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RESUMO

Produzidos a partir de fontes renovaveis e utilizados para o transporte
automotivo, os biocombustiveis tornam-se cada dia mais importantes no
balanco energético mundial devido a necessidade de reduzir a
dependéncia da utilizacdo de petréleo, de origem fossil. No Brasil, a
maior parte da producdo de bioetanol é obtida diretamente a partir da
cana-de-agUcar, porém, na pouco aproveitada biomassa lignocelulésica
residual (como bagaco e palha) encontra-se a xilose, 0 segundo acucar
mais abundante na natureza. A conversdo bem sucedida da hemicelulose
em etanol combustivel com alto rendimento é o fator decisivo para a
viabilidade econdmica do processo. Saccharomyces cerevisiae é um
microrganismo altamente efetivo na producdo de etanol a partir de
hexoses, com elevada produtividade de etanol, alta tolerdncia a esse
produto, e tolerancia as condicfes industriais de producdo de &lcool
combustivel, mas incapaz de utilizar aglcares como a xilose. Linhagens
recombinantes de S. cerevisiae podem constituir uma alternativa
interessante para a fermentacdo da xilose. Assim, no presente trabalho,
foram usadas linhagens de S. cerevisiae recombinantes capazes de
metabolizar xilose, transformadas com o plasmideo integrativo pAUR-
XKXDHXR, o qual permite a sobre-expressdo dos genes das enzimas
xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilulose cinase. Em primeira
abordagem, foi realizado um experimento de engenharia evolutiva com
uma linhagem contendo apenas o gene do transportador de glicose
HXT2 sobre-expresso, permitindo a obtengdo de uma linhagem mutante
no gene STB5, que codifica um regulador da via das pentoses-fosfato.
Esta linhagem mutante foi capaz de crescer em Xxilose tdo bem quanto
em glicose. Em segunda abordagem, usando engenharia gendmica, foi
deletada uma copia do gene FPS1, o qual codifica um facilitador de
glicerol, em uma linhagem industrial selecionada para eficiente
fermentacdo de caldo de cana-de-acUcar, obtendo-se uma linhagem que
fermenta a xilose mais eficientemente. Nossos resultados revelam que as
estratégias empregadas sdo  promissOrias para  incrementar
consideravelmente a producdo de etanol a partir de linhagens de S.
cerevisiae recombinantes.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Xilose. HXT2. FPSL.
STB5. Bioetanol. Etanol de segunda geracao.






ABSTRACT

Biofuels produced from renewable sources and used for automotive
transport are becoming increasingly more important in the global energy
mix, looks for decrease world’s oil dependency comes from fossil
sources use. Most of the Brazilian ethanol production is obtained
directly from sugar cane, however, it don’t take advantage of the
residual lignocellulosic biomass coming from this process (such as
bagasse and straw) which is rich in xylose, the second most abundant
sugar in nature. The successful conversion of hemicellulose (compound
of lignocellulose) into ethanol fuel with high yields is the decisive factor
for economic feasibility of its use. Saccharomyces cerevisiae is a highly
effective microorganism for ethanol production from hexoses, which
poses high ethanol productivity and high tolerance to it, and tolerance to
industrial conditions in alcohol fuel production, but is not able to use
sugars such as xylose. Recombinant strains of S. cerevisiae may
constitute an interesting alternative to xylose fermentation. In this
research work was used two strains of recombinant S. cerevisiae,
capables of metabolize xylose, transformed with the integrative plasmid
pPAUR-XKXDHXR which permits overexpression of enzyme genes
xylose reductase, xylitol dehydrogenase and xylulose kinase. In first
approach, an evolutive engineering experiment was carried out with a
strain that only had a transporter gene of glucose HXT2 overexpressed,
turned out to be in a mutant strain in the STB5 gene that encodes for a
regulator pentose-phosphate pathway, mutant lineage capable of grow in
xylose efficiently as in glucose. In second approach, using genetic
engineering, was deleted a copy of FPS1 gene which encodes a glycerol
facilitator in a selected industrial strain for efficient fermentation of
sugar cane broth, coming out a strain that ferments xylose more
efficiently. Our results reveal as promissory the strategies used for
important increase of ethanol production from recombinant lineages of
S. cerevisiae.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae. Xylose. HXT2. FPS1. STBS.
Bioethanol. Second generation ethanol.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia da pioneira utilizacdo de processos para produzir
etanol como combustivel a partir da cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum) aliada as tecnologias e politicas adotadas no Brasil, 0 pais
se destaca na producdo mundial como o segundo maior produtor de
etanol total e o maior produtor de etanol a partir da cana-de-agtcar, com
producdo reportada da safra 2013/14 superior aos 11,8 milhdes de litros
de etanol anidro e acima de 16,1 milhGes de litros de etanol hidratado,
representando acréscimos de 20% e 17% respectivamente, quando
comparados a safra 2012/13 (CONAB, 2015).

O etanol é um substituto dos combustiveis fosseis e tem
beneficios ambientais adicionais como a minimizacdo da emissdo de
monodxido de carbono e Oxido de nitrogénio (ZHA et al., 2013).
Tecnologias sustentaveis para o aumento da producdo de etanol sem
aumentar a area destinada ao plantio da cana vém sendo avaliadas a
partir do uso do residuo lignoceluldsico proveniente da extracdo do
caldo da cana-de-acucar.

O etanol obtido através da fermentacdo alcodlica da sacarose da
cana-de-agUcar, assim como o obtido a partir do amido de milho e ainda
de outras culturas alimentares é denominado de etanol de primeira
geracdo. Por sua vez, o obtido a partir de culturas ndo alimentares ou de
subprodutos ou residuos das alimentares € denominado de etanol de
segunda gerag&o.

Producdo de bioetanol a partir de recursos renovaveis como
biomassa celul6sica (polissacarideos das paredes celulares vegetais)
fornece uma fonte alternativa de combustivel liquido enquanto reduz a
dependéncia a combustiveis fosseis. Para isso, requer-se a conversdo da
biomassa lignocelulésica em aclcares simples e a conversdo desses
acucares simples em biocombustiveis (ZHANG, RODRIGUEZ &
KEASLING, 2011).

A producdo de bioetanol de segunda geracdo a partir de bagaco
de cana e outros materiais lignoceluldsicos residuais, depende de pré-
tratamentos para a separacdo dos componentes da parede celular e da
conversdo de celulose e uma parte de hemicelulose em acgucares
fermentaveis, que pode ser realizada por meio de hidrélise enzimatica
(COLETTA et al., 2013).

A parede celular vegetal possui uma disposicdo complexa,
consistindo principalmente de uma mistura de celulose cristalina e
amorfa, rodeado por hemicelulose e lignina. Hemicelulose é o segundo



28

polissacarideo mais comum na natureza e representa cerca de 20 a 25%
da biomassa lignocelul6sica. Hemiceluloses sdo polimeros heterogéneos
de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose, e galactose)
e &cidos organicos (SAHA, 2003).

Em matérias-primas lignocelulésicas o segundo acUcar mais
abundante apés a glicose é a xilose. Apesar de vérias espécies de
leveduras terem se mostrado capazes de fermentar esse agUcar
(incluindo as linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae,
MATSUSHIKA et al.,, 2009), a eficiéncia e as velocidades de
fermentagéo de xilose sdo baixas, desafiando a viabilidade da producdo
industrial de bioetanol a partir de lignocelulose (HAHN-HAGERDAL et
al., 2007; STAMBUK et al., 2008; AMORIM et al., 2011).

S. cerevisiae € o microrganismo mais utilizado para producao de
etanol a partir de hexoses, com alta produtividade de etanol e alta
tolerancia a esse composto, além de tolerancia as condi¢des estressantes
do processo industrial (OLSSON & HAHN-HAGERDAL, 1993).
Porem, S. cerevisiae ndo tem a capacidade para utilizar pentoses
presentes na hemicelulose, como a xilose e arabinose (MATSUSHIKA
et al., 2009; HANLY & HENSON, 2013). A levedura S. cerevisiae é a
plataforma preferida para encaminhar esforcos de engenharia
microbiana na producdo de biocombustiveis a partir de hidrolisados
lignoceluldsicos. Isso porque é um microrganismo robusto, simples de
manipular geneticamente e capaz de fluxos elevados de carbono através
das vias metabdlicas centrais (ZHANG, RODRIGUEZ & KEASLING,
2011).

As linhagens de leveduras utilizadas no processo industrial
devem ser adaptadas a diversas condigdes de estresse como tolerancia ao
etanol, altas temperaturas, estresse osmotico, estresse oxidativo,
lavagem 4cida para descontaminacéo, entre outros (BASSO et al., 2008;
SAMPAIO, 2013). A linhagem de levedura CAT-1 foi isolada no
ambiente industrial nos anos 90 pela FERMENTEC e ESALQ, e
utilizada em grande escala para a producdo de bilhdes de litros de alcool
combustivel todo ano (BABRZADEH et al., 2012). Esta linhagem
industrial é uma das selecionadas para a producdo eficiente de alcool
combustivel no Brasil (BASSO et al., 2008; STAMBUK et al., 2009).

Neste trabalho foram desenvolvidas duas abordagens para a
obtencdo de linhagens recombinantes de S. cerevisiae com maior
capacidade de metabolizar xilose e produzir etanol: a primeira,
realizando um experimento de engenharia evolutiva com uma linhagem
gue apresenta sobre-expresso apenas o gene do transportador HXT2; e a
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segunda, utilizando engenharia gendmica para deletar o gene do
facilitador de glicerol FPS1 em uma linhagem industrial.
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OBJETIVOS DO TRABALHO

OBJETIVO GERAL

Obter linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae com

capacidade incrementada de fermentar xilose e produzir etanol.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Usar engenharia evolutiva com uma cepa de S. cerevisiae
recombinante, que apresenta como Unico transportador de
monossacarideos a permease codificada pelo gene HXT2, em meio
contendo xilose;

usar engenharia genémica para deletar uma cdpia do gene FPS1,
que codifica um facilitador de glicerol, em uma linhagem industrial
recombinante;

comparar as cinéticas de crescimento, consumo de aglcares, e
producdo de etanol e outros produtos da fermentacdo, pelas
linhagens de leveduras obtidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO DE ETANOL

3.1.1 Etanol de primeira geracao

Combustiveis considerados de primeira geracdo como biodiesel e
etanol sdo produzidos a partir de fontes primarias como agucar, amido,
6leo vegetal ou gordura animal (Figura 1). O bioetanol de primeira
geracdo provém da cana-de-agucar, beterraba doce, trigo, mandioca e
milho. Os Estados Unidos é o maior produtor mundial de etanol, sendo
o0 milho a fonte da producdo, seguido do Brasil que utiliza cana-de-
acucar. A Unido Europeia por sua vez, extrai o alcool de batatas e
beterrabas, mas esse processo é menos produtivo.

Figura 1 — Conversao de etanol de primeira geracéo a partir de acucar e amido.
Mostram-se as etapas do processo de producdo do biocombustivel desde o pré-
tratamento da matéria-prima até a separacdo em etanol e derivados.

| Mistura e armazenamel:to[ﬁ

Vinhaga _ »  Destilagdo
residual

subprodutos geragao
calor/poténcia ou racio

para animais
Etanol hidratado g
Matéria-prima de aglcar: -'
cana-de-aglcar, beterraba ! a f d —
Pré-tratamento |-€Medura__, -
calor / pressdo Mistura _ii
Hexose _
- Alimentagao
Enzi - para animais
nzimas ——— LS igraiise

AW
| Pré-tratamento e trituragio |

Matéria-prima em pé:
milho, cereais, mandioca

|Separag8o de produtos]

Hexose

e —— % * /]

Fonte: Adaptado de SIMS e colaboradores (2008).

Contudo, devido a utilizagdo de terras agricultaveis para
producdo de combustiveis, tem se promovido polémicas pela
competicdo com a producdo de alimentos para humanos e animais, 0s
precos, a disponibilidade e o destino dos mesmos (SIMS et al., 2008).
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No entanto, a producdo dos combustiveis foi analisada pela Avaliacdo
do Ciclo de Vida (LCA, Life Cycle Assessment), e através de estudos
constatou-se uma reducdo significativa no consumo de combustiveis
fosseis e uma queda nas emissdes globais de poluentes (MARGEOT et
al., 2009; ZAH et al., 2010; BERNDES et al., 2013).

O processo de obtengéo de etanol de primeira geracao, a partir da
cana-de-acUcar, ocorre pela fermentacdo do caldo, que possui
aproximadamente 15% de sacarose e 15% de fibras. O caldo € tratado e
em seguida o processo de fermentacdo € realizado por linhagens
selecionadas de leveduras S. cerevisiae, sendo o alcool obtido a partir da
destilacdo do mosto (SIMS et al., 2008; ZAH et al., 2010).

3.1.2 Etanol de segunda geracao

Classificam-se como combustiveis de segunda geracdo (2G),
aqueles que utilizam como matéria prima, biomassa vegetal ndo
alimentar, cujo processo é representado a seguir na Figura 2.

Figura 2 — Conversdo de etanol de segunda geracdo a partir de biomassa
lignoceluldsica. Mostram-se as etapas do processo até a separagdo de produtos.
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Fonte: Adaptado de SIMS e colaboradores (2008).

Particularmente, o bioetanol, etanol celulésico ou etanol 2G é um
combustivel liquido que poderia aproveitar para sua producdo uma
ampla gama de matérias-primas com alto contedo lignoceluldsico,
normalmente residuos de outros processos agricolas, representando uma
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alternativa para o uso energético da biomassa, com grandes vantagens
ambientais e econdmicas, mas com algumas dificuldades operacionais.

A producdo de etanol da lignocelulose é feita com tecnologias
ainda em fase de aprimoramento (SIMS et al., 2008; ZAH et al., 2010).
A obtencdo do etanol 2G ocorre por meio de hidrolise, &cida ou
enzimatica, que desintegra a parede celular para utilizar os
polissacarideos como fonte de acUcares fermentaveis (RUBIN, 2008;
BERNDES et al., 2013). Uma dificuldade na producéo do etanol 2G ¢ a
necessidade de neutralizar a solu¢do contendo acUcares, para proceder a
fermentacdo. Geralmente, utiliza-se hidroxido de célcio que ndo pode
ser reaproveitado, principal fator que contribui para o alto custo da
técnica. Embora o processo seja possivel, vem sendo aperfeigoado
continuamente para melhorar o rendimento e permitir a producdo
comercial.

Em outubro de 2013 entrou oficialmente em operagdo a primeira
usina mundial de producdo industrial de bioetanol de segunda geracédo
em Crescentino, Italia, que compreende desde a obtencdo da matéria-
prima até a comercializacdo do biocombustivel. Esse empreendimento,
da Beta Renewables S.p.A, usa no seu processo tecnologia proprietaria
Proesa e enzimas da Novozymes, com potencial de produgdo de 60 mil
toneladas de etanol celulésico a partir de 270 mil toneladas de biomassa
(BETA RENEWABLES, 2014). A usina recicla a &gua em 100% além
de produzir 13 MW de energia elétrica com a lignina excedente do
processo, brindando autossuficiéncia energética.

