, utilizando o DNA extraido tanto da linhagem parental como das
recombinantes.

De acordo com a Figura 15, nota-se que utilizando o par de iniciadores V-CTA1-
F e V-CTA1-R, que anelam na regiao anterior e final do gene CTAT respectivamente,
amplificou-se fragmentos de aproximadamente 1623 pb na linhagem parental e de 3750
pb na linhagem recombinante sCTA1 (Figura 15-B, raias 1P e 2R). Ja quando utilizado
o par de iniciadores V-Kan-F e V-CTA1-R, que anelam no interior do gene Kan’ e no final
do gene CTA17 respectivamente, foi possivel observar uma banda equivalente a
aproximadamente 2456 pb na raia referente a linhagem recombinante (Figura 15-B, raia



45

4R). Por outro lado, utilizando o mesmo par de iniciadores, porém com o DNA da
linhagem parental, n&o foi possivel observar nenhum amplificado (Figura 15-B, raia 3P)
visto que essa linhagem n&o possui em seu genoma o gene Kan'. Dessa forma,
confirmou-se a correta insercdo do modulo de superexpressdo no genoma dessa

levedura, a montante do gene CTAT.

Figura 15 - Confirmacao da inser¢gdo do médulo de superexpressao a montante do gene CTA1, originando
a linhagem sCTA1. Em A: Representagdo esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem
como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda
(Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-CTA1-F e V-CTA1-R; raias 3P e 4R iniciadores V-
Kan-F e V-CTA1-R

A | B
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> -+ | 1500pb
=G ros IET— 0000
+ |
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B 3750 pb . |
2456 pb !
|

Para a obtencao da linhagem sCTT1 a estratégia utilizada foi idéntica a anterior,
conforme se observa na Figura 16. Ja na construgdo da linhagem onde ambas as
catalases estivessem superexpressas, utilizou-se o médulo de superexpressao contendo
o gene marcador Ble" (vide item 4.1) para transformar a levedura sCTA1, originando
assim a linhagem sCTA1-sCTT1 (Figura 17).

Por fim, a linhagem industrial recombinante MPC5H1 foi transformada com o
modulo de superexpressao utilizando o gene Ble" a fim de aumentar a expressao do gene
CTA1, obtendo-se a linhagem MPC5H1CA1 (Figura 18). Conforme se observa na figura,
o moédulo de superexpressao foi integralizado no genoma dessa linhagem de forma
correta — a montante do gene CTA1. Importante notar que a cepa MPC5H1CA1 € uma
linhagem dipldide (ver Tabela 1) e essa integralizacdo se deu nas duas copias do gene

CTA1. Isso porque, na Figura 18-B raia 3R, se nota apenas uma banda (= 5200 pb).
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4.3 OBTENGAO DAS LINHAGENS ONDE OS GENES CTA7 E/OU CTT1 ESTEJAM
DELETADOS.

Para obtencdo das linhagens onde a(s) catalase(s) estivessem deletadas a
levedura CENPK-X-RDK foi transformada com os modulos de delecdo Ble" que, por
recombinagdo homologa, substituiram os genes CTA71 ou CTT1. A verificagdo da correta
substituicdo desses genes foi realizada por PCR utilizando o DNA extraido tanto da
linhagem parental como das recombinantes. Ao utilizar os iniciadores V-CTA1-F e CTA1-
VeriFora-R, que hibridizam na regido anterior e posterior ao gene CTA1 respectivamente,
amplificou-se fragmentos de aproximadamente 2059 pb na linhagem recombinante
enquanto a amplificagdo foi de 2466 pb na linhagem parental (Figura 19-A, raias 1P e
2R). Ja quando o par de iniciadores utilizados foram V-Ble-F e CTA1-VeriFora-R a
amplificagdo, para a linhagem recombinante, foi de 954 pb. Em contrapartida, ndo houve
amplificagdo para a linhagem parental, isso porque essa linhagem nao possui 0 gene
Ble" em seu genoma (Figura 19-B, raias 3P e 4R).

De maneira analoga, a delegao do gene CTT17 na linhagem CENPK-X-RDK se
deu pela substituicdo desse gene pelo moédulo de delegcdo contendo o gene marcador
Ble'. Verifica-se, por meio da Figura 20, que a utilizagao dos iniciadores V-CTT1-F e
CTT1-VeriFora-R, que hibridizam na regido anterior e posterior ao gene CTT1
respectivamente, amplificaram fragmentos de aproximadamente 1812 pb na linhagem
recombinante dCTT1 enquanto a amplificacdo foi de 2324 pb na linhagem parental
(Figura 20-A, raias 1R e 2P). Ja quando o par de iniciadores utilizados foi V-Ble-F e
CTT1-VeriFora-R a amplificacdo, para a linhagem recombinante, foi de 817 pb. Em
contrapartida, ndo houve amplificagao na linhagem parental (Figura 20-B, raias 3P e 4R).

Por fim, para a obtengdo da linhagem onde as duas catalases estivessem
deletadas, inseriu-se o modulo de delegao contendo o gene marcador Kan' na linhagem
dCTA1, e, por recombinagdo homologa, o gene CTT1 foi substituido nessa linhagem
pelo gene Kan', obtendo-se a linhagem dCTA1-dCTT1 (Figura 21).
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Figura 16 - Confirmagao da insergdo do médulo de superexpressdo a montante do gene CTT1, originando
a linhagem sCTT1. Em A: Representagdo esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem
como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda
(Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-CTT1-F e V-CTT1-R; raias 3P e 4R iniciadores V-
Kan-F e V-CTT1-R
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Figura 17 - Confirmacéo da inser¢gdo do médulo de superexpressdo a montante do gene CTT1, originando
a linhagem sCTA1-sCTT1. Em A: Representagdo esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a
esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-CTT1-F e V-CTT1-R; raias 3P e 4R
iniciadores V-Ble-F e V-CTT1-R
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Figura 18 - Confirmagao da insergdo do médulo de superexpressdo a montante do gene CTA1, originando
a linhagem MPC5H1CA1. Em A: Representagao esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a
esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1R e 2P iniciadores GPD-F e V-CTA1-Fora-R; raias 3R e 4P
iniciadores V-CTA1-F e V-CTA1-Fora-R
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Figura 19 - Confirmagéo da delegdo do gene CTAT originando a linhagem dCTA1. Em A: Representagao

esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B:

Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R

iniciadores V-CTA1-F e CTA1-VeriFora-R; raias 3P e 4R iniciadores V-Ble-F e CTA1-VeriFora-R
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Figura 20 - Confirmagéo da delegdo do gene CTT1 originando a linhagem dCTT1. Em A: Representagéo
esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B:
Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1R e 2P
iniciadores V-CTT1-F e CTT1-VeriFora-R; raias 3P e 4R iniciadores V-Ble-F e CTA1-VeriFora-R
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4.4 OBTENGAO DAS LINHAGENS COMBINANDO DELECAO COM
SUPEREXPRESSAO DAS CATALASES

Com o intuito de se obter linhagens onde uma das catalases estivesse deletada
e a outra superexpressa, as leveduras dCTA1 e dCTT1 (cujas catalases foram deletadas
com o marcador Ble") foram transformadas com médulos de superexpressao, contendo
0 gene Kan'. Dessa forma, construiu-se duas novas linhagens: dCTA1-sCTT1 e dCTT1-
sCTA1 (Figuras 21 e 22). A confirmacgao da correta inser¢ao dos moédulos se deu de

forma analoga ao ja detalhado nos itens anteriores.
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Figura 21 - Confirmagao da delegdo do gene CTT17 na linhagem dCTA1 originando a linhagem dCTA1-
dCTT1. Em A: Representagao esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o
comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a esquerda (Ladder
1 Kb — Fermentans); raia 1R e 2P iniciadores V-Kan-F e CTT1-VeriFora-R; raias 3R e 4P iniciadores V-
CTT1-F e CTT1-VeriFora-R
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Figura 22 - Confirmagéo da insercdo do moédulo de superexpressao na linhagem dCTA1, originando a
linhagem dCTA1-sCTT1. Em A: Representagcdo esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a
esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-CTT1-F e V-CTT1-R; raias 3P e 4R
iniciadores V-Kan-F e V-CTT1-R
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Figura 23 - Confirmagéo da inser¢do do moédulo de superexpresséo na linhagem dCTT1, originando a
linhagem dCTT1-sCTA1. Em A: Representagdo esquematica do anelamento dos iniciadores utilizados
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia a
esquerda (Ladder 1 Kb — Fermentans); raia 1P e 2R iniciadores V-CTA1-F e V-CTA1-R; raias 3P e 4R
iniciadores V-Kan-F e V-CTT1-R
A

