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RESUMO 

 

A obtenção de uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae capaz de remediar 
os efeitos deletérios dos diversos compostos inibidores, formados nos processos 
de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica, ainda é um dos gargalos na 
produção de etanol de segunda geração. Dentre esses compostos, o furfural – 
um aldeído furânico, apresenta-se como um dos mais prejudiciais a essa 
levedura. Nesse sentindo, a remediação do acúmulo de espécies reativas (ER) 
causado por esse aldeído, é um dos objetivos para a obtenção de uma cepa 
robusta e eficiente. Dessa forma, este trabalho teve como hipótese norteadora 
que o distresse causado por furfural, em S. cerevisiae, pode ser remediado pela 
superexpressão e/ou deleção das catalases A e T, codificadas pelos genes 
CTA1 e CTT1, respectivamente. Para isso, foram utilizadas técnicas de 
engenharia genômica, como a integração de módulos de superexpressão e/ou a 
deleção, para modificar a expressão da(s) catalase(s) no genoma dessa 
levedura. Verificou-se que a correta integração do(s) módulo(s) de 
superexpressão 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 substituição do(s) gene(s) que 
codifica(m) a(s) catalase(s) a atividade dessa enzima foi indetectável. A linhagem 
onde o gene CTA1 estava superexpresso (cepa sCTA1) apresentou 
significativamente menores níveis de H2O2 e de ER quando comparadas à 
linhagem parental. Observou-se, ainda, que as linhagens apresentaram 
diminuição nos níveis dessas enzimas quando crescidas na presença de furfural 
ou quando a atividade foi avaliada in vitro na presença desse aldeído. Nos 
crescimentos em microescala, na presença de glicose e furfural, a cepa 
laboratorial sCTA1 apresentou maior crescimento, em relação a cepa parental, 
na presença de glicose e furfural. Entretanto, quando crescidas na presença de 
glicose, xilose e furfural, as linhagens mostraram longa fase lag (≅ 96h) e não 
houve diferenças no crescimento celular. Em cofermentações glicose/xilose e 
furfural a cepa sCTA1 detoxificou esse aldeído mais rápido e, como 
consequência, consumiu glicose nas primeiras 12 h com velocidade 25% maior 
que sua cepa parental. Isso refletiu em maior produção de etanol nesse mesmo 
tempo. Ainda, nas mesmas condições, a linhagem industrial recombinante 
MPC5H1CA1 apresentou maior consumo de glicose e produção de etanol, nas 
duas primeiras horas do ensaio fermentativo, se comparadas a linhagem 
parental. Porém, quando essa linhagem foi submetida a fermentação em 
hidrolisado lignocelulósico, não foi possível observar claras diferenças no 
consumo de glicose e xilose e produção de etanol, embora a produção de glicerol 
foi atenuada, indicando um menor estresse nessas células. Portanto, em 
conjunto, nossos resultados demonstraram a contribuição da catalase CTA1 na 
tolerância ao furfural em linhagens de S. cerevisiae .   

 
Palavras-chave: catalase; defesas antioxidantes; inibidores; etanol de segunda 
geração; hidrolisados lignocelulósicos.   

 

 

 



 
 

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 CTA1 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 CTA1 gene was overexpressed (sCTA1 
strain) had significantly lower levels of H2O2 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  INTRODUÇÃO 

 

1.1 BIOETANOL – DO PROÁLCOOL AO ETANOL DE SEGUNDA GERAÇÃO 

 
O aumento populacional mundial elevou consequentemente a demanda por 

diversas fontes energéticas, dentre elas os combustíveis de origem fóssil, como os 

derivados de petróleo e o carvão. No entanto, a ampla queima dos combustíveis fósseis 

para gerar eletricidade, calor e para abastecer o transporte, tem aumentado os níveis de 

dióxido de carbono na atmosfera, contribuindo para as mudanças climáticas 

(SUBRAMANIAM e MASRON, 2021). Nesse contexto, a utilização de biocombustíveis é 

de grande importância para contornar esse problema; sendo, nos últimos anos, 

especialmente pautada em políticas governamentais e organizacionais (BRASIL, 2021a).  

Em 2015, vários países, incluindo o Brasil, firmaram o Acordo de Paris durante 

a 21ª Conferência das Nações Unidas sobre Mudança do Clima (COP21), com o objetivo 

de reduzir as emissões de gases do efeito estufa e limitar o aquecimento global (BRASIL, 

2016). Em 2021, durante a COP26, os países reafirmaram os objetivos propostos no 

Acordo de Paris e mantiveram o tratado para a descarbonização da economia mundial 

(ARORA e MISHRA, 2021). Como consequência, o mundo vem intensificando as 

agendas para substituição/complementação da matriz energética mundial, a fim de 

torná-la mais renovável 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 substituição/complementação das suas matrizes energéticas, pelos quais 

estabeleceram metas para diminuir as emissões de gases poluentes. O alcance dessas 

metas, no entanto, provavelmente dependerá do amplo uso de três principais fontes 

energéticas: hidrogênio, eletricidade e biocombustíveis (FULTON, 2015). 

No contexto dos biocombustíveis, dentre eles o etanol, o Brasil é o precursor 

desta tecnologia. Com as crises no setor do petróleo na década de 1970, foi instituído 

no país o PROÁLCOOL – Programa Nacional do Álcool, visando o estímulo da produção 

em larga escala de etanol a partir da sacarose da cana-de-açúcar; produto, este, já 

cultivado no país em grande quantidade (GOLDENBERG, 2006; 2008; AMORIM et al., 

2011; LOPES et al., 2016). Com o advento dos veículos 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, atrás apenas dos Estados Unidos (RFA, 2021). No eixo centro-

sul do país, estima-se (agosto/2021) que a produção desse biocombustível alcançou 

92% da produção nacional (CONAB, 2021). Nesse cenário, enquanto o Brasil tem quase 

metade da sua matriz energética renovável (45%), o mundo possui apenas 14% 

(BRASIL, 2021b).  

O RenovaBio, a Política Nacional de Biocombustíveis implementada pelo Brasil 

em 2017, reforça o compromisso brasileiro com a redução das emissões de gases 

poluentes e busca cumprir os objetivos definidos no Acordo de Paris (BRASIL, 2021a).  

Dentre os princípios dessa política, está a expansão da produção e do uso dos 

biocombustíveis, por meio de incentivo às usinas sucroalcooleiras: os produtores de 

etanol devem receber títulos financeiros, na forma de créditos de descarbonização 

(CBios), conforme o volume e eficiência da produção. Para gerar CBios, o RenovaBio 

estabeleceu uma meta de substituição da gasolina por etanol que demandará 

provavelmente um aumento substancial na produção do biocombustível nos próximos 

dez anos (UNICA, 2019). Embora em 2020 o governo federal tenha proposto a revisão 

das metas do RenovaBio – devido aos impactos da pandemia da COVID-19 no mercado 

de biocombustíveis –, a intenção é adquirir quase 91 milhões 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 fermentação do caldo 

e/ou melaço da cana-de-açúcar, bioprocesso realizado pela levedura Saccharomyces 

cerevisiae, originando o etanol de primeira geração – 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 produção extensiva. O sucesso dessa 

produção é atribuído ao uso de ciclos curtos de fermentação (com duração de 8 à 12 h), 

com a manutenção de alta densidade de células e reciclagem das leveduras (LOPES et 

al., 2016). Também houve melhorias agrícolas, bem como o desenvolvimento e a 

seleção de novas variedades de cana-de-açúcar (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 próprias 

dornas de fermentação (STAMBUK et al., 2009; CECCATO-ANTONINI e COVRE, 2020; 

JACOBUS et al., 2021).  
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Como consequência da grande produção de E1G brasileira, são gerados 

subprodutos, na forma de bagaço e palha da cana-de-açúcar. Só na safra 2021/2022, o 

país atingiu a marca de 523 milhões de toneladas de cana-de-açúcar processadas 

(UNICA, 2022). Soccol et. al (2010) estimaram que cerca de 280 Kg de bagaço úmido 

são gerados a partir de uma tonelada de cana-de-açúcar processada. Além disso, 

aproximadamente 250 Kg de peso seco de palha são também geradas. Esses 

subprodutos, que representam cerca de 35% do conteúdo energético da planta, são 

utilizados majoritariamente para geração de energia na própria indústria através de 

combustão direta (MAGA et al., 2018).  

No entanto, pesquisas vêm investigando a utilização dessa e de outras 

biomassas (resíduos agroindustriais) para a geração não só de energia elétrica, mas 

também de biomoléculas e biomateriais de valor agregado, em um conceito chamado de 

biorrefinaria de segunda geração (2G) (KARP et al., 2021; ROSSI et al., 2021; 

VANDENBERGHE et al., 2022; ROGOSKI et al., 2022). Entre os produtos oriundos 

dessa indústria 2G, destaca-se o etanol de segunda geração – E2G, produzido a partir 

da fermentação dos carboidratos presentes no material lignocelulósico (ROBAK e 

BALCEREK, 2018). Nessa perspectiva, Stambuk et al. (2008) já estimaram que a 

utilização eficiente desse resíduo da produção de etanol 1G, para gerar o etanol 2G, 

poderia aumentar em até 50% a produção de etanol no Brasil sem a necessidade de 

aumento de áreas cultiváveis.  

No cenário do E2G, o Brasil apresenta grande potencial produtivo uma vez que 

os resíduos da produção de E1G (bagaço e palha) não competem com produtos 

alimentares visto o seu baixo valor nutricional. Assim, essa produção 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 América possuem diversas usinas para a produção de 

E2G, o Brasil possui apenas duas em operação – GRANBIO e RAÍZEN. Embora essas 

duas companhias tenham, juntas, o potencial para produzir aproximadamente 100 

milhões de litros de E2G por ano, isso representa menos de 1% do etanol total produzido 

no país (ROSSI et al, 2021). Além disso, ainda existem desafios em relação à viabilidade 

técnica e econômica desse processo, sobretudo em relação ao processamento inicial da 

biomassa lignocelulósica (KARP et al., 2021). Nesse sentido, Alves-Junior et al. (2022) 

consideram que o setor industrial não parece estar plenamente convencido dos ganhos 

econômicos gerados pela produção do E2G.  
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Um dos gargalos na produção do E2G é a composição química da biomassa 

lignocelulósica – em geral extremamente recalcitrante (ZHU e PAN, 2022).  A biomassa 

da cana-de-açúcar é formada por: (a) celulose, um homopolímero linear de glicoses 

unidas por ligações glicosídicas β-1,4; (b) hemicelulose, um heteropolissacarídeo 

composto por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose); 

(c) lignina, macromolécula amorfa composta em maior quantidade por fenólicos; 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 lignocelulósica de forma detalhada pode ser vista na Figura 1.  

Dessa forma, a desestruturação dessa biomassa recalcitrante, com a liberação 

de seus constituintes, é passo primordial para a produção eficiente de E2G (KUHAD et 

al, 2011). Esse processo, chamado de pré-tratamento, é um dos obstáculos que ainda 

dificultam a produção eficiente de E2G a partir da biomassa lignocelulósica. 

Além desse processo de desestruturação da biomassa, uma segunda etapa é 

necessária: a hidrólise dos polímeros que compõe a biomassa. Essa etapa tem como 

objetivo principal liberar os açúcares presentes na celulose e hemicelulose e pode ser 

realizada através de processos físico-químicos ou biológicos (MOSIER et al. 2005; 

KUMAR et al., 2015; VISSER et al, 2015).  

 
Figura 1 - Estrutura simplificada da biomassa lignocelulósica. Da hidrólise da hemicelulose são obtidas as 
pentoses (xilose e arabinose) e as hexoses (galactose e manose). Da celulose é obtida a glicose e, da 
lignina, são liberados inúmeros compostos fenólicos 

 
Fonte: adaptado de Hernández-Beltrán et al. (2019)  
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1.2 O PROCESSO DE PRÉ-TRATAMENTO E A FORMAÇÃO DO FURFURAL   

 
O pré-tratamento tem como função principal desestruturar a biomassa 

lignocelulósica para posterior hidrólise. No entanto, o pré-tratamento gera subprodutos 

indesejáveis, os chamados inibidores (vide Figura 2), que dificultam a hidrólise 

enzimática e a fermentação por microrganismos (JÖNSSON e MARTÍN, 2016; TANG et 

al., 2021; MONTEIRO et al., 2021). 

Atualmente o pré-tratamento é realizado de diversas maneiras: químico, físico e 

biológico. Os processos mais recentes envolvem uso de líquidos iônicos (ROY e 

CHUNDAWAT, 2022), CO2 supercrítico (ZHAO et al., 2022) e utilização de plasma frio 

(PEREIRA et al., 2021). No entanto, as abordagens termoquímicas como ácido ou álcali 

diluídos e explosão à vapor ainda são as mais promissoras em escala industrial por 

serem rápidas, de fácil dimensionamento e eficientes na desconstrução da biomassa 

(TANG et al., 2021). 

Conforme se observa na Figura 2, a partir da desidratação das hexoses, são 

gerados o 5-hidroxi-metil-furfural (HMF) e posteriormente os ácidos levulínico e fórmico. 

Já da desidratação das pentoses, o principal produto é o furfural, podendo originar 

também o ácido fórmico. O ácido acético, que pode ser oriundo da conversão das 

pentoses, também é originado da desacetilação da hemicelulose. Por fim, da lignina são 

gerados diversos subprodutos fenólicos, como a vanilina (PALMQVIST et al, 2000; 

TAHERZADEH et al. 2000; revisado por BHATIA et al., 2020). A concentração desses 

inibidores nos hidrolisados está intimamente ligadas à composição química da biomassa 

e ao processo de pré-tratamento utilizado (GUO et al., 2022). Nesse sentido, embora 

geralmente as concentrações de furfural sejam relativamente baixas (<0,5 g L -1) nos 

hidrolisados lignocelulósicos, já foram relatadas concentrações que alcançam 4 g L-1 

(TAHERZADEH e KARIMI, 2011; ZHANG et al., 2017; CANDIDO et al., 2020; LIN et al., 

2020; LIMA et al., 2021), concentrações essas dependentes dos tipos de pré-tratamento 

utilizados. 

