
1 

 

 

 

Universidade de Brasília 

Instituto de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Biologia Microbiana 

 

 

 

 

Expressão do fator de transcrição Haa1 em Komagataella phaffii: efeito na tolerância a 

ácido acético e na produção de ácido xilônico 

 

 

 

Letícia Maria Mallmann Ferreira 

 

 

 

 

Brasília 

2022 



2 

 

LETÍCIA MARIA MALLMANN FERREIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expressão do fator de transcrição Haa1 em Komagataella phaffii: efeito na tolerância a 

ácido acético e na produção de ácido xilônico 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Biologia Microbiana da 

Universidade de Brasília para a obtenção de 

título de mestre em Biologia Microbiana. 

Orientador: Prof. Dr. João Ricardo M. de 

Almeida 

 

 

 

Brasília 

2022 



3 

 

RESUMO 

 A biomassa lignocelulósica é a matéria-prima renovável mais abundante no 

planeta e o seu máximo aproveitamento é fundamental para uma economia mais 

sustentável. Entre os desafios da sua utilização por microrganismos, estão a assimilação 

dos açúcares que a compõem e a tolerância desses organismos aos compostos inibitórios 

derivados das etapas de pré-tratamento e hidrólise da lignocelulose. O ácido acético é o 

principal ácido liberado durante a despolimerização da lignocelulose e exerce forte efeito 

inibitório ao crescimento microbiano, consequentemente comprometendo seu 

metabolismo e a produção de compostos de interesse. O fator de transcrição Haa1 

previamente descrito em Saccharomyces cerevisiae é o principal regulador da resposta 

celular ao estresse fisiológico causado pela presença de ácido acético e portanto a sua 

superexpressão apresenta potencial para favorecer o desempenho de outras leveduras na 

presença desse inibidor. Neste trabalho, o desempenho de linhagens recombinantes de 

Komagataella phaffii superexpressando o fator de transcrição Haa1 homólogo foi 

avaliado na presença de ácido acético e hidrolisado lignocelulósico. Adicionalmente, 

também foi avaliado o efeito da superexpressão de Haa1 sobre a produção de ácido 

xilônico por K. phaffii. A superexpressão de Haa1 conferiu à levedura maior tolerância 

ao ácido acético entre 2 g·L-1, 4 g·L-1 e 6 g·L-1 reduzindo o tempo de destoxificação em 

até seis horas e aumentando a produção de biomassa pela levedura em até 20%. O  efeito 

da superexpressão de Haa1 não demostrou, no entanto, efeito significativo na produção 

de ácido xilônico por K. phaffii quando essa foi cultivada em batelada alimentada com 

glicose e xilose. Os resultados obtidos demonstram a eficiência do fator de transcrição 

Haa1 no aumento da tolerância de K. phaffii ao ácido acético e abrem caminho para 

melhorar o desempenho da levedura na produção de ácido xilônico. 

Palavras-chave: Engenharia genética, Komagataella phaffii, Pichia pastoris, hidrolisado 

lignocelulósico, inibidor, tolerância, ácido acético, xilose, ácido xilônico, Haa1. 
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ABSTRACT 

Lignocellulosic biomass is the most abundant renewable resource hence its 

utilization is fundamental to achieving a sustainable economy. Two of the main 

challenges in lignocellulose utilization by microorganisms are the efficient assimilation 

of its sugars and microbial tolerance towards inhibitory molecules formed and released 

during pretreatment and hydrolysis of the material. Acetic acid is the main acid released 

by hemicellulose deacetylation and exerts strong inhibitory effect on microbial growth, 

consequently hampering sugar assimilation and bioproducts yield. Transcriptional factor 

Haa1 previously described in Saccharomyces cerevisiae is the main regulator of cellular 

response to physiological stress caused by acetic acid and therefore its overexpression is 

a potential strategy to improve yeast tolerance in the presence of such inhibitor. In this 

work, the performance of recombinant Komagataella phaffii strains overexpressing 

homologous Haa1 transcription factor was evaluated in the presence of acetic acid and 

lignocellulosic hydrolysate. Additionally, the effect of Haa1 overexpression on xylonic 

acid by K. phaffii was also evaluated. Haa1 overexpression allowed higher tolerance to 

K. phaffii under 2 g·L-1, 4 g·L-1 and 6 g·L-1 acetic acid reducing time for detoxification in 

six hours and increasing biomass production in 20%. The effect of Haa1 overexpression 

did not show significative improvement in xylonic acid production by K. phaffii when 

this was cultivated in fed batch with glucose and xylose. Results demonstrate efficiency 

of Haa1 overexpression towards acetic acid tolerance in K. phaffii and open possibilities 

to enhance the yeast performance on xylonic acid production. 

Keywords: Genetic engineering, Komagataella phaffii, Pichia pastoris, lignocellulosic 

hydrolysate, inhibitor tolerance, xylose, acetic acid, xylonic acid, Haa1. 
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1. Introdução 

1.1. Biomassa como matéria-prima 

 A utilização de recursos renováveis, isto é, recursos capazes de se regenerarem a 

curto prazo, representa uma alternativa mais sustentável para o meio ambiente e também 

para a economia internacional (Fatma et al. 2018). Somente no ano de 2020, a demanda 

global por energia cresceu em 3%, fazendo com que a parcela de energia renovável na 

matriz energética mundial saltasse de 27% em 2019 para 29% (Stichnothe et al. 2020). 

Tendo em vista a substituição de materiais fósseis para geração de energia e combustíveis, 

a biomassa vegetal – matéria orgânica proveniente de plantas – destaca-se como um dos 

recursos biológicos mais abundantes no planeta, com uma produção anual estimada em 

170 bilhões de toneladas (Chandel et al. 2020). Diferentemente dos combustíveis fósseis, 

que reintroduzem na atmosfera toneladas de carbono antes enterradas sob a superfície  

terrestre (van Maris et al. 2006), a biomassa de plantas é um material naturalmente 

biodegradável e sua utilização libera na atmosfera a mesma quantidade de carbono 

outrora fixada pela própria planta (Puppán 2001).  

Entre os biocombustíveis gerados a partir de biomassa, destacam-se os álcoois 

(etanol, metanol, butanol), o biodiesel e o biogás. O etanol de primeira geração é 

produzido a partir dos açúcares extraídos de vegetais ricos em sacarose (cana-de-açúcar, 

beterraba) ou amido (milho, trigo, arroz) por microrganismos fermentadores (Nielsen et 

al. 2013; Zabed et al. 2017). A combustão de bioetanol a partir do milho, bastante comum 

nos Estados Unidos, libera até 50% menos gases de efeito estufa comparada à combustão 

de gasolina comum (Scully et al. 2021). Segundo dados de 2021 da Agência Internacional 

de Energia Renovável (IRENA), o Brasil é um dos países com a maior capacidade de 

geração de biocombustíveis e bioenergia. Juntos, os Estados Unidos e o Brasil lideram a 

produção mundial de biocombustíveis (Figura 1). 

1.2. Biomassa lignocelulósica 

 A biomassa lignocelulósica é o principal componente estrutural das plantas, 

também chamada de matéria seca (“dry matter”). Suas principais fontes são resíduos de 

colheitas agrícolas – plantações não florestais, em especial o bagaço-de-cana, resíduos 

florestais – galhos, folhas e fragmentos provenientes da coleta de arbustos e gramíneas – 
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e lixo orgânico urbano (Zabed et al. 2017), como ilustrado na Figura 2. Além de ser um 

recurso extremamente abundante no planeta, a utilização de biomassa lignocelulósica 

como matéria-prima dispensa o aumento de áreas de plantio e não oferece competição 

com a produção de alimentos (Brethauer e Studer 2015). O aproveitamento de resíduos 

de biomassa vegetal também favorece o funcionamento da economia circular, cujo 

fundamento é o reaproveitamento, de forma a diminuir a geração de novos resíduos e a 

liberação de carbono na atmosfera, evitando o uso de recursos naturais até a sua escassez 

(Galvão et al. 2018).  

 

 

Figura 1. Produção anual de etanol por países ou regiões de 2007 a 2020 em bilhões 

de galões. Fonte: Alternative Fuels Data Center (2021). 

 

Além de biocombustíveis, a biomassa lignocelulósica pode ser empregada para a 

geração de outros compostos químicos, como álcoois (como xilitol, arabinitol e sorbitol), 

precursores de biopolímeros (ácido acrílico, ácido polilático, polihidroxialcanoato, 

etilenoglicol, n-butanol, ácido tereftálico, entre outros), e ácidos orgânicos (como ácido 

succínico, ácido málico, ácido levulínico, ácido sacárico, ácido itacônico, ácido lático e 

ácido xilônico) com aplicações em diversas indústrias, desde a química, civil e de 

materiais até a cosmética e farmacêutica (Stichnothe et al. 2020; Braga et al. 2021). 



13 

 

 

Figura 2. Principais fontes de biomassa lignocelulósica. Imagens retiradas de 

repositório virtual livre de direitos autorais. 

      

1.2.1. Estrutura da biomassa lignocelulósica 

 A biomassa lignocelulósica é composta basicamente por polímeros de celulose 

(38-50%) e hemicelulose (23-32%) e pela macromolécula lignina (15-25%) (Chandel et 

al. 2020) como representado na Figura 3. Esses polímeros se encontram firmemente 

entrelaçados, o que garante a estabilidade da parede celular vegetal e a resistência da 

planta contra danos mecânicos, também dificultando o acesso de microrganismos e 

enzimas (Liu et al. 2019). 

 A porção celulósica é um polissacarídeo homogêneo linear formado por cadeias 

de monômeros de glicose unidos por ligações glicosídicas do tipo β-1,4. Sua disposição 

em cadeias lineares firmemente conectadas por pontes de hidrogênio tornam essa porção 

bastante resistente e recalcitrante, ou seja, de difícil despolimerização (Gupta et al. 2019). 

 A hemicelulose é um polímero heterogêneo composto por cadeias ramificadas 

contendo hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) 

e ácidos urónicos (ácido D-glicurônico e ácido D-galacturônico) (Gírio et al. 2010), 

podendo haver também ramificações laterais de grupos metil, feruloil e acetil (Höfte e 

Voxeur 2017). Devido à sua estrutura ramificada e heterogênea, a hemicelulose não se 

dispõe em conformação cristalina como a celulose, sendo portanto menos recalcitrante 

(Chen et al. 2017). Os principais açúcares constituintes da hemicelulose estão 

representados na Figura 4. 
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Figura 3. Representação da organização da parede celular vegetal. A complexa 

estrutura tridimensional da parede é disposta em macrofibrilas compostas por 

microfibrilas de celulose, hemicelulose e lignina. Fonte: autor. 

       

A lignina é uma estrutura complexa e amorfa, formada por três álcoois de 

fenilpropanóides (p-cumarílico, guaiacílico e sinapílico) unidos por ligações covalentes 

do tipo éter e carbono-carbono (Li et al. 2015). 

 

Figura 4. Principais açúcares constituintes da hemicelulose. Fonte: autor. 

A proporção de cada polímero que compõe a lignocelulose pode variar bastante a 

depender da taxonomia vegetal, das condições de plantio e dos nutrientes presentes no 

solo (Höfte e Voxeur 2017; Galvão et al. 2018; Liu et al. 2019; Zhou et al. 2021). Por 

exemplo, em arbustos, a lignina compõe até 30% da massa vegetal, enquanto em 
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gramíneas, esse valor cai para menos de 20% (Li et al. 2015; Kim 2018), como 

exemplificado na Tabela 1. 

Tabela 1. Composição química de diferentes fontes de biomassa lignocelulósica. 

Adaptado de Kim (2018). 

 

1.2.3. Pré-tratamento e hidrólise da biomassa lignocelulósica 

 Como consequência da sua estrutura complexa e alta recalcitrância, a biomassa 

lignocelulósica precisa ser submetida a etapas de pré-tratamento antes que os açúcares 

possam ser convertidos em biocombustíveis e outros compostos químicos (Gilna et al. 

2017; Baruah et al. 2018; Seibert-Ludwig et al. 2019). De maneira geral, a biomassa é 

primeiramente submetida a um fracionamento físico como moagem, calor ou irradiação. 

O material segue então para tratamentos biológicos, físicos e/ou químicos que separam 

as frações de celulose, hemicelulose e lignina (Zabed et al. 2017). Entre os tratamentos 

químicos mais comuns estão a solubilização – ou deslignificação – da biomassa com o 

uso de meio alcalino, solventes orgânicos (“organosolv”) e soluções iônicas. Um método 

físico-químico bastante integrado em biorrefinarias é a explosão a vapor de água, que é 

eficiente por combinar alta temperatura e pressão permitindo a separação das fibras pela 

agitação e escape das moléculas de água no material (Singh et al. 2015; Baruah et al. 

2018). 

 

Biomassa Celulose Hemicelulose Lignina Referência 

Bagaço de cana 43,1% 31,1% 11,4% Martín et al. 2007 

Palha de milho 37% 22,7% 18,6% Kim et al. 2016 

Fibra de milho 14,3% 16,8% 8,4% Mosier 2005 

Palha de arroz 31,1% 22,3% 13,3% Chen et al. 2011 

Madeira de 

coníferas 

43.8% 6,3% 28,3% Du et al. 2010 

Capim (Poaceae) 39,5% 20,3% 17,8% Li et al. 2010 
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Após a separação das frações de lignina, celulose e hemicelulose, estes últimos 

seguem para a etapa de hidrólise que tem como objetivo a separação dos polissacarídeos 

constituintes em monômeros e oligômeros de açúcares. Esta etapa pode ser feita com a 

adição de ácidos, bases, ou ainda pela ação enzimática de celulases e hemicelulases 

(Brethauer e Studer 2015; Baruah et al. 2018). Os principais processos de refinamento da 

biomassa lignocelulósica estão esquematizados na Figura 5. 

 

Figura 5. Esquema dos processos básicos de uma biorrefinaria desde a biomassa 

lignocelulósica até seus produtos finais. A biomassa é fracionada e exposta a 

tratamentos que separam as frações de celulose, hemicelulose e lignina. As frações ricas 

em carboidratos seguem então para hidrólise para a disponibilização dos açúcares. Fonte: 

autor. 

O líquido rico em açúcares resultante da hidrólise é chamado hidrolisado 

lignocelulósico e contém uma mistura de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, 

manose, galactose) em sua forma monomérica ou em pequenas cadeias (xilana, arabinana, 

glucana, manana e galactana) e poderão finalmente ser utilizadas como substrato por 

microrganismos para a produção de diferentes biocompostos (Zabed et al. 2017; Kohli et 

al. 2019; Liu et al. 2019; Stichnothe et al. 2020). 

Além de diferentes proporções de celulose, hemicelulose e lignina, diferentes 

fontes de biomassa lignocelulósica também podem conter diferentes proporções de 

açúcares na composição da hemicelulose, como exemplificado na Tabela 2. 
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Tabela 2. Composição dos polissacarídeos de diferentes fontes de biomassa 

lignocelulósica. Os valores estão representados em g / 100 g de matéria orgânica seca. 

Adaptado de Almeida et al. (2011). 

Biomassa Glucana Manana Galactana Xilana Arabinana Referência 

Bagaço-de-cana 43,3 n.d. n.d. 24,3 2,0 
Carrasco et 

al. 2010 

Palha de milho 

americano 
36,1 1,8 2,5 21,4 3,5 

Ohgren et al. 

