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RESUMO

O é&cido latico (LA) é um acido organico de grande interesse industrial, mas sua
producao atual envolve impactos ambientais e gargalos econémicos que afetam suas
aplicacoes, principalmente a producdo do acido polilatico (PLA). Isso pode ser
superado pela utilizagcdo de microrganismos mais robustos e tolerantes a acidos
organicos, como a levedura Saccharomyces cerevisiae. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho é a construcdo de uma linhagem microbiana capaz de converter a
glicose (C6) e xilose (C5), acucares derivados de residuos agroindustriais, em L-acido
latico. Inicialmente, realizou-se ensaios de tolerdncia com cinco cepas de leveduras
em meio YPD com concentragdes crescentes de LA (20 a 80 g/L) a pH 3 e em
hidrolisado lignoceluldsico de bagaco de cana-de-agucar solificado a pH 3 e 5. A
seguir, utilizando procedimentos de biologia sintética, foram construidos plasmideos
contendo cassetes de expressdo da enzima de producdo do LA (L-Lactato
desidrogenase, LDH), proveninentes de quatro organismos diferentes: Bos taurus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum e Lacticaseibacillus casei. Além
disso, vetores também foram construidos para utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9,
para a delecao parcial da via de fermentacgao alcodlica e integracdo genémica da LDH
escolhida. Realizou-se, entdo, a delecdo parcial da via do etanol e testou-se por
ensaios fermentativos as diferentes LDHs na linhagem desenvolvida. Quatro cepas de
leveduras, a S. cerevisiae PE-2, S. cerevisiae ATCC38555, Zygosaccharomyces bailii
NCYC 1427 e Brettanomyces bruxellensis WLP 4639 foram consideradas altamente
tolerantes ao acido latico e apenas uma, a Z. bailli, demonstrou bom crescimento em
hidrolisado lignoceluldsico, revelando sua tolerancia aos inibidores presentes nesse
meio. Como o chassi microbiano escolhido neste trabalho € uma cepa fermentadora
de xilose derivada da PE-2 (BR-X5), isso a configura como cepa ideal para este
estudo. A obtencédo da linhagem BR-X5Apdc1 revelou que a delegado do gene PDC1,
a principal piruvato descarboxilase expressa em levedura, ndo foi suficiente para o
redirecionamento de carbono dessa via. A expressao dos vetores das LDHs nessa
linhagem permitiu selecionar a L-LDH de B. taurus como a melhor enzima para a
producdo de LA. Por fim, a montagem dos plasmideos de integracdo gendmica
possibilitam o desenvolvimento de linhagens com diferentes copias dessa enzima
bovina e a dele¢éo de outros genes da via do etanol, como ADH1. Foi possivel, entao,

construir uma cepa prova de principio produtora de 1,7 g/L de &cido latico, com



rendimento de 1,8% a partir de 90 g/L de acucar (glicose e xilose) e produtividade de
0,043 g/L.h. A partir dessa cepa, € possivel o desenvolvimento de um microrganismo
que viabilize a producédo eficiente de LA a partir de um recurso renovavel e um

processo mais sustentavel e eficiente.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, Acido polilatico, Residuos
Agroindustriais, PE-2.



ABSTRACT

Lactic acid (LA) is an organic acid of great industrial interest, but its current production
involves environmental impacts and economic bottlenecks that affect its applications,
especially the production of polylactic acid (PLA). To overcome this, it is possible to
use robust microorganisms tolerant to organic acids, such as the yeast
Saccharomyces cerevisiae. In this context, this work aims to build a microbial strain
capable of converting glucose (C6) and xylose (C5), sugars derived from agro-
industrial residues, into L-lactic acid. Initially, tolerance tests were carried out with five
yeast strains in a YPD medium with increasing concentrations of LA (20 to 80 g/L) at
pH 3 and in lignocellulosic hydrolyzate of sugarcane bagasse solidified at pH 3 and 5.
Then, using synthetic biology procedures, plasmids containing LA production enzyme
expression cassettes (L-lactate dehydrogenase, LDH) from four different organisms
were constructed: Bos taurus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, and
Lacticaseibacillus casei. In addition, vectors were also built to use the CRISPR-Cas9
system for the partial deletion of the alcoholic fermentation pathway and genomic
integration of the chosen LDH. Then, the partial deletion of the ethanol pathway was
performed and the different LDHSs in the developed strain were tested by fermentation
assays. Four yeast strains, S. cerevisiae PE-2, S. cerevisiae ATCC38555,
Zygosaccharomyces bailii NCYC 1427, and Brettanomyces bruxellensis WLP 4639
were considered highly tolerant to lactic acid and only one, Z. bailli, showed good
growth in lignocellulosic hydrolyzate, revealing its tolerance to the inhibitors present in
this medium. As the microbial chassi chosen in this work is a xylose-fermenting strain
derived from PE-2 (BR-X5), this configures it as an ideal strain for this study. Obtaining
the BR-X5Apdc1 strain revealed that the deletion of the PDC1 gene, the main pyruvate
decarboxylase expressed in yeast, was not sufficient for the carbon redirection of this
pathway. The expression of the LDH vectors in this strain allowed the selection of L-
LDH from B. taurus as the best enzyme for the production of LA. Finally, the assembly
of genomic integration plasmids allows the development of strains with different copies
of this bovine enzyme and the deletion of other genes of the ethanol pathway, such as
ADHL1. It was then possible to build a proof-of-principle strain producing 1.7 g/L of lactic
acid, with a yield of 1.8% from 90 g/L of sugar (glucose and xylose) and productivity of

0.043 g/L. L.h. From this strain, it is possible to develop a microorganism that enables



the efficient production of LA from a renewable resource and a more sustainable and

efficient process.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Polylactic acid, Agro-industrial Waste, PE-2.
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1 INTRODUCAO
1.1 Biotecnologia, biorrefinaria e bioeconomia

Os recursos fésseis, como petroleo, gas natural e carvdo, sdo as principais
fontes de energia e 0s principais precursores de materiais, compostos quimicos e
produtos que utilizamos atualmente (KIRCHER, 2021). A utilizacdo desenfreada
desses recursos, porém, tem causado uma série de problemas ambientais, como altos
niveis de CO2 na atmosfera, mudancas climaticas e perda de biodiversidade. Diante
desse cenério, a reestruturacdo da matriz energética tornou-se uma necessidade
mundial e vém estimulando a criacdo de politicas de descarbonizacdo globais e de
desenvolvimento sustentavel (KIRCHER, 2021; ABAS et al., 2015). A Conferéncia das
Nacbes Unidas sobre as Mudancas Climéticas (COP) é um exemplo de evento que
reune lideres mundiais para discutirem o tema, representando iniciativas globais que
visam mitigar essas probleméaticas ambientais. A Ultima edicdo ocorreu em 2021
(COP26), mas foi a COP21 que deu origem ao Acordo de Paris, o qual definiu a meta
de limitar o aquecimento global em 2°C em relacdo a niveis pré-industriais, com o
objetivo de reducdo em 95% das emissdes de gases de efeito estufa até 2050
(KIRCHER, 2021). Além disso, a Organizacdo das Nac¢6es Unidas (ONU) estabeleceu
17 Objetivos de Desenvolvimetno Sustentavel (ODS) na Agenda 2030, dentre os quais
estdo metas para assegurar a preservacdo do planeta e dos recursos naturais,
objetivando alcancar a sustentabilidade global, como pode ser observado na Figura 1
(SOLARTE-TORO e ALZATE, 2021).

Dessa forma, a reestruturacdo da matriz energética esta intimamente atrelada
ao desenvolvimento de processos mais sustentaveis, que por sua vez podem ser
atingidos por meio do desenvolvimento de processos biotecnologicos. A biotecnologia
€ uma ciéncia multidisciplinar que visa o desenvolvimento de produtos e processos a
partir da utilizagdo de sistemas biologicos, organismos vivos ou seus derivados
(BRASIL, 2010). Esses processos, portanto, estdo envolvidos em uma bioeconomia,
ou economia de base bioldgica, a qual envolve a utilizacdo de recursos renovaveis de
energia e carbono, como a biomassa vegetal, produzida principalmente pela
agricultura e silvicultura (KIRCHER, 2021). O desenvolvimento da bieoconomia se
enquadra em cinco dos objetivos da Agenda 2030 da ONU, como a producgéao de

energia limpa e acessivel (ODS 7), por meio dos biocombustiveis; o desenvolvimento
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da industria, inovacao e infraestrutura (ODS 9), por meio do desenvolvimento de
produtos industriais biotecnolégicos; o consumo e producao sustentaveis (ODS 12), a
acdo contra a mudanca global climatica (ODS 13) e a protecao da vida terrestre (ODS
15), por meio da reestruturagdo da matriz energética e utilizacdo de fontes
renvovaveis. As matérias-primas derivadas da biomassa vegetal que contém grande
guantidade de acucar e amido disponiveis, como o mosto derivado de milho, beterraba
e cana-de-acUcar, sdo chamadas de primeira geragdo, enquanto as de segunda
geracdo sao aquelas derivadas de residuos agroindustriais (AYODELE et al., 2020).
Além da utilizacdo de recursos renovaveis, 0os produtos derivados dos processos
biotecnoldgicos também séo interessantes por serem mais biodegradaveis com
menos impactos ambientais e mais sustentaveis em toda a cadeia produtora e de

consumao.

Figura 1 - Os 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel da Organizacdo das

v

Nacdes Unidas na Agenda 2030.
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Fonte: Roma et al. (2019).

AIMPLEMENTAGAO

DOS 0BJETIVOS &)

OBIJETIVC:S
DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

SUSTENTAVEIS
17 PARCERIAS PARA

Entretanto, o custo normalmente ndo competitivo dos produtos biotecnolégicos
obtidos a partir da biomassa que se destina a producédo de alimentos, constitui-se uma
das principais barreiras para a implementacdo da bioeconomia (DUPONT-INGLIS e
BORG, 2018; KIRCHER, 2021). Como uma forma de baratear os custos do processo,
€ possivel a utilizacdo da fracao lignoceluldsica da biomassa vegetal dos residuos
agroindustriais. Essa fragdo € o tipo de biomassa mais abundante no mundo e grande
parte € descartada como residuo agroindustrial, compreendendo quase 63% da
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massa total de todos os residuos e, assim, apresenta um baixo custo associado
(DAHMEN et al., 2019; SINGH et al., 2022).

Os residuos agroindustriais, como o bagac¢o de cana-de-agucar, sdo formados
por células vegetais com parede secundaria com composi¢do lignocelulésica,
contendo principalmente os biopolimeros celulose, hemicelulose e lignina, como
mostrado na Figura 2. A celulose € o constituinte mais abundante e compreende um
homopolimero constituido por monémeros de glicose ligados por ligagdes glicosidicas
B-1,4. A hemicelulose € o segundo polimero mais abundante e € um heteropolimero
formado de hexoses (manose, glicose e galactose), pentoses (xilose e arabinose) e
acidos urénicos, sendo a xilana o principal polissacarideo presente. A lignina € um
heteropolimero formada pela oxidacdo de 4&lcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico, formando unidades de guaiacila, siringila e p-hidroxifenila (HERNANDEZ-
BELTRAN et al., 2019).

Para a utilizacdo dessa fracédo lignocelulésica, € necessaria a realizagdo de um
pré-tratamento, para solubilizar a lignina e expor os polimeros de celulose e
hemicelulose, seguido de aplicacdo de um coquetel enzimatico para liberacdo de
acucares fermentesciveis da biomassa (KUMAR et al., 2021). Os principais agucares
liberados sdo as hexoses, compostos de seis carbonos (C6), como a glicose, e
pentoses, composta por cinco carbonos (C5), como a xilose e arabinose (KUMAR et
al., 2021). Apesar do pré-tratamento e da sacarificagdo contribuirem para o aumento
dos custos, a potencialidade de residuos agroindustriais como matéria-prima se
acentua com o avanco da tecnologia e das estratégias de aproveitamento dessa
biomassa, atrelado a vantagem de diminuicdo da quantidade de residuos totais
(SINGH et al.,, 2022). Dessa forma, por suas caracteristicas de baixo preco,
disponibilidade e capacidade de renovacdo, os residuos lignocelulésicos sao
considerados promissores, podendo ser aproveitados como matérias-primas de
segunda geracéo para a fermentagédo microbiana (DAHMEN et al., 2019; ESQUIVEL-
HERNANDEZ et al., 2022).

Figura 2 - Organizacao estrutural e constituicdo da biomassa lignocelulésica.
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A biotecnologia, portanto, entra como tecnologia que viabiliza a utilizacdo da
biomassa e a sua transformacdo em bioprodutos estimulando a bioeconomia
(KIRCHER, 2021). Sob o conceito de biorrefinaria, é possivel processar integralmente
a biomassa utilizando microrganismos e enzimas para gerar uma diversidade de
produtos de elevado valor agregado, como quimicos, além de energia (KIRCHER,
2021; SOLARTE-TORO e ALZATE, 2021). A utilizacdo de agentes biol6gicos de
transformacao de matérias-primas em produtos é a base dos bioprocessos, 0s quais
sdo iniciados com a preparacdo dos meios de cultura. Essa € uma das etapas
consideradas “upstream”, ou seja, que precedem a fermentagao. Além dessa, tem-se
a escolha e/ou engenharia do microrganismo, bem como a sua propagacao para
preparar o inéculo que sera utilizado na fermentacédo. Essa é uma etapa desafiadora,

ja que o organismo produtor industrial, além de ser eficiente na producdo do
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bioproduto de interesse, deve ser robusto, tolerando as condi¢des industriais adversas
(TRAN e ZHAO, 2021).

Com o avanco da biologia sintética, engenharia metabdlica e utilizacdo de
técnicas como a de edicao genética via CRISPR-Cas9, tem sido possivel a construgédo
de microrganismos que possuem as caracteristicas necessarias para implementacéo
de um processo biotecnoldgico na industria. Nesse aspecto, dentre outras aplicagoes,
0s microrganismos tém sido modificados geneticamente e utilizados como plataformas
microbianas na conversao de acgucares da biomassa vegetal para producéo de acidos
organicos, reduzindo a dependéncia de derivados do petroleo para a fabricacdo de
produtos do dia a dia, como os plasticos, segundo a rota de producdo mostrada na
Figura 3 (GEORGE et al., 2020).

Figura 3 - Visdo geral da producdo de bioplasticos a partir da fermentacdo da

biomassa lignocelulosica.
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Fonte: MAGALHAES JUNIOR et al. (2021).
1.2 Acido latico: producéo e aplicacdes

Dentre as moléculas que podem ser produzidas a partir de rotas microbianas,
0s acidos organicos sao bioprodutos promissores, uma vez que apresentam diversas
aplicacbes e s&o metabolitos naturais presentes no metabolismo primario e
secundario de microrganismos (SUN et al., 2020). O acido latico, também chamado
de acido 2-hidroxipropandico, € um &cido organico de trés carbonos amplamente
distribuido na natureza. Pela existéncia de um carbono quiral em sua estrutura, existe
em duas formas enantibmeras, porém o L-(+)-acido latico (Figura 4) € o produto
comercial dominante (MARTINEZ et al., 2013; LI et al.,, 2021). Por apresentar

inUmeras propriedades com diversas aplicagdes, o acido latico € uma molécula de
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grande interesse industrial, apresentando uma crescente demanda no mercado
global. Isso pode ser evidenciado pelo fato de que seu mercado em 2017 foi avaliado
em 690 milhdes de ddlares e é estimado atingir 2,09 bilhdes em 2023, com potencial
para atingir 9,8 bilhdes de délares em 2025 (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022;
SINGH et al., 2022). Atualmente, os Estados Unidos e Asia-Pacifico dominam o
mercado de &cido latico, com diversas empresas produtoras: Nature Works LLC;
Corbion Ltd., USA; Chonggqing Bofei Biochemical Products, China; Danimer Scientific
LLC; Spectrum Chemical Manufacturing Corp.; Hawkins, Inc (SINGH et al., 2022).

Figura 4 — Formulas em perspectiva dos dois isémeros do acido latico, o L-acido latico
e o D-&cido latico.
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Fonte: DORDEVIC et al. (2020).

Além de ser precursor de moléculas e polimeros, o acido latico também
apresenta aplicacfes na industria de cosméticos, alimenticia, quimica e farmacéutica
(ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022; MARTINEZ et al., 2013). A industria quimica,
por exemplo, demanda grandes quantidades de acido latico por ser uma plataforma
quimica para a producédo de diversos outros compostos, como propilenoglicol, acido
acrilico, ésteres de lactato, 6xido de propileno, acido propandico-acetaldeido, 2,3-
pentanodiona, dilactido, lactato de etila etc. (ABEDI E HASHEMI, 2020; ESQUIVEL-
HERNANDEZ et al., 2022). O lactato de etila € um dos produtos de destaque porque,
além de ser um bom solvente, ainda € seguro ambientalmente, sendo considerado um
solvente verde, ao contrario dos solventes derivados do petrdleo que sao téxicos,
como N-metil-2-pirrolidona (NMP), tolueno, acetona e xileno (LI et al., 2021). O &cido
latico também € usado em agentes desincrustantes, regulador de pH, agentes de
limpeza, agentes complexantes de metais, entre outros (ABEDI E HASHEMI, 2020).
Além disso, o principal polimero obtido a partir dele, o acido polilatico (PLA), é um
bioplastico que pode ser utilizado como uma alternativa renovavel aos plasticos
petroquimicos (MARTINEZ et al., 2013; UPADHYAYA et al., 2014).
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Nesse contexto, os plasticos produzidos a partir do petréleo, por serem
extremamente estaveis e recalcitrantes, causam sérios problemas ambientais, como
a poluicdo do solo, acumulo em cursos d"agua e comprometimento da fauna local
(RAO et al., 2014; ERNI-CASSOLA et al.,, 2019; SCHWARZ et al., 2019). Em
contrapartida, os biopolimeros, produzidos por rota bioquimica, apresentam
caracteristicas de maior biodegradabilidade, reaproveitamento e biocompatibilidade
(SADASIVUNI et al., 2020). Além da sua potencialidade para substituir os polimeros
sintéticos, os biopolimeros tém aplicac6es também em outras areas, como na geracao
de dispositivos médicos avancados para drug delivery. Entretanto, eles apresentam
algumas propriedades de resisténcia e termoestabilidade consideradas baixas com
relacdo aos plasticos de origem féssil, o que ainda precisa ser superado
(SADASIVUNI et al., 2020).

O PLA é um poliéster alifatico biorrenovavel derivado de &cido latico e, por ser
completamente biodegradavel, biocompativel e possuir boa resisténcia mecanica,
termoplasticidade e alta compostabilidade, pode ser utilizado como uma alternativa
renovavel em relacao aos plasticos derivados dos petroquimicos em diversos setores
industriais (Figura 5), como téxtil, automotivo, de embalagens, médico e farmacéutico
(BALLA etal., 2021; Ll etal., 2020; MARTINEZ et al., 2013; UPADHYAYA et al., 2014).
O PLA pode ser usado em embalagem de alimentos, como garrafas; utensilios de uso
anico, como canudos e talheres; na producéo de fibras na industria téxtil, de pecas da
indUstria automotiva, de néo tecidos fiados com PLA para cobertura na agricultura, de
scaffolds para a bioengenharia de tecidos a partir de impressao 3D na area médica,
de compositos para setores de construgdo civil e de filmes para fabricacdo de
eletronicos descartaveis (BALLA et al., 2021). Esse biopolimero também apresenta
outras caracteristicas vantajosas para diversas aplicacbes, como brilho,
transparéncia, resisténcia a 6leo e agua, além de ser antibacteriano, retardar chamas
e ser facilmente absorvido pelo organismo, podendo ser usado em materiais de
embalagem, tecidos néo fiados, vestuario, suturas médicas, parafusos 0sseos, entre
outros (LI et al., 2020).

Figura 5 - Principais aplicacdes do biopolimero acido polilatico (PLA).
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Uma vez que o PLA é considerado um dos materiais poliméricos mais
promissores, seu mercado mundial foi avaliado em 525,47 milhdes de dolares em
2020 e estima-se que seu crescimento atinja uma taxa de crescimento anual composto
(CAGR) de 18,1% até 2028 (BALLA et al., 2021; LI et al., 2020). A crescente demanda
desse polimero biodegradavel reflete uma grande contribui¢do no rapido crescimento
anual esperado para o acido latico nos préximos anos (UPADHYAYA et al., 2014). A
formacdo do acido polilatico é feita por sintese quimica e pode ser realizado por
diferentes métodos, como polimerizacdo por condensacéo direta, condensacao por
desidratacdo azeotropica e polimerizacdo por abertura de anel de lactide (LI et al.,
2020). Essa sintese requer a molécula de acido latico apresentando pureza Optica e
quimica, os quais dependem do processo, sendo biolégico ou quimico, e do meio de
fermentacdo empregado (UPADHYAYA et al., 2014).

Vérias propriedades do PLA sdo influenciadas pela pureza éptica do acido

latico e a utilizagdo de diferentes aditivos durante a sintese quimica, a mistura com
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outros polimeros ou a formacao de copolimeros, permite a variacdo nas propriedades
fisicas e reoldgicas nesse biopolimero, permitindo sua aplicacdo em outros produtos
(LI et al., 2020). Por exemplo, a formagédo do acido poliglicélico, um copolimero
formado de etileno glicol e acido latico, melhora as propriedades de hidrofilicidade e
flexibilidade do biopolimero, permitindo seu uso em suturas cirargicas (LI et al., 2020).
Além disso, outras moléculas, como a e¢-Caprolactona, podem ser usadas para a
formacdo de outros copolimeros; e outros polimeros de baixo peso molecular,
formados por outros acidos organicos, podem ser misturados com o PLA para alterar
suas propriedades mecanicas e termodinamicas (LI et al., 2020). Portanto, o PLA se
insere como polimero de alta potencialidade no mercado mundial, tanto por suas
caracteristicas intrinsecas como pela possibilidade de melhoria por meio da utilizacéo
de outras moléculas na sua sintese.

Na industria cosmética, o acido latico exibe potencial por possuir propriedades
para hidratacdo, umectacao, rejuvenescimento e clareamento da pele, mas também
€ usado como agente antimicrobiano e regulador de pH (ABEDI E HASHEMI, 2020;
ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022; MARTINEZ et al., 2013). Derivados do acido
latico, os ésteres de lactato também possuem propriedades higroscopicas e
emulsificantes interessantes para essa industria (MARTINEZ et al., 2013). Na indastria
farmacéutica, por sua vez, é usado na formulacdo de produtos, como solucédo de
dialise, prepara¢gbes minerais, comprimidos, sistema de liberacdo controlada de
drogas, entre outras (ABEDI E HASHEMI, 2020; ESQUIVEL-HERNANDEZ et al.,
2022). Na industria alimenticia € normalmente considerado um ingrediente seguro
(GRAS - Generally Recognized as Safe) e pode ser aplicado para evitar a proliferacao
de microrganismos contaminantes, mas também como agente emulsificante em
produtos de panificacdo e como acidulante, intensificador de sabor, viscosificante e
crioprotetor na industria de bebidas (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022;
MARTINEZ et al., 2013).