No Brasil, o desenvolvimento de combustiveis celuldsicos segue
com investimentos que dependem do apoio governamental, como o
Plano Conjunto BNDES-FINEP de Apoio & Inovacdo Tecnoldgica
Industrial dos Setores Sucro-energético e Sucro-quimico —
FINEP/PAISS, lancado em 2012 que disponibilizou R$ 3,3 bilhGes para
esse fim, e destinardo mais R$ 1,48 bilhdes para projetos entre 2014 e
2018 (BNDES, 2014).

A primeira usina comercial de etanol celulésico do Brasil,
Bioflex I, localizada em S&o Miguel dos Campos no estado de Alagoas,
iniciou producdo em setembro de 2014. Esse projeto da GranBio
utilizando tecnologia Proesa licenciada pela Beta Renewables, tem
capacidade para produzir 82 milhdes de litros do biocombustivel por
ano (65.000 t/a). A usina emprega um conjunto de tecnologias (pré-
tratamento, hidrolise enzimatica e fermentacdo) que permitem a
transformacdo de palha e bagaco de cana-de-aclcar em combustivel
liquido, que ndo compete com a producdo de alimentos (GRANBIO,
2014).
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3.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignoceluldsica é um recurso abundante e renovavel
que pode ser utilizado para a produgdo de combustiveis liquidos
alternativos para o transporte (HIMMEL et al., 2007). Matérias primas
lignoceluldsicas, consideradas como biomassa ndo-alimentar, incluem
entre outras palha residual de cereais e culturas, bagaco da cana-de-
acucar, residuos florestais e culturas de uso especifico como algumas
gramineas e florestas de curta rotacdo (SIMS et al., 2008).

Os trés principais componentes da lignocelulose, como
apresentado na Figura 3, sdo: celulose, hemicelulose e lignina.

Figura 3 — Estrutura da lignocelulose. O principal componente da lignoceluose é

a celulose formada apenas por moléculas de glicose, enquanto a hemicelulose, o

seu segundo componente mais abundante, é formada por pentoses e hexoses. A

lignina é composta principalmente de trés &lcoois fendlicos. Celulose,

hemicelulose e lignina formam estruturas chamadas microfibrilas organizadas

em macrofibrilas que conferem rigidez e estabilidade a parede celular da planta.
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A celulose é o principal componente da parede celular das plantas
constituida por uma longa cadeia de moléculas de glicose ligadas entre
si, principalmente, por enlaces glicosidicos. A hemicelulose é o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, composto por diferentes
monosacarideos de 5 e 6 unidades de carbono, e finalmente, a lignina é
um polimero tridimensional que confere rigidez, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbioldgicos e mecanicos aos tecidos vegetais
(RUBIN, 2008).

Celulose é um polimero altamente ordenado da celobiose cujo
comprimento pode apresentar 10.000 unidades de glicose na cadeia da
celulose presentes nas fibrilas. Hemiceluloses sdo menores (grau de
polimerizacdo entre 100 e 200), sendo heteropolimeros altamente
ramificados de xilose, arabinose, manose, galactose e glicose, como
também 4&cidos urdnicos (HA et al., 2013). Pentoses e hexoses unidas
através de ligagBes glicosidicas 1,3 - 1,6 e 1,4 (frequentemente
acetiladas) constituem uma estrutura muito hidrofilica que age como
adesivo entre a celulose e a lignina (BON & FERRARA, 2007).

Um esquema da producdo de etanol a partir da cana-de-agucar é
representado por meio da Figura 4, onde sdo mostradas as tecnologias
de producédo de etanol combustivel, por um lado, usando a abundante
sacarose do suco da cana-de-agUcar, e por outro lado, a possibilidade de
producdo de etanol 2G a partir de bagaco e palha que envolve processos
de pré-tratamento da biomassa, hidrélise e fermentacdo de hexoses e
pentoses.

3.3 Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo que
vem sendo utilizado pelo homem ha séculos na panificacdo, producéo de
cerveja, vinho, e em geral, na indUstria fermentativa. Sua fisiologia €
bem conhecida e as ferramentas genéticas para sua manipulacdo estdo
bem estabelecidas, sendo ainda uma linhagem dessa levedura (5288C) o
primeiro genoma eucarioto sequenciado (GOFFEAU et al., 1996). E
uma excelente fermentadora de aglcares para produzir etanol ainda na
presenca de oxigénio, chegando a uma concentracao final de 10-12% em
48-72 horas, tolera bem seu produto de fermentacdo (mais de 15% de
etanol), suporta valores de pH baixos (pH 3-7), variagcBes de
temperaturas e estresse osmotico decorrente das altas concentracdes de
acucares nos processos fermentativos, predominando sobre possiveis
contaminantes em reatores abertos (REIS, 2012). No Brasil, a maior
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parte das leveduras usadas nos processos de fermentacdo alcodlica
industrial é reciclada, acima de 90%, 0 que permite comecar um novo
processo com alta densidade celular reduzindo o tempo de fermentagéo
(BASSO et al., 2008).

Figura 4 — Produgdo de etanol a partir de cana-de-aglcar. As setas em preto ao
lado esquerdo indicam a tecnologia ja estabelecida de producéo de etanol 1G,
enquanto as setas em cinza, ao lado direito, indicam o potencial de produgéo de
etanol 2G.
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Fonte: Stambuk e colaboradores (2008).

Em virtude do conhecimento existente quanto a capacidade de
fluxos elevados de carbono através das vias metabdlicas centrais e
facilidade de manipulacdo genética, S. cerevisiae € o microrganismo
mais utilizado na producéo de biocombustiveis a partir de hidrolisados
de lignocelulose (ZHANG, RODRIGUEZ & KEASLING, 2011). No
entanto, uma das grandes dificuldades do uso de S. cerevisiae é a sua
incapacidade natural de metabolizar pentoses, apesar de possuir genes
que codifiquem xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e
xilulose cinase (XK), devido a sua muito baixa expressao; entretanto, é
capaz de metabolizar xilulose (HAHN-HAGERDAL et al., 1991;
MATSUSHIKA et al., 2009). Além disso, a literatura reporta que essa
levedura ndo é capaz de co-fermentar dois agUcares, pois na presenca de
glicose o metabolismo dos outros aglUcares é reprimido pela acdo de
fatores transcripcionais, entre eles Migl (TRUMBLY, 1992). Linhagens
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de S. cerevisiae modificadas com engenharia gendémica tem conseguido
a metabolizacdo da xilose, embora, problemas com o balan¢o dos
cofatores e a expressdo génica tém dificultado a sua eficiéncia
(MATSUSHIKA et al., 2009).

3.4 METABOLIZAGAO DA XILOSE

Vérias espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem fermentar xilose a etanol naturalmente (JEFFRIES, 1983). Para
que leveduras possam crescer em xilose, o seu metabolismo deve ser
induzido pelo transporte ao interior da célula (CHU & LEE, 2007). As
espécies de leveduras que usam xilose ou arabinose apresentam
atividades de transporte de pentoses com baixa e alta afinidade,
cobrindo uma ampla faixa de concentragGes de agucar (2 a 3 ordens de
magnitude). No entanto, afinidades para xilose sempre sdo mais baixas
que para glicose (STAMBUK et al., 2008).

S. cerevisiae capta xilose por difusdo facilitada (BATT et al.,
1986; Van ZYL et al., 1989). Nesse processo o transporte ocorre a favor
do gradiente de concentracdo, ndo ocorre gasto energético e as
substancias atravessam a membrana por meio de uma proteina
transportadora (Figura 5). Enquanto a maioria das leveduras apresentam
co-transportadores H'-aclicar de alta afinidade para pentoses
(SALOHEIMO et al., 2007), em S. cerevisiae a xilose e arabinose séo
transportadas somente por permeases de hexoses com baixa afinidade
pela pentose, sem co-transporte de H* (STAMBUK et al., 2008;
SMITH, van RENSBURG & GORGENS, 2014).

A difusdo facilitada ocorre através de transportadores de hexoses
codificados pela familia de genes HXT (KRUCKEBERG & BISSON,
1990; KRUCKEBERG et al., 1999); HXT2, HXT6 e HXT7 sdo de
alta afinidade por glicose, HXT3 e HXT4 sdo de baixa afinidade, e séo
ativos em condigdes de baixa e alta glicose respectivamente (BISSON
etal., 1993).

Uma vez no interior das células de leveduras, xilose é convertida
por duas reacdes sequenciais em xilulose (WEBB & LEE, 1990) como
apresentado na Figura 6 (pag. 40). A reducdo da xilose em xilitol pela
enzima xilose redutase (XR) é a primeira etapa no metabolismo de
xilose (CHIANG & KNIGHT, 1959), logo ap6s, a oxidacdo do xilitol
em Xxilulose é catalisada pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). A
xilulose é a seguir fosforilada na posicdo C5-OH pela xilulose cinase
(XK) a xilulose-5-fosfato (X5P), que segue a via das pentoses-fosfato,
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e pode ser convertida por transcetolases (TLK) em intermediarios
glicoliticos como o gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) e fructose-6-fosfato
(F6P). Esses intermediarios sdo convertidos em piruvato na rota
Embden-Meyerhof-Parna  (HAHN-HAGERDAL et al., 1991). Em
condi¢des anaerobias, o piruvato é descarboxilado pela enzima piruvato
descarboxilase (PDC) a acetaldeido e reduzido pela enzima alcool
desidrogenase (ADH) em alcool (vide Figura 6). Uma alternativa da rota
para a conversdo de xilose a xilulose em um sé passo é a reacdo de
isomerizacdo catalisada pela enzima xilose isomerase (XI), empregada
por bactérias (MISHRA & SINGH, 1993) e alguns fungos anaerébios
(KUYPER et al., 2003), mas ndo em leveduras.

Figura 5 — Transporte de acuUcares por leveduras. Representam-se 0s
mecanismos de transporte de aglcar por transportadores de difusdo facilitada, a
favor do gradiente de concentragdo, e por transporte ativo secundario pela forga
motriz protonica através da bomba H'-ATPase, permitindo acumulagio
intracelular de agtlcar. O transporte de pentoses em S. cerevisiae s6 ocorre por
difusdo facilitada, sem gasto energético.
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Fonte: Adaptado de Stambuk e colaboradores (2008).

Embora diferentes géneros de leveduras sejam capazes de
fermentar Xxilose, sua utilizacdo em larga escala é dificultada pelas
baixas tolerancias ao etanol que esses microrganismos possuem. Outro
problema que existe na fermentacdo da xilose é que as enzimas precisam
de dois cofatores (NADPH e NAD") diferentes. A xilose redutase é
geralmente dependente de NADPH (VERDUYN et al., 1985) enquanto
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que a xilitol desidrogenase é dependente de NAD" (RIZZI et al., 1989).
Uma vez que a xilose é convertida em xilulose, varias leveduras podem
fermenta-la diretamente em etanol, incluindo S. cerevisiae (JEFFRIES
& SHI, 1999). Assim, a engenharia genética, visando introduzir os
genes da XR, XDH e XK, é uma ferramenta interessante para
construcdo de linhagens recombinantes de S. cerevisiae capazes de
fermentar xilose, e assim, aproveitar todos os aglicares presentes na
biomassa lignocelulésica.

Figura 6 — Rota metabdlica da xilose em leveduras. Ressaltam-se em quadrinhos
azuis as trés enzimas presentes em leveduras (XR: xilose redutase, XDH: xilitol
desidrogenase, XK: xilulose cinase). A xilose é reduzida pela XR sendo
convertida em xilitol; o xilitol é oxidado pela XDH e convertido em xilulose;
por sua vez, a xilulose é fosforilada pela XK a xilulose-5-fosfato (X5P), que
segue a via das pentoses-fosfato integrando-se na via glicolitica e finalmente
produzindo etanol. Em quadrinho vermelho indica-se a enzima xilose isomerase
(XI) presente em bactérias e alguns fungos, que converte xilose em xilulose.
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Fonte: Adaptado de Chu & Lee (2007).

Outra dificuldade encontrada na fermentacdo de xilose é que S.
cerevisiae ndo tem transportadores especificos para captagdo de xilose.
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O transporte de xilose para o citoplasma é mediado por transportadores
de hexoses, 0s quais tem maior afinidade por glicose que xilose (CHU &
LEE, 2007). A utilizacdo de xilose em S. cerevisiae também sofre
repressdo pela glicose quando ambos os agUcares, xilose e glicose
(principais componentes de hidrolisados lignoceluldsicos), sdo usados
como matéria prima (TRUMBLY, 1992; CARLSON, 1999; JEFFRIES
& SHI, 1999; WESTERGAARD et al., 2007; ZHONG et al., 2009;
SUBTIL & BOLES, 2012; ZHA et al., 2013; HARNER et al., 2015).
Estudos do consumo de xilose pelos diferentes transportadores de
hexoses, demostraram que as permeases codificadas pelos genes HXT1,
HXT2, HXT4, HXT5, HXT7 e GAL2 tém a capacidade de permitir a
entrada de xilose (SALOHEIMO et al., 2007; BERTILSSON,
ANDERSSON & LIDEN 2008). Estudos recentes, feitos no nosso grupo
de pesquisa do LBMBL/UFSC, verificaram que a sobre-expressdo do
gene HXT2 em leveduras de laboratério sem transportadores de hexoses,
permite as células consumir e fermentar xilose com cinéticas idénticas a
da glicose, mas, infelizmente, as fermenta¢Ges sdo incompletas porque
provavelmente o0s transportadores sofrem inativacdo catabolica,
provocada pela alta concentracdo do aclcar (GONCALVES et al.,
2014). No presente trabalho, essa linhagem contendo apenas o
transportador HXT2 foi submetida ao processo de engenharia evolutiva
para selecionar leveduras com maior capacidade de consumo de xilose.

3.5 TRANSPORTADORES HXT

A familia de transportadores de hexoses inclui os genes HXT1-
HXT17, GAL2, SNF3 e RGT2. HXT1-HXT4 e HXT6-HXT7 os quais
codificam as proteinas principais que transportam hexoses como glicose,
frutose e manose através da membrana plasmatica (REIFENBERGER,
FREIDEL & CIRIACY, 1995). As proteinas de transporte de hexoses
sdo reguladas diferencialmente, dependendo da fonte e a quantidade de
carbono (KRUCKEBERG & BISSON, 1990).

Reifenberger, Freidel & Ciriacy (1995) mostraram que para a
glicose HXT1 e HXT3 codificam transportadores de baixa afinidade,
HXT2 e HXT4 codificam transportadores de afinidade moderada, e
HXT6 e HXT7 codificam transportadores de alta afinidade.

As proteinas Hxt2 e Hxt4 s8o os transportadores de xilose mais
importantes para o processo de co-utilizacdo de glicose e xilose.
(BERTILSSON, ANDERSSON & LIDEN, 2008). Hxt2 é uma proteina
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integral da membrana plasmatica altamente expressa em meio contendo
uma baixa concentracdo de glicose (WENDELL & BISSON, 1993).

HXT2, com nome sistematico YMRO11W na base de dados
Saccharomyces Genome Database - SGD [disponivel em
www.yeastgenome.org (ENGEL et al., 2014)], € um gene de 1626 pb
que se encontra presente no cromossomo XlII da levedura S. cerevisiae
(ENGEL et al., 2014). HXT2 codifica o transportador de glicose Hxt2 de
alta afinidade, com alta homologia para uma série de outros
transportadores de acucar, incluindo transportadores de glicose em
leveduras e mamiferos (KRUCKEBERG & BISSON, 1990).

