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RESUMO

Nos ultimos 15 anos, um grande esforgo tem sido feara uma maior utilizacdo de
residuos agroindustriais renovaveis, podendo a dsem lignocélulosica ser matéria
prima para os bicombustiveis. A composi¢do desisasassas varia bastante, mas em
geral os substratos lignoceluldsicos sado constituide celulose (homopolimero de
glicose), hemicelulose (heteropolimero de hexosegpeatoses) e pela lignina
(compostos aromaticos). Considerando que a ferg@mnide glicose pode ser realizado
de forma eficiente, a bioconversdo da fracdo dadopes (xilose, principal acgucar
pentose obtido na hidrdlise da hemicelulose), amtasum desafio. A leveduRichia
stipitis pode converter xilose a etanol com rendimentosistiéilmente relevantes.
Porém necessita de condi¢des limitantes de oxigéliom do consumo da glicose inibir
de modo n&o competitivo a xilose e sob condicoexegcimento similares o consumo
de glicose € maior que o de xilose. Com base nhsanda via metabolica desta
levedura, o presente trabalho teve como objetigdoaeionar o fluxo metabdlico da via
glicolitica para via das pentose fosfato dentroqi@® se chama modernamente de
Engeharia Metabdlica. O gene PGI1 codificador dafofglicose isomerase foi
completamente removido do genoma da linhagem n&RRL 7124 com o uso de
fragmentos de PCR que continham sequéncias comdad50 bp de homologia com
as regibes 5’ e 3" do gene alvo. Quando este gerdeletado, a glicose-6-fosfato foi
inteiramente rotada para via da pentose fosfatte #isxo direciona a producdo de
NADPH fundamental para a producéo de precursoresideotideos, aminoacidos, em
reacdes biossinteticas redutivas e também na csiwele xilose a xilitol. Para selegéo
do transformante, foi necessaria uma concentragd2@0ug/ml de Geneticina. Além
disso, a eficiéncia de transformacéo foi baixa,pamte devido a utilizacdo do sistema
nao convencional de cédons por esta levedura. Getmasde delecdo construido
apresenta a marca de selecdo resistente a geaetaileado por duas regides
denominadas loxp, que permitem a recombinacdo [sensas de contra-selecao.
Possibilitando a remocéo da marca de resisténcia.

Palavras chaves: Engenharia MetabdoRiahia stipitis etanol

viii



ABSTRACT

Over the past 15 years, a great effort has beere fadgreater use of residues are
renewable and can be lignocellulosic biomass feeldsor biofuels. The compaosition
of biomass varies widely, but generally the ligridesics are composed of cellulose
(homopolymer of glucose), hemicellulose (heteropwy of hexose and pentoses) and
lignin (aromatic compounds). Whereas the fermemtatof glucose can be done
efficiently, the fraction of the bioconversion afitoses (xylose, the main pentose sugar
obtained on hydrolysis of hemicellulose), presenthallenge. The yeast Pichia stipitis
can convert xylose to ethanol with yields indudiyieelevant. But need oxygen limiting
conditions, and the consumption of glucose in a-campetitive inhibition xylose and
under similar growing conditions the glucose congtiom is greater than that of xylose.
Based on the analysis of this yeast metabolic payhithis study aimed to redirect the
metabolic flux from glycolysis to the pentose phuesie pathway within what is called
modern Engineering Metabolic. The gene encodingsphoglucose isomerase PGI1
was completely removed from the native genome @&irstNRRL 7124 using PCR
fragments that contained sequences of more tham@%® homology to the 5 'and 3' of
the target gene. When this gene was deleted, ge@ghosphate was fully rotated to
pentose phosphate pathway. This flow directs tloglymtion of NADPH essential for
the production of precursors of nucleotides, amawids, in reductive biosynthetic
reactions and also the conversion of xylose totolyliThe effect of this conversion
provides a concomitant assimilation of xylose ardcgse (as so disclosed after
fermentation). For selection of transformant, reegiia concentration of geneticin
120Qug/ml. Moreover, the transformation efficiency wasv] partly due to the use of
unconventional system of codons by this yeast. dhketion cassette has built a
checkmark resistant to geneticin flanked by twoaweg called loxP, which allow the
recombination systems counter-selection. Allowireykremoval resistance.