B

Ladder 1P 2R 3P 4R

- dam
h 7 V-CTATF
=

<+
V-CTAT-R
1623 pb

dCTT1-SCTAT
V-CTAT-F V-KAN-F
-+ -

3750 pb

2456 pb

T
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|

4.5 ATIVIDADE DA(s) CATALASE(S) NAS LEVEDURAS GENETICAMENTE
MODIFICADAS

Os niveis da atividade das catalases foram mensurados pela decomposi¢ao do
H202 em espectrofotdmetro utilizando extratos proteicos totais. Vale salientar que foram
obtidas duas diferentes amostras para cada extrato celular (sobrenadante e pellet apos
centrifugagéo de 20000 g) (ver item 3.3). No entanto, a atividade enzimatica mensurada,
em todas as amostras utilizando os pellets foi indetectavel (dados ndo mostrados),
embora ja se tenha reportado a presenca dessa enzima nas mitocdéndrias de S.
cerevisiae em cultivo utilizando glicose (PETROVA et al., 2002) e glicerol (KOLEVA et
al., 2014) como fonte de carbono.

Analisando a Figura 24, observa-se que, de fato, a integralizagdo no genoma da
levedura do moédulo de superexpressao, seja para a catalase A e/ou T, surtiu efeito
positivo nos niveis da atividade da catalase detectada nos extratos proteicos totais. Nota-
se que, onde o(s) gene(s) CTAT elou CTT1 foram superexpressos (linhagens sCTA1,
sCTT1,sCTA1-sCTT1,dCTA1-sCTT1edCTT1-sCTA1 e MPC5H1CA1), houve aumento
da atividade dessa enzima em relagao a cepa parental, quando crescidas na presenca

de glicose. Merecem destaque o aumento de cerca de 15 vezes nas atividades da(s)
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catalase(s) das cepas sCTA1, sCTA1-sCTT1 e dCTT1-sCTA1 (se comparadas a
parental) e o aumento de aproximadamente 35 vezes na atividade catalase da linhagem
MPC5H1CA1 em relagdo a sua parental (MPC5H1).

Figura 24 - Niveis de atividade relativa da catalase nos sobrenadante dos extratos proteicos totais obtidos
das diferentes linhagens crescidas em YPD ou YPD contendo 3,8 g L™ de furfural. A diminuigdo da
absorbancia a 240 nm foi mensurada nos extratos proteicos totais contendo 10 mM H202. Os resultados
foram expressos em pymol min-' [mg proteina] ' e normalizados em relagéo a linhagem parental CENPK-
X-RDK para as linhagens laboratoriais ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os ensaios foram realizados
em duplicatas bioldgicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam a média * desvio padrdo. As
letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre as linhagens. Ja as letras maiusculas iguais
nao diferem estatisticamente entre as diferentes condigdes (YPD ou YPD+Furfural). Todas as diferengas
foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) considerando linhagens
laboratoriais ou industriais separadamente.
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Por outro lado, nas linhagens onde os genes CTA17 e/ou CTT1 foram deletados,
a atividade da catalase foi indetectavel (dados nao mostrados). Isso aconteceu
possivelmente pelo baixo nivel de atividade das catalases ja na linhagem parental — cepa
CENPK-X-RDK (33,48 + 6,7 ymol min~' [mg proteina]™'). Dessa forma, quando apenas
um dos genes € deletado, resulta em um nivel ainda menor da atividade da catalase, nao
sendo, portanto, detectada pelo método utilizado. Essa hipdtese tem suporte no valor da
variacao da absorbancia medida nos ensaios enzimaticos da cepa parental que se
mostrou baixo (Abszsonm = 0,0062). De fato, Dzanaeva et al. (2020) mostraram uma

diminuigéo de 3,6 vezes na atividade da catalase em células de S. cerevisiae deletadas
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no gene CTAT1 (cta1A). Considerando essa razao, a variagao da Abs2s4onm, para nossas
células, sem a catalase codificada pelo gene CTA7, por exemplo, seria de
aproximadamente 0,001, ou seja, muito préximo do limite de detecgao do equipamento
utilizado. Sendo assim, o aumento da concentragao de proteinas totais, aumentando a
concentracdo de catalase na amostra, poderia ser explorado a fim de melhor analisar
essas hipoteses.

Foram determinadas ainda as atividades das catalases nas cepas modificadas
geneticamente quando crescidas em meio rico YPD contendo 3,8 g L' de furfural (Figura
23). Conforme se nota nesta figura, todas as linhagens sofreram diminuicdo da atividade
da(s) catalase(s) quando expostas a 3,8 g L™ furfural por duas horas, se comparadas
aquelas crescidas somente em meio rico YPD. Embora, estatisticamente, sejam
diferentes somente as atividades relativas das catalases nas linhagens onde o gene
CTA1 estava superexpresso, como sCTA1, sCTA1-sCTT1 e dCTT1-sCTA1 e
MPC5H1CA1. Da mesma figura, importante destacar que, embora a linhagem industrial
MPC5H1CA1 apresentou diminuicdo de aproximadamente 90% na atividade da(s)
catalase(s) quando exposta ao furfural, esses niveis ainda foram superiores aos da
linhagem parental (MPC5H1).

A engenharia metabdlica, genética e evolutiva tem sido utilizada na construgao
de cepas robustas que resistam, individualmente ou em conjunto, aos inibidores
formados nos processos de pré-tratamento (BRANDT et al., 2022; HOPPERT; KOLLING
e EINFALT, 2022; STOVICEK et al. 2022). Nesse sentido, o aumento da expressao
génica é utilizado na construgcdo de leveduras com as mais diversas finalidades.
Destacam-se alguns trabalhos utilizando essa estratégia buscando capacitar ou
melhorar o consumo de xilose por S. cerevisiae (ZHU et al., 2020; LI et al., 2022;
COIMBRA et al., 2022) e aumentar a eficiéncia ou tolerancia na produgao de etanol
(KONG et al., 2021; VARIZE et al., 2022). Nesse cenario, 0 aumento da expressao de
genes ligados a tolerancia ao estresse enddgeno foi capaz de melhorar a tolerancia de
S. cerevisiae e aumentou a produgao de etanol em meio contendo acido acético, um dos
inibidores produzidos dos hidrolisados lignoceluldsicos (LAMOUR et al., 2019).

Em relagao ao furfural, inibidor alvo deste trabalho, a utilizagao dessa estratégia
foi empregada na constru¢do de linhagens mais tolerantes a este inibidor ou o conjunto
de inibidores formados nos processos de pré-tratamento. Por exemplo, Chen et al., 2019
ao superexpressar o gene YCR102C, uma quinona oxirredutase, aumentou a tolerancia
de S. cerevisiae e a producgao de etanol quando essa levedura é exposta, em conjunto,
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aos acidos acético e formico, furfural e HMF. Nesse caminho, Divate et al. (2022)
demonstram que a superexpressao de uma aldeido redutase, codificada pelo gene ARI1,
nessa mesma levedura, proporcionou um aumento na taxa de crescimento e na
capacidade de producido de etanol quando o furfural estava presente nos meios de
cultivo. No entanto, embora a superexpressao génica tenha sido uma grande aliada,
importantes ponderagdes devem ser feitas.