3.6 ENGENHARIA GENOMICA E EVOLUTIVA

A engenharia evolutiva ¢ uma estratégia baseada no principio de
selecdo e mutacdo natural para o melhoramento de linhagens (SAUER,
2001), e inclui todas as modificacbes e perturbacdes genéticas
aleatorias, dependendo principalmente de mutagénese randdmica de
todo ou parte do genoma, por meio de experimentos de evolugdo que
permitem selecionar linhagens com carateristicas diferenciadas. Através
de métodos de screening adequados, sdo selecionados os fendtipos
evoluidos com as caracteristicas desejadas, produzidas pela mutacdo de
sequéncias limitadas de ADN.

Trabalhos feitos em linhagens de S. cerevisiae mostram que
mutacfes espontaneas ou induzidas na levedura podem melhorar o
consumo de xilose (NI, LAPLAZA, & JEFFRIES, 2007). Engenharia
gendmica e adaptagdo evolutiva para aumentar o fluxo glicolitico junto a
estudos de transcriptbmica e protedbmica, como também estudos de
engenharia metabdlica e gendmica em leveduras nativas fermentadoras
de xilose, tém identificado alvos para possiveis modificacdes de
interesse (Van VLEET & JEFFRIES, 2009).

Grupos de pesquisa ao redor do mundo tem realizado engenharia
evolutiva bem sucedida em combinagdo com engenharia genémica para
aprimorar a fermentag8o de xilose (SONDEREGGER & SAUER, 2003;
SONDEREGGER et al., 2004; KUYPER et al., 2005; JEFFRIES, 2006;
Van VLEET & JEFFRIES, 2009; BASSO, T. O, 2011; SHEN et al.,
2012; SMITH, van RENSBURG & GORGENS, 2014; HARNER et al.,
2015). Sonderegger e Sauer (2003) usando tanto engenharia gendmica,
para desenvolver uma linhagem com o0s genes XR-XDH de
Scheffersomyces stipitis sobre-expressos, quanto engenharia evolutiva,
para a selegdo de uma cepa ap6s 460 geracGes e 266 dias, obtiveram
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uma linhagem evoluida com capacidade de producéo de etanol a partir
da fermentacdo de xilose de 19% a mais, quando comparado com a
parental. Por sua vez, uma linhagem melhorada fermentadora de xilose
foi obtida por Shen e colaboradores (2012) através de manipulacéo
gendmica e evolugdo adaptativa, a partir do melhoramento da rota
metabdlica da xilose e a expressdo do gene XYL-A de Piromyces sp.
que codifica xilose isomerase.

3.7 OGENE STB5

O gene STB5 presente no cromossomo VIII do genoma de S.
cerevisiae, com nome sistematico YHR178W e 2232 pb (base de dados
SGD), codifica o fator de transcricdo Stbh5, envolvido na regulacdo da
resisténcia a maltiplas drogas e na resposta ao estresse oxidativo, o qual
forma um heterodimero com outro fator de transcricdo codificado pelo
gene PDR1 (AKACHE et al., 2004). Regula a expressdo da maioria dos
genes da rota da via das pentoses fosfato, assim como de genes
envolvidos na producdo de NADPH, um metabdlito necessario para
resisténcia ao estresse oxidativo (LAROCHELLE et al., 2006). Os
resultados do trabalho de Kasten & Stillman (1997) sugerem que STB5
pode codificar ativadores transcricionais ou proteinas envolvidas na
transcricdo, e, por sua vez, resultados reportados em Hector e
colaboradores (2011) mostram que Stb5 ndo é essencial para crescer em
glicose, mas tem um papel determinante para a assimilacdo da xilose em
S. cerevisiae. Conforme Cadiere, Galeote & Dequin (2010), a proteina
Stb5 regula genes para fontes alternativas de NADPH como também
genes da via ndo-oxidativa das pentoses fosfato que influenciam no
metabolismo da xilose.

3.8 AQUAPORINAS

Aquaporinas (AQPs) foram descobertas como canais que
facilitam a circulacdo de agua através da membrana celular. Enquanto
algumas AQPs se comportam “estritamente” como canais de &agua,
outras podem conduzir uma ampla variedade de solutos polares, tais
como ureia ou glicerol e ainda gases apolares como o diéxido de
carbono e 6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio como peréxido de
hidrogénio, e metaloides como antimonita, arsenito, boro e silicio (WU
& BEITZ, 2007; HACHEZ & CHAUMONT, 2010). AQPs séo
proteinas transmembrana compostas de 243 a 302 aminoacidos,
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contendo tipicamente seis a- hélices de membrana, com os N- e C-
terminais alocados no lado citoplasmético da membrana (HACHEZ &
CHAUMONT, 2010).

A aquoporina Fpsl da levedura S. cerevisiae foi a primeira a ser
descrita em eucariotos na rota de captacdo de As(lIl) e Sb(lll). Fpsl
transporta glicerol [(HCOH)sH,], arsenito [As(OH)s], antimonito
[Sb(OH)s], acido borico [B(OH)s] e acido acetico [CH3COOH]
(WYSOCKI et al., 2001). Fpsl também desempenha uma funcéo chave
na regulacdo osmotica por mediar a exportacdo do glicerol que é
produzido pela levedura (LUYTEN et al., 1995).

A perda do gene FPS1 confere resisténcia a acroleina e &lcool
alélico, comprometendo o uso de acetamida como fonte de nitrogénio e
sugere que esses compostos podem ser transportados por Fpsl
(SHEPHERD & PIPER, 2010). Gene FPS1, com nome sistematico
YLLO43W, apresenta 2010 pares de bases (pb) e esta presente no
cromossomo XIlI de S. cerevisiae na regido 49938 a 51947 — conforme a
base de dados SGD.

No trabalho realizado por Wei e colaboradores (2013), foi
avaliada a producdo de xilitol em duas cepas modificadas de S.
cerevisiae: uma usada como controle para a producdo de xilitol
expressando apenas xilose redutase (XR) codificada pelo gene XYL1 de
S. stipitis; e a outra, com o gene FPS1 deletado. Eles observaram que a
linhagem com o gene deletado apresentava uma menor producgdo de
xilitol e um aumento na producdo de etanol quando comparado a
linhagem sem o gene deletado (WEI et al., 2013). Os resultados
promissores reportados nessa linhagem de laboratdrio incentivaram esta
pesquisa, visando analisar quais os efeitos na metabolizagdo da xilose
pela delecdo desse gene em uma levedura industrial capaz de
metabolizar xilose.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS DE LEVEDURAS

As linhagens recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que
foram estudadas neste trabalho sdo as cepas de laboratério DLG-K1,
DLG-K1T2, e a linhagem industrial MP-C5 (Tabela 1).

Tabela 1 - Cepas de S. cerevisiae utilizadas.

Linhagem Gendtipo ou descricdo Fonte ou referéncia |

MATa SUC2 gal2 mal2 mel flo1 flo8-1 hap1 ho MORTIMER & JOHNSTON, 1986
biol bio6

MATa hxtlA : : HIS3 : : A hxt4 hxt5 : : LEU2
hxt24 : : HIS3 hxt3A: : LEU2 : : hxt6
kY73 hxt7:: HIS3 gal2 A : : DR* ura3-52 his3-11,15 KRUCKEBERG et al., 1999

leu2-3,112 MAL2 SUC2 GAL MEL

DLG-K1 KY73, AUR1::pAUR-XKXDHXR GONGALVES et al., 2014

DLG-K1T2 DLG-K1, pPGK-HXT2 GONGALVES et al., 2014

Linhagem diploide industrial, isolada na Usina

CAT-1 VO Catanduva, SP, em 1998/1999 BASSO et al., 2008
MP-C5 CAT-1, AUR1::pAUR-XKXDHXR GONCALVES, 2014
9C-MA ou (a)

10A-MA DLG-K1, pPGK-HXT2 &ea Este trabalho
B2-MAPL MP-CS, FPS1 / fps1A::Ble" Este trabalho

Nota: (a) evolugdo adaptativa

4.1.1 Linhagens DLG-K1 e DLG-K1T2

Primeiramente a linhagem KY73 (KRUCKEBERG et al., 1999),
que tem deletado os genes HXT1-HXT7 e GAL2, e portanto, capaz de
crescer somente em maltose, foi transformada com o plasmideo
integrativo pAUR-XKXDHXR (MATSUSHIKA et al., 2008) (vide
Figura 7 e Tabela 2), passando a ser denominada DLG-K1
(GONCALVES, 2014). O plasmideo foi integrado no genoma da
levedura por recombinagdo homologa no l6cus AURL. Na sequéncia, 0
gene HXT2 foi amplificado a partir do DNA gendmico da linhagem
haploide de laborat6rio S288C descrita por Mortimer & Johnston (1986)
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e inserido no plasmideo pPGK (KANG et al., 1990) (vide Figura 7). O
plasmideo pPGK-HXT2 foi inserido a seguir na linhagem DLG-K1,
resultando na linhagem DLG-K1T2.

Figura 7 — Plasmideos pAUR-XKXDHXR e pPGK.

Amp”

gene XYL/

promotor
PGK
| pAUR-XKXDHXR Ndel
gene XYL2 |} ou
(WTouARSdR) \| pAUR-XKARSIRXR

(Smal/Pvull)

gene XKS] Ppromotor
PGK

Fonte: pAUR a esquerda, MATSUSHIKA e colaboradores (2008); pPGK a
direita, KANG e colaboradores (1990).

Tabela 2 — Plasmideos utilizados.

Plasmideo Genotipo ou descri¢do - Fonte ou referéncia |
PAUR-XKXDHXR ?g::i zz%r::fR° de Xk, selvagem MATSUSHIKA et al., 2008
pPGK URA 3 PGK 1p-PGK 1t KANG et al., 1990
pPGK-HXT2 URA 3 PGK 1p-HXT2-PGK 1t GONCGALVES, 2014
pUG6 loxP-PTEF-KanMX-TTEF-loxP GULDENER et al., 1996
pUG66 loxP-PTEF-Ble'-TTEF-loxP GUELDENER et al., 2002

4.1.2 Linhagem MP-C5

A linhagem CAT-1, utilizada na producdo de etanol
combustivel (BASSO et al., 2008), foi transformada com o plasmideo
integrativo pAUR-XKXDHXR (vide Figura 7, MATSUSHIKA et al.,
2008) e passou a ser denominada MP-C5.
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4.2 CONDICOES DE CRESCIMENTO

4.2.1 Meios de cultura das leveduras

Um dos meios de cultura utilizados para o crescimento das
leveduras foi 0 meio sintético (SC) contendo 6,8 g/l de Yeast Nitrogen
Base Without Amino Acids (Y0626 da SIGMA-ALDRICH),
suplementado com 20 g/l dos diferentes aglcares a serem analisados,
tamponado com 0,05 M succinato-Tris pH 5,0 e suplementado com
solucdo de aminoécidos sem uracila (Yeast synthetic drop-out medium
supplements without uracil da Sigma-Aldrich) para permitir o
crescimento das linhagens transformadas com plasmideo. O meio SC
sempre foi preparado a uma concentracdo de 10x, esterilizado por
filtracdo e armazenado a 4 °C. Alternativamente foi utilizado o meio
rico completo YP, contendo 10 g/l de extrato de levedura (Fluka), 20 g/l
de peptona bacteriolégica (Fluka), suplementado com o aclcar de
interesse. O pH foi ajustado a 5,0 com solugdo de HCI 0,1 M. O meio
YP foi autoclavado junto com os agUcares a 121 °C, 103 kPa (15 Ib) de
pressdo, durante 15 min.

Os antibidticos utilizados, Geneticina 200 mg/l (G418 — Sigma),
Zeocina 500 mg/l (Invitrogen), Aureobasidina-A 0,5 mg/l (Takara-Bio),
foram esterilizados previamente por filtracdo, utilizando filtros de
nitrocelulose com porosidade de 0,22 pm (Millipore).

Para a preparacdo do meio solido foi adicionado 20 g/l de Bacto-
agar (Fluka). As leveduras foram repicadas com alca bacteriol6gica em
placas de Petri e em tubos com 2 % de acucar, crescidas em estufa a 28
°C durante 3-5 dias.

Quando crescidas em meio liquido, as células de levedura foram
incubadas a 28 °C sob agitacdo orbital a 160 rpm numa incubadora
INNOVA®44 (New Brunswick Scientific). A conservacdo das células
foi realizada em placas de petri, e aliquotas com 30% de glicerol foram
guardadas a -80 °C em criotubos.

4.2.2 Meio de cultivo para bactérias

A bactéria Escherichia coli DH5a foi cultivada em meio Luria-
Bertani (LB — Sigma) liquido, e crescimento realizado em estufa
bacterioldgica a 37 °C entre 24 e 48 horas. Além disso, foram realizadas
culturas em meio LB solido com adicdo de 2% de agar. Quando
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necessario, adicionou-se Ampicilina em condic¢Ges assépticas com uma
concentracdo de 100 mg/ml.

4.3  TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.3.1 Preparacao de células competentes

Foi inoculada uma coldnia isolada da linhagem DH5¢ de E. Coli
em 5 ml de LB e deixou-se crescendo durante a noite até saturagdo. Uma
vez crescidas as bactérias, foi transferido 1 ml do pré-indculo para 100
ml de meio LB e incubado a 37 °C com agitagdo até atingir uma
absorbancia a 600 nm de 0.6 (aproximadamente 3 horas). A cultura de
bactérias foi transferida para tubos de 50 ml, deixadas em banho de gelo
por 10 minutos e posteriormente centrifugadas 10 min a 4000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em 10 ml de
solucdo de célcio gelada (CaCl, 60 mM, glicerol 15% , Pipes 10 mM,
pH 7,0). A suspensdo foi deixada 30 min em banho de gelo.
Transcorridos 30 minutos foi centrifugada a 4000 rpm durante 10 min,
foi retirado o sobrenadante e se fez uma nova lavagem com a solucéo de
calcio, sendo o precipitado resuspendido em 2 ml de solugéo de calcio, e
mantido por 15 minutos no gelo. Foram feitas aliquotas de 80 pl em
tubos de 1,5 ml estéreis e armazenadas a -80°C até seu uso (AUSUBEL
etal., 1992).

A preparagdo de células competentes de levedura foi realizada de
acordo a métodos descritos na literatura (ITO et al., 1983; GIETZ et al.,
1992; GIETZ & WOODS, 2002). As leveduras foram inoculadas em 5
ml de meio liquido YP ou meio sintético SC e incubadas toda a noite a
28 °C sob agitacdo orbital de 156 rpm. No dia seguinte, o crescimento
da levedura foi determinado com medicdo da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 600 nm e iniciado um inéculo com uma
absorbancia de ~0.1 em 50 ml de meio YP ou SC em um erlenmeyer
com capacidade de 250 ml. Esse indculo deixou-se crescendo até atingir
uma absorbancia de 1,0 (SC ~4-5 horas, YP ~3horas). Apds atingir essa
absorbancia, a cultura foi transferida para um tubo de 50 ml,
centrifugada a 3000 rpm durante 5 min e o sobrenadante desprezado
com auxilio de pipeta. Em seguida, as células foram lavadas em 25 mi
de &gua destilada, novamente centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min e
desprezado o0 sobrenadante. Posteriormente, as células foram
resuspendidas em 1 ml de 0,1 M de acetato de litio e transferidas para
um tubo de 1,5 ml estéril. O tubo foi centrifugado a 4000 rpm durante 2
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min e descartado o sobrenadante. A essas células foi adicionado um
volume de acetato de litio 0,1 M dependendo da absorbancia que
apresentaram (Absgy~1,07 foi adicionado um volume de 360 pl,
Absgg~1,42 foi adicionado um volume de 580 pl) e agitadas com
vortéx. Foram feitas aliquotas de 100 pl, centrifugadas a 13000 rpm a
temperatura ambiente e removido o sobrenadante.