2007 

Palha de milho 

italiano 
36,8 0,3 2,9 22,2 5,5 

Ohgren et al. 

2007 

Palha de trigo 41,2 n.d. n.d. 26,11 - 
Rémond et 

al. 2010 

Capim (Poaceae) 34,2 0,5 1,5 23,3 2,0 
Faga et al. 

2010 

n.d.: não determinado; 1: inclui arabinana. 

1.3. Desafios na utilização de biomassa lignocelulósica 

 A produção de biocompostos a nível comercializável a partir de biomassa 

lignocelulósica requer microrganismos capazes de ( I ) tolerar a presença de compostos 

inibitórios no hidrolisado e ( II ) metabolizar tanto pentoses quanto hexoses. 

1.3.1. Tolerância a compostos inibitórios presentes em hidrolisado lignocelulósico 

 Durante as etapas de pré-tratamento e hidrólise da biomassa lignocelulósica 

descritas anteriormente, além da liberação dos açúcares constituintes da celulose e 

hemicelulose, também são formados ou liberados no hidrolisado compostos que afetam 

negativamente o crescimento microbiano e impactam na sua atividade, sendo 

considerados assim compostos inibitórios aos microrganismos fermentadores (Almeida 

et al. 2011; Kim 2018).  

 Os compostos inibitórios mais comuns podem ser classificados em três grandes 

grupos: furaldeídos – como 2-furaldeído (furfural) e 5-hidroximetil-2-furaldeído (HMF), 

ácidos orgânicos – como ácido acético, ácido fórmico e ácido levulínico – e compostos 

fenólicos – como vanilina, siringaldeído, coniferil aldeído e outros (Kim 2018). A 

formação e concentração desses compostos depende da fonte de biomassa, do pré-
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tratamento utilizado (físico, ácido, básico, hidrotérmico, solvente, biológico) e da 

severidade dos métodos (temperatura, pressão, pH, reatividade) (Kim 2018), como 

exemplificado na Tabela 3.  

 Furfural e HMF são formados pela desidratação das pentoses e hexoses 

respectivamente (Figura 6). Durante a sua formação, uma fração desses compostos pode 

ainda ser decomposta em ácidos orgânicos como ácido fórmico e ácido levulínico (Hayes 

et al. 2005; Almeida et al. 2007). Uma vez dentro das células, estes compostos geram 

espécies reativas de oxigênio (ROS) que se acumulam no citoplasma, causando danos à 

membrana plasmática, organelas e à molécula de DNA (Allen et al. 2010). Além disso, a 

conversão de furfural e HMF a compostos menos tóxicos pela própria célula, como álcool 

furfurílico e ácido furoico, gera desbalanço redox devido à alta demanda de NAD(P)H e 

formação de NAD(P)+, o que acarreta a inibição do fluxo metabólico e da síntese 

proteica, consequentemente diminuindo o metabolismo respiratório, causando o 

prolongamento da fase lag de crescimento celular e também a diminuição do metabolismo 

fermentativo (Horváth et al. 2003; Almeida et al. 2011).  

Compostos fenólicos são gerados pela quebra de lignina (Almeida et al. 2007). 

Alguns desses compostos, como ácido ferúlico e vanilina podem ter efeito tóxico às 

células, causando perda da integridade da membrana plasmática, impedindo seu 

funcionamento como barreira seletiva e o transporte de açúcar para o interior da célula, 

dentre outras funções (Kim 2018). Devido ao seu baixo peso molecular, esses compostos 

adentram facilmente à célula e podem danificar também estruturas internas e o DNA. 

Como consequência, pode ocorrer a inibição da formação de RNA e síntese proteica  

(Klinke et al. 2004; Jönsson e Martín 2016; Kim 2018; Fletcher e Baetz 2020).   

O ácido acético é um ácido orgânico lipofílico classificado como ácido fraco, 

assim como o ácido levulínico e o ácido fórmico. Ácidos fracos são assim classificados 

por sua característica de fácil dissociação. A força de um ácido é descrita pela sua 

constante de acidez (Ka) expressa pelo negativo do seu logaritmo (pKA), que significa o 

valor de pH no qual a concentração de sua forma dissociada e não dissociada serão iguais. 

O pKa do ácido acético é 4,75 à temperatura ambiente (25°C). Valores de pH abaixo 

desse valor  acarretam a predominância da sua forma não dissociada, que também devido 

ao seu baixo pelo molecular, adentra facilmente as células por difusão passiva ou 

facilitada através da membrana plasmática (Mira et al. 2010a). 
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Figura 6. Compostos inibitórios presentes no hidrolisado lignocelulósico. Os 

furaldeídos são formados pela desidratação de hexoses (HMF) e pentoses (furfural) e 

podem ser decompostos em ácido levulínico e ácido fórmico. O ácido acético é liberado 

a partir da desacetilação dos carboidratos que acontece durante a hidrólise da 

hemicelulose. Compostos fenólicos são provenientes da solubilização da lignina. 

Adaptado de Almeida et al. (2007). 

Uma vez no citosol, em pH próximo ao neutro, sua molécula é dissociada 

liberando prótons H+ e seus correspondentes ânions (Figura 7), que se acumulam no 

citosol e causam a acidificação do pH intracelular (Guldfeldt e Arneborg 1998; Fernandes 

et al. 2005).
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Tabela 3. Composição química de hidrolisados lignocelulósicos após diferentes pré-tratamentos.  

n.d.: não determinado; AU1: unidade de absorbância (280nm).

Biomassa 

sólida 

Pré-

tratamento 

Composição Compostos inibitórios (g.L-1) 
 

Referências 
Glucana Xilana Arabinana Lignina Ácido acético Furanos Fenóis 

Bagaço 

de cana 
Hidrotermal 37,5% 22,6% 1,4% 25,3% 1,1-3,4 0,5-5,1 1,4-2,4 

Michelin et 

al. 2016 

Palha de 

milho 
Hidrotermal 37% 22,7% n.d. 18,6% 2,0-2,8 0,74-8,37 

181-246 

AU1 

Kim et al. 

2016 

Maple 

(árvore) 
Hidrotermal 40,9% 14,7% 0% 29,1% 13,1 4,1 1,3 

Kim et al. 

2011 

Cavaco 
Explosão 

a vapor 
41,4% 15,0% 1,2% 26,4% ˃7,5 0,5-3,2 n.d. 

Sassner et 

al. 2008 

Palha de 

trigo 

Explosão  

a vapor 
32,6% 20,1% 3,3% 26,5% 0,04-1,01 0,16-2,14 n.d. 

Linde et al. 

2008 

Bagaço 

de cana 

Explosão 

a vapor e 

hidrólise 

ácida 

7,1  g.L-1 80,6  g.L-1 n.d. n.d. 19,62 2,56 n.d. 

Morais 

Junior et al. 

2019 
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Figura 7. Efeitos inibitórios do acúmulo de ácidos orgânicos na célula. Os ácidos 

orgânicos (aqui representados pela fórmula “RCOOH”) permeiam facilmente pela 

membrana celular e rapidamente se dissociam no citosol devido à diferença de pH. O 

acúmulo de prótons é compensado pela célula pela atividade da bomba de prótons Pma1 

ATPase, causando a depleção de ATP celular e a consequente diminuição de atividades 

essenciais, como a divisão celular e a síntese proteica, e atividade enzimática de 

hexoquinase (HXK) e fosfofrutoquinase (PFK). Fonte: autor. 

A acidificação do citosol causada pela dissociação do ácido acético e acúmulo de 

prótons H+ causa desbalanço no gradiente de prótons da membrana plasmática, prejudica 

a síntese de DNA e RNA e inibe o funcionamento de enzimas essenciais ao metabolismo 

de carbono, como a hexoquinase e a fosfofrutoquinase (Figura 7), consequentemente 

prejudicando a produção de biomassa (Pampulha e Loureiro-Dias 1990; Mira et al. 

2010a). Na tentativa de restabelecer o pH intracelular, a levedura responde ao estresse 

estimulando a atividade de bomba de prótons H+-ATPase (PM-H+-ATPase) Pma1 (Figura 

7), que promove a extrusão de prótons H+ com gasto de energia obtida pela hidrólise de 
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ATP (Carmelo et al. 1997). Esta resposta celular é observada não apenas na presença de 

ácido acético mas também de outros ácidos fracos que se dissociam pela membrana 

celular, como ácido sórbico (Holyoak et al. 1996), ácido cáprico (Alexandre et al. 1996) 

e succínico (Carmelo et al. 1997). Análises genômicas também indicam que a ativação de 

bomba de prótons H+-ATPase de membrana vacuolar, V-ATPase, também é essencial 

para o restabelecimento da homeostase dentro da célula em resposta a ácidos fracos uma 

vez que contribui para a realocação de prótons H+ (Carmelo et al. 1997; Mira et al. 2010a). 

Como consequência da atividade de H+-ATPase, acontece a depleção de ATP, o 

que compromete o funcionamento do metabolismo celular (Pampulha e Loureiro-Dias 

1990). Além disso, a acidificação do citosol também promove impacto na organização 

dos lipídios que constituem a membrana plasmática, impedindo o funcionamento de suas 

proteínas e portanto sua capacidade de permeabilização seletiva. Isso permite a difusão 

passiva de prótons e pequenas moléculas presentes no meio externo para o interior da 

célula, intensificando o desequilíbrio de pH causado pelo acúmulo de ácido no citosol.  

(Piper et al. 2001; Fernandes et al. 2005).  

Os efeitos inibitórios causados pelo ácido acético e outros ácidos fracos, e pela 

resposta celular ao estresse, levam o crescimento celular da levedura a uma fase de 

latência, proporcional ao estresse causado (Mira et al. 2010a; Palma et al. 2018; Ndukwe 

et al. 2020). 

Estratégias de adaptação e melhoramento genético têm sido desenvolvidas a fim 

de aumentar a tolerância microbiana aos compostos inibitórios presentes em hidrolisado 

lignocelulósico. Ferramentas de screening de DNA, RNAs, proteínas e metabólitos 

(metagenoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma, respectivamente) possibilitaram a 

identificação de genes envolvidos na resposta adaptativa de microrganismos. Dessa 

forma, diversos trabalhos foram desenvolvidos com a construção de linhagens de 

microrganismos tolerantes utilizadas em processos biotecnológicos a partir de biomassa 

lignocelulósica (Wang et al. 2018; Kim 2018). 

1.3.1.2. O fator de transcrição Haa1  

O metabolismo microbiano pode ser redirecionado em resposta a compostos 

inibitórios através da expressão gênica induzindo atividades de detoxificação (Petersson 

et al. 2006; Almeida et al. 2009; Mira et al. 2010b; Brandt et al. 2019). Vias regulatórias 
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da resposta celular ao estresse causado por ácidos fracos dependentes de fatores de 

transcrição foram identificadas, entre eles, Haa1 (Fernandes et al. 2005; Mira et al. 

2010b), Rim101 (Mira et al. 2009), Msn2/Msn4 (Schüller et al. 2004) e War1 (Kren et al. 

2003; Schüller et al. 2004). O fator de transcrição Haa1 foi inicialmente incluído na 

família de fatores de transcrição de fungos regulados por cobre, que inclui outros fatores 

como Ace1 e Mac1 em S. cerevisiae, Amt1 em Candida glabrata e Cuf1 em 

Schizosaccharomyces pombe. Porém, diferentemente desses, a atividade do fator Haa1 

não depende da concentração de cobre na célula (Keller et al. 2001; Rutherford et al. 

2004).  

Em ensaios com S. cerevisiae, a expressão de Haa1 reduziu a duração da fase de 

adaptação das células expostas a concentrações tóxicas de ácido acético, reduzindo a 

perda da viabilidade celular causada por este inibidor (Fernandes et al. 2005). O 

mapeamento de genes transcritos pela levedura na presença de diferentes ácidos de cadeia 

curta revelou que o fator Haa1 está envolvido na expressão de mais de 80% dos genes 

relacionados à resposta celular à presença de ácido acético (Mira et al. 2011). Esses genes 

estão relacionados a diversas funções como o metabolismo de nutrientes (carboidratos, 

lipídios, aminoácidos), processamento de ácidos nucleicos, transporte multidrug 

resistance (MDR), modificações na parede celular, dobramento de proteínas, entre outros 

(Keller et al. 2001; Fernandes et al. 2005; Simões et al. 2006; Abbott et al. 2008; Mira et 

al. 2010). Entre eles, pode-se citar SAP30, HRK1, TPO2, TPO3 e YGP1  (Mira et al. 

2010b).  

Recentemente, o transcriptoma de K. phaffii na presença de ácido acético também 

revelou uma maior expressão de diversos genes relacionados a esses mecanismos, como 

o processamento de ácidos nucleicos, metilação de RNA, processo de oxido-redução e 

regulação metabólica e principalmente transporte transmembrana de íons e aminoácidos 

(Paes et al. 2021), incluindo TPO3, que codifica para transportador do tipo MDR 

responsáveis por mediar o efluxo de íons RCOO- pela membrana celular realizando o 

antiporte de prótons H+ (Fernandes et al. 2005), sugerindo semelhanças entre a regulação 

das respostas ao estresse celular causado por esse inibidor entre as leveduras.  
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1.3.2. Metabolismo de xilose 

 A xilose é a pentose mais abundante na biomassa lignocelulósica (Trichez et al. 

2022). A assimilação de xilose por microrganismos depende da presença de enzimas 

capazes de convertê-la, o que não é uma característica comum a todos os microrganismos. 

De forma geral, fungos filamentosos e algumas leveduras capazes de utilizarem xilose o 

fazem por uma via oxidorretutora, que envolve a redução de xilose a xilitol pela ação de 

xilose redutase (XR) e a oxidação de xilitol a xilulose via xilitol desidrogenase (XiDH). 

Em seguida, a xilulose é fosforilada a xilulose-5-P pela ação da xilulokinase (XK) (Zhao 

et al. 2020). Em algumas leveduras, como Scheffersomyces stipitis, a conversão de 

xilulose a xilulose-5-P pode acontecer através de uma via alternativa que envolve diversas 

outras enzimas – arabinitol desidrogenase, ribulose redutase, ribulokinase e ribulokinase-

5-P epimerase (François et al. 2020). A maioria das bactérias, por sua vez, é capaz de 

converter xilose diretamente a xilulose através da xilose isomerase (XI). Em ambas as 

vias, a xilulose-5-P será metabolizada a piruvato na forma de gliceraldeído-3-P (Moysés 

et al. 2016; François et al. 2020). 

 O domínio Archaea e algumas bactérias possuem uma via alternativa, descrita pela 

primeira vez por (Weimberg 1961) em Pseudomonas fragi, onde a xilose é oxidada a 

xilonolactona pela xilose desidrogenase (XDH) e esta é convertida a ácido xilônico de 

forma espontânea ou catalisada pela ação da xilonolactonase (XLA). Em seguida, ocorre 

sua desidratação a 2-keto-3-deoxi-D-xilonato, subsequentemente a α-ketoglutarato 

semialdeído e finalmente a α-ketoglutarato, composto intermediário do ciclo do ácido 

cítrico. O 2-keto-3-deoxi-D-xilonato pode ainda ser convertido em glicoaldeído e 

piruvato, pela 2-desidro-3-deoxi-fosfogluconate aldolase (KDPG), pela chamada via de 

Dahms (Dahms 1974; Moysés et al. 2016; François et al. 2020). As vias de catabolismo 

de xilose descritas estão esquematizadas na Figura 8. 