O furfural é um dos aldeídos formados nos processos de pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica é altamente tóxico para microrganismos. Embora o foco desde 

trabalho seja voltado à produção de etanol, não se despreza a importância 

(bio)tecnológica do furfural. Peleteiro et al., (2016) apontam que esse aldeído é produzido 

industrialmente desde 1922. Nesse sentido, furfural vem sendo utilizado na indústria 

farmacêutica (HOYDONCKX et al., 2007), agrícola (MASCAL e DUTTA, 2011), como 



19 
 

precursor do ácido furóico e álcool furfurílico na indústria alimentícia (DELATOUR et. al, 

2020) e como plataforma para produção de inúmeros outros solventes 

(RACHAMONTREE et al., 2020; JASWAL, SINGH E MONDAL, 2022). Em um conceito 

de biorrefinaria, a produção de furfural também vem sendo avaliada (MESA et al., 2014; 

LIU et al, 2022).  

Dessa forma, embora furfural seja altamente tóxico para microrganismos, 

industrialmente esse aldeído é de suma importância. Nessa esteira, a obtenção de 

microrganismos tolerantes ao furfural pode ser uma alternativa biotecnológica 

promissora para a produção de etanol 2G. 

 

Figura 2 - Formação de inibidores a partir do pré-tratamento físico-químico da biomassa lignocelulósica. 
Este processo desestrutura a recalcitrância da biomassa liberando, principalmente, celulose, hemicelulose 
e lignina. No entanto, a quebra da lignina, e desidratação dos açúcares, leva a formação dos compostos 
inibidores 

 
Fonte: adaptado de Ibraheem e Ndimba (2013) 

 

1.3 FURFURAL – TOXICIDADE E REMEDIAÇÃO  

 
É de longa data que se tem relato que os aldeídos, em especial os furânicos, são 

tóxicos para as células (DENG et al., 1993; NAVARRO, 1994; WORNISCH et al., 1995). 

Portanto, atualmente, vários grupos de pesquisas medem esforços a fim de obter 

microrganismos tolerantes a esses compostos (LIU et al., 2020; ERKAN et al., 2020; LI 

et al. 2021; LI et al., 2022). 
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Furfural, um aldeído furânico, presente nos hidrolisados lignocelulósicos, reduz 

a proliferação celular e a produção de etanol e inibe a síntese de DNA, RNA, enzimas e 

proteínas (LIU, 2011; ASK et al., 2013). Allen et al. (2010) demonstraram que furfural 

causa, em S. cerevisiae, danos às mitocôndrias, vacúolo, cromatina nuclear e 

citoesqueleto provavelmente pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ERO). 

Corroborando esses resultados Kim e Hahn (2013) e López et al. (2021) demonstraram 

o acúmulo de ERO nessa levedura quando exposta a esse inibidor. 

Como resposta, S. cerevisiae reduz o furfural a furan-metanol (álcool furfurílico) 

principalmente através de aldeído redutases (Figura 3).  Por exemplo, os genes 

YKL107W, YMR152W  e ARI1, que codificam algumas dessas redutases, já 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 álcool desidrogenases 

(codificadas pelos genes ADH1, ADH6, ADH7) já foram descritas como capazes de 

reduzir furfural (LIU et al., 2008; JAYAKODY et al., 2012). Outras redutases, codificadas 

por GRE2 e GRE3 (LIU et al., 2008; MOON e LIU, 2012) também apresentaram essa 

característica. Dessa forma, a detoxificação de furfural pode ser realizada por enzimas 

codificada por múltiplos genes, e não só por aqueles que codificam aldeído redutases 

(LIU, 2018). Nesse sentido, Mandalika et al. (2014) sugeriram que a tolerância de 

linhagens de S. cerevisiae  não está diretamente ligada a atividade de redução do furfural 

a seu álcool, porque o maior crescimento das células não está relacionado, 

necessariamente, à maior redução desse aldeído e envolve outros mecanismos 

moleculares.  

 

Figura 3 - Vias de redução do 2-furaldeído (furfural) em 2-furanmetanol (álcool furfurílico) acoplados com 
NADH e/ou NADPH e catalisados por aldeído redutases. 

 

Fonte: Adaptado de Liu (2011) 
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Outro ponto relevante na tolerância a esse inibidor é a preferência dessas 

enzimas pelos cosubstratos NAD(P)H. In vitro nota-se que a redução desse aldeído 

acontece tanto por enzimas NADH ou NADPH-dependentes (MOON e LIU, 2015; WANG 

et al., 2019). Já in vivo, redutases NADPH-dependentes apresentaram-se como mais 

eficientes (LIU, MA e SONG, 2009; HEER, HEINE e SAUER, 2009). Dessa forma, a 

utilização exclusiva de NADPH para redução do furfural pode provocar um desbalanço 

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 responsáveis por geração do NADPH, 

apresentaram maior sensibilidade ao furfural. Dessa forma, a engenharia de 

cosubstratos (cofatores) deve ser levada em consideração na obtenção de linhagens 

tolerantes a furfural.  

A engenharia genômica, seja ela com alvo na modificação ou superexpressão 

de fatores de transcrição ou genes, é uma importante ferramenta na obtenção 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 avaliação do transcriptoma de S. cerevisiae  também foi relatada como 

contribuição para entender a toxicidade deste aldeído (Liu e Ma, 2020; GOUD, KIM e 

ULAGANATHAN, 2022). Os pesquisadores observaram um maior nível de transcritos, 

quando a levedura foi exposta a furfural, de genes que respondem ao estresse oxidativo, 

como CTA1 (catalase A); SRX1 (sulfiredoxina) e GRX5 (glutarredoxina). Recentemente 

a engenharia evolutiva também tem se tornado importante aliada na obtenção de 

linhagens tolerantes (PANDEY et al, 2019; LIU e MA, 2020; WEI et al., 2020).  

Portanto, o esforço da comunidade científica tem se baseado nas engenharias 

genômica e evolutiva para obtenção de linhagens de S. cerevisiae  que sejam capazes 

de tolerar este inibidor.  

 

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

 
A xilose, segundo açúcar mais abundante na biomassa lignocelulósica, não é 

fermentada naturalmente por S. cerevisiae. No entanto, bactérias e outras leveduras são 

capazes de metabolizar esse açúcar. Diversos gêneros de leveduras vêm sendo 

relatados com essa capacidade como: Scheffersomyces, Candida, Kluyveromyces e 
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Spathaspora (SÁNCHEZ 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 

gêneros foram descobertos com a mesma capacidade: Cyberlindnera e Blastobotrys 

(BARRETO et al., 2018; BARROS et al., 2021). Nesse caminho, diversas pesquisas têm 

focado no uso de Sp. passalidarum e Sp. arborariae como alternativa à S. cerevisiae ou 

como fonte de genes que auxiliem na metabolização 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 não toleram, de forma combinada, a altas 

concentrações de etanol, alta pressão osmótica (causada pela concentração de 

açúcares), os baixos valores de pH do meio e inibidores formados no processo de pré-

tratamento. Além disso, a grande maioria precisa de oxigênio para uma metabolização 

eficiente (LANDRY, et al., 2006; STAMBUK et al., 2019). Por outro lado, a bioprospecção 

de novas linhagens não deva ser descartada como alternativa para a metabolização 

eficiente de xilose. Em outro viés, a engenharia genômica de S. cerevisiae se mostra 

promissora para construção de linhagens que fermentem eficientemente a xilose 

(MATSUSHIKA e SAWAYAMA, 2008; KIM et al. 2013; COIMBRA et al. 2022).  

A expressão heteróloga, em S. cerevisiae, de genes que codificam enzimas 

necessárias para a metabolização da xilose mostra-se uma alternativa promissora para 

a assimilação eficiente desse açúcar. Uma das vias de metabolização da xilose relatadas 

é a expressão heteróloga das enzimas xilose redutase (XR; EC 1.1.1.307) e xilitol 

desidrogenase (XDH; EC 1.1.1.9) aliada a superexpressão da enzima endógena de S. 

cerevisiae, xiluloquinase (XK; EC 2.7.1.17). Outra alternativa é a utilização da via que 

utiliza xilose isomerase (XI; EC 5.3.1.5) oriunda de bactérias ou certos fungos anaeróbios 

(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 inserção da via de metabolização da xilose em S. cerevisiae, tornou-as 

capazes de fermentar essa pentose ainda que de forma mais lenta do que as hexoses. 

Nesse sentido, modificações adicionais no genoma dessas linhagens foram realizadas 

para melhorar essa eficiência, 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 metabolização de carboidratos e produz uma 

grande fração do NADPH necessário para as células. ZWF1, por exemplo, codifica a 

glicose-6-fosfato desidrogenase que regenera o cosubstrato NADPH, mostrando-se 

necessário para o metabolismo da xilose (JEPPSSON et al., 2002; GORSICH et al., 

2006). Isso porque, na via XR-XDH, ocorre o desbalanço entre os cosubstratos 

NAD(P)H, enquanto as XRs preferem NADPH para reduzir xilose, as XDH utilizam NAD+ 

na oxidação do xilitol a D-xilulose (vide Figura 3). Nesse contexto, explica-se a 

necessidade de oxigênio para o consumo da xilose visto que esse pode reoxidar o 

NADH. Outra consequência é o acúmulo de xilitol nessa via, o que já 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 heterólogas de metabolização de xilose em S. cerevisiae. Inicialmente a 
xilose é reduzida a xilitol pela xilose redutase (XR). Por sua vez o xilitol é 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 glicólise, chegando à produção de etanol. 
Alternativamente, a xilose é diretamente isomerizada a xilulose pela xilose isomerase (XI) e ingressa na 
via das pentoses fosfato e posterior glicólise chegando à produção de etanol. Em azul um gene que codifica 
a XI 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 

 
Fonte: Autoria própria 
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Outro problema envolvido na fermentação 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 fermentação de xilose, e 

o papel crucial dos peroxissomos na remediação desses radicais. O estresse oxidativo 

causado por esse carboidrato também já foi relatado por Cheng et al. (2018). Os autores 

mostram que a capacidade de detoxificação de espécies reativas de oxigênio está 

associada ao melhor consumo de xilose em um isolado de S. cerevisiae. Dessa forma, 

além de abrigar uma via de metabolização da xilose, essa deve ser capaz de remediar 

os efeitos oxidativos causados pela metabolização da xilose. 

Portanto, a obtenção de linhagens capazes de fermentar eficientemente xilose é 

um dos grandes gargalos na produção do etanol 2G e está ligada a capacidade de 

remediação dos danos oxidativos causados por essa pentose.  

 

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

 
A geração de ERO possuem papel crucial no metabolismo celular. Dentre essas 

espécies estão os radicais livres moléculas ou átomos com elétrons livres na sua camada 

de valência como o radical hidroxila (𝑂𝐻∙), o radical peroxila (𝑂𝐻2
. ) e o ânion superóxido 

(𝑂2
− .). Entre os não radicalares estão o oxigênio singleto (1O2) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Essas espécies podem acumular-se nas células devido a fatores ambientais, 

mutações genéticas e pelo próprio 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 investigação da capacidade dos sistemas de defesas 

celulares remediar os efeitos desse aldeído. As células possuem sistemas de defesas 

(não)enzimáticas para proteção celular e manutenção 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 não enzimáticos são: (a) o tripeptídeo glutationa atua como antioxidante 

utilizando o grupo tiol da cisteína (EARDLEY e TIMSON, 2020); (b) o acúmulo do 

aminoácido prolina, atuando como sequestrador de radicais livres (TAKAGI, TAGUCHI 

e KAINO, 2016; MUKAI et al., 2019; TAKAGI 2021); (c) produção de trealose (MAHMUD, 
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HIRASAWA e SHIMIZU, 2010; ASADA et al., 2022) auxiliando no reparo de proteínas 

desnaturadas ou inibindo essa desnaturação; e (d) a homeostase de íons metálicos, 

incluindo as metalotioneínas1 (LYU et al, 2022). Já os sistemas enzimáticos são: as 

catalases (CAT), superóxido 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 localizações subcelulares das principais 

enzimas antioxidantes estão mostradas na Figura 5.  

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Metalotioneínas são pequenas proteínas ricas em cisteínas com propriedades antioxidantes, e tem 

capacidade de se ligar a diversos íons metálicos.  
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Figura 6 - Localização celular das principais enzimas do sistema de defesa antioxidante em S. cerevisiae. 
Na Figura: superóxido 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)  

 
Nota: Criado com BioRender.com    
Fonte: Autoria própria 

 

 
Em S. cerevisiae as superóxido dismutases (EC: 1.15.1.1) são codificadas pelos 

genes SOD1 e SOD2, e convertem o ânion superóxido em H2O2 e oxigênio molecular 

que, posteriormente, pode ser convertido à água por catalases ou peroxidases. As 

glutationa peroxidases (EC: 1.15.1.1), codificadas pelos genes GPX1, GPX2 e HYR1, 

utilizam o H2O2 como substrato para a oxidação da glutationa reduzida (GSH) formando 

dissulfeto de glutationa (GSSG). Por sua vez, as glutationa redutases (EC: 1.8.1.7) 

catalisam a redução da glutationa disulfeto (GSSG) gerando a forma sulfidrila (GSH). 