4.3.2 Extracido de DNA plasmidial de bacterias

Os criotubos com as bactérias DH5a de E. coli contendo os
plasmideos de interesse, pUG6 (gendtipo relevante loxP-Prge-KanMX-
Trer-loxP, GULDENER et al., 1996) ou pUG66 (loxP-Pree-Ble'-Tree-
loxP, GUELDENER et al., 2002), foram retirados do ultrafreezer em
condigdes assepticas. Uma alca bacterioldgica foi friccionada na cultura
contida no criotubo e foi usada a técnica de esgotamento para transferir
na superficie de uma placa de Petri contendo meio sdlido LB com os
antibiéticos de selecdo, essas placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 24-48 h. Das col6nias de bactérias obtidas
foram feitos outros crescimentos para conservacdo das cepas e para a
utilizagdo das mesmas.

A extracdo dos plasmideos foi realizada de acordo com a
técnica Miniprep (MANIATIS, FRITSCH & SAMBROOK, 1982). Para
isso, inoculou-se uma colénia das transformantes em meio LB, contendo
antibidtico, e incubada durante a noite a 37 °C com agitagdo (145-220
rpm). Foram transferidos 1,5 ml da cultura para um microtubo que, em
seguida, foi centrifugado por 3 min a 6000 rpm, descartado o
sobrenadante e o pellet resuspendido em 100 pl de GTE (50 mM de
glicose, 10 mM de EDTA e tampdo 25 mM Tris-HCI, pH 8.0).
Depois, adicionou-se 1 pl da enzima (RNAse Ribonuclease, Thermo
Scientific) a uma concentragdo de 1 mg/ul, misturou-se gentilmente
invertendo o tubo e foi deixado 5 min a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 200 pl de solu¢cdo NaOH/SDS (0.2 M de NaOH
e 1% de SDS, preparada na hora), misturou-se gentilmente e
incubou-se no gelo por 5 min. Apds, adicionou-se 150 ul de solugdo de
acetato de potassio 5 M com um pH de 4,8; deixou-se no gelo por 5
minutos e se agitou 1 s em vortex. Foi centrifugado a 9000 rpm por 5
min e 400 pl de sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ml.

Foram adicionados 800 I de etanol com concentracdo de 95%
e deixados a -20 °C por 30 min. Transcorrido esse tempo, o tubo foi
centrifugado 15 min a 12000 rpm e o sobrenadante descartado. O
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precipitado foi lavado com 1 ml de etanol a uma concentracdo de 70%,
novamente centrifugado por 5 min a 12000 rpm e descartado o
sobrenadante. O tubo com o pellet foi secado na capela de fluxo e o
DNA resuspendido em 40 pl de dgua ultrapura estéril.

4.3.3 Extracio e purificacido de plasmideos de levedura

Para a extragdo dos plasmideos das linhagens 9C-MA e 10A-
MA foi usado o kit Zymoprep™ Yeast Plasmid Miniprep II (Zymo
Research) levando em conta as condicOes estabelecidas pelo fabricante.

4.3.4 Extracdo de DNA gendmico de leveduras

Para a extracdo do DNA gen6mico das leveduras MP-C5 e B2-
MAPL, quando confirmada a presenca do gene marcador Ble', foi
utilizado o kit comercial YeaStarTM Genomic DNA Kit (Zymo
Research) seguindo as indicacdes do fabricante. A eluicdo do DNA foi
realizada usando as colunas do kit com agua ultrapura. Os DNAs
extraidos foram armazenados a -20 °C para Sseu uso posterior em
aliquotas de 20 pL.

Para a extracdo de DNA gendmico das leveduras e a analise de
todas as transformantes que se obtiveram, foram usados protocolos
descritos por Harju, Fedosyuk & Peterson (2004) e Loke, Kristjuhan &
Kristjuhan (2011).

4.3.5 Digestdo com enzimas de restricao

As enzimas usadas para a digestdio do pPGK+HXT2 foram
BamHI e Hindlll (New Englands BiolLabs). As digestbes foram
preparadas para 20 pl de reacdo, a qual continha 10 ul de DNA (0,1-1,0
ng), 2,0 ul do buffer 10x apropriado para cada enzima, 0,2 ul de BSA
(albumina do soro bovino) em uma concentracdo de 20 mg/ml, 10
unidades da enzima por reacdo e agua estéril ultrapura para completar
um volume final de 20 pl. A mistura foi incubada em banho de Maria a
37 °C por ~3 horas, transcorrido esse tempo, foi feita uma eletroforese
para verificacdo dos fragmentos obtidos.
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4.3.6 Electroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em
géis de 1% agarose contendo 0,5 mg/l de brometo de etidio em tampé&o
TBE 0,5X (1 mM de EDTA em tampdo 45 mM Tris-borato pH 8,0).
Cada gel analisado foi carregado com 6 pl do marcador de peso
molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) e as
solucdes de DNA (5 pl) adicionou-se 1 pl de tampdo de amostra 6x (10
mM Tris-HCI pH 7,6; 0,03% azul de bromofenol; 0,03% xileno cianol
FF; 60% glicerol e 60 mM EDTA). A tensdo elétrica (voltagem)
aplicada ao gel foi de 90 mV. Os géis foram fotografados e analisados
em um fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR System
(Bio-Rad).

4.3.7 Purificacao de DNA do gel de agarose

Apbs a eletroforese em gel de agarose, as bandas dos
fragmentos de interesse foram cortadas para purificacdo do DNA usando
0 kit llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare) seguido as instrucGes do fabricante.

4.3.8 Transformacgio de bactérias

Para cada aliquota contendo 80 pl de células competentes
DH5¢. foram adicionados de 1-5 pl de plasmideo de interesse, mantidas
no gelo por 10 min e incubadas em banho de Maria a 42 °C durante 2
min. Na sequéncia, as células foram colocadas em gelo por 1 min,
depois foram adicionados 500 ul de meio LB, e a seguir, as células
foram incubadas por 1 hora a 37 °C com agitacdo. Depois da incubag&o,
as células foram centrifugadas e resuspendidas em 200 pl de LB,
suspensdo que foi plaqueada usando alca de Drigalsky em meio sélido
LB com ampicilina a uma concentracdo de 100 pg/ml, e incubadas de
novo em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24-48 horas conforme a
procedimento descrito em Ausubel e colaboradores (1992).

4.3.9 Engenharia evolutiva

A linhagem de levedura recombinante DLG-K1T2 foi crescida
em meio sintético SC sem uracila, suplementado com 20 g/l de xilose
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durante 48 horas, e a seguir, as células foram recuperadas e usadas para
estabelecer novas culturas as quais iniciaram seu crescimento a uma
absorbancia de ~0,1; como indicado em Ha e colaboradores (2013).
Cada novo cultivo foi feito em triplicata, as absorbancias foram
determinadas a cada 24 horas, e guardadas aliquotas de meio para
posterior analise. Depois de transcorridas 48 horas, escolheu-se das trés
culturas a que apresentava melhor crescimento para iniciar um novo
cultivo, e assim sucessivamente como ilustrado na Figura 8, até obtér
duas linhagens de interesse a partir dos indculos 9 e 10, com capacidade
melhorada de crescer em xilose. Essas duas linhagens foram isoladas
por esgotamento em meio SC suplementado com 20 g/l de xilose.

Figura 8 — Representacdo do experimento de evolucdo. A linhagem DLG-K1T2
foi inoculada em meio SC sem uracila suplementado com 20 g/l de xilose.
Todos os crescimentos iniciaram com AbSgy,m de ~0,1 e aquele in6culo com
maior absorbancia ap6s 48 h de crescimento era utilizado para realizar 3 novos
indculos, e assim sucessivamente até obter as linhagens de interesse.

Absgoo 0,1

/ AbSgop = 0,1
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4.3.10 Engenharia gendomica

A delecdo do gene FPS1 foi realizada usando metodologias
baseadas em PCR para produzir fragmentos de DNA com homologia a
regido do gene de interesse, que por recombinacdo homéloga,
substituem o gene alvo (PETRACEK & LONGTINE, 2002). Foram
produzidos dois fragmentos lineares de DNA denominados médulos de
delecdo, como representado na Figura 9, usando os iniciadores descritos
na Tabela 3 e o DNA dos plasmideos pUG6 e pUG66 [Tabela 2;
(GULDENER et al., 1996; GUELDENER et al., 2002)].

Figura 9 — Mddulos de dele¢cdo FPS1. Para construgdo do médulo de delegéo
externa (a), utilizaram-se iniciadores (azul-amarelo) que possuem uma regido de
homologia ao pUG66 flanqueando o gene marcador Ble" (verde) e uma regido
de homologia ao genoma da levedura na regido externa do FPS1 (extremos em
amarelo). No modulo de delecdo interna (b), os iniciadores (verde-azul)
possuem regido de homologia ao pUG6 flanqueando o gene marcador KanMX
(rosa) e uma regido de homologia ao genoma da levedura no inicio e final do
gene FPS1 (extremos em verde). Em ambos os mddulos os genes marcadores
sdo flanqueados por sequéncias LoxP nas suas extremidades (azul).

1185 pb |
1

F-D.E. |
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J Reverse mowe———
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—{ delegio interna 39Nt

[ LoxP I KanMX I LoxP ]
39nt

¢=%_
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(390t | toxp [ KanmX | Loxp | 39mt |

Forward
deleg3o interna

pUG6

1692 pb

Fonte: Autor.
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Tabela 3 — Sequéncia dos iniciadores utilizados na constru¢do dos médulos de delegdo externa e interna do gene FPS1.

INICIADOR SECUENCIA 5’53’ posicA0®
F-FPS1-D. INTERNA®  ATGAGTAATCCTCAAAAAGCTCTAAACGACTTTCTGTCCCCAGCTGAAGCTTCGTACG ™ 1a39
R-FPS1-D. INTERNA®  TCATGTTACCTTCTTAGCATTACCATAATGCGAATCTTCGCATAGGCCACTAGTGGATC Y 1972 a 2010
F-FPS1-D. EXTERNA®  CAAGTACGCTCGAGGGTACATTCTAATGCATTAAAAGACCCAGCTGAAGCTTCGTACG Y -39a-1
R-FPS1-D. EXTERNA®  TCAGTCTATATTATTTGTTTCTTTTTCTTGTCTGTTTTCGCATAGGCCACTAGTGGATC Y 2049 a 2011
F-V. D-FPS1® TGATGATGTGGCATTGGGCT 969 a 988
R-V. D-FPS1" CCGTCCTGAACTTAGATAAGGCT 1275 a 1253
F-V. L-FPS1® TGTGCCGTCCAACAAAGGT -302 a-284
R-V. L-FPS1" ATCGAATCGCTGCTTGATGTT 2350 a 2330
V-KANr-R GGAATCGAATGCAACCGG n3o aplica
V-BLE-F CCTTCTATGAAAGGTTGGGC n3o aplica

Nota: (a) Posicdo de homologia ao genoma da levedura a partir do cddon de inicio da tradugdo do gene FPSI; (b) As sequéncias em italico dos
iniciadores F (forward) nos médulos de delegdo externa e interna apresentam homologia a regido a montante do gene FPS1. Nos iniciadores de
verificagdo, sdo complementares as fitas 5'>3’; (c) As sequéncias em italico dos iniciadores R (reverse) apresentam homologia a regido a jusante do
gene FPS1. Nos iniciadores de verificagdo sdo complementares as fitas 3'->5’; (d) As sequéncias sublinhadas sdo homdlogas aos plasmideos pUG6 e
pUG66 (SAMBROOK & RUSSELL, 2001; PETRACEK & LONGTINE, 2002).
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O médulo de delecdo externa obtido por PCR, fragmento linear de
1263 pb, apresenta homologia a regido que flanqueia o gene a montante
(correspondente aos nucleotideos -39 a -1, antes do cédon de iniciagao)
e a jusante (correspondente a regido entre os nucleotideos 2049 e 2011,
apos o codon de terminacdo). Para este médulo de delegdo foi usado o
DNA do plasmideo pUG66 0 qual contem o gene Ble" que confere
resisténcia ao antibiético Zeocina. Na construcdo do mddulo de delegéo
interna foi realizado o PCR usando os iniciadores que apresentavam
homologia a regido interna do gene (correspondente aos nucleotideos 1 a
39 a partir do cddon de iniciagdo e a regido entre os nucleotideos 1972 e
2010 antes do cddon de terminacgdo), da qual foi obtido um fragmento
linear de 1692 pb usado o DNA do plasmideo pUG6 o qual contem o
gene KanMX que confere resisténcia ao antibiotico Geneticina.

4.3.11 Reacidao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os iniciadores utilizados, indicados na Tabela 3, foram
construidos segundo Ye e colaboradores (2012) com o software on-line
Primer-BLAST da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast) tendo como base a sequéncia gendmica da levedura S. cerevisiae
encontrada na base de dados SGD (Sacharomyces Genome Database in
www.yeastgenome.org). Foi usada a enzima DNA polimerase GoTag®
(Promega), ou alternativamente a enzima de alta fidelidade Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific), em reacGes com os
tampdes fornecidos pelos fabricantes. Ao usar a enzima de alta
fidelidade Phusion, as reages continham 1,5 mM MgCl,, 200 uM de
dNTPs, 0,5 UM de cada iniciador, 50 ng de DNA molde, e finalmente 1
U da enzima. As reacdes de PCR no Mastercycler Gradient (Eppendorf)
tiveram as seguintes etapas: (1) desnaturacdo inicial a 98 °C por 30 s;
(2) 35 ciclos com um passo de deshaturacdo a 98 °C por 10 s,
anelamento dos iniciadores segundo a Ty, calculada por 30 s, extensdo
das fitas a 72 °C por 15-30 s/kb; e (3) um passo de extensdo final de
72 °C por 5 minutos.

No caso da enzima GoTag®, utilizou-se nas mesmas condigdes
citadas acima com 1,25 U da enzima, sendo que as etapas no
termociclador foram: (1) desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 min; (2) 35
ciclos com um passo de desnaturagéo a 95 °C por 1 min, anelamento dos
iniciadores segundo a Ty, calculada por 1 min, e a extensdo das fitas a
72 °C por 1 min/kb; e (3) um passo de extensdo final de 72 °C por 5
minutos.