Conforme descrito anteriormente (ver item 3.2), a construgdo dos modulos de
superexpressao utilizando o Ptphs3 foi eleita por ser este um promotor forte e constitutivo,
tendo sido utilizado com este propdsito em inimeros plasmideos?. Ainda, conforme
relatado acima (item 5.1), levou-se em conta dados publicados por Nambu-Nishida et al.
(2018) e Xiong et al. (2018). Esses grupos de pesquisa demonstraram que a atividade
de alguns promotores, amplamente utilizados na engenharia genética de leveduras,
pode sofrer alteragdes de acordo com as condigdes de fermentagao e estresse exdgeno,
como os inibidores. Dessa forma, como um dos objetivos deste trabalho foi a aplicagéao
da(s) linhagem(ns) na producao de etanol 2G, a partir de hidrolisados lignoceluldsicos
que contém furfural, a escolha do Ptpn3 foi realizada visando mitigar o efeito repressor
dessas substancias a outros promotores da levedura.

De fato, conforme se mostrou na Figura 24, a utilizagdo dos moddulos de
superexpressdo contendo o Ptpns aumentou o nivel da atividade da(s) catalase(s)
quando essas foram crescidas em meio YPD ou YPD contendo furfural, corroborando
com a correta integragdo desses moédulos nos genomas dessas linhagens, permitindo
uma maior atividade enzimatica. Por outro lado, a redugéo dos niveis da atividade da(s)
catalase(s), quando crescidas em meio YPD contendo furfural, se comparadas ao meio
sem a presenca desse inibidor, possivelmente foi reflexo da diminuicdo da forga do
promotor utilizado (Pton3) ou a inibicdo da atividade dessa enzima pelo aldeido.

Nessa esteira, alguns pesquisadores ja demonstraram a diminuicdo da forga
desse promotor quando as células de S. cerevisiae foram crescidas em sacarose ou
galactose (PENG et al., 2015), embora na presenca de glicose ou xilose a forca se
mantinha alta (NAMBU-NISHIDA et al., 2018). Ainda, Xiong et al. (2018) relataram a
diminuicao de, aproximadamente, 30% na for¢ca do Ptpnz em cultivos de S. cerevisiae,

por 36 h, contendo 1,0 g L' de furfural e glicose como fonte de carbono, se comparados

3 Em pesquisa a base https://www.addgene.org/ foram encontrados mais de 300 plasmideos contendo
este promotor.
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aos cultivos sem esse inibidor. Os mesmos autores demonstraram uma variabilidade na
intensidade dos promotores dos genes PGK1, ADH1 e TEF1 — considerados
constitutivos, quando expostos a estresses dos inibidores acido acético ou furfural ou
quando a xilose esta presente nos meios de cultivo. Dessa forma, o Ptpns foi escolhido
levando em consideracao ser esse o promotor que teve menor variabilidade na presenca
de furfural ou quando xilose estava presente no meio de cultivo.

Nesse sentido, nossos resultados revelam uma diminuicdo da(s) atividade(s)
catalase(s), que variam de 45 a 76% para as linhagens laboratoriais e de até 90% na
linhagem industrial MPC5H1CA1 (Figura 24), quando as células foram expostas ao
furfural. Importante notar que essa linhagem recebeu o médulo de superexpressao nas
duas copias do gene CTA1T (vide Figura 18). Além disso, a discrepancia entre os perfis
de diminuigdo da atividade da catalase, nas linhagens laboratoriais e a industrial
recombinante, pode ser explicada pelos diferentes gendtipos entre elas. Isso porque, de
um lado as linhagens laboratoriais sdo haploides e, de outro, a linhagem industrial é
diploide (ver Tabela 1). Nesse caminho, varios grupos de pesquisa tém demonstrado
diferengas no genoma, transcriptoma e proteoma de leveduras industriais e laboratoriais
(STAMBUK et al. 2009; NIJKAMP et al., 2012; MATSUSHIKA, GOSHIMA e HOSHINO,
2014; CHATSURACHAI et al., 2020; RACZ et al. 2021; YATABE et al. 2022). Ainda,
Sardi et al. (2016) relataram que a superexpressdo de um gene resulta em fenétipos
diferentes em linhagens de S. cerevisiae . Mais recente, Mertens et al. (2020)
evidenciaram que a superexpressdao de um fator de transcrigdo ligado ao estresse
(Yap1), em alguns casos melhorou a tolerancia ao furfural ou HMF, porém, em outras
linhagens piorou a tolerancia a esses inibidores.

Portanto, embora alguns pesquisadores tenham demonstrado aumento nos
niveis de expressao de alguns genes ligados ao distresse oxidativo (revisado por
MENEGON, GROSS e JACOBUS, 2022; LIU e ZHAO, 2022), incluindo os genes CTT1
e CTA1 (THOMPSON et al. 2016; LIU e MA, 2020), quando S. cerevisiae é exposta ao
furfural, nenhum desses trabalhos demonstrou a atividade das catalases, ficando essas
constatagdes limitadas aos niveis transcricionais. Ademais, Blevins et al. (2019)
relataram que, com exceg¢ao de um pequeno grupo de genes envolvidos na manutencéo
do estado REDOX (ndo incluindo as catalases), quando S. cerevisiae esta sob alto
estresse oxidativo (1,5 mM de H20,), a modulagao da sintese proteica €, em grande
parte, alterada pela quantidade de ribossomos, e ndo pelo aumento da quantidade de
mRNA.
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Dessa forma, a confirmacao da hipotese que houve a diminuigdo dos niveis
transcricionais dos genes e consequente da forga do promotor, ou a inibicdo da atividade
da enzima, tanto nas linhagens laboratoriais como nas industriais, é passo primordial
para, em conjunto com os resultados desse trabalho, se obter uma resposta concisa da

influéncia do furfural nas catalases.

4.6 O PAPEL INIBIDOR DO FURFURAL NA(s) ATIVIDADE(S) DA(S) CATALASE(S) in
vitro

Conforme se mostrou na Figura 23 houve a diminuigdo na(s) atividade(s) da(s)
catalase(s) nos extratos proteicos das linhagens crescidas na presenca de furfural. A fim
de investigar se ha, de fato, uma inibicdo dessa(s) enzima(s), realizou-se ensaios
contendo furfural nos meios reacionais (ver item 3.3) e os resultados estdo mostrados
na Figura 24.

Analisando a figura, nota-se que, para todas as linhagens os niveis da(s)
atividade(s) da(s) catalase(s) diminuiram com o aumento da concentragao de furfural no
meio reacional. Destacam-se as linhagens sCTT1, dCTA1-sCTT1 e dCTT1-sCTA1 que,
somente apds a adi¢cdo de 50 uM de furfural, apresentaram diferenga significativa na
atividade da catalase, em relagcdo ao ensaio controle sem a presenca desse inibidor.
Esses resultados indicam dose-dependéncia entre a atividade da enzima e a
concentracao de furfural, in vitro.

Ainda, como forma de avaliar o efeito inibitério do furfural nesse ensaios in vitro,
foi calculado o ICso para cada linhagem conforme descrito no item 3.3 e esses resultados
estdo mostrados na Figura 26.

Analisando a Figura 26 nota-se que os valores de ICso para todas as linhagens
laboratoriais ndo variaram significativamente em relagdo a cepa parental, embora se
observe uma tendéncia na diminui¢ao desses valores para as linhagens sCTA1 e sCTA1-
sCTT1. Por outro lado, nas linhagens industriais, foi possivel observar diferenga
significativa, no 1Cso, entre a linhagem MPC5H1CA1 e a sua parental wild-type, a
linhagem MPC5H1. Importante notar também que essas cepas apresentaram os maiores
ICs0, indicando que, in vitro, maiores concentragdes de furfural sdo necessarias para
inibir a(s) atividade(s) da(s) catalase(s) nessas linhagens. Em contraste, os dados ja

apresentados na Figura 24, in vivo, mostram que essa foi a cepa que apresentou maior
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reducéo da atividade da catalase quando exposta a 3,8 g L' de furfural se comparada

aos ensaios sem esse inibidor.