Key words: Metabolic Engineeringichia stipitis ethanol



1. INTRODUCAO

Os custos de producdo mais baixos e 0s recursosisaibundantes tornam o
Brasil o maior candidato ao papel de supridor mairde etanol. A entrada em vigor do
Protocolo de Kyoto, em fevereiro de 2009, estagalmido os paises a comecarem a
colocar em pratica medidas concretas para redwnsumo dos combustiveis fosseis,
e assim cumprir as metas de reducdo de emissamxidadde carbono previstas no

acordo mundial.

A producdo mundial de alcool aproxima-se dos #ides de litros por ano,
sendo o Brasil e os EUA os principais produtoresBxasil este combustivel € obtido a
partir da fermentacdo da sacarose proveniente mia @a acgucar; jA nos EUA e na
Europa a maior parte da produgédo vem da fermentdeabidrolisado de amido de
milho e da sacarose de beterraba, respectivantentieetanto, cada vez mais o uso do
milho, beterraba e cereais esta sendo questionemidoda pressao popular para que
menos biomassa que tem uso para alimentacdo hwsegndesviada para a producao
de combustiveis. No caso do Brasil, a maior pressalaciona a provavel expansao
das areas de plantacdo de cana em detrimentoexyae&o da natureza. Por outro lado,
0 aumento da demanda por este combustivel indusalile substratos alternativos de

fermentacao (Goldemberg, 2007).

Dentre o0s principais substratos potenciais sstadam os residuos
lignoceluldsicos, como o bagaco de cana e derbbtera palha de cereais e os residuos
da industria de madeira. A composi¢cado dessas bsanagria bastante, mas em geral
0s substratos lignocelulésicos sdo constituidosetldose (homopolimero de glicose),
hemicelulose (heteropolimero de hexoses e pentosepgla lignina (compostos
aromaticos) (van Maris et al 2006). A celulose enioelulose representam uma
alternativa sustentavel para aumentar a producdmodembustivel e para aumentar o
balanco energético, com menos contribuicdo parfeitoestufa (Hahn-Hagerdal et al.,
2006). Um hidrolisado deste substrato gera um acmmposto de oligossacarideos,
hexoses e pentoses mais lignina. A fragdo hexode per diretamente convertida a
etanol por células d8. cerevisiaemas ndo a fracdo de pentoses. Muitas tentaévas t
sido feitas ha anos no sentido de modificar gemettnte esta levedura para a

fermentacdo de pentoses, com resultados ainda pexm@ssivos. Como a fracao



representada pela hemicelulose pode chegar de EPoalo total lignocelulosico, sua
conversao a etanol é bastante expressiva (Hahnetidget al., 2006; van Maris et al
2006).

Algumas leveduras podem converter xilose a etammin crendimentos
industrialmente relevantes, como € o caso da espatiia stipitis.A fermentacéo de
substrato com xilose pura pode apresentar rendaset¢ 0,44 g.g-1, mas com a
estreita necessidade de oxigenacdo do sistemaMuas et al 2006). Esta levedura
exibe sistemas de transporte de baixa e alta afleidjue operam simultaneamente. O
sistema transportador de baixa afinidade é padilhentre a glicose e a xilose para
transportar acucar. A glicose inibe o transporteittsse por inibicdo ndo competitiva
no sistema transportador de baixa afinidade (KikatJden, 1988). Além disso, a
propor¢cdo de consumo da glicose € maior que oldsexsob similares condi¢des de

crescimento. (Agbogbo et al, 2006).

A maior assimilacdo de xilose e consequente praddedetanol por leveduras
sdo de fundamental importancia para o uso de mesilignoceluldsicos, e de grande
interesse para industria alcooleira. Para tantoava&stratégias estdo sendo propostas
na literatura com vistas ao redirecionamento dos# metabdlicos para o aumento da
producdo de etanol, dentro do que se chama modenmt@mde “Engenharia

Metabdlica”.