56

4.3.12 Transformacio de leveduras

A transformacdo de leveduras foi realizada de acordo com
métodos descritos na literatura (ITO et al., 1983; GIETZ et al., 1992;
GIETZ & WOODS, 2002). A cada aliquota de células de levedura
competentes (100 pl) foram adicionados 360 pl da mistura de reagentes
(T Mix) apresentados na Tabela 4. As suspensdes celulares foram
agitadas gentilmente e incubadas em Banho Maria a 42 °C por 40 min.
Transcorridos 0s 40 min, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm
durante 30 s, ap6s foi removido o sobrenadante com pipeta, e adicionou-
se por tubo 1 ml de meio liquido SC ou YP com 20 g/l do aglcar. Em
seguida, as células suspensas foram agitadas gentilmente por 10 minutos
com pipeta.

Os tubos foram incubados a 28 °C sob agitagdo orbital de 160
rpm por 3-4 horas, depois foram centrifugados a 4000 rpm durante 2
min e desprezado o sobrenadante. A seguir as células foram suspendidas
em 500 ul de agua estéril e as mesmas inoculadas usando alca de
Drigalsky na superficie de placas de Petri contendo o meio sélido
seletivo requerido, meio SC menos uracila e com aurobasidina 0.5 mg/I
(Takara-Bio) ou meio suplementado com Geneticina (G-418, Sigma) a
uma concentra¢do de 200 mg/l, ou ainda Zeocina (Invitrogen) a uma
concentracao de 500 mg/I.

Tabela 4 - Mistura de reagentes (T Mix) para transformacéo.

PEG 3350 SIGMA 240 pl 1440 pl 2640 pl
(50% p/v)

Acetato de litio 1 M 36 pl 216 pl 396 pl
DNA de esperma de 5ul 30 pl 55 ul
salmdo de fita simples

[10/n"

DNA puro (0,1 -1,0) ug 40 pl 240 ul 440 pl
Agua estéril ultrapura 39 ul 234 pl 429 pl
Volume total 360 ul 2160 pl 3960 pl

Nota: (a) O DNA foi previamente incubado em Banho de Maria a 100 °C por 5 min e resfriado
rapidamente em banho de gelo.

As placas foram deixadas com a tampa semiaberta dentro da
capela de fluxo laminar até secar a superficie do meio sélido (~15 min)
e, por fim, foram incubadas a 28 °C (2-3 dias para YP e 3-5 dias para
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SC) até surgirem coldnias de células na superficie do meio. As colbnias
que cresceram foram repicadas com alca bacteriolégica para novas
placas contendo 0 meio com o antibiético de selegéo.

Usando DNA dos plasmideos das linhagens evoluidas obtidas
foram realizadas as transformagBes na linhagem DLG-K1, na
abordagem de engenharia evolutiva do trabalho. Para a outra
abordagem, de engenharia genémica, as transformacGes para dele¢édo do
gene FPS1 foram realizadas na linhagem industrial MP-C5. Assim, a
estratégia de delecdo do primeiro gene FPS1 usando o mddulo de
delecdo externa é representada por meio da Figura 10.

Figura 10 — Estratégia de transformacéo da linhagem industrial com o médulo
de delecdo externa. O mddulo de delecdo externa apresenta o marcador Ble', e
regides (amarelo) de homologia com a regido montante e a jusante do gene
FPS1. Entre essas regides ocorre um evento de recombinacdo homoéloga o qual
€ o responsavel por deletar a primeira cépia do gene e originar a linhagem B2-
MAPL.
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39nt
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P >

[ ]E. = i EEEI[ ] MP-C5 ChrXII

Recombinagéo homélogaﬂ

= Jwr] Bl Jr] e
[ ]I, - l I [ ] B2-MAPL ChrXll

Fonte: Autor.

Por sua vez, a estrategia de delecdo da segunda cépia do gene
FPS1 para a transformacdo da linhagem é representada na Figura 11.
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Figura 11 — Estratégia de transformacédo da linhagem B2-MAPL com o médulo
de delegdo interna. O modulo de delecéo interna apresenta o marcador KanMX
(rosa) e regides com homologia ao comeco e final do gene FPS1 (verde). Entre
essas regifes espera-se um evento de recombinagdo homdloga para deletar a
segunda cépia do gene FPS1.
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Fonte: Autor.

4.4  ANALISE DA CINETICA DE CRESCIMENTO

Para analisar a cinética de crescimento foram feitas coletas de
aliqguotas em diferentes tempos. Os tempos eram determinados
dependendo da linhagem e do aglcar em que estava sendo feita a
cultura.

4.4.1 Concentracio celular

As medidas de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdbmetro Agilent Cary 60 UV-Vis a 600 nm para monitorar o
aumento da massa celular, sendo aceitas leituras de absorbancia entre
0,03e0,3.
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4.4.2 Microplaca

Para os cultivos em microplaca, foi preparado previamente (48
horas antes) o pré-inéculo da linhagem DLG-K1T2 em 10 ml de meio
SC menos a base uracila suplementado com 2% de maltose e
aurobasidina a uma concentracdo final de 0.5 mg/l em erlenmeyer com
capacidade de 50 ml, incubado com agitacdo orbital a 156 rpm. Para
cada um dos acucares (maltose, glicose, xilose e xilose+glicose) foram
preparadas concentracfes de 0,5%, 1%, 2%, 4%, 6% e 10%.

Em capela de fluxo, foram transferidos os 10 ml do pré-in6culo
para um tubo estéril de 15 ml, depois centrifugado a 5000 rpm com
temperatura de 4°C durante 5 min e descartado o sobrenadante. Depois
foram adicionados 10 ml de agua destilada estéril, agitado por virtex e
centrifugado novamente. Esse processo foi realizado duas vezes e, por
fim, o sobrenadante foi resuspendido em 4 ml de agua destilada estéril.
A cada poco da microplaca foram colocados 90 ul de meio e adicionou-
se 10 ul de células ja ajustadas com a absorbancia de 1,0 para que os
crescimentos nas placas iniciarem em uma absorbancia de
aproximadamente 0,1. A placa foi colocada na leitora de placas TECAN
Infinite® M200 Pro (Tecan Group Ltd.) e iniciado o programa
previamente desenhado que apresenta 384 ciclos de 15 minutos, cada
ciclo a uma temperatura de 28 °C (STAMBUK et al., 2009).

4.4.3 Frasco agitado

O crescimento das culturas foram realizados em frascos agitados
com meio liquido, incubadas em erlenmeyers de 250 ml contendo 1/5 do
seu volume de meio sob agitacdo orbital de 160 rpm a 28 °C.

4.5 DETERMINAGAO DO CONSUMO DE ACUCARES, PRODUGCAO
DE ETANOL E OUTROS PRODUTOS

Para a quantificacdo do consumo de agucares, produgdo de etanol
e outros produtos (como glicerol e xilitol), as amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos para remover qualquer
resto celular, e o sobrenadante foi guardado a -20°C para andlise
posterior.
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4.5.1 Determinacio bioquimica de glicose

Usando o sistema enzimético comercial GLICOSE Liquiform
(Labtest) foi determinada a concentracdo de glicose nas amostras. O
procedimento usado segundo as indica¢es do fabricante foi 0 método
do ponto final. Nesse método, 10 ul de cada amostra reagiram com
1,0 ml do reagente do Kit, que tem as enzimas glicose oxidase e
peroxidase. As amostras foram incubadas durante 10 min em Banho de
Maria mantido a temperatura constante de 37 °C. Foram determinadas
as absorbancias do teste e do padrdo em 505 nm, acertando o0 zero com 0
branco, e feita a correlacdo entre as absorbancias para determinacdo da
glicose em g/l.

O principio do método consiste em que a enzima glicose oxidase
(GOD) catalisa a oxidacdo da glicose produzindo &cido gluconico e
peroxido de hidrogénio (H,O,). O peroxido formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sobre a acdo catalisadora da peroxidase (POD),
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é
proporcional a concentragdo de glicose na amostra.

4.5.2 Cromatografialiquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para a analise das amostras por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cada uma das amostras foi filtrada com membranas filtrantes
fluoropore de 13 mm de didmetro e tamanho de poro de 0,45 um. Para
cada amostra a analisar foi realizada uma dilui¢do com &gua estéril
ultrapura para completar um volume de 600 pL, as quais foram
analisadas no HPLC Perkin Elmer Series 200 equipado com uma coluna
Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, a uma temperatura de 35 °C, em uma
fase movel de 5 mM H,SO, com fluxo de 0,6 ml/min. O programa
TotalChrom v.6.2.0.0. foi 0 empregado para a analise dos dados.

Para cada agUcar (maltose, glicose, xilose) e produtos analisados
(xilitol, glicerol e etanol), foram realizados pelo menos cinco padrdes
em diferentes concentragcdes. Os produtos foram identificados por
comparagdo com 0s tempos de retencdo e elucdo das solugdes usadas
como padrdo (MONOSIK et al., 2013). Os valores em g/l das amostras
analisadas foram calculados por meio da equacdo da reta, determinada
pelas curvas de calibragdo com os padrdes.
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4.6 FERMENTACOES

4.6.1 Fermentaciaoem batelada

As células das leveduras foram crescidas em meios contendo
xilose a uma temperatura de 28 °C e 160 rpm, até atingir uma
concentracdo de aproximadamente 10 g/l de células. Uma vez atingida
essa concentracdo, as células foram centrifugadas a 4 °C e 14000 rpm. A
concentracdo final de células foi ajustada a ~10 g/l em meio rico YP
contendo 40 g/l da fonte de carbono (GONCALVES, 2010). Durante a
fermentacdo foram removidas aliquotas de meio em tempos
determinados, centrifugadas e guardados os sobrenadantes para posterior
andlise de consumo de agUcares, producéo de etanol e outros produtos.

4.6.2 Quantificacao da biomassa celular

Para a determinacdo da concentracdo da biomassa celular em g/l,
das linhagens de levedura, foram realizadas medic¢Ges iniciais por
triplicata, de absorbancia a 570 nm e 600 nm em amostras de 5 ml e 10
ml dos in6culos de interesse, tendo como referéncia o trabalho de
Sonderegger e colaboradores (2004). Com as absorbancias conhecidas,
filtraram-se as amostras usando filtro com poro de 0,45 um, cujo peso
seco foi determinado previamente em balanca analitica de preciséo
(Radwag AS60/C/2). Logo depois de secagem em estufa, realizada por
16 h a 60 °C, e resfriado ao ambiente em cémara de fluxo laminar,
realizou-se novamente a medi¢do do peso dos filtros usados.

A determinacdo da biomassa foi calculada com a Equacdo (1)
descrita em Dério (2012),

Ccelular = AbSamostra - D - FC Eqg. (1)
onde,
Ceelular € a concentracdo de biomassa celular na amostra em g/l;
ADbSamostra € @ absorbancia da amostra a 600 nm;
D é o fator de diluigdo da amostra;
FC é o fator de conversdo da Abs. para massa seca em g/l.

Determinou-se o fator de conversdo 0,21 para medi¢cdes de
absorbancia a 570 nm e de 0,23 para absorbancia a 600 nm, onde 0s
valores obtidos da triplicata variaram em torno de 1%.
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4.7  DETERMINACAO DAS GRANDEZAS DE TRANSFORMACAO

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste
inicialmente na andlise da evolucdo dos valores de concentracdo de um
ou mais componentes do sistema de cultivo, em fungdo do tempo da
fermentacdo. Entende-se como componentes, 0 microrganismo (ou
biomassa), os produtos de metabolismo (ou metabdlitos) e os nutrientes
ou substratos que compdem o meio de cultura. Esses valores de
concentracdo foram determinados durante a fase exponencial das
leveduras, conforme descrito por Schmidell e colaboradores (2001).

Durante essa fase exponencial de crescimento celular, a
velocidade de crescimento é proporcional a concentragdo celular. A
velocidade especifica de crescimento celular, admitindo-se que nessa
fase & constante, pode ser calculada a partir das equagdes (2) e (3)
descritas em Stroppa e colaboradores (2009) como,

dx Eq. (2)
T = WX = LnXy = LnX; + p.t
Lan — LnX; Eqg. (3)
p=—oL
t
onde,:
u é a velocidade especifica de crescimento (h™);
LnXf é o logaritmo neperiano da concentracédo celular final;
LnXi é o logaritmo neperiano da concentracédo celular inicial;
t é o tempo em horas.

As fases de crescimento das linhagens foram identificadas a partir
dos valores do logaritmo neperiano da concentracdo celular (LnX) em
funcéo do tempo (t).

O fator de conversdo de substrato a biomassa (Y s), foi calculado
por meio da Equagdo (4) descrita em Fontan e colaboradores (2012)
como,

S, =S,

Yx/s =

onde:
X € a concentracdo g/l final de células;
X; é a concentracdo g/l inicial de células;
S; é a concentracdo g/l inicial de substrato;
S¢é a concentracdo g/l final de substrato.
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O fator de conversao de substrato a produto Y5 (xilitol, glicerol
ou etanol) foi realizado através da razdo da concentragdo maxima do
produto alcancada em relacdo a concentracdo de substrato consumido no
mesmo intervalo de tempo, segundo a Equagéo (5),

Yo o = Prnix Eq. (5)
PIS = s —S;

onde:
Pmax € @ concentracdo maxima em g/l do produto;
S; é a concentracdo g/l inicial de substrato;
S¢é a concentracdo g/l final de substrato.

A produtividade em etanol Pgroy € a produtividade em biomassa
Py foram calculadas de acordo com as equacdes (6) e (7) a seguir,

Ceron Eq. (6)
t

Pgron =

onde:
Peron € a produtividade em etanol;
Ceton € a concentragdo maxima de etanol produzido;
t é o tempo em horas; e,

Py = Xomax — Xi Eq. (7)
t
onde:
Xmax € a concentracdo maxima em g/l de biomassa produzida;
X; é a concentragdo inicial de biomassa;

t é o tempo em horas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENGENHARIA EVOLUTIVA

Linhagens hxt null sdo usadas para a caracterizacdo de
transportadores de agucar, sendo que a delecdo de todos os genes que
codificam transportadores de aglcar impede a captacdo de glicose e
xilose permitindo a manipulacdo e avaliagdo dos transportadores
reintroduzidos (YOUNG et al., 2011; FARWICK et al., 2014; YOUNG
etal., 2014).

Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, com diferentes
linhagens recombinantes que sobre-expressavam apenas um
transportador HXT, a linhagem DLG-K1T2, que apresenta apenas 0
transportador HXT2 sobre-expresso, mostrou um fen6tipo interessante ja
que era capaz de consumir e fermentar a xilose com a mesma cinética do
que a glicose, inclusive durante co-fermentacbes com ambos os agucares
xilose e glicose (GONCALVES, 2014).

Para andlise da velocidade de crescimento inicial, foram
realizados cultivos em microplaca durante 96 horas em meio SC
suplementado com 5, 10, 20, 40, 60 e 100 g/l de maltose, glicose, xilose,
xilose mais glicose (xilose+glicose) para determinar o perfil de
crescimento dessa linhagem de levedura nos diferentes aglcares, com
medicOes tomadas a cada 15 minutos pela leitora de placas, como
apresentado na Figura 12. Observou-se nesses microcultivos que em
concentracdes de 2%, 4% e 6% dos acucares, a levedura DLG-K1T2
apresentou um maior crescimento (em todos o0s aguUcares exceto
maltose), apesar dos crescimentos em Xxilose serem mais lentos do que
em maltose ou glicose, enquanto que em presenca de 10% de xilose (e
xilose+glicose) claramente afetava 0 crescimento das células.
Reifenberger, Freidel & Ciriacy (1995) mostraram que a expressao dos
genes HXT2, HXT6 e HXT7 em uma linhagem hxt-null é suficiente para
0 crescimento na presenca de 0,1% de glicose, enquanto para a linhagem
com apenas HXT1, HXT3 e HXT4 requer concentracfes mais elevadas
de glicose (>1%).