Figura 25 - Niveis de atividade relativa da catalase utilizando sobrenadante de extratos proteicos totais
obtidos das diferentes linhagens crescidas em YPD. A diminuicdo da absorbancia a 240 nm foi mensurada
nos extratos proteicos totais contendo 10 mM H20: e diferentes concentra¢des de furfural. Os resultados
foram expressos em pmol min™' [mg proteina]”' e normalizados em relag&o a linhagem parental CENPK-
X-RDK, para as linhagens laboratoriais, ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os ensaios foram
realizados em duplicatas bioldgicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam a média + desvio
padrao. O asterisco representa a diferenga significativa (p<0,05), realizada pela analise de variancia
(ANOVA) e teste de Dunnett, em relagdo ao ensaio controle (sem a presenga de furfural)

407 O Controle

01 10 M 1=
= 50 M I
B 100 uM

30 ™ 500uM

204

10+ .

*
*

Atividade Relativa da Catalase

No entanto, atividades de algumas enzimas podem variar in vitro e in vivo em S.
cerevisiae (RAJKUMARI et al. 2018; NICKENS, SAUSEN e BOCHMAN, 2019), advindo
da propria divergéncia entre o ambiente reacional ideal (in vitro), e a maquinaria celular.
Além disso, a concentracao do furfural presente nos compartimentos celulares ainda é
desconhecida, o que poderia explicar essa divergéncia. Entretanto, furfural causa
instabilidade genémica em células de S. cerevisiae, acarretando quebras da dupla-fita
de DNA in vivo, o que nao ocorre in vitro (Ql et al., 2019). Os mesmos autores atribuem
esse fato ao aumento dos niveis de ERO causados pela exposicao ao furfural e, como
consequéncia, afirmam que essas quebras sao dependentes do metabolismo celular, ao
contrario da interacao direta do furfural com o DNA. Portanto, esse fenbmeno pode dar

suporte as divergéncias dos resultados apresentados in vivo e in vitro.
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Figura 26 - Concentragdo média inibitéria de 50% da atividade da(s) catalase(s) (ICso), in vitro. Os valores
de ICso foram calculados de acordo com equagdes de regressdo nao linear tipo dose-resposta. A linha
horizontal no grafico indica o valor inibitorio para a linhagem CENPK-X-RDK. Os ensaios foram realizados
em duplicatas biolégicas (n=2) e as linhas acima de cada barra representam a média + desvio padrdo. O
asterisco indica a diferenca significativa em relagao a cepa parental MPC5H1, realizada pela anélise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05)
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Nesse sentido, recentemente, Veerabhadrappa et al. (2021) demonstram que
células de S. cerevisiae na auséncia de algumas proteinas e um fator de transcrigéo,
envolvidos nos processos de reparo ao DNA (células mre11A, sgs1A e sub1A), foram
mais sensiveis ao estresse oxidativo e tiveram aumento nos niveis de espécies reativas,
corroborando os dados de Ql et al. (2019) expostos acima.

Dessa maneira, apesar da aparente diferenga entre os resultados in vitro e in
vivo nos niveis das catalases das nossas linhagens, a mensuragao desses niveis €
fundamental para, em conjunto com os dados ja apresentados, se obter uma resposta

mais robusta da tolerancia do furfural pelas linhagens de S. cerevisiae.
4.7 NIVEIS INTRACELULARES DE H,0; E DE ESPECIES REATIVAS (ER)

Conforme relatado por Allen et al. (2010), Ask et al. (2013) e Lopez et al. (2021),
a exposicao de S. cerevisiae ao furfural induz o acumulo de espécies reativas nessas
células. Dessa forma, como este trabalho utilizou estratégias de superexpressao e/ou
delecdo das catalases, foi necessario realizar a mensuragcdo dos niveis intracelulares

desses radicais livres e de H.O2 quando presente esse aldeido no meio de cultivo. Essas
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mensuragdes foram realizadas utilizando a sonda fluorescente DCF-DA e o Kit Amplex
Red® (ver itens 3.5 e 3.6, respectivamente) e os resultados desses ensaios est&o
dispostos na Figura 26.

Da analise da Figura 27 é possivel observar que onde as catalases foram
superexpressas isoladamente, cepas sCTA1 e sCTT1, houve a diminuicdo das
concentragbes de peroxido de hidrogénio nos sobrenadantes dos extratos celulares.
Inesperadamente, na linhagem onde ambas catalases estdo superexpressas, cepa
sCTA1-sCTT1, houve um ligeiro aumento do nivel de H202. O mesmo ocorreu nas
linhagens onde houve a simples ou dupla dele¢cdo, cepas dCTA1, dCTT1, dCTA1-
dCTT1, dCTA1-sCTT1, sCTT1-dCTA1. Contudo, na linhagem industrial onde a catalase
A foi superexpressa, cepa MPC5H1CA1, néao foi possivel observar diferenga significativa

em relacdo a linhagem parental (cepa MPC5H1).

Figura 27 - Niveis intracelulares de H202 mensurados através do Kit Amplex Red®. As células foram
expostas a furfural (3,8 g L") por duas horas e o sobrenadante dos extratos proteicos utilizados para essa
mensuragéo. Os ensaios foram realizados em duplicatas biolégicas (n=2). As linhas acima de cada barra
representam a média £ desvio padrdo. As concentragdes de H202 foram determinadas utilizando-se uma
curva padrao e normalizadas em relagdo a linhagem parental CENPK-X-RDK, para as linhagens
laboratoriais, ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os asteriscos representam a diferenga significativa
entre os grupos (p<0,05) realizadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
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Por outro lado, como mostrado na Figura 28, observa-se que, quando as células
foram expostas ao furfural, os niveis de distresse estavam menores na maioria das
linhagens, se comparadas a linhagem controle (CENPK-X-RDK), apesar de que a
significancia estatistica s6 foi observada na linhagem sCTA1 que mostrou diminui¢gado
desses niveis. No entanto, se nota que nas linhagens dCTA1 e sCTT1, houve nitida
diminuicdo nesses niveis, embora ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. Nesse caminho, a linhagem recombinante MPC5H1CA1 também n&o
apresentou diferenca significativa dos niveis de ER em relagdo a parental (cepa
MPC5H1). Por outro lado, a excec¢éo da linhagem dCTA1, houve aumento dos niveis de
ER nas leveduras recombinantes sem a presenca de pelo menos uma das catalases
(cepas dCTT1, dCTA1-dCTT1, dCTA1-sCTT1, e dCTT1-sCTA1).

Figura 28 - Niveis intracelulares de espécies reativas medidos através da sonda DCF-DA. As células foram
expostas a furfural (3,8 g L") ou a H202 (5 mM) por duas horas. DCF-DA ap0s penetrar nas células &
hidrolisado por esterases que, em contato com espécies reativas, forma DCF — um composto fluorescente.
Os ensaios foram realizados em duplicatas biolégicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam
a média * desvio padrdo. Os asteriscos representam a diferenga significativa (p<0,05) para a mesma
linhagem, em relagdo aos dois tratamentos. Essas diferengas foram realizadas pela analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (painel C).
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Ainda avaliando a Figura 28, onde as células foram expostas ao peroxido de
hidrogénio, os niveis de ER foram menores, significativamente, nas linhagens sCTA1,
sCTA1-sCTT1 e MPC5H1CA1. Destacam-se as linhagens onde a superexpressao da
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catalase CTA71 aconteceu de forma isolada, tanto na cepa laboratorial, quanto na
industrial, onde os niveis de ER diminuiram 98 e 90%, respectivamente. Noutro norte,
na linhagem onde ambas as catalases estavam ausentes, cepa dCTA1-dCTT1, houve
aumento significativo dos niveis de ER, embora, nota-se que onde apenas a catalase
CTTA1 foi deletada, houve também um aumento desses niveis.