Ainda, as tiorredoxinas peroxidases (EC: 1.11.1.24), codificadas pelos genes TSA1 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 CTA1 e CTT1, respectivamente. Enquanto a 

catalase A está localizada nos peroxissomos e nas mitocôndrias, a catalase T é 

citosólica, embora a função das duas seja a mesma: catalisar a conversão do H2O2 a O2 

e H2O. A catalase A peroxissomal é responsável pela detoxificação de H2O2 produzido 
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pela β-oxidação dos ácidos graxos (MATÉ et al., 1999), ao passo que a mitocondrial é 

responsável por detoxificar o H2O2 produzido pelas enzimas SOD na defesa de ERO 

(STURTZ et al., 2001). Já a catalase citosólica parece estar envolvida na proteção contra 

o choque térmico e osmótico, restrição calórica e ao próprio H2O2 (GODON et al., 1998) 

sugerindo que seu papel protetor é generalizado.  

Conforme exposto no item anterior deste trabalho, o furfural é capaz de promover 

acúmulo de ERO. No entanto, a consequência desse acúmulo nas fermentações de 

hidrolisados lignocelulósicos, assim como o papel das catalases nesse processo, em 

especial na presença de xilose e furfural, não está totalmente elucidada. Assim, este 

trabalho buscou avaliar os efeitos da superexpressão e/ou deleção das catalases de S. 

cerevisiae frente à exposição das células de levedura ao furfural. 
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2 OBJETIVOS  

 
2.1 OBJETIVO GERAL  

 
Este trabalho teve como objetivo, através da engenharia genômica 

(superexpressão ou deleção gênica) de S. cerevisiae, avaliar a contribuição das 

catalases codificadas pelos genes CTA1 e CTT1 na capacidade das leveduras de tolerar 

o inibidor furfural, presente em hidrolisados lignocelulósicos utilizados para a produção 

de etanol de segunda geração. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Construir um módulo de superexpressão utilizando o promotor do gene TDH3 

de S. cerevisiae.  

● Desenvolver linhagens recombinantes de S. cerevisiae que superexpressem 

os genes CTA1 e/ou CTT1.  

● Construir linhagens recombinantes de S. cerevisiae onde os genes CTA1 e/ou 

CTT1 estejam deletados.  

● Avaliar os níveis de atividade da catalase nas linhagens recombinantes 

construídas. 

● Estimar os níveis de espécies reativas e de peróxido de hidrogênio nas 

linhagens recombinantes desenvolvidas.  

● Analisar os perfis de crescimento e de cofermentação de glicose e xilose pelas 

linhagens recombinantes construídas, em meios sintéticos e hidrolisado 

hemicelulósico.  
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3 METODOLOGIA  

 

3.1 LINHAGENS DE LEVEDURAS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA 

 
As cepas de leveduras utilizadas e desenvolvidas no presente trabalho estão 

descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho 

Linhagens Genótipo relevante 
Fonte ou 

Referência 

CENPK-X-RDK 
MATa MAL2-8c ura3-52 his31 leu2-3/112 trp1-

289 e AUR1::pAUR-XKXDHXR* 
LBMBL** 

EZY-01  
Isogênica MP-P5***, mas loxP-KanMX-loxP-

pADH1::YNL134C 
Zanella (2018) 

ASY-3 
Isogênica à DLG-K1****, mas pho13Δ::loxP-

Bler-loxP 
Dos Santos (2017) 

CENPK-X-RDK-Kan-

TDH3 

Isogênica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-

loxP-PTDH3::TDH3 
Este trabalho 

CENPK-X-RDK-Ble-TDH3 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas loxP-BleMX-

loxP-PTDH3::TDH3 
Este trabalho 

sCTA1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-

loxP-PTDH3::CTA1 
Este trabalho 

sCTT1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-

loxP-PTDH3::CTT1 
Este trabalho 

sCTA1-sCTT1 

Isogênica a CENPK-X-RDK, mas loxP-KanMX-

loxP-PTDH3::CTT1 e loxP-BleMX-loxP-

PTDH3::CTA1 

Este trabalho 

dCTA1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas cta1Δ::LoxP-

Bler-LoxP 
Este trabalho 

dCTT1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas ctt1Δ::LoxP-

Bler-LoxP 
Este trabalho 

dCTA1-dCTT1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas cta1Δ::LoxP-

Bler-LoxP e ctt1Δ::LoxP-Kanr-LoxP 
Este trabalho 

dCTA1-sCTT1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas cta1Δ::LoxP-

Bler-LoxP e loxP-KanMX-loxP-PTDH3::CTT1 
Este trabalho 

dCTT1-sCTA1 
Isogênica a CENPK-X-RDK, mas ctt1Δ::LoxP-

Bler-LoxP e loxP-KanMX-loxP-PTDH3::CTA1 
Este trabalho 

MPC5H1 

Isogênica à MP-C5, linhagem essa oriunda da 
cepa CAT-1 (isolada de dornas de fermentação 
de etanol 1G) mas loxP-KanMX-loxP-
PADH1::[4-59Δ]HXT1 
 

Pereira et al. 

(2021) 

MPC5H1CA1 
Isogênica à MPC5H1, mas mas loxP- BleMX -
loxP-PTDH3::CTA1 

Este trabalho 

Notas: * Essa cepa é originária da linhagem CEN.PK2-1C (ENTIAN E KOTTER ,1998). ** Laboratório de 
Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras – LBMBL (UFSC). *** A linhagem MP-P5 é uma linhagem 
diploide oriunda da linhagem PE-2 (BASSO et al. 2008), linhagem essa isolada das dornas de fermentação 
de etanol 1G). **** A linhagem DLG-K1 foi construída por Gonçalves (2014). 
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As linhagens foram cultivas em meio rico YP (10 g L-1 de extrato de levedura, 20 

g L-1 de peptona) suplementados com a fonte de carbono de interesse (20 g L-1 de glicose 

e/ou xilose) e o pH ajustado para 5,0 com HCl (3M). Para os meios sólidos foi adicionado 

20 g L-1 de ágar. Quando necessário, aos meios foram adicionados 200 mg L-1 de 

Geneticina (G418-Sigma) ou 500 mg L-1 de Zeocina (Invivogen), em condições 

assépticas. 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 úmido (autoclave a 120 

ºC por 20 min).  

 

3.2 ENGENHARIA GENÉTICA EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE  

 
As modificações genômicas realizadas nas linhagens da levedura S. cerevisiae 

basearam-se em reações de PCR - Polymerase Chain Reaction e recombinação 

homóloga conforme descrito por (PETRACEK e LONGTINE, 2002), e utilizando a enzima 

DNA polimerase de alta fidelidade Phusion® High Fidelity DNA Polymerase Thermo 

ScientificTM, seguidas da transformação das linhagens através do método de acetato de 

lítio 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 tampão TBE (45 mM 

Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo 2,5 μg mL-1 de brometo de etídio, em luz 

ultravioleta, no fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System (BioRad). 

As reações de PCR foram realizadas utilizando os oligonucletídeos descritos na Tabela 

2.  

Inicialmente, para obtenção dos módulos de superexpressão utilizando o 

promotor forte e constitutivo do gene TDH3 (PTDH3), se fez necessário a inserção dos 

genes Kanr e Bler a montante desse promotor nativo. O fragmento de amplificação 

considerado como PTDH3 foi definido utilizando como base a sequência do promotor GPD 

do plasmídeo p426-GPD (ATCC 87361)2. Para a amplificação dos genes marcadores 

foram realizadas extrações 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 contêm em seus genomas os 

genes Kanr e Bler, respectivamente. 

 

 
2 O promotor PTDH3 é amplamente conhecido na literatura como promotor GPD, dando origem aos 

plasmídeos da família p4XX (MUMBERG, MULLER e FUNK, 1995).  
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos (iniciadores) utilizados neste trabalho 

Iniciadora Sequência (5’→ 3’)b 

Recombinação  

TDH3-REC-F 
GAAAAGAACTTACCTGAAAAAAACGAATATATACTAGCGTCCAGCTGAAG

CTTCGTACGC 

TDH3-REC-R 
CGTATTCTTTGAAATGGCAGTATTGATAATGATAAACTCGGCATAGGCCAC

TAGTGGATC 
CTA1-Super2-F-

pGPD 
AACAAATATAAACTCCGAAAATCCCCACAGTGACAGAATTCCAGCTGAAG

CTTCGTACGC 

CTA1 – Super-R 
AGTAATTTACTTCATTTTTTTCTTGTCCCAATTTCGACATTTTGTTTGTTTAT
GTGTG 

CTA1-Del-F 
TAGCCGCGCAAGTTGGTGGGGTCCCTTAATCCGAAAAAGGCCAGCTGAA
GCTTCGTACGC 

CTA1-Del-R 
AGTAATTTACTTCATTTTTTTCTTGTCCCAATTTCGAGCATAGGCCACTAGT

GGATC 
CTT1- Super-F-

pGPD 
TAAGGATTCGACGTAGCCTGGACACATTGTGCATTTATCGCCAGCTGAAG

CTTCGTACGC 
CTT1- Super-R-

pGPD 
CTTTTTCTTGCTTTTCTTCTTTTTTACCGAACACGTTCATTTTGTTTGTTTATG

TGTG 

CTT1- Del-F 
CTTCTCTTGTCTCATGCCAATAAGATCAATCAGCTCAGCCCAGCTGAAGCT
TCGTACGC 

CTT1- Del-R 
GGCACTTGCAATGGACCAAGTCTTGGCATAACCTTCAAGGGCATAGGCCA

CTAGTGGATC 

  

Verificação  

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-VeriFora-
R 

GACATCGTTTCTTGGTTCCC 

V-CTT1-F GAAGCCAGAGATGATGAGGA 

V-CTT1-R GCTCCCAATCTATGACGTTG 

CTT1- VeriFora-
R 

GTGCTTGTACATACGACCAAT 

Notas: a As letras F e R são referentes aos iniciadores forward e reverse, respectivamente. b Nos 
iniciadores para recombinação, as sequências sublinhadas permitem a amplificação dos módulos de 
deleção ou superexpressão, enquanto as sequências em negrito são para a recombinação homóloga.  
 

 

Para a construção do módulo de superexpressão, o gene Kanr foi amplificado 

utilizando o par de iniciadores TDH3-REC-F e TDH3-REC-R (vide Tabela 2) e o DNA 

genômico da levedura EZY-01 como molde. Esses iniciadores contêm nas suas 

extremidades, regiões de similaridade anteriores e no início do PTDH3 (Figura 7-A). Dessa 

forma, por recombinação homóloga, o gene Kanr foi inserido na região imediatamente 

anterior ao PTDH3, 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 extraído da linhagem ASY-03, o fragmento amplificado foi aquele 
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contém o gene Bler e, por recombinação homóloga e transformação da levedura, foi 

construída a linhagem CENPK-X-RDK-Ble-TDH3 (Figura 7-B). Ambas as linhagens 

recombinantes foram selecionadas em meio sólido (YPD) contendo o respectivo 

antibiótico (Geneticina para a cepa contendo o gene Kanr e Zeocina para àquela 

contendo o gene Bler).  

 

Figura 7 - Inserção dos genes Kanr e Bler à montante do promotor PTDH3. Em A: amplificação, por PCR, 
do gene Kanr e inserção, por recombinação homóloga, na região anterior ao PTDH3. Em B:  amplificação, 
por PCR, do gene Bler e inserção, por recombinação homóloga, na região anterior ao PTDH3. 

 

 

Posteriormente, para a construção da linhagem sCTA1 e sCTT1, linhagens que 

superexpressam os genes CTA1 e CTT1, respectivamente, foi utilizado o módulo 

construído anteriormente contendo o gene Kanr e o PTDH3. Para isso, foi utilizado o DNA 

extraído 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, 

regiões de similaridade (~40 pb) anteriores e na região inicial ao gene alvo da 

superexpressão e, por transformação da levedura e recombinação homóloga, foi 

construída a linhagem sCTA1 (Figura 8A). Já para a construção da linhagem sCTT1 os 

iniciadores utilizados foram CTT1-Super-F-pGPD/CTT1-Super-R-pGPD para amplificar 

o módulo de superexpressão da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3. Esses iniciadores 

também contém nas suas extremidades regiões de similaridade (~40 pb) anteriores e na 

região inicial ao gene alvo (ver Tabela 2). A representação esquemática dessa 

construção está mostrada na Figura 8B. 

Já para a construção da linhagem industrial recombinante (MPC5H1CA1) foi 

utilizado o módulo de superexpressão contendo o gene marcador Bler. Para isso, foi 
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realizada a extração 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 módulo e transformado na linhagem MPC5H1 dando origem a linhagem 

MPC5H1CA1 (Figura 9).  

Figura 8 - Amplificação do módulo de superexpressão e transformação na levedura CENPK-X-RDK. Em 
A: Amplificação, por PCR, do módulo de superexpressão loxP-Kanr-loxP-PTDH3 e inserção, por 
recombinação homóloga, na região promotora do gene CTA1. Em B: Amplificação, por PCR, do módulo 
de superexpressão loxP-Kanr-loxP-PTDH3 e inserção, por recombinação homóloga, na região promotora do 
gene CTT1 

 

 

Para a construção da linhagem dCTA1 (cepa com o gene CTA1 deletado) foi 

utilizado o par de iniciadores CTA1-Del-F/CTA1-Del-R (ver Tabela 2) que contém, nas 

suas extremidades, regiões de similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene 

CTA1. O DNA molde para essa amplificação foi o extraído da linhagem CENPK-X-RDK-

Ble-TDH3. Ao final, o produto da PCR foi transformado na levedura CENPX-X-RDK e, 

por recombinação homóloga, substituiu o gene CTA1 pelo gene Bler, dando origem a 

linhagem dCTA1 (Figura 10A). Para a deleção 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 regiões de similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene CTT1. 

Dessa forma, por transformação da levedura e recombinação homóloga, o gene CTT1 

foi substituído pelo gene Bler (Figura 10B).  
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Figura 9 - Amplificação do módulo de superexpressão e transformação na levedura MPC5H1. Foi realizada 
a amplificação, por PCR, do módulo de superexpressão loxP-Ble-loxP-PTDH3 e inserção, por 
recombinação homóloga, na região promotora do gene CTA1 da linhagem MPC5H1, originando a 
linhagem MPC5H1CA1.  