Por outro lado, crescimentos preliminares da linhagem DLG-
K1T2 em frascos agitados com 2% de Xxilose (dados ndo mostrados)
revelaram ser pouco representativos e muito lentos no aclcar de
interesse, 0 que motivou, antes de iniciar o experimento de evolugdo,
realizar uma verificagdo da presenga do gene que codifica o
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transportador HXT2 nessa linhagem. Para essa verificagdo, o plasmideo
pPGK-HXT2 (vide Tabela 2, pag. 46) foi extraido da linhagem DLG-
K1T2 e a estrutura do mesmo analisado com as enzimas de restricdo
BamHI e Hindlll. A enzima BamHI, empregada por Gongalves (2014)
para inserir 0 gene HXT2 no plasmideo pPGK, foi usada como controle
e ndo corta 0 gene HXT2 (com 1626 pb), enquanto a enzima Hindlll,
usada para cortar o0 gene, corta também o plasmideo proximo ao sitio de
clonagem BamHI (vide Figura 7, pag. 46).

Figura 12 — Crescimento em microplaca da linhagem DLG-K1T2 em meio SC
sem uracila contendo os agUcares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose em
concentracgdes de 5, 10, 20, 40, 60 e 100 g/l.
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Fonte: Autor.

Na Figura 13 pode-se observar que na digestdo do plasmideo com
a enzima HindlIll se obtém um fragmento de alto peso molecular, com
tamanho estimado de 6511 pb (6089 pb de pPGK + 422 pb do HXT2) e
um fragmento de 1204 pb que corresponde ao restante da sequéncia do
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HXT2. Usando BamHI se obteve, além do plasmideo (6089 pb), um
fragmento de 1626 pb correspondendo a sequéncia completa do gene
HXT2 inserido no plasmideo. Finalmente, ao usarmos BamHI e HindllI
foram obtidos 3 fragmentos: o plasmideo, o fragmento de 1204 pb
contendo parte do HXT2, e um fragmento de 422 pb contendo o restante
do gene HXT2.

Figura 13 — Digestdo do plasmideo pPGK contendo o gene HXT2 com Hindlll e
BamHI. No gel de agarose apresentado mostra-se o resultado da digestdo
realizada com as enzimas Hindlll e BamHI. Na coluna (1) Marcador de
tamanho Molecular 1 kb, (2-4) digestdo de pPGK-HXT2 com Hindlll, (5-7)
digestdo de pPGK-HXT2 com BamHI, (8-10) digestdio pPGK-HXT2 com
HindlllI+BamH]I.

1000 pb — W 1204 pb 1204 pb
750 pb — =
500 pb —
250 pb — 422 pb

Fonte: Autor.

Apos ter confirmada a presenga do gene do transportador HXT2
no plasmideo da linhagem DLG-K1T2, foram realizados crescimentos
desta linhagem em meio minimo SC sem uracila contendo 20 g/l dos
acucares maltose, glicose, xilose, e xilose+glicose. Maltose e glicose
foram usados como controle para comparar 0 comportamento da
levedura quando crescida em xilose ou em xilose+glicose.

A Figura 14 compara as curvas de crescimento da linhagem
DLG-K1T2 em meio sintético SC contendo as diferentes fontes de
carbono, mantendo a cinética observada nos experimentos preliminares
a confirmacdo da presenca de HXT2. O lento e baixo crescimento em
xilose € evidente.
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Figura 14 — Crescimento da linhagem DLG-K1T2 em frasco agitado. Mostra-se
0 crescimento da linhagem em meio contendo os aglcares maltose, glicose,
xilose e xilose+glicose em concentracdo de 20 g/l.
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Na presenca de 20 g/l maltose (Figura 15), a levedura DLG-K1T2
consome a maltose em 36 h, produzindo ~7 g/l de etanol e uma pequena
quantidade de glicerol. Na presenca de 20 g/l glicose (Figura 16) essa
linhagem também consome o aglcar em 36 h, porém, a producéo de
biomassa é maior e a producdo de etanol (~3 g/l) menor do que com
maltose (vide também a Tabela 5, pag. 70).

Um comportamento totalmente diferente foi observado na
presenga de 20 g/l de xilose j& que as células consumiram apenas ~3 g/l
do aclcar, mesmo ap6s 144 h de incubacdo, e consequentemente
cresceram muito pouco nessa fonte de carbono, produzindo quantidades
pequenas de etanol, xilitol e glicerol (Figura 17 e Tabela 5). Incubagdes
por periodos de tempo até 432 h (dados ndo mostrados) nao revelaram
crescimentos ou consumo de agUcar, significativamente maiores, do que
até as 144 h apresentadas na Figura 17.
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Figura 15 — Crescimento da linhagem DLG-K1T2 em meio SC contendo 20 g/l
de maltose. Apresenta-se 0 consumo do aglcar maltose e a producdo de
biomassa, glicerol e etanol até 60 horas.
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Figura 16 — Crescimento da linhagem DLG-K1T2 em meio SC contendo 20 ¢/l
de glicose. Apresenta-se o consumo do agucar glicose, e a produgdo de
biomassa, glicerol e etanol até 60 horas.
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Tabela 5 - Grandezas de transformacdo da linhagem DLG-K1T2. Mostram-se
os fatores de conversdo de substrato em biomassa (Y s), de substrato a produto

(Yxirs: Yaiices: Yerons), @ produtividade em biomassa (Px) e a produtividade
em etanol (Pgron) dos cultivos da linhagem em meio SC contendo 20 g1 dos

aclcares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose.

Meio de cultura Yx Yxu Yaiice Yeron Py Pgron
K S S K
X] [gXil gGlice gETOH g [ g
gS gS gS gS L.h L.h
2%-Maltose 0,166 - 0,032 0,518 0,035 0,311
2%-Glicose 0,224 - 0,051 0,216 0,048 0,133
2%-Xilose 0,217 0,189 0 0,139 0,013 0,003
2%-Xilose+glicose 0,140 0,065 0 0,146 0,057 0,075

Figura 17 — Crescimento da linhagem DLG-K1T2 em meio SC contendo 20 g/l
de xilose. Apresenta-se 0 consumo do aglcar xilose, e a produgdo de biomassa,

xilitol e etanol até 144 horas.
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Durante o crescimento em 20 g/l de xilose mais 20 g/l de glicose
(Figura 18) é possivel observar uma clara preferéncia das células de
levedura pela hexose (a glicose é consumida em ~40 h), mas a xilose
também passa a ser consumida, e em 96 h aproximadamente ~12 g/l da
pentose sdo captadas pelas células, quando o consumo do agucar termina
(Figura 18). Embora a produtividade de etanol seja maior durante o
consumo inicial da xilose, a producgéo final de etanol praticamente ndo
difere daquela observada quando as células cresceram apenas em glicose
(Figura 16, Tabela 5 e Figura 18), sendo um pouco maior com os dois
agucares juntos.

Figura 18 — Crescimento da linhagem DLG-K1T2 em meio SC contendo 20 g/l
de xilose e 20 g/l de glicose. Apresenta-se 0 consumo dos agUcares glicose e
xilose, e a producdo de biomassa, xilitol, glicerol e etanol até 144 horas.
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A repressdo por glicose é um fendmeno difundido em
microrganismos, onde na presenca desse agUcar, reprime a expressdo de
um grande nimero de genes necessarios para 0 metabolismo de outras
fontes de carbono (TRUMBLY, 1992). Esse problema se apresenta na
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fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos usados na producéo de
etanol de segunda gera¢do, onde o consumo de pentoses como arabinose
e xilose presentes € inibido pela alta concentracdo de glicose, afetando a
producdo de etanol. Para melhorar o rendimento na producdo do etanol
celulésico visando sua industrializacdo em escala comercial, todos os
acucares presentes na celulose e hemicelulose devem ser convertidos a
etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Experimentos de evolucdo realizados em linhagens
recombinantes de S. cerevisiae tém demostrado que é possivel melhorar
0 crescimento e fermentacdo de aglcares como a xilose
(SONDEREGGER & SAUER, 2003; JEFFRIES, 2006; NEVOIGT,
2008; Van VLEET & JEFFRIES, 2009; SHEN et al., 2012; SMITH, van
RENSBURG & GORGENS, 2014). Por exemplo, Shen e colaboradores
(2012) construiram uma linhagem recombinante BSPC095 contendo o
gene das enzimas xilulose cinase, xilose isomerase, e quatro genes da
via ndo oxidativa das pentoses fosfato sobre-expressos, além do gene
COX4 deletado. Com essa levedura realizaram uma evolugéo adaptativa
e ap6s 1000 h de crescimento sequencial, as células foram melhorando o
crescimento na presenca de xilose, originando a levedura recombinante
BSPXO013, que apresentou maior atividade da enzima xilose isomerase e
melhor fermentacdo do agucar em relacdo a linhagem parental. Altos
rendimentos de etanol foram também obtidos quando linhagens de S.
cerevisiae transformadas com a xilose isomerase foram expostas a
engenharia evolutiva (MARGEOT et al., 2009).

Considerando o baixo e lento consumo de xilose pela linhagem
DLG-K1T2, em seguida realizou-se um experimento de engenharia
evolutiva dessa linhagem, conforme mostrado na Figura 8 na pagina 52.
Conforme mostrado na Figura 19, nos primeiros cultivos sempre foi
possivel observar um deles com maior crescimento celular, utilizado
para inocular nos proximos 3 frascos com meio SC contendo 20 g/l
xilose, e assim sucessivamente. Dessa forma, células capazes de crescer
melhor nessa fonte de carbono passaram a ser selecionadas, sendo que
no sétimo repique as células de levedura ja cresciam tdo bem em xilose
guanto em maltose como Unica fonte de carbono. Como nos 3 ciclos de
selecdo/crescimento seguintes (8 a 10) o crescimento foi rapido e
praticamente igual nos 3 frascos, o experimento de engenharia evolutiva
foi concluido e duas linhagens, 9C-MA e 10A-MA, foram isoladas para
avaliar seu novo fenotipo.
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Figura 19 — Engenharia evolutiva da linhagem DLG-K1T2. Apresentam-se os crescimentos celulares em meio SC suplementado
com 20 g/l de xilose, realizados em triplicata (A, B e C) ao longo de 10 cultivos sucessivos, sempre a partir do frasco com o maior

crescimento celular.
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As Figuras 20 e 21 mostram o perfil de crescimento nos varios
acucares das linhagens obtidas no experimento de engenharia evolutiva
em xilose. Tanto a linhagem 9C-MA (Figura 20) quanto a linhagem
10A-MA (Figura 21) apresentaram maior capacidade de crescer em
xilose, sendo que o crescimento em 2% xilose foi tdo rapido quanto em
2% glicose, ou xilosetglicose. Para melhor avaliar as linhagens
selecionadas, o crescimento e consumo de 2% maltose, glicose, xilose e
xilose+glicose foi realizado como descrito anteriormente para a
linhagem parental DLG-K1T2 (vide Figuras 15-18 pags. 69-71).

Tanto a linhagem 9C-MA quanto a linhagem 10A-MA cresceram
e consumiram 20 g/l de maltose (Figuras 22 e 23, respectivamente) e de
glicose (Figuras 24 e 25, respectivamente, pags. 76 e 77) com
pardmetros semelhantes aos da linhagem parental, relacionados nas
Tabelas 6 e 7, pags. 77 e 78. No entanto, essas linhagens passaram a
apresentar um fendtipo totalmente distinto quando crescidas em meio
sintético SC contendo xilose como Unica fonte de carbono (Figuras 26 e
27, respectivamente na pag. 79).

Figura 20 — Crescimento da linhagem 9C-MA em meio SC contendo 20 g/l dos
acucares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose.
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Figura 21 — Crescimento da linhagem 10A-MA em meio SC contendo 20 g/l

dos agucares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose.
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Figura 22 — Crescimento da linhagem 9C-MA em SC contendo 20 g/l de
maltose. Apresenta-se 0 consumo do aglcar maltose, a producdo de biomassa,

glicerol e etanol até 144 h.
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Figura 23 — Crescimento da linhagem 10A-MA em meio SC contendo 20 g/l de
maltose. Apresenta-se o consumo do aglcar maltose, a producdo de biomassa,
glicerol e etanol até 144 h.

20 I\
v e
(Che N\
\ L8
\
= 154 \ —— —— —— __
E \ /f A - =
2 N / Le =
2 N 5
@ / c
E N s
& 101 2 A “
g P _ A ba €
o - o
2 , \ A 5
[} \ "
2 4 \ P

Tempo [h]

_ -9 ——
e A ——

Maltose
Biomassa

—— g ——
e A ——

Glicerol
Etanol

Fonte: Autor.

Figura 24 — Crescimento da linhagem 9C-MA em meio SC suplementado com
20 g/l glicose, consumo do agUcar e producdo de biomassa, glicerol e etanol.
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Figura 25 — Crescimento da linhagem 10A-MA em meio SC contendo 20 g/l de
glicose. Apresenta-se 0 consumo do agUcar glicose e a producdo de biomassa,
glicerol e etanol.
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Tabela 6 - Grandezas de transformacéo da linhagem 9C-MA. Mostram-se 0s
fatores de conversdo de substrato em biomassa (Y ), de substrato a produto
(Yxis: Yaiiees: YerOHs), @ produtividade em biomassa (Px) e a produtividade em
etanol (Petop) NOS crescimentos da linhagem em meio SC contendo 20 g1 dos
acucares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose.

Meio de cultura Y%
gX gXil gGlice gETOH g g
[E [g—S] gs gS 7! 7
2%-Maltose 0,152 - 0,035 0,344 0,025 0,144
2%-Glicose 0,228 - 0,035 0,148 0,059 0,064
2%-Xilose 0,314 0 0 0,222 0,072 0,031
2%-Xilose+glicose 0,125 0,116 0,004 0,198 0,033 0,051
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Tabela 7 - Grandezas de transformacdo da linhagem 10A-MA. Mostra-se 0s
fatores de conversdo de substrato em biomassa (Y ), de substrato a produto
(Yxisy Yaiiees: YerOms), @ produtividade em biomassa (Py) e a produtividade em
etanol (Peron) apresentado pelos crescimentos da linhagem em meio SC
contendo 20 g1 dos agticares maltose, glicose, xilose e xilose+glicose.

Meio de cultura  YX Yxit Yiice Yeron Py Prron
S S S S
[gX] [gXil] [gGlice] [gETOH] [ g : [g !
gS gs gs gS L.h Lh
2%-Maltose 0,159 - 0,025 0,367 0,026 0,367
2%-Glicose 0,205 - 0 0,202 0,057 0,135
2%-Xilose 0,254 0 0 0,234 0,042 0,033
2%-Xilose+glicose 0,125 0,289 0,005 0,251 0,039 0,097

Os crescimentos dos cultivos com as linhagens selecionadas
durante o experimento de evolucdo verificaram o fenotipo conferido
para metabolizacdo da xilose.