Analisando os dados em conjunto é possivel constatar que, a superexpresséo
isolada da catalase CTA17, embora tenha diminuido os niveis de ER drasticamente,
quando as células sdo expostas ao peroxido de hidrogénio, isso ndo ocorreu com a
exposicao ao furfural, ainda que esses niveis tenham sido menores em relagdo a
linhagem parental. Dessa maneira, também, foi 0 que ocorreu na cepa onde ambas as
catalases foram superexpressas (sCTA1-sCTT1). Contudo, nas linhagens dCTA(1,
dCTT1 e dCTA1-dCTT1, os niveis de ER diminuiram quando as células sao submetidas
ao furfural se comparadas ao peroxido de hidrogénio. Interessantemente, ao
superexpressar as duas catalases os niveis de ER com furfural sdo superiores se
comparados aqueles em peroxido (cepa sCTA1-sCTT1).

Em relacdo a exposicao ao furfural, esses resultados, aparentemente, nao
mostram um padrao de comportamento dos niveis de ER, diferente do que ocorre com
a exposigao ao H20». Portanto, os resultados nas células com distresse causado por
H202, indicam que o aumento da atividade dessas enzimas possibilitou a detoxificagcao
desse perédxido de forma mais rapida, enquanto a auséncia delas, retardou a remediagao
desse distresse, corroborando dados neste trabalho (Figura 24) e de outros grupos de
pesquisa (OKADA, OGAWA e SHIMA, 2014; RIVEIRO et al., 2015; DZANAEVA et al.,
2020).

As células, como parte do seu metabolismo aerdbio, geram naturalmente
espécies reativas, em especial de oxigénio (ERO). Essas ERO podem danificar
macromoléculas como proteinas, lipideos e até o DNA (AYER et al. 2013). No entanto,
as células possuem sistemas de defesas antioxidantes para combaté-los. Um desses
sistemas ¢é através de enzimas antioxidantes, dentre elas a catalase (vide item 1.5). Além
disso, 0 aumento da transcricdo dos genes que codificam enzimas antioxidantes parece
necessario para a tolerancia de S. cerevisiae em condigcdes de estresse (SARDI et al.,
2013; THOMAS et al., 2022). Dessa forma, a expressao forte e constitutiva das catalases
poderia contribuir para diminuir os efeitos deletérios das ER, como as causadas pelo
furfural. Nesse sentido, embora os niveis de ER foram menores nas cepas onde a(s)
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catalase(s) estava(m) superexpressa(s), isso ndo ocorreu com todas as linhagens na
presenca de furfural (Figura 28).

Em consonancia, Fernandes et al. (2007) demonstraram que células deletadas
na catalase CTT1 (células ctt1A) tiveram ligeira diminuicdo dos niveis de oxidagao
intracelular embora ndo se tornaram mais tolerantes ao H2O2. Ainda, Nishimoto et al.
(2016) sugeriram que, apos delecdo da catalase CTAT (células cta7A), ocorre maior
tolerancia ao estresse, causado por H2O2, uma vez que ha indugdo na produgédo da
catalase T (codificada pelo gene CTT1).

No entanto, conforme relatado anteriormente, nao foi possivel detectar atividade
das catalases em células cta1A, embora analisando as Figuras 27-B e 27-C, esses dados
nos mostram uma diminuicdo dos niveis de ER quando as células sdo expostas ao
furfural. Nesse caminho, a delecéo da catalase CTA7 ou CTT1 aumenta o tempo de vida
de S. cerevisiae em exposi¢cao ao estresse causado por H202. Isso ocorre devido a um
mecanismo compensatoério, da falta dessa peroxidase, com o aumento da producao da
superoxido dismutase (MESQUITA et al., 2010; SJ et al., 2019). Corroborando, Petrova
e Kujumdzieva (2014) indicam que células ctalA ou ctt1A possuem mecanismos
compensatoérios nos sistemas de defesas antioxidantes. Recentemente Canedo-Santos
et al. (2022) demonstraram a diminuigédo intracelular dos niveis de H202> mesmo em
células ctt1A. A propésito, Okada e Shima (2014) identificaram 331 genes envolvidos na
hipersensibilidade ao H202, indicando que os mecanismos antioxidantes das células séo
complexos.

Dessa forma, a diminui¢do dos niveis intracelulares de ER da linhagem dCTA1
possivelmente ocorreu devido a ativacdo de outros mecanismos de defesas
antioxidantes, que nao a catalase peroxissomal. Essas implicagdes poderiam, por
exemplo, ser confirmadas avaliando os outros sistemas de defesas antioxidantes.

Noutro norte, a utilizacdo de DCF-DA para mensurar espécies reativas de
oxigénio vem sendo criticada tendo em vista que essa sonda n&o deve ser utilizada
exclusivamente como um indicador de estresse oxidativo, em especial como um
indicador direto de H202> (KALYANARAMAN et al., 2012; GARDINER et al., 2020;
MURPHY et al., 2022). As reacgdes redox que ocorrem com DCF-DA sao complexas e
algumas limitagbes devem ser observadas. O Citocromo c, proteina heme que € liberada
no citosol durante a apoptose, é capaz de oxidar DCF-DA (BURKITT e WARDMAN,

2001). Os radicais intermediarios dessa sonda podem reagir rapidamente com Oq
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formando O2 (radical superédxido) que por sua vez, por reagéo de dismutagao, gera H20>
adicional (FOLKES et al.,, 2009). Além disso, os niveis de fluorescéncia, medidos
utilizando DCF-DA podem néo ser lineares com o aumento de H202 (KALYANARAMAN
et al., 2012; BRANDES, REZENDE e SCHRODER, 2018; KOWALTOWSKI, 2019).
Portanto, embora acessivel, essa sonda deve ser utilizada com cautela para realizar
afirmacgdes do estado redox das células.

A vista disso, nossos resultados indicam que, nas linhagens laboratoriais
construidas, embora a superexpressao isolada de uma das catalases diminui os niveis
de H20O. (Figura 27) e ER (Figura 28) a superexpressdo de ambas numa mesma
linhagem ndo auxilia na reducdo desses niveis. Por outro lado, os niveis de ER nado
apresentaram diferengas nas linhagens industriais utilizadas, indicando que esses
resultados sdo dependentes da estirpe. Dessa forma, os mecanismos especificos que
induzem o acumulo de ER, por furfural, em S. cerevisiae, permanecem incertos e
precisam ser melhor investigados (ALLEN et al., 2010; ASK et al., 2013; LOPEZ et al.,
2021). De igual forma, os fendtipos apresentados por essas linhagens na presenga ou

auséncia do furfural também devem ser alvos de investigacao.

4.8 CRESCIMENTO CELULAR EM MICROESCALA E COFERMENTACAO EM
BATELADA SIMPLES

Conforme visto nos itens anteriores deste trabalho, nas cepas sCTA1 e sCTT1,
onde a(s) catalase(s) foram superexpressas isoladamente, ocorreu 0 aumento do nivel
da atividade dessa enzima (Figura 24) e diminuigao dos niveis de H2O- (Figura 27) e de
ER (Figura 28), quando expostas ao furfural. Nesse sentido, avaliar o perfil de
crescimento celular e cofermentagao dessas células é de suma importancia para estimar
os impactos dessas modificagdes genéticas no fendétipo dessas linhagens.

Inicialmente, a fim de realizar um possivel screening, as nove linhagens
construidas foram submetidas a crescimento celular em microescala (item 3.6) e
posterior quantificacdo do etanol produzido. Na Figura 29 observa-se que todas as
linhagens apresentaram um perfil de crescimento celular e fase adaptativa (fase /ag),
muito semelhante em relagcdo a linhagem parental (CENPK-X-RDK), a excecao da
linhagem onde o gene CTAT1 foi superexpresso isoladamente (cepa sCTA1). Embora
essa linhagem tenha apresentado um perfil cinético semelhante as demais nas primeiras

12 h de crescimento, ao final, a sua concentracao celular foi cerca de duas vezes maior
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que as demais linhagens (Figura 29-A). Por outro lado, na quantificagdo do etanol
produzido, apds 48 h de ensaio, observou-se que o perfil da producdo deste metabdlito
foi diversificado nas diferentes linhagens (Figura 28-C) embora, como dito anteriormente,
o crescimento celular delas tenha sido semelhante. Nesse sentido, observa-se na
mesma figura, que a linhagem onde ambas catalases foram superexpressas (cepa
sCTA1-sCTT1) os niveis de etanol foram significativamente superior (cerca de duas
vezes) quando crescidas em meio rico YPD e furfural. Esse aumento na producgao de
etanol também pode ser observado nas linhagens dCTT1, dCTA1-sCTT1 e dCTT1-
sCTA1. Portanto, embora ndo se vejam claras diferengas nos crescimentos celulares
entre essas linhagens, a exceg¢ao da cepa sCTA1, é possivel notar a influéncia da(s)
catalase(s), em S. cerevisiae, quando presente o inibidor furfural.