No presente trabalho sera implementada uma esaatégnodificacdo genética
da via metabdlica dR. stipitis pela delecdo do gene PGI1 uma linhagem de colecéo

desta espécie.

O gene PGI1 codifica para enzima fosfoglicose isasee que catalisa a
conversao de glicose-6-fosfato a frutose-6-fosf@wia glicolitica. Quando este gene é
deletado do genoma, a glicose-6-fosfato € inteirdendesviado para via das pentoses
fosfato. Este fluxo direciona a producdo de NADRIHdamental para a producédo de
precursores de nucleotideos, aminoacidos, em re&dgdgsinteticas redutivas e tambéem
na conversao de xilose a xilitol. Estudos mostrame célulasS.cerevisiaecom
delecéo para este gene, ndo foram capazes dercasceeio com glicose como Unica
fonte de carbono, pois esse acucar € degradatlalase 5 fosfato com a concomitante
reducdo de NADP a NADPH, gerando diminuicdo nvelnrdo NADP que néo pode ser
rapidamente regenerado (Bole et al,1993). Ratipitis esse problema pode ser



superado pelo consumo de xilose, pelo fato destsuir a enzima xilose redutase (XR)
que converte xilose a xilitol com alta afinidaddop®lADPH. A delecdo do PGI1
poderd assim, conduzir a rota metabdlica no semta pentoses fosfato levando a
producdo excedente de NADPH, o que poderia propueici maior assimilacdo de
xilose pela XR. Se isto acontecer de maneira cornaaote a assimilacdo de glicose,
entdo € de se esperar maior produtividade de esapattir de misturas glicose/xilose
como é o caso dos hidrolisados.



2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

O bioetanol é um combustivel renovavel produzidgaatir de processos
biolégicos. No Brasil este alcool é obtido a padtr monocultura da cana-de-agucar,
porém apenas 1/3 da biomassa da cana é utilizawla sabstrato para fermentacao por
micro-organismos. Os 2/3 restantes sdo subutilzadoa gerar eletricidade nas usinas.
Essa biomassa provinda do bagaco é constituida ppbmeros de celulose e
hemicelulose ricos em acucar hexose e pentose qdenp ser direcionados para

producdo de combustiveis.

3. OBJETIVOS

Objetivo geral

» Testar a hipotese da reorientagdo dos fluxos migtabdna levedura
P.stipitispara a via das pentoses-fosfato para a producétadel.

Objetivos especificos

* Produzir uma linhagem destipitiscom delecao do geiGI1.
 Avaliar o desempenho fermentativo da linhagem gem@ente
modificadas de°.stipitis frente a substratos com diferentes composicdes

de fontes de carbono.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Consideracdes sobre Bioetanol

Atualmente, a biomassa corresponde a aproximadamBh por cento da
demanda energética primaria mundial (fig.1). Nunmbiamie de alta dos precos do
petréleo, escassez de recursos, instabilidadeigaoliie paises produtores e desafios
ambientais, apenas aquela tem o potencial de rdspomo suprimento de uma
civilizacdo energicamente dependente. Em termogyétiens, a biomassa representa
um recurso derivado de organismos vivos. Logoegetais tém grande importancia ja
que seus carboidratos ricos energeticamente podegfisientemente convertidos por
micro-organismos em bicombustiveis, dentre os gagienas o bioetanol é produzido
em uma escala industrial. Ainda sdo requeridosndebgmento futuros para producéo
sustentavel de biohidrogénio, biometanol e o baldisoduzido a partir de processos

biotecnolbgicos (Antoni et al.2007).
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Fig. 1 Diagrama representativo da demanda eneagétimndial referente aos anos de
1973 e 2007. ®utros inclui geotérmica, solar, eolica, dfonte: www.iea.org

(Agencia internacional de energia)).