O &cido latico pode ser produzido a partir de sintese quimica ou a partir da
fermentacdo microbiana (ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022; MARTINEZ et al.,
2013). As bactérias acido-laticas (BAL), como as do género Lactobacillus e
Lactococcus, sdo as principais produtoras utilizadas industrialmente, por realizarem
naturalmente a fermentacéo acido-latica, com o LA como produto final do metabolismo
primario (UPADHYAYA et al., 2014). Apesar da producéo biolégica de acido latico ja

estar bem estabelecida, o custo atrelado a esse produto ainda limita muito a producéo
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do PLA em larga escala, que requer grandes quantidades do mondmero a um custo
relativamente baixo, para que o preco desse biopolimero seja competitivo com 0s
plasticos petroquimicos (ZOU et al.,, 2021). Como as BAL normalmente sao
fastidiosas nutricionalmente e necessitam de uma suplementag&o nutricional de alto
custo, isso afeta diretamente no preco do produto. De fato, as matérias-primas
influenciam em 40 a 70% do custo total do processo e isso, no geral, também impacta
nos custos de purificagdo e na pureza quimica do acido latico, contribuindo para
despesas adicionais (UPADHYAYA et al., 2014). Além disso, apesar da fermentacdo
microbiana apresentar vantagens em relacdo a sintese petroquimica, por gerar
produtos opticamente puros, o que se observa na sintese de &cido latico por BAL é a
variacao na pureza Optica desse composto, uma vez que algumas cepas expressam
as enzimas de producdo dos dois isbmeros, como a Lactobacillus helveticus
(UPADHYAYA et al., 2014; SAITOH et al., 2005). Essas varia¢cdes ha pureza quimica
e optica do acido latico produzido impacta na producdo do PLA, porque muitas
propriedades do biopolimero s&o influenciadas por essas caracteristicas
(UPADHYAYA et al.,, 2014). Dessa forma, é necessario o desenvolvimento de
processos a partir de microrganismos capazes de crescer em substratos simples e
produzir 4cido latico na sua forma opticamente pura, como ja foi observado numa cepa
de Saccharomyces cerevisiae expressando a L-LDH bovina em Saitoh et al. (2005).
Outro fator que influencia enormemente na utilizacdo industrial dessas
bactérias € que a maioria delas ndo consegue sobreviver em pH menor que 4
(UPADHYAYA et al., 2014). Por causa disso, durante a fermentacao, é necessaria a
adicdo de agentes neutralizantes, normalmente o 6xido de célcio, e a maioria do acido
latico presente fica na forma de lactato de calcio. Para a recuperagdo do produto,
entdo, € necessaria uma acidificacdo do meio fermentado, usualmente com acido
sulfarico. Essa acidificagdo causa, além da recuperacdo do produto, a formacédo de
grandes quantidades de sulfato de célcio, também conhecido como gesso
(UPADHYAYA et al., 2014). Mais de uma tonelada de gesso é formada a cada
producdo de uma tonelada de acido latico (UPADHYAYA et al., 2014). Isso é
desvantajoso do ponto de vista industrial, ambiental e econdmico, pois a utilizacéo de
acido forte traz problemas de corrosdo dos equipamentos e a geragdo do gesso que,
além de encarecer a fase de recuperacdo do produto final, acarreta um notavel
impacto ambiental devido ao problema da destinacéao desse residuo (UPADHYAYA et

al., 2014). Além disso, por meio de uma andlise técnico-econémica considerando uma
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biorrefinaria produtora de acido latico, constatou-se que o custo dos neutralizantes e
acidificantes nesse cenario contribuiram para 26% do custo anual de materiais (LI et
al., 2021). Isso reforca a necessidade da utilizacdo de microrganismos tolerantes ao
baixo pH na producéo de acido latico, j& que nesse cenario esses quimicos nao seriam
necessarios, contribuindo para melhorar substancialmente a sustentabilidade desse
bioprocesso (LI et al., 2021). Assim, o uso de um microrganismo nao fastidioso, capaz
de consumir os agucares do hidrolisado lignocelulésico, produzir grandes quantidades
de &cido latico e, concomitantemente, tolerar o baixo pH e os inibidores associados
do processo, se torna imprescindivel para possibilitar a implementacéo do processo e

geracédo de produtos com custo competitivo (UPADHYAYA et al., 2014)

1.3 Saccharomyces cerevisiae como plataforma microbiana produtora de acido

latico

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo de grande interesse e
aplicabilidade industrial, j& sendo tradicionalmente utilizado em varios processos,
como na producdo de cerveja, vinho e bioetanol (PARAPOULI et al., 2020).
Atualmente, essa levedura tem ganhado destaque também na producédo de diversos
outros produtos, como medicamentos (proteinas recombinantes), aditivos de
alimentos (vitaminas e antioxidantes), quimicos e biocombustives (GAMBACORTA et
al., 2020; HONG e NIELSEN, 2012). Dentre os quimicos que podem ser produzidos,
os fine chemicals, como antibiéticos e enzimas, sdo quimicos produzidos em baixo
volume e vendidos a precos altos, enquanto os bulk chemicals, como solventes,
aminoacidos e precursores de polimeros, ocorre o contrario (HONG e NIELSEN,
2012). Nessas aplicacoes, a levedura € usada como chassi microbiano, um organismo
que incorpora e suporta as modificacbes genéticas necessarias para sua
transformacao em uma “fabrica celular” do composto de interesse, ou seja, uma
plataforma de producéo microbiana (CHI et al., 2019; HONG e NIELSEN, 2012).

Dentre as vantagens de empregar a S. cerevisiae em processos industriais,
destacam-se o requerimento nutricional simples, o crescimento rapido, a robustez
(capacidade de manter a homeostase mesmo em condicbes adversas) e a
compatibilidade com regulagcbes de segurancga, por ser reconhecida como organismo
GRAS (ABBOTT et al., 2009; GAMBACORTA et al., 2020; NIELSEN e KEASLING,

2016). Além disso, por ser um organismo modelo, existe conhecimento extensivo da
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sua genética, fisiologia e metabolismo, o que facilita a modificacdo genética por
ferramentas ja desenvolvidas (ABBOTT et al., 2009; PAES e ALMEIDA, 2014). Dessa
forma, essa levedura se insere com chassi microbiano ideal para uma diversidade de
aplicacdes industriais.

No Brasil, cepas de S. cerevisiae foram isoladas de processos de producao de
bioetanol a partir da cana-de-acucar em diversas regides do pais. Essa selecéo deu
origem a um grupo de leveduras superiores, como as cepas Barra Grande 1 (BG-1),
Catanduva 1 (CAT-1), Pedra 2 (PE-2) e Santa Adelia 1 (SA-1), as quais se destacam
por apresentar maior robustez, boa sobrevivéncia em face a estresses do processo e
alta producéo de etanol (BASSO et al., 2008). Dentre essas leveduras, a PE-2 se
destaca tanto na producao de etanol, sendo utilizada em diversas usinas brasileiras,
como também como cepa promissora para outras aplicacbes, devido a suas
caracteristicas de boa tolerancia a alta densidade celular, estresse oxidativo, altas
temperaturas, estresse osmaotico, baixo pH e contaminacao bacteriana (BASSO et al.,
2008; HONG and NIELSEN, 2012).

No contexto de producdo de &cido latico, a levedura S. cerevisiae apresenta
grande potencial por sua maior capacidade de suportar condicbes de menor pH do
qgue as bactérias acido laticas, por suas membranas apresentarem permeabilidade
seletiva aos protons (ABEDI e HASHEMI, 2020; TRAN e ZHAO, 2021). Em um estudo
de tolerancia a estresse acido realizado com 41 cepas de S. cerevisiae, sendo elas
laboratoriais, industriais e isoladas da natureza, verificou-se que a PE-2 foi a levedura
qgue cresceu melhor em condi¢cGes de baixo pH como 2,5 (CORADINI et al., 2021).
Além disso, algumas linhagens derivadas da PE-2 ja foram desenvolvidas para o
consumo de outros agucares do hidrolisado lignoceluldsico, como a xilose, a qual ndo
€ naturalmente metabolizada pela S. cerevisiae (BUENO et al., 2020; DOS SANTOS,
et al.,, 2016; PALERMO et al.,, 2021). Assim, uma vez que ha necessidade de
desenvolvimento de processos mais eficientes e com maior viabilidade econdmica
para a producao de acido latico, a levedura S. cerevisiae PE-2 se insere como chassi
ideal para o desenvolvimento de linhagens produtoras desse bulk chemical a partir de
acucares de segunda geracao.

O desenvolvimento dessa plataforma microbiana produtora de acido latico pode
ser atingido pelo uso de técnicas de engenharia metabdlica e biologia sintética, para
melhorar a producdo, sobrevivéncia do microrganismo e recuperacdo do produto

(UPADHYAYA et al., 2014). A engenharia metabdlica é a ciéncia que compreende 0
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redesenho do metabolismo para tornar a producdo do produto de interesse mais
eficiente, seja ele um metabalito nativo ou ndo (NIELSEN e KEASLING, 2016). O ciclo
de realizacdo da engenharia metabdlica, conhecido como DBTL (design-build-test-
learn), consiste na implementacdo de um desenho metabdlico por sucessivas
modificacdes genéticas e caracterizacdo fenotipica (NIELSEN e KEASLING, 2016).
Dessa forma, a cada ciclo, realiza-se o planejamento da engenharia genética, a
construgcédo da cepa, o teste fermentativo e, a partir disso, tira-se conclusdes, que
serdo levadas para os proximos ciclos, objetivando concluir o redesenho do
metabolismo desejado (JULLESSON et al., 2015; NIELSEN e KEASLING, 2016). Com
a introducédo da via biossintética e obtencédo da producdo do composto de interesse,
tem-se o estabelecimento da cepa prova de principio, a qual ainda serd modificada
por outras rodadas do ciclo DBTL para a melhoria da producéo, com final construgao
da cepa que serd empregada comercialmente. Dessa forma, 0s requerimentos
comerciais de concentracao, produtividade e rendimento, também conhecido como T-
R-Y (titer, rate, yield) podem ser atingidos, para o desenvolvimento de bioprodutos
economicamente competitivos (JULLESSON et al., 2015). Entretanto, essa etapa €
inerentemente complexa, devido a intrincada regulacdo do metabolismo dos
microrganismos, que deve ser superada para o direcionamento do fluxo de carbono
para o composto de interesse, e normalmente envolve inimeros ciclos DBTL e inclui
as mais variadas técnicas de biologia sintética (NIELSEN e KEASLING, 2016).

Como recente técnica molecular de edicdo génica, o CRISPR-Cas9 €& um
sistema de engenharia genética que se destaca para o desenvolvimento de cepas
modificadas geneticamente (CHOI et al., 2019). Na engenharia metabdlica, muitas
vezes € necessario a delecdo, insercdo, mutacdo e superexpressao de diversos
genes, 0 que pode ser atingido por esse sistema pela possibilidade de atuar em
qualquer sequéncia desejada (STOVICEK et al., 2015). O CRISPR-Cas9 é uma
técnica que promove quebras especificas na dupla fita de DNA pela endonuclease
Cas9, direcionada pelo RNA guia, o qual especifica o sitio de clivagem dentro do
genoma (PEREIRA et al., 2016). Assim, essa técnica envolve a participagdo de trés
moléculas: uma nuclease (a Cas9), um RNA guia (ou gRNA) e o gene-alvo. A Cas9
de Streptococcus pyogenes, a enzima normalmente empregada em modificagdes
genéticas, € uma proteina bacteriana bilobulada, contendo um I6bulo de
reconhecimento e um de atividade nucleasica, o qual possui os dominios cataliticos,

RuvC e HNH, e o dominio de interagdo com PAM (Protospacer Adjacent Motif - NGG),
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o Pl (PEREIRA et al., 2016). O gRNA é composto por uma sequéncia guia, especifica
para o alvo genético, e uma sequéncia universal, também chamada de scaffold,
formando uma estrutura em grampo, como mostrado na Figura 6. Logo apés a regido
a ser clivada no genoma, é necessario que haja uma sequéncia PAM, a qual é
primordial para formar a associacdo do complexo Cas9/gRNA com a regido alvo do
DNA (Figura 6). No mecanismo de acdo, o gRNA causa uma alteracdo na estrutura
da Cas9, formando o dominio Pl nessa enzima, o qual interage com o motivo PAM
presente na fita adjacente de DNA. Isso culmina na estabilizacdo do DNA-alvo,
iniciando a interagcdo com o RNA-guia, a partir do seed, um dominio da sequéncia-
guia (PEREIRA et al., 2016). Caso haja o pareamento total, ocorre a separacdo da
dupla fita de DNA e a estabilizacdo do complexo inteiro. Em seguida, ocorre a
clivagem da fita-alvo (pela HNH) e da outra fita (por RuvC), cerca de 4 pb antes da
sequéncia PAM. Apds essa quebra no sitio de clivagem, a célula naturalmente realiza
um reparo no DNA, o qual pode ser por juncao de pontas ndo homoélogas (NHEJ) ou
direcionado por homologia (HR) (PEREIRA et al., 2016). No mecanismo HR, é
necessario fornecer a célula uma molécula de DNA linear que contém homologia com
ambas as extremidades geradas pela clivagem, conhecido como DNA doador, ou
donor (CHOI et al., 2019).

Figura 6 - Representacéo ilustrativa da interagcdo Cas9/gRNA e DNA-alvo, complexo
formado na técnica de edicdo genética CRISPR-Cas9.
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Fonte: PEREIRA et al. (2016).

Apesar da Saccharomyces cerevisiae produzir naturalmente apenas baixas
concentracbes de acido latico, essa producdo pode ser aumentada por meio da
expressdo heteréloga da via de fermentacdo latica, que consiste em apenas uma
enzima, a lactato desidrogenase (LDH), como mostrado na Figura 8 (ABBOTT et al.,
2009; TAKAGI e KITAGAKI, 2015). Porém, para que haja producéao eficiente de acido
latico a partir desse chassi, € necessario ainda outras modificacbes genéticas: o
redirecionamento de carbono do metabolismo do etanol para a via de interesse, 0
estabelecimento do equilibrio de cofatores energéticos, a delecdo de vias
competidoras e consumidoras do acido latico, a modificacdo genética de
transportadores de acidos organicos e, além disso, incorporacdo de genes
relacionados a resisténcia a estresse acido e aos inibidores presentes no hidrolisado.
Algumas dessas estratégias de engenharia metabdlica ja foram realizadas em outros
trabalhos visando a producdo de acido latico por S. cerevisiae (BAEK et al., 2016;
BAEK etal., 2017; COLOMBIE E SABLAYROLLES, 2004; ISHIDA et al., 2005; ISHIDA
et al., 2006; JANG et al., 2021; KAWAHATA et al., 2006; KIM et al., 2019; LAM et al.,
2021; LEE et al., 2015; LEE et al., 2016; LIAN et al., 2018; MIMITSUKA et al., 2015;
MITSUI et al., 2020; NOVY et al., 2017; NOVY et al., 2018; PACHECO et al., 2011;
RYU et al., 2018; SAITOH et al., 2005; et al., 2015; SONG et al., 2016; SUGIYAMA et
al., 2016; SUZUKI et al., 2013; TOKUHIRO et al., 2009; TURNER et al., 2015;
TURNER et al., 2016; TURNER et al, 2017; VAN MARIS et al., 2004
WATCGARAWIPAS et al., 2021; YAMADA et al., 2017; ZHONG et al., 2019). Porém,
a maioria dessas pesquisas foca na utilizacdo de cepas laboratoriais, como SRS,
CEN.PK e S288C, as quais sdo menos robustas que as cepas industriais e, portanto,
podem causar desafios na implementacdo na induastria, jA que as condi¢cbes de
fermentacao industrial estdo longe do 6timo para o crescimento e sobrevivéncia da
levedura (BAEK et al., 2016; BAEK et al., 2017; JANG et al., 2021; KAWAHATA et al.,
2006; KIM et al.,, 2019; LAM et al.,, 2021; LEE et al.,, 2015; LEE et al.,, 2016;
MIMITSUKA et al., 2015; MITSUI et al., 2020; NOVY et al., 2017; NOVY et al., 2018;
PACHECO etal., 2011; SONG et al., 2016; SUZUKI et al., 2013; TURNER et al., 2015;
TURNER et al, 2016 ; TURNER et al, 2017; VAN MARIS et al., 2004,
WATCHARAWIPAS et al., 2021; YAMADA et al., 2017; ZHONG et al., 2019). Além

disso, poucas cepas foram desenvolvidas para a producéo de acido latico a partir de
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acucares de segunda geracao (JANG et al., 2021; KIM et al., 2019; LAM et al., 2021;
NOVY et al., 2017; NOVY et al., 2018; TURNER et al., 2015; TURNER et al., 2016).
Isso evidencia a importancia da utilizagdo de cepas industriais, como a PE-2, como
chassi microbiano para desenvolvimento de leveduras capazes de crescer em
hidrolisado lignoceluldsico de bagaco de cana-de-acucar, em ambiente industrial, para
a producéo de &cido latico.

Os primeiros passos do ciclo de engenharia metabdlica para o desenvolvimento
dessa plataforma microbiana produtora de acido latico compreendem tanto a
expressao heteréloga da enzima LDH como também o redirecionamento de carbono
do metabolismo do etanol para a fermentacéo latica (Figura 8). Como a producao de
acido latico é dependente da cepa escolhida e da origem da enzima, primeiro €
importante que haja a prospeccédo da LDH que é melhor expressa e ativa ho chassi
escolhido (BRANDUARDI et al., 2006). Além disso, também € interessante que, em
um processo industrial, a enzima expressa heterologamente esteja integrada no
genoma do organismo, evitando a necessidade de adicdo de antibidtico ou de
utilizacdo de meios quimicamente definidos para a manutencdo do plasmideo (BAI
FLAGFELDT et al., 2009). A integracdo cromossémica também oferece vantagens
como o controle do numero de cépias e evita a instabilidade segregacional dos
plasmideos (DA SILVA et al., 2012). Dessa forma, diversas estratégias de integracao
cromossomal tem sido avaliadas para a levedura S. cerevisiae. Uma das mais
promissoras utilizadas € a integracdo em elementos & (delta) do genoma, sequéncias
LTR (Long Terminal Repeats) dos retrotransposons 1 e 2 de levedura (Tyl e Ty2)
(CURCIO et al., 2015; DA SILVA et al., 2012). A partir disso, objetiva-se a insergéo
em multicopia do fragmento de interesse no genoma, ja que ha centenas de elementos
delta dispersos nos cromossomos da S. cerevisiae (DA SILVA et al., 2012). A partir
do desenho de um RNA-guia capaz de conduzir a clivagem do DNA nos elementos
delta via CRISPR-Cas9, é possivel promover a recombinacdo homéloga dos genes

de interesse em diversas copias no genoma, como mostrado na Figura 7.

Figura 7 - Mecanismo de integracdo em multicopia do fragmento de DNA de interesse
pela técnica de DI-CRISPR, delta-integration (integracdo em elementos delta).
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Di-CRISPR
Quebra de fita dupla em sitios delta por CRISPR-Cas

=d_e|§£a Cromossomo da S. cerevisiae

Recombinagao homoéloga Integragao em multicopia dos genes da via

Com relacao ao redirecionamento de carbono, a S. cerevisiae € uma levedura

DNA donor

Fonte: SHI et al. (2016).

que apresenta o efeito Crabtree-Warburg, realizando fermentacdo alcodlica mesmo
em condi¢des aerdbicas, quando na presenca de elevadas concentracdes de glicose
(GAMBACORTA et al., 2020). Esse efeito € controlado por inUmeros sistemas de
deteccao da glicose e regulacdo do metabolismo, como Rgtlp/Snf3p, Snflp/Miglp e
CAMP/PKA, os quais primeiramente sdo responsaveis pelo aumento do metabolismo
de glicose, com posterior repressao de enzimas da respiracdo (GAMBACORTA et al.,
2020). Isso demonstra o intrincado metabolismo do etanol nessa levedura, ja que
possui um papel essencial no balanco redox, relacionado com o balan¢o dos cofatores
NADH/NAD+, e outros aspectos da fisiologia e homeostase da célula (GAMBACORTA
et al., 2020). Em face da centralidade dessa via e da complexidade da intrincada
regulacédo do metabolismo de glicose e produgao de etanol, o redirecionamento do
metabolismo do etanol ainda representa um desafio na construcao de S. cerevisiae

como plataforma microbiana produtora de biorrenovaveis.

Figura 8 - Metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae contendo a via
heterdloga de fermentacao latica
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A via de producao do etanol compreende 2 reacdes entre o piruvato e o etanol,
catalisadas pelas enzimas piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase
(ADH) (Figura 8). No genoma da S. cerevisiae, existem 3 genes estruturais que
codificam para isoenzimas funcionais da PDC, PDC1, PDC5 e PDC6; e 7 genes que
codificam para ADH, ADH1-7 (DE SMIDT et al., 2008; FLIKWEERT et al., 1996).
Esforcos iniciais objetivaram a delecdo dos genes da ADH, porém as células
resultantes apresentavam alta producéo de glicerol, resultante do desbalanco de
cofatores, e baixa sobrevivéncia, pelo acimulo de acetaldeido, que é téxico para a
célula (ABBOTT et al., 2009). Entédo, a dele¢éo das isoenzimas da PDC passou a ser
0 objetivo dos pesquisadores. Entretanto, essas células também possuem grandes
prejuizos fisiologicos, devido tanto ao desbalanco de cofatores, que culmina no
acumulo de glicerol, mas também a hipersensibilidade a altas concentracdes de
glicose, relacionados com o efeito Crabtree (ABBOTT et al., 2009; GAMBACORTA et
al., 2020). De fato, como a via do etanol ndo esta presente para a reoxidacdo do NADH
produzido na glicélise e o efeito Crabtree culmina na superexpressdo de genes

envolvidos no transporte de glicose, na glicolise e na repressdo de genes da
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fosforilacdo oxidativa, ha uma ineficiéncia na regeneracado de NAD+ em condicdes de
alta concentracdo de glicose, o que faz as células apresentarem um baixo
crescimento. Além disso, como o acetaldeido produzido pela PDC é o substrato para
a producéo citosolica de Acetil-CoA, uma biomolécula essencial para a sintese de
lisina e lipideos no citosol, as células sem as PDCs demonstram uma auxotrofia a C2,
pois s6 conseguem apresentar um melhor crescimento quando ha suplementacéo de
substratos de 2 carbonos, como acetato e etanol, que permitem a produgao de Acetil-
CoA citosolico (ABBOTT et al., 2009; GAMBACORTA et al., 2020). Diante disso,
inimeros esforcos tem sido realizados para contornar esses prejuizos, como a
delecdo de genes envolvidos na deteccdo e importacdo da glicose, para aliviar a
repressdo por glicose causada pelo efeito Crabtree, a evolugcdo adaptativa na
presenca de altas concentracdes de glicose, o desenvolvimento de rotas alternativas
para a geracdo de Acetil-CoA citosolico, a incorporacdo de genes de transporte de
Acetil-CoA mitocondrial para o citosol (Achlp - uma CoA transferase), entre outros
(GAMBACORTA et al., 2020). Entretanto, essas estratégias ndo sado suficientes para
restaurar a taxa de crescimento da S. cerevisiae no mesmo nivel da levedura com a
via do etanol ativa.

Em relacdo ao desbalanco de cofatores que ocorre em leveduras com a
delecao total da vida do etanol, o balanco redox pode ser restaurado por meio da
incorporacao de vias que requerem a mesma quantidade de equivalentes redutores
gue o etanol (GAMBACORTA et al., 2020). De fato, estequiometricamente, a via de
producado de lactato é equivalente a via de producao de etanol e CO2, com balanco
energeético e de cofatores similares, ja que nessas fermentagdes ocorre a reoxidacéo
de duas moléculas de NADH gerado na glicélise (ABBOTT et al.,, 2009;
GAMBACORTA et al., 2020; PEREIRA et al., 2021). Entretanto, mesmo que o balanco
redox NADH/NAD+ seja teoricamente restaurado, cepas de S. cerevisiae apenas com
a fermentacao latica demonstraram baixa capacidade de crescimento em condi¢des
anaerobicas, evidenciando que a exportacéo de acido latico € dependente de ATP, ao
contrario do etanol, que atravessa a membrana por difusdo passiva (ABBOTT et al.,
2009; PEREIRA et al., 2021). Portanto, ndo € possivel a substituicdo total da via do
etanol pela via do acido latico, devido a desregulacdo do metabolismo, deplecdo de
ATP intracelular e comprometimento do crescimento microbiano.

Dessa forma, a atenuacdo da via do etanol tem se mostrado uma estratégia

promissora para o redirecionamento de carbono, capaz de aumentar a producao do
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composto de interesse ao mesmo tempo que mantém os aspectos fisioldgicos da
célula. Entretanto, é necessario que se atinja um ponto 6timo, para que, a0 mesmo
tempo que a atenuacao da via do etanol ndo prejudique a célula, a producdo desse
composto também ndo afete os rendimentos do processo. Para isso, 0s genes
codificando as enzimas da via do etanol, PDC e ADH, tem sido alvos de delecdo em
diferentes combinacdes (BAEK et al., 2016). Porém, como as isoenzimas PDC1 e
PDCS5 sao as enzimas com maior atividade, juntamente com a ADH1, normalmente
elas séo os alvos principais para a construcédo de S. cerevisiae produtora de outros
bioquimicos (BORODINA e NIELSEN, 2014; TOKUHIRO et al.,, 2019). Alguns
trabalhos realizam apenas a delecdo da PDC1 da via do etanol (ISHIDA et al., 2005;
LEE et al., 2015; MIMITSUKA et al., 2015; MITSUI et al., 2020, RYU et al., 2018,
SONG et al., 2016; SUGIYAMA et al., 2016; SUZUKI et al., 2013). Outros, realizam a
delecdo da PDCL1 e da PDC5 (ISHIDA et al., 2006; LAM et al., 2021; NOVY et al.,
2017; NOVY et al., 2018; STOVICEK et al., 2015). Porém, muitos trabalhos focam na
delecdo da PDC1 e da ADH1 ou mais isoenzimas da ADH, objetivando esse equilibrio
entre a via do composto de interesse e a via do etanol (BAEK et al., 2016; BAEK et
al., 2017; KANG et al.,, 2022; LEE e SEO, 2019; TOKUHIRO et al., 2009;
WATCGARAWIPAS et al., 2021; XU et al., 2022; YAMADA et al., 2017; ZHONG et al.,
2019).