1.3.2.1.Produção de biocompostos a partir de xilose 

O conhecimento das vias de assimilação de xilose e seus compostos 

intermediários permitiu a construção de microrganismos para a produção de diferentes 

biocompostos a partir deste açúcar, como xilitol (Cheng et al. 2014; Jagtap e Rao 2018),  

ácido xilônico (Toivari et al. 2012; Ramos et al. 2021; Trichez et al. 2022), etilenoglicol 

(Wang et al. 2018), ácido glicólico (Lachaux et al. 2019), entre outros. 
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Figura 8. Esquema simplificado do catabolismo de xilose em microrganismos. A 

conversão de xilose em xilulose acontece pela via oxidorretutora (em amarelo) através da 

xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XiDH) ou diretamente (em verde) através 

da xilose isomerase (XI). A xilulose é então fosforilada a xilulose-5-P por ação da 

xilulokinase (XK) ou ainda por via alternativa envolvendo a formação de arabinitol (em 

cinza). Na via de Weimberg (em azul), a xilose é oxidada a xilonolactona pela xilose 

desidrogenase (XDH) e convertida em xilonato, 2-keto-3-D-deoxi-xilonato e α-

ketoglutarato semialdeído até α-ketoglutarato pela ação de xilonolactonase (XLA), 

xilonato desidrogenase (XAD), 2-keto-deoxi-D-xilonato desidratase (KD D) e α-

ketoglutarato semialdeído desidrogenase (αKGSADH). G3P: gliceraldeído-3-P. PDC: 

piruvato desidrogenase complexo quinase. ADH: álcool desidrogenase. ALD: aldeído 

desidrogenase. Fonte: autor. 
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O ácido xilônico (C5H10O6) foi identificado pelo Departamento de Energia dos 

Estados Unidos (US DOE) como um dos trinta compostos químicos promissores de alto 

valor agregado para produção a partir de biomassa (Werpy e Petersen 2004), com diversas 

aplicações como na indústria civil como aditivo de cimento (Chun et al. 2006), na 

fabricação de copolímeros como poliamidas, poliésteres e hidrogeis (Zamora et al. 2000; 

Sundar e Nampooothiri 2022), como plastificante (Jin et al. 2022) e como precursor na 

síntese de outros compostos de alto valor agregado como etilenoglicol e ácido glicólico 

(Salusjärvi et al. 2019). A síntese de ácido xilônico por via biológica acontece através da 

oxidação de xilose via xilose desidrogenase e conversão da xilonolactona de forma 

espontânea ou catalisada por xilonolactonase (Figura 8). Bactérias como P. fragi, 

Gluconobacter oxydans e Parabukholderia sacchari são capazes de produzir ácido 

xilônico naturalmente com rendimento comparável ao máximo teórico (Trichez et al. 

2022).  

Diversas estratégias foram desenvolvidas para promover a assimilação de xilose 

a ácido xilônico em organismos como Escherichia coli  (Liu et al. 2012; Zhang et al. 

2019), Klebsiella pneumoniae (Wang et al. 2016), Corynebacterium glutamicum (Sundar 

et al. 2020), Zymomonas mobilis (Herrera et al. 2021), Saccharomyces cerevisiae (Toivari 

et al. 2012), Pichia kudriavzevii (Toivari et al. 2013) e Candida glycerinogenes (Qiao et 

al. 2021) através da expressão heteróloga de XDH (xyl) provenientes de organismos 

naturalmente consumidores de xilose. Recentemente, a produção de ácido xilônico foi 

descrita pela primeira vez em K. phaffii por Ramos et al. (2021) através de expressão 

heteróloga de XDH de origem bacteriana pela integração de xylB-HL, com a obtenção de 

um rendimento de até 0,96 g.g-1 em meio definido e 0,43 g.g-1 em hidrolisado ácido de 

bagaço de cana-de-açúcar. 

O acúmulo de ácido xilônico no meio também pode exercer certa toxicidade aos 

organismos modificados com a via de Weimberg quando este é o seu produto final ou 

intermediário (Bañares et al. 2021). O ácido xilônico produzido em grande quantidade 

pelo microrganismo pode acidificar rapidamente o meio intracelular, ou o meio externo, 

caso seja secretado para fora da célula, tornando o ambiente desfavorável à fisiologia do 

mesmo (Bañares et al. 2019). Como descrito anteriormente no caso do ácido acético, o 

ácido xilônico em alta concentração no meio também apresenta a propriedade de se 

difundir facilmente pela membrana plasmática e se dissociar no citosol, liberando prótons 

e ânions, diminuindo drasticamente o pH intracelular e assim causando prejuízos à 
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viabilidade celular e à atividade catalítica da XDH tanto em bactérias (Warnecke e Gill 

2005; Kanjee e Houry 2013) quanto em leveduras (Toivari et al. 2012; 2013). Uma das 

estratégias desenvolvidas em E. coli para controlar o efeito da acidificação do meio 

intracelular pelo acúmulo de ácido xilônico no meio foi a utilização de sensores 

moleculares capazes de cessar temporariamente a expressão de XDH uma vez que haja 

queda no pH (Bañares et al. 2020).  

1.4. A levedura Komagataella phaffii 

 K. phaffii é uma levedura metilotrófica, portanto capaz de assimilar metanol como 

fonte de carbono. Na via de utilização de metanol, este é oxidado a formaldeído e 

peróxido de hidrogênio nos peroxissomos pela ação de álcool oxidase (AOX), que em K. 

phaffii é codificada por AOX1 e AOX2 (Cregg et al. 1989). A molécula de peróxido de 

hidrogênio é separada em água e oxigênio por ação da catalase e o formaldeído pode ser 

direcionado a duas diferentes vias, sendo decomposto em ácido fórmico e gás carbônico 

ou condensado à xilulose-5-fosfato dando origem a diidroxiacetona e gliceraldeído-3-

fosfato, que serão metabolizados no citosol (Bernauer et al. 2021). K. phaffii foi descrita 

pela primeira vez em 1920 como Zygosaccharomyces pastori (Guilliermond 1920) e 

renomeada Pichia pastoris três décadas depois por Phaff et al. (1965). A descoberta da 

alta expressão de genes induzidos por metanol, como AOX1 (aldeído oxidase), 

possibilitou o design de sistemas de expressão regulados por esse composto ainda na 

década de 1980 (Cregg et al. 1985). Somente em 1995 a então Pichia pastoris foi 

reclassificada ao gênero Komagataella (Yamada et al. 1995) que hoje totaliza sete 

espécies descritas: K. phaffii, K. pastoris, K. ulmi, K. kurtzmanii, K. mondaviorum, K. 

populi e K. pseudopastoris (Naumov et al. 2018). 

 A levedura K. phaffi recebeu bastante atenção nas últimas décadas devido à 

variedade de fontes de carbono que consegue assimilar, sendo atualmente utilizada no 

campo da engenharia metabólica e para a expressão de enzimas heterólogas (Macauley-

Patrick et al. 2005; Peña et al. 2018) e mais recentemente para produtos químicos a partir 

de glicerol (Melo et al. 2020; Fina et al. 2021), glicose (Siripong et al. 2018; Yang e 

Zhang 2018), metanol (Yamada et al. 2019; Guo et al. 2021) e xilose (Ramos et al. 2021; 

Louie et al. 2021). Diversos promotores responsivos a glicose, glicerol e metanol são 

ferramentas na expressão heteróloga em K. phaffii (Prieholfer et al. 2017), com destaque 

para o promotor constitutivo gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (PGAP) que é um dos 
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mais utilizados em Komagataella  (Vogl e Glieder 2013) e permite alto nível de expressão 

gênica em glicose, glicerol, metanol e ácido oleico como fonte de carbono (Waterham et 

al. 1997).  

 Entre as vantagens da utilização de K. phaffii em aplicações biotecnológicas a 

partir da biomassa lignocelulósica estão a sua capacidade de crescer em baixo pH (~3.0) 

(Macauley-Patrick et al. 2005) e assim manter atividade metabólica na presença de 

hidrolisado lignocelulósico, tolerando até 6 g.L-1 de ácido acético (Paes et al. 2021). Além 

disso, a levedura K. phaffii é capaz de atingir alta produção de biomassa (>100 g.L-1) 

mesmo expressando genes heterólogos (Liu et al. 2019b), o que pode facilitar a obtenção 

de altas densidades celulares para processos fermentativos. 

 Outra característica de K. phaffii é que, diferentemente de S. cerevisiae, K. phaffii 

não é suscetível ao efeito "crabtree", fenômeno que acontece quando o excesso de glicose 

disponível direciona o metabolismo central de carbono da levedura para a fermentação 

alcoólica, mesmo em condição aeróbia (Hagman et al. 2014).  

Neste trabalho, será avaliado se a superexpressão de Haa1 em K. phaffii é capaz 

de favorecer a tolerância da levedura à presença de ácido acético e hidrolisado 

lignocelulósico, dado o seu importante papel na regulação da resposta celular à presença 

de ácido acético em S. cerevisiae, bem como o efeito da superexpressão do fator de 

transcrição Haa1 sobre a produção de ácido xilônico em linhagem recombinante de K. 

phaffii, visto o potencial efeito tóxico do acúmulo de ácido xilônico no meio sobre 

organismos modificados para a produção desse composto. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral  

 Obter novas linhagens de K. phaffii com maior tolerância ao ácido acético presente 

em hidrolisado lignocelulósico para a produção de ácido xilônico 

2.2. Objetivos específicos  

2.2.1. Avaliar o efeito da superexpressão homóloga do fator de transcrição Haa1 na 

tolerância de K. phaffii ao ácido acético  

2.2.2. Avaliar o efeito da superexpressão homóloga do fator de transcrição Haa1 na 

produção de ácido xilônico em linhagem recombinante de K. phaffii 
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3. Material e métodos 

3.1. Microrganismos 

 Neste trabalho foi utilizada a linhagem de levedura Komagataella phaffii X33 

(Invitrogen). Para clonagem e propagação de DNA plasmidial foi utilizada a bactéria 

Escherichia coli DH10B (Invitrogen). 

3.2. Meios de cultura e soluções  

3.2.1. Meio LB (Luria-Bertani) low salt 

 0,5% (p/v) Cloreto de Sódio (NaCl) 

 0,5% (p/v) Extrato de Levedura 

 1% (p/v) Triptona 

 pH ajustado para 7,5 com NaOH 

 2% (p/v) Ágar Bacteriológico em caso de meio sólido 

 Suplementação com zeocina para 25 µg/mL quando necessário 

3.2.2. Meio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) 

 1% (p/v) de Extrato de Levedura 

 2% (p/v) de Peptona 

 2% (p/v) de D-glicose  

 2% (p/v) de Ágar Bacteriológico em caso de meio sólido 

 Suplementação com zeocina para 100 µg/mL quando necessário 

 Suplementação com geneticina para 200 µg/mL quando necessário 

 

 

 



31 

 

3.2.3. Meio YPDS (Yeast Extract-Peptone-D-Sorbitol) 

 1% (p/v) de Extrato de Levedura 

 2%  (p/v) de Peptona 

 2% (p/v) de D-glicose  

 1 M de Sorbitol  

 2% (p/v) de Ágar Bacteriológico em caso de meio sólido 

 Suplementação com zeocina para 100 ou 200 µg/mL quando necessário 

3.2.4. Meio mineral FM22 

4,29% (p/v) de Fosfato de Potássio (KH2PO4) 

1,43% (p/v) de Sulfato de Potássio (K2SO4) 

1,17% (p/v) de Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSO4 . 7H2O) 

0,5% (p/v) de Sulfato de Amônio (NH4)2SO4 

0,2% (p/v) de Cloreto de Cálcio diidratado (CaCl2 . 2H2O) 

4,35 mL/L Solução de elementos-traços para FM22 

3.2.5. Solução de elementos-traços para FM22 

2,2% (p/v) de Sulfato de Ferro heptahidratado (FeSO4 . 7H2O) 

0,7% (p/v) de Cloreto de Zinco (ZnCl2) 

0,2% (p/v) de Sulfato de Cobre pentahidratado (CuSO4 . 5H2O) 

0,3% (p/v) de Sulfato de Manganês monoidratado (MnSO4 . H2O) 

0,05% (p/v) de Sulfato de Cálcio diidratado (CaSO4 . 2H2O) 

0,05% (p/v) de Cloreto de Cobalto hexahidratado (CoCl2 . 6H2O) 

0,02% (p/v) de Molibdato de Sódio diidratado (NaMoO4 . 2 H2O) 

0,02% (p/v) de Biotina 

0,01% (p/v) de Ácido Sulfúrico (H2SO4) 
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0,008% (p/v) de Iodeto de Sódio (NaI) 

0,002% (p/v) de Ácido Bórico (H3BO3) 

3.2.6. Tampão Hidrogenoftalato de Potássio 

 25,5 g de Hidrogenoftalato de Potássio (C8H5KO4) 

 5,5 g de Hidróxido de Potássio (KOH) 

 Completar com dH2O para volume final de 500 mL 

 pH ajustado para 5,5 com 1 M NaOH 

3.2.7. Solução Acetato de Sódio 3M 

 12,305 g de Acetato de Sódio (NaO2CCH3)  

 Completar com dH2O para volume final de 50 mL 

3.2.8. Tampão de Corrida SB (Borato de sódio) 20X 

 0,8 g de NaOH 

 4,5 g de H3BO3 

 Completar com dH20 para volume final de 1 L 

 pH ajustado para 8,0 com 1 M NaOH 
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3.3. Avaliação da superexpressão do fator Haa1 em K. phaffii 

 Foi avaliado o desempenho de K. phaffii X33 sob a superexpressão do fator de 

transcrição Haa1 sob a regulação de dois promotores constitutivos diferentes – PGAP e 

PRPP1b – na presença de ácido acético e hidrolisado lignocelulósico. 

3.3.1. Construção das linhagens de K. phaffii superexpressando o fator Haa1 

 A construção das linhagens de K. phaffii X33 superexpressando o gene HAA1 foi 

realizada por Paes, B. G. (2021). A sequência de aminoácidos correspondente ao gene 

HAA1 em S. cerevisiae foi alinhada com o genoma de K. phaffii CBS 7435 (Genome ID: 

NCBI:txid 981350) e o gene PP7435_Chr3-0991 foi selecionado para amplificação. A 

sequência amplificada e arranjada em plasmídeo BB3 (Figura 9) por Golden Gate 

Assembly sob controle de dois promotores diferentes – PGAP ou PRPP1b – para a análise de 

dois diferentes níveis de expressão. As linhagens obtidas estão nomeadas neste trabalho 

como descrito na Tabela 4. 

 

Figura 9. Plasmídeo para superexpressão de Haa1 em K. phaffii. O gene HAA1 (1567 

pb) foi inserido no vetor GoldenPiCS BB3 (2931 pb) sob controle dos promotores PGAP  

(493 pb) ou PRPP1b (994 pb) e terminador ttRPS2 (472 pb). Adaptado de Paes, B. G. 

(2021). 
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Tabela 4. Linhagens de K. phaffii utilizadas neste trabalho. 