Em media 73 por cento do etanol produzido mundiateneorresponde a etanol
combustivel, 17 por cento a etanol de bebidas got@ento ao etanol industrial usado
pela industria quimica (Fukuda et al., 2009; Saneh€ardona, 2008).

O etanol combustivel pode ser obtido diretamemtesacarose ou do
amido e da biomassa lignoceluldsica. A complexiddmg@rocesso depende do tipo de
matéria prima empregada. A tecnologia designada d& uma simples conversdo do
acucar pela fermentacdo, a uma conversao envolvalgdms estadgios da biomassa
lignoceluldsica a etanol (Fukuda et al., 2009; Seme Cardona, 2008).

A principal matéria prima para producdo do etanalaana-de-agucar na forma
de mosto de caldo de cana ou melaco, além da bsamd@s amido. No Brasil,
aproximadamente 79 por cento do etanol é produtidoaldo de cana e o restante do
mosto de cana (Fukuda et al., 2009; Wilkie et241Q0). O pais € um grande produtor
de cana-de-agucar com 495 bilhGes de toneladasAgresenta 44% de sua matriz
energética na forma renovavel, dos quais 13,5 @otocé derivado da cana-de-agucar.
Das terras avaliadas para agricultura (340 milhdeshectares), apenas 0,9% esta
ocupado pelo cultivo da cana-de-acucar, mostrandgrande potencial para expansao
(Soccol et al.,2010).

Em 1970, o Brasil criou um programa denominado Rm@d@ para substituir
gasolina por etanol, no intuito de diminuir a deffarcia do petrdleo em periodos
variaveis politicamente e economicamente. Esterpmg direcionou 0 pais a uma
posicdo favoravel em termos de seguranca energ&ima?009 a producdo de etanol
atingiu 27 bilhdes de litros, e o Brasil possui umata de 104 bilhdes de litros ao ano
para 2025, ocasionando uma necessidade em reduzurstos de produgédo, com um
maior avanco tecnoldgico para ganhar mais prodizde por unidade de area e prover

um melhor desempenho ambiental (Soccol et al.,)2010

Atualmente um hectare de cana-de-acUcar pode zrodproximadamente
6000 L de etanol com custos de producao entre UB$a0,30/L (Cerqueira Leite et
al., 2009; Soccol et al., 2010). Para aumentarcaytividade, deve ser notado que
apenas uma parte da biomassa produzida é utilgadaproducdo de energia; 1/3 da
planta é utilizada para producéo de energia, b&y@co que € queimado para producao
de eletricidade e o 1/3 restante é deixado no campe® é decomposta por micro-

organismos (Cortez et al., 2008). Portanto um Bggmte aumento na producdo de



etanol sera possivel com tecnologias desenvolpdas converter polissacarideos de

follhas, parénquimas e bagaco da cana-de-aclUcaepresentam 2/3 da biomassa.

4.2 Matérias primas para bioetanol : o caso do baga da cana-de-agucar

Nos ultimos 15 anos, um grande esforco tem sidto fpara uma maior
utilizacé@o de residuos agroindustriais renovaweduyindo o bagaco da cana de agucar.
De acordo com Balat et al. (2008), as matérias gwirde bioetanol podem ser
classificados em trés tipos: (i) a sacarose comatamatérias primas ( ex: agucares na
cana, sorgo doce e beterraba) (ii) materiais comdaiftrigo, milho e cereais), e (iii)
biomassa lignoceluldsica (madeira,palha e gramjnéasiabilidade da matéria prima
para o bioetanol pode variar consideravelmente stec& para estacdo, e depende
ainda de sua localizacéo geografica. Devido a magbéima responder a 1/3 dos custos

de producéo, um alto rendimento em bioetanol é iatpv® (Dien et al., 2003).

Cerca de 2/3 da producédo mundial de aglcar proweatdcar da cana e 1/3 do
acucar da beterraba (Linoj et al., 2006). O acuwzarcana € produzido em paises
tropicais e subtropicais, enquanto o acucar darrabi é proveniente de paises
temperados. Ambos 0S recursos parecem ser 0s muasspores para producao do
bioetanol (UNCTAD, 2006).