 
 

Na construção da linhagem onde ambas as catalases estão deletadas (linhagem 

dCTA1-dCTT1) o DNA da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 foi extraído e utilizado 

como molde para as reações 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 

a levedura dCTA1 e, por recombinação homóloga, o gene CTT1 foi substituído pelo gene 

Kanr, dando origem a linhagem dCTA1-dCTT1 (Figura 11A). Para a construção da 

linhagem onde ambas catalases estão superexpressas (linhagem sCTA1-sCTT1) foi 

utilizado o módulo de superexpressão contendo o gene Bler. Resumidamente, esse 

módulo foi amplificado, por reações de PCR, utilizando o par de iniciadores CTT1-Super-

F-pGPD/CTT1-Super-R-pGPD que contém, nas suas extremidades, regiões de 

similaridade (~40 pb) com a parte inicial e final do gene CTT1. Esses amplificados foram 

utilizados para transformar a levedura sCTA1 e, por recombinação homóloga, foi 

construída a linhagem sCTA1-sCTT1 (Figura 11B).  
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Figura 10 - Amplificação do módulo de deleção e transformação na levedura CENPK-X-RDK. Em A: 
Amplificação, por PCR, do módulo de deleção LoxP-Bler-LoxP e, por recombinação homóloga, a 
substituição do gene CTA1. Em B: Amplificação, por PCR, do módulo de deleção LoxP-Bler-LoxP e, por 
recombinação homóloga, a substituição do gene CTT1 

 

 

Figura 11 - Amplificação dos módulos de deleção e de superexpressão para transformação nas leveduras 
dCTA1 e sCTA1. Em A: Amplificação, por PCR, do módulo de deleção LoxP-Kanr-LoxP e por 
recombinação homóloga a substituição do gene CTA1. Em B: Amplificação, por PCR, do módulo de 
superexpressão LoxP-Bler-LoxP-PTDH3 e inserção, por recombinação homóloga, na região promotora do 
gene CTT1  

 

 

Adiante, a estratégia utilizada para a construção das linhagens dCTA1-sCTT1 e 

dCTT1-sCTA1 foi semelhante a utilizada para superexpressar as catalases 

individualmente (ver acima). Para isso, o módulo de superexpressão, contendo o gene 
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Kanr, 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 construção da linhagem dCTT1-sCTA1 o módulo de 

superexpressão foi amplificado do DNA extraído da linhagem CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 

utilizando o par de iniciadores CTA1-Super2-F-pGPD/CTA1–Super-R. Esse módulo foi 

transformado na levedura dCTT1 e, por recombinação homóloga, integrado no genoma 

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

Figura 12 - Amplificação do módulo de superexpressão e transformação nas leveduras dCTA1 e dCTT1. 
Em A: Amplificação, por PCR, do módulo de superexpressão LoxP-Kanr-LoxP-PTDH3 e inserção, por 
recombinação homóloga, na região promotora do gene CTT1. Em B: Amplificação, por PCR, do módulo 
de superexpressão LoxP-Kanr-LoxP-PTDH3 e inserção, por recombinação homóloga, na região promotora 
do gene CTA1 

 

 

3.3 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS PROTEICOS E DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE 
DA(S) CATALASE(S) 

 
A atividade da enzima catalase foi determinada pela taxa de consumo do H2O2, 

nos extratos proteicos totais em espectrofotômetro 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 30ºC e 

160 rpm, overnight.  Posteriormente, as culturas foram lavadas e centrifugadas (3000 g 

por 5 min) duas vezes em tampão fosfato de potássio (KPi) 0,1M pH 7,0, descartando-

se o sobrenadante após a segunda centrifugação. As células então 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 μm, lavadas em ácido - Sigma 

Aldrich) na proporção 1:0,5 (volume de cultura:bolinhas de vidro). Em seguida, os 

microtubos foram agitados vigorosamente (vortex) alternando-se um minuto de agitação 

e um minuto em banho de gelo, por cinco repetições. 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 ºC) 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 condições. Os sobrenadantes e os 

pellets foram utilizados para a determinação da atividade da(s) catalase(s). Da mesma 

maneira, outras culturas foram realizadas com as células (D.O600nm = 1.0)  sendo 

incubadas, após crescimento em YPD overnight, em tampão KPi 0,1M pH 7,0 contendo 

3,8 g L-1 de furfural, a 30 ºC e 160 rpm por duas horas. A extração das proteínas totais e 

armazenamento do sobrenadante foi idêntico ao exposto acima.  

Os sobrenadantes, dos extratos proteicos das células não expostas ao furfural, 

foram também utilizados na realização dos ensaios de inibição da(s) catalase(s) in vitro. 

Para isso, o procedimento foi semelhante ao já descrito anteriormente. No entanto, ao 

meio reacional, foram adicionadas concentrações crescentes de furfural (10-1000 µM). 

De posse destes resultados, a concentração de furfural capaz de inibir 50% da atividade 

da(s) catalase(s) – IC50, 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 concentração total de proteínas seguindo metodologia de Bradford (1976).  

 

3.4 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE ESPÉCIES REATIVAS (ER)  

 
Os níveis de ER foram determinados através do fluoróforo diacetato de 2,7-

dicloro-fluoresceína (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 concentração 

celular ajustada para D.O600nm = 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 tampão PBS 

(Tampão fosfato-salino) 0,1M pH 7,0 e o sobrenadante descartado. As células foram 

ressuspensas no mesmo tampão contendo 3,8 g L-1 de furfural e incubadas a 30 ºC por 

duas horas. Passados esses períodos, as culturas foram novamente lavadas duas vezes 
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e ressuspensas em solução de 10 µM 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 µL de PBS pH 7,0 e transferidas para uma placa de 96 poços (Cell Culture 

Microplate, 96 Well, Black) e realizadas leituras de fluorescência em espectrofluorímetro 

(Spectra MAX Gemini EM) – Excitação em 488 nm e Emissão em 532 nm. Os valores 

de fluorescência 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 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE H2O2 – MÉTODO AMPLEX® RED  

 
Para a determinação dos níveis de H2O2 foi 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 H2O2 

através da reação com peroxidase de raiz-forte (HRP - horseradish peroxidase) na 

proporção 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 presença de 

Amplex® Red contendo a peroxidase HRP por 40 min no escuro e realizada leitura de 

fluorescência em espectrofluorímetro (Spectra MAX Gemini EM) – excitação 540 nm e 

emissão 560 nm. Os níveis de peróxido de hidrogênio foram determinados a partir de 

uma curva padrão nas mesmas condições da amostra e normalizados em relação 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 poços. Para isso, as linhagens foram pré-crescidas em 

meio rico líquido YPD e sob agitação (160 rpm) a 30 ºC overnight. Posteriormente, a 

densidade ótica (DO) foi mensurada em espectrofotômetro e ajustada (DO600nm =1,0). 

Feito isso, as cepas foram inoculadas em placas de 96 poços (absorbância inicial 0,1 a 

600 nm) em novos meios de cultura YP contendo 40 g L-1 de glicose ou 20 g L-1 de xilose 

ou ainda 40 g L-1 de glicose mais 20 g L-1 de xilose, todos contendo 3,8 g L- 1 de furfural, 

e seladas (AccuClear Sealing Film for qPCR). Em seguida as placas foram incubadas 
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em leitora multifuncional (Tecan Echisto Infinite m200 Pro) a 30 ºC sob agitação 

constante por até 160h e o crescimento celular mensurado pela densidade ótica 

(DO600nm). Ao final, as placas foram centrifugadas a 3500 g por 10 min e o sobrenadante 

congelado a -20 ºC para posterior análise do etanol produzido. 

 

3.7 COFERMENTAÇÃO 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 ºC e lavadas com água destilada estéril duas vezes e 

ressuspensas em água destilada estéril até atingirem uma concentração celular 

equivalente a DO600nm = 40. Uma alíquota de 5 mL da suspensão celular (4x) foi 

misturada com 5 mL de meio rico YP (4x); 5 mL de glicose 40 g L-1 (4x); 5 mL de xilose 

20 g L-1 (4x), em frascos de 25 mL com tampa fechada, de modo que a concentração 

celular resultou em uma DO600nm = 10 (≅ 2,7 g L-1). Nesses meios foram adicionados 

furfural de modo que a concentração final deste aldeído foi de 3,8 g L-1. Da mesma 

maneira foram preparados outros frascos, porém sem a adição de furfural. Os frascos 

foram incubados sob agitação orbital (180 rpm) a 30 ºC por até 48h.  

De maneira semelhante foram realizadas fermentações em batelada simples 

utilizando hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar produzido por 

PEREIRA et al. (2022). Em suma, o bagaço de cana-de-açúcar foi cedido pela Usina 

Santa Maria, localizada em Manduri – São Paulo e passou por processo de pré-

tratamento ácido (H2SO4) e alta temperatura (140 ºC) em reator de liga de aço. 

Posteriormente, foi filtrado e concentrado em evaporador. Ao final, obteve-se o 

hidrolisado hemicelulósico que continha, aproximadamente: 160 g L-1 de xilose, 25 g L-1 

de glicose, 0,55 g L-1 de ácido acético, 0,08 g L-1 de HMF e 0,8 g L-1 de furfural. Para a 

cofermentação, utilizando esse hidrolisado, uma alíquota de 5 mL da suspensão celular 

(4x) foi misturada com 5 mL do hidrolisado; 4 mL de glicose 300 g L-1; 6 mL de água 

destilada estéril, em frascos de 25 mL com tampa fechada.  

Para ambas as fermentações alíquotas foram retiradas, centrifugadas e o 

sobrenadante armazenado (-20 ºC) para posterior determinação dos perfis de consumo 

de açúcares, produção de metabólitos e detoxificação do furfural via Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência – CLAE, conforme descrito abaixo.  
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3.8 DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

 
O etanol produzido durante os crescimentos em microescala (item 3.6) foi 

quantificado enzimaticamente por reação da enzima álcool 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 µL de amostra foram incubados em 

placas de 96 poços com 200 µL do reagente enzimático (0,5 U/mL de álcool oxidase, 4 

U/mL de peroxidase, 14 mM de 4-aminoantipirina e 60 mM de fenol). As placas então 

foram incubadas em leitor multifuncional (Tecan Echisto Infinite M200 Pro) por uma hora 

e a absorbância foi medida a 505 nm. A concentração final de etanol foi calculada 

utilizando curva de calibração construída com solução padrão de etanol (0 – 10 g L-1). 

As determinações do consumo dos substratos (glicose e xilose) e os metabólitos 

(glicerol, xilitol, ácido acético e etanol) produzidos nas cofermentações (item 4.7), bem 

como a detoxificação de furfural, foram realizadas utilizando CLAE nas seguintes 

condições: Cromatógrafo líquido (Shimadzu Prominence LC-20A - Shimadzu); coluna: 

Aminex HPX-87H (Biorad Organic Acid Column); fase móvel: H2SO4 5 mM; fluxo: 0,6 mL 

min-1; temperatura do forno: 65 ºC; detector: índice de refração; volume de injeção: 10 

µL. A concentração dos açúcares, metabólitos e do furfural foram determinadas 

utilizando curvas-padrão construídas nas mesmas condições das amostras.  

 

3.9 CÁLCULO DOS PARÂMETROS FERMENTATIVOS 

  
A velocidade de consumo de açúcar (V) foi calculada entre a razão do açúcar 

consumido e o tempo, de acordo com a Equação 1. A velocidade de consumo de açúcar 

é expressa em g L-1 h-1.  

                                  𝑉 = (
𝑎çú𝑐𝑎𝑟0−𝑎çú𝑐𝑎𝑟𝑓

𝑡
)                         Equação (1) 

Onde: 

açúcar0 = concentração inicial de açúcar expressa em g L-1 

açúcarf = concentração final de açúcar, expressa em g L-1 

t = tempo, expresso em horas. 
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A produtividade volumétrica de etanol (Q) foi calculada pela razão entre o etanol 

final menos o etanol no tempo zero e o tempo de fermentação, conforme a Equação 2. 

A produtividade volumétrica de etanol é expressa em g L-1 h-1.  

                                  𝑄 = (
𝐸𝑡𝑓−𝐸0

𝑡
)                                       Equação (2) 

Onde: 

Etf = concentração final de etanol, expressa em g L-1; 

Et0 = concentração inicial de etanol, expressa em g L-1; 

t = tempo, expresso em horas. 

 

O fator de rendimento do processo fermentativo foi calculado pela razão entre o 

etanol final menos o etanol no tempo zero e a concentração de açúcar final menos a 

inicial conforme Equação 3.  

                                  𝑌𝐸/𝑆 = (
𝐸𝑡𝑓−𝐸0

𝑎çú𝑐𝑎𝑟0− 𝑎çú𝑐𝑎𝑟𝑓
)                  Equação (3) 

Onde: 

Etf = concentração final de etanol, expressa em g L-1; 

Et0 = concentração inicial de etanol, expressa em g L-1; 

Açúcar0= concentração inicial de açúcar, expressa em g L-1; 

Açúcarf = concentração final de açúcar, expressa em g L-1; 

  



42 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 CONSTRUÇÃO DOS MÓDULOS DE SUPEREXPRESSÃO UTILIZANDO OS 
GENES KanR, BleR E O PROMOTOR PTDH3  

 
A superexpressão das catalases, codificadas pelos genes CTA1 e CTT1 em S. 

cerevisiae, foi um dos objetivos deste trabalho. No entanto, embora em nosso grupo de 

pesquisa dispúnhamos de cepas com módulos de superexpressão construídos com o 

promotor do gene ADH1 (PADH1), esse promotor não era o mais indicado para este 

trabalho. Isso porque, a expressão gênica é altamente influenciada por condições 

ambientais, como compostos químicos (XIONG et al., 2018; MYBURGH, ROSE e 

VILJOEN-BLOOM, 2020; CAÑONERO et al. 2022; BIAN et al. 2022), o que em nosso 

trabalho envolvia o furfural, presente nos hidrolisados lignocelulósicos. De fato, Xiong et 

al. (2018) demonstraram que PADH1, geralmente relatado como um promotor forte e 

constitutivo, teve sua força significativamente variável na presença de ácido acético, 

furfural e xilose. Os mesmos autores mostram que o promotor do gene TDH3, que 

codifica a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), dentre oito promotores 

avaliados, teve maior expressão na presença de furfural ou xilose. Desse modo, levando 

em conta o relatado na literatura, optou-se em construir novos módulos de 

superexpressão utilizando o promotor PTDH3.  