Como pode ser observado na Figura 26, embora as células da
linhagem 9C-MA apresentem uma extensa fase lag, de
aproximadamente 36 horas sem ocorrer consumo significativo da xilose,
a seguir o aglcar passa a ser totalmente consumido e as células de
levedura passam a produzir ~4,5 g/l de etanol a partir da pentose.
Comportamento semelhante foi observado com a linhagem 10A-MA
crescendo em 20 g/l xilose como apresentado na Figura 27 (vide Tabelas
6e7).
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Figura 26 — Crescimento da linhagem 9C-MA em meio SC suplementado com
20 g/l de xilose. Apresenta-se 0 consumo do agucar xilose e a producdo de

biomassa, xilitol e etanol.
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Figura 27 — Crescimento da linhagem 10A-MA em meio SC contendo 20 g/l de
xilose. Apresenta-se 0 consumo do aglcar xilose e as produgdes de biomassa,

xilitol e etanol.
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No meio sintético SC contendo 20 g/l de xilose mais 20 g/l de
glicose € possivel verificar um maior consumo da xilose pelas células da
linhagem 9C-MA (Figura 28), produzindo consequentemente mais
etanol do que a linhagem parental DLG-K1T2 (vide Figura 18, pag. 71).
No caso da linhagem 10A-MA néo é possivel observar uma melhora no
consumo da xilose na presenca de glicose (Figura 29) quando
comparada com a linhagem parental, embora, novamente essa linhagem
produziu mais etanol a partir dos dois agucares do que a linhagem
DLG-K1T2.

Tendo confirmado que as linhagens selecionadas 9C-MA e
10A-MA passaram a consumir melhor a xilose e produzir mais etanol a
partir dessa fonte de carbono, verificou-se se a mudanca no fenétipo das
células seria consequéncia de alguma mutacdo no plasmideo pPGK-
HXT2 (contendo a permeasse HXT2) presente nas linhagens. Com esse
intuito o plasmideo pPGK-HXT2, presente nas linhagens 9C-MA e
10A-MA, foi extraido das células de levedura, e, obtiveram-se 10
colonias de bactéria transformadas com o plasmideo pPGK-HXT2 a
partir de cada linhagem. A seguir trés plasmideos independentes
extraidos da linhagem 10A-MA foram re-introduzidos na linhagem hxt-
null DLG-K1, reconstituindo assim a linhagem parental DLG-K1T2.

Figura 28 — Crescimento da linhagem 9C-MA em xilose+glicose em
concentragBes de 20 g/l para cada agUcar. Apresentam-se 0s consumos de xilose
e glicose e as produgdes de biomassa, xilitol, glicerol e etanol de essa linhagem.
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Figura 29 — Crescimento da linhagem 10A-MA em meio SC contendo 20 g/l de
xilose e 20 g/l de glicose. Apresentam-se 0s consumos de xilose e glicose e as

producdes de biomassa, xilitol, glicerol e etanol de essa linhagem.
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O crescimento dos 3 novos transformantes em meio liquido SC
suplementado com 20 g/l de xilose ou de glicose estd mostrado nas
Figuras 30 e 31, respectivamente. Como € possivel observar nessas
figuras, as linhagens re-transformadas, com o plasmideo extraido da
linhagem 10A-MA, continuaram crescendo pouco em Xxilose, mas
crescem em glicose, mostrando o mesmo fenétipo da linhagem parental
DLG-K1T2. Esse resultado sugere que a possivel alteracdo que deu
origem as linhagens selecionadas no experimento de engenharia
evolutiva ndo se encontrava no plasmideo pPGK-HXT2 presente na

linhagem 10A-MA.
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Figura 30 — Crescimento da linhagem DLG-K1 transformada com 3 plasmideos
pPGK-HXT2 independentes (tA, tB, e tC) extraidos da linhagem 10A-MA, em
meio SC contendo 20 g/l de xilose.
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Figura 31 — Crescimento da linhagem DLG-K1 transformada com 3 plasmideos
pPGK-HXT2 independentes (tA, tB, e tC) extraidos da linhagem 10A-MA, em
meio SC contendo 20 g/l de glicose.
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Esse resultado foi inesperado, uma vez que geralmente
experimentos de engenharia evolutiva levam a selecéo de linhagens com
mutagdes/alteracdes no passo limitante na metabolizagcdo do nutriente
objeto da selecdo, como o caso de quimiostatos limitados em glicose
gue leva a rearranjos e amplificacdo dos genes HXT (DUNHAM et al.,
2002). O experimento de engenharia evolutiva com a linhagem
DLG-K1T2 foi desenhado para selecionar alteragdes no gene HXT2
presente no plasmideo pPGK-HXT2, mas os resultados obtidos
indicavam que provavelmente a alteracdo selecionada nas linhagens
9C-MA e 10A-MA ocorreu no genoma da levedura. Dessa forma, em
colaboragdo com o Prof. Dr. Gavin Sherlock do Departamento de
Genética da Stanford University (USA), os genomas, da linhagem
parental e das duas obtidas, foram sequenciados com tecnologia de nova
geragdo conforme descrito por Schwartz e colaboradores (2012). Em
resumo, 0 DNA de cada linhagem foi extraido com fenol-cloroférmio,
quebrado por sonicacdo (sonicador COVARIS) a fragmentos de
~500 pb, e ligado a sequéncias adaptadoras para sequenciamento através
da plataforma lllunima HiSeq 2000. Na Tabela 8 encontram-se
relacionados os resultados do sequenciamento para as trés linhagens.

Tabela 8 — Resultado do sequenciamento das linhagens.

DLG-K1T2 1.582.941 474.882.300 38 x
9C-MA 1.422.142 426.642.600 34 x
10A-MA 1.182.683 354.804.900 28 x

Nota: a) baseado no genoma de ~12,5 milhdes de pb da linhagem S288C.

Apos ter obtido uma boa cobertura do genoma das linhagens (28-
38 vezes o genoma de uma linhagem haploide), as sequéncias foram
analisadas com duas abordagens diferentes. Inicialmente as sequéncias
foram alinhadas tendo como referéncia o genoma da linhagem S288C
(SGD disponivel em www.yeastgenome.org), e apés identificar as
mutagBes/alteracdes no genoma da linhagem parental DLG-K1T2 (com
mais de 85% das sequéncias mostrando a alteragdo), as mesmas foram
subtraidas do genoma das linhagens selecionadas 9C-MA e 10A-MA
visando identificar mutacGes/alteracbes exclusivamente presentes no
genoma das linhagens selecionadas. Em uma outra abordagem o
genoma da linhagem DLG-K1T2 foi montado independentemente de
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novo, dando lugar a um genoma com 235 contigs onde as sequéncias das
linhagens selecionadas foram mapeadas, e as mutagdes/alteracdes
identificadas. Ambas as abordagens identificaram uma Unica alteracdo
no genoma das linhagens 9C-MA e 10A-MA envolvendo uma mutagdo
no gene STB5 que codifica o fator de transcricéo.

A Figura 32 mostra a confirmacdo da mutacdo presente no
genoma das linhagens 9C-MA e 10A-MA utilizando outro método de
sequenciamento (Sanger), onde uma timina presente no gene STB5 da
linhagem parental DLG-K1T2 foi mutada para uma adenina nas
linhagens selecionadas. A proteina de 743 aminoacidos codificada pelo
gene STB5 € um fator de transcri¢cdo contendo dedos de zinco envolvido
na regulacdo da resisténcia a multiplas drogas e resposta ao estresse
oxidativo, formando um heterodimero com outro fator de transcri¢do
codificado pelo gene PDR1 (AKACHE et al., 2004). Esse fator de
transcricdo regula a expressdo da maioria dos genes da via das pentoses
fosfato, incluindo os genes envolvidos na produgdo de NADPH, um
metabdlito necessario para resisténcia ao estresse  oxidativo
(LAROCHELLE et al., 2006), mas também para a metabolizacdo da
xilose através da via da xilose redutase e xilitol desidrogenase. De fato,
recentemente foi descrito que a melhora na fermentagdo de xilose
observada em linhagens de S. cerevisiae deletadas na fosfatase
codificada pelo gene PHO13 (NI, LAPLAZA & JEFFRIES 2007; Van
VLEET, JEFFRIES & OLSSON, 2008; LEE, JELLISON & ALPER,
2014) ocorre via o fator de transcri¢do STB5 (KIM et al., 2015).

Essa mutacdo, presente em ambas as leveduras evoluidas e/ou
selecionadas, troca uma cisteina (C-654) por uma serina nessa posicao.
Embora ainda seja necessario confirmar que de fato a mutacdo
observada seja a responsavel pela mudanca no fenétipo das leveduras,
permitindo uma fermentacdo da xilose mais eficiente, a mudanca
ocorrida no gene STB5 pode alterar a estrutura terciaria da proteina (pela
perda de uma cisteina possivelmente envolvida em pontes dissulfeto),
ou ainda promover uma maior fosforilacdo desse fator de transcricéo
pelo ganho de uma serina extra. Novos estudos deverdo confirmar o
envolvimento do fator de transcrigdo STB5 mutante na melhora da
fermentacdo de xilose por S. cerevisiae recombinantes, e caracterizar o
tipo de alteragdo estrutural e/ou funcional provocado pela mutacéo.
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Figura 32 — Confirmacdo da mutagdo presente nas linhagens 9C-MA e
10A-MA. O cromatograma do sequenciamento pelo método de Sanger mostra a
timina presente no genoma da linhagem parental DLG-K1T2 (A, seta preta)
sendo substituida por uma adenina (setas vermelhas) no genoma da linhagem

9C-MA (B) e 10A-MA (C).

110 120 ‘ 130 140
ACTAT CTTATACTGTCTTTGCCAGTGGAGCATC

B

110 120 130 14
ACTATCTTATACTGTCTTAGCCAGTGGAGCATC

B
100 110 120
ACTATCTTATACTGT CTTAGCCAGTGGAGCATC
C

b

Fonte: Autor.
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5.2 ENGENHARIA GENOMICA PARA DELECAO DO GENE FPS1

A engenharia gendmica (modificacdo de genes diretamente nos
cromossomas da célula) pode melhorar as atividades fermentativas de
leveduras fermentadoras de xilose como Scheffersomyces stipitis
(anteriormente  denominada Pichia stipitis) e S. cerevisiae
recombinantes (JEFFRIES, 2006; HARNER et al., 2015). As altas taxas
de recombinacdo homodloga em S. cerevisiae e outras leveduras
permitem a modificacdo dirigida de genes de leveduras em regides
cromossémicas especificas (PETRACEK & LONGTINE 2002).

O emprego da engenharia gendmica e metabodlica para que S.
cerevisiae consiga metabolizar pentoses como a xilose € uma estratégia
atrativa que j& vem mostrando resultados promissérios. Um estudo
realizado por Wei e colaboradores (2013), demonstrou uma nova
estratégia para reduzir a formacdo de xilitol e aumentar o fluxo de
carbono para melhorar a fermentacdo da xilose e controlar o processo de
secrecdo de xilitol. Nesse estudo foi deletado o gene FPS1 de linhagens
de laboratério de S. cerevisiae, as quais apresentaram uma diminuicdo
na producdo de xilitol e um aumento na producdo de etanol. As
linhagens de S. cerevisiae com o gene FPS1 deletado, usadas por eles,
mostraram uma baixa excrecdo de xilitol em relacdo a linhagem
parental, sugerindo que a aquaporina codificada pelo gene FPS1 estaria
envolvida na passagem desse &lcool através da membrana celular.
Baseados nesses resultados, no presente trabalho se fez a tentativa da
delecdo do gene FPS1 em uma linhagem industrial de S. cerevisiae
recombinante capaz de metabolizar a xilose.

Para realizar o processo de delecdo do gene FPS1, foi utilizada a
linhagem industrial (diploide) recombinante MP-C5 (GONCALVES,
2014), a qual possui integrado em seu genoma o plasmideo pAUR-
XKXDHXR (MATSUSHIKA et al., 2008), contendo os genes XYL1,
XYL2 e XKS1 sobre-expressos. Os genes XYL1 e XYL2 presentes nesse
plasmideo pertencem a linhagem de levedura S. stipitis e permitem a
expressdo das enzimas XR e XDH respectivamente. O gene XKS1
pertence a S. cerevisiae e permite a sobre-expressdo da enzima XK,
enzimas que sd0 necessarias para a metabolizagdo da xilose em
leveduras. A linhagem MP-C5 é derivada da linhagem industrial CAT-1,
utilizada para a producdo industrial de etanol combustivel no Brasil
(BASSO et al., 2008).

A linhagem MP-C5 apresenta duas cdpias do gene FPS1 no
cromossomo XII de seu genoma. Dessa forma, para a delecdo completa
do gene foi desenhada uma estratégia utilizando os genes marcadores
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KanMX e Ble', que conferem resisténcia a geneticina e zeocina,
respectivamente, para a construcdo dos maédulos de delecdo conforme
descrito por Petracek & Longtine (2002). Segundo esse trabalho, para a
construgcdo dos iniciadores € preciso que eles apresentem uma
homologia de ~40 nt & regido do gene alvo e ~19 nt de homologia a
regido do plasmideo contendo o gene marcador.

Os modulos de delecdo construidos para deletar o gene FPS1
foram denominados mddulo de delecdo interna (Figura 33) e modulo de
delecdo externa (Figura 34). No mdédulo de delegcdo interna, como
apresentado na Figura 33, os iniciadores forward (Tabela 3, pag. 54)
apresentam 39 nucleotideos (nt) de homologia ao genoma da levedura
na regido interna do gene FPS1 (os primeiros 39 nt do gene) e 19 nt de
homologia a regido do loxP que flanqueia o gene marcador KanMX do
plasmideo pUG6 (GULDENER et al., 1996) enquanto que o0s
iniciadores reverse apresentam 39 nt de homologia ao gene FPS1
(Gltimos 39 nt do gene) e 20 nt de homologia ao plasmideo pUG6.

Figura 33 — Mdédulo de delegdo interna do gene FPS1. Os iniciadores forward e
reverse apresentam homologia ao genoma da levedura na regido interna do gene
FPS1 (verde) e homologia a regido do loxP (azul) que flanqueia o gene
marcador KanMX (rosa). Na coluna 1 do gel de agarose apresenta-se o
marcador de tamanho molecular de 1 kb, nas 2 a 8 sdo encontrados os produtos
de DNA obtidos por PCR contendo 1692 pb (1614 pb do gene marcador
KanMX + 78 pb de homologia ao FPS1) e na coluna 9 o controle negativo.

[ 39nt ILoxP I KanMX I LoxP I 39nt ]

| |
I 1

1692 pb
1 2 3 4 5 6 7 8 9

10000 pb —

o

3000 pb —

2000 pb —

- F e
1500 pb — UUU'.-'
1692 pb

1000 pb — .
750 pb —

500 pb —

250 pb —

Fonte: Autor.
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Figura 34 — M6dulo de delecéo externa do gene FPS1. Os iniciadores forward e
reverse apresentam homologia ao genoma da levedura na regido a montante e a
jusante do gene FPS1 (amarelo) e homologia a regido do loxP (azul) que
flanqueia o0 gene marcador Ble" (verde). Na coluna 1 do gel de agarose
apresenta-se 0 marcador de tamanho molecular de 1 kb, nas colunas 3 a 11 séo
encontrados os produtos de DNA obtidos através de PCR contendo 1263 pb
(1185 pb do gene marcador Ble" + 78 pb de homologia ao FPS1). As colunas 2 e
7 sédo controles negativos.