Apesar das cepas industriais, como a PE-2, ja apresentarem boa tolerancia a
pH baixo, normalmente esse fendétipo é avaliado frente a acidos inorgénicos, como
acido cloridrico (HCI) e acido sulfdrico (H2SOa4), situacdo em que os protons ndo
conseguem entrar na célula, devido a permeabilidade seletiva da levedura, e afetam
principalmente a parede celular (CORADINI et al., 2021; GENG et al., 2017). Para
haver a producado eficiente de acido latico, entretanto, € necessario que essa
tolerancia seja ainda mais aprimorada, uma vez que acidos organicos fracos,
contendo o proton associado ao grupamento carboxila (forma n&o dissociada -
RCOOH), conseguem atravessar a membrana por difusdo passiva quando em altas
concentracdes, ocorrendo liberacdo dos prétons no meio intracelular (GENG et al.,
2017; TRAN e ZHAO, 2021). Os acidos organicos possuem predominantemente essa
forma nado dissociada quando o pH do meio estd abaixo do seu pKa, que
conceitualmente € o pH em que o acido se encontra 50% dissociado e 50% né&o
dissociado. Portanto, quando mais baixo o pH do meio, maior predominancia de acido

na sua forma ndo dissociada. Uma vez dentro das células, como ha o aumento do
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pH, ocorre a dissociacéo do acido, com acumulo de prétons e forma aniénica do acido
(no caso do &cido latico, o lactato) (TRAN e ZHAO, 2021).

Além do acumulo do proéprio lactato ser toxico, resultando em aumento da
pressao de turgor e possivelmente causar outras ac¢les inibitorias, a acidificacdo
intracelular compromete o funcionamento do microrganismo, levando ao aumento da
atividade da bomba de protons e impactando consideravelmente na deplecéo de ATP,
0 qual causa inibicdo de alguns processos metabdlicos importantes (ARNEBORG et
al., 2000; TRAN e ZHAO, 2021; TAKAGI e KITAGAKI, 2015). Além disso, o acido latico
também afeta a homeostase de aminoacidos, causa estresse oxidativo e atinge os
acidos graxos da membrana, interferindo na fluidez e estabilidade das proteinas
membranares (SUZUKI et al., 2012; TAKAGI e KITAGAKI, 2015). Apesar da forma
nao dissociada ser a forma mais toxica a célula, o ideal para um processo de producéo
de acido latico € que ela ocorra em pH igual ou inferior ao pKa do &cido latico (3,78),
pois dessa forma permitiria a recuperacdo direta do produto (UPADHYAYA et al.,
2014). Assim, o microrganismo utilizado como plataforma microbiana produtora de
acido latico tem que ser capaz de crescer em pH menor que 3,78 e na presenca de
concentracdes altas desse acido organico.

Além da producao de acido latico, que causa toxicidade a célula, o hidrolisado
lignoceluldsico apresenta concentracdes significativas de inibidores do crescimento
microbiano, derivadas do pré-tratamento da biomassa (ALMEIDA et al., 2007,
ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2022). Esses compostos podem causar inibicio de
genes (glicoliticos, aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) e
comprometimento do citoesqueleto e mitocondria (MARTIN e JONSSON, 2003; TRAN
e ZHAO, 2021). Dentre esses inibidores, como fendlicos e aldeidos furanos, também
estdo presentes outros acidos organicos, como 0 acido acético, levulinico e acido
formico (ALMEIDA et al., 2007; PIOTROWSKI et al., 2014; MARTIN e JONSSON,
2003; TRAN e ZHAO, 2021). Esse ambiente de baixo pH, associado com a presenca
de grandes concentracbes de acido latico e outros inibidores, tende a causar uma
sinergia de estresses e prejudicar a performance da célula (TRAN e ZHAO, 2021).
Dessa forma, para o desenvolvimento de linhagens capazes de tolerar essa sinergia
de estresses, estratégias como a engenharia genética de fatores de transcricdo
envolvidos com a resposta a estresses, a evolucdo adaptativa laboratorial, a
engenharia genética por bibliotecas de modulacdo de genes e o0 cruzamento com

leveduras resistentes, podem ser exploradas (TRAN e ZHAO, 2021). Por isso, a busca
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por cepas que ja apresentem resisténcia € primordial para a construcdo dessa
plataforma microbiana, uma vez que a partir delas é possivel a prospeccao de genes
de resisténcia e de cepas promissoras para cruzamentos com o chassi microbiano
escolhido.

Leveduras ndo convencionais, ou seja, leveduras que ndo sdo do género
Saccharomyces, formam um grupo diverso de organismos que podem ser explorados
biotecnologicamente e, atualmente, elas tém ganhado cada vez mais atencao
(GEIJER et al., 2022). Essas leveduras se destacam por possuirem caracteristicas
interessantes industrialmente, como capacidade de utilizacdo de fontes de carbono
complexas, inclusive dissacarideos e polissacarideos, e alta tolerancia a condi¢cdes
estressantes, como baixo pH, altas temperaturas, alta osmolaridade e presenca de
inibidores do hidrolisado lignocelulésico (GEIJER et al., 2022; YAMAKAWA et al.,
2020). Alguns exemplos de leveduras ndo convencionais que tem se destacado sao:
Yarrowia lipolytica, Lipomyces stakeyi, Komagataella phaffi (Pichia pastoris),
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Debaryomyces hansenii,
Zygosaccharomyces bailii, Spathaspora passalidarum, Rhodotorula toruloides, Phaffia
rhodozyma e Brettanomyces bruxellensis (GEIJER et al., 2022; WENDLAND, 2019;
YAMAKAWA et al., 2020). Essa biodiversidade, entdo, pode ser explorada por meio
do estudo das bases moleculares responsaveis pelos fendtipos relevantes
industrialmente para o desenvolvimento de cepas de S. cerevisiae mais robustas.
Além disso, outras cepas de S. cerevisiae, isoladas de ambientes &cidos, por exemplo,
também podem ser exploradas nesse sentido.

Assim, esse trabalho objetivou a construcdo de uma linhagem de S. cerevisiae
para a producéo de acido latico, utilizando uma cepa derivada da linhagem industrial
PE-2 como chassi microbiano. Esse chassi microbiano ja apresenta certas
caracteristicas interessantes para a conversdo do hidrolisado lignocelulésico em
bioprodutos, como a capacidade metabdlica de utilizacdo da xilose como fonte de
carbono, além da glicose, e certa tolerancia ao ambiente acido. Dessa forma, este
trabalho pretendeu gerar uma cepa inicial “prova de principio” apresentando a delegéo
parcial da via da fermentacdo alcodlica e a expressdo heterbloga da via de
fermentacdo latica, além de apontar cepas potenciais contendo os fendtipos
desejados para a plataforma microbiana, a partir da triagem de cepas de S. cerevisiae
e de leveduras ndo convencionais. Assim, sera possivel o desenvolvimento de um

microrganismo que viabilize a producao do precursor de PLA a partir de um recurso
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renovavel e um processo mais sustentavel, imprescindivel para o desenvolvimento de
uma bioeconomia e geracao de alternativas para os produtos petroquimicos como o
plastico.

As perguntas de partida deste trabalho consistiram em: As leveduras S.
cerevisiae e leveduras ndo convencionais presentes no banco de cepas do laboratoério
exibem potencial para serem exploradas para o desenvolvimento da plataforma
microbiana produtora de acido latico? A S. cerevisiae PE-2, parental da levedura
utilizada como chassi microbiano neste estudo, j4 apresenta fenétipos necessarios
para o desenvolvimento da plataforma microbiana, como resisténcia ao acido latico e
aos inibidores do hidrolisado lignocelulosico? A delecdo dos genes PDC1l e
PDC1/ADH1 da via do etanol prejudicam a performance da cepa no crescimento em
xilose ou glicose? A delecdo dos genes PDC1 e PDC1/ADH1 sao suficientes para o
redirecionamento de carbono para a via de fermentacéo latica? Qual € a enzima LDH
mais promissora para producao de acido latico e consequente integracdo no genoma

na cepa de levedura escolhida como chassi microbiano?
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Construir uma linhagem geneticamente modificada da levedura S. cerevisiae
derivada da PE-2 para a eficiente conversdo de agucares da biomassa lignocelulésica,

como glicose (C6) e xilose (C5), em acido latico.
2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a tolerancia de cepas de S. cerevisiae e de leveduras nédo
convencionais ao 4cido latico e ao hidrolisado lignocelulésico de bagaco de
cana-de-acucar, para definir a cepa background das modificacdes genéticas e
identificar cepas promissoras para cruzamentos com a plataforma microbiana
desenvolvida e para prospeccao de genes de resisténcia;

2. Avaliar o impacto da delecéo parcial da via de producéo do etanol na
performance de crescimento da cepa de S. cerevisiae BR-X5, derivada da
PE-2;

3. ldentificar a melhor enzima lactato desidrogenase (LDH) expressa na S.
cerevisiae BR-X5 com delec¢é&o parcial da via do etanol a partir da triagem de
quatro enzimas LDH de diferentes organismos;

4. Avaliar as linhagens de S. cerevisiae desenvolvidas, por meio de ensaios
fermentativos, quanto a capacidade de producao de acido latico e quanto ao
redirecionamento do fluxo de carbono pela dele¢éo parcial da via de producgao
de etanol;

5. Construir plasmideos para a integragcdo genémica em diversas copias da LDH

escolhida.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Microrganismos e reagentes utilizados

A levedura BR-X5 utilizada para a engenharia metabdlica € uma linhagem
haploide derivada da PE-2 e contém a via completa de utilizacdo de xilose, com a
superexpressdao de XKS1 e dos quatro componentes da via das pentoses fosfato,
TAL1, TKL1, RPE1 e RKI1, além de multiplicas copias do gene que codifica a enzima
xilose isomerase, xylA. A linhagem ainda possui muta¢des pontuais que aumentam a
sua capacidade de converter xilose (comunicacdo pessoal). As demais cepas de
leveduras e bactérias utilizadas foram obtidas em diferentes bancos de cepas
nacionais e internacionais. Os plasmideos utilizados para montagem dos outros
plasmideos do estudo (pJASPR_6A_nat e pJASPR_6B), expressao da enzima Cas9
(pJACas-K) e obtencdo dos genes das LDHs (pLDH — Bos taurus, pLDH -
Lactobacillus heveticus, pLDH — Lactobacillus plantarum e pLDH — Lacticaseibacillus
casei) foram obtidos a partir de parcerias.

O hidrolisado lignocelulésico de bagaco de cana de acucar foi produzido pela
Planta Piloto para Desenvolvimento de Processos (PPDP) e Laboratério Nacional de
Biorrenovaveis (LNBR) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM), por tratamento acido e hidrélise enzimatica conduzida com coquetel
enzimatico desenvolvido no LNBR (FONSECA et al., 2020). O hidrolisado utilizado
continha: 47,07 g/L de glicose, 53,89 g/L de xilose, 2,26 g/L de arabinose, 0,34 g/L de
acido férmico, 9,6 g/L de &cido acético e 0,0775 g/L de acido levulinico. Além disso, a
enzima Polimerase Phusion de alta fidelidade também foi produzida e purificada no
LNBR do CNPEM. Os primers foram sintetizados pela empresa Exxtend (Paulinia-
SP). Os demais reagentes, como extrato de levedura, peptona, acido latico, acido
cloridrico, hidroxido de potassio, base de nitrogénio de levedura, aminoéacidos, glicose,
xilose, nourseotricina, geneticina, ampicilina, zeocina, kanamicina, triptona, agar,
cloreto de sodio, glicerol, acetato de sédio, solugdo de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico, etanol, acetato de litio, SDS, cloreto de magnésio, dNTP, polietilenoglicol,

entre outros, foram adquiridos comercialmente.
3.2 Tolerancia a estresses

3.2.1 Spot assay em meio minimo com &cido latico
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A partir de experimentos anteriores do grupo de pesquisa, em que foi realizado
a triagem inicial de 23 cepas de Saccharomyces cerevisiae e de 4 leveduras néo
convencionais por microfermentagdo em meio minimo contendo 40g /L de &cido latico
em pH 3 e 5, selecionou-se cinco linhagens tolerantes para ensaios adicionais: S.
cerevisiae PE-2, S. cerevisiae ATCC38555 e S. cerevisiae NCYC3312,
Brettanomyces bruxellensis (WLP4639) e Zygosaccharomyces bailii (NCYC 1427). O
ensaio de spot assay foi realizado em placas de meio minimo YNBD2o solido com
adicao de acido latico em diferentes concentracdes, 20, 40, 60 e 80 g/L, e padronizado
em um pH 3, ajustado com solucdo de KOH 3 M e HCI 1 M. Além dos meios com acido
latico, também foi feito um meio YNBD2o controle a pH 3 e pH 5 (acidificado com HCI
1 M) sem adicédo de &cido latico. O meio YNBD2o foi composto de Yeast Nigrogen Base
(base de nitrogénio de levedura) sem aminoacidos (YNB) 6,7 g/L, glicose 20 g/L, &gar
20 g/L (apenas para meio solido) e dropout completo 0,46 g/L, contendo todos os
aminoacidos essenciais (AUSUBEL et al., 2003; BUENO et al., 2020). Primeiramente,
as leveduras foram cultivadas em meio liquido YNBD2o por 24h em agitador a 200 rpm
e 30°C. Decorrida as 24h, a cultura foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e as
células foram lavadas trés vezes com agua ultrapura estéril e ressuspendidas, com
ajuste da densidade Optica para ODsoo = 1,0, medida em Biowave Cell Density Meter
CO08000 (Biochrom WPA). A partir disso, foi realizada uma diluicdo seriada de
proporcao 1:10 e, com auxilio de uma pipeta automética multicanal, gotejou-se 5 yL
das diluigdes nas placas de Petri contendo os meios YNBD2o (BUENO et al., 2020).
As placas foram incubadas em estufa a 30°C por 72 horas e, apds esse periodo, 0
crescimento das leveduras em diferentes diluicbes foi avaliado. O experimento foi

realizado em triplicata.

3.2.2 Spot assay em hidrolisado lignocelulésico derivado de residuo

agroindustrial

O ensaio de crescimento foi realizado em placas de hidrolisado a pH 3 e pH 5
e as cepas utilizadas nesse experimento foram as mesmas utilizadas para o spot
assay na presenca de acido latico. Para fazer as placas com o hidrolisado a pH 3 e 5,
adicionou-se 2% de agar para solidificacédo e, para o meio a pH 3, utilizou-se solugéo
de HCI 1M para ajuste do pH. Primeiramente, as leveduras foram cultivadas em meio

YPD2o0 (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), overnight, a 200
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rom/30°, e depois foram inoculadas nos meios com hidrolisado lignocelulésico
solidificado. O mesmo protocolo descrito anteriormente para o spot assay foi seguido,
porém a incubacdo ocorreu por 14 dias, com avaliagdo do crescimento no 7° e 14°
dias.

3.3 Montagem de vetores plasmidiais e transformacdo genética de

microrganismos
3.3.1 Linhagens e meios de cultura utilizados

As linhagens de levedura S. cerevisiae utilizadas foram PE-2 e BY4741, ambas
cepas comerciais, e BR-X5, desenvolvida no LNBR. Os meios de cultura utilizados
foram preparados segundo Ausubel et al. (2003), consistindo em meio YP (1% extrato
de levedura e 2% peptona) mais uma fonte de carbono, 2% glicose (YPD), 2% xilose
(YPX) ou 1% glicose e 1% xilose (YPDX). Quando cultivadas em meio liquido, a
incubacdo com agitacdo a 200 rpm e temperatura de 30°C. Para o cultivo em meio
sélido, 2% de agar foi utilizado para solidificacdo e a incubacéo ocorreu em estufa a
30°C. Quando necessario, os meios foram suplementados com antimicrobianos para
selecéo de cepas resistentes: nourseotricina (NAT) 100 ug/mL e/ou geneticina (G418)
200 pg/mL.

A linhagem de Escherechia coli DH5a foi utilizada para propagacao de
plasmideos e seu cultivo foi feito em meio Luria-Bertani (LB), constituido de 0,5% de
extrato de levedura, 1% de triptona, 0,5% de NaCl e 2% de agar (quando meio s6lido).
O cultivo de E. coli foi realizado a 37°C e, quando em meio liquido, foi feito sob
agitacdo a 250 rpm. Para selecdo de cepas resistentes, o meio de cultura foi
suplementado com os seguintes antibiéticos: ampicilina 100 ug/mL, zeocina 100
pg/mL ou kanamicina 40 pg/mL. Os meios de cultura utilizados foram preparados de
acordo com AUSUBEL et al. (2003).

Para armazenamento dos plasmideos e linhagens a longo prazo em ultra-
freezer, fez-se estoques permanentes de bactérias e leveduras geneticamente
modificadas. Para as bactérias, adicionou-se 500 uL de glicerol 80% para 500 uL de
cultura crescida overnight. Para as leveduras, foi feito um in6culo em 50 mL de YPD2o
e, apés de 7h de crescimento, centrifugou-se a cultura e as células foram
ressuspendidas em 50 mL de YPDioo (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e

10% de glicose). Depois de 24h de crescimento, as células foram novamente
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centrifugadas e, depois, ressuspendidas em YP + glicerol (1% extrato de levedura, 2%

peptona, 20% glicerol).

3.3.2 Desenho de RNAs-guia para o sistema CRISPR-Cas9 e primers para
reacOes de PCR

Os gRNAs ou RNAs-guia foram desenhados a partir do programa CRISPOR,
com analise acerca de off-targets e eficiéncia (CONCORDET e HAEUSSLER, 2018).
A ferramenta online CHOPCHOP também foi usada para auxiliar na selecdo desses
gRNAs (LABUN et al.,, 2019; LABUN et al., 2016; MONTAGUE et al., 2014). Os
primers foram desenhados com base nas sequéncias nucleotidicas dos fragmentos a
serem amplificados e analisados na ferramenta de analise OligoAnalyzer de acordo
com o conteudo GC, temperatura de Melting e formacao de dimeros e grampos
(OWCZARZY et al., 2008). Para os primers em que haveria cauda de homologia,
considerou-se uma cauda de aproximadamente 30 pares de base (pb) (VAN
LEEUWEN et al., 2015). Os primers foram sintetizados pela empresa Exxtend
(Paulinia - SP).

3.3.3. Extrac&o de DNA gendmico e plasmidial

A extracdo do DNA de levedura foi realizada pela metodologia de
fenol/cloroférmio, descrita por Ausubel et al. (2003), e acetato de litio, descrita por
LAoke et al. (2011). No primeiro protocolo, a cultura crescida overnight foi centrifugada
a 14.000 rpm por 4 min e o sobrenadante foi descartado. As células, entao, foram
ressuspendidas em um tampéao de lise de solucdo detergente, a partir do qual se
adicionou “beads” de vidro, com o objetivo de liberar o DNA por lise quimica e
mecanica. Em seguida, uma solucéo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1)
foi adicionada e o conteudo foi agitado em voértex por 2 minutos e centrifugado por 15
minutos a 14.000 rpm. A partir disso, o sobrenadante contendo os acidos nucleicos
extraidos foi transferido para outro tubo e o DNA foi precipitado pela adigdo de 18 uL
de uma solucéo de acetato de sodio (NaOAc) a 3 M e pH 5,3 e 2 volumes de etanol
100% gelado. A solucdo foi deixada em freezer por no minimo uma hora e
posteriormente centrifugada durante 15 min, a 14000 rpm e 4°C. O sobrenadante
resultante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado, para
remover sais e pequenas moléculas organicas. Apds isso, o precipitado foi seco e
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ressuspendido em 40 pL de agua ultrapura. O protocolo de extracdo por acetato de
litio consiste em ressuspender as células centrifugadas em solucao de LIOAc 200 mM
1% SDS, incubar as células em 70°C em banho-seco e, em seguida, adicionar
primeiro etanol 100% e depois 70%, para a precipitacdo do material nucleico. Apos
adicao dos alcoois, centrifugacao e retirada do sobrenadante, o pellet € resuspendido
em agua ultrapura, centrifugado novamente para retirada de detritos e o sobrenadante
é transferido para um novo tubo. A extracdo de DNA plasmidial bacteriano a partir de
uma cultura de E. coli crescida overnight foi realizada com o kit comercial QlAprep®
Spin Miniprep Kit (QIAGEN), o qual utiliza coluna de silica para adsorcdo do DNA
plasmidial. Apds extraidos, a quantificacdo e avaliacdo da qualidade dos DNAs
extraidos, com as razdes de absorbancia 260/280 e 260/230, foram feitas por anélise
em espectrofotdbmetro NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific).

3.3.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacles de PCR para amplificacédo in vitro de DNA foram realizadas nos
termocicladores Vapo.Protect Mastercycler® Pro (Eppendorf) e Veriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Para as amplificagdes, quatro
DNA polimerases foram usadas, dependendo do tamanho, conteado GC do amplicon
e necessidade de repeticdo da reacdo: GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega),
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), Q5® High-Fidelity
DNA Polymerase (New England Biolabs) ou Polimerase Phusion de alta fidelidade
produzida in house (LNBR- CNPEM). O volume de reacéo utilizado foi de 25 pL e,
para oS reagentes e a programacao da reacdo, seguiu-se a recomendacao do
fabricante (Tabela 1, 2 e 3). A temperatura de anelamento foi calculada a partir do site

NEB Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) e o tempo de extensao foi

estabelecido considerando o tamanho do amplicon, considerando em torno de
1kb/min. Quando as amplifica¢des foram feitas a partir de DNA gendmico, utilizou-se
3 minutos para a desnaturacao inicial. Além disso, em algumas reac¢fes se utilizou
aditivos, como incrementos de 0,2 mM de MgCl:, 2% de DMSO e Q5® High GC
Enhancer (New England Biolabs).

Ademais, duas variacées de PCR foram usadas: PCR touch-down e PCR de
colénia. A PCR touch-down foi realizada com a enzima polimerase de alta fidelidade
produzida in house (Phusion LNBR), com adicao de 0,8 pL de MgClz (25mM) e 1 uL
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de DMSO para cada 50 pL de reacéo. A programacao do termociclador utilizada foi:
desnaturacao inicial 98°C por 3 min; 12 ciclos de 98°C por 10 s, 67°C por 30 s (-1°C
por ciclo) e 72°C por 1 min 30 s; 30 ciclos de 98°C por 10 s, 55°C por 30 s e 72°C por
1 min 30 s; e extensao final 72°C por 10 min. A reacao de PCR de colonia aconteceu
nas mesmas condi¢cdes da PCR usual, mas com diferenca no template de DNA. Nessa
metodologia para levedura, uma biomassa da colbnia foi adicionada em 20 pyL de
NaOH 20 mM e, em seguida, incubada em banho seco em Eppendorf ThermoMixer®
por 10 minutos a 99°C. Apos a incubacéo, fez-se a centrifugacéo a 14000 rpm durante
1 minuto e, para a PCR, foi utilizado 2 yL da solucéo. Para PCR de colénia de bactéria,
uma colbnia foi transferida com auxilio de um palito para 20 pL de agua destilada
estéril. Em seguida, usou-se o0 mesmo palito para inocular um meio de cultura liquido.
O DNA foi desnaturado em banho seco em 95°C por 5 minutos e, em seguida,
realizou-se uma centrifugacédo por 3 min em 12000 rpm e 2 pL foram retirados da

superficie do liquido para ser utilizado em reacdo de PCR.

Tabela 1- Componentes da reacdo de PCR para um volume de 25 pL de acordo com
o fabricante.