Destaca-se a cepa onde houve superexpressao no gene CTA7. Por um lado, a
linhagem sCTA1 apresentou um maior crescimento celular (Figura 29-A), por outro, teve
a menor produgao de etanol (Figura 29-B). Essa constatacéo pode ser explicada pela
capacidade de remediagdo dos danos causados pelo furfural nessa linhagem. Isso
porque, conforme exposto anteriormente, essa foi a estirpe que teve os menores niveis
de H20> e ER (Figura 27). Nesse sentido, ao realizar engenharia evolutiva de S.
cerevisiae, JUNG et al. (2017) constataram que linhagens evoluidas, sob cultivo em
furfural, apresentaram niveis elevados de metabdlitos relacionados a geracdo de
energia, regeneracado de cofatores e recuperagdo de danos celulares, esse ultimo ja
relatado por ALLEN et al. (2020) e LOPEZ et al. (2021) como resultado do aumento de
ER intracelular.

Em outra perspectiva, ao analisar os perfis cinéticos das linhagens testadas,
quando o meio de cultivo era composto, além de glicose, por xilose e furfural (Figura 29-
B), nota-se que a fase lag de todas as estirpes foram maiores em relacdo aos
crescimentos onde a glicose era a Unica fonte de carbono. Dessa maneira, enquanto nos
meios contendo apenas glicose e furfural essa adaptagao ocorreu em, aproximadamente
6 h (Figura 29-A), quando a xilose também estava presente passou a ser em torno de 96
h (Figura 29-B).
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Figura 29 - Cinética de crescimento celular em microescala e produgéo final de etanol. Os ensaios de
crescimento celular foram realizados em meios ricos YP contendo 40 g L™ de glicose (painel A), ou 40 g
L' de glicose mais 20 g L' de xilose (painel B). Em ambos os ensaios foram adicionados 3,8 g L' de
furfural. A produgéo final de etanol em meio rico YPD esta expressa no painel C e a produgéo de etanol
em meio rico YPDX foi nula para todas as linhagens (dados ndo mostrados). Os ensaios foram realizados
em duplicatas biolégicas (n=2) e apresentadas as médias (painéis A e B). As linhas acima de cada barra
representam a média + desvio padrdo e os asteriscos representam diferenga significativa, em relagao a
cepa controle (CENPK-X-RDK) realizadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Dunnett (painel
C)
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Nesse caminho, diversos trabalhos ja tém relatado o aumento da fase adaptativa
da levedura S. cerevisiae, na presencga de furfural em meios sintéticos contendo glicose
ou xilose como fonte de carbono (LI et al., 2019; DIVATE et al., 2022) ou em hidrolisados
lignocelulésicos (COLA et al, 2020; WANG et al., 2022). Isso ocorre até que as
concentragdes desse inibidor diminuam a ponto de permitir a volta do crescimento celular
elou a fermentacao (DIVATE et al., 2022; WANG et al., 2022). Ainda, na presencga de
xilose e furfural S. cerevisiae tem menores rendimentos de etanol (JIN et al., 2013;
HASUNUMA et al., 2014; UNREAN et al., 2018; revisado por GUO et al., 2022). Essa

constatagao também ja foi relatada em outras leveduras, como Spathaspora arborariae
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(CAMPOS et al., 2022) e Spathaspora passalidarum (SOARES et al., 2020). lgualmente,
Nosso grupo de pesquisa ja reportou o aumento da fase /lag e a diminuigdo da producéo
de etanol em diversas linhagens do género Spathaspora, Candida e uma linhagem de
Kluyveromyces marxianus quando a fonte de carbono era glicose ou xilose, ambas na
presenca de furfural (ZANELLA, 2018). Nesse caminho, o mesmo trabalho, demonstrou
que a fase lag dessas leveduras foram, em geral, mais afetas quando os meios de
cultivos continham furfural e a xilose era a unica fonte de carbono.

Essas constatagdes ja foram citadas como efeito inibitério do furfural, conforme
discutido anteriormente e, também, porque xilose é reconhecida por S. cerevisiae como
fonte de carbono ndo fermentavel (OSIRO et al, 2018; DOBRESCU et al., 2021). Isso
ocasionaria maior produgao de glicerol pela regulagdo de genes envolvidos no ciclo do
acido tricarboxilico (ALFF-TUOMALA, et al, 2016; DOBRESCU et al, 2021). Portanto,
propbe-se, que a capacidade reduzida das nossas linhagens em crescer nos meios
contendo glicose, xilose e furfural (Figura 28-A e 28B) aliada a aparente incapacidade
de producgao de etanol nessa condigao, se deu pela produgao de glicerol ao contrario de
etanol, embora ndao tenhamos mensurado esses niveis de glicerol ao final do
crescimento.

Vale salientar, também, que foram realizados crescimentos em microescala com
as mesmas linhagens utilizando meios YP contendo apenas 20 g L' xilose como fonte
de carbono e adicionados de furfural, conforme descrito anteriormente (item 3.6). No
entanto, em nenhum dos ensaios foi possivel observar crescimento celular mesmo apoés
160 h de cultivo (dados ndo mostrados). Da mesma forma, ndo houve producgao de etanol
nessas condi¢coes (dados nao mostrados).

Posteriormente, foram realizados ensaios de cofermentagdo em batelada
simples, em meios ricos YP, conforme detalhado anteriormente no item 3.7.
Resumidamente, as cofermentagdes foram realizadas em meios YP contendo 40 g L
de glicose e 20 g L' de xilose adicionados de 3,8 g L' de furfural, com concentragdo
celular inicial de aproximadamente 2,7 g L-'. Como é possivel observar na Figura 30-A a
linhagem sCTA1 consumiu glicose mais rapidamente do que a linhagem parental,
esgotando essa fonte de carbono com 12 h de ensaio. De fato, a velocidade de consumo
desse aglicar em 12 h de ensaio, para a linhagem recombinante, foi de 3,42 + 0,10 g L
h' enquanto para a linhagem parental foi de 2,75 + 0,12 g L' h', ou seja,
aproximadamente 25% maior (Tabela 3). Por outro lado, ao final do ensaio fermentativo,
nao houve diferenga na produtividade volumétrica de etanol. Verifica-se, ainda na
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mesma figura, que o furfural foi detoxificado pela linhagem recombinante com maior
rapidez do que a cepa parental. Isso se refletiu em uma maior producado de etanol por

essa linhagem, entre duas e 12h, em comparagcéo com a linhagem parental.

Figura 30 - Cofermentagdo em batelada simples das linhagens CENPK-X-RDK (simbolos abertos) e
sCTA1 (simbolos fechados) em meios ricos YP contendo 40 g L' de glicose e 20 g L™ de xilose acrescidos
de 3,8 g L de furfural. Em A: perfil de consumo de glicose (quadrados) e xilose (circulos) bem como
desaparecimento do furfural (losangos). Em B: produgao de etanol (tridngulos) e glicerol (circulos). Os
dados expressam a média + desvio padrao de dois experimentos independentes e os asteriscos indicam
a diferenca significativa (p<0,05) realizada pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
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E importante ressaltar que as cofermentagées foram realizadas para todas as
linhagens construidas, ndo observando diferencas significativas na velocidade do
consumo de glicose (Figura 31-A) ou xilose (dados nao mostrados) e na produgao de
etanol a partir de glicose (Figura 31-B), a excecado da recombinante sCTA1 conforme
relatado acima. A partir dessas constatagdes, optou-se em prosseguir o trabalho
utilizando somente a linhagem onde o gene CTA1 foi superexpresso (cepa sCTA1). Da
mesma maneira, a modificacdo genética realizada na linhagem industrial foi apenas a
superexpressao do gene CTA17 (cepa MPC5H1CA1).