Inicialmente, a construção dos módulos de superexpressão loxP-KanMX-loxP-

PTDH3 e loxP-BleMX-loxP-PTDH3 se deu por reações de PCR, transformação das 

leveduras e recombinação homóloga conforme detalhado anteriormente (Item 4.2). Para 

isso, os genes Kanr (≅ 1600 pb) e Bler (≅ 1200 pb) foram inseridos na região 

imediatamente anterior ao PTDH3 (≅ 650 pb). Dessa forma, originou-se os módulos de 

superexpressão contendo, aproximadamente, 2250 pb para aquele utilizando o 

marcador Kanr e 1850 pb onde o gene marcador foi o Bler. Como consequência, originou-

se as linhagens CENPK-X-RDK-Kan-TDH3 e CENPK-X-RDK-Ble-TDH3, 

respectivamente. A verificação da correta inserção desses genes foi realizada por 

reações de PCR utilizando o DNA extraído 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 região 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). Já quando 

utilizados o par de iniciadores V-Kan-F e V-TDH3-R, que anelam no interior do gene Kanr 

e no final do gene TDH3, respectivamente, é possível 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, não foi possível observar nenhum amplificado (Figura 13-B, raia 4P) 

visto que essa linhagem não possui em seu genoma o gene Kanr. Dessa forma, 

confirmou-se a correta inserção do gene Kanr a montante do PTDH3. Nesta figura e nas 

próximas, “P” indica a linhagem parental e “R” indica a linhagem recombinante. 

Para a construção do módulo de superexpressão, porém agora utilizando o gene 

marcador Bler, a estratégia utilizada foi idêntica à anterior, conforme se visualiza na 

Figura 14, sendo que esta figura mostra também a confirmação da correta modificação 

do promotor PTDH3 usando PCR. 

 

Figura 13 - Confirmação da inserção do gene Kanr a montante do PTDH3. Em A: Representação 
esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B: 
Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 
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Figura 14 - Confirmação da inserção do gene Bler a montante do PTDH3. Em A: Representação esquemática 
do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese 
horizontal em gel de agarose: raia à 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 

 

 

4.2 OBTENÇÃO DAS LINHAGENS ONDE OS GENES CTA1 E/OU CTT1 ESTEJAM 
SUPEREXPRESSOS 

 
Após suas construções, os módulos de superexpressão foram inseridos nas 

células da levedura CENPK-X-RDK e, por recombinação homóloga, integrados ao 

genoma dessa linhagem a montante dos genes CTA1 e CTT1. Originaram-se então as 

linhagens sCTA1, sCTT1 e sCTA1-sCTT1. Da mesma maneira, foi inserido o módulo de 

superexpressão, contendo o gene marcador Blerr, na linhagem industrial, MPC5H1, 

originando a linhagem MPC5H1CA1 (vide Tabela 1). A correta inserção desses módulos 

foi verificada por PCR, utilizando o DNA extraído 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 região anterior e final do gene CTA1 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). Já quando utilizado 

o par de iniciadores V-Kan-F e V-CTA1-R, que anelam no interior do gene Kanr e no final 

do gene CTA1 respectivamente, foi possível observar uma banda equivalente a 

aproximadamente 2456 pb na raia referente à linhagem recombinante (Figura 15-B, raia 
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4R). Por outro lado, utilizando o mesmo par de iniciadores, porém com o DNA da 

linhagem parental, não foi possível observar nenhum amplificado (Figura 15-B, raia 3P) 

visto que essa linhagem não possui em seu genoma o gene Kanr. Dessa forma, 

confirmou-se a correta inserção do módulo de superexpressão no genoma dessa 

levedura, a montante do gene CTA1.  

 

Figura 15 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão a montante do gene CTA1, originando 
a linhagem sCTA1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem 
como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 

 

 

Para a obtenção da linhagem sCTT1 a estratégia utilizada foi idêntica à anterior, 

conforme se observa na Figura 16. Já na construção da linhagem onde ambas as 

catalases estivessem superexpressas, utilizou-se o módulo de superexpressão contendo 

o gene marcador Bler (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 

módulo de superexpressão utilizando o gene Bler a fim de aumentar a expressão do gene 

CTA1, obtendo-se a linhagem MPC5H1CA1 (Figura 18).  Conforme se observa na figura, 

o módulo de superexpressão foi integralizado no genoma dessa linhagem de forma 

correta – a montante do gene CTA1. Importante notar que a cepa MPC5H1CA1 é uma 

linhagem diplóide (ver Tabela 1) e essa integralização se deu nas duas cópias do gene 

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

 
Para obtenção das linhagens onde a(s) catalase(s) estivessem deletadas a 

levedura CENPK-X-RDK foi transformada com os módulos de deleção Bler que, por 

recombinação homóloga, substituíram os genes CTA1 ou CTT1. A verificação da correta 

substituição desses genes foi realizada por PCR utilizando o DNA extraído tanto da 

linhagem parental como das recombinantes. Ao utilizar os iniciadores V-CTA1-F e CTA1-

VeriFora-R, que hibridizam na região anterior e posterior ao gene CTA1 respectivamente, 

amplificou-se fragmentos de aproximadamente 2059 pb na linhagem recombinante 

enquanto a amplificação foi de 2466 pb na linhagem parental (Figura 19-A, raias 1P e 

2R). Já quando o par de iniciadores utilizados foram V-Ble-F e CTA1-VeriFora-R a 

amplificação, para a linhagem recombinante, foi de 954 pb. Em contrapartida, não houve 

amplificação para a linhagem parental, isso porque essa linhagem não possui o gene 

Bler em seu genoma (Figura 19-B, raias 3P e 4R). 

De maneira análoga, a deleção do gene CTT1 na linhagem CENPK-X-RDK se 

deu pela substituição desse gene pelo módulo de deleção contendo o gene marcador 

Bler. Verifica-se, por meio da Figura 20, que a utilização dos iniciadores V-CTT1-F e 

CTT1-VeriFora-R, que hibridizam na região anterior e posterior ao gene CTT1 

respectivamente, amplificaram fragmentos de aproximadamente 1812 pb na linhagem 

recombinante dCTT1 enquanto a amplificação foi de 2324 pb na linhagem parental 

(Figura 20-A, raias 1R e 2P). Já quando o par de iniciadores utilizados foi V-Ble-F e 

CTT1-VeriFora-R a amplificação, para a linhagem recombinante, foi de 817 pb. Em 

contrapartida, não houve amplificação na linhagem parental (Figura 20-B, raias 3P e 4R).  

Por fim, para a obtenção da linhagem onde as duas catalases estivessem 

deletadas, inseriu-se o módulo de deleção contendo o gene marcador Kanr na linhagem 

dCTA1, e, por recombinação homóloga, o gene CTT1 foi substituído nessa linhagem 

pelo gene Kanr, obtendo-se a linhagem dCTA1-dCTT1 (Figura 21). 
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Figura 16 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão a montante do gene CTT1, originando 
a linhagem sCTT1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem 
como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 

 

 

Figura 17 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão a montante do gene CTT1, originando 
a linhagem sCTA1-sCTT1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados 
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 
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 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão a montante do gene CTA1, originando 
a linhagem MPC5H1CA1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados 
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 
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 

 

 

Figura 19 - Confirmação da deleção do gene CTA1 originando a linhagem dCTA1. Em A: Representação 
esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B: 
Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 - Confirmação da deleção do gene CTT1 originando a linhagem dCTT1. Em A: Representação 
esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o comprimento dos amplificados. Em B: 
Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 

 

 

4.4 OBTENÇÃO DAS LINHAGENS COMBINANDO DELEÇÃO COM 
SUPEREXPRESSÃO 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 Bler) foram transformadas com módulos de superexpressão, contendo 

o gene Kanr. Dessa forma, construiu-se duas novas linhagens: dCTA1-sCTT1 e dCTT1-

sCTA1 (Figuras 21 e 22). A confirmação da correta inserção dos módulos se deu de 

forma análoga ao já detalhado nos itens anteriores.  
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Figura 21 - Confirmação da deleção do gene CTT1 na linhagem dCTA1 originando a linhagem dCTA1-
dCTT1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados bem como o 
comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 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 

 

 

Figura 22 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão na linhagem dCTA1, originando a 
linhagem dCTA1-sCTT1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados 
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 
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 - Confirmação da inserção do módulo de superexpressão na linhagem dCTT1, originando a 
linhagem dCTT1-sCTA1. Em A: Representação esquemática do anelamento dos iniciadores utilizados 
bem como o comprimento dos amplificados. Em B: Eletroforese horizontal em gel de agarose: raia à 
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 

 

 

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

 
Os níveis da atividade das catalases foram mensurados pela decomposição do 

H2O2 em espectrofotômetro utilizando extratos proteicos totais. Vale salientar que foram 

obtidas duas diferentes amostras para cada extrato celular (sobrenadante e pellet após 

centrifugação de 20000 g) (ver item 3.3). No entanto, a atividade enzimática mensurada, 

em todas as amostras utilizando os pellets foi indetectável (dados não mostrados), 

embora já se tenha reportado a presença dessa enzima nas mitocôndrias 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 integralização no genoma da 

levedura do módulo de superexpressão, seja para a catalase A e/ou T, surtiu efeito 

positivo nos níveis da atividade da catalase detectada nos extratos proteicos totais. Nota-

se que, onde o(s) gene(s) CTA1 e/ou CTT1 foram superexpressos (linhagens sCTA1, 

sCTT1, sCTA1-sCTT1, dCTA1-sCTT1 e dCTT1-sCTA1 e MPC5H1CA1), houve aumento 

da atividade dessa enzima em relação a cepa parental, quando crescidas na presença 

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 à 

parental) e o aumento de aproximadamente 35 vezes na atividade catalase da linhagem 

MPC5H1CA1 em relação à sua parental (MPC5H1). 

 

Figura 24 - Níveis 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-1 de furfural. A diminuição da 
absorbância a 240 nm foi mensurada nos extratos proteicos totais contendo 10 mM H2O2. Os resultados 
foram expressos em µmol min-1 [mg proteína] -1 e normalizados em relação a linhagem parental CENPK-
X-RDK para as linhagens laboratoriais ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os ensaios foram realizados 
em duplicatas biológicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam a média ± desvio padrão. As 
letras minúsculas iguais não diferem estatisticamente entre as linhagens. Já as letras maiúsculas iguais 
não diferem estatisticamente entre as diferentes condições (YPD ou YPD+Furfural). Todas as diferenças 
foram realizadas pela análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) considerando linhagens 
laboratoriais ou industriais separadamente. 

 

Por outro lado, nas linhagens onde os genes CTA1 e/ou CTT1 foram deletados, 

a atividade da catalase foi indetectável (dados não mostrados). Isso aconteceu 

possivelmente pelo baixo nível de atividade das catalases já na linhagem parental – cepa 

CENPK-X-RDK (33,48 ± 6,7 µmol min-1 [mg proteína]-1). Dessa forma, quando apenas 

um dos genes é deletado, resulta em um nível ainda menor da atividade da catalase, não 

sendo, portanto, detectada pelo método utilizado. Essa hipótese tem suporte no valor da 

variação da absorbância medida nos ensaios enzimáticos da cepa parental que se 

mostrou baixo (Abs240nm = 0,0062). De fato, Dzanaeva et al. (2020) mostraram uma 

diminuição de 3,6 vezes na atividade da catalase em células de S. cerevisiae deletadas 
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no gene CTA1 (cta1). Considerando essa razão, a variação da Abs240nm, para nossas 

células, sem a catalase codificada pelo gene CTA1, por exemplo, seria de 

aproximadamente 0,001, ou seja, muito próximo do limite de detecção do equipamento 

utilizado. Sendo assim, o aumento da concentração de proteínas totais, aumentando a 

concentração de catalase na amostra, poderia ser explorado a fim de melhor analisar 

essas hipóteses. 

Foram determinadas ainda as atividades das catalases nas cepas modificadas 

geneticamente quando crescidas em meio rico YPD contendo 3,8 g L-1 de furfural (Figura 

23). Conforme se nota nesta figura, todas as linhagens sofreram diminuição da atividade 

da(s) catalase(s) quando expostas a 3,8 g L-1 furfural por duas horas, se comparadas 

àquelas 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 diminuição de aproximadamente 90% na atividade da(s) 

catalase(s) quando exposta ao furfural, esses níveis ainda foram superiores aos da 

linhagem parental (MPC5H1).  

A engenharia metabólica, genética e evolutiva tem sido utilizada na construção 

de cepas robustas que resistam, individualmente ou em conjunto, aos inibidores 

formados nos processos de pré-tratamento (BRANDT et al., 2022; HOPPERT; KÖLLING 

e EINFALT, 2022; STOVICEK et al. 2022). Nesse sentido, o aumento da expressão 

gênica é utilizado na construção 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 eficiência ou tolerância na produção de etanol 

(KONG et al., 2021; VARIZE et al., 2022). Nesse cenário, o aumento da expressão de 

genes ligados à tolerância ao estresse endógeno foi capaz de melhorar a tolerância de 

S. cerevisiae e aumentou a produção de etanol em meio contendo ácido acético, um dos 

inibidores produzidos dos hidrolisados lignocelulósicos (LAMOUR et al., 2019).  