Reagentes GoTaq® Phusion® Phusion LNBR Q5®
(para 25 L) NEB
Agua ultrapura 10,7 pL 11,75 L 12,7 uL 9,75 pL
Tampao 5puL 5uL 5uL 5puL
MgCl, 1pL
Primer F (5 pM) 3puL 2,5 L 2uL 2,5 UL
Primer R (5 uM) 3uL 2,5uL 2 uL 2,5uL
dNTP (2,5 mM) 1L 2 uL 2 uL 2 uL
Enzima 0,3 puL 0,25 pL 0,3 puL 0,25 pL
DNA 1pL 1pL 1pL 1pL

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 - Programacédo da reacdo de PCR para as enzimas GoTaq® e Phusion® NEB
de acordo com os fabricantes.
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GoTag® Phusion® NEB
Fases do ciclo e
repeticdes Temperatura Tempo Temperatura  Tempo
(°C) (minutos) (°C) (minutos)
Desnaturacao inicial (x1) 94 04:00 98 00:30
Desnaturacéao (x35) 94 00:20 98 00:10
Anelamento (x35) X 00:20 X 00:30
Extensao (x35) 72 X 72 X
Extenséo final (x1) 72 04:00 72 10:00
Final (x1) 4 N/A 4 N/A

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3 - Programacédo da reacéo de PCR para as enzimas Phusion LNBR e Q5®de
acordo com os fabricantes.

Phusion LNBR Q5®
Fases do ciclo e
repeticdes Temperatura Tempo Temperatura  Tempo
(°C) (minutos) (°C) (minutos)

Desnaturacao inicial (x1) 98 01:30 98 00:30
Desnaturacdo (x35) 98 00:15 98 00:10
Anelamento (x35) X 00:20 X 00:30

Extenséo (x35) 72 X 72 X

Extenséo final (x1) 72 04:00 72 04:00

Final (x1) 4 N/A 4 N/A

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.5 Eletroforese em gel de agarose

As amplificagbes foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% ou
2%, dependendo do tamanho do amplicon, utilizando cubas de eletroforese Bio-Rad
contendo tampéo TAE 1x, com coloracdo por Brometo de Etidio (EtBr) ou GelRed
Nucleic Acid Gel Stain. Para a utilizacdo do EtBr, 4 pL desse reagente foram
adicionados a cada 60mL de TAE 1X fundido com agarose, na hora de fazé-lo. No
caso do GelRed, este € adicionado junto da amostra, em uma proporcéo de 3 pL do
produto de PCR para 1 pL de tampéao (5X Green GoTaq® Reaction Buffer) e 0,5 pL
de GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10.000X (Biotium) diluido 500x em agua ultrapura.
Entretanto, para os amplicons maiores que 2000pb, foi aplicado 3 pL de amostra mais
1 uL de tampao no gel de agarose e, ap0s a corrida eletroforética, foi feito um banho
de GelRed® (0,03% v/v de GelRed 10.000X) por 30 minutos. Para comparacao do
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tamanho das bandas de DNA, utilizou-se o marcador de peso molecular Thermo
Scientific™ O"GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. As eletroforeses foram feitas com
voltagem de 60 — 120 V e corrente de 400 mA, durante 60 a 80 minutos, dependendo
da necessidade do experimento e tamanho da cuba. Os resultados foram visualizados
sob exposicao de luz UV e fotografados em fotodocumentador Gel Logic 212 PRO
Imaging System, com auxilio do programa Carestream Molecular Imaging

(Carestream Health, Inc.).
3.3.6 Transformacdao genética de levedura

Para montagem dos plasmideos, utilizou-se a metodologia de recombinacao
homologa em levedura. Para isso, uma transformacdo das partes do plasmideo
contendo caudas de homologia é realizada em levedura, seguindo uma adaptacéo do
protocolo de transformacdo descrito por VAN LEEUWEN et al. (2015). Nessa
metodologia, a levedura BY4741 é previamente preparada e armazenada no
ultrafreezer em seu estado competente, a partir da lavagem das células crescidas em
meio liquido rico e ressuspensdo em solucdo de acetato de litio (LiAc) 0,1 M
suplementado com 10% glicerol. Para a transformacgé&o, os DNAs foram concentrados
em Concentrador plus (Eppendorf) em 45°C até atingir um volume de 20 yL e o
esperma de salmédo (ssDNA) foi desnaturado por choque térmico, com exposicao a
99°C por 10 min seguido de incubacdo em gelo. O DNA foi adicionado de 2 uL de
ssDNA e 12 L de células de levedura competentes. Em seguida, 100 pL do tampéao
de transformacéao foi adicionado, que constitui de uma solucdo de 800 uL PEG 50%,
100 pL 1 M LiAc, 100 pL 10x TE e 50 pL de DMSO. Apdés isso, essa mistura foi
incubada por 30 min em temperatura ambiente, seguido de incubacao por 15 minutos
em banho seco em Eppendorf ThermoMixer® a 42°C e 5 minutos em gelo. Apos as
incubac®es, realizou-se uma centrifugacéo a 3000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante
foi removido e as células foram ressuspendidas em 1 mL de YPD, as quais foram
incubadas por 2 h ou overnight a 30°C. Ap0s a incubacdo, as células foram
plagueadas em meio YPD na presenca antibiotico especifico, para selecdo das
transformantes.

Outro protocolo de transformacao de levedura usado foi 0 método de acetato
de litio descrito em GIETZ & SCHIESTL (2007). Nessa metodologia, a levedura foi

inoculada em 6mL de meio liquido e crescida overnight em 250 rpm a 30°C. No dia
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seguinte, a cultura foi inoculada em mais 44 mL de meio e crescida por mais 4h nas
mesmas condi¢cdes. Decorrido esse tempo, apdés +2 duplicacdes, as células foram
lavadas trés vezes por ressuspensdo em Aagua destilada estéril seguida de
centrifugagcdo por 3 min a 2500 rpm. Por fim, as células foram ressuspendidas em
solucéo 1x TE/LIOAc e incubadas a 30°C por 45 minutos. Apos esse tempo, em um
tubo foi adicionado 12,5 pL ou 25 pL do DNA, 10 pL ou 20 pL de esperma de salmao
e 100 pL ou 200 pL de células competentes, caso o DNA a ser inserido seja plasmidial
ou cassete, respectivamente. Além disso, adiciona-se também 600 pL de uma solugéo
de 40% PEG/1x LiOAc (520 pL 50% PEG, 65 pL 10x LiAc e 65 pL TE). Em seguida,
as células foram incubadas a 30°C por 45 minutos em 200 rpm e, apos isso, 70 uL de
DMSO foi adicionado. Posteriormente, as células passaram por um choque térmico,
consistindo em incubagdo em banho seco a 42°C por 40 min seguida de incubagé&o
em gelo por 2 minutos. Apds isso, as células foram centrifugadas por 1 min a 14000
rom, o sobrenadante foi descartado e fez-se uma recuperacdo em meio liquido
overnight. No dia seguinte, as células foram lavadas e plaqueadas em meio contendo
antibiético especifico para selecéo dos transformantes.

3.3.7 Transformacéo genética de bactéria

A transformacéo bacteriana foi feita com a técnica de eletroporacao, na bactéria
E. coli DH5a, de acordo com AUSUBEL et al. (2003). Primeiramente, o DNA a ser
eletroporado foi dialisado em uma membrana Millipore 0,25 uM e, apds isso, 5 uL do
DNA dialisado foi adicionado em um tubo contendo 0,6 mL de E. coli competente.
Essa célula competente foi previamente preparada, a partir do crescimento em LB até
uma ODeoo de 0,4, lavagem das células com agua e ressuspensao em glicerol 8,7%
estéril (UNTERGASSER, 2008). Em seguida, transferiu-se o contetdo para uma
cubeta de eletroporacéo e, em um Sistema de Eletroporacdo Gene Pulser Xcell™
(Bio-Rad), foi realizado um pulso de 25 pF, 2,5 kV e 2000 Ohm. Por fim, adicionou-se
1 mL de meio LB e incubou-o a 37°C e 250 rpm por 1 hora. Decorrido esse tempo, as
células foram plagueadas em meio LB contendo antibiético especifico para sele¢céo

dos transformantes.

3.4 Estratégia experimental: delecéo parcial da via do etanol
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3.4.1 Montagem de vetores para delecdo de genes da via de producao do

etanol em S. cerevisiae utilizando o sistema CRISPR-Cas9

Para a utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 e delecdo de genes-alvo, PDC1 e
ADH1, trés vetores foram desenhados: p2gRNAdelPDC1, p2gRNAdelADH1 e
pAB_DonPDC1 DonADH1 (Apéndice A). A construcdo desses plasmideos foi
realizada a partir da amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo caudas de
homologia, seguido de montagem por recombinacdo homéloga pela transformacgéo na
levedura S. cerevisiae e seguinte eletroporacdo em bactéria (DH5a), de acordo com
os protocolos descritos anteriormente (Figura 9). Para amplificacdo das partes
constituintes dos vetores montados, foi utilizado o DNA genémico da S. cerevisiae PE-
2 e de 2 plasmideos modificados a partir de GENEROSO et al. (2016) (comunicacdo
pessoal) (Apéndice A).

Figura 9 - Desenho esquematico da montagem por recombinacdo homdloga dos
vetores para utilizacao do sistema CRISPR-Cas9 na dele¢do dos genes PDC1 e ADH1
na cepa de Saccharomyces cerevisiae BR-X5.
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Fonte: Elaborado pela autora. A) Montagem do plasmideo p2gRNAdelPDC1, contendo dois gRNAs
diferentes para a delecao da PDC1 B) p2gRNAdelADH1, contendo dois gRNAs diferentes para delecao
do ADH1; e C) pAB_DonPDC1_DonADH1, contendo os donors para a delecdo dos genes PDC1 e
ADH1, consistindo no promotor e terminador de cada gene.

3.4.2. Obtencéao de linhagem mutante de S. cerevisiae com a delecao parcial da

via do etanol
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Para a obtencdo das linhagens mutantes, utilizou-se um sistema de duas
etapas, na qual consiste em primeiro transformar a cepa com o plasmideo contendo
a Cas9 (pJACas-K) e, depois, realizar a transformagdao com o gRNA e donor, para
delecdo do gene escolhido (Figura 10). O pJACas-K é um plasmideo derivado do
plasmideo pDURRCC-K de GENEROSO et al. (2016) (comunicacdo pessoal). A
linhagem BR-X5 foi a cepa escolhida para ser engenheirada com o objetivo de
construir uma plataforma microbiana produtora de &cido latico. Para sua
transformacao, primeiro foi usado o meio YPD10X10 na insergéo do pJACas-K com a
geneticina como antibiotico de selecao e, depois, a segunda etapa de transformacéo
foi realizada em dois meios de cultura, YPDi10X10 € YPX20, com a geneticina e
nourseotricina como antibiéticos de selecdo. O DNA a ser inserido consistiu no
plasmideo contendo o gRNA do gene a ser deletado, em uma quantidade de 1500 ng,
e 5 reacdes de PCR do donor linear amplificado. Depois da confirmacéo da delecéo,
para retirada dos plasmideos da linhagem com a mutacdo, foram realizados dois
in6culos seguidos em meio de cultura liquido sem antibidtico e, por fim, plagueamento
em meio solido sem antibiotico. Com as coldnias crescidas, fez-se o teste em meio
com antibiético, para verificacdo da perda de resisténcia (Figura 10). Inicialmente
realizou-se a delecdo do gene da PDC1 na cepa BR-X5 e, com a obtencdo da
linhagem BR-X5 Apdcl, foi utilizado o sistema CRISPR-Cas9 para delecédo do gene
da ADH1 na cepa BR-X5 Apdc1.

Figura 10 - Esquema experimental para delecéo do gene da PDCL1 utilizando o sistema
CRISPR-Cas9 em duas etapas na levedura Saccharomyces cerevisiae BR-X5.
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Fonte: Elaborado pela autora. BR-X5: levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada como chassi
microbiano neste estudo; pCas: plasmideo de expressdo da enzima Cas9; YPD10X10 G418: meio
YPDX contendo 10 g/L de glicose e 10 g/L de xilose suplementado com 200ug/mL de geneticina; BR-
X5 pCas: levedura BR-X5 contendo o plasmideo pCas. p2gRNAdelPDC1: plasmideo contendo os
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gRNAs para delecao do gene da PDC1; donor PDC1: DNA linear constituido de promotor e terminador
do gene PDC1; YPD10X10 NAT G418: meio YPDX contendo 10 g/L de glicose e 10 g/L de xilose
suplementado com 100pg/mL de nourseotricina (NAT) e 200pg/mL de geneticina (G418); YPX20 NAT
G418: meio YPX contendo 20 g/L de xilose suplementado com 100ug/mL de nourseotricina (NAT) e
200ug/mL de geneticina (G418); PCR: Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase);
BR-X5 Apdcl pCas p2gRNAdelPDC1: levedura BR-X5 com a delecdo do gene PDC1 e contendo os
plasmideos pCas e p2gRNAdelPDC1; YPX20: meio YPX contendo 20 g/L de xilose; BR-X5 Apdcl:
levedura BR-X5 com a delecdo do gene PDC1.

3.4.3 Cinética fermentativa de linhagens com a delecao parcial da via do etanol

Realizou-se a fermentacéo utilizando a linhagem mutante e parental em 80 mL
de meio YPDso e YPXso em 30°C a 200 rpm durante 12 h e 28 h, respectivamente.
Primeiramente, 50 mL de meio YPDz2o foi utilizado para realizacdo do inéculo da
fermentacao, o qual foi crescido em Erlenmeyer a 200 rpm, 30°C, overnight. No dia
seguinte, a OD das culturas a 600 nm foi medido e o volume inicial para a OD desejada
na fermentacdo para o volume final a ser utilizado foi calculado. As células, entéo,
foram lavadas trés vezes com agua ultrapura estéril e resuspendidas em 5 mL de meio
da fermentacdo. A seguir, foi adicionado o volume de meio correspondente para
completar o volume final, a partir do qual checou-se a OD inicial. A fermentacao foi
realizada em garrafas seladas de 100 mL e iniciou com a cultura de células com
densidade optica de aproximadamente 1,0. No meio com glicose, amostras de 1 mL
foram coletados a cada 2 h e, no meio de xilose, a cada 4 h. O sobrenadante foi
analisado quanto a medigdo da ODeoo em espectrofotdbmetro e as concentracdes de

glicose e xilose (g/L) foram analisadas em equipamento YSI — 2900 (Tecnal).
3.5 Estratégia experimental: expressado heteréloga da via de interesse

3.5.1 Construcdo dos plasmideos de expressao génica da enzima lactato

desidrogenase (LDH) de diferentes organismos

Para a insercéo heterdloga do gene da LDH de quatro organismos diferentes e
avaliacdo da melhor enzima para construcao da plataforma microbiana produtora de
acido latico, 4 vetores foram desenhados: pAB_TDH1 LDH1, pAB_TDH1 LDH2,
pAB_TDH1 LDH3 e pAB_TDH1 LDH4 (Apéndice A). A construcdo desses
plasmideos foi realizada da mesma forma que descrito anteriormente, com
amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo cauda de homologia e recombinacao
homologa em levedura (Figura 11). Os genes escolhidos foram: L- lactato
desidrogenase A de Bos taurus (chamada de LDH1, GenBank: BC146210.1), L-lactato
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desidrogenase de Lactobacillus helveticus (LDH2, UniProtKB/Swiss-Prot: 032765.1),
L-lactato desidrogenase de Lactobacillus plantarum (LDH3, WCFS1 - P56512.2) e L-
lactato desidrogenase de Lacticaseibacillus casei (LDH4, UniProtKB P00343.3) por
serem 0s mais relatados na literatura. Para amplificagéo das partes constituintes dos
vetores montados, foi utilizado o DNA gendémico da S. cerevisiae PE-2 e de 2
plasmideos modificados a partir de GENEROSO et al. (2016) (comunicacéo pessoal)
(Apéndice A).

Figura 11 - Desenho esquematico da montagem por recombinacdo homodloga dos
vetores contendo o cassete de expressdao das enzimas L-LDH de diferentes
organismos para expressao na levedura Saccharomyces cerevisiae BR-X5APDC1

)/

MIQIN pcr - \ “‘_
C\ C_) I\ — PAB_TDH1_LDHx \ —
/ §

.

Fonte: Elaborado pela autora..

3.5.2 Cinética fermentativa de linhagens expressando as enzimas LDH testadas

Os plasmideos construidos p2gRNAdelPDC1, pAB TDH1 LDH1,
pAB_TDH1 LDH2, pAB TDH1 LDH3 e pAB_TDH1 LDH4 (Apéndice A) foram
transformados na linhagem BR-X5Apdcl, de acordo com protocolos descritos
anteriormente. Além disso, o plasmideo p2gRNAdelPDC1 também foi transformado
na linhagem BR-X5 parental, para permitir que todas as linhagens estivessem na
mesma condi¢cao de crescimento, ou seja, contendo um plasmideo de alta cépia e
com resisténcia a nourseotricina. Realizou-se, portanto, a fermentacao utilizando seis
linhagens em 140 mL de meio YPDsoXs0 (50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose,
mimetizando as concentracfes de acucares normalmente encontradas em hidrolisado
lignoceluldsico) adicionado de 100 pg/mL de nourseotricina (NAT) em 30°C a 200 rpm
durante 70 h. O preparo do inéculo foi realizado como descrito anteriormente. A
fermentacao foi realizada em Erlenmeyer de 250 mL, em triplicata, e foi iniciada com
a cultura de células com densidade 6ptica (OD) de aproximadamente 0,5. Ao final da
fermentacao, o pH do sobrenadante foi medido em pHmetro. Inicialmente, aliquotas
de 1 mL foram coletadas em intervalos de 4 h e, apds 16 h de fermentagédo, com 6 h
de intervalo. Ao todo, coletou-se 14 amostras da fermentagéo, a partir das quais

mediu-se a ODesoo em equipamento Biowave Cell Density Meter CO8000 (Biochrom
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WPA) e o sobrenadante foi separado por centrifugacéo para analises posteriores. A
partir da construcao de um gréafico Ln X/Xo em funcdo do tempo para o crescimento
das leveduras avaliadas, obteve-se o valor da velocidade especifica maxima de
crescimento (umax), correspondente ao coeficiente angular da reta obtida da fase
exponencial do crescimento, conforme a equacgéao 1.

OD final
In( /OD inicial )
tempo final—tempo inicial

n= (1)

O sobrenadante, entdo, foi analisado quanto aos conteudos de glicose, xilose,
etanol, acido latico, acido acético e glicerol, para todos os pontos coletados, em
colaboracdo com o grupo de quimica analitica do LNBR, utilizando Cromatrografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O cromatografo Alliance HT (Waters) com detector
de indice de refracdo (Waters 2414) foi utilizado para as quantificacées, utilizando a
coluna de exclusao iénica HPX-87H (300mm x 7,8mm, BioRad®), aquecida em forno
a 35 °C, com fase movel de H2SO4 2 mM (pH 2,3) a uma vazéo de 0,6 mL/min. A
determinacao da concentracao foi realizada com uma curva padréo de concentracées
conhecidas dos compostos de interesse, a partir da qual faz-se comparacédo das areas
dos picos cromatograficos obtidos. A partir da quantificacdo, calculou-se as
velocidades instaneas de consumo de glicose e xilose e de producao de etanol e &cido
latico, além dos fatores de conversdo de substrato em produto. As velocidades
instantaneas foram obtidas a partir da obtencdo da equacgéo da linha de tendéncia
ajustada aos dados obtidos, derivacao e calculo a partir de cada tempo, conforme a
equacdao das velocidades instantaneas (2 e 3). O fator de converséo de substrato em
produto (Yess) foi calculado a partir das velocidades instantaneas, segundo a equacao
4. Alem disso, também se realizou o calculo da produtividade e rendimento da
producado de acido latico etanol (no tempo de maior concentracao desses produtos),
a partir das equacdes (5) e (6). O rendimento foi calculado considerando as duas

fontes de carbono utilizadas.

dsS (Glicose,Xilose)

rS = dt (tempo) (2)
__ dP (Etanol,acido latico)

TP = dt (tempo) (3)

Yp/ — rP (Etanol ou acido latico) (4)

rS Glicose+ S Xilose
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Produtividade = [Produto final]-[Produto inicial] (5)
tempo
Rendimento = [Produto final]-[Produto inicial] (6)

[Substrato inicial]-[Substrato final]

3.6 Integracdo gendmica da via de interesse
3.6.1 Montagem de vetores para integracdo gendmica da LDH escolhida
utilizando o sistema CRISPR-Cas9

Para a utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 e integracdo da enzima L-LDH
escolhida no locus dos genes-alvo, PDC1 e ADH1, dois vetores foram desenhados:
pAB_DonPDC1_LDH1 e pAB_DonADH1 LDH1 (Apéndice A). Além disso, mais um
vetor foi desenhado, p2gRNA_DI-CRISPR, para uma estratégia de integracdo em
varias copias da L-LDH escolhida no genoma. A construcdo desses plasmideos foi
realizada pelos mesmos protocolos citados anteriormente, por meio de recombinacgao
homéloga em levedura (Figura 12). Para amplificagdo das partes constituintes dos
vetores montados, foi utilizado o DNA genémico da S. cerevisiae PE-2 e de 2
plasmideos modificados a partir de GENEROSO et al. (2016) (comunicacéo pessoal)
(Apéndice A).

Figura 12 - Desenho esqueméatico da montagem por recombinacdo homadloga dos
vetores para integracdo gendmica da L-LDH de Bos taurus utilizando o sistema
CRISPR-Cas9 na levedura Saccharomyces cerevisiae BR-X5.
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Fonte: Elaborado pela autora. A) Montagem do plasmideo p2gRNA_DI-CRISPR, contendo um gRNA
duplicado para integracdo nos elementos delta do genoma; B) pAB_DonPDC1 LDH1, contendo o
donor para integracéo do cassete de LDH1 no locus do gene da PDC1; e C) pAB_DonADH1_LDH1,
contendo o donor para integracdo do cassete de LDH1 no locus do gene da ADHL1.

3.7 Andlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Rstudio versao
2020.02.0+443 (RStudio, PBC, Boston, MA URL http://www.rstudio.com/). Os dados

passaram pelo teste de Shapiro-Wilk para determinar a normalidade dos resultados

coletados. Caso os dados seguissem uma distribuicdo normal, realizou-se os testes
de ANOVA seguido do teste Tuckey, considerando p < 0,05, ou seja, com intervalo de
confianca de 95%. Caso contrario, o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn,
com correcao de valor de p pelo Bonferroni, foi utilizado. Em alguns casos, também
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Wilcoxon ou Mann Whitney.

Os gréficos foram construidos com auxilio do programa Microsoft Excel.


http://www.rstudio.com/
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4 RESULTADOS
4.1 Tolerancia a estresses
4.1.1 Spot assay em 4cido latico

O resultado do ensaio de tolerancia das leveduras realizado na presenca de
diferentes concentracdes de acido latico a pH 3 estd mostrado na Figura 13. As
diferentes concentracdes de acido latico foram avaliadas apenas a um pH 3, pois essa
€ a condicdo esperada para uma fermentacdo sem adi¢do de neutralizantes, além de
ser um pH em que a maioria das moléculas desse acido organico se apresenta na
forma mais toxica (pH < pKa, pKa &cido latico = 3,85), capaz de entrar na célula
(KUANYSHEYV et al., 2020). A partir dos controles, pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa no crescimento das leveduras entre os meios a pH 5 e pH 3,
demonstrando que o baixo pH do meio ocasionado pela adi¢cdo do &cido inorganico
nao afetou o crescimento microbiano. Além disso, a presenca de acido latico nas
concentraces de 20 g/L e 40 g/L em um meio a pH 3 também nao interferiu no
crescimento das cepas. Porém, quando o &cido latico esta presente em uma
concentracdo de 60 g/L a pH 3, foi observada uma diminuicdo significativa no
crescimento, principalmente da cepa de S. cerevisiae NCYC3312, sendo mais
evidente na presenca de uma concentracao de 80 g/L de acido latico. As outras cepas,
contudo, foram capazes de crescer em 60 e 80 g/L de acido latico, demonstrando que
as S. cerevisiae PE-2, ATCC38555 e as leveduras ndo-convencionais apresentaram

boa resisténcia ao acido latico em concentragdes altas e em baixo pH.