Linhagem Vetor de superexpressão Referência 

X33 

X33-PGAP-Haa1 

X33-PRPP1b-Haa1 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

 

- 

BB3_pGAP_HAA1_ttRPS2 

BB3_pRPP1b_HAA1_ttRPS2 

pGAPZB_XDH-HL_ttAOX1 

BB3_pRPP1b_HAA1_ttRPS2 

e pGAPZB_XDH-HL_ttAOX1 

- 

Paes, B. G. (2021) 

Paes, B. G. (2021) 

Ramos et al. (2021) 

Este trabalho 

 

 

3.3.2. Avaliação do efeito da superexpressão do fator Haa1 em K. phaffii na 

presença de ácido acético  

Células das linhagens de K. phaffii X33, X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1 

(Tabela 4) foram recuperadas em meio sólido seletivo YPD contendo geneticina a 200 

µg/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma colônia de cada cultura foi inoculada em 

5 mL de meio YDP em tubos estéreis de 50 mL e os inóculos foram incubados a 30 °C 

sob agitação de 200 rotações por minuto (rpm) por 16 horas. As células foram 

centrifugadas a 1500 x g por 1 minuto, lavadas com água destilada estéril e inoculadas 

em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L contendo 100 mL de meio YPD tamponado com 

solução tampão KPH pH 5,5. Os inóculos foram incubados novamente a 30 °C sob 

agitação de 200 rpm por 16 horas. As células foram centrifugadas a 1500 x g por 5 

minutos, lavadas com água destilada estéril e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 

mL contendo 30 mL de meio YPD tamponado com solução tampão KPH pH 5,5 e 

suplementado ou não com ácido acético nas concentrações de 2 g.L-1, 6 g.L-1 e 10 g.L-1, 

para uma DO600nm inicial igual a 0,5. As culturas foram incubadas por 30 °C e 200 rpm 

por até 48 horas. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação de DO600nm e 

metabólitos. 

Para avaliar também o efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii em maior 

densidade celular, um ensaio foi realizado nas mesmas condições, suplementado ou não 

com ácido acético nas concentrações de 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1 e as células foram 
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inoculadas para uma DO600nm inicial igual a 5,0. As culturas foram incubadas a 30 °C sob 

agitação de 200 rpm por 48 horas. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação 

de DO600nm e metabólitos. 

3.4. Construção de linhagem de K. phaffii produtora de ácido xilônico   

superexpressando o fator de transcrição Haa1 

A construção de linhagens de K. phaffii superexpressando o gene HAA1 

produtoras de ácido xilônico foi realizada através da adição de gene codificante para a 

enzima xilose desidrogenase (XDH) inserido em plasmídeo de expressão constitutiva 

pGAPZB (Figura 11), previamente descrito em Ramos et al. (2021).  

 

Figura 10. Plasmídeo para superexpressão de XDH em K. phaffii. O gene xylB-HL 

(781 pb) foi inserido no vetor pGAPZB (3605 pb) sob controle do promotor pGAP (493 

pb) e terminador ttAOX (340 pb). 

3.4.1. Propagação do vetor em E. coli 

Para a obtenção de alto número de cópias dos plasmídeos, foi empregada a 

bactéria E. coli DH10B (Invitrogen). A transformação foi realizada a partir do protocolo 

de eletroporação de Maranhão (2016). Foram adicionados 150 ng do plasmídeo 

pGAPZB-XDH-HL (Ramos et al. 2021) a células de E. coli eletrocompetentes e as 

misturas foram transferidas para cubetas de eletroporação de 0,1 cm (Bio-Rad 

Laboratories) previamente resfriadas em gelo. As cubetas foram então submetidas ao 
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choque no equipamento Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) com os parâmetros de 1800 

V, 25 µF e 200 Ohms. Imediatamente após o choque, foi adicionado 1 mL de meio LB 

low salt e a suspensão foi passada para microtubo de 1,5 mL e incubada a 37 °C por 60 

minutos. Passado o tempo de incubação, as células foram plaqueadas em meio seletivo 

LB low salt contendo zeocina a 100 µg/mL e incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. 

3.4.2. Extração do DNA plasmidial 

Colônias de E. coli transformadas com o plasmídeo pGAPZB-XDH-HL foram 

transferidas para 5 mL de meio LB low salt contendo zeocina a 100 µg/mL em tubos 

estéreis de 50 mL e incubadas a  37 °C sob agitação de 180 rpm 16 horas. Os plasmídeos 

foram extraídos por meio de mini preparação com o kit GeneJet Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific) seguindo as recomendações do fabricante. A inserção do vetor 

nas células bacterianas foi confirmada por eletroforese. Colônias de E. coli carregando o 

vetor foram inoculadas novamente em meio LB low salt nas mesma condições para repetir 

a extração de DNA plasmidial a fim de multiplicar a quantidade de material genético para 

a transformação em K. phaffii. 

3.4.3. Linearização do DNA plasmidial 

Para prosseguir com a transformação do vetor pGAPZB-XDH-HL em K. phaffii, 

uma alíquota de 12 µg de DNA plasmidial extraído de E. coli foi linearizada com a enzima 

PagI (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante para um volume 

final de 60 µL de reação (Tabela 5). A reação ocorreu por 16 horas a 37 °C seguida de 5 

minutos a 80 °C para inativação da enzima. A linearização do DNA plasmidial foi 

confirmada por eletroforese. 

Tabela 5. Reagentes utilizados no preparo da digestão do vetor pGAPZB-XDH-HL. 

Reagente Volume (µL) 

DNA 8 (12 ng) 

10X Buffer 6 

Enzima PagI 2 

Água Milli-Q 44 
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3.4.4. Precipitação do DNA plasmidial 

O DNA linearizado foi purificado pelo protocolo de precipitação por acetato de 

sódio (CH3COONa) de Zeugin (1985). Foram adicionados ao conteúdo da reação 2,5 

volumes de etanol 100% gelado e acetato de sódio para concentração final de 0,3 M. O 

conteúdo foi vertido duas vezes e incubado a -20 °C durante 16 horas. As amostras foram 

centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi 

lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e repetiu-se a centrifugação e o descarte do 

sobrenadante. Os pellets secaram naturalmente em temperatura ambiente por 5 horas e 

foram ressuspendidos em 20 µL de água Milli-Q estéril para armazenamento a - 20 °C. 

3.4.5. Transformação de pGAPZB-XDH-HL em K. phaffii 

A transformação de K. phaffii foi realizada por protocolo de eletroporação 

adaptado a partir do manual Invitrogen (Catálogo n. V200-20, Rev. 28 Junho 2010). 

Células de K. phaffii X33-PRPP1b-Haa1 foram recuperadas em meio sólido seletivo YPD 

contendo geneticina a 200 µg/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma colônia foi 

inoculada em 5 mL de meio YPD e cultivada a 30 °C sob agitação de 180 rpm por 16 

horas. As células foram baixadas por centrifugação a 1500 x g por 5 minutos,  lavadas 

com água destilada estéril e inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L contendo 

100 mL de meio YPD fresco. A cultura foi incubada a 30 °C sob agitação de 180 rpm. 

Quando o inóculo atingiu DO600nm = 1,3 as células foram baixadas por 

centrifugação a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células 

foram ressuspendidas em 100 mL de água destilada estéril gelada. Repetiu-se a 

centrifugação nas mesmas condições e o descarte do sobrenadante. As células foram 

ressuspendidas em 50 mL de água destilada estéril gelada. Repetiu-se a centrifugação nas 

mesmas condições e o descarte do sobrenadante. As células então foram ressuspendidas 

em 8 mL de sorbitol 1M estéril gelado. Repetiu-se a centrifugação nas mesmas condições 

pela última vez e as células foram ressuspendidas em 400 µL de sorbitol 1M estéril 

gelado. 

 Para a eletroporação, 80 µL de células foram adicionadas a cubetas de 0,2 cm 

(Bio-Rad Laboratories) previamente resfriadas em gelo, acrescidas de 350 µL de sorbitol 

1M. Foram adicionados 20 µL de DNA (10 µg) linearizado e purificado e a mistura foi 

incubada por 5 minutos no gelo. As cubetas foram então submetidas ao choque no 
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equipamento Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) com os parâmetros de 2000 V, 25 µF 

e 200 Ohms. Imediatamente após o choque, 1mL de Sorbitol 1M gelado foi adicionado 

às cubetas. O conteúdo foi misturado lentamente com a pipeta e transferido para tubos 

estéreis de 15 mL. Os tubos foram incubados a 30 °C por 3 horas, sem agitação. Após 

esse período, alíquotas foram semeadas em meio sólido seletivo YPDS contendo zeocina 

na concentração final de 100 µg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 

72 horas. 

3.4.6. Confirmação da produção de ácido xilônico nas linhagens recombinantes de 

K. phaffii superexpressando o fator Haa1 

Catorze colônias de K. phaffii X33-PRPP1b-Haa1 resultantes da transformação com 

o vetor pGAPZB-XDH-HL foram transferidas para meio sólido seletivo YPD contendo 

zeocina na concentração final de 200 µg/mL e incubadas a 30 °C por 48 horas. Dessas, 

sete colônias foram transferidas para 10 mL de meio YNB suplementado com glicerol a 

40 g.L-1 e incubadas a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 24 horas. As células foram 

baixadas por centrifugação a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 100 mL de meio 

YNB suplementado com glicerol a 40 g.L-1 e incubados a 30 °C sob agitação de 200 rpm 

por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugação a 1500 x g por 5 minutos, 

lavadas com água destilada estéril e inoculadas em 30 mL de meio YNB suplementado 

com xilose a 40 g.L-1 e glicerol a 2 g.L-1 em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, para 

uma DO600nm inicial igual a 12. As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitação de 200 

rpm por 48 horas. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação de DO600nm e 

metabólitos. 

3.4.7. Avaliação do efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii na produção de 

ácido xilônico 

Três linhagens de K. phaffii X33-XDH-Haa1 de maior produção de ácido xilônico 

foram selecionadas para novo ensaio em meio mineral FM22 (Stratton et al. 1998). 

Células de cada linhagem foram recuperadas em meio seletivo YPD e incubadas a 30 °C 

por 48 horas. Uma colônia de cada linhagem foi transferida para 10 mL de meio FM22 

suplementado com glicerol a 40 g.L-1 em tubos de 50 mL e os inóculos foram incubados 

sob agitação de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugação a 

1500 g por 1 minuto, transferidas para 100 mL meio FM22 suplementado com glicerol a 
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40 g.L-1 e incubadas a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 24 horas. As células foram 

baixadas por centrifugação a 1500 x g por 5 minutos, lavadas com água destilada estéril 

e inoculadas em 50 mL de meio FM22 suplementado com xilose a 40 g.L-1 e glicerol a 2 

g.L-1 em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL. As culturas foram incubadas a 30 °C sob 

agitação de 200 rpm por 72 horas. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação 

de DO600nm e metabólitos. 

3.4.8. Avaliação do efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii na produção de 

ácido xilônico em biorreator 

Para investigar o efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico 

em K. phaffii, a linhagem recombinante X33-XDH-Haa1 de maior produção de ácido 

xilônico foi selecionada para fermentação em biorreator e a linhagem X33-XDH-HL foi 

utilizada como controle negativo para a superexpressão de Haa1. Células das linhagens 

X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 foram recuperadas em meio sólido seletivo YPD 

contendo zeocina a 100 µg/mL para ambas e também geneticina a 200 µg/mL para a 

última. As células foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma colônia de cada linhagem 

foi transferida para 10 mL de YPD em tubos do tipo falcon de 50 mL e os inóculos foram 

incubados a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 16 horas. As células foram baixadas por 

centrifugação a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 150 mL de YP suplementado 

com 40 g.L-1 de glicose em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L e os inóculos foram 

incubados a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por 

centrifugação a 1500 g por 5 minutos e transferidas para 300 mL meio FM22 

suplementado com aproximadamente 80 g.L-1 de xilose e glicose em biorreatores de 1 L. 

A fermentação correu por 136 horas a 30 °C com agitação de 500 rpm e fluxo de O2 de 

1,2 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adição automática de KOH 3M. Os reatores foram 

alimentados em três intervalos de oito horas (entre 40 h e 48 h, entre 64 h e 72 h e entre 

88 h e 96 h) com 160 mL de solução de açúcares contendo aproximadamente 28 g.L-1 de 

glicose e 270 g.L-1 de xilose. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação de 

DO600nm e metabólitos. 
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3.4.9. Avaliação do efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii na produção de 

ácido xilônico na presença de hidrolisado lignocelulósico 

Para avaliar o efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico em 

hidrolisado, a linhagem de K. phaffii X33-XDH-Haa1 foi cultivada em meio mineral 

FM22 com adição de hidrolisado lignocelulósico nas concentrações de 10% e 20% (v/v). 

A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a superexpressão de 

Haa1. Células das linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 foram recuperadas em 

meio seletivo YPD contendo zeocina a 100 µg/mL para ambas e também geneticina a 200 

µg/mL para a última. As células foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Uma colônia de 

cada linhagem foi transferida para 10 mL de YPD em tubos do tipo falcon de 50 mL e os 

inóculos foram incubados a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 24 horas. As células foram 

baixadas por centrifugação a 1500 g por 2 minutos e transferidas para 150 mL de YPD 

em frascos do tipo Erlenmeyer de 1 L e os inóculos foram incubados a 30 °C sob agitação 

de 200 rpm por 24 horas. As células foram baixadas por centrifugação a 1500 x g por 5 

minutos e transferidas para 50 mL de meio FM22 suplementado com hidrolisado de 

bagaço e cana-de-açúcar para 10% e 20% (v/v). Os meios foram complementados com 

xilose e glicose a fim de que a concentração desses açúcares fosse a mesma no início do 

ensaio – 40 g.L-1 e 10 g.L-1, respectivamente. As culturas foram incubadas a 30 °C sob 

agitação de 200 rpm por 72 horas. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação 

de DO600nm e metabólitos. 

O hidrolisado lignocelulósico utilizado neste experimento foi obtido através de 

explosão a vapor de bagaço-de-cana, cuja fração líquida foi posteriormente submetida a 

hidrólise ácida com 0,5% H2SO4 a 130 °C, cedido à EMBRAPA Agroenergia pelo Centro 

de Tecnologia Canavieira (CTC). O conteúdo foi filtrado em gaze e posteriormente em 

membrana de celulose 0,22 µM e teve seu pH ajustado para 5,5 com adição de pellets de 

KOH antes de ser adicionado aos meios de cultura. A composição do hidrolisado sem 

diluição está descrita na tabela 6.  

Tabela 6. Composição do hidrolisado lignocelulósico utilizado neste trabalho. 

Glicose Xilose Ácido acético Furfural HMF 

9 g.L-1 96 g.L-1 22 g.L-1 1,26 g.L-1 0,4 g.L-1 
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3.4.10. Avaliação do efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii na produção de 

ácido xilônico na presença de hidrolisado lignocelulósico em biorreator 

Para avaliar o efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico em 

hidrolisado em biorreator, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 

foram cultivadas em meio mineral FM22 com 40 g.L-1 de glicose como única fonte de 

carbono em reatores de 1 L. Após 20 horas, os reatores foram alimentados com 180 ml 

de  hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar adicionado de 20 mL de xilose totalizando 

600 mL de cultura nos reatores com a presença de hidrolisado a 30% (v/v) e 40 g.L-1 de 

xilose. A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a 

superexpressão de Haa1. O hidrolisado utilizado foi o mesmo descrito no item (3.4.9) e 

preparado da mesma forma. A fermentação correu por 72 horas a 30 °C com agitação de 

400 rpm e fluxo de O2 de 0,8 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adição automática de 

KOH 3M. Alíquotas de 1 mL foram coletadas para quantificação de DO600nm e 

metabólitos. 