Em relação ao furfural, inibidor alvo deste trabalho, a utilização dessa estratégia 

foi empregada na construção 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 tolerância 

de S. cerevisiae e a produção de etanol quando essa levedura é exposta, em conjunto, 
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aos ácidos acético e fórmico, furfural e HMF. Nesse caminho, Divate et al. (2022) 

demonstram que a superexpressão de uma aldeído redutase, codificada pelo gene ARI1, 

nessa mesma levedura, proporcionou um aumento na taxa de crescimento e na 

capacidade de produção de etanol quando o furfural estava presente nos meios de 

cultivo. No entanto, embora a superexpressão gênica tenha sido uma grande aliada, 

importantes ponderações devem ser feitas. 

Conforme descrito anteriormente (ver item 3.2), a construção dos módulos de 

superexpressão utilizando o PTDH3 foi eleita por ser este um promotor forte e constitutivo, 

tendo sido utilizado com este propósito em inúmeros plasmídeos3. 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 alterações de acordo com as condições de fermentação e estresse exógeno, 

como os inibidores. Dessa forma, como um dos objetivos deste trabalho foi a aplicação 

da(s) linhagem(ns) na produção de etanol 2G, a partir de hidrolisados lignocelulósicos 

que contém furfural, a escolha do PTDH3 foi realizada visando mitigar o efeito repressor 

dessas substâncias a outros promotores da levedura.  

De fato, conforme se mostrou na Figura 24, a utilização dos módulos de 

superexpressão contendo o PTDH3 aumentou o nível da atividade da(s) catalase(s) 

quando essas foram crescidas em meio YPD ou YPD contendo furfural, corroborando 

com a correta integração desses módulos nos genomas dessas linhagens, permitindo 

uma maior atividade enzimática. Por outro lado, a redução dos níveis da atividade da(s) 

catalase(s), quando crescidas em meio YPD contendo furfural, se comparadas ao meio 

sem a presença desse inibidor, possivelmente foi reflexo da diminuição da força do 

promotor utilizado (PTDH3) ou a inibição da atividade dessa enzima pelo aldeído.  

Nessa esteira, alguns pesquisadores já demonstraram a diminuição da força 

desse promotor quando as células de S. cerevisiae foram crescidas em sacarose ou 

galactose (PENG et al., 2015), embora na presença de glicose ou xilose a força se 

mantinha alta (NAMBU-NISHIDA et al., 2018). Ainda, Xiong et al. (2018) relataram a 

diminuição de, aproximadamente, 30% na força do PTDH3 em cultivos de S. cerevisiae, 

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

 
3 Em pesquisa à base https://www.addgene.org/ foram encontrados mais de 300 plasmídeos contendo 

este promotor.  

https://www.addgene.org/
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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 ácido acético ou furfural ou 

quando a xilose está presente nos meios de cultivo. Dessa forma, o PTDH3 foi escolhido 

levando em consideração ser esse o promotor que teve menor variabilidade na presença 

de furfural ou quando xilose estava presente no meio de cultivo.   

Nesse sentido, nossos resultados revelam uma diminuição 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 módulo de superexpressão nas 

duas cópias do gene CTA1 (vide Figura 18). Além disso, a discrepância entre os perfis 

de diminuição da atividade da catalase, nas linhagens laboratoriais e a industrial 

recombinante, pode ser explicada pelos diferentes genótipos entre elas. Isso porque, de 

um lado as linhagens laboratoriais são haploides e, de outro, a linhagem industrial é 

diploide (ver Tabela 1). Nesse caminho, vários grupos de pesquisa têm demonstrado 

diferenças 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; RÁCZ et al. 2021; YATABE et al. 2022). Ainda, 

Sardi et al. (2016) relataram que a superexpressão de um gene resulta em fenótipos 

diferentes em linhagens de S. cerevisiae . Mais recente, Mertens et al. (2020) 

evidenciaram que a superexpressão de um fator de transcrição ligado ao estresse 

(Yap1), em alguns casos melhorou a tolerância ao furfural ou HMF, porém, em outras 

linhagens piorou a tolerância a esses inibidores.  

Portanto, embora alguns pesquisadores tenham demonstrado aumento nos 

níveis de expressão 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 

constatações limitadas aos níveis transcricionais. Ademais, Blevins et al. (2019) 

relataram que, com exceção de um pequeno grupo de genes envolvidos na manutenção 

do estado REDOX (não incluindo as catalases), quando S. cerevisiae está sob alto 

estresse oxidativo (1,5 mM de H2O2), a modulação da síntese proteica é, em grande 

parte, alterada pela quantidade de ribossomos, e não pelo aumento da quantidade de 

mRNA.   
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Dessa forma, a confirmação da hipótese que houve a diminuição dos níveis 

transcricionais dos genes e consequente da força do promotor, ou a inibição 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 

influência 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 diminuição na(s) atividade(s) da(s) 

catalase(s) nos extratos proteicos das linhagens crescidas na presença de furfural. A fim 

de investigar se há, de fato, uma inibição dessa(s) enzima(s), realizou-se ensaios 

contendo furfural nos meios reacionais (ver item 3.3) e os resultados estão mostrados 

na Figura 24.  

Analisando a figura, nota-se que, para todas as linhagens os níveis da(s) 

atividade(s) da(s) catalase(s) diminuíram com o aumento da concentração de furfural no 

meio reacional. Destacam-se as linhagens sCTT1, dCTA1-sCTT1 e dCTT1-sCTA1 que, 

somente após a adição de 50 µM de furfural, apresentaram diferença significativa na 

atividade da catalase, em relação ao ensaio controle sem a presença desse inibidor. 

Esses resultados indicam dose-dependência entre a atividade da enzima e a 

concentração de furfural, in vitro.  

Ainda, como forma de avaliar o efeito inibitório do furfural nesse ensaios in vitro, 

foi calculado o IC50 para cada linhagem conforme descrito no item 3.3 e esses resultados 

estão mostrados na Figura 26.  

Analisando a Figura 26 nota-se que os valores de IC50 para todas as linhagens 

laboratoriais não variaram significativamente em relação à cepa parental, embora se 

observe uma tendência na diminuição desses valores para as linhagens sCTA1 e sCTA1-

sCTT1. Por outro lado, nas linhagens industriais, foi possível observar diferença 

significativa, no IC50, entre a linhagem MPC5H1CA1 e a sua parental wild-type, a 

linhagem MPC5H1. Importante notar também que essas cepas apresentaram os maiores 

IC50, indicando que, in vitro, maiores concentrações de furfural são necessárias para 

inibir a(s) atividade(s) da(s) catalase(s) nessas linhagens. Em contraste, os dados já 

apresentados na Figura 24, in vivo, mostram que essa foi a cepa que apresentou maior 
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redução da atividade da catalase quando exposta a 3,8 g L-1 de furfural se comparada 

aos ensaios sem esse inibidor. 

 

Figura 25 - Níveis de atividade relativa da catalase utilizando sobrenadante de extratos proteicos totais 
obtidos das diferentes linhagens crescidas em YPD. A diminuição da absorbância a 240 nm foi mensurada 
nos extratos proteicos totais contendo 10 mM H2O2 e diferentes concentrações de furfural. Os resultados 
foram expressos em µmol min-1 [mg proteína]-1 e normalizados em relação a linhagem parental CENPK-
X-RDK, para as linhagens laboratoriais, ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os ensaios foram 
realizados em duplicatas biológicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam a média ± desvio 
padrão. O asterisco representa a diferença significativa (p<0,05), realizada pela análise de variância 
(ANOVA) e teste de Dunnett, em relação ao ensaio controle (sem a presença de furfural)  

 

 

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 própria divergência entre o ambiente reacional ideal (in vitro), e a maquinaria celular. 

Além disso, a concentração do furfural presente nos compartimentos celulares ainda é 

desconhecida, o que poderia explicar essa divergência. Entretanto, furfural causa 

instabilidade genômica em células de S. cerevisiae, acarretando quebras da dupla-fita 

de DNA in vivo, o que não ocorre in vitro (QI et al., 2019). Os mesmos autores atribuem 

esse fato ao aumento dos níveis de ERO causados pela exposição ao furfural e, como 

consequência, afirmam que essas quebras são dependentes do metabolismo celular, ao 

contrário da interação direta do furfural com o DNA. Portanto, esse fenômeno pode dar 

suporte as divergências dos resultados apresentados in vivo e in vitro. 
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Figura 26 - Concentração média inibitória de 50% da atividade da(s) catalase(s) (IC50), in vitro. Os valores 
de IC50 foram calculados de acordo com equações de regressão não linear tipo dose-resposta. A linha 
horizontal no gráfico indica o valor inibitório para a linhagem CENPK-X-RDK. Os ensaios foram realizados 
em duplicatas biológicas (n=2) e as linhas acima de cada barra representam a média ± desvio padrão. O 
asterisco indica a diferença significativa em relação à cepa parental MPC5H1, realizada pela análise de 
variância (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) 

 

 

Nesse sentido, recentemente, Veerabhadrappa et al. (2021) demonstram que 

células de S. cerevisiae na ausência de algumas proteínas e um fator de transcrição, 

envolvidos nos processos de reparo ao DNA (células mre11Δ, sgs1Δ e sub1Δ), foram 

mais sensíveis ao estresse oxidativo e tiveram aumento nos níveis de espécies reativas, 

corroborando os dados de QI et al. (2019) expostos acima.  

Dessa maneira, apesar da aparente diferença entre os resultados in vitro e in 

vivo nos níveis das catalases das nossas linhagens, a mensuração desses níveis é 

fundamental para, em conjunto com os dados já apresentados, se obter uma resposta 

mais robusta da tolerância do furfural pelas linhagens de S. cerevisiae.  

 

4.7 NÍVEIS INTRACELULARES DE H2O2 E DE ESPÉCIES REATIVAS (ER) 

 
Conforme relatado por Allen et al. (2010), Ask et al. (2013) e López et al. (2021), 

a exposição de S. cerevisiae ao furfural induz o acúmulo de espécies reativas nessas 

células. Dessa forma, como este trabalho utilizou estratégias de superexpressão e/ou 

deleção das catalases, foi necessário realizar a mensuração dos níveis intracelulares 

desses radicais livres e de H2O2 quando presente esse aldeído no meio de cultivo. Essas 
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mensurações 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 estão 

dispostos na Figura 26. 

Da análise da Figura 27 é possível observar que onde as catalases foram 

superexpressas isoladamente, cepas sCTA1 e sCTT1, houve a diminuição das 

concentrações de peróxido de hidrogênio nos sobrenadantes dos extratos celulares. 

Inesperadamente, na linhagem onde ambas catalases estão superexpressas, cepa 

sCTA1-sCTT1, houve um ligeiro aumento do nível de H2O2. O mesmo ocorreu nas 

linhagens onde houve a simples ou dupla deleção, cepas dCTA1, dCTT1, dCTA1-

dCTT1, dCTA1-sCTT1, sCTT1-dCTA1. Contudo, na linhagem industrial onde a catalase 

A foi superexpressa, cepa MPC5H1CA1, não foi possível observar diferença significativa 

em relação à linhagem parental (cepa MPC5H1).  

 

Figura 27 - Níveis intracelulares de H2O2 mensurados através do Kit Amplex Red®. As células foram 
expostas a furfural (3,8 g L-1) por duas horas e o sobrenadante dos extratos proteicos utilizados para essa 
mensuração. Os ensaios foram realizados em duplicatas biológicas (n=2). As linhas acima de cada barra 
representam a média ± desvio padrão. As concentrações de H2O2 foram determinadas utilizando-se uma 
curva padrão e normalizadas em relação a linhagem parental CENPK-X-RDK, para as linhagens 
laboratoriais, ou MPC5H1 para a linhagem industrial. Os asteriscos representam a diferença significativa 
entre os grupos (p<0,05) realizadas pela análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey  

 



60 
 

 

Por outro lado, como mostrado na Figura 28, observa-se que, quando as células 

foram expostas ao furfural, os níveis de distresse estavam menores na maioria das 

linhagens, se comparadas à linhagem controle (CENPK-X-RDK), apesar de que a 

significância estatística só foi observada na linhagem sCTA1 que mostrou diminuição 

desses níveis. No entanto, se nota que nas linhagens dCTA1 e sCTT1, houve nítida 

diminuição nesses níveis, embora não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas. Nesse caminho, a linhagem recombinante MPC5H1CA1 também não 

apresentou diferença significativa dos níveis de ER em relação a parental (cepa 

MPC5H1). Por outro lado, à exceção da linhagem dCTA1, houve aumento dos níveis de 

ER nas leveduras recombinantes sem a presença de pelo menos uma das catalases 

(cepas dCTT1, dCTA1-dCTT1, dCTA1-sCTT1, e dCTT1-sCTA1). 

 

Figura 28 - Níveis intracelulares de espécies reativas medidos através da sonda DCF-DA. As células foram 
expostas a furfural (3,8 g L-1) ou a H2O2 (5 mM) por duas horas. DCF-DA após penetrar nas células é 
hidrolisado por esterases que, em contato com espécies reativas, forma DCF – um composto fluorescente. 
Os ensaios foram realizados em duplicatas biológicas (n=2). As linhas acima de cada barra representam 
a média ± desvio padrão. Os asteriscos representam a diferença significativa (p<0,05) para a mesma 
linhagem, em relação aos dois tratamentos. Essas diferenças foram realizadas pela análise de variância 
(ANOVA) e teste de Tukey (painel C). 