Embora a diferenca no consumo de glicose, pela cepa sCTA1, se deu em meio
de cultivo contendo furfural, analisou-se a fermentagcdo desse carboidrato sem a
presenca do inibidor e, de fato, a modificagdo genética nao afetou o consumo de glicose
nessa condicdo (Apéndice A). Por outro lado, a produgdo de etanol durante a
cofermentagao na presenga de furfural pela linhagem dCTA1 foi menor do que nas outras
linhagens (Figura 31-B). Esses resultados, reforcam nossa hipotese que a estirpe sCTA1

somente teve um melhor desempenho quando na presenca de furfural e, provavelmente,
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pela sua melhor capacidade de remediar os efeitos do furfural e das ER geradas,

corroborando com dados ja apresentados neste trabalho (Figuras 26 e 27).

Tabela 3 - Par@metros cinéticos das cofermentagdes em meios rico (MR) ou hidrolisado hemicelulésico
(HH), pelas cepas CENPK-X-RDK, sCTA1, MPC5H1 e MPC5H1CA1. Na tabela: * calculado até 12 horas;
** calculado até duas horas; *** calculado até seis horas; tcalculado até 5,5h e 11 calculado até seis horas.
MS: meio sintético; HH: hidrolisado hemicelulésico. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente (p<0,05) pela analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey

Linhagem Condigao Vi Q Y
(gL h7) (99

CENPK-X-RDK MR 2,75+ 0,12 1,653 + 0,28 0,41 + 0,002
sCTA1 MR 3,42 +0,10% 2,361 + 0,213f 0,40 £ 0,012
MPC5H1 MR 3,38 + 1,26 2,42 + 0,30°tT 0,40 + 0,012
HH 5,91 +1,30%" 2,53 + 0,342t 0,44 + 0,012
MPC5H1CA1 MR 4,85+ 0,637 2,64 + 00,0021 0,40 £ 0,012
HH 5,33 + 0,99 2,48 + 0,39211 0,47 £ 0,03°

Nota: Vi: Velocidade inicial de consumo dos agucares; Q: Produtividade volumétrica de etanol; Y: Fator de
rendimento do processo fermentativo.

Foram realizadas também fermentagdes com as linhagens industriais (cepas
MPC5H1 e MPC5H1CA1), em meios de cultivo sintéticos contendo glicose, xilose e
furfural (Figura 32) e em hidrolisado hemicelulésico (Figura 33). Conforme se observa da
Figura 31-A a linhagem MPC5H1CA1 apresentou diferenga significativa, no consumo de
glicose, apenas na primeira hora de fermentagdo, embora se note um maior consumo
desse carboidrato até duas horas, se comparado a cepa parental. De fato, ao analisar a
velocidade de consumo de glicose essa linhagem apresentou discreto aumento (Tabela
3). Cabe salientar que diferentemente das linhagens laboratoriais (Figuras 30 e 31), as
linhagens industriais recombinantes foram capazes de consumir parte da xilose,
produzindo mais etanol. Por outro lado, ndo foi possivel observar clara diferenga na
detoxificagao do furfural entre as linhagens industriais. Esse maior consumo de glicose
se refletiu em maior producao de etanol na primeira hora (Figura 31-B), embora, ao final,
ambas as linhagens apresentaram o mesmo perfil de consumo de glicose e xilose e
producao de etanol e glicerol. O metabdlito xilitol também nao apresentou diferenca entre

as linhagens (dados ndo mostrados).
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Figura 31 - Velocidade de consumo de glicose (A) e produgéo de etanol (B) durante a cofermentagéo em
meios ricos YP contendo 40 g L™ de glicose e 20 g L' de xilose acrescidos de 3,8 g L™ de furfural. Os
dados expressam a média + desvio padrdo (painel A) e a média (painel B) de dois experimentos
independentes (n=2). O asterisco indica a diferenga significativa (p<0,05) realizada pela anélise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey
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Figura 32 - Cofermentacdo em batelada simples das linhagens MPC5H1 e MPC5H1CA1 em meios ricos
YP contendo 40 g L' de glicose e 20 g L' de xilose acrescidos de 3,8 g L' de furfural. Em A: perfil de
consumo de glicose (quadrados) e xilose (circulos) bem como desaparecimento do furfural (losangos). Em
B: producdo de etanol (triangulos) e glicerol (circulos). MPC5H1: simbolos abertos; MPC5H1CA1:
simbolos fechados. Os dados expressam a média * desvio padrao de dois experimentos independentes e
os asteriscos indicam a diferenca significativa (p<0,05) realizada pela analise de varidncia (ANOVA) e teste
de Tukey.
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Ja analisando a Figura 33-A é possivel notar que a diferenca no consumo da
glicose, entre a linhagem MPC5H1 e MPC5H1CA1, se deu nas primeiras seis horas de
fermentacdo, embora, estatisticamente, ndo sejam diferentes. Como consequéncia,

nesse mesmo tempo, houve ligeiro aumento na producao de etanol (Figura 33-B). Nesse
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sentido, analisando a produtividade volumétrica de etanol, também néo é possivel notar
diferenca significativa entre as linhagens (Tabela 3). Por outro lado, ainda na mesma
tabela, nota-se que o fator de rendimento do processo fermentativo, para a linhagem
recombinante MPC5H1CA1, nos ensaios com o hidrolisado hemiceluldsico, foi superior
em relagéo as demais linhagens e condi¢des. Importante notar também que, por um lado,
nos meios sintéticos a concentracdo de furfural era maior e, por outro, o hidrolisado
continha outros inibidores como os acidos acético e férmico, furfural e HMF (vide item
3.7) sugerindo que a linhagem recombinante MPC5H1CA1 foi capaz de remediar os

efeitos desses inibidores de forma mais satisfatoria.

Figura 33 - Cofermentagcao em batelada simples das linhagens MPC5H1 e MPC5H1CA1 em hidrolisado
hemiceluldsico produzido por PEREIRA et al. (2022) e ajustado para 75 g L™ de glicose. Em A: perfil de
consumo de glicose (quadrados) e xilose (circulos). Em B: produgao de etanol (triangulos) e glicerol
(circulos). MPC5H1: simbolos abertos; MPC5H1CA1: simbolos fechados. Os dados expressam a média +
desvio padrdo de dois experimentos independentes e os asteriscos indicam a diferenga significativa
(p<0,05) realizada pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey.
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E possivel também observar que a linhagem industrial recombinante

MPC5H1CA1 produziu, significativamente, menores teores de glicerol em relagdo a
parental (Figura 33-B). Essa diferenga pode ser sugerida como um indicador de menor
estresse (BASSO et al., 2008; LOPEZ et al., 2022). Nesse sentido, LI et al. (2022),
demonstraram que o controle do potencial redox extracelular, aumenta a tolerancia de
S. cerevisiae ao furfural e essa levedura produz menores teores de glicerol devido ao
direcionamento do fluxo metabdlico para a producdo de etanol. Os autores atribuem

esses fatos a correlacdo dos potenciais redox intracelulares, medidos pela relagéo
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NADH/NADPH e GSH/GSSG*, e o extracelular. Nesse sentido, também, o controle redox
diminui os niveis de ERO, causadas pelo estresse do furfural, conferindo maior
tolerancias das células a esse inibidor (LI et al., 2022). De fato, essas constata¢des vao
ao encontro da diminuigao dos niveis de ER na cepa MPC5H1CA1 se comparadas a sua
parental (Figura 28).