Outras culturas de residuos agricolas como milhgp te palha de arroz,
residuos de processamento de citros, biomassacde gramineas e residuos de polpa,
industria de papel e da extracéo de 6leo de rigigmassol bem como residuos solidos
municipais celuldsicos, podem eventualmente sedass&omo matéria prima para
produzir etanol. Contudo cada recurso de biomagm@senta um desafio tecnoldgico.
No caso do Brasil, ainda néo existe razao paraeapbutros recursos. O atual sistema
de bioetanol emprega a cana de acgucar eficientememtos proximos anos, o bagacgo
da cana de agucar serd usado como material lignéselo com grande sucesso (
Soccol et al., 2010).

O bagaco da cana de acucar (ou bagaco como é gatalthamado), € um
residuo poroso de talos de cana, deixados depasrdagar e extrair o suco da cana
(Pandey et al., 2000). Apresenta grande heteroggaei morfolégica e consiste de

feixes de fibras e outros elementos estruturaisocemasos, parénquima e células



epiteliais (Sanjuan et al., 2001). Este bagaco ostopde 19 a 24 % de lignina, 27 a 32
% de hemicelulose, 32 a 44 % de celulose e 4,3made cinzas (Jacobsen e Wyman,
2002). A composicao e porcentagem desses polimerm variar entre as variedades
cultivadas da cana. Aléem do mais a composi¢cao deamca planta varia com a idade,
estagio de crescimento e outras condi¢cdes (Péres.,e002). A producdo anual

brasileira do bagaco corresponde a 186 milhdesrdgadas (Soccol et al., 2010).

O desenvolvimento de tecnologia para tratamentpmveitamento do bagaco
da cana de acucar no Brasil é favoravel, devidosaipilidade de poder ser anexado as
unidades produtoras de acucar/etanol, o que regereor investimento, infra-estrutura,
logistica e suprimento energético em relacéo atades independentes. Isto representa
um cenario promissor, ja que de cada 10 milhdemnegladas de biomassa seca, 600
milhdes de galbes de etanol podem ser produzidmssiderando apenas a parte

celulésica (Soccol et al., 2010).

4.3 Producdéo de bioetanol do bagaco da cana de agfic

A producgdo de etanol combustivel da biomassa liglnéasica (fig.2) inclui o
pré-tratamento da biomassa, hidrélise da celuliesmentacdo de hexoses e pentoses,
separacao, tratamento de efluentes, e dependenaatdaia prima a colheita da cana

gue pode ter um custo adicional (Ojeda e Kafar6Q92
4.3.1 O pré-tratamento lignocelulosico

O pré-tratamento € um processo chave na convelsauoateriais lignocelulésicos a
etanol. Torna-se necessario, devido a associac@oexjgste entre os trés principais
componentes da parede celular da planta ( celuteseicelulose e lignina), esta forte
agregacao é o fator determinante para a baixaibdemde dos carboidratos da planta
pelo processo biolégico como a hidrolise enzimaéca fermentacdo (Gamez et al.,
2006).

Muitos métodos tém sido utilizados para o pré-naf@o dos materiais
lignoceluldsicos. Existe exploséo a vapor (Hernarfslglas., 2009; Hendriks e Zeeman,
2009; Balat et al., 2008) lavagem alcalina (Herear8alas., 2009; Hendriks e Zeeman,



2009; Balat et al.,@08 ), cal, peroxido de hidrogénio alcalino, hidrelacida diluids
(Hernandezsalas.,2009; Balat et al.,2008; Zhang et al., 208Xplosédo da fibra c
amonia (Hendriks e Zeeman, 2009; Balat et al., R0&&re outros. Cada um des
métodos tem suas mgens e desvantagens e nenhum parece Otimo quas &
aplicacdes envolvendo diferentes s de materiais lignocelulosicos (Soccol et
2010).

Biomassa Sacarificacao e fermentacao Etanol
l simultaneas (SSF)
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Fig. 2 Diagrama daonverséo de biomassa em etaHahnHagerdal et al., 20().