Figura 13 - Ensaio de tolerancia das leveduras Saccharomyces cerevisiae PE-2,
Saccharomyces cerevisiae ATCC38555, Saccharomyces cerevisiae NCYC3312,
Brettanomyces bruxellensis WLP4639 e Zygosaccharomyces baili NCYC 1427 a
estresse acido em diferentes concentracdes de acido latico a pH 3 em meio minimo
por Spot Assay.
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S. cerevisiae ATCC38555
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Fonte: Elaborado pela autora. As colunas representam as diluicdes, sendo a primeira a ODsoo = 1,0 €
as demais de 101, 102, 10-3 e 10-4. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.1.2 Spot assay em hidrolisado lignocelulésico derivado de residuo

agroindustrial

O resultado do ensaio de tolerancia de leveduras realizado na presenca de
hidrolisado lignocelulésico em pH 3 e pH 5 esta representado na Figura 14. Um forte
comprometimento no crescimento das cepas testadas foi observado, principalmente
a pH 3, onde apenas a cepa Z. bailii foi capaz de crescer. Nas placas de hidrolisado a
pH 5, a Z. bailii foi a Unica que demonstrou crescimento em 3 colunas (OD600 de 1,0
e diluices 10?1 e 10?). A S. cerevisiae ATCC38555, cresceu apenas ha coluna
correspondente a OD de 1,0. Esses resultados demonstram como o hidrolisado
lignocelulésico € um meio de dificil crescimento, sobretudo em pH 3, e apontam para
a Z. bailii como cepa promissora para estudo mais aprofundado de resisténcia aos

inibidores presentes nesse meio.

Figura 14 - Ensaio de tolerancia das leveduras Saccharomyces cerevisiae PE-2,
Saccharomyces cerevisiae ATCC38555, Saccharomyces cerevisiae NCYC3312,
Brettanomyces bruxellensis WLP4639 e Zygosaccharomyces baili NCYC 1427 ao
crescimento em hidrolisado lignocelulésico a pH 3 e 5 por Spot Assay.
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S. cerevisiae PE-2
S. cerevisiae ATCC38555
S. cerevisiae NCYC3312

B. bruxellensis WLP4639

Z. bailii NCYC 1427 [k BEINE

Hidrolisado Hidrolisado Hidrolisado Hidrolisado
pH 5 pH 5 pH3 pH3
7 dias 14 dias de 7 dias 14 dias de
crescimento crescimento crescimento crescimento

Fonte: Elaborado pela autora. As colunas representam as diluicdes, sendo a primeira a ODsoo = 1,0 €
as demais de 101, 102, 103 e 10*. Os experimentos foram realizados em triplicata e as placas foram
fotografadas com 7 e 14 dias de crescimento.

4.2 Delecéo parcial da via do etanol

4.2.1 Montagem de vetores para delecdo de genes da via de producéo do

etanol em S. cerevisiae utilizando o sistema CRISPR-Cas9

Os 3 vetores desenhados, p2gRNAdelPDC1, p2gRNAdelADH1 e
pAB_TDH1 LDH1, estdo esquematizados na Figura 15 e resumidos no Apéndice A.
Os dois primeiros conttm os gRNAs necessarios para o reconhecimento das
sequéncias a serem deletadas e o terceiro contém os donors, que sdo sequéncias
para o sistema de reparo da célula realizar recombinacdo homologa apdés o corte na
dupla fita do DNA pela enzima Cas9. Os gRNAs desenhados estdo apresentados na
Tabela 4, exibindo boa eficiéncia e nenhum alvo inespecifico, importante para o
direcionamento em apenas um ponto de clivagem no genoma. Os donors constituem
a sequéncia do promotor e terminador de cada gene sem a ORF (Open Reading
Frame). Os primers desenhados para amplificagédo dos fragmentos de DNA usados
na montagem dos vetores estao apresentados no Apéndice B. As figuras 16, 17 e 18
trazem os geéis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA contendo caudas de homologia, das montagens dos plasmideos em levedura e

transformacédo em E. coli para clonagem do vetor.

Figura 15 - Vetores desenhados para a utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 na
delecédo dos genes PDC1 e ADH1 na levedura Saccharomyces cerevisiae BR-X5:
p2gRNAdelPDC1, p2gRNAdelADH1 e pAB_DonPDC1_DonADHL1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4 - RNAs-guia desenhados para a delecao dos genes PDC1 e ADH1 da via do
etanol e analisados pelas ferramentas CHOPCHOP e CRISPOR.

Nome RNA-guia + sequéncia PAM Eficiéncia Alvos néo
especificos
gRNA1_PDC1 TCTGTCAATTTCAGCTGGGG CGG 64,77% 0
gRNA2_PDC1 TTGGTTGATACCGAAAGCGG AGG 64,06% 0
gRNA1_ADH1 CAAGTCAGTGTGACAGACAC CGG 64,20% 0
gRNA2_ADH1 GAATTATTCAGATCCATCGG TGG 71,33% 0

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 16 - Géis de eletroforese de confirmacao da amplificacdo dos fragmentos de
DNA, da montagem do plasmideo p2gRNAdelPDC1 e da transformacdo em
Escherichia coli DH5a.
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Fonte: Elaborado pela autora. As bandas “A” correspondem a amplificagao de um fragmento de 2666pb,
pelos primers Aa_pdc1a F e Ab_pdc1b R, e as bandas “B” correspondem a um amplicon de 3046pb,
amplificado pelos primers Ba_pdclb F e Bb_pdcla R. Um controle de reacao foi feito para todas as
reacdes de PCR e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos
amplicons (tamanhos do marcador representados a direita).
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Figura 17 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA, da montagem do plasmideo p2gRNAdelADH1 e da transformacdo em
Escherichia coli DH5a.
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Fonte: Elaborado pela autora. As bandas “A” correspondem a amplificagao de um fragmento de 2666pb,
pelos primers Aa_adh1a F e Ab_adh1b R, e as bandas “B” correspondem a um amplicon de 3046pb,
amplificado pelos primers Ba_adhlb F e Bb_adhla R. Um controle de reacéo foi feito para todas as
reacdes de PCR e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos
amplicons (tamanhos do marcador representados a direita).

Figura 18 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_DonPDC1_DonADHL1.

pOHIP  ADy;, Donor
@ R — — AN ADH1 ~
A £y o Ve Confirmagéo
- Y 4 ) ¢ montagem do
@ g .
© - -y plasmideo
4 - = — )
@ pAB_DonPDC1_Don \l
© == ADH1
®r -

3
[
%, s
K4 i
&
Donor /> N
PDC1 “ocr " poce

Confirmagéo amplificacdes

Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificagdo dos fragmentos de DNA para montagem: “A”
corresponde a amplificacdo de um fragmento de 2305pb, pelos primers Vector A_F e VectorA_R rc; 0
“B” 555pb por PDC1p_vectorA e PDC1p jointt_rc R (promotor da PDC1); o “C” 434pb por PDC1t F e
PDC1t_vectorB_R rc (terminador da PDC1); o “D” 2715pb por Vector B_F e VectorB_R rc; o “E” 426pb
por ADH1p_vectorB_F e ADH1p_R rc (promotor da ADH1); o “F” 464pb por ADH1t joint p_F e
ADH1t_vector A_R rc (terminador da ADH1). Na confirmacéo, o G corresponde a confirmagédo do donor
do ADH1, 756pb, ADH1p_F e ADH1t R, e o H corresponde ao donor da PDC1, 874pb, PDClp_F e
PDC1t_R rc. O plasmideo foi mantido em levedura, pois ndo foi possivel confirmar a presenca dos
plasmideos nas bactérias eletroporadas. Um controle de reacéo foi feito para todas as reacfes de PCR
e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos
do marcador representados a direita).
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4.2.2 Obtencao de linhagem mutante de S. cerevisiae com a delecédo do gene
PDC1 da via do etanol

A utilizagdo do sistema CRISPR-Cas9 consistiu em duas transformacdes
sucessivas, com a primeira para inser¢ao do plasmideo da Cas9 na cepa BR-X5 e, a
segunda, para insercdo do plasmideo p2gRNAdelPDC1 e o donor PDC1p-PDC1t
linear. A confirmacdo da transformacdo do pJACas-K foi feita pela selecdo por
antibiético e verificacdo do fenétipo da colbnia, que se apresenta de maneira rugosa
quando esse plasmideo é incorporado. A partir da segunda transformacéo e selecéo
por antibidtico, algumas coloénias foram selecionadas para serem testadas
molecularmente quanto a delecdo do gene da PDC1. Uma das colbnias, que teve
origem na transformacgéo em meio YPX2o, foi confirmada, apresentando a amplificacéo
de um fragmento de DNA de apenas 874 pb, correspondente ao donor PDC1p-PDC1t
linear (Figura 19). A retirada dos plasmideos, ap0s subcultivos em meio sem
antibiotico, foi evidenciada pela perda de resisténcia aos antibioticos usados para a

selecéo, geneticina e nourseotricina (Figura 20).

Figura 19 - Delecao do gene PDC1 e obtencédo da cepa Saccharomyces cerevisiae
BR-X5Apdc1.
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Fonte: Elaborado pela autora. A) Desenho esquematico do sistema de reparo dirigido por homologia
(HDR) na delecdo do gene PDC1 pelo Sistema CRISPR-Cas9. PDC1p: promotor PDC1; PDCL1t:
terminador PDC1; PDC1: ORF do gene B) Confirmac¢éo por PCR da delecéo do gene PDC1 revelado
em eletroforese em gel de agarose. O DNA de uma transformante (BR-X5APDC1) e da cepa original
(BR-X5) foram amplificados com os mesmos primers, PDClp F e PDCI1t R, resultado em um
fragmento apenas com o tamanho do promotor e terminador (donor) (primeiro po¢o — 874pb) e outro
com o gene parental completo (segundo pogo — 2566pb), respectivamente. O terceiro pogo corresponde
ao branco da reagéo. O marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos
amplicons (tamanhos do marcador representados a direita).

Figura 20 - Resultado da curagem dos plasmideos pJACas-K e p2gRNAdelPDC1 de
duas colbénias originadas da cepa Saccharomyces cerevisiae BR-X5APDC1
confirmada.
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YPX,,+ G418 YPX,o+ NAT

1/‘5\

Fonte: Elaborado pela autora. YPX20: meio YPX contendo 20 g/L de xilose; YPX20 + NAT: meio YPX20
suplementado com 100ug/mL de nourseotricina; YPX20 + G418: meio YPX20 suplementado com
200pg/mL de geneticina (G418).

4.2.3 Cinética fermentativa de linhagens com a delecdo do gene PDC1 da via do

etanol

O crescimento da BR-X5Apdcl se mostrou similar ao da BR-X5 e indicou que
a delecdo desse gene, essencial na via de producdo do etanol, ndo afetou a taxa de
crescimento da cepa em meios contendo xilose ou glicose a 50 g/L, nem de consumo
de acucares (Figura 21). De fato, os testes estatisticos revelaram que nao ha diferenca
significativa entre as curvas de crescimento microbiano e de consumo de agucares (p
> 0,05) para as cepas BR-X5Apdcl e BR-X5. Comparando-se 0 crescimento das
leveduras nas duas fontes de carbono, enquanto uma OD final de 14,93 (BR-X5) e
14,86 (BR-X5Apdcl) foi atingida em meio com xilose, as ODs de 10,2 (BR-X5) e 9,86
(BR-X5Apdcl) foram observadas para a fermentacdo em glicose. Apesar disso, 50
g/L de glicose foram consumidos mais rapidamente do que os 50 g/L de xilose, o qual

levou o dobro do tempo para ser consumido.

Figura 21 — Cinética fermentativa das linhagens de Saccharomyces cerevisiae BR-X5
e BR-X5Apdc1 em meio YPDso e YPXso.
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Fonte: Elaborado pela autora. YPDso: YPD contendo 50 g/L de glicose; YPXso: YPX contendo 50 g/L de
xilose. (A) Crescimento microbiano (OD 600 nm) em YPDso; (B) Consumo de glicose (g/L) em YPDso;
(C) Crescimento microbiano (OD 600 nm) em YPXsp; (D) Consumo de xilose (g/L) em YPXso. O
experimento foi realizado em triplicata e os desvios padrao séo representados na imagem. Tanto para
0 crescimento microbiano quanto para o consumo de aglcares, o teste de Kruskal-Wallis revelou nao
haver diferenca significativa entre as curvas das linhagens (p > 0,05).

4.2.4 Obtencéo de linhagem mutante de S. cerevisiae com a delegcdo do gene
PDC1 e ADH1 da via do etanol

Da mesma forma que a dele¢éo anterior, 0 CRISPR-Cas9 também foi realizado
em duas etapas de transformacdo. Primeiramente, o plasmideo pJACas-K foi
transformado na cepa BR-X5Apdcl e, apos confirmacao por selecdo em antibiotico e
observacédo do fenoétipo das colonias, a segunda transformacao foi feita para inserir o
plasmideo p2gRNAdelADH1 e o donor linear ADH1p-ADHL1t. As placas resultantes da
transformacao estdo mostradas na Figura 22. Apesar do controle do CRISPR-Cas9,
em que foi adicionado apenas o plasmideo p2gRNAdelADH1, ter muitas colonias e
representar uma grande quantidade de falsos-positivos, as placas do CRISPR-Cas9
em si apresentaram mais colonias, um bom indicativo de colGnias positivas. Entéo,
algumas colbnias foram selecionadas para serem testadas molecularmente quanto a
delecdo do gene da ADH1. Entretanto, ao todo, 39 coldnias passaram por testes

moleculares, objetivando a amplificacdo do locus do gene da ADH1, e néo se obteve
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nenhuma positiva. Entéo, apesar das cepas apresentarem o fendtipo de resisténcia a
geneticina e nourseotricina, elas se mostraram ser falso-positivas, contendo o gene

integro da ADH1, e néo foi possivel obter uma colénia BR-X5Apdc1Aadh1 (Figura 23).

Figura 22 - Placas de transformacdo resultantes da técnica de CRISPR-Cas9,
objetivando a delecdo no gene ADH1 na cepa Saccharomyces cerevisiae BR-
X5Apdcl.
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Fonte: Elaborado pela autora. A primeira coluna é referente a transformacéo realizada na presenca de
20g/L de xilose e a segunda em 10g/L de xilose e 10g/L de glicose. A primeira linha € o resultado da
transformacgdo do CRISPR-Cas9, em que foi transferido para a célula o plasmideo contendo o gRNA e
o donor linear. A segunda linha é referente a transformagdo apenas com o gRNA, resultando no
background da transformagéo, em que ou ndo houve a clivagem do DNA ou a célula realizou um outro
tipo de reparo. A direita, tem-se a placa do branco, em que na transformacdo das células s6 foi
adicionado DNA de esperma de salmao.

Figura 23 - Géis de eletroforese de confirmacéo molecular das transformantes obtidas
do CRISPR-Cas9 para delecdo do gene ADH1 na cepa Saccharomyces cerevisiae
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada banda corresponde a uma colbnia testada, exceto as bandas
definidas com “BR-X5", que representam o controle da reagdo para o gene integro. As colbnias
passaram por inoculagdo em meio YPD20 e extracdo de DNA pelo método de acetato de litio. A PCR
foi realizada com os primers ADH1p_F e ADH1t R rc (resultado de cima) e checkdel ADH1 F e
checkdel_ADH1_R rc (resultado de baixo). Os tamanhos das bandas correspondem ao gene integro,
com 1770pb, mostrando que nao houve delegdo do gene. Algumas amplificacdes inespecificas também
estdo presentes. Um controle de reac¢éo foi feito para todas as rea¢6es de PCR e o marcador 1KB plus
Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).

4.3 Expressao heterdloga da via de interesse

4.3.1 Construcdo dos plasmideos de expressdo génica da enzima lactato
desidrogenase (LDH) de diferentes organismos

O vetor desenhado para a expressao heterdloga da L-lactato desidrogenase
(L-LDH) sob influéncia de um promotor constitutivo e forte (TDH1) na levedura BR-
X5APDC1, pAB_TDH1 LDHX, estd esquematizado no Apéndice A e Figura 24. Para
cada uma das L-LDHs de diferentes organismos provenientes, construiu-se um
plasmideo diferente: pAB_TDH1 LDH1 (LDH de Bos taurus), pAB_TDH1 LDH2 (LDH
de Lactobacillus helveticus), pAB_TDH1 LDH3 (LDH de Lactobacillus plantarum) e
pAB_TDH1 LDH4 (LDH de Lacticaseibacillus casei). Os primers desenhados para
amplificagédo dos fragmentos de DNA usados na montagem dos vetores estdo
apresentados no Apéndice C. As figuras 25, 26, 27, 28 e 29 trazem o0s géis de
eletroforese de confirmacéo da amplificacao dos fragmentos de DNA contendo caudas
de homologia, das montagens dos plasmideos em levedura e transformacédo em E.

coli para clonagem do vetor

Figura 24 — Vetor desenhado para a expressao das LDHs heterélogas na cepa de S.
cerevisiae desenvolvida: L-LDH de Bos taurus (pAB_THD1 LDH1), L-LDH de
Latobacillus helveticus (pAB_THD1 LDH2), L-LDH de Lactobacillus plantarum
(pPAB_THD1_LDH3) e L-LDH de Lacticaseibacillus casei (pAB_THD1_LDH4).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 25 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_TDH1 LDH1 (L-LDH de Bos taurus).
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificagdo dos fragmentos de DNA para montagem: “A”
corresponde a amplificacdo de um fragmento de 2373pb, pelos primers Vector A to B_F e VectorA_ R
rc; o “B” 778pb por TDH1p_vectorA_F e Vector A R rc (promotor da TDH1); o “C” 1063pb por
THD1p_LDH1_F e LDH1_TDH1t_R rc (ORF LDH1); “D” 343pb por TDH1t_F e TDH1t_vector B_rc R
(terminador da TDH1); o “E” 2751pb por Vector B_F e VectorB to A_R rc. Na confirmagéo, o F
corresponde a confirmacdo do cassete de expressdo, 2156pb, com os primers TDH1p_vectorA F e
TDH1t vector B_rc R. Um controle de reacao foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).

Figura 26 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_TDH1 LDH2 (L-LDH de Latobacillus
helveticus).
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificacdo dos fragmentos de DNA para montagem: A”
corresponde a amplificacao de um fragmento de 2373pb, pelos primers Vector A to B_F e VectorA R
rc; o “B” 778pb por TDH1p vectorA F e Vector A_R rc (promotor da TDH1); o “C” 1035pb por
THD1p_LDH2_F e LDH2_TDH1t_R rc (ORF LDH2); “D” 343pb por TDH1t_F e TDH1t_vector B_rc R
(terminador da TDH1); o “E” 2751pb por Vector B_F e VectorB to A_R rc. Na confirmagéo, o F
corresponde a confirmacéo do cassete de expressédo, 2156pb, com os primers TDH1p_vectorA_F e
TDH1t_vector B_rc R. Um controle de reacao foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).



77

Figura 27 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_TDH1 LDH3 (L-LDH de Lactobacillus
plantarum).
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificacao dos fragmentos de DNA para montagem: : A”
corresponde a amplificacdo de um fragmento de 2373pb, pelos primers Vector A to B_F e VectorA R
rc; o “B” 778pb por TDH1p_vectorA_F e Vector A R rc (promotor da TDH1); o “C” 1026pb por
THD1p_LDH3_F e LDH3_TDH1t_R rc (ORF LDH2); “D” 343pb por TDH1t_F e TDH1t_vector B_rc R
(terminador da TDH1); o “E” 2751pb por Vector B_F e VectorB to A R rc. . Na confirmagédo, o F
corresponde a confirmacdo do cassete de expresséo, 21144pb, com os primers TDH1p_ vectorA F e
TDH1t_vector B_rc R. Um controle de reacao foi feito para todas as rea¢des de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).

Figura 28 - Géis de eletroforese de confirmacao da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_TDH1 LDH4 (L-LDH de Lacticaseibacillus
casei).
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificacdo dos fragmentos de DNA para montagem: A”
corresponde a amplificagdo de um fragmento de 2373pb, pelos primers Vector A to B_F e VectorA_R
rc; o “B” 778pb por TDH1p_vectorA_F e Vector A R rc (promotor da TDH1); o “C” 1044pb por
THD1p_LDH4_F e LDH4_TDH1t_R rc (ORF LDH2); “D” 343pb por TDH1t_F e TDH1t_vector B_rc R
(terminador da TDH1); o “E” 2751pb por Vector B_F e VectorB to A_R rc. . Na confirmagéo, o F
corresponde a confirmacdo do cassete de expressdo, 2165pb, com os primers TDH1p_vectorA F e
TDH1t_vector B_rc R. Um controle de reacao foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).

Figura 29 - Confirmacéo da montagem dos cassetes de expressao heteréloga das L-
LDH de Bos taurus (pAB_THD1 LDH1), L-LDH de Latobacillus helveticus
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(pPAB_THD1_LDH2), L-LDH de Lactobacillus plantarum (pAB_THD1 LDH3) e L-LDH
de Lacticaseibacillus casei (pPAB_THD1 LDH4) em E. coli.
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—_ TDH1p ORF da LDH TDH1t —— 2046pb 2093pb 2084pb 2102pb
Size. op ng0s pg
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TDHip+  TDHip+ TDHip+ L-LDH L-LDH TDH1p+ L-LDH L-LDH
L-LDH L-LDH L-LDH Bos taurus L. plantarum L-DH L. helveticus L. casei
Bos taurus L. plantarum L. casei + TDH1t + TDH1t L. helveticus + TDH1t + TDH1t

Fonte: Elaborado pela autora. A confirmacdo foi feita com amplificacdo de partes cassete de expressao,
um contendo o promotor TDH1 e a ORF e outro contendo a ORF e o terminador TDH1, como indicado
nos geéis eletroforese 1% de agarose. As amplificacbes foram feitas a partir dos primers
TDH1p_vectorA_F e LDHx_TDH1t_R rc, para o amplicon contendo promotor e ORF, e LDHx_TDH1p_F
e TDH1t_vectorB_R rc, para o amplicon contendo ORF e terminador. Os tamanhos de cada cassete e
partes do cassete de expresséo estao resumidas na tabela da imagem. Um controle de reac¢éo foi feito
para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o
tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador representados a direita).

4.3.2 Obtencao de linhagens mutantes de S. cerevisiae com a dele¢do do gene
PDC1 da via do etanol e expresséo da via de interesse

Para a selecdo da melhor L-LDH heter6loga para expressdo no chassi
escolhido, desenvolveu-se 4 linhagens, cada uma contendo uma L-LDH de um
organismo diferente, e duas linhagens controles (Figura 30). A confirmacdo da
obtencado das leveduras BR-X5Apdcl contendo os plasmideos com os cassetes de
expressdo das L-LDHs foi realizada por crescimento em marca de selecédo e teste
molecular, mostrado na Figura 31. Para isso, além do gene PDC1 deletado, também
foi confirmado a presenca do cassete de expresséo da LDH no DNA extraido (Figura
31). Para verificacdo molecular da obtencédo das leveduras BR-X5 e BR-X5Apdcl
contendo a resisténcia a nourseotricina, além da amplificacdo do locus do PDC1,
também foi feita a amplificacdo da parte do plasmideo p2gRNAdelPDC1 que contém

0 gene de resisténcia ao antibidtico (Figura 31).

Figura 30 - Esquema representativo das linhagens desenvolvidas para a triagem da
melhor enzima de fermentacao latica heterdloga (L-LDH de Bos taurus, Latobacillus
helveticus, Lactobacillus plantarum e Lacticaseibacillus casei) para expressao na cepa
Saccharomyces cerevisiae BR-X5Apdcl
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Fonte: Elaborado pela autora. Em cinza estdo as linhagens controle e, em amarelo, as linhagens a
serem testadas para a producédo de acido latico. O plasmideo p2gRNAdelPDC1 nesse caso foi usado
para padronizar todas as leveduras, para que a BR-X5 e BR-X5Apdc1 também exibissem resisténcia a
nourseotricina e a presenca de um plasmideo de alta coépia, caracteristicas do plasmideo
pAB_TDH1_LDHXx.