3.4.11. Determinação de biomassa celular  

A determinação da produção de biomassa celular por densidade óptica foi feita 

por espectrofotômetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA). Para quantificar a 

produção de biomassa celular em gramas, foram então separados 5 mL de cada frasco ao 

final dos experimentos, em duplicata, em tubos de 15 mL. O conteúdo foi centrifugado a 

4000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com 

água destilada e centrifugadas novamente nas mesmas condições. O sobrenadante foi 

novamente descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de água destilada e 

transferidas para tubos de ensaio de vidro previamente pesados. Os tubos foram 

condicionados em estufa a 60 °C por sete dias para obtenção de peso seco celular. 

 As células secas foram pesadas em balança de precisão e a média dos valores em 

duplicata (X) foi usada nas Equações 1 e 2, a seguir:  

(1) PS1mL = X / 5 

PS1mL = Peso seco de 1 mL de células; 

X = Peso seco de 5 mL de células. 
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(2) FC = PS1mL / DOF  

FC = Fator de conversão de DO600nm para massa seca em g.L-1; 

DOF = DO600nm final obtida. 

 

 Logo, para os valores obtidos de DO600nm durante o s experimentos, a biomassa de 

células foi determinada pela Equação 3: 

(3) BCEL = DOF . FC 

BCEL = Biomassa celular, em g/L. 

3.4.12. Quantificação de metabólitos 

Glicose, xilose, ácido acético, furfural, HMF e ácido xilônico extracelular foram 

determinados por Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC-UPLC) a partir das 

amostras coletadas em diferentes períodos durante os experimentos. Todas as alíquotas 

foram centrifugadas a 14000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi diluído em  água 

milliQ estéril. Os compostos glicose, xilose, glicerol, ácido acético, furfural e HMF foram 

analisados por cromatógrafo líquido de alta eficiência (HPLC Infinity, Agilent 

Technologies) equipado com detector de Índice de Refração (RID) e coluna HPX 87H 

(Bio-Rad Laboratories) em fase móvel de ácido sulfúrico (H2SO4) a 5 mM com fluxo de 

0,6 mL por minuto. O composto ácido xilônico foi analisado por cromatógrafo líquido de 

alta eficiência (Acquity UPLC H-Class, Waters) equipado com detector Photodiode Array 

(PDA) e coluna C18 HSS T3 aquecida, em fase móvel de tampão fosfato de potássio 

(KH2PO4) a 10 mM pH 2 e metanol 100 % com fluxo de 0,3 mL por minuto. As 

concentrações foram determinadas por comparação com o espectro obtido em curva-

padrão. 
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4. Resultados 

4.1. Desempenho de K. phaffii superexpressando Haa1 na presença de  

 ácido acético 

 Para avaliar o efeito da superexpressão do fator de transcrição Haa1 em K. phaffi 

em ácido acético, linhagens de K. phaffii X33 superexpressando o gene HAA1 sob 

controle dos promotores pRPP1b (X33-PRPP1b-Haa1) e pGAP (X33-PGAP-Haa1) foram 

cultivadas na presença de ácido acético nas concentrações de 0 g.L-1, 2 g.L-1, 6 g.L-1 e 10 

g.L-1 em meio YPD pH 5,5 tamponado, em duplicata. 

 Na ausência do inibidor (Figura 11 a), as três linhagens apresentaram o mesmo 

perfil de crescimento, produzindo em torno de 8 g.L-1 de biomassa em 28 horas. Na 

presença de ácido acético a 2 g.L-1 (Figura 11 b), a produção de biomassa das linhagens 

sofreu uma redução nas primeiras horas, principalmente a linhagem X33, que em oito 

horas havia produzido apenas 25% da biomassa produzida na ausência de inibidor (de 

1,37 g.L-1 para 0,35 g.L-1). Já a linhagem X33-PRPP1b-Haa1 teve a melhor adaptação nessa 

condição, produzindo 45% da biomassa (de 1,08 g.L-1 para 0,49 g.L-1) em comparação à 

ausência de inibidor, dentro desse mesmo intervalo de tempo (Tabela 7).  

Após 20 horas, praticamente toda a glicose do meio havia sido consumida por 

todas as linhagens (Figura 11 b), assim como o ácido acético (Figura 11 d), consumido 

em 84% do total presente no meio pela linhagem X33, em 87% pela linhagem X33-PGAP-

Haa1 e em 91% pela linhagem X33-PRPP1b-Haa1. A produção máxima de biomassa na 

presença de ácido acético a 2 g.L-1 foi semelhante ao controle, com uma média de 8,07 

g.L-1, 7,72 g.L-1 e 7,37 g.L-1 na ausência de inibidor, e 7,09 g.L-1, 8,80g.L-1 e 8,23 g.L-1 

para X33, X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1, respectivamente, após 24 horas (Tabela 

8). 

Na concentração de 6 g.L-1, o ácido acético teve grande efeito inibitório sobre K. 

phaffii, mesmo sob a superexpressão do fator Haa1. Ao final do ensaio, o consumo 

máximo de glicose nessa condição foi de apenas 1,62 + 0,20 g.L-1 para X33, 2,25 + 0,52 

g.L-1 para X33-PRPP1b-Haa1 e 1,68 + 0,43 g.L-1 para X33-PGAP-Haa1 (Figura 11 c), e o 

consumo máximo de ácido acético foi de apenas 1,21 + 0,37 g.L-1 para X33, 1,33 + 0,25 

g.L-1 para X33-PRPP1b-Haa1 e 1,30 + 0,43 g.L-1 para X33-PGAP-Haa1 (Figura 11 e). A 
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produção de biomassa das linhagens de K. phaffii sob 6 g.L-1 de ácido acético atingiu o 

seu máximo após oito horas, não ultrapassando 0,3 g.L-1, e decresceu em diante. Na 

presença de ácido acético a 10 g.L-1 (dados não exibidos), não houve produção de 

biomassa ou consumo de glicose e ácido acético.   

 

  

               

Figura 11. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haa1 na presença de 

ácido acético a 0 g.L-1, 2 g.L-1 e 6 g.L-1. A produção de biomassa (linhas sólidas), o 

consumo de glicose (linhas tracejadas) e o consumo de ácido acético (linhas pontilhadas) 

das linhagens X33 (círculos), X33-PRPP1b-Haa1 (quadrados) e X33-PGAP-Haa1 

(triângulos) estão representadas em g.L-1. A: ensaio em meio controle sem ácido acético; 

B: ensaio em ácido acético a 2 g.L-1; C: ensaio em ácido acético a 6 g.L-1; D: consumo 

de ácido acético no ensaio a 2 g.L-1; E: consumo de ácido acético no ensaio a 6 g.L-1. Os 

valores representam uma de duas replicatas. 
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Tabela 7. Média da produção de biomassa, consumo de açúcar e consumo de ácido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em ácido 

acético a 0 g.L-1 e 2 g.L-1 após 8 horas. Os resultados são apresentados como média e desvio padrão de duas replicatas. 

Concentração 

do inibidor 

Produção de Biomassa (g.L-1) Consumo de glicose (g.L-1) Consumo de ácido acético (g.L-1) 

X33 
X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 

 

AA 0 g.L
-1

 

 

1,37 ± 0,89 

 

1,08 ± 0,03 

 

0,99 ± 0,04 

 

7,20 ± 0,49 

 

9,38 ± 0,75 

 

8,23 ± 1,14 

 

n.d. 

 

n.d. 

 

n.d. 

AA 2 g.L
-1

 0,35 ± 0,27 0,49 ± 0,18 0,34 ± 0,05  5,54 ± 0,72 10,47 ± 2,15 9,73 ± 1,84 0,41 ± 0,10 0,46 ± 0,09 0,43 ± 0,20 

 

 

 

Tabela 8. Média da produção de biomassa, consumo de açúcar e consumo de ácido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em ácido 

acético a 0 g.L-1 e 2 g.L-1 após 24 horas. Os resultados são apresentados como média e desvio padrão de duas replicatas. 

Concentração 

do inibidor 

Produção de Biomassa (g.L-1) Consumo de glicose (g.L-1) Consumo de ácido acético (g.L-1) 

X33 
X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 

 

AA 0 g.L
-1 

AA 2 g.L
-1

 

 

4,72 ± 0,89 

5,52 ± 0,50 

 

4,82 ± 0,34 

7,08 ± 1,83 

 

4,47 ± 0,52 

6,28 ± 1,59 

 

18,79 ± 0,03 

19,31 ± 0,50 

 

18,79 ± 0,01 

19,66 ± 0,13 

 

18,96 ± 0,05 

19,51 ± 0,48 

 

n.d. 

1,78 ± 0,23 

 

n.d. 

1,92 ± 0,26 

 

n.d. 

1,82 ± 0,39 
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 A fim de avaliar o efeito da densidade celular na resposta fisiológica das linhagens 

de K. phaffii, um novo ensaio foi realizado com uma densidade celular inicial dez vezes 

maior que o ensaio anterior (DO600nm = 5,0) na presença de ácido acético nas 

concentrações de 0 g.L-1 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1 em meio YPD tamponado com KHP 

para o pH de 5,5, em duplicata. As culturas foram cultivadas nas mesmas condições de 

30 °C e 200 rpm por 48 horas. 

Todas as linhagens de K. phaffii foram capazes de crescer e consumir todo o ácido 

acético presente no meio em todas as suas concentrações (Figura 12). O desempenho das 

linhagens de K. phaffii avaliadas sob a presença de ácido acético a 2 g.L-1 (Figura 12 b) 

foi semelhante ao observado na ausência de inibidor. Uma pequena redução na produção 

de biomassa da linhagem X33 foi observada nas primeiras horas de cultivo – de 6,07 g.L-

1 para 4,87 g.L-1 (Tabela 9) . Nenhum efeito inibitório foi observado sobre o consumo de 

açúcar e o crescimento celular de X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1. Após o período de 

adaptação da linhagem X33, o crescimento foi retomado de modo que todas as linhagens 

alcançaram uma produção final de biomassa bastante próxima em 24 horas.  

Na presença de ácido acético a 4 g.L-1, (Figura 12 c) a biomassa produzida pela 

linhagem X33 sofreu uma redução maior, caindo de uma média de 6,07 g.L-1 – na 

ausência de inibidor – para apenas 2,92 g.L-1. Esse valor representa uma redução de cerca 

de 50% em comparação à ausência de inibidor. Já as linhagens superexpressando o fator 

Haa1 sofreram redução abaixo de 25% sob as mesmas condições – de 7,12 g.L-1 para 5,57 

g.L-1 em X33-PRPP1b-Haa1 e de 6,91 g.L-1 para 5,13 g.L-1 em X33-PGAP-Haa1. A produção 

de biomassa das linhagens X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1 manteve-se praticamente 

idêntica entre si e cerca de 15% maior em relação à linhagem X33 até o final do ensaio, 

às 48 horas (Figura 12 c).  

Na presença de ácido acético a 6 g.L-1 (Figura 12 d), a média da produção de 

biomassa de K. phaffii nas primeiras oito horas de crescimento sofreu grande redução se 

comparada à ausência de inibidor (de 6,07 g.L-1 para 1,84 g.L-1), enquanto das linhagens 

X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1 novamente manteve-se bastante próxima entre si e 

cerca de 20% maior em relação à linhagem X33 até o final do ensaio, das 24 horas às 48 

horas (Figura 12 d). 

As três linhagens de K. phaffii atingiram uma biomassa final de cerca de 11 g.L-1 

sob 0 g.L-1 e 2 g.L-1 de ácido acético. Na presença de ácido acético a 4 g.L-1 e 6 g.L-1 a 
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biomassa final de K. phaffii X33 foi de 10,34 + 0,22 g.L-1 e 9,10 + 0,90 g.L-1 sem a 

superexpressão do fator Haa1. Já a biomassa final produzida pelas linhagens X33-PRPP1b-

Haa1 e X33-PGAP-Haa1 foi de 11,55 + 0,63 g.L-1 e 12,07 + 0,65 g.L-1 na presença de ácido 

acético a 4 g.L-1, e 10,45 + 0,98 g.L-1 e 11,06 + 0,34 g.L-1 na presença de ácido acético a 

6 g.L-1. 

 

Figura 12. Perfil das linhagens de K. phaffii superexpressando Haa1 na presença de 

ácido acético a 0 g.L-1, 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1. A produção de biomassa (linhas sólidas) 

e o consumo de glicose (linhas tracejadas) das linhagens de K. phaffii X33 (círculos), 

X33-PRPP1b-Haa1 (quadrados) e X33-PGAP-Haa1 (triângulos) estão representadas em g.L-

1. A: ensaio em meio controle sem ácido acético; B: ensaio em ácido acético a 2 g.L-1; C: 

ensaio em ácido acético a 4 g.L-1; D: ensaio em ácido acético a 6 g.L-1. Os valores 

representam a média de duas replicatas com o desvio padrão. 

Na presença de ácido acético a 2 g.L-1, seu consumo pela levedura foi praticamente 

idêntico por todas as linhagens de K. phaffii (Figura 13 a), enquanto na sua presença a 4 

g.L-1, esse consumo foi mais acelerado pelas linhagens superexpressando o fator Haa1 

(Figura 13 b). Em apenas oito horas, X33-PRPP1b-Haa1 já havia consumido uma média de 

1,41 g.L-1 e X33-PGAP-Haa1 havia consumido uma média de 1,56 g.L-1, enquanto para 

X33 esse valor foi de apenas 0,90 g.L-1 (Tabela 9). Dentro de 24 horas, mais de 90% do 

ácido acético presente no meio foi consumido por todas as linhagens. 
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Na presença de ácido acético a 6 g/L-1, a média de consumo de ácido acético pelas 

linhagens superexpressando o fator Haa1 foi 50% maior (1,56 g.L-1 para X33-PRPP1b-Haa1 

e 1,38 g.L-1 para X33-PGAP-Haa1) em comparação à linhagem X33 (0,69 g.L-1) nas 

primeiras horas de cultivo e se manteve pelo menos 20% maior até as 24 horas (Figura 

13 c). Ao contrário do que foi observado na presença de ácido acético a 4 g.L-1, as 

linhagens de K. phaffii precisaram de mais de 24 horas para consumir pelo menos 5 g.L-

1 do inibidor presente no meio (Tabela 10), sendo que a linhagem X33 precisou de pelo 

menos 36 horas. 

 

    

Figura 13. Consumo de ácido acético pelas linhagens de K. phaffii superexpressando 

Haa1 na presença do inibidor a 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1. O consumo de ácido acético 

pelas linhagens X33 (círculos), X33-PRPP1b-Haa1 (quadrados) e X33-PGAP-Haa1 

(triângulos) estão representadas em g.L-1. A: ensaio em ácido acético a 2 g.L-1; B: ensaio 

em ácido acético a 4 g.L-1; C: ensaio em ácido acético a 6 g.L-1. Os valores representam 

a média de duas replicatas com o desvio padrão.
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Tabela 9. Média da produção de biomassa, consumo de açúcar e consumo de ácido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em ácido 

acético a 0 g.L-1, 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1 após 8 horas. Os resultados são apresentados como média e desvio padrão de duas replicatas. 