Desde que o progral do bioetanol brasileiro focou em técnicas para -de-
acucar, o prératamento tem sido extensivamente estudado. Cenxpldsdo a vapc
sendo um dos métodos mais usados para fracionaéoprincipais componentes
biomassa em processos com fluxoerentes (Martin et al.,2008 Balat et al.,200¢
explosdo a vapor resulta em uma substancial quedrastrutura lignocelulésic
levando a hidrolise da fracdo hemiceluldsica e alesprizacdo da celulose e lignir
Como resultado, a suscetibilidade dwlissacarideos da planta a hidrolise acide
enzimética € aumentada (Ramoz e 1992; Excoffier et al.1991; Baat et al., 2008;
Martin et al.2008; Hernande¢Salas., 2009).



4.3.2 A hidroélise enzimatica

Embora o pré-tratamento seja requerido para t@rmaomassa acessivel a acédo
enzimética, é desejavel usar condicbes amenas duienizem a degradacdo dos
acucares e lignina em produtos inibitérios (Almeé&taal., 2007). Entre os produtos
inibitérios destacam-se o 5-hidroximetil-2-furaldei(HMF) e 2-furaldeido (furfural),
h& ainda os acidos fracos e os compostos fendlilésn disso, para aumentar o
processo de hidrélise enzimética e confirmar aaamveridade do pré-tratamento, a
tendéncia € usar uma mistura de enzimas contefaltages e outras enzimas como as

celulases (Meyer et al.,2009).

A hidrélise enzimética pode ser conduzida separadtenda fermentagéo
alcodlica, um processo conhecido como Fermentaddmmlise Separada (SHF) ou
ambos os processos podem ser conduzidos ao meBimpo t®mMo a Fermentacdo e
Sacarificacdo Simultaneas (SSF). No processo SHigrdlise pode ser conduzida em
temperaturas em torno dos 80, uma temperatura adequada para estabilidade das
enzimas e para minimizar a contaminacdo bacteridoaentanto, SHF leva a um
acumulo de glicose derivado da hidrolise da cetulipse pode inibir as atividades das
endo- e exo-glucanaseg$-glicosidases (celulases) afetando o rendimentpre@or¢ao
da reacédo (Soccol et al.,2010)..

No processo SSF a producdo de etanol ocorre simealtaente a liberacdo, da
glicose. Além disso, o risco de contaminacdo € mderuido a presenca de etanol. O
processo também apresenta um menor custo, poiasapenreator € necessario. Neste
contexto é interessante notar que o etanol que wWaumo meio, nao afeta
significativamente a atividade enzimatica. A difdade do processo esté relacionada as
diferentes temperaturas 6timas para hidrdlise eftim (40-50°C) que é diferente

daquela para a fermentac&o alcodlica (28€35Soccol et al.,2010).
4.3.3 Fermentacdo de pentoses e hexoses

As matérias primas lignocelulésicas, em particakagricolas e as madeiras de
lei podem conter de 5-20% (ou mais) de acUcaregeromo xilose e arabinose, que
ndo sao fermentadas pelo micro-organismo mais coraufcerevisiaea qual é
utilizada para fermentagc&o do suco ou mosto da darmelcar, devido a sua habilidade

potencial em hidrolisar a sacarose da cana em @gifexmentaveis (Hahn-Hagerdal et
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al., 2006). Teoricamente 100 g de glicose produzém g de etanol e 48.8 g de £0
que representa o rendimento maximo teérico de O¢pb¥tanol/g glicose (Badger,
2002). Os rendimentos alcancados por diferentémdi@ns industriais d8.cerevisiae
estdo proximos do valor tedrico. Porém, tratanddesaproveitamento da biomassa da
cana-de-acucar este organismo possui certas |fegacomo a incapacidade de
fermentacdo das pentoses. Mas existem outrasiespukcleveduras que naturalmente
fermentam as pentoses, tais capichia stipitise aCandidashehatae

Os pesquisadores tém basicamente tomado duas géeonsdpara aumentar o
rendimento da fermentacdo de etanol derivado dmdsea a partir de acucares. A
primeira abordagem tem sido transferir para asdienas e outros organismos
formadores de etanol, genes das vias metabdlicpsertase por técnicas de engenharia
genética. A segunda abordagem é melhorar os renthmem etanol por engenharia
genética de micro-organismos que tém a capacidadierdhentar ambas hexoses e
pentoses (Gray et al.,2006; Dien et al., 2003rigsfe Jin, 2004).