Figura 31 - Confirmac&o molecular linhagens desenvolvidas para a triagem da melhor
enzima de fermentacdo latica heteréloga (L-LDH de Bos taurus, Latobacillus
helveticus, Lactobacillus plantarum e Lacticaseibacillus casei) para expresséo na cepa
Saccharomyces cerevisiae BR-X5Apdcl.
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Fonte: Elaborado pela autora. Para confirmacdo da presenca do plasmideo p2gRNAdelPDC1 nas
cepas BR-X5 e BR-X5 Apdc1, foi realizada uma PCR com os primers Aa_pdcla F e Ab_pdclb_ R rc,
resultando em um amplicon de 2666pb. Para confirmac¢do das linhagens com o PDC1 deletado,
realizou-se uma PCR com os primers PDC1p_F e PDC1t R rc para todas as linhagens do teste mais
um controle positivo (PDC1 deletado — 874pb, PDC1 integro — 2566pb). Para confirmacéo da presenca
dos plasmideos com o0s cassetes de expressao, as amplificacbes foram feitas a partir dos primers
TDH1p_vectorA_F e LDHx_TDH1t R rc, para o amplicon contendo promotor e ORF (~1800pb), e
LDHx_TDH1p_F e TDH1t vectorB_R rc, para o ampliccon contendo ORF e terminador (~1400pb). Um
controle de reacéo foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi
utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador representados a direita).
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4.3.3 Cinética fermentativa das linhagens S. cerevisiae prova-de-principio e

avaliacdo da melhor LDH expressa heterologamente

As linhagens desenvolvidas foram cultivadas em meio simulando a
concentragcdo de acucares de um hidrolisado lignocelulésico e, a partir da curva de
crescimento (Figura 32), foi possivel observar que as leveduras BR-X5 Apdcl com o
plasmideo da LDH1 (pAB_TDH1 LDH1l) e da LDH4 (pAB_TDH1_ LDH4)
apresentaram taxa de crescimento menor que as outras na fase log. Entretanto, pelos
testes estatisticos, essa diferenga ndo foi significativa (p > 0,05), o que também é
observado nos dados de velocidade especifica maxima de crescimento microbiano
(Tabela 5). Porém, o mesmo padrdo de separacdo aconteceu para o consumo de
acucares, glicose e xilose (Figura 33), producdo de etanol (Figura 34) e de glicerol
(Figura 36), apesar de n&o ser significativo em nenhum desses casos.

No consumo do substrato, é possivel verificar a repressdo catabdlica
promovida pela presenca de glicose no meio (Figura 33), em que a xilose s6 comeca
a ser consumida depois de um tempo, o que também é corroborado pelas velocidades
instantdneas de consumo dos substratos nas Tabelas 6 a 11. Também pode-se
observar, pelas tabelas 6 a 11, que a as leveduras contendo BR-X5 Apdcl com o
plasmideo da LDH1 e da LDH4 apresentaram um consumo mais lento de xilose com
relacdo as outras.

Para a producdo de etanol, foi observado que todas as cepas alcancaram
valores préximos ao maximo tedrico, em torno de 40 g/L, que, para 90 g/L de aclcar,
€ de 45,9¢g/L de etanol (JACKMAN et al., 1991). Como néo ha diferenca significativa
entre a producao de etanol pelas linhagens (Figura 34), conclui-se que a delecao do
gene PDC1 néo afetou a via de fermentacé&o alcodlica da cepa utilizada. Isso também
é verificado a partir dos fatores de conversao dos substratos em etanol, que seguem
uma mesma tendéncia (Tabela 6 a 11), e a partir da concentracdo méaxima obtida, em
40 h de fermentacdo, bem como os rendimentos e produtividades nesse tempo, 0s
quais também néo apresentam diferencga significativa (Tabela 14).

A producao de acido latico pelas linhagens com o plasmideo da LDH2 e LDH3
se assemelhou estatisticamente as linhagens BR-X5 e BR-X5 Apdcl, a partir dos
resultados apresentados na Figura 35. Entretanto, nas analises das velocidades
instantaneas de producao de acido latico e fatores de converséo, é possivel observar

taxas de producéo desse composto nas leveduras com LDH2 e LDH3, apesar de muito
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baixas, sobretudo para a levedura com o plasmideo LDH3 (Tabela 9 e 10). De fato,
de acordo com os resultados de rendimento e produtividade de acido latico (Tabela
13), verifica-se que apenas as cepas BR-X5 Apdcl pLDH1, BR-X5 Apdcl pLDH2 e
BR-X5 Apdcl pLDH4 produziram acido latico. Isso demonstra que houve baixa
expressdo e/ou atividade da enzima L-LDH de Lactobacillus helveticus e,
provavelmente, nenhuma expresséao/atividade para a enzima de Lactobacillus
plantarum. Observa-se, também, que as linhagens com o plasmideo da LDH1 e da
LDH4 apresentaram diferencas significas na producéo de acido latico com relacéo as
linhagens parentais (Figura 35). Isso pode estar associado com a tendéncia de
separacdo dessas duas linhagens em comparacdo com as outras em outros
parametros avaliados.

A partir desses resultados, foi possivel observar que a linhagem BR-X5 Apdcl,
expressando a L-LDH Bos taurus (LDH1), foi a levedura que resultou em maior
producdo de acido latico (1,7 g/L), em 34 horas de fermentacdo, além de maior
rendimento (1,847%) e produtividade (0,0436 g/L.h) do produto de interesse. Portanto,
essa enzima € apontada como a enzima escolhida para a integragdo gendmica, uma
vez que ela apresentou melhor atividade e/ou expressdo no chassi microbiano
utilizado. Em comparacdo com a BR-X5 (0,2 g/L), a producdo de acido latico nessa
linhagem foi de 8,5 vezes maior. A fermentacéao resultou em um pH final acima do pKa
do &cido latico para todas as linhagens e replicatas (Tabela 12).

Com relacéo a producéo de glicerol, apesar do teste de Kruskall-Wallis apontar
diferenca nas distribuicbes dos dados, o teste post-hoc de Dunn néo foi capaz de
apontar em quais linhagens havia essa diferenca. Realizando um teste de Mann-
Whitney ou Wilcoxon, houve uma diferenciacao principalmente da linhagem BR-X5
Apdcl pLDH1 com relagdo as demais, exceto a BR-X5 Apdcl pLDH4. Enquanto isso,
a producdo de acido acético nao foi diferente significativamente entre as linhagens (p
> 0,05) (Figura 37).

Figura 32 - Crescimento microbiano (Densidade 6ptica a 600 nm) das linhagens BR-
X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4 em 70 h de fermentagé&o, a 200 rpm e 30°C,
em meio YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pg/mL de
nourseotricina (NAT).
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Fonte: Elaborado pela autora. As curvas ndo sdo estatisticamente diferentes, a partir dos testes
estatisticos Kruskal-Wallis e Dunn (p > 0,05). Os dados sédo resultados da média de uma triplicata e o
desvio padrao esta representado pelas barras de erro.

Tabela 5 — Velocidade especifica maxima de crescimento microbiano das linhagens
BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4 cultivadas em meio YPDX, com 50 g/L
de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 pg/mLde nourseotricina fermentado a
200 rpm, 30°C e 70 h.

Linhagem de fermentacdo K max
BR-X5 0,285+ 0,016
BR-X5Apdcl 0,268 + 0,011
BR-X5Apdcl LDH1 0,258 + 0,001
BR-X5Apdcl LDH2 0,271 + 0,003 s
BR-X5Apdcl LDH3 0,265 + 0,012
BR-X5Apdcl LDH4 0,255 + 0,024 s

Fonte:
Elaborado pela autora. Médias representadas por “ns” nao se diferiram significativamente pelo teste de
ANOVA (p > 0,05).

Figura 33 - Consumo de acucares (glicose e xilose) das linhagens BR-X5, BR-
X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4 em 70 h de fermentagédo, a 200 rpm e 30°C, em meio
YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pg/mL de
nourseotricina (NAT).
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Fonte: Elaborado pela autora. As curvas ndo sdo estatisticamente diferentes, a partir dos testes
estatisticos Kruskal-Wallis e Dunn (p > 0,05). Os dados sédo resultados da média de uma triplicata e o

desvio padrao esta representado pelas barras de erro.

Figura 34 - Producao de etanol das linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl
LDH1-4 em 70 h de fermentacao, a 200 rpm e 30°C, em meio YPDX, com 50g /L de

glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pg/mL de nourseotricina (NAT).
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Figura 35 - Producdo de acido latico das linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-
X5Apdcl LDH1-4 em 70 h de fermentacgédo, a 200 rpm e 30°C, em meio YPDX, com
50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pug/mL de nourseotricina (NAT).
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Fonte: Elaborado pela autora. As curvas de BR-X5, BR-X5Apdcl, BR-X5Apdcl pLDH2 e BR-X5Apdcl
pLDH3 néo séo significativamente diferentes, com valor de p > 0,05 a partir dos testes estatisticos

Kruskal-Wallis e Dunn.

As curvas BR-X5Apdcl pLDH1 e BR-X5Apdcl pLDH4 ndo sé&o

significativamente diferentes entre si (p < 0,05), mas sdo em relacdo as demais. Os dados s&o
resultados da média de uma triplicata e o desvio padrdo esta representado pelas barras de erro.

Tabela 6 — Velocidades instaneas de consumo e producdo de metabdlitos e fator de
conversao de substrato em produto da linhagem BR-X5 cultivada em meio YPDX, com
50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 ug/mLde nourseotricina
fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.

BR-X5
rS rS rP re .
Tempo (h)  Glicose Xilose Etanol Acido latico Et;ngzl)/ s) Yl éEEci(/:ISC;O
(g/Lh) (g/Lh) (g/Lh) (g/Lh)
0 0 0 2,459 -0,0004 0 0
4 3,0958 0 2,1158 -0,0019 0,683442 -0,00062
8 5,3438 0,67396 1,8014 -0,00322 0,299347 -0,00053
12 4,3278 1,41764 1,5158 -0,00434 0,263827 -0,00075
16 0,0478 1,92708 1,259 -0,00526 0,637507 -0,00267
22 0 2,15124 0,9278 -0,0063 0,431286 -0,00293
28 0 1,58916 0,6614 -0,0069 0,416195 -0,00434
34 0 0,08532 0,4598 -0,00706 5,389123 -0,08279
40 0 0 0,323 -0,0068 0 0
46 0 0 0,251 -0,0061 0 0
52 0 0 0,2438 -0,00498 0 0
58 0 0 0,3014 -0,00342 0 0
64 0 0 0,4238 -0,00142 0 0
70 0 0 0,611 0,001 0 0

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 7 — Velocidades instaneas de consumo e producdo de metabdlitos e fator de
conversao de substrato em produto da linhagem BR-X5Apdcl cultivada em meio
YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 pg/mLde
nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.
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BR-X5Apdc1
rS rsS re re -
Tempo (h)  Glicose Xilose Etanol Acido latico Ete\t(nglol s) YI ;E’Cz(/:lsc;o
(g/Lh) (g/Lh) (g/Lh) (g/Lh)
0 0 0 2,3753 0,0013 0 0
4 2,375 0 2,0569 -0,00025 0,866063 -0,00011
8 4,5254 0,42144 1,7577 -0,00171 0,355318 -0,00035
12 4,631 1,12816 14777 -0,00307 0,256583 -0,00053
16 2,6918 1,77152 1,2169 -0,00433 0,272645 -0,00097
22 0 2,38256 0,8617 -0,00605 0,36167 -0,00254
28 0 2,24624 0,5497 -0,00755 0,24472 -0,00336
34 0 0,99968 0,2809 -0,00883 0,28099 -0,00883
40 0 0 0,0553 -0,0099 0 0
46 0 0 -0,1271 -0,01075 0 0
52 0 0 -0,2663 -0,01139 0 0
58 0 0 -0,3623 -0,01181 0 0
64 0 0 -0,4151 -0,01201 0 0
70 0 0 -0,4247 -0,012 0 0

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 8 — Velocidades instdneas de consumo e producao de metabdlitos e fator de
conversdo de substrato em produto da linhagem BR-X5Apdcl LDH1 (L-LDH de Bos
taurus) cultivada em meio YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido
de 100 pg/mLde nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.

BR-X5Apdc1 LDH1

rsS rsS re re .-
Tempo (h)  Glicose Xilose Etanol Acido latico Et;{nE)FI’/S) Yl gi)cz(/:lsc;o
(g/Lh) (g/Lh) (g/Lh) (g/Lh)

0 0 0 1,7144 0 0 0

4 1,9792 0 1,54384 0,030241 0,780032  0,015279

8 3,7248 0,15364 1,38096 0,070017 0,356061  0,018053

12 4,0496 0,49796 1,22576 0,080737 0,269542  0,017754

16 2,9536 0,85572 1,07824 0,070081 0,283053  0,018397

22 0 1,35036 0,87136 0,027793 0,64528 0,020582

28 0 1,70244 0,68176 -0,03178 0,400461 -0,01866

34 0 1,80828 0,50944 -0,09826 0,281726 -0,05434

40 0 1,5642 0,3544 -0,1675 0,226569 -0,10708

46 0 0,86652 0,21664 -0,24158 0,250012 -0,2788

52 0 0 0,09616 -0,3288 0 0

58 0 0 -0,00704 -0,44366 0 0

64 0 0 -0,09296 -0,60691 0 0

70 0 0 -0,1616 -0,8455 0 0

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 9 — Velocidades instaneas de consumo e producdo de metabdlitos e fator de
conversdo de substrato em produto da linhagem BR-X5Apdcl LDH2 (L-LDH de
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Lactobacillus helveticus) cultivada em meio YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de
xilose, acrescido de 100 pg/mLde nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.

BR-X5Apdc1 LDH2

rs rs rP re .
Tempo (h)  Glicose Xilose Etanol Acido latico Et;ngID/S) Yl éﬂ:i)ci(lzlscio
(g/Lh) (g/Lh) (9/Lh) (g/Lh)

0 0 0 2,2974 -0,0076 0 0

4 2,5564 0 1,9974 -0,00293 0,781333 -0,00115

8 4,5084 0,34956 1,7166 -3,5E-05 0,353358 -7,2E-06

12 4,4924 0,97884 1,455 0,001251 0,265936 0,000229

16 2,5084 1,59468 1,2126 0,001078 0,295534  0,000263

22 0 2,22444 0,885 -0,00158 0,397853 -0,00071

28 0 2,13276 0,6006 -0,00666 0,281607 -0,00312

34 0 0,90492 0,3594 -0,01364 0,397162 -0,01507

40 0 0 0,1614 -0,022 0 0

46 0 0 0,0066 -0,03123 0 0

52 0 0 -0,105 -0,0408 0 0

58 0 0 -0,1734 -0,0502 0 0

64 0 0 -0,1986 -0,0589 0 0

70 0 0 -0,1806 -0,0664 0 0

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 10 — Velocidades instaneas de consumo e producéo de metabdlitos e fator de
conversdo de substrato em produto da linhagem BR-X5Apdcl LDH3 (L-LDH de
Lactobacillus plantarum) cultivada em meio YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de
xilose, acrescido de 100 ug/mLde nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.

BR-X5Apdc1 LDH3

rS

()

rP

rP

Tempo (h)  Glicose Xilose Etanol Acido latico Et;(nglal s) YI éﬂ?ciflsd)o
(g/Lh) (g/Lh) (g/Lh) (g/Lh)

0 0 0 2,1637 0,0019 0 0
4 1,9284 0 1,8981 0,001138 0,984287 0,00059
8 4,0492 0,35124 1,6517 0,000454 0,375349  0,000103
12 4,8068 0,93396 1,4245 -0,00015 0,248138 -2,7E-05
16 4,2012 1,37652 1,2165 -0,00069 0,2181 -0,00012
22 0,7368 1,71036 0,9405 -0,00134 0,384323 -0,00055
28 0 1,55604 0,7077 -0,00182 0,454808 -0,00117
34 0 0,80988 0,5181 -0,00213 0,639724 -0,00262
40 0 0 0,3717 -0,00226 0 0
46 0 0 0,2685 -0,00222 0 0
52 0 0 0,2085 -0,00201 0 0
58 0 0 0,1917 -0,00163 0 0
64 0 0 0,2181 -0,00107 0 0
70 0 0 0,2877 -0,00034 0 0

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 11 — Velocidades instaneas de consumo e producéao de metabalitos e fator de
conversao de substrato em produto da linhagem BR-X5Apdcl LDH4 (L-LDH de
Lacticaseibacillus casei) cultivada em meio YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de
xilose, acrescido de 100 pg/mLde nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h.

BR-X5Apdc1 LDH4
rS rS rP rP

Tempo (h) Glicose Xilose Etanol Acido latico Et;{ngID/S) YI éEtFi)cz(/:ls(;o
(9/Lh) (9/Lh) (9/Lh) (9/Lh)

0 0 0 1,6924 0,016 0 0
4 2,0746 0 1,52776 0,018266 0,736412 0,008804
8 3,6362 0,13134 1,36984 0,018765 0,36359 0,004981
12 3,8826 0,44606 1,21864 0,017651 0,281528 0,004078
16 2,8138 0,80302 1,07416 0,015078 0,29699 0,004169
22 0 1,35046 0,87004 0,008819 0,644255 0,006531
28 0 1,82014 0,68104 0,000141 0,374169 7,74E-05
34 0 2,10838 0,50716 -0,01044 0,240545 -0,00495
40 0 2,1115 0,3484 -0,0224 0,165001 -0,01061
46 0 1,72582 0,20476 -0,03523 0,118645 -0,02041
52 0 0,84766 0,07624 -0,0484 0,089942 -0,05709
58 0 0 -0,03716 -0,0614 0 0
64 0 0 -0,13544 -0,0737 0 0
70 0 0 -0,2186 -0,0848 0 0

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 36 - Producéo de glicerol das linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl
LDH1-4 em 70 h de fermentacao, a 200 rpm e 30°C, em meio YPDX, com 50 g/L de
glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pg/mL de nourseotricina (NAT).
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Fonte: Elaborado pela autora. As curvas das linhagens apresentam diferengas estatisticas entre si,
principalmente a da cepa BR-X5Apdcl pLDH1 com relagdo as demais, exceto a da BR-X5Apdcl
pLDH4, a qual ndo ha diferenca significativa, considerando um intervalo de confiangca de 95% a partir
dos testes estatisticos Kruskal-Wallis e Wilcoxon. Os dados séo resultados da média de uma triplicata
e o desvio padrdo esta representado pelas barras de erro.
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Figura 37 - Producédo de acido acético das linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-
X5Apdcl LDH1-4 em 70 h de fermentacgédo, a 200 rpm e 30°C, em meio YPDX, com
50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose acrescido de 100 pug/mL de nourseotricina (NAT).
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Fonte: Elaborado pela autora. As curvas ndo sdo significativamente diferentes, com um p > 0,05 a partir

do teste anova. Os dados s&o resultados da média de uma triplicata e o desvio padrdo esta
representado pelas barras de erro.

Tabela 12 - Potencial hidrogeniénico (pH) do sobrenadante obtido apartir do meio
YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 pg/mLde
nourseotricina fermentado a 200 rpm, 30°C e 70 h pelas linhagens BR-X5, BR-
X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4.

Linhagem de fermentacao pH
BR-X5 5,416 + 0,0052
BR-X5Apdcl 5,35 + 0,03464%
BR-X5Apdcl LDH1 4,583 + 0,023°
BR-X5Apdcl LDH2 5,293 +0,0232b
BR-X5Apdcl LDH3 5,34 + 0,02%
BR-X5Apdcl1 LDH4 4,99 + 0,032b

Fonte: Elaborado pela autora. Meédias representadas pela mesma letra ndo se diferiram
significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (p< 0,05).

Tabela 13 - Concentracao, rendimento e produtividade obtidos para a producédo de
acido latico em 34h de fermentacdo (tempo em que houve maxima concentracao de
acido latico) pelas linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4 em meio
YPDX, com 50 g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 pg/mLde
nourseotricina, a 200 rpm e 30°C.
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Linhagem Concentracéo Rendimento Produtividade
maxima (g/L) (g produto/g substrato) (g/L.h)
BR-X5 0,087 + 0,0232 <02 <02
BR-X5Apdcl 0,13 + 0,023 <o <o
BR-X5Apdcl LDH1 1,704 + 0,033° 0,01847 +0,0004° 0,0436 + 0, 0009°
BR-X5Apdcl LDH2 0,33 £ 0,056 0,00126 + 0,00062 0,0034 + 0,001672
BR-X5Apdcl LDH3 0,152 + 0,022 <0 <0
BR-X5Apdcl LDH4 0,69 + 0,0215% 0,00602 + 0,00012 0,01371 + 0,0006%

Fonte: Elaborado pela autora. Médias representadas pela mesma letra ndo se diferiram
significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (p < 0,05).

Tabela 14 - Concentracdo, rendimento e produtividade obtidos para a producédo de
etanol em 40h de fermentacao (tempo em que houve maxima concentracao de etanol)
pelas linhagens BR-X5, BR-X5Apdcl e BR-X5Apdcl LDH1-4 em meio YPDX, com 50
g/L de glicose e 40 g/L de xilose, acrescido de 100 ug/mLde nourseotricina, a 200 rpm
e 30°C.

Linhagem Concentragéo Rendimento Produtividade
maxima (g/L) (g produto/g substrato) (g/L.h)
BR-X5 39,102 + 0,55 0,425 + 0,00468" 0,970 + 0,013
BR-X5Apdcl 39,44 + 1,04 0,429 + 0,012ns 0,979 + 0,026"
BR-X5Apdcl LDH1 38,18 + 0,45 0,424 + 0,003 0,948 + 0,011
BR-X5Apdcl LDH2 39,35+ 0,40 0,424 + 0,004"s 0,976 + 0,009"
BR-X5Apdcl LDH3 37,82+ 1,47"s 0,415 + 0,022"s 0,939 + 0,036"
BR-X5Apdcl LDH4 38,54 + 0,53 0,441 + 0,0009"s 0,955 + 0,013

Fonte: Elaborado pela autora. Médias representadas por “ns” ndo se diferiram significativamente pelo
teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05).

4.4 Integracdo genGmica da via de interesse

Para a integracdo gendmica em diferentes cOpias da enzima LDH1 (Bos
taurus), trés p2gRNA_DI-CRISPR,
pAB_DonPDC1_LDH1 e pAB_DonADH1_LDH1 (Apéndice A, Figura 38). Os primers
utilizados foram listados no Apéndice D e o gRNA desenhado na Tabela 15. O

plasmideos foram desenhados:

plasmideo p2gRNA_DI-CRISPR contém o gRNA para clivagem em elementos &
(delta) do genoma, o qual ja foi utilizado com sucesso na constru¢cdo de uma cepa
produtora de 2,3-butanol, resultando na integracdo de 25 copias do fragmento de
interesse  (HUANG e GENG, 2020). Os plasmideos pAB _DonPDC1 LDH1 e
pAB_DonADH1_LDH1 contém os donors que serdo utilizados no CRISPR-Cas9 com
os plasmideos ja mencionados que contém os gRNAs para dele¢cédo do PDC1 e ADH1.



90

Com esses plasmideos, se objetiva 0 desenvolvimento de leveduras com integracao
em uma coépia, no locus PDC1, como duas copias, no locus da PDC1 e ADH1. Até
entdo, os plasmideos foram montados em levedura por recombinacdo homéloga

(Figura 39) e confirmados por PCR (Figura 40, 41 e 42).
Figura 38 - Vetores desenhados para a utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 na

integracéo gendmica da L-LDH de Bos taurus na levedura Saccharomyces cerevisiae
BR-X5: p2gRNA_DI-CRISPR, pAB_DonPDC1_LDH1 e pAB_DonADH1_LDH1.
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Fonte: elaborado pela autora.
Tabela 15 - RNA-guia para a integracdo em multicopia do cassete de expresséo da L-

LDH de Bos taurus nos elementos delta do genoma da levedura Saccharomyces

cerevisiae BR-X5 (HUANG E GENG, 2020).
Nome RNA-guia + sequéncia PAM Eficiéncia Alvos néo
especificos
TGAGGATTCCTATATCCTCG AGG 66,74% 194

gRNA

Fonte: Elaborado pela autora

Placas de montagem dos plasmideos p2gRNA_DI-CRISPR,
pAB_DonPDC1 LDH1 e pAB_DonADH1 LDH1 por recombinacdo homéloga em

Figura 39 -

levedura.
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Fonte: Elaborado pela autora. A levedura BY4741 foi transformada com os fragmentos de DNA
contendo as caudas de homologia e plagueadas em meio contendo marca de sele¢cdo. Em cima, tem-
se as placas resultantes dessa transformacéo e, em baixo, o branco da transformacao, em que nao foi
adicionado DNA. As colbnias, entdo, passaram por confirmagcado molecular.