Outro ponto notavel é a diferenga no consumo de xilose por essas linhagens nos
meios sintéticos e no hidrolisado hemiceluldsico (Figuras 32 e 33). Enquanto nos meios
sintéticos ambas as leveduras consumiram, em média, 62% da xilose presente, no
hidrolisado esse consumo diminuiu para 28%. Importante salientar que, no meio
sintético, apenas o inibidor furfural estava presente e em concentracdo elevada se
comparada a encontrada no hidrolisado (3,8 gL' e 0,2 g L™, respectivamente). Ainda, o
hidrolisado continha diferentes inibidores oriundos do processo de pré-tratamento (ver
item 3.7). Essas constatagbes tém apoio na literatura uma vez que a levedura,
geralmente, tolera melhor o estresse individual, diferente do estresse global, quando
presente varios inibidores , por exemplo (BRANDT et al. 2022).

Além disso, Moreno et al. (2019) relataram que sdélidos insoluveis (Sl), presentes
nos hidrolisados lignoceluldsicos, acarretam a piora do rendimento fermentativo e
aumento dos niveis de ER. Os mesmos autores indicam que, na presenca de Sl
concomitantemente com os inibidores, o aumento de ER pode chegar a 70%, o que
poderia explicar a diferenga encontrada neste trabalho entre os meios sintéticos e o
hidrolisado. Nessa perspectiva, Qin et al. (2020) ja evidenciaram que além da produgao
de etanol ser claramente impedida pelo estresse, a robustez da levedura S. cerevisiae
em fermentar xilose € primordial. Os mesmos autores demonstram que linhagens onde
a via da biossintese de glutationa e a via de degradacdo de acido acético foi
superexpressa, a utilizacao de xilose foi melhorada pela diminui¢do do acumulo de ER.
Também, Dzanaeva et al. (2020) demonstraram o papel crucial dos peroxissomos na
detoxificagdo de ERO geradas pela fermentacédo de xilose. Os pesquisadores indicam
que a deficiéncia peroxissomal (incluindo a deficiéncia na catalase CTA1), levou a uma
producao 1,5 vez menor de etanol a partir de xilose, sugerindo que isso ocorre devido a
capacidade reduzida de detoxificagao de radiais livres pela levedura S. cerevisiae. Essas
constatagdes vao ao encontro dos resultados obtidos neste trabalho com a catalase
peroxissomal, codificada por CTAT.

4 GSH e GSSG sao abreviagbes para glutationa reduzida e dissulfeto de glutationa, respectivamente.
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Nossos resultados demonstram uma capacidade maior de crescimento celular
(Figura 29) e consumo de glicose (Figura 30), da linhagem recombinante laboratorial que
superexpressa o gene CTA71 embora, na cepa industrial, com a mesma modificagéo,
essa diferenga nao foi tdo notavel (Figura 31). Sugere-se que as melhores performances
dessas linhagens se deu pela maior rapidez em remediar os efeitos do furfural, ja que
nossos dados demonstram que essas cepas tiveram um menor acumulo ER, quando
exposta ao furfural, em relacdo a sua parental (Figura 28). Dessa forma, visando a
producado de etanol 2G, além de ser capaz de remediar os efeitos do furfural, S.
cerevisiae deve ser capaz de detoxificar ER geradas pelo metabolismo de xilose.

Portanto, em conjunto, nossos resultados evidenciam que a superexpressao da
catalase peroxissomal codificada por CTA7 aparentou ter papel crucial na tolerancia ao
distresse causado pelo furfural, sugerindo que, além de conferir tolerancia a xilose
conforme relatado em trabalhos anteriores, esse gene desempenha papel fundamental

na tolerancia de S. cerevisiae a inibidores presentes nos hidrolisados lignocelulésicos.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

No inicio deste trabalho foram criados modulos de superexpresséao utilizando o
promotor forte e constitutivo do gene TDH3 (Ptpns). Posteriormente, esses modulos
foram utilizados para transformar linhagens laboratoriais e industriais de S. cerevisiae
visando a superexpressao da(s) catalase(s) A e T, codificadas pelos genes CTAT e
CTT1, respectivamente. De forma semelhante, a(s) catalase(s) foram deletadas do
genoma dessas leveduras. Por fim, foram avaliados os niveis da atividade enzimatica
da(s) catalases, do peréxido de hidrogénio, das espécies reativas, e as capacidades de
crescimento e fermentagdo em meios sintéticos e em hidrolisado hemicelulésico pelas
linhagens geneticamente modificadas.

Portanto, em conjunto, nossos resultados nos permitem constatar que:

1. As modificagdes genéticas realizadas, sejam elas as superexpressdes e/ou

delecbes, foram realizadas de forma funcional no genoma das linhagens. Isso &

observado pelo aumento ou diminuicdo da atividade da catalase nas cepas
obtidas.

2. Todas as linhagens testadas tiveram os niveis de atividade da(s) catalase(s)

diminuidos quando foram crescidas na presenca de 3,8 g L' de furfural por duas

horas.

3. Nos ensaios, in vitro, da atividade da(s) catalase(s) todas as cepas testadas

tiveram perfil de inibicado dose-dependente de furfural, embora, estatisticamente

os valores de ICso ndo foram diferentes para as linhagens laboratoriais. Por outro
lado, a cepa MPC5H1CA1 teve o valor de ICso aumentado em relagéo a linhagem
parental (MPC5H1).

4. Nos crescimentos celulares em microescala, a linhagem sCTA1 teve melhor

crescimento celular na presenca de furfural, quando a fonte de carbono foi

glicose. Por outro lado, ndo foi possivel observar diferengca entre as cepas
laboratoriais quando as fontes de carbono foram glicose e xilose com furfural.

5. Allinhagem sCTA1 apresentou menores niveis de H20, e ER quando exposta

ao furfural e, como consequéncia, a velocidade de consumo de glicose, nas

primeiras 12 h, foi maior. Isso também possibilitou maior producédo de etanol
neste mesmo tempo.

6. O consumo de glicose foi mais rapido, até duas horas de cofermentagéo, pela

linhagem MPC5H1CA1, em meios sintéticos, se comparadas a sua parental.
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Ainda, a linhagem MPC5H1CA1 apresentou maior fator de rendimento do
processo fermentativo se comparadas a linhagem parental. Por fim, a produgéo
de glicerol foi significativamente menor indicando um menor estresse nessa
cepa.

7. Nos ensaios com o hidrolisado lignoceluldsico, a linhagem recombinante
MPC5H1CA1 apresentou discreto aumento na velocidade de consumo da
glicose nas primeiras horas de fermentacéo (= 6h), refletindo em um aumento
na producédo de etanol nesse mesmo tempo, se comparada a cepa parental
(MPC5H1). Nesses ensaios a produgao de glicerol pela linhagem recombinante
(MPC5H1CA1) foi significativamente menor se analisadas em relagédo a

linhagem parental, indicando um menor estresse nessa linhagem.

Dessa forma, a luz dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se como
perspectivas futuras:

1. Avaliar o nivel de transcritos dos genes CTA71 e CTT1 nas linhagens

construidas através de RT-gPCR. Importante destacar que essa avaliagao deve

ser feita em diferentes concentragdes de furfural e/ou quando a xilose € a unica

fonte de carbono.

2. Analisar a atividade enzimatica das catalases nas linhagens construidas

quando crescidas em outras fontes de carbono xilose, glicose/xilose, por

exemplo.

3. Investigar os niveis de ER e H202 em diferentes tempos de fermentagéo e

diferentes fontes de carbono.

4. Avaliar o perfil fermentativo da linhagem MPC5H1CA1 em meios sintéticos

contendo sacarose/xilose e em meio de cultivo contendo hidrolisado

hemiceluldsico e melago de cana-de-agucar contendo maiores concentragdes de

furfural.
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APENDICE A - Cofermentagido em batelada simples das linhagens CENPK-X-RDK
e sCTA1 em meios ricos YP contendo 40 g L' de glicose e 20 g L de xilose. Os
dados expressam a média * desvio padrao de dois experimentos independentes
(n=2).
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