Em acordo com a segunda abordagem o presentehtwvakelou modificar
geneticamente a leveduRastipitis para melhorar o rendimento em etanol, a partir de
xilose ou de misturas glicose/xilose, as quais esdcontradas em hidrolisados de
hemicelulose. Em seguida foram investigadas as ctesiisticas da linhagem

modificada
4.4 Leveduras

As leveduras constituem um grupo de microrganismosarioticos (Fig.3)
integrado no ReinoFungi, dominio Eukaryg caracterizado por um crescimento
vegetativo predominantemente unicelular e pelaipdidgade de formacao de estruturas
sexuadas nao encerradas em corpos frutiferos (Bhaiff, 1978; Kurtzman, 1994).
Evoluiram de uma forma ancestral unicelular (Band@f87; Oberwinkler, 1987),
compreendendo atualmente representantes dos RAs8osmycotae Basidiomycota
(Swann & Taylor, 1995; Eriksson & Winka, 1997).
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Figura 3. Representacdo esquematica de uma céllégetura (Fernandes, 2008)

As leveduras, como microrganismos quimio-organetiogtoficos, sdo capazes
de utilizar diferentes fontes de carbono e de eémé¢ags como D-glucose, D-galactose,
D-xilose, glicerol, D-glucitol, entre muitos outro& selecao por determinado nutriente
poderd determinar a diversidade de espécies emenliés nichos, e.x., as leveduras
podem ser altamente especializadas por habitaff(€hal., 1978). Por exemplo, uma
caracteristica fisiologica presente em muitas lexeesl ascomicetas € a capacidade de
fermentar acgUcares, o que possibilita a colonizagéosubstratos com elevadas
concentracdes destes compostos, como € o casatake drflores (Fernandes, 2008).

O tipo de substratos colonizados pelas levedurfistaeos parametros que
permitem o seu crescimento e sobrevivéncia, nommeaii® a gama de pH (geralmente
entre pH 3 e 8), temperatura (geralmente sdo nesotiom uma temperatura 6tima
entre 25-30 °C), oxigénio (sdo aerdbios obrigasdimo anaerobios facultativos) e
atividade de agua (ha varios exemplos de levedisia®-/ou halotolerantes capazes de

se manterem ativas na presenca de concentracdemnses de NaCl (Fernandes, 2008).
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As leveduras tém sido isoladas de ambientes miviéwabs: terrestres, aquaticos
e aéreos. As plantas parecem constituir os nichais womuns, especialmente na
interface entre os nutrientes solUveis e 0 ambiasséptico (por ex., a superficie das
uvas). Por outro lado, no filoplano predominam a&vedluras de afinidade
basidiomiceta, em particular do géndirythrobasidiume Rhodotorula(lnacio et al.,
2002). Aguas doces e salgadas sdo ambientes on@@csetram frequentemente
leveduras do géner@andida, CryptococcysRhodotorulae DebaryomycesForam
encontradas leveduras marinhas (essencialmente @&oer&@ Rhodotorula e
Sporobolomycgsem sedimento recolhido de profundidades entré06& 11.000 m
(Nagahamaet al, 2001). A concentracdo de leveduras em aguasad@aue passar de
um numero tipico de 10-100 UFC (unidades formaddeasol6nias) por litro para
valores pelo menos duas ordens de grandeza ma@date nas regibes de estuario
(Walker, 1998). Para muitas leveduras, tais comodes génerosLipomycese
Schwanniomycesy solo é o Unico reservatério conhecido. Os splasres