Figura 40 - Géis de eletroforese de confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo p2gRNA_DI-CRISPR.
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificagdo dos fragmentos de DNA para montagem: “A”
corresponde a amplificagdo de um fragmento de 1277pb, pelos primers Vector Aa_Ba_gRNA 61ed2_
F e Mxtermf2 ; o “B” 1463 pb por Mxterm5R e Ab_Bb_ gRNA 81ed62_ R rc ; o “C” 1650pb por
Aa_Ba_gRNA 81ed2_ F e AmpPro; “D” 1405pb por VR e Ab_Bb_ gRNA 61ed2_ R rc. A confirmacdo
foi feita em duas partes, com o “E” correspondendo a 2702pb, amplificado pelos primers VR e Mxtermf2;
0 “E” 3134pb por Mxterm5R e AmpPro. Um controle de reagéo foi feito para todas as rea¢des de PCR
e o marcador 1KB plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos
do marcador representados a direita).

Figura 41 - Géis de eletroforese de confirmacao da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_DonPDC1_LDH1.
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificacdo dos fragmentos de DNA para montagem: “A”
corresponde a amplificacdo de um fragmento de 1277pb, pelos primers Vector A to B_F e Mxtermf2 ; o
“B” 1194pb por Mxterm5R e Vector A Rrc; o “C” 516pb por PDC1_Vector A F e PDC1p_R rc; “D”
1805pb por TDH1p_PDC1p_F e LDH1_TDH1t R rc; o “E” 1372pb por LDH1_TDH1p_F e
TDH1t_PDC1t_R rc; o “F” 434pb por PDC1t_F e PDC1t_vectorB_R rc; 0 “G” 1650pb por Vector B_F e
AmpPro; o “H” 1136pb VR e Vector B to A_R rc. A confirmacéo foi feita em quatro partes, com o “I”
correspondendo a 2413pb, amplificado pelos primers VR e Mxtermf2; o “J” 3442pb por Mxterm5R e
LDH1_TDH1t_R rc; o “K” 1372pb por LDH1_TDH1p_F e TDH1t PDC1t R rc; o “L” 2350pb por
TDH1t_F e AmpPro. Um controle de reacéo foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador

representados a direita).

Figura 42 - Géis de eletroforese de confirmacao da amplificacdo dos fragmentos de
DNA e da montagem do plasmideo pAB_DonADH1 LDHL1.
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Fonte: Elaborado pela autora. Na parte de amplificagdo dos fragmentos de DNA para montagem: “A”
corresponde a amplificagdo de um fragmento de 1277pb, pelos primers Vector A to B_F e Mxtermf2 ; o
“B” 1194pb por Mxterm5R e Vector A_ R rc ; o “C” 409pb por ADH1p_Vector A_F e ADH1p_R rc; “D”
1800pb por TDH1p ADH1p F e LDH1_TDH1t R rc; o “E” 1371pb por LDH1_TDH1p_F e
TDH1t_ADH1t_R rc; o “F” 423pb por ADH1t_F e ADH1t_vectorB_R rc; 0 “G” 1650pb por Vector B_F e
AmpPro; o “H” 1136pb VR e Vector B to A_R rc. A confirmagao foi feita em quatro partes, com o “I”
correspondendo a 2413pb, amplificado pelos primers VR e Mxtermf2; o “J” 3335pb por Mxterm5R e
LDH1_TDH1t_R rc; o “K” 1339pb por LDH1_TDH1p_F e TDH1t_ADH1t R rc; o “L” 2339pb por
TDH1t_F e AmpPro. Um controle de reacao foi feito para todas as reacdes de PCR e o marcador 1KB
plus Thermo Scientific foi utilizado para verificar o tamanho dos amplicons (tamanhos do marcador
representados a direita).



94

5 DISCUSSAO

A partir do contexto de reestruturacdo da matriz energética atual, o
desenvolvimento de processos mais sustentaveis, baseados em recursos renovaveis
e com menor impacto ambiental, detém grande importancia para atingir a
sustentabilidade global. A atual producéo do acido latico, uma molécula que apresenta
grande interesse industrial e inimeras aplicagbes, envolve impactos ambientais e
gargalos econdbmicos que podem ser superados pela utilizacdo de plataformas
microbianas mais robustas e substratos com menor valor agregado. O
desenvolvimento de um bioprocesso mais eficiente, com o emprego de uma levedura
produtora de acido latico a partir de residuos agroindustriais e tolerante aos estresses
do processo, € imprescindivel para viabilizar essas inimeras aplicacdes e,
principalmente, tornar a comercializacdo em larga escala do biopolimero PLA
economicamente viavel.

A plataforma microbiana ideal, produtora de acido latico a partir de hidrolisado
lignocelulésico, deve apresentar boa tolerancia a condicbes de baixo pH, altas
concentracfes de acidos organicos e inibidores do hidrolisado lignocelulésico (TRAN
e ZHAO, 2021). Esses fendtipos microbianos sdo imprescindiveis para viabilizar a
implementacdo desse processo industrial e, até o presente momento, apenas uma
levedura S. cerevisiae com essas caracteristicas foi relatada para a producéo de LA
a partir de acucares de segunda geracdo (JANG et al., 2021). Apesar disso, nesse
estudo, a producdo de acido latico, feita a partir de hidrolisado de casca de trigo
sarraceno, ainda foi considerada baixa, havendo necessidade de melhorias na
performance da cepa, incluindo a resisténcia aos estresses do processo (JANG et al.,
2021). Isso demonstra a importancia da utilizacao de estratégias para melhorar esses
fendtipos de resisténcia e, nesse sentido, a triagem e identificagdo de cepas que
demonstrem mecanismos superiores de tolerancia € um método muito promissor. A
partir delas, é possivel o uso de abordagens sistémicas para explorar a base do seu
comportamento fisioldgico, na busca de padrbes genéticos e evolutivos para a
subsequente modificacdo genética racional ou realizacdo de retrocruzamentos, para
melhoria da performance de leveduras na producdo de acidos organicos (TRAN e
ZHAO, 2021; MARULLO et al., 2009).

Entretanto, na literatura, a triagem de linhagens de S. cerevisiae resistentes a
altas concentracfes de acido latico a um pH baixo ainda se restringe a mutantes
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gerados a partir de modificacbes genéticas e evolucdes adaptativas. Em um
experimento recente, por exemplo, MITSUI et al. (2020) reportou uma avaliacdo do
crescimento de mutantes de S. cerevisiae em diferentes concentracdes de acido latico
por spot assay. Esses mutantes foram desenvolvidos a partir de uma metodologia de
evolucado do genoma mediado por CRISPR-Cas9, em que uma célula expressando a
Cas9 e um RNA-guia para multiplas clivagens do genoma, passou por uma evolucao
adaptativa em meio contendo 80g/L de acido latico a pH baixo, objetivando a selecao
de mutacdes que contribuam para o fenétipo de resisténcia (MITSUI et al., 2019;
MITSUI et al., 2020). Apesar da utilizacdo da estratégia de evolucado, a cepa gerada
nao foi capaz de crescer em meio YPD solido suplementado com 80 g/L de LA, nem
na coluna correspondente a ODesoo de 1. Enquanto isso, no presente estudo, foi
possivel identificar cepas de leveduras selvagens e industrial que foram capazes de
crescer em 80 g/L a pH 3. Entretanto, MITSUI et al. (2020) ndo fornece informacoes
sobre o pH do meio testado, o qual provavelmente nao foi ajustado e deveria estar
abaixo de 3, o que deve ter contribuido para a ndo sobrevivéncia da levedura. Mesmo
assim, isso demonstra o potencial que cepas de S. cerevisiae selvagens e industriais
possuem para a prospeccao de mecanismos de resisténcia.

Outros estudos também trazem a avaliagcdo da resisténcia de cepas de
levedura por spot assay apOs estratégias de engenharia metabdlica. BAEK et al.
(2017) gerou uma levedura por evolucao adaptativa em concentragdes crescentes de
acido latico (10 até 40 g/L) capaz de crescer em meio sélido contendo 10g/L desse
acido organico. Enquanto isso, pela delecao de quatro genes (Adse2, Ascw11, Aeaf3
e Ased?), SUZUKI et al. (2013) gerou uma levedura mutante que cresceu em meio
sélido com 70g/L de &cido latico (pH 2,5). Por fim, uma S. cerevisiae contendo a
superexpressao do gene ESBP6 foi capaz de crescer em meio contendo 62 g/L de
acido latico (pH 2,6) (SUGIYAMA et al., 2016).

Portanto, enquanto foi necesséario modificacées e evolugbes adaptativas para
0 aumento da resisténcia de cepas de S. cerevisiae nos estudos relatados, as cepas
testadas neste estudo revelaram uma boa resisténcia natural devido a mecanismos
adaptativos intrinsecos, provavelmente relacionados com o ambiente do qual eles
foram isolados. Nao ha exatamente um consenso acerca da concentragdo inibitoria
de acido latico para S. cerevisiae, uma vez que a cepa, a composi¢cao e estado do
meio de cultura e o pH do meio podem afetar na resisténcia da célula (MITSUI et al,

2020; SUZUKI et al., 2013). Entretanto, estudos apontam que a concentragdo de 50
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g/L-60 g/L em um meio a um pH baixo é a concentracdo em que ocorre efeitos toxicos
para a célula (KUANYSHEV et al., 2020; SUZUKI et al, 2013). De fato, isso foi
observado neste trabalho, em que, a partir de 60g/L, foi observado inibicdo do
crescimento da cepa NCY3312 e diminuig&o do crescimento das demais.

A capacidade de crescimento em 80 g/L de LA a pH 3 da cepa de S. cerevisiae
PE-2 revela que a utilizacdo da levedura BR-X5, utilizada como chassi microbiano
para o desenvolvimento da plataforma microbiana deste trabalho, derivada da PE-2,
demonstra um potencial para a tolerancia ao acido latico. A PE-2 (Pedra-2) é uma
cepa de S. cerevisiae isolada da industria de bioetanol brasileiro, em que se usa a
operacdo Melle-Boinot, em que as leveduras séo recicladas a cada batelada por meio
de centrifugacao e tratamento 4cido (CORADINI et al., 2021). Dessa forma, as células
sdo expostas ao acido sulfarico por duas horas antes de serem introduzidas em uma
nova fermentacéo, para reducéo de bactérias contaminantes (CORADINI et al., 2021).
Como microrganismo isolado dessa operacdo, a PE-2 exibe naturalmente alta
resisténcia ao ambiente acido (CORADINI et al., 2021). Apesar de haver diferencas
em como 0s acidos inorganicos e organicos atingem as células, alguns mecanismos
de resisténcia, como mudancas na estrutura e conteldo da parede celular, sédo
comuns na resposta aos acidos e podem explicar por que a PE-2 demonstrou boa
resisténcia a altas concentracdes de acido latico em um pH baixo (CORADINI et al.,
2021; KAWAHATA et al., 2006). Além da evidéncia deste estudo da resisténcia aos
acidos organicos fracos pela PE-2, o trabalho de Della-bianca e Gombert (2013)
demonstraram que essa cepa também é capaz de crescer em concentracdes de até
3 g/L de acido acético em spot assay.

As leveduras, como algumas cepas de S. cerevisiae e Z. bailii, estdo entre os
principais microrganismos encontrados em bebidas e comidas deterioradas (TAKAGI
e KITAGAKI, 2015). Uma vez que normalmente nesses produtos é empregado 0 uso
de acidos organicos fracos como conservantes, essas cepas isoladas exibem
respostas adaptativas para o crescimento nessas condicdes (TAKAGI e KITAGAKI,
2015). De fato, a S. cerevisiae ATCC 38555, apontada como altamente resistente ao
acido latico em baixo pH, é uma levedura originalmente isolada de molho de maca
pasteurizado enlatado na Bélgica. A Z. bailii NCYC 1427, apesar de ndo ter sua origem
descrita na literatura, também foi potencialmente isolada de bebidas ou alimentos
estragados, uma vez que € muito recorrente encontrar essa espécie nessas condicdes
(KUANYSHEV et al., 2017).
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HAITANI et al. (2012) realizaram um estudo comparativo de cepas de S.
cerevisiae e apontaram a cepa ATCC 38555 como uma levedura de elevada
resisténcia a acido acético. Isso sugere que esses mecanismos também estdo
envolvidos com a resisténcia ao 4cido latico e explicam por que essa cepa conseguiu
crescer tanto em altas concentracdes de LA quanto em hidrolisado a pH 5. Apesar da
resposta adaptativa ao acido latico ainda néo ter sido totalmente elucidada, assim
como para outros acidos organicos fracos, como o acido acético, had alguns
mecanismos comuns, como a resposta ao baixo pH intracelular, que resulta no
bombeamento de prétons para fora da célula por meio de H+-ATPases e para dentro
do vacuolo, por V-ATPase (SUGIYAMA et al., 2016; TAKAGI e KITAGAKI, 2015).
Além disso, o fator de transcricdo Haal foi descrito como o principal determinante para
a resisténcia ao &cido latico, provavelmente envolvido com a diminuicdo das
concentracfes de lactato nas células e da reentrada do acido ndo dissociado
(SUGIYAMA et al., 2016; TAKAGI e KITAGAKI, 2015). De fato, sabe-se que a resposta
ao estresse pelo acido acético também envolve o fator de transcricdo Haal e os genes
induzidos se mostraram ocorrer nas duas condi¢cdes (INABA et al., 2013; TAKAGI e
KITAGAKI, 2015). Outros fatores de transcri¢éo, provavelmente também presentes na
resposta ao acido acético, como Hog1l e Slt2-MAPK, e Nat3, que estdo envolvidos na
modificacdo das proteinas da membrana, integridade celular e reparo de DNA,
também foram descritos na resposta ao acido latico (TAKAGI e KITAGAKI, 2015).

A Zygosaccharomyces bailii € uma levedura ndo-convencional normalmente
encontrada em comidas e bebidas estragadas e exibe grande interesse biotecnol6gico
por sua conhecida tolerancia a &cidos organicos em condicbes de baixo pH
(KUANYSHEYV et al., 2017). Kuanyshev et al. (2020) relatou a triagem de 7 cepas de
Z. bailii crescidas em spot assay na presenca de acido latico e acido acético, entre as
quais trés cepas revelaram boa resisténcia a niveis toxicos desses acidos a pH 3,
sendo 5 g/L de &cido acético e 60 g/L de acido latico (KUANYSHEV et al., 2020). O
crescimento da Z. bailii NCYC 1427 em acido latico acima do nivel relatado no estudo
reforca o potencial dessa cepa para estudos mais aprofundados. Além disso, o
hidrolisado utilizado neste trabalho continha 9,5 g/L de acido acético, além de outros
inibidores, o que revela que a Z. baili NCYC 1427 potencialmente possui alta
resisténcia a uma sinergia de inibidores presentes no hidrolisado. Porém, isso foi
observado a um pH 5 e, como o pKa do acido acético é 4,75, a forma predominante

neste pH é a menos téxica. Considerando a existéncia de outros acidos com
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predominéancia na sua forma néo dissociada em pH 3, como o acido férmico (pKa 3,77)
e levulinico (pKa 4,59), e a presenca de outros inibidores do metabolismo microbiano,
sua capacidade de crescimento a pH 3, mesmo sendo minima, revela mecanismos
adaptativos para esse meio adverso, 0s quais podem ser explorados para a
construcdo de novas plataformas microbianas (KAWAHATA et al., 2006).

A Brettanomyces bruxellensis é uma levedura néo-convencional que
normalmente causa deterioracdo em alimentos e bebidas, como vinho, cidra e
produtos lacteos, alterando seus sabores, além de ser um contaminante encontrado
na producéao de bioetanol (BLOMQVIST e PASSOTH, 2015; CRAUWELS et al., 2015).
Entretanto, essa levedura pode ser usada para adicionar sabores desejaveis a
bebidas fermentadas, como as cervejas belgas Lambic e Gueuze (CRAUWELS et al.,
2015). De fato, a cepa utilizada neste estudo, a B. bruxellensis WLP 4639, € uma
levedura isolada em uma cervejaria dos Estados Unidos que produz cervejas belgas.
No processo de producdo dessas cervejas, a fermentacdo acontece pela B.
bruxellensis, mas também por outros microrganismos, como bactérias acido laticas,
bactérias acido acéticas e S. cerevisiae (CRAUWELS et al., 2015). Apesar de nao
haver muito conhecimento sobre o metabolismo e resisténcia dessa espécie, a
tolerancia ao acido latico pela cepa deste estudo pode estar relacionada com esse
crescimento na presenca de outros organismos, jA que ha producdo de acidos
organicos fracos durante o processo e a caracteristica dessa cerveja € o teor acido.
Ha evidéncias também que leveduras dessa espécie produzam altas concentracdes
de acido acético, contribuindo para esse ambiente acido e resisténcia ao baixo pH
decorrente de acidos organicos fracos (BLOMQVIST e PASSOTH, 2015).

Além do estudo dos mecanismos de adaptacéo de outras cepas de levedura, a
modificacdo genética a partir de dados presentes da literatura também representa
uma estratégia promissora para melhorar a capacidade de resisténcia da cepa
desenvolvida. Por exemplo, no trabalho de Sugiyama et al. (2016), a superexpressao
do gene ESBP6 se mostrou importante para a manutencdo do pH intracelular na
presenca de acido. Além disso, Suzuki et al. (2013) apontou que a delecdo dos genes
DSE1, SCW11, EAF3 E SED1, levou a uma maior resisténcia a acido latico.

Entretanto, antes de se chegar nessa etapa de melhoria da tolerancia da
plataforma microbiana ao substrato, ao produto e as condicbes do meio de
crescimento, primeiro é necessario passar por etapas iniciais (ABBOTT et al., 2009).

O primeiro deles é permitir o acumulo de piruvato, o substrato da enzima lactato
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desidrogenase (LDH), por meio do redirecionamento e diminui¢céo do fluxo de carbono
da via de fermentacéo alcodlica (ABBOTT et al., 2009). O segundo é a expressao
heterdloga da enzima (LDH) da via de producdo do acido latico para conversédo
eficiente no produto de interesse, com outras modificacbes genéticas visando
diminuicao do desbalanco redox (ABBOTT et al., 2009).

Dada a importancia fundamental da via do etanol no metabolismo da S.
cerevisiae, alguns desafios sdo enfrentados na tentativa de redirecionar os fluxos de
carbono para outros produtos de interesse. De fato, a delecdo completa da
fermentacao alcodlica ja se mostrou uma estratégia desfavoravel, com diversas cepas
de S. cerevisiae sendo estudadas ha mais de 25 anos e nenhuma tentativa bem-
sucedida em restaurar o crescimento microbiano a niveis convencionais (DAl et al.,
2018). Dessa forma, a estratégia utilizada neste estudo foi a delecédo parcial da via,
especificamente dos genes mais responsaveis pela conversdo dos metabdlitos a
etanol e CO2. Essa abordagem ja foi realizada com sucesso por outros pesquisadores
para a producdo de diversos biocompostos, como 2,3-butanediol, &cido malico e o
proprio acido latico (BAEK et al., 2016; ISHIDA et al., 2005; KANG et al., 2021; LEE et
al., 2019; SONG et al., 2016; TOKUHIRO et al., 2009). Entretanto, a delecéo parcial
da via do etanol na cepa de S. cerevisiae BR-X5 se mostrou mais dificultosa do que
os estudos relatados na literatura.

A manutencdo da homeostase da célula € decorrente de interagbes do
metabolismo fortemente reguladas, as quais também devem ser flexiveis para tornar
0 organismo capaz de se adaptar a condicdes ambientais e nutricionais adversas (YU
et al., 2019). Em microrganismos como a levedura S. cerevisiae PE-2, que é um
organismo industrial de robustez elevada, provavelmente ha mecanismos regulatérios
evolutivos mais fortemente interligados, principalmente envolvendo a producdo de
etanol. Isso, apesar de ser bom do ponto de vista industrial e fermentativo, por fornecer
capacidade da célula sobreviver mesmo em face de estresses industriais, pode impor
dificuldades no redesenho do metabolismo pela engenharia metabolica.

Em cepas de S. cerevisiae, a PDC1 é a principal isoenzima, sendo a mais
expressa na maioria das condicbes (ROMAGNOLI et al., 2012). A PDCS5, por sua vez,
apenas € expressa em condi¢des especificas, como em limitagdo de nitrogénio ou de
tiamina e na auséncia do gene PDC1 funcional, uma situacdo de autorregulacéo
(ROMAGNOLI et al., 2012). Além disso, essas duas isoenzimas sao reguladas pelo

fator de transcricdo Pdc2 e sao induzidas na presenca de glicose (EBERHARDT et
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al., 1999; MOJZITA e HOHMANN, 2006). Portanto, quando se realiza a delecdo da
PDC1, ha uma autorregulacdo compensatoéria que promove 0 aumento da expressao
de PDCS5. Entretanto, na literatura, como mostrou o estudo de Zhang et al., (2022),
normalmente é relatado que, na delecdo da PDC1, mesmo na presenca da PDC5, a
cepa apresenta um crescimento microbiano menor, além de menor producédo de
etanol e maior producéo de glicerol, resultante do menor fluxo na via do etanol e menor
reoxidagdo dos cofatores por essa via (EBERHARDT et al., 1999). Uma vez que as
isoenzimas PDC1 e PDC5 ndo sao completamente idénticas, essa compensacao
apenas parcial provavelmente esta ligado com a estrutura e atividade das enzimas,
uma vez que ja foi relatado um maior Km para a PDC5 em relacdo a PDC1, o que
contribui para manter 50-80% da atividade da piruvato descarboxilase em relagéo a
cepa parental (ROMAGNOLI et al., 2012).

Contrariamente a isso, 0 resultado deste estudo demonstrou que a
performance da cepa BR-X5Apdcl nao foi alterada, um fendtipo que talvez tenha
ligagdo com o fato de ser uma cepa industrial. De fato, a maioria das leveduras
utilizadas nos trabalhos, onde foi realizado a delecdo parcial da via do etanol, sao
cepas laboratoriais ou isoladas do meio ambiente, sendo menos robustas que as
cepas industriais. E possivel que, pela robustez inerente de uma levedura derivada da
S. cerevisiae industrial PE-2, haja mecanismos regulatérios adicionais que facam as
outras isoenzimas compensarem totalmente o gene funcional PDC1, resultando no
fenétipo observado neste trabalho. Outra hipétese é de que a PDC5 da BR-X5
apresente mutacdes que a facam mais eficiente e comparavel a atividade da PDC1
ou que a PDC6 esteja sendo também expressa por regulacdes compensatoérias. Sabe-
se que a PDC6 € normalmente expressa em culturas com limitacdo de enxofre, por
uma regulacgéo transcricional (ROMAGNOLI et al., 2012). Porém, em algumas cepas,
a delecao tanto da PDC1 quanto da PDC5 n&do demonstra total deplecéo da atividade
piruvato descarboxilasica, o que indica que talvez a PDC6 também exiba essa
atividade compensatoria (ISHIDA et al., 2006; ZHANG et al., 2022). Portanto, outras
estratégias se fazem necessarias para a delecdo parcial da via do etanol, como a
delecdo da PDC5 e a regulacdo dindmica da expressdo da PDC5 e PDC6, por
exemplo por meio da utilizagdo do sistema CRISPR-dCas9 associado com um efetor
de transcricdo (BOWMAN et al., 2020).