 

 

Ainda avaliando a Figura 28, onde as células foram expostas ao peróxido de 

hidrogênio, os níveis de ER foram menores, significativamente, nas linhagens sCTA1, 

sCTA1-sCTT1 e MPC5H1CA1. Destacam-se as linhagens onde a superexpressão da 
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catalase CTA1 aconteceu de forma isolada, tanto na cepa laboratorial, quanto na 

industrial, onde os níveis de ER diminuíram 98 e 90%, respectivamente. Noutro norte, 

na linhagem onde ambas as catalases estavam ausentes, cepa dCTA1-dCTT1, houve 

aumento significativo dos níveis de ER, embora, nota-se que onde apenas a catalase 

CTT1 foi deletada, houve também um aumento desses níveis.  

Analisando os dados em conjunto é possível constatar que, a superexpressão 

isolada da catalase CTA1, embora tenha diminuído os níveis de ER drasticamente, 

quando as células são expostas ao peróxido de hidrogênio, isso não ocorreu com a 

exposição ao furfural, ainda que esses níveis tenham sido menores em relação a 

linhagem parental. Dessa maneira, também, foi o que ocorreu na cepa onde ambas as 

catalases foram superexpressas (sCTA1-sCTT1). Contudo, nas linhagens dCTA1, 

dCTT1 e dCTA1-dCTT1, os níveis de ER diminuíram quando as células são submetidas 

ao furfural se comparadas ao peróxido de hidrogênio. Interessantemente, ao 

superexpressar as duas catalases os níveis de ER com furfural são superiores se 

comparados àqueles em peróxido (cepa sCTA1-sCTT1).  

Em relação a exposição ao furfural, esses resultados, aparentemente, não 

mostram um padrão de comportamento dos níveis de ER, diferente do que ocorre com 

a exposição ao H2O2. Portanto, os resultados nas células com distresse causado por 

H2O2, indicam que o aumento da atividade dessas enzimas possibilitou a detoxificação 

desse peróxido de forma mais rápida, enquanto a ausência delas, retardou a remediação 

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 aeróbio, geram naturalmente 

espécies reativas, em especial de oxigênio (ERO). Essas ERO podem danificar 

macromoléculas como proteínas, lipídeos e até o DNA (AYER et al. 2013). No entanto, 

as células possuem sistemas de defesas antioxidantes para combatê-los. Um desses 

sistemas é através de enzimas antioxidantes, dentre elas a catalase (vide item 1.5). Além 

disso, o aumento da transcrição dos genes que codificam enzimas antioxidantes parece 

necessário para a tolerância de S. cerevisiae em condições de estresse (SARDI et al., 

2013; THOMAS et al., 2022). Dessa forma, a expressão forte e constitutiva das catalases 

poderia contribuir para diminuir os efeitos deletérios das ER, como as causadas pelo 

furfural. Nesse sentido, embora os níveis de ER foram menores nas cepas onde a(s) 
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catalase(s) estava(m) superexpressa(s), isso não ocorreu com todas as linhagens na 

presença de furfural (Figura 28).  

Em consonância, Fernandes et al. (2007) demonstraram que células deletadas 

na catalase CTT1 (células ctt1) tiveram ligeira diminuição dos níveis de oxidação 

intracelular embora não se tornaram mais tolerantes ao H2O2. Ainda, Nishimoto et al. 

(2016) sugeriram que, após deleção da catalase CTA1 (células cta1), ocorre maior 

tolerância ao estresse, causado por H2O2, uma vez que há indução na produção da 

catalase T (codificada pelo gene CTT1). 

No entanto, conforme relatado anteriormente, não foi possível detectar atividade 

das catalases em células cta1, embora analisando as Figuras 27-B e 27-C, esses dados 

nos mostram uma diminuição dos níveis de ER quando as células são expostas ao 

furfural. Nesse caminho, a deleção da catalase CTA1 ou CTT1 aumenta o tempo de vida 

de S. cerevisiae em exposição ao estresse causado por H2O2. Isso ocorre devido a um 

mecanismo compensatório, da falta dessa peroxidase, com o aumento da produção da 

superóxido dismutase (MESQUITA et al., 2010; SJ et al., 2019). Corroborando, Petrova 

e Kujumdzieva (2014) indicam que células cta1 ou ctt1 possuem mecanismos 

compensatórios nos sistemas de defesas antioxidantes. Recentemente Canedo-Santos 

et al. (2022) demonstraram a diminuição intracelular dos níveis de H2O2 mesmo em 

células ctt1. A propósito, Okada e Shima (2014) identificaram 331 genes envolvidos na 

hipersensibilidade ao H2O2, indicando que os mecanismos antioxidantes das células são 

complexos.  

Dessa forma, a diminuição dos níveis intracelulares de ER da linhagem dCTA1 

possivelmente ocorreu devido a ativação de outros mecanismos de defesas 

antioxidantes, que não a catalase peroxissomal. Essas implicações poderiam, por 

exemplo, ser confirmadas avaliando os outros sistemas de defesas antioxidantes.  

Noutro norte, a utilização de DCF-DA para mensurar espécies reativas de 

oxigênio vem sendo criticada tendo em vista que essa sonda não deve ser utilizada 

exclusivamente como um indicador de estresse oxidativo, em especial como um 

indicador direto de H2O2 (KALYANARAMAN et al., 2012; GARDINER et al., 2020; 

MURPHY et al., 2022). As reações redox que ocorrem com DCF-DA são complexas e 

algumas limitações devem ser observadas. O Citocromo c, proteína heme que é liberada 

no citosol durante a apoptose, é capaz de oxidar DCF-DA (BURKITT e WARDMAN, 

2001). Os radicais intermediários dessa sonda podem reagir rapidamente com O2 
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formando O2
- (radical superóxido) que por sua vez, por reação de dismutação, gera H2O2 

adicional (FOLKES et al., 2009). Além disso, os níveis de fluorescência, medidos 

utilizando DCF-DA podem não ser lineares com o aumento de H2O2 (KALYANARAMAN 

et al., 2012; BRANDES, REZENDE e SCHRÖDER, 2018; KOWALTOWSKI, 2019). 

Portanto, embora acessível, essa sonda deve ser utilizada com cautela para realizar 

afirmações do estado redox das células.  

À vista disso, nossos resultados indicam que, nas linhagens laboratoriais 

construídas, embora a superexpressão isolada de uma das catalases diminui os níveis 

de H2O2 (Figura 27) e ER (Figura 28) a superexpressão de ambas numa mesma 

linhagem não auxilia na redução desses níveis. Por outro lado, os níveis de ER não 

apresentaram diferenças nas linhagens industriais utilizadas, indicando que esses 

resultados são dependentes da estirpe. Dessa forma, os mecanismos específicos que 

induzem o acúmulo de ER, por furfural, em S. cerevisiae, permanecem incertos e 

precisam ser melhor investigados (ALLEN et al., 2010; ASK et al., 2013; LÓPEZ et al., 

2021). De igual forma, os fenótipos apresentados por essas linhagens na presença ou 

ausência do furfural também devem ser alvos de investigação.  

 

4.8 CRESCIMENTO CELULAR EM MICROESCALA E COFERMENTAÇÃO EM 
BATELADA SIMPLES  

 
Conforme visto nos itens anteriores deste trabalho, nas cepas sCTA1 e sCTT1, 

onde a(s) catalase(s) foram superexpressas isoladamente, ocorreu o aumento do nível 

da atividade dessa enzima (Figura 24) e diminuição dos níveis de H2O2 (Figura 27) e de 

ER (Figura 28), quando expostas ao furfural. Nesse sentido, avaliar o perfil de 

crescimento celular e cofermentação dessas células é de suma importância para estimar 

os impactos dessas modificações genéticas no fenótipo dessas linhagens.  

Inicialmente, a fim de realizar um possível screening, as nove linhagens 

construídas foram submetidas a crescimento celular em microescala (item 3.6) e 

posterior quantificação do etanol produzido. Na Figura 29 observa-se que todas as 

linhagens apresentaram um perfil de crescimento celular e fase adaptativa (fase lag), 

muito semelhante em relação a linhagem parental (CENPK-X-RDK), à exceção da 

linhagem onde o gene CTA1 foi superexpresso isoladamente (cepa sCTA1). Embora 

essa linhagem tenha apresentado um perfil cinético semelhante às demais nas primeiras 

12 h de crescimento, ao final, a sua concentração celular foi cerca de duas vezes maior 
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que as demais linhagens (Figura 29-A). Por outro lado, na quantificação do etanol 

produzido, após 48 h de ensaio, observou-se que o perfil da produção deste metabólito 

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 níveis de etanol foram significativamente superior (cerca de duas 

vezes) quando crescidas em meio rico YPD e furfural. Esse aumento na produção de 

etanol também pode ser observado nas linhagens dCTT1, dCTA1-sCTT1 e dCTT1-

sCTA1. Portanto, embora não se vejam claras diferenças nos crescimentos celulares 

entre essas linhagens, à exceção da cepa sCTA1, é possível notar a influência da(s) 

catalase(s), em S. cerevisiae, quando presente o inibidor furfural.  

Destaca-se a cepa onde houve superexpressão no gene CTA1. Por um lado, a 

linhagem sCTA1 apresentou um maior crescimento celular (Figura 29-A), por outro, teve 

a menor produção de etanol (Figura 29-B). Essa constatação pode ser explicada pela 

capacidade de remediação dos danos causados pelo furfural nessa linhagem. Isso 

porque, conforme exposto anteriormente, essa foi a estirpe que teve os menores níveis 

de H2O2 e ER (Figura 27). Nesse sentido, ao realizar engenharia evolutiva de S. 

cerevisiae, JUNG et al. (2017) constataram que linhagens evoluídas, sob cultivo em 

furfural, apresentaram níveis elevados de metabólitos relacionados à geração de 

energia, regeneração de cofatores e recuperação de danos celulares, esse último já 

relatado por ALLEN et al. (2020) e LÓPEZ 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 relação aos 

crescimentos onde a glicose era a única fonte de carbono. Dessa maneira, enquanto nos 

meios contendo apenas glicose e furfural essa adaptação 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 produção final de etanol. Os ensaios de 
crescimento celular foram realizados em meios ricos YP contendo 40 g L-1 de glicose (painel A), ou 40 g 
L-1 de glicose mais 20 g L-1 de xilose (painel B). Em ambos os ensaios foram adicionados 3,8 g L-1 de 
furfural. A produção final de etanol em meio rico YPD está expressa no painel C e a produção de etanol 
em meio rico YPDX foi nula para todas as linhagens (dados não mostrados).  Os ensaios foram realizados 
em duplicatas biológicas (n=2) e apresentadas as médias (painéis A e B). As linhas acima de cada barra 
representam a média ± desvio padrão e os asteriscos representam diferença significativa, em relação a 
cepa controle (CENPK-X-RDK) realizadas pela análise de variância (ANOVA) e teste de Dunnett (painel 
C) 

 

 

Nesse caminho, diversos trabalhos já têm relatado o aumento da fase adaptativa 

da levedura S. cerevisiae, na presença de furfural em meios sintéticos contendo glicose 

ou xilose como fonte de carbono (LI et al., 2019; DIVATE et al., 2022) ou em hidrolisados 

lignocelulósicos (COLA et al, 2020; WANG et al., 2022). Isso ocorre até que as 

concentrações desse inibidor diminuam a ponto de permitir a volta do crescimento celular 

e/ou a fermentação (DIVATE et al., 2022; WANG et al., 2022). Ainda, na presença 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 

constatação também já foi relatada em outras leveduras, como Spathaspora arborariae 
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(CAMPOS et al., 2022) e Spathaspora passalidarum (SOARES et al., 2020). Igualmente, 

nosso grupo de pesquisa já reportou o aumento da fase lag e a diminuição da produção 

de etanol em diversas linhagens do gênero Spathaspora, Candida e uma linhagem de 

Kluyveromyces marxianus quando a fonte de carbono era glicose ou xilose, ambas na 

presença 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 única fonte de carbono.  

Essas constatações já foram citadas como efeito inibitório do furfural, conforme 

discutido anteriormente e, também, porque xilose é reconhecida por S. cerevisiae como 

fonte de carbono não fermentável (OSIRO et al, 2018; DOBRESCU et al., 2021). Isso 

ocasionaria maior produção de glicerol pela regulação de genes envolvidos no ciclo do 

ácido tricarboxílico (ALFF-TUOMALA, et al, 2016; DOBRESCU et al, 2021). Portanto, 

propõe-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 produção de etanol nessa condição, se deu pela produção de glicerol ao contrário de 

etanol, embora não tenhamos mensurado esses níveis 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-1 xilose como fonte 

de carbono e adicionados de furfural, conforme descrito anteriormente (item 3.6). No 

entanto, em nenhum dos ensaios foi possível observar crescimento celular mesmo após 

160 h de cultivo (dados não mostrados). Da mesma forma, não houve produção de etanol 

nessas condições (dados não mostrados).  

Posteriormente, foram realizados ensaios de cofermentação em batelada 

simples, em meios ricos YP, conforme detalhado anteriormente no item 3.7. 

Resumidamente, as cofermentações foram realizadas em meios YP contendo 40 g L-1 

de glicose e 20 g L-1 de xilose adicionados de 3,8 g L-1 de furfural, com concentração 

celular inicial de aproximadamente 2,7 g L-1. Como é possível 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 açúcar em 12 h de ensaio, para a linhagem recombinante, foi de 3,42 ± 0,10 g L-1 

h-1 enquanto para a linhagem parental foi de 2,75 ± 0,12 g L-1 h-1, ou seja, 

aproximadamente 25% maior (Tabela 3). Por outro lado, ao final do ensaio fermentativo, 

não houve diferença 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 produção de etanol por 

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

 

Figura 30 - Cofermentação em batelada simples das linhagens CENPK-X-RDK (símbolos abertos) e 
sCTA1 (símbolos fechados) em meios ricos YP contendo 40 g L-1 de glicose e 20 g L-1 de xilose acrescidos 
de 3,8 g L-1 de furfural. Em A: perfil de consumo de glicose (quadrados) e xilose (círculos) bem como 
desaparecimento do furfural (losangos). Em B: produção de etanol (triângulos) e glicerol (círculos). Os 
dados expressam a média ± desvio padrão de dois experimentos independentes e os asteriscos indicam 
a diferença significativa (p<0,05) realizada pela análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey   

 

 

É importante ressaltar que as cofermentações foram realizadas para todas as 

linhagens construídas, não observando diferenças significativas na velocidade do 

consumo de glicose (Figura 31-A) ou xilose (dados não mostrados) e na produção de 

etanol a partir de glicose (Figura 31-B), à exceção da recombinante sCTA1 conforme 

relatado acima. A partir dessas constatações, optou-se em prosseguir o trabalho 

utilizando somente a linhagem onde o gene CTA1 foi superexpresso (cepa sCTA1). Da 

mesma maneira, a modificação genética realizada na linhagem industrial foi apenas a 

superexpressão do gene CTA1 (cepa MPC5H1CA1).   