[ 39nt ILoxP I Ble" I LoxP I 39nt ]

| |
I 1

1263 pb
1 2 3 45 6 7 8 9 101

10000 pb — |
-

3000 pb — s

2000 pb —

1500 pb =—

- e d. B
1000 pb — 1263 pb

750 pb —

500 pb =——

250 pb —
Fonte: Autor.

No médulo de delegdo externa os iniciadores forward (Tabela 3,
pag. 54) apresentam 39 nt de homologia a regido a montante que
flanqueia o gene FPS1 e 19 nt de homologia a regido loxP que flanqueia
o gene marcador Ble" presente no plasmideo pUG66 (GUELDENER et
al., 2002), enquanto que os iniciadores reverse apresentam 39 nt de
homologia a regido jusante do gene FPS1 apos o codon de terminacéo e
20 nt de homologia a regido jusante que flanqueia o gene marcador no
plasmideo pUG66. Ambos os médulos, de delecdo interna e de delecéo
externa, foram construidos por PCR como descrito anteriormente na
secdo 4 - Materiais e Métodos (pag. 53).

Construidos os médulos de delecdo interna e externa para o gene
FPS1, a levedura industrial MP-C5 foi submetida ao evento de
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transformacdo genémica. Para a delegdo das duas copias do gene FPS1,
a melhor estratégia foi a delecdo inicial de uma cépia do gene usando o
maédulo de delecdo externa. Desse modo, evita-se a possibilidade que
em um segundo evento de transformacdo seja deletado do genoma o
maodulo de delecéo inicial (de delecdo interna) com o segundo mddulo
de delecdo aplicado nesse caso (de delecdo externa), ao invés da
segunda cépia do gene FPS1 (o que seria possivel de ocorrer caso a
sequéncia de delecBes fosse ao contrario). Na Figura 10 (pag. 57) é
mostrada a estratégia de delecdo do primeiro gene FPS1 usando o
maodulo de delecéo externa.

Apos a transformagdo da levedura MP-C5 utilizando o modulo
contendo o gene marcador Ble', as células foram selecionadas em placas
de Petri contendo meio YPD-4agar suplementado com zeocina a uma
concentragdo de 500 mgl. Embora tenham sido obtidas varias coldnias
resistentes ao antibidtico, a maioria desses transformantes ndo tinha
deletada a cépia do gene FPS1 (dados ndo mostrados), mas em uma
colbnia, que passou a ser denominada de linhagem B2-MAPL, foi
possivel confirmar a delecdo de uma cépia do gene FPS1 com o gene de
resisténcia Ble'. A verificacdo do inserto/delecdo por meio de reacdes de
PCR é apresentada na Figura 35, e a combinacdo dos iniciadores
utilizados para a verificagdo da insercdo do gene no local correto Ble" no
genoma da levedura B2-MAPL encontra-se na Tabela 9.

Como pode ser observado na Figura 35, usando o iniciador
forward de verificacdo do gene Ble' e o iniciador reverse usado para a
construcdo do modulo de delecdo externa, permitiram a amplificacdo de
uma banda de ~657 pb, indicando a presenca do gene marcador Ble" no
genoma da levedura recombinante B2-MAPL. Usando os iniciadores
forward de verificacdo do gene Ble" e o iniciador reverse de verificagio
externa (340 pb ap6s o codon de terminacdo do gene FPS1) permitiu a
amplificacdo de uma banda de 957 pb, confirmando a presenca do gene
Ble" no cromossomo XI1 da linhagem transformada.

O iniciador forward de verificacdo externa (302 pb antes do
cédon de iniciacdo do gene FPS1) e o iniciador reverse de verificacdo
externa, permitiram na linhagem transformada B2-MAPL a
amplificacdo de duas bandas: uma de 2652 pb (302 pb + 2010 pb + 340
pb) e outra de 1905 pb (302 pb + 1263 pb + 340 pb) (Figura 35),
confirmando a presenca do médulo de delecdo externa deletando uma
copia apenas do gene FPS1. Com esses iniciadores uma Unica banda de
1905 pb indicaria a delecdo completa do gene usando o médulo. Como
também foi obtida a amplificacdo da banda de 2652 pb, estava
confirmado a presenca de uma copia normal do gene FPS1. Além disso,
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realizou-se outra reacéo de verificagdo usando os iniciadores forward de
verificacdo e reverse de verificacdo dentro do gene, no qual se obteve
um fragmento de 307 pb tanto na linhagem parental MP-C5 quanto na
transformante B2-MAPL (FPS1 / fps1A::Ble").

Figura 35 — Verificacdo da dele¢do de uma cépia do gene FPS1. A seta roxa
mostra o iniciador forward (F-V-BLE) que apresenta homologia ao gene Ble', a
seta amarela mostra o iniciador reverse (R-D.E) usado na constru¢do do médulo
de delecdo externa, as setas vermelhas representam os iniciadores forward (F-
V.L) e reverse (R-V.L) externos ao gene, as setas azuis representam os
iniciadores forward (F-V.D) e reverse (R-V.D) internos ao gene. No gel de
agarose (colunas 1 e 13) marcador de tamanho molecular 1 kb; (2) B2-
MAPL+F-V-BLE+R-D.E; (3) B2-MAPL+F-V-BLE+R-V.L; (4) MP-C5+F-V-
BLE+R-V.L; (6) B2-MAPL+F-V.L+R-V.L; (7) MP-C5+F-V.L+R-V.L; (9) B2-
MAPL+F-V.D+R-V.D; (10) MPC5+F-V.D+R-V.D; (12) B2-MAPL+F-V-
BLE+R-D.E; as colunas 5 e 8 sdo controles negativos.

F-V.L. R-D.E.
= a
=] | Loxp | Ble" | Loxp | —
Genoma =D L=}
B2-MAPL ChrXil F-V-BLE R-V.L.
= @
F-V.D. R-V.D.

1 234567 8910111213

10000 pb =—— 5y o
- —
3000 pb — -
— we
2000 pb — 2652 pb
1500 pb — - 1905 pb
1000 pb — we =
997 pb
750 pb — ®
G;pb 657 pb
500 pb —
- e
250 pb — 307 pb

Fonte: Autor.
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Tabela 9 - Combinagdo de iniciadores para verificagdo de dele¢do de uma copia
do gene FPS1.

2el12 F-V- BLE R-FPS1-DELEGAO EXTERNA B2-MAPL 657
3 F-V- BLE R-VERIFICAGAO L-FPS1 B2-MAPL 997
4 F-V- BLE R-VERIFICAGAO L-FPS1 MP-C5
~ ~ 2652 e
6 F-VERIFICACAO L-FPS1 R-VERIFICAGCAO L-FPS1 B2-MAPL 1905
7 F-VERIFICAGAO L-FPS1 R-VERIFICAGAO L-FPS1 MP-C5 2652
9 F-VERIFICACAO D-FPS1 R-VERIFICAGAO D- FPS1 B2-MAPL 307
10 F-VERIFICACAO D-FPS1 R-VERIFICAGAO D- FPS1 MP-C5 307

Uma vez confirmada a correta delecdo na transformante B2-
MAPL, passamos a usar 0 mddulo de delecéo interna (Figura 33 na pag.
87) com o gene marcador KanMX para deletar o gene FPS1 presente
nesta levedura diploide. Na Figura 11 da pagina 58 foi mostrada a
estratégia de transformacdo da linhagem B2-MAPL para a delecdo da
segunda cOpia do gene FPS1. Apesar de termos utilizado diferentes
métodos de transformacdo de leveduras descritos na literatura (ITO et
al., 1983; SCHIESTL & GIETZ, 1989; GIETZ et al., 1992; GIETZ &
WOODS, 2002), e de eventualmente termos conseguido isolar algumas
col6nias resistentes a geneticina, ndo foi possivel obtermos uma
linhagem de levedura com delecdo do gene FPS1 usando o mdédulo
contendo o marcador KanMX. Essa dificuldade na delecdo do gene
FPS1 usando o marcador KanMX, néo foi evidenciada em trabalhos que
mostram as vantagens apresentadas da remocgdo de esse gene em
linhagens haploides (WEI et al., 2013; NAVARRETE, NIELSEN &
SIEWERS, 2014). No entanto, para este trabalho, foi usada uma
linhagem diploide. Porém, a explicagdo para esse insucesso &
desconhecida.

Existem outras metodologias reportadas para delecdo desse gene,
como a descrita por Kong e colaboradores (2006). Nesse trabalho foi
construido o plasmideo pUC18-RYUR e o cassette RYUR foi
flanqueado por porcées do codon de iniciacdo e cddon de terminacdo do
FPS1, necessério para a recombinagdo homologa. O gene FPS1 foi
amplificado por reac6es de PCR e clonado nos sitios EcoRI e Hindlll de
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pUC18 produzindo pUC18-FPS1-ORF. Por reacbes de PCR foi
amplificada a regido de pUC18-FPS1-ORF obtendo um produto com
homologia nas extremidades ao FPS1 de 130 pb e 120 pb
respectivamente, o qual foi digerido com enzimas de restrigdo
originando o pUC18-FRYUREF, linearizado com EcoRI e Hindlll para
transformar a linhagem parental, obtendo-se por fim, a linhagem KAM-
3 com o gene deletado.

Mesmo sem termos obtido uma linhagem com a dele¢do das duas
copias do gene FPSL1, realizamos fermentacGes em batelada para ambas
as linhagens MP-C5 (Figura 36) e B2-MAPL (Figura 37), com o intuito
de conhecer se a delecdo de uma copia do gene FPS1 verificada na
linhagem recombinante B2-MAPL poderia ter mudado o padrdo de
metabolizacdo de xilose, em relacdo a linhagem parental. O meio rico
YP foi usado visando se aproximar as condicBes industriais onde as
leveduras realizam os processos de fermentacdo em presenca de
maltiplos nutrientes e outros compostos.

Figura 36 — Fermentacdo em batelada pela linhagem industrial MP-C5 em meio
rico YP contendo 40 g1 de xilose. Mostra-se o consumo do agucar e a produgéo
de biomassa, glicerol, xilitol e etanol ao longo do tempo.
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Figura 37 — Fermentacdo em batelada pela linhagem industrial B2-MAPL
(FPS1 / fps1A::Ble") em meio rico YP contendo 40 g1 de xilose. Apresenta-se 0
consumo do agUcar e a produgdo de biomassa, glicerol, xilitol e etanol ao longo
do tempo.
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Como pode ser observado na Figura 36 (linhagem parental
MP-C5) e Figura 37 (linhagem B2-MAPL), a linhagem industrial
deletada em apenas uma Unica cépia do gene FPS1, apresentou um
consumo de xilose mais rapido do que a linhagem parental, sendo que
praticamente todos os parametros fermentativos da linhagem B2-MAPL,
com excecdo da producdo de glicerol, foram superiores (o dobro) do que
os obtidos com a linhagem MP-C5, como relacionado na Tabela 10.
Porém, diferente ao trabalho de Wei e colaboradores (2013), a linhagem
com o gene FPS1 deletado ndo apresentou uma menor producdo de
xilitol o qual pode pode estar relacionado com o fato de que as duas
copias do gene FPS1 da linhagem diploide ndo foram deletadas neste
trabalho.

No entanto, apesar da producdo incrementada de xilitol, a
linhagem obtida teve maior producgdo de etanol quando comparada com
a parental. Por outro lado, conforme observado nas Figuras 36 e 37, a
biomassa inicial da linhagem modificada foi um pouco maior em relagédo
a linhagem parental, o que sugeriria 0 aprimoramento do processo
fermentativo pela maior quantidade de células. Contudo, observou-se
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em cultivos realizados em experimentos prévios, com as mesmas
condigdes de crescimento em concentracdo de 40 g/l de xilose para as
duas linhagens, parental e modificada (dados ndo mostrados), que a cepa
modificada obtida B2-MAPL (FPS1 / fps1A::Ble") cresce melhor nesse
aclcar, relacionando-se possivelmente a producdo incrementada de
etanol.

Tabela 10 - Grandezas de transformacdo da fermentagdo. Mostram-se,
velocidade especifica de crescimento, fatores de conversdo de substrato em
biomassa (), de substrato a produto (Yxis, Yagiices: Yerons), produtividade em
biomassa (Px) e produtividade em etanol (Pgron) apresentado pelos
crescimentos das linhagens MP-C5 e B2-MAPL em meio SC contendo 40 g1
xilose.

Linhagem

gs gs N

MP-C5 0,006 0,036 0,154 0,067 0,226 0,049 0,100

B2-MAPL 0,011 0,070 0,308 0,075 0,444 0,103 0,131
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

O experimento de engenharia evolutiva com a linhagem
DLG-K1T2, que sobre-expressa apenas a permease codificada pelo gene
HXT2, permitiu selecionar duas linhagens (9C-MA e 10A-MA) apds
sucessivos cultivos em meio minimo SC contendo 20 g/l de xilose.
Essas linhagens selecionadas foram capazes de consumir Xxilose e
produzir etanol a partir dessa fonte de carbono. A analise dessas
linhagens revelou que o plasmideo pPGK-HXT2 ndo foi responsavel
pelo fenétipo apresentado pelas linhagens selecionadas, mas o
sequenciamento do genoma revelou uma Gnica mutagdo (a cisteina 654
mudando para serina) no fator de transcrigdo codificado pelo gene STBS5,
envolvido na regulagéo dos genes da via das pentoses fosfato e producéo
de NADPH em leveduras.

Como perspectiva futura dessa parte do trabalho, seria necessario
confirmar se a mutacdo realmente é responsavel pelo fené6tipo adquirido
pelas linhagens selecionadas/evoluidas, e também investigar se a
mutagdo é dominante ou recessiva. Seria importante analisar o efeito da
mutacdo identificada no gene STB5 em uma linhagem de S. cerevisiae
contendo todos os transportadores HXT (linhagem wild-type), além de
verificar se 0 gene STB5 mutado leva a uma maior expressdo dos genes
da via das pentoses-fosfato.

Em uma segunda parte desta dissertacdo foram usadas técnicas de
engenharia genémica para promover a dele¢do do gene FPS1 em uma
linhagem industrial recombinante MP-C5 capaz de utilizar xilose.
Embora tenha sido possivel deletar apenas uma copia do gene FPSL,
gue codifica uma aquaporina, na linhagem industrial diploide,
originando a levedura recombinante B2-MAPL, essa apresentou um
melhor consumo de xilose e producdo de etanol do que a linhagem
parental durante fermentagdes em batelada com 40 g/l xilose.

Seria importante verificar também se as linhagens obtidas na
presente dissertacdo (9C-MA, 10A-MA e B2-MAPL) sdo capazes de
fermentar quantidades maiores de xilose (p.ex. 100 g/l), principalmente
em biorreatores com condigdes controladas que permitam melhor avaliar
0s pardmetros fermentativos, incluindo o consumo de oxigénio e
producdo de CO,. De qualquer forma os resultados ja obtidos e pelas
sugestbes futuras apresentadas, poderdo abrir novos caminhos para a
engenharia genética de linhagens de S. cerevisiae recombinantes
capazes de fermentar eficientemente a xilose para a producédo de etanol
de segunda geracéo.
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