Concentração 

do inibidor 

Produção de Biomassa (g.L-1) Consumo de glicose (g.L-1) Consumo de ácido acético (g.L-1) 

X33 
X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 

 

AA 0 g.L
-1

 

 

6,07 ± 0,22 

 

7,12 ± 0,34 

 

6,91 ± 0,65 

 

12,98 ± 0,54 

 

12,83 ± 1,30 

 

15,25 ± 0,04 

 

n.d. 

 

n.d. 

 

n.d. 

AA 2 g.L
-1 

AA 4 g.L
-1 

AA 6 g.L
-1

 

4,87 ± 0,61 

2,92 ± 0,13 

1,84 ± 0,21 

6,36 ± 0,55 

5,57 ± 0,12 

3,52 ±  0,07 

6,27 ± 0,49 

5,13 ± 0,02 

3,45 ±  0,03 

12,43 ± 0,31 

7,76 ± 0,90 

7,53 ± 0,69 

14,59 ± 1,10 

11,15 ± 1,41 

12,24 ± 1,56 

13,51 ± 2,06 

12,74 ± 1,50 

11,45 ± 1,38 

1,21 ± 0,43 

0,90 ±  0,49 

0,69 ± 0,40 

1,10 ± 0,06 

1,41 ± 0,09 

1,56 ± 0,38 

1,38 ± 0,05 

1,56 ±  0,25 

1,38 ± 0,06 

 

Tabela 10. Média da produção de biomassa, consumo de açúcar e consumo de ácido acético pelas linhagens de K. phaffii cultivadas em 

ácido acético a 0 g.L-1, 2 g.L-1, 4 g.L-1 e 6 g.L-1 após 24 horas. Os resultados são apresentados como média e desvio padrão de duas replicatas. 

Concentração 

do inibidor 

Produção de Biomassa (g.L-1) Consumo de glicose (g.L-1) Consumo de ácido acético (g.L-1) 

X33 
X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 
X33 

X33 

PRPP1b-Haa1 

X33 

PGAP-Haa1 

 

AA 0 g.L
-1

 

 

9,84 ± 0,47 

 

10,60 ± 0,13 

 

10,68 ± 0,21 

 

20,56 ± 0,47 

 

19,23 ± 0,76 

 

20,40 ± 0,00 

 

n.d. 

 

n.d. 

 

n.d. 

AA 2 g.L
-1 

AA 4 g.L
-1 

AA 6 g.L
-1

 

9,75 ± 0,78 

7,78 ± 0,14 

6,67 ± 0,04 

10,44 ± 0,68 

9,49 ± 0,13 

8,36 ± 0,27 

10,17 ± 1,02 

9,59 ± 0,13 

9,31 ± 0,26 

20,80 ± 0,01 

20,23 ± 0,17 

20,36 ± 0,59 

19,91 ± 0,02 

19,47 ± 0,55 

20,73 ± 0,28 

20,17 ± 0,29 

21,66 ± 0,90 

19,54 ± 0,08 

1,86 ± 0,11 

3,93 ± 0,10 

3,74 ± 0,11 

1,85 ± 0,05 

3,74 ± 0,05 

4,68 ± 0,28 

1,85 ± 0,01 

3,78 ± 0,06 

4,60 ± 0,03 
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4.2. Efeito da superexpressão de Haa1 em K. phaffii na produção de ácido 

xilônico 

4.2.1. Construção de linhagens de K. phaffii produtoras de ácido xilônico 

superexpressando o fator de transcrição Haa1  

A construção de linhagens de K. phaffii superexpressando o fator Haa1 produtoras 

de ácido xilônico foi realizada através da adição do gene codificante para a enzima xilose 

desidrogenase (XDH-HL) caracterizado em Ramos et al. (2021) inserido no plasmídeo 

de expressão constitutiva pGAPZB. Para a obtenção de alto número de cópias do 

plasmídeo pGAPZB-XDH-HL, células de E. coli foram transformadas por protocolo de 

eletroporação. Após confirmação da inserção do vetor nas células bacterianas, seguiu-se 

com a multiplicação e preparação de DNA para a transformação em K. phaffii. A 

linearização do vetor pGAZB-XDH-HL foi feita com a enzima PagI e confirmada por 

eletroforese. A transformação de K. phaffii foi realizada de acordo com protocolo de 

eletroporação e catorze clones foram selecionados em meio seletivo por resistência a 

zeocina e nomeados de #01 a #14. 

Para avaliar o sucesso da recombinação das linhagens de K. phaffii X33-PRPP1b-

Haa1 com o gene XDH-HL, sete linhagens resultantes da transformação foram cultivadas 

em 30 mL de meio YNB suplementado com xilose a 40 g.L-1 e glicerol a 2 g.L-1 em 

frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL por 48 horas a 30 °C e 200 rpm. Foi possível 

confirmar a produção de ácido xilônico em cinco linhagens, sendo a produção final de 

aproximadamente 6 g.L-1 comparável à produção obtida pela linhagem de K. phaffii X33-

XDH-HL em Ramos et al. (2021). 

4.2.2. Desempenho das linhagens de K. phaffii na produção de ácido xilônico 

A partir da confirmação da produção de ácido xilônico em cinco linhagens, as três 

linhagens de maior produção de ácido xilônico (X33-XDH-Haa1#5, X33-XDH-Haa1#10 

e X33-XDH-Haa1#12) e a linhagem X33-XDH-HL foram selecionadas para avaliação do 

efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico em meio mineral. As 

linhagens foram cultivadas em 50 mL de FM22 suplementado com xilose a 40 g.L-1 e 

glicerol a 2 g.L-1 em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL por 72 horas a 30 °C e 200 

rpm.  
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Figura 14. Produção de ácido xilônico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-Haa1 

após 24 horas e 48 horas. Os valores estão indicados em g.L-1. 

 

A linhagem X33-XDH-HL foi utilizada como controle negativo para a 

superexpressão de Haa1. As linhagens de K. phaffii X33-XDH-Haa1 alcançaram uma 

produção de ácido xilônico satisfatória em relação à linhagem controle X33-XDH-HL, 

obtendo-se uma produção do composto em torno de 2 g.L-1 após 24 horas, 4 g.L-1 após 48 

horas um valor final entre 5 e 6 g.L-1 após 72 horas (Figura 15). A maior produção final 

de ácido xilônico foi observada na linhagem X33-XDH-Haa1#12, igual a 6,38 g.L-1 após 

72 horas e rendimento total de 0,49 g.g-1 (Tabela 10). Esta linhagem, portanto, foi 

selecionada para os próximos experimentos. 

A produção de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-

XDH-Haa1 foi semelhante em todos os intervalos de tempo avaliados (Figura 15 a), 

apesar de o consumo de xilose pela linhagem X33-XDH-HL ser um pouco maior dentro 

das primeiras 24 horas (Figura 15 b) indicando maior rendimento pelas linhagens 

superexpressando o fator Haa1 nesse intervalo. Em 24 horas, a média da produção de 

ácido xilônico foi de 1,83 + 0,24 g.L-1 para X33-XDH-HL, 2,1 + 0,28 g.L-1 para X33-

XDH-Haa1#05, 2,05 + 0,03 g.L-1 para X33-XDH-Haa1#10 e 2,06 + 0,02 g.L-1 para X33-

XDH-Haa1#12. 
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Figura 15. Produção de ácido xilônico pelas linhagens K. phaffii X33-XDH-HL e 

X33-XDH-Haa1 após 24, 48 e 72 horas. Os valores estão indicados em g.L-1 e 

representam a média de duas replicatas com o desvio padrão. 

Após 48 horas, a produção total de ácido xilônico duplicou em quase todas as 

linhagens, subindo para 3,94 + 0,28 g.L-1 em X33-XDH-HL, 4,18 + 0,12 g.L-1 em X33-

XDH-Haa1#05, 3,97 + 0,19 g.L-1 em X33-XDH-Haa1#10 e 4,36 + 0,37 g.L-1 em X33-

XDH-Haa1#12. Ao final de 72 horas, a produção total de ácido xilônico pela linhagem 

X33-XDH-HL foi a menor, com uma média de 4,86 g.L-1 para X33-XDH-HL, seguida de 

5,2 g.L-1 para X33-XDH-Haa1#10, 5,7 g.L-1 para X33-XDH-Haa1#10 e finalmente 6,38 
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g.L-1 para X33-XDH-Haa1#12 (Tabela 10), sendo esta última a linhagem de maior 

produção final e também o maior rendimento ao final de 72 horas. 

Tabela 11. Produção e rendimento de ácido xilônico pelas linhagens K. phaffii após 

72 horas.  

a O rendimento (Y) foi calculado dividindo-se a produção de ácido xilônico (AX), em gramas, pela 

quantidade de xilose consumida (X), em gramas, no intervalo de 0 a 72 horas. 

 

4.2.3. Desempenho das linhagens de K. phaffii na produção de ácido xilônico em 

biorreator 

Para avaliar o efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico em 

K. phaffii em biorreator, as linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1#12 foram 

cultivadas em meio mineral FM22 com 80 g.L-1 de glicose e 80 g.L-1 de xilose em reatores 

de 1 L. A fermentação correu por 136 horas a 30 °C com agitação de 500 rpm e fluxo de 

O2 de 1,2 L/min. Os reatores foram alimentados em três intervalos de oito horas (entre 

40h e 48h, entre 64h e 72h e entre 88h e 96h) com 160 mL de solução de açúcares a 0,02 

L.h-1. 

Ambas as linhagens consumiram completamente a glicose dentro das primeiras 

24 horas, produzindo até 28 g.L-1 de biomassa. Nesse período, a média da produção de 

ácido xilônico foi de 11 g.L-1 por X33-XDH-HL e 5,81 g.L-1 por X33-XDH-Haa1. Entre 

24 e 40 horas, pós a depleção de glicose, a produção média de ácido xilônico de X33-

XDH-HL subiu para 34,14 g.L-1 e a de X33-XDH-Haa1 para 23,57 g.L-1, o que significa 

que em um intervalo de 16 horas, as linhagens de K. phaffii conseguiram produzir 23 g.L-

1 e 17 g.L-1, respectivamente, sendo este o intervalo de maior produção observado (Figura 

16 a). A cada alimentação realizada, foram adicionados cerca de 43 g de xilose e 4 g de 

Linhagem 
Produção  

(g. L-1) 

Y AX/X 
a 

(g.g-1) 

X33-XDH-HL 4,86 + 0,24 0,46 + 0,08 

X33-XDH-Haa1#05 5,70 + 0,46 0,43 + 0,05 

X33-Haa1-XDH#10 5,20 + 0,62 0,47 + 0,14 

X33-Haa1-XDH#12 6,38 + 0,24 0,49 + 0,01 
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glicose em um volume de 160 mL. Dessa forma, a xilose total estimada oferecida às 

leveduras após a última alimentação foi de 154 g (Figura 16 b). 

 

 

 

Figura 16. Produção de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii em meio mineral 

em biorreator. A: produção de ácido xilônico (eixo principal) e xilose total estimada 

(eixo secundário), em g.L-1. B: produção de ácido xilônico (eixo principal) e xilose total 

estimada (eixo secundário), em gramas. As fases da batelada alimentada estão 

representadas como Batelada, A1 (alimentação 1), A2 (alimentação 2) e A3 (alimentação 

3) e indicadas pelas linhas verticais tracejadas. Os valores da produção de ácido xilônico 

representam a média de duas replicatas com o desvio padrão. 
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Após o período de 24 a 40 horas, onde a linhagem X33-XDH-HL manteve sua 

média de produção de ácido xilônico pelo menos 30% maior que a linhagem X33-XDH-

Haa1 (11 g.L-1 às 24h e 34,14 g.L-1 às 40h comparado a 5,81 g.L-1 às 24h e 23,57 g.L-1 às 

40h), a produção das linhagens apresentou pequenas variações, observadas às 64 horas 

(média de 28,22 g.L-1 em X33-XDH-HL e de 35,8 g.L-1 em X33-XDH-Haa1), às 88 horas 

(média de 35,08 g.L-1 em X33-XDH-HL e de 31,94 g.L-1 em X33-XDH-Haa1) e às 136 

horas, quando a produção final total de ácido xilônico foi de 43,08 + 2,74 g.L-1 por X33-

XDH-HL e de 39,35 + 4,57 g.L-1 por X33-XDH-Haa1 (Tabela 12). 

Em 40 horas, uma média de produção de ácido xilônico igual a 34 g.L-1 pela 

linhagem X33-XDH-HL (Tabela 12) representa cerca de 10 g de ácido xilônico, 

considerando o volume da cultura igual a 300 mL. Ao final da primeira alimentação, em 

48 horas, o volume da cultura havia sido acrescido de 160 mL e a média da produção de 

ácido xilônico foi de 22,20 g.L-1 pela linhagem X33-XDH-HL (Tabela 12), o que 

representa o mesmo total de 10 g de ácido xilônico em 460 mL de cultura (Figura 16 b). 

No mesmo intervalo de tempo, uma média de produção de 23,57 g.L-1 de ácido xilônico 

pela linhagem X33-XDH-Haa1 representa cerca de 7 g do composto, considerando o 

volume da cultura igual a 300 mL. Ao final da primeira alimentação, em 48 horas, a média 

da produção de ácido xilônico pela linhagem X33-XDH-Haa1 foi de 24 g.L-1, o que 

representa um total de 11 g de ácido xilônico em 460 mL de cultura. Esses valores indicam 

que durante a primeira alimentação, a linhagem X33-XDH-HL teve sua produção de 

ácido xilônico inibida, enquanto a linhagem X33-XDH-Haa1 foi capaz de continuar 

produzindo o composto.  

O inverso desse fenômeno foi observado durante a segunda alimentação. Em 64 

horas, a média da produção de ácido xilônico pela linhagem X33-XDH-Haa1 igual a 

35,80 g.L-1 (Tabela 12) representa cerca de 16 g de composto, considerando 460 mL de 

cultura. Ao final da segunda alimentação, em 72 horas, o volume da cultura havia sido 

acrescido de 160 mL e a média da produção de ácido xilônico pela linhagem X33-XDH-

Haa1 foi de 25,65 g.L-1 (Tabela 12), o que representa o total de 15,90 g em 620 mL de 

cultura (Figura 16 b). A linhagem X33-XDH-HL havia produzido uma média de 28,22 

g.L-1 de ácido xilônico em 64 horas, totalizando cerca de 13 g do composto em 460 mL 

de cultura, e uma média de 27,03 g.L-1 após o final da segunda alimentação, em 72 horas, 

totalizando cerca de 16 g de ácido xilônico em 620 mL de cultura. 
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Tabela 12. Produção de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii em biorreator 

em diferentes intervalos de tempo. Os horários representam o número de horas após o 

início da fermentação (t0). 

 

4.2.4. Desempenho das linhagens de K. phaffii na produção de ácido xilônico na 

presença de hidrolisado lignocelulósico 

Para avaliar o efeito da superexpressão do fator de transcrição Haa1 na produção 

de ácido xilônico em hidrolisado, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-

Haa1 foram cultivadas em meio mineral FM22 com adição de hidrolisado lignocelulósico 

nas concentrações de 10% e 20% (v/v). A quantidade de xilose e glicose foi ajustada a 

Tempo Linhagem 

Produção 

de ácido xilônico 

(g. L-1) 

40 horas 

X33-XDH HL 

X33-XDH-Haa1 

34,14 + 4,50 

23,57 + 3,08 

48 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

22,20 + 4,35 

24,01 + 1,77 

64 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

28,22 + 9,16 

35,80 + 1,56 

72 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

27,03 + 3,06 

25,65 + 3,32 

88 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

35,09 + 4,25 

31,94 + 2,69 

96 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

29,24 + 3,87 

29,5 + 4,70 

136 horas 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

43,08 + 2,74 

39,35 + 4,57 
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fim de que a concentração inicial desses açúcares fosse a mesma entre os ensaios, igual a 

40 g.L-1 e 10 g.L-1, respectivamente. 

A produção de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii foi bastante próxima 

em todos os intervalos avaliados dentro de cada condição (Figura 17). Em 24 horas, a 

linhagem X33-XDH-HL produziu uma média de 5,06 g.L-1 de ácido xilônico na ausência 

de hidrolisado (Figura 17 a), 4,36 g.L-1 na presença de hidrolisado a 10% (Figura 17 c) e 

2,77 g.L-1 na presença de hidrolisado a 20% (Figura 17 e). Esses valores representam uma 

queda de 13% e 45%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-XDH-Haa1 produziu 

uma média de 4,74 g.L-1 de ácido xilônico na ausência de hidrolisado (Figura 17 b), 4,06 

g.L-1 na presença de hidrolisado a 10% (Figura 17 d) e 2,80 g.L-1 na presença de 

hidrolisado a 20% (Figura 17 f). Esses valores representam uma queda de 14% e 40%, 

respectivamente. 

Em 48 horas, X33-XDH-HL produziu uma média de 9,90 g.L-1 de ácido xilônico 

na ausência de hidrolisado (Figura 17 a), 7,25 g.L-1 na presença de hidrolisado a 10% 

(Figura 17 c) e 5,08 g.L-1 na presença de hidrolisado a 20% (Figura 17 e). Esses valores 

representam uma queda de 25% e 48%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-

XDH-Haa1 produziu uma média de 10,40 g.L-1 de ácido xilônico na ausência de 

hidrolisado (Figura 17 b), 7,73 g.L-1 na presença de hidrolisado a 10% (Figura 17 d) e 

5,20 g.L-1 na presença de hidrolisado a 20% (Figura 17 f). Esses valores representam uma 

queda de 25% e 50%, respectivamente. 

Ao final de 72 horas, X33-XDH-HL produziu uma média de 11,51 g.L-1 de ácido 

xilônico na ausência de hidrolisado, 8,58 g.L-1 na presença de hidrolisado a 10% e 6,82 

g.L-1 na presença de hidrolisado a 20% (Tabela 13). Esses valores representam uma queda 

de 25% e 40%, respectivamente. No mesmo intervalo, X33-XDH-Haa1 produziu uma 

média de 12,44 g.L-1 de ácido xilônico na ausência de hidrolisado, 9,13 g.L-1 na presença 

de hidrolisado a 10% e 7,08 g.L-1 na presença de hidrolisado a 20% (Tabela 13). Esses 

valores representam uma queda de 26% e 42%, respectivamente. Ambas as linhagens 

X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 sofreram praticamente a mesma queda na produção de 

ácido xilônico comparando a ausência e a presença de hidrolisado a 10% e 20%.  
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Figura 17. Produção de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii na presença de 

hidrolisado. A produção de biomassa, o consumo de glicose e ácido acético, e a produção 

de ácido xilônico estão representados em g.L-1. A: X33-XDH-HL na ausência de 

hidrolisado; B: X33-XDH-Haa1 na ausência de hidrolisado; C: X33-XDH-HL em 

hidrolisado 10%; D: X33-XDH-Haa1 em hidrolisado 10%; E: X33-XDH-HL em 

hidrolisado 20%; F: X33-XDH-Haa1 em hidrolisado 20%. Os valores representam a 

média de duas replicatas com o desvio padrão. 
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Tabela 13. Produção e rendimento de ácido xilônico pelas linhagens de K. phaffii em 

hidrolisado após 72 horas. 

a O rendimento (Y) foi calculado dividindo-se a produção de ácido xilônico (AX), em gramas, pela 

quantidade de xilose consumida (X), em gramas, no intervalo de 0 a 72 horas. 

 

4.2.5. Desempenho das linhagens de K. phaffii na produção de ácido xilônico na 

presença de hidrolisado lignocelulósico em biorreator 

Para avaliar o efeito da superexpressão de Haa1 na produção de ácido xilônico em 

hidrolisado em biorreator, as linhagens de K. phaffii X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 

foram cultivadas em meio mineral FM22 com 40 g.L-1 de glicose como única fonte de 

carbono em reatores de 1 L. Após 20 horas, os reatores foram alimentados com 180 ml 

de  hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar adicionado de 20 mL de xilose totalizando 

600 mL de cultura nos reatores com a presença de hidrolisado a 30% (v/v) e 40 g.L-1 de 

xilose. A fermentação correu por 72 horas a 30 °C com agitação de 400 rpm e fluxo de 

O2 de 0,8 L/min. O pH foi mantido a 5,5 com adição automática de KOH 3M.  

A produção de ácido xilônico foi completamente inibida em ambas as linhagens. 

Não foi detectada a sua produção em nenhum intervalo de tempo desde a adição do 

hidrolisado, bem como nenhum consumo de xilose foi observado em ambos os ensaios. 

No entanto, toda a glicose presente no hidrolisado adicionado foi rapidamente consumida 

pelas leveduras dentro de 24 horas e uma produção de até 7,45 g.L-1 e 7,94 g.L-1 de 

biomassa foi observada por X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 (Figura 18), 

respectivamente, que sugere que as células conseguiram manter o seu metabolismo de 

carbono em funcionamento por um por um curto período de tempo mesmo na presença 

Hidrolisado Linhagem 
Produção  

(g.L-1) 

Y AX/X 
a 

(g.g-1) 

0% 

 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

11,51 + 0,80  

12,44 + 0,73 

0,55 + 0,02 

0,57 + 0,01 

10% 

 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

8,58 + 0,07 

9,13 + 0,60 

0,54 + 0,01 

0,52 + 0,02 

20% 

 

X33-XDH-HL 

X33-XDH-Haa1 

6,82 + 0,73 

7,08 + 0,60 

0,42 + 0,01 

0,40 + 0,01 
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de hidrolisado a 30%. As leveduras também não foram capazes de consumir o ácido 

acético do meio proveniente do hidrolisado adicionado. 

 

 

 

Figura 18. Perfil das linhagens de K. phaffii na presença de hidrolisado 

lignocelulósico em biorreator. A biomassa produzida e o consumo de glicose pelas 

linhagens X33-XDH-HL (círculos) e X33-XDH-Haa1 (quadrados) e o ácido acético 

presente no hidrolisado estão representados em g.L-1.  
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5. Discussão 

O fator de transcrição Haa1 está envolvido na expressão de mais de 80% dos genes 

relacionados à resposta celular de S. cerevisiae na presença de ácido acético, reduzindo a 

susceptibilidade da levedura e a duração da fase de adaptação das células (Fernandes et 

al. 2005; Mira et al. 2011). Portanto, neste trabalho foi avaliado o efeito da superexpressão 

do gene Haa1 homólogo em K. phaffii sobre a tolerância da levedura a diferentes 

concentrações de ácido acético e hidrolisado lignocelulósico. 

Foi observado que a presença de ácido acético na concentração a partir de 2 g.L-1 

teve efeito inibitório sobre K. phaffii causando atraso no crescimento celular. Em ensaio 

com baixa densidade celular (DO600nm = 0,5) a produção de biomassa de K. phaffii sofreu 

grande diminuição (Figura 11 b), produzindo apenas 25% da biomassa produzida na 

ausência do inibidor (Figura 11 a).  

Foi descrito que quando uma concentração inibitória de ácido fraco como o ácido 

acético é adicionada a uma cultura de levedura em crescimento, ocorre uma interrupção 

temporária da produção de biomassa, e a cultura entra em um período de latência 

enquanto as células se recuperam do estresse causado, e o crescimento exponencial pode 

ser retomado (Mira et al. 2010a). Nos ensaios realizados neste trabalho, foi observado 

que o crescimento de K. phaffii passou por um período de adaptação seguido de retomada 

na produção de biomassa também quando a o inibidor estava presente na cultura desde o 

início (t0). 

O efeito inibitório de ácido acético sobre K. phaffii na concentração de 2 g.L-1 

(Figura 11 b) foi semelhante ao efeito observado em ensaio com maior densidade celular 

(Figura 12 b), onde uma breve redução na produção de biomassa foi observada no início 

do crescimento exponencial da linhagem X33 se comparada à ausência de inibidor (6,07 

g.L-1 para 4,86 g.L-1) dentro do mesmo intervalo de tempo. Considerando que esse efeito 

inibitório sobre o crescimento celular da levedura na presença de ácido acético a 2 g.L-1 

foi observado apenas na linhagem X33, é possível inferir que a superexpressão do fator 

Haa1 teve efeito protetivo no crescimento de K. phaffii. 

O efeito protetivo da superexpressão do fator Haa1 ficou mais evidente na 

presença de ácido acético a 4 g.L-1 (Figura 12 c). A presença do inibidor levou à redução 

do crescimento celular de K. phaffii de forma mais intensa sobre a linhagem X33, que em 
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oito horas havia produzido apenas 2,92 g.L-1 (Tabela 8) comparado a 6,07 g.L-1 na 

ausência de inibidor. Esta redução equivale a cerca de 50% menos biomassa e 40% menor 

assimilação de açúcar. As linhagens sob superexpressão do fator Haa1, por outro lado, 

não sofreram o mesmo efeito inibitório e produziram, no mesmo período, pelo menos 

43% mais biomassa e consumiram pelo menos 36% mais ácido acético do que a linhagem 

X33. Em 24 horas, mais de 90% do ácido acético havia sido consumido por todas as 

linhagens, sendo que a biomassa das linhagens X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1 

manteve-se cerca de 15% maior em relação à linhagem X33 até o final da fase estacionária 

de crescimento, às 36 horas.  

O ácido acético na concentração de 6 g.L-1 demonstrou ainda maior efeito 

inibitório sobre K. phaffii, em especial sobre a linhagem X33, que teve sua produção 

média de biomassa reduzida em até 70% em comparação à ausência de inibidor (de 6,07 

g.L-1 para 1,84 g.L-1) no início do cultivo. A maior concentração de ácido acético também 

reduziu a velocidade de consumo do inibidor em K. phaffii X33 em pelo menos 30% nas 

primeiras 24 horas. Já para as linhagens superexpressando o fator Haa1, o efeito inibitório 

de 6 g.L-1 de ácido acético foi menos prejudicial, desacelerando o crescimento celular em 

cerca de apenas 30%. Apesar de todas as linhagens precisarem de mais de 24 horas para 

consumir mais de 90% do ácido acético presente no meio, seu consumo pelas linhagens 

X33-PRPP1b-Haa1 e X33-PGAP-Haa1 foi semelhante ao observado em 4 g.L-1 (Figura 13 

b). Isso reitera a vantagem da superexpressão do fator Haa1 à tolerância de K. phaffii ao 

ácido acético. 

O efeito inibitório do ácido acético sobre o crescimento celular de K. phaffii 

observado neste trabalho foi mais significativo durante o início dos ensaios, fazendo com 

que a levedura passe por uma extensão da fase lag e o crescimento exponencial seja 

retomado logo após o período de adaptação. Um efeito semelhante foi observado em S. 

cerevisiae com a remoção do gene HAA1, o que levou ao aumento na duração da fase de 

adaptação das células expostas a ácido acético (Fernandes et al. 2005). Além disso, o 

efeito inibitório cada vez maior sobre as primeiras horas de crescimento de K. phaffii 

observado neste trabalho, isto é, a redução na produção de biomassa causada pela 

presença de ácido acético a 2 g.L-1 (6,07 g.L-1 para 4,86 g.L-1), 4 g.L-1 (6,07 g.L-1 para 

2,92 g.L-1) e 6 g.L-1 (6,07 g.L-1 para 1,84 g.L-1) condiz com o efeito inibitório dose-

dependente do ácido acético descrito em microrganismos (Pampulha e Loureiro-Dias 

1990; Dong et al. 2017; Soares et al. 2021).  
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Foi reportado que uma maior quantidade de composto inibitório terá maior efeito 

sobre uma população menor de células, pois estas sofrerão maior acúmulo intracelular de 

íons e consequentemente inibição metabólica quando em menor quantidade (Carmelo et 

al. 1997; Palmqvist e Hahn-Hägerdal 2000). Além disso, concentrações letais de ácido 

acético podem induzir a morte celular por apoptose ou necrose (Dong et al. 2017). Como 

observado neste trabalho, em ensaio com baixa densidade celular (DO600nm = 0,5) a 

presença de ácido acético a 6 g.L-1 foi suficiente para inibir completamente o metabolismo 

e crescimento de K. phaffii em poucas horas (Figura 11 c). Porém, o mesmo não aconteceu 

em ensaio com maior densidade celular (DO600nm = 5). Isso sugere que a quantidade de 

células foi um fator determinante na tolerância de K. phaffii ao ácido acético e na 

definição da concentração letal do inibidor para a levedura. 

O atraso no crescimento celular por consequência da presença de ácido acético 

também pode acontecer devido à depleção de ATP causada tanto pela inibição de enzimas 

da via glicolítica devido à queda no pH quanto pela alta demanda energética da ativação 

de respostas de defesa, em especial o intenso transporte ativo de prótons para o exterior 

da célula realizado por H+-ATPase e V-H+-ATPase (Pampulha e Loureiro-Dias 1990). 

Genes relacionados à síntese de ATP foram identificados como fatores determinantes na 

resposta adaptativa de leveduras a ácidos fracos (Mollapour et al. 2004; Mira et al. 2009), 

incluindo o ácido acético (Kawahata et al. 2006). Isso também pode explicar o rápido 

decrescimento de biomassa em K. phaffii observado em ensaio com a adição de 

hidrolisado para concentração final de 30% (v/v), uma vez que a glicose adicionada ao 

início do cultivo já havia sido esgotada até este momento e a pequena quantidade deste 

açúcar presente no hidrolisado adicionado foi rapidamente consumida pela levedura. Isto 

é, a baixa disponibilidade de glicose e a alta demanda de resposta celular aos compostos 

inibitórios do hidrolisado podem ter sido um fator limitante à manutenção do 

metabolismo e crescimento celular de K. phaffii.  

Entre os genes regulados pelo fator de transcrição Haa1 estão transportadores de 

membrana do tipo “multidrug-resistance” ( DR), que realizam intenso bombeamento de 

íons para fora da célula para reverter a queda do pH intracelular e outros efeitos tóxicos 

causados pelo acúmulo de íons no citosol (Carmelo et al. 1997; Mira et al. 2010a). 

Portanto, a superexpressão de Haa1 pode ajudar a acelerar este mecanismo, à medida que 

regula positivamente a expressão desses transportadores. Como consequência, as células 

poderiam compensar o intenso gasto de ATP mais rapidamente e produzir biomassa em 
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menos tempo. Além disso, a presença de ácido acético e hidrolisado lignocelulósico 

também pode causar a repressão da via glicolítica em K. phaffii (Pampulha e Loureiro-

Dias 1990; Mira et al. 2010a). Isso também pode explicar o comportamento observado 

nas linhagens de K. phaffii avaliadas neste trabalho, que, sem a superexpressão do fator 

Haa1, mantiveram a assimilação de açúcar em biomassa muito mais lenta na presença de 

ácido acético. 

O  aumento da tolerância de K. phaffii ao ácido acético conferido pela 

superexpressão do fator Haa1 não se mostrou correlacionado à força dos promotores 

utilizados nos ensaios realizados neste trabalho. Em ensaios quantitativos de nível de 

expressão em diferentes fontes de carbono, o promotor PRPP1b apresentou 23% da força 

de expressão de PGAP em glicose (Prielhofer et al. 2017). Sabe-se que a síntese proteica é 

um processo de alta demanda energética (Verduyn 1991) e portanto a superexpressão de 

proteínas representa um custo energético adicional para o organismo (Bienick et al. 2014). 

É possível que o custo energético da superexpressão de HAA1 em K. phaffii sob o controle 

de PGAP não seja compensatório para a levedura, uma vez que o efeito protetivo do fator 

de transcrição é concretizado apenas mediante a ativação dos genes regulados por essa 

molécula, o que também representa um custo energético para as células.  

Sabe-se que o ácido xilônico também pode desempenhar certa toxicidade às 

células, uma vez que contribui para a acidificação do meio intracelular, ou extracelular, 

quando secretado (Bañares et al. 2021). Portanto, a possibilidade da superexpressão do 

fator Haa1 beneficiar a tolerância de K. phaffii ao acúmulo de ácido xilônico produzido 

pela levedura foi avaliada.  

A produção de ácido xilônico em biorreator com alta quantidade de glicose e 

xilose (Figura 16) possibilitou uma rápida produção, onde X33-XDH-HL e X33-XDH-

Haa1 atingiram uma média de 34,14 g.L-1 e 23,57 g.L-1 de ácido xilônico, 

respectivamente, em apenas 40 horas. Esses valores são cerca de quatro vezes maiores do 

que a produção observada em K. phaffii em 40 g.L-1 de xilose em Ramos et al. (2021) 

dentro do mesmo intervalo de tempo. Essa vantagem pode estar relacionada tanto à maior 

quantidade de açúcares oferecida às leveduras quanto a uma maior densidade celular no 

início da fermentação (DO600nm = 15). No entanto, ao final de 136 horas, as linhagens de 

K. phaffii produziram apenas cerca de 40 g.L-1 de ácido xilônico, enquanto essa mesma 

produção foi alcançada em Ramos et al. (2021) em apenas 96 horas. Esse valor também 

é bastante menor em comparação à produção alcançada em Pichia kudriavzevii no mesmo 
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intervalo de tempo  (Toivari et al. 2013). Por outro lado, ao final da fermentação, 

observou-se que a produção de ácido xilônico continuou aumentando mesmo após 136 

horas, o que indica a possibilidade de K. phaffii produzir maior quantidade de ácido 

xilônico caso a fermentação fosse continuada. 

A partir da primeira alimentação realizada, a produção de ácido xilônico pelas 

linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 manteve-se próxima com pequenas variações 

em alternância observadas após longos períodos sem alimentação e uma média de 

produção final um pouco maior pela linhagem X33-XDH-HL. Portanto, não se pode 

inferir que a superexpressão do fator Haa1 conferiu vantagem na produção de ácido 

xilônico em K. phaffii.  

A queda da produtividade de ácido xilônico observada nas linhagens de K. phaffii 

durante os intervalos de alimentação com xilose e glicose sugere que a adição de glicose 

pode ter cessado a assimilação de xilose pelas leveduras. Isso pode acontecer devido ao 

fato de que, em um meio onde há oferta de glicose e xilose, microrganismos que não 

assimilam xilose naturalmente tendem a consumir a pentose apenas diante da escassez de 

glicose (Shin et al. 2015), uma vez que seus transportadores de açúcares possuem maior 

afinidade por glicose (Sharma e Arora 2020). 

Considerando a vantagem conferida a K. phaffii pela superexpressão do fator Haa1 

à presença de ácido acético observada neste trabalho, foi esperado que a superexpressão 

do fator Haa1 também beneficiasse a produção de ácido xilônico na presença de 

hidrolisado lignocelulósico. No entanto, as linhagens X33-XDH-HL e X33-XDH-Haa1 

sofreram praticamente a mesma queda na produção de ácido xilônico comparando-se a 

ausência e a presença de hidrolisado a 10% e 20% (v/v) (Figura 17). A superexpressão 

do fator Haa1 não teve, no entanto, o efeito esperado sobre a produção de ácido xilônico 

na presença de hidrolisado. Tanto sob a superexpressão do fator Haa1, em X33-XDH-

Haa1, quanto na ausência, em X33-XDH-HL, a média da produção de ácido xilônico em 

K. phaffii sofreu cerca de 15% de redução em 24 hora e 25% dentro de 48 horas e 72 

horas, comparando-se a ausência de hidrolisado com sua presença a 10% (v/v). Já na 

presença de hidrolisado a 20% (v/v), a média da produção de ácido xilônico em K. phaffii 

sofreu cerca de 40% de redução em 24 horas e também em 72 horas, em ambas as 

linhagens. Portanto, não foi possível observar melhora na produção de ácido xilônico em 

K. phaffii superexpressando o fator Haa1 na presença de hidrolisado. Apesar de a 

concentração de ácido acético no hidrolisado utilizado diluído a 10% e 20% ser de 
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aproximadamente 2 g.L-1 e 4 g.L-1, respectivamente, concentrações toleráveis por K. 

phaffii, a presença de outros compostos inibitórios presentes no hidrolisado podem ter 

prejudicado o metabolismo de xilose da levedura, uma vez que diferentes inibidores 

demandam diferentes mecanismos de adaptação e detoxificação (Almeida et al. 2007; 

Cunha et al. 2019). Furfural e HMF são compostos inibitórios presentes em hidrolisado 

lignocelulósico, formados pela desidratação dos açúcares (Almeida et al. 2007). 

Concentrações de 0,9 g.L-1 de furfural e 0,25 g.L-1 de HMF podem levar o crescimento 

celular de K. phaffii a um prolongamento da fase lag reduzindo a produção de biomassa 

(Paes et al. 2021). Porém, a concentração desses compostos no hidrolisado utilizado neste 

trabalho diluído a 10% é aproximadamente apenas 0,126 g.L-1 e 0,04 g.L-1, 

respectivamente, e 0,25 g.L-1 e 0,08 g.L-1 em hidrolisado diluído a 20% (v/v) e o seu efeito 

exclusivo sobre a produção de ácido xilônico pela levedura em menores concentrações 

ainda não foi descrito.  

Para a produção de ácido xilônico em hidrolisado em biorreator, foi esperado que 

a adição de hidrolisado durante o crescimento das linhagens de K. phaffii após alta 

densidade celular atingida (DO600nm = 30) favorecesse a adaptação das células aos 

compostos inibitórios, uma vez relatado que quando uma concentração inibitória de ácido 

fraco, como o ácido acético, é adicionada a uma cultura de levedura em crescimento, 

ocorre uma interrupção temporária da produção de biomassa, e a cultura entra em um 

período de latência enquanto as células se recuperam do estresse causado, e o crescimento 

exponencial pode ser retomado (Mira et al. 2010a). No entanto, a adição de hidrolisado 

lignocelulósico para a concentração final de 30% foi o suficiente para inibir totalmente a 

produção de ácido a partir da xilose presente no hidrolisado (Figura 18).  

A capacidade de detoxificação do microrganismo a um inibidor pode ser 

mensurada pela taxa de conversão – na forma de consumo ou convertendo o inibidor a 

uma molécula menos tóxica – que ele é capaz de realizar. No entanto, isso é mais 

precisamente calculado quando se analisam inibidores separadamente, uma vez que a 

presença de diferentes tipos de inibidores demanda diferentes estratégias de adaptação 

(Almeida et al. 2007). Apesar de ser capaz de tolerar e consumir completamente o ácido 

acético em concentração igual a 6 g.L-1 (Paes et al. 2021; este trabalho), ainda não foi 

possível observar a tolerância de K. phaffi à presença de hidrolisado lignocelulósico em 

concentração partir de 30% (v/v).  Novamente, o maior efeito inibitório causado pela 

presença de hidrolisado pode estar relacionado à presença de outros compostos inibitórios 
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existentes no hidrolisado utilizado, como furaldeídos e compostos fenólicos. A 

concentração de furfural e HMF presente no hidrolisado utilizado neste trabalho diluído 

a 30% é aproximadamente 0,38 g.L-1 e 0,12 g.L-1, respectivamente. Furaldeídos podem 

causar efeitos diretos no metabolismo celular em concentrações menores que 1 g.L-1, 

como a inibição de enzimas da via glicolítica, levando à extensão da fase lag e limitação 

da produção de biomassa e produção de biocompostos, como observado em Banerjee et 

al. (1981), Modig et al. (2002) e revisado em Almeida et al. (2009).  

Além disso, devido aos danos causados diretamente na parede celular e na 

membrana plasmática por inibidores presentes em hidrolisado (Larsson et al. 2000; 

Fernandes et al. 2005; Mira et al. 2010), pode ocorrer uma maior entrada de compostos 

inibitórios no meio intracelular, ocasionando um conjunto de efeitos inibitórios, ao 

contrário do que acontece quando a levedura está na presença de apenas um desses 

compostos. Isso também pode explicar o maior efeito inibitório observado neste trabalho 

causado pelo hidrolisado em comparação com o ácido acético. Assim, a combinação da 

rápida depleção de glicose com os efeitos inibitórios do hidrolisado podem ter superado 

o limite da viabilidade celular, fazendo com que a assimilação de xilose em ácido xilônico 

não fosse possível. Ainda, a rápida depleção de glicose também pode ter impedido a 

atividade de extrusão de prótons pelos transportadores da membrana plasmática 

responsáveis por reverter o acúmulo de prótons H+ devido à grande quantidade de ácido 

acético adicionada ao meio, visto que a própria ativação deste mecanismo na levedura 

leva a um alto gasto de ATP (Carmelo et al. 1997). 

Uma estratégia para permitir a assimilação de xilose em produtos na presença de 

hidrolisado lignocelulósico poderia ser a adição do hidrolisado na forma de alimentação 

controlada, mantendo a concentração de inibidores abaixo do limite inibitório. O modelo 

de fermentação alimentada mostrou-se vantajoso na utilização de açúcares a partir de 

hidrolisado lignocelulósico para fermentação alcoólica (Rudolf et al. 2005), isso porque 

a concentração de inibidores é mantida menor ao longo do processo, o que poderia 

facilitar a adaptação dos organismos fermentadores. Da mesma forma, esse modelo de 

fermentação poderia facilitar a adaptação de K. phaffii para a produção de outros 

compostos a partir de açúcares presentes no hidrolisado, como o ácido xilônico. 

 

 



68 

 

6. Conclusões  

 Foi demonstrado neste trabalho, pela primeira vez, que a superexpressão do fator 

de transcrição Haa1 favorece a tolerância de K. phaffii na presença de ácido acético 

acelerando o consumo do inibidor pelas células e a assimilação de glicose em biomassa. 

Este efeito positivo da superexpressão de Haa1 é mais significativo em baixa densidade 

celular. 

A quantidade de células, isto é, a densidade celular é um fator crucial para a 

resposta de microrganismos ao ácido acético, uma vez que em baixa densidade celular a 

levedura K. phaffii foi totalmente inibida pelo ácido acético na concentração de 6 g.L-1 e 

o mesmo não aconteceu com a densidade celular dez vezes maior. 

As linhagens de K. phaffii produtoras de ácido xilônico avaliadas neste trabalho 

foram capazes de produzir o composto mesmo na presença de hidrolisado lignocelulósico 

a 10% e 20% (v/v), sendo menor sua produtividade quanto maior a concentração do 

hidrolisado. No entanto, estas mesmas linhagens não foram capazes de assimilar xilose 

em ácido xilônico na presença de hidrolisado lignocelulósico a 30%. 

A superexpressão do fator Haa1 não ofereceu vantagem significativa na produção 

de ácido xilônico em K. phaffii. 
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7. Perspectivas  

Considerando que a densidade celular de K. phaffii em ensaios sob diferentes 

concentrações de ácido acético foi um fator importante neste trabalho, ensaios com 

diferentes concentrações de ácido acético, superiores a 6 g.L-1, podem revelar mais 

informações sobre a tolerância de K. phaffii ao inibidor 

Sobre a tolerância de leveduras a compostos inibitórios presentes em hidrolisado, 

a superexpressão simultânea de mais de um gene envolvido na tolerância ao ácido acético 

e outros inibidores poderia ser uma estratégia interessante para beneficiar a adaptação de 

K. phaffii ao hidrolisado lignocelulósico. Cunha et al. (2018) obteve efeito positivo 

superexpressando HAA1 (Haa1) e a PRS3 (ribose-fosfato difosfoquinase) em S. 

cerevisiae previamente modificada para o consumo de xilose, favorecendo sua 

viabilidade celular em hidrolisado. Além disso, outros fatores de transcrição envolvidos 

na ativação de genes relacionados à resposta celular sob a presença de ácido acético, como 

Rim101, Msn2/Msn4 e War1 (Mira et al. 2010a) também podem contribuir para o 

desenvolvimento de linhagens mais tolerantes de K. phaffii. 

A fim de aumentar o desempenho de K. phaffii na produção de ácido xilônico e 

outros biocompostos a partir de xilose em hidrolisado lignocelulósico, uma importante 

característica – além da tolerância a compostos inibitórios – é o eficiente aproveitamento 

desse açúcar. A assimilação de xilose em microrganismos depende da presença de uma 

via capaz de utilizá-la como substrato e do seu transporte para o interior da célula (Kim 

et al. 2013; Moysés et al. 2016). No entanto, a maioria dos transportadores de açúcares 

em leveduras possuem maior afinidade por hexoses, dando preferência ao consumo de 

glicose e consumindo xilose de forma muito mais lenta (Sharma e Arora 2020). A 

superexpressão de transportadores de maior afinidade por xilose em leveduras é capaz de 

aumentar a quantidade desse açúcar no interior da célula, como visto em S. cerevisiae 

(Shin et al. 2015). Isso abre possibilidades para o melhoramento de capacidade de 

utilização de xilose por outras leveduras, como K. phaffii, a partir da superexpressão de 

transportadores de maior afinidade por esse açúcar.  

Além disso, apesar das espécies de Komagataella não serem descritas como 

leveduras que consomem xilose naturalmente, isto é, sem a necessidade da introdução de 

vias heterólogas, investigações recentes no genoma de K. phaffii revelaram a presença de 
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genes putativos para a XR e XiDH homólogos a leveduras de outros gêneros como S. 

cerevisiae e Kluyveromyces marxianus (Heistinger et al. 2022). Diante disso, a construção 

de linhagens de K. phaffii com maior capacidade de importe de pentoses para o interior 

da célula também abre caminho para favorecer o consumo de xilose como fonte de 

carbono e energia ou na produção de biocompostos. 
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