A partir de relatos na literatura de que a delecdo apenas da ADH1 resulta no

crescimento muito reduzido da cepa mutante, pelo grande acumulo de acetaldeido
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toxico, a delecdo desse gene foi testada na cepa BR-X5Apdcl (TOKUHIRO et al.,
2009). Entretanto, como nessa linhagem ndo houve modificacdo na conversao
metabolica de piruvato em acetaldeido, isso pode ter influenciado a sobrevivéncia de
células BR-X5ApdclAadhl, as quais ndo conseguiram crescer na mesma taxa que
células BR-X5Apdcl durante a recuperacdo e plagueamento da transformacao.
Realmente, obteve-se muitas colonias falso positivas, confirmado pelas
transformacdes controle, que mostra que muito provavelmente elas dominaram o meio
de cultura e competiram com as células positivas de menor crescimento. Além disso,
levanta-se outras duas hipéteses sobre a delecdo ndo bem-sucedida dessa enzima:
a Cas9 pode nao ter sido capaz de clivar o gene ADH1 com os gRNAs desenhados;
ou o desbalanco redox resultante da delecdo da ADH1 propiciou a sobrevivéncia
apenas de cepas falso-positivas. Para testar essas hipéteses, pode-se realizar uma
nova tentativa de delecdo apdés o ajuste dos niveis de atividade da piruvato
descarboxilase; testagem de novos gRNAS; ou entdo realizar uma nova tentativa de
delecéo a partir de cepas mutadas contendo a integragéo da LDH, para diminui¢éo do
desbalanco redox.

A delecdo da PDC1 e ADH1 é uma estratégia comum no desenvolvimento de
cepas de S. cerevisiae produtoras de acido latico. Tokuhiro et al. (2009), por exempilo,
investigaram a delecédo apenas da PDC1 e ADH1 e das duas em conjunto em uma
cepa de S. cerevisiae produtora de LA, contendo o gene L-LDH bovino. Enquanto a
mutacdo apenas na ADHL1 inviabilizou o crescimento do microrganismo, a mutagao
dupla resultou em um aumento no rendimento de lactato produzido, comparado com
a cepa apenas com a PDC1 deletada, embora a taxa de crescimento tenha sido
diminuida pela metade pelo aumento de sensibilidade a glicose. Dessa forma,
normalmente a delecdo do PDC1 resulta em diminuicdo da atividade de piruvato
descarboxilase das cepas, contribuindo para uma reducdo da producéo de etanol e
aumento da producao de lactato (BAEK et al., 2017; ISHIDA et al., 2005; LEE et al.,
2015; MITSUI et al., 2020; NOVY et al., 2017; SUGIYAMA et al., 2016; SUZUKI et al.,
2013; TOKUHIRO et al., 2009; WATCHARAWIPAS et al., 2021; ZHONG et al., 2019).
Apesar de normalmente isso ocorrer em cepas laboratoriais e selvagens, isso também
foi verificado em cepas de producgdo de vinho, que talvez também possuam maior
robustez (ISHIDA et al., 2005). Ishida et al. (2005), por exemplo, reportou que a
delecdo de PDC1 resultou na diminuicdo de 1/3 da atividade piruvato descarboxilasica

em relacéo a cepa parental, culminando na diminui¢céo de 40,5 g/L para 33,1 g/L de
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etanol e resultando na producéo de 16,1 g/L de acido latico, em crescimento em YPD
com 10% de glicose sem adicdo de neutralizantes. Esses resultados, apesar de nao
corroborarem com os obtidos neste estudo, demonstram como o redirecionamento da
via do etanol € importante no aumento da producéo de acido latico.

Com relacédo a escolha da enzima LDH heterdloga expressa para a producao
de acido latico, € importante que haja o estudo da melhor LDH empregada no chassi
escolhido, uma vez que a producao de acido latico se mostra dependente da cepa de
S. cerevisiae utilizada e da origem da enzima expressa (BRANDUARDI et al., 2006).
De fato, estudos de Branduardi et al. (2006) mostraram que a mesma enzima expressa
de forma integrativa e sob influéncia de um promotor constitutivo e forte (TPI) tem
diferentes atividades e resulta em diferentes concentracbes de &cido latico
dependendo da cepa de S. cerevisiae usada. Nesse estudo, a expressao da L-LDH A
de Bos taurus resultou em concentracfes de LA que variaram de 20 mg/L até 801
mg/L em diferentes cepas de S. cerevisiae. Além disso, esse mesmo estudo mostrou
gue a expresséao de diferentes LDHSs, incluindo a LDH A de Bos taurus e as L-LDHs
de L. plantarum e L. casei, ha mesma cepa, resultou em diferentes concentracdes de
acido latico produzido, como também foi observado nos resultados deste estudo.
Branduardi et al. (2006) apontou a LDH de L. plantarum como a melhor enzima, que
resultou em 6,15 g/L de acido latico em meio YNB 2% de glicose. Em contrapartida, a
LDH de L. plantarum expressa em BR-X5 nao resultou em producéo significativa de
acido latico, corroborando com o fato de que a expressao também € dependente da
cepa escolhida. Maiores estudos sobre os niveis de expressdo das LDHs, suas
atividades enzimaticas e afinidade com o substrato podem ser feitas para investigar a
influéncia das diferentes enzimas na BR-X5, como foi feito em Branduardi et al. (2006)
e Ishida et al. (2005).

Apesar da linhagem contendo a LDH de Bos taurus ter apresentado a maior
concentracdo de &cido latico deste estudo e configurar como uma cepa prova de
principio, com relagéo a literatura, essa producéo ainda € muito pequena. Leveduras
produtoras de vinho expressando a LDH de Bos taurus ja foram relatadas produzindo
50,2 g/L, 55,6 g/L, 64,1 g/L e 122 g/L de &cido latico (ISHIDA et al., 2005; ISHIDA et
al., 2006; TOKUHIRO et al., 2009; SAITOH et al., 2005). Entretanto, essas leveduras
foram desenvolvidas com reducéo parcial da via do etanol e multiplo nimero de copias
da enzima, o que contribui para o aumento das concentracdes obtidas. Sem a

modificacdo genética de outras vias, a levedura desenvolvida por Turner et al. (2015)
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atingiu 49,1 g/L de producédo de LA em xilose e 9,9 g/L em glicose, 0 que ainda séo
concentracfes muito maiores do que as obtidas neste estudo. Apesar disso, a
obtencdo de uma cepa prova de principio, a qual é capaz de produzir 0 composto
desejado, mesmo em pequenas concentracdes, € o primeiro passo para se obter uma
cepa produtora industrial (HONG e NIELSEN, 2012). Apds isso, se objetiva o
desenvolvimento de linhagens para atingir os requerimentos industriais, que para o
acido latico consiste em um rendimento de 80%, produtividade de 2,5 g/Lh e
concentracdo de 100 g/L, como pode ser visto na Figura 43 (UPADHYAYA et al.,
2014).

Figura 43 — Comparacdo dos requerimentos ideais de concentracdo, rendimento e
produtividade (TRY) demandandos pelas industriais para a producéo de acido latico e
os valores obtidos a partir da cepa prova de principio BR-X5 Apdcl pLDH1 (L-LDH de
Bos taurus) desenvolvida.

Requerimentos Cepa prova de
TRY: IDEAL principio
Produtividade Produtividade

2,5 g/Lh 0,043 g/Lh
Concentracao Rendimento Concentracdo Rendimento
100 g/L 80% 1,7 g/L 1,8%

(UPADHYAYA et al., 2014). BR-X5Apdc? pLDH1

Fonte: Elaborado pela autora

A pequena producao de &cido latico resultante das cepas desenvolvidas neste
estudo, além de ter relacdo com a drenagem de carbono pela via do etanol, também
possui contribuicdo pela producéo de acido latico ter sido avaliada a partir de LDHs
expressas em plasmideo de alta copia. A multiplicacdo desse plasmideo dentro da
célula utiliza energia que poderia estar sendo direcionada para a produc¢éo do produto
de interesse. Ishida et al. (2005) verificou que a integracdo gendémica de 2 cépias da

enzima LDH bovina resultou na producédo de 50,6 g/L de acido latico, enquanto a
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producdo em plasmideo de alta copia apenas tinha resultado na producéo de 16,1 g/L.
Além disso, para as linhagens desse estudo, a sobrevivéncia em antibiético implica na
expressdo do gene de resisténcia, o que também consome metabdlitos, ATP e
mondmeros da célula. Dessa forma, apesar da concentracdo maxima obtida neste
estudo ter sido de 1,7 g/L, é esperado que a real concentracao seja verificada quando
a enzima for integrada. Isso é relevante também do ponto de vista industrial, uma vez
que a utilizacdo de grandes quantidades de antibiéticos para manter o plasmideo na
célula é uma técnica dispendiosa.

A utilizacao de acguUcares pelas linhagens desse trabalho demonstra que houve
uma repressao catabdlica pela glicose. Entretando, na cepa BR-X5Apdcl cultivada
apenas em xilose, pode-se verificar também que h&d uma captacdo mais demorada
dessa fonte de carbono. Entdo, em meio contendo essas duas fontes de carbono,
mesmo depois do consumo da glicose, a xilose é consumida mais lentamente,
sobretudo para as leveduras que apresentaram producéo significativa de acido latico.
Isso pode estar associado com o pico de producdo de &cido latico, que, para a BR-
X5Apdcl pLDH1, ocorreu quando a xilose estava sendo consumida, uma vez que ja
foi relatado maior producéo de &cido latico em xilose como Unica fonte de carbono
(TURNER et al., 2015). Os pesquisadores hipotetizaram que isso ocorreu pelo menor
acumulo de piruvato em meio com xilose, decorrente dessa captacdo mais lenta dessa
fonte de carbono, o que pode favorecer a enzima LDH, por causa da baixa afinidade
que a PDC exibe com o substrato. Além disso, também foi discutido que a auséncia
da sinalizacéo da glicose pode levar a menores fluxos para a producéo de etanol, que
pode acabar direcionando o piruvato para outras vias, como a do latico (TURNER et
al., 2015). Entretanto, como a producéo do acido latico pela BR-X5Apdcl pLDH1
comeca em torno de 8h de fermentacdo, quando a glicose ainda esta sendo
consumida, essa influéncia da xilose pode ter contribuido apenas parcialmente para
atingir o pico de producéo.

Ainda em relacdo aos metabolitos produzidos, a menor producéo de glicerol
pela cepa BR-X5Apdcl pLDH1 pode estar relacionada com a sua maior producéo de
acido latico. Tradicionalmente, o glicerol é produzido como um mecanismo
compensatorio para manter o balanco redox das células, regenerando NAD+ que
foram reduzidos na glicdlise. Isso é evidenciado, por exemplo, na delecdo do ADH1,
em que as cepas, além de produzir menos etanol, também possuem uma maior

producéo de glicerol (BAEK et al., 2016). A via do acido latico, entretanto, também
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realiza essa reoxidacdo do NADH, o que pode ter contribuido com a menor
necessidade da célula de redirecionar o fluxo metabdlico para essa via.
Interessantemente, muitos trabalhos que visam o aumento da producao de &cido latico
também fazem a delecdo das enzimas da via do glicerol, para impulsionar a reducéo
desses cofatores atrelados a producéo de acido latico (BAEK et al., 2016; LEE et al.,
2015; RYU et al., 2018; SONG et al., 2016).

Dessa forma, a cepa prova de principio gerada neste trabalho ainda precisa
passar por outros ciclos de engenharia metabdlica para haver uma producao eficiente
de &cido latico. Branduardi et al. (2006) mostrou que um enorme contribuinte para a
maior producao de acido latico é a superexpressao do gene por aumento do nimero
de copias. Isso pode ser atingido pela transformacéo da BR-X5 com os plasmideos
para integracdo gendmica da LDH de Bos taurus em diferentes copias desenvolvidos
neste trabalho. Porém, além da integracdo gendémica, outras modificacdes genéticas
também ainda precisam ser feitas, como o0 ajuste da atividade da piruvato
descarboxilase e delecdo da ADH1, para redirecionamento do carbono para a via de
interesse. Além disso, a delecdo dos genes GPD1 e/ou GPD2 podem ser realizados,
como foi feito em Baek et al. (2016), Lee et al. (2016), Ryu et al. (2018), Song et al.
(2016), para aumento da producdo de acido latico. Outra estratégia bem comum
também tem sido a delecéo da via de consumo de acido latico (Cyb2), como em Ryu
et al. (2018), Song et al. (2016) e Zhong et al. (2019). Isso € imprescindivel para
eliminar a competicao pelo uso de acido latico como substrato e é ainda mais relevante
neste estudo, em que foi observado consumo do acido latico pela cepa BR-X5Apdcl
pLDH1 mesmo antes da deplecdo de toda xilose. Ademais, como a melhoria da
producao de acido latico também tem relacdo com a resisténcia da cepa a esse acido
organico, outras estratégias podem ser utilizadas para a melhoria desse
microrganismo, como evolucao adaptativa em meio 4cido, cruzamento com as cepas
identificadas como mais resistentes neste trabalho, como a S. cerevisiae ATCC
38555, exploracdo de seus mecanismos intrinsecos e a modificacdo genética de
genes relacionados com a resisténcia ao acido latico, como superexpressao do Haal
e ESBP6 (SUGIYAMA et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

A partir deste estudo, identificou-se as cepas S. cerevisiae PE-2, ATCC38555,
Z. bailii NCYC 1427 e B. bruxellensis WLP 4639, como altamente resistentes ao acido
latico, e a Z. baili NCYC 1427, como resistente aos inibidores do hidrolisado
lignocelulésico de bagaco de cana-de-agucar. Portanto, essas quatro cepas exibem
potencial para serem exploradas no desenvolvimento da plataforma microbiana
produtora de &cido latico a partir de hidrolisado lignoceluldsico. Além disso, a alta
tolerancia ao &cido latico da cepa de S. cerevisiae PE-2 indica que a levedura BR-X5,
utilizada como chassi microbiano neste trabalho, potencialmente também apresenta
esse fendtipo, que é favoravel para o desenvolvimento de um microrganismo produtor
desse acido.

A delecédo do gene PDC1 ndo acarretou prejuizos na performance da cepa
desenvolvida, mas também nao resultou em diminui¢do da producao de etanol, o que
revela que novas tentativas de diminuicdo do fluxo de carbono para a via de
fermentacao alcodlica devam ser realizadas, abrindo possibilidades para tracar novas
estratégias, completando um ciclo DBTL dessa ciéncia do redesenho do metabolismo.
O estudo das LDHs foi imprescindivel para identificar a melhor enzima expressa na
cepa escolhida, com a L-LDH A de Bos taurus sendo apontada como a mais
promissora. Com a expressdo dessa enzima em plasmideo de alta cépia e sob
influéncia de um promotor constitutivo e forte, foi possivel o desenvolvimento de uma
cepa de S. cerevisiae prova de principio para a producdo de &cido latico, com
concentragdo méaxima de 1,7 g/L, rendimento de 1,8% e produtividade de 0,043 g/L.h.
Apesar da obtencdo bem-sucedida dessa cepa prova de principio, para atingir os
requerimentos industriais, ainda é necessario que a linhagem passe por mais ciclos
de engenharia metabdlica.

Por fim, o desenvolvimento dos plasmideos de integracdo gendmica permite a
exploracdo de novos ciclos DBTL para a construcdo da plataforma microbiana
produtora de acido latico, com o estudo da influéncia de diferentes nimeros de copias
integradas no genoma. Além disso, a integracdo também favorece a realizacdo de
novas estratégias para redirecionamento do carbono da via do etanol para a via de
fermentacdo latica, como a dele¢cdo do gene ADH1, que ndo foi possivel de ser
realizado neste trabalho.
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APENDICE A — PLASMIDEOS UTILIZADOS NAS ESTRATEGIAS DE
ENGENHARIA METABOLICA PARA O DESENVOLVIMENTO DE UMA
SACCHAROMYCES CERVEVISIAE PRODUTORA DE ACIDO LATICO

Plasmideo

Descricdo

Referéncia

pJASPR_6A_nat (vetor A)

pJASPR_6B (vetor B)

pJACas-K

pLDH — Bos taurus

pLDH — L. heveticus

pLDH — L. plantarum

pLDH — L. casei

p2gRNAdelPDC1

p2gRNAdelADH1

pAB_DonPDC1_DonADH1

pAB_TDH1_LDH1

pAB_TDH1_LDH2

pAB_TDH1_LDH3

pAB_TDH1_LDH4

pAB_DonPDC1_LDH1

pAB_DonADH1_LDH1

p2gRNA_DI-CRISPR

Gene de resisténcia a nourseotricina, nao
replica em levedura

Replica em levedura, ndo carrega gene de
resisténcia

Gene codificante da endonuclease Cas9

ORF  L-LDH Bos taurus  (GenBank:
BC146210.1)
ORF L-LDH Lactobacillus helveticus

(UniProtKB/Swiss-Prot: 032765.1)

ORF L-LDH Lactobacillus plantarum (WCFS1 -
P56512.2)

ORF L-LDH Lacticaseibacillus casei (UniProtkB
P00343.3)

vetor A + B unido carregando dois RNA-guia
diferentes para dele¢do do PDC1

vetor A + B unido carregando dois RNA-guia
diferentes para dele¢do do ADH1

vetor A + B unido com donors para deletar PDC1
e ADH1

vetor A + B unido contendo cassete de
expresséao de L-LDH de Bos taurus

vetor A + B unido contendo cassete de
expresséo de L-LDH de Lactobacillus helveticus

vetor A + B unido contendo cassete de
expresséo de L-LDH de Lactobacillus plantarum

vetor A + B unido contendo cassete de
expresséo de L-LDH de Lacticaseibacillus casei

Vetor A + B unido contendo donor de integracéo
da L-LDH de B. taurus

Vetor A + B unido contendo donor de integracéo
da L-LDH de B. taurus

vetor A + B unido carregando um RNA-guia

duplicado para integracdo em varias copias do
L-LDH de B. taurus

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Comunicacao
pessoal

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE B — PRIMERS DESENHADOS PARA AMPLIFICACAO DOS
FRAGMENTOS DE DNA UTILIZADOS NA MONTAGEM DOS VETORES
p2gRNAdelPDC1, p2gRNAdelADH1 e pAB_DonPDC1_DonADH1

Nome Sequéncia (5' - 3")
Aa_pdcla F ATAAATGATCTCTGTCAATTTCAGCTGGGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGG
Ab_pdclb R AGCTCTAAAACCCGCTTTCGGTATCAACCAAGATCATTTATCTTTCA
CTGCGGAGAAGTT
Ba_pdclb F GATAAATGATCTTGGTTGATACCGAAAGCGGGTTTTAGAGCTAGAA
ATAGCAAGTTAAAATAAGG
Bb_pdcla R AGCTCTAAAACCCCCAGCTGAAATTGACAGAGATCATTTATCTTTCA
CTGCGGAGAAGTT
Aa_adhlaF ATAAATGATCCAAGTCAGTGTGACAGACACGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGG
Ab_adhlb R AGCTCTAAAACCCGATGGATCTGAATAATTCGATCATTTATCTTTCA
CTGCGGAGAAGTT
Ba_adhlb F GATAAATGATCGAATTATTCAGATCCATCGGGTTTTAGAGCTAGAAA
TAGCAAGTTAAAATAAGG
Bb_adhla R AGCTCTAAAACGTGTCTGTCACACTGACTTGGATCATTTATCTTTCA
CTGCGGAGAAGTT
Vector A_F AGGCTAGTCCGTTATCAACTTG
Vector A_Rrc ATTACCCGGCTGGCTTAACTA
Pdclp_vector CTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCGGGTAATAGATTATGT
A F ATGCTCTTCTGACT
Pdclp F AGATTATGTATGCTCTTCTGACT
Pdclp_Rrc TTGCGTGAGGTTATGAGTAGA

Pdclp jointt rc R

Pdclt F
Pdclt rc R

Pdclt_vector B_R
rc

Vector B_F
Vector B_R rc

Adhlp_vector
B_F

ADH1p_F

ATTAGAGATTAAATCGCTTATTGCTTAGCGTTGGTAGCATTGCGTGA
GGTTATGAGTAGA

TGCTACCAACGCTAAGCAATA
TTGTATCGAGGTGTCTAGTCT

ACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTTGTATCGA
GGTGTCTAGTCT

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG
GAAGATCCTTTGATCTTTTCTAC

ACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCGTTGTT
GTCTCACCATATCC

GTTGTTGTCTCACCATATCC
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ADH1p Rrc TGTATATGAGATAGTTGATTGTATG

ADH1t jointp_F CAAGCTATACCAAGCATACAATCAACTATCTCATATACAGTTGGTAG
ATACGTTGTTGAC

ADH1t_F GTTGGTAGATACGTTGTTGAC
ADH1t R rc CAACTGAAGGCTAGGCTGT

Adh1t_vector A_R CGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTCAACT
rc GAAGGCTAGGCTGT

Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE C - PRIMERS DESENHADOS PARA AMPLIFICACAO DOS
FRAGMENTOS DE DNA UTILIZADOS NA MONTAGEM DOS VETORES
pAB_TDH1_LDH1, pAB_TDH1_LDH2, pAB_TDH1_LDH3 e pAB_TDH1_LDH4

Nome Sequéncia (5' - 3")

Vector Ato B_F GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCGTTTTAGA
GCTAGAAATAGCAAG

Vector A_R rc ATTACCCGGCTGGCTTAACTA

TDH1p_vectorA_F TGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCGGGTAATAATGTATAT
GCTCATTTACACTCC

TDH1p_rc_R TTTGTTTTGTGTGTAAATTTAGTGAAG

LDH1_TDH1p_F  AAACAGTACTTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGGCAACTCT

CAAGGATCA
LDH1_TDH1_Rrc AATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTTATTCAAAACTGCAGTTCTTT
CTG
LDH2_TDH1p_F AACAGTACTTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGGCCAGAGAG
GAGAAAC
LDH2_TDH1_Rrc AATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTTATTTATTGTCTTACTTTCAC
TCCAG
LDH3_TDH1p_F  AACAGTACTTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGTCAAGTATG
CCTAATCATCAG
LDH3 _TDH1_Rrc AATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTTATTTACTTGTTCTCCAGCTC
TG
LDH4_TDH1p_F  AACAGTACTTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGGCATCAATT
ACCGATAAGGA
LDH4 _TDH1_Rrc AATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTTATTTATTGTCTTGTCTCAAT
GTCGT
TDH1t_F ATAAAGCAATCTTGATGAGGATAATG
TDH1t vectorB_rc CTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTTGCAAAGG
R CAGCAATATATTG
Vector B_F GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

Vector Bto A_R_rc AGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACG

Fonte: Elaborado pela autora



APENDICE D - PRIMERS DESENHADOS PARA AMPLIFICACAO DOS
FRAGMENTOS DE DNA UTILIZADOS NA MONTAGEM DOS VETORES
p2gRNA_DI-CRISPR, pAB_DonPDC1_LDH1 e pAB_DonADH1_LDH1

Nome

Sequéncia (5' - 3")

Donord1_TDH1p_F

Donord2_TDH1t R rc

Aa_Ba_ gRNAd1ed1 F

Ab_Bb_gRNAd1ed1 R

rc

TDH1p_PDC1p_F

TDH1t_PDC1t R rc

ADH1p_vector A_F

TDH1p_ADH1p_F

TDH1t ADH1tR_rc

ADH1t _vector B_R rc

Checkdel_ADH1_F
Checkdel ADH1 R rc
Checkdel_PDC1 F
Checkdel PDC1 Rrc
MXterm_f2
MXterm5SR
VR

AmpPro

TGGGATTCCATTGTTGATAAAGGCTATAATATTAGGTATACAG
AAAATGTATATGCTCATTTACACTCC

TAGAGGAAGCTGAAGTGCAAGGATTGATAATGTAATAGGATA
ATGTTGCAAAGGCAGCAATATAT

ATAAATGATCTGAGGATTCCTATATCCTCGGTTTTAGAGCTAG
AAATAGCAAGTTAAAATAAGG

AGCTCTAAAACCGAGGATATAGGAATCCTCAGATCATTTATCT
TTCACTGCGGAGAAGTT

CTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATGTATAT
GCTCATTTACACTCCAT

GATTAAATCGCTTATTGCTTAGCGTTGGTAGCATTGCAAAGG
CAGCAATATATTG

CTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCGGGTAATGTTGT
TGTCTCACCATATCCG

CCAAGCATACAATCAACTATCTCATATACAAATGTATATGCTC
ATTTACACTCCA

CTTATTTAGAAGTGTCAACAACGTATCTACCAACTTGCAAAGG
CAGCAATATATTG

ACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCAACT
GAAGGCTAGGCTGT

CTATTGAAGTAATAATAGGCGCATG
GTAGATGCAATGAATGACGATG
ACCCATACCTTCCTTAAAAGC
AGAAATCTACGACAACTAGCTT
GTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTAGCGTG
CAGTATAGCGACCAGCATTCACATAC
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTC

CAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATA

Fonte: Elaborado pela autora.
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