Embora a diferença no consumo de glicose, pela cepa sCTA1, se deu em meio 

de cultivo contendo furfural, analisou-se a fermentação desse carboidrato sem a 

presença do inibidor e, de fato, a modificação genética não afetou o consumo de glicose 

nessa condição (Apêndice A). Por outro lado, a produção de etanol durante a 

cofermentação na presença de furfural pela linhagem dCTA1 foi menor do que nas outras 

linhagens (Figura 31-B). Esses resultados, reforçam nossa hipótese que a estirpe sCTA1 

somente teve um melhor desempenho quando na presença 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 já apresentados neste trabalho (Figuras 26 e 27). 

 

Tabela 3 - Parâmetros cinéticos das cofermentações em meios rico (MR) ou hidrolisado hemicelulósico 
(HH), pelas cepas CENPK-X-RDK, sCTA1, MPC5H1 e MPC5H1CA1. Na tabela: * calculado até 12 horas; 
** calculado até duas horas; *** calculado até seis horas; †calculado até 5,5h e †† calculado até seis horas. 
MS: meio sintético; HH: hidrolisado hemicelulósico. Letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente (p<0,05) pela análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey       

Linhagem Condição Vi Q 

(g L-1 h-1) 

Y 

(g g-1) 

CENPK-X-RDK MR 2,75 ± 0,12a* 1,653 ± 0,28a† 0,41 ± 0,00a 

sCTA1 MR 3,42 ± 0,10a* 2,361 ± 0,21a† 0,40 ± 0,01a 

MPC5H1 MR 3,38 ± 1,26a** 2,42 ± 0,30a†† 0,40 ± 0,01a 

HH 5,91 ± 1,30a** 2,53 ± 0,34a†† 0,44 ± 0,01a 

MPC5H1CA1 MR 4,85 ± 0,63a*** 2,64 ± 0,00a†† 0,40 ± 0,01a 

HH 5,33 ± 0,99a*** 2,48 ± 0,39a†† 0,47 ± 0,03b 

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

 

Foram realizadas também fermentações com as linhagens industriais (cepas 

MPC5H1 e MPC5H1CA1), em meios de cultivo sintéticos contendo glicose, xilose e 

furfural (Figura 32) e em hidrolisado hemicelulósico (Figura 33). Conforme se observa da 

Figura 31-A a linhagem MPC5H1CA1 apresentou diferença significativa, no consumo de 

glicose, apenas na primeira hora de fermentação, embora se note um maior consumo 

desse carboidrato até duas horas, se comparado à 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, não foi possível observar clara diferença na 

detoxificação do furfural entre as linhagens industriais. Esse maior consumo de glicose 

se refletiu em maior produção 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 

produção de etanol e glicerol. O metabólito xilitol também não apresentou diferença entre 

as linhagens (dados não mostrados).   
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Figura 31 - Velocidade de consumo de glicose (A) e produção de etanol (B) durante a cofermentação em 
meios ricos YP contendo 40 g L-1 de glicose e 20 g L-1 de xilose acrescidos de 3,8 g L-1 de furfural. Os 
dados expressam a média ± desvio padrão (painel A) e a média (painel B) de dois experimentos 
independentes (n=2). O asterisco indica a diferença significativa (p<0,05) realizada pela análise de 
variância (ANOVA) e teste de Tukey   

 

  

Figura 32 - Cofermentação em batelada simples das linhagens MPC5H1 e MPC5H1CA1 em meios ricos 
YP contendo 40 g L-1 de glicose e 20 g L-1 de xilose acrescidos de 3,8 g L-1 de furfural. Em A: perfil de 
consumo de glicose (quadrados) e xilose (círculos) bem como desaparecimento do furfural (losangos). Em 
B: produção de etanol (triângulos) e glicerol (círculos). MPC5H1: símbolos abertos; MPC5H1CA1: 
símbolos fechados. Os dados expressam a média ± desvio padrão de dois experimentos independentes e 
os asteriscos indicam a diferença significativa (p<0,05) realizada pela análise de variância (ANOVA) e teste 
de Tukey.   

 

 

Já analisando a Figura 33-A é possível notar que a diferença no consumo da 

glicose, entre a linhagem MPC5H1 e MPC5H1CA1, se deu nas primeiras seis horas de 

fermentação, embora, estatisticamente, não sejam diferentes. Como consequência, 

nesse mesmo tempo, houve ligeiro aumento na produção de etanol (Figura 33-B). Nesse 
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sentido, analisando a produtividade volumétrica de etanol, também não é possível notar 

diferença 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 hemicelulósico, foi superior 

em relação as demais linhagens e condições. Importante notar também que, por um lado, 

nos meios sintéticos a concentração de furfural era maior e, por outro, o hidrolisado 

continha outros inibidores como os ácidos acético e fórmico, furfural e HMF (vide item 

3.7)  sugerindo que a linhagem recombinante MPC5H1CA1 foi capaz de remediar os 

efeitos desses inibidores de forma mais satisfatória.   

 

Figura 33 - Cofermentação em batelada simples das linhagens MPC5H1 e MPC5H1CA1 em hidrolisado 
hemicelulósico produzido por PEREIRA et al. (2022) e ajustado para 75 g L-1 de glicose. Em A: perfil de 
consumo de glicose (quadrados) e xilose (círculos). Em B: produção de etanol (triângulos) e glicerol 
(círculos). MPC5H1: símbolos abertos; MPC5H1CA1: símbolos fechados. Os dados expressam a média ± 
desvio padrão de dois experimentos independentes e os asteriscos indicam a diferença significativa 
(p<0,05) realizada pela análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey.   

 

 

É possível também observar que a linhagem industrial recombinante 

MPC5H1CA1 produziu, significativamente, menores teores de glicerol em relação à 

parental (Figura 33-B). Essa diferença pode ser sugerida como um indicador de menor 

estresse (BASSO et al., 2008; LÓPEZ et al., 2022). Nesse sentido, LI et al. (2022), 

demonstraram que o controle do potencial redox extracelular, aumenta a tolerância de 

S. cerevisiae ao furfural e essa levedura produz menores teores de glicerol devido ao 

direcionamento do fluxo metabólico para a produção de etanol. Os autores atribuem 

esses fatos a correlação dos potenciais redox intracelulares, medidos pela relação 
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NADH/NADPH e GSH/GSSG4, e o extracelular. Nesse sentido, também, o controle redox 

diminui os níveis de ERO, causadas pelo estresse do furfural, conferindo maior 

tolerâncias das células a esse inibidor (LI et al., 2022). De fato, essas constatações vão 

ao encontro da diminuição dos níveis de ER na cepa MPC5H1CA1 se comparadas a sua 

parental (Figura 28).   

Outro ponto notável é a diferença no consumo de xilose por essas linhagens nos 

meios sintéticos e no hidrolisado hemicelulósico (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 concentração elevada se 

comparada à encontrada no hidrolisado (3,8 g L-1 e 0,2 g L-1, respectivamente). Ainda, o 

hidrolisado continha diferentes inibidores oriundos do processo de pré-tratamento (ver 

item 3.7). Essas constatações têm apoio na literatura uma vez que a levedura, 

geralmente, tolera melhor o estresse individual, diferente do estresse global, quando 

presente vários inibidores , por exemplo (BRANDT et al. 2022).  

Além disso, Moreno et al. (2019) relataram que sólidos insolúveis (SI), presentes 

nos hidrolisados lignocelulósicos, acarretam a piora do rendimento fermentativo e 

aumento dos níveis de ER. Os mesmos autores indicam que, na presença de SI 

concomitantemente com os inibidores, o aumento de ER pode chegar a 70%, o que 

poderia explicar a diferença encontrada neste trabalho entre os meios sintéticos e o 

hidrolisado. Nessa perspectiva, Qin et al. (2020) já evidenciaram que além da produção 

de etanol ser claramente impedida pelo estresse, a robustez da levedura S. cerevisiae 

em fermentar xilose é primordial. Os mesmos autores demonstram que linhagens onde 

a via da biossíntese de glutationa e a via de degradação de ácido acético foi 

superexpressa, a utilização de xilose foi melhorada pela diminuição do acúmulo de ER. 

Também, Dzanaeva et al. (2020) demonstraram o papel crucial dos peroxissomos na 

detoxificação de ERO geradas pela fermentação de xilose. Os pesquisadores indicam 

que a deficiência peroxissomal (incluindo a deficiência na catalase CTA1), levou a uma 

produção 1,5 vez menor de etanol a partir de xilose, sugerindo que isso ocorre devido a 

capacidade reduzida de detoxificação de radiais livres pela levedura S. cerevisiae. Essas 

constatações vão ao encontro dos resultados obtidos neste trabalho com a catalase 

peroxissomal, codificada por CTA1. 

 
4 GSH e GSSG são abreviações 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 CTA1 embora, na cepa industrial, com a mesma modificação, 

essa diferença não foi tão notável (Figura 31). Sugere-se que as melhores performances 

dessas linhagens se deu pela maior rapidez em remediar os efeitos do furfural, já que 

nossos dados demonstram que essas cepas tiveram um menor acúmulo ER, quando 

exposta ao furfural, em relação a sua parental (Figura 28). Dessa forma, visando a 

produção 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 superexpressão da 

catalase peroxissomal codificada por CTA1 aparentou ter papel crucial na tolerância ao 

distresse causado pelo furfural, sugerindo que, além de conferir tolerância a xilose 

conforme relatado em trabalhos anteriores, esse gene desempenha papel fundamental 

na tolerância de S. cerevisiae a inibidores presentes nos hidrolisados lignocelulósicos.   
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 
No início deste trabalho foram criados módulos de superexpressão utilizando o 

promotor forte e constitutivo do gene TDH3 (PTDH3). Posteriormente, esses módulos 

foram utilizados para transformar linhagens laboratoriais e industriais de S. cerevisiae 

visando a superexpressão da(s) catalase(s) A e T, codificadas pelos genes CTA1 e 

CTT1, respectivamente. De forma semelhante, a(s) catalase(s) foram deletadas do 

genoma dessas leveduras. Por fim, foram avaliados os níveis da atividade enzimática 

da(s) catalases, do peróxido de hidrogênio, das espécies reativas, e as capacidades de 

crescimento e fermentação em meios sintéticos e em hidrolisado hemicelulósico pelas 

linhagens geneticamente modificadas.  

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

1. As modificações genéticas realizadas, sejam elas as superexpressões e/ou 

deleções, foram realizadas de forma funcional no genoma das linhagens. Isso é 

observado pelo aumento ou diminuição da atividade da catalase nas cepas 

obtidas. 

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

diminuídos quando foram crescidas na presença de 3,8 g L-1 de furfural por duas 

horas.  

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

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

os valores de IC50 não foram diferentes para as linhagens laboratoriais. Por outro 

lado, a cepa MPC5H1CA1 teve o valor de IC50 aumentado em relação à linhagem 

parental (MPC5H1).   

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

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

glicose. Por outro lado, não foi possível observar diferença entre as cepas 

laboratoriais quando as fontes de carbono foram glicose e xilose com furfural.  

5. A linhagem sCTA1 apresentou menores níveis de H2O2 e ER quando exposta 

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

primeiras 12 h, foi maior. Isso também possibilitou maior produção de etanol 

neste mesmo tempo. 

6. O consumo de glicose foi mais rápido, até duas horas de cofermentação, 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 à linhagem parental. Por fim, a produção 

de glicerol foi significativamente menor indicando um menor estresse nessa 

cepa.  

7. Nos ensaios com o hidrolisado lignocelulósico, a linhagem recombinante 

MPC5H1CA1 apresentou discreto aumento na velocidade de consumo da 

glicose nas primeiras horas de fermentação (≅ 6h), refletindo em um aumento 

na produção de etanol nesse mesmo tempo, se comparada à cepa parental 

(MPC5H1). Nesses ensaios a produção de glicerol pela linhagem recombinante 

(MPC5H1CA1) foi significativamente menor se analisadas em relação à 

linhagem parental, indicando um menor estresse nessa linhagem. 

 

Dessa forma, à luz dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se como 

perspectivas futuras: 

1. Avaliar o nível de transcritos dos genes CTA1 e CTT1 nas linhagens 

construídas através de RT-qPCR. Importante destacar que essa avaliação deve 

ser feita em diferentes concentrações de furfural e/ou quando a xilose é a única 

fonte de carbono.  

2. Analisar a atividade enzimática das catalases nas linhagens construídas 

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

exemplo.  

3. Investigar os níveis de ER e H2O2 em diferentes tempos de fermentação 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 

hemicelulósico e melaço de cana-de-açúcar contendo maiores concentrações de 

furfural.    
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APÊNDICE A - Cofermentação em batelada simples das linhagens CENPK-X-RDK 
e sCTA1 em meios ricos YP contendo 40 g L-1 de glicose e 20 g L-1 de xilose. Os 
dados expressam a média ± desvio padrão de dois experimentos independentes 
(n=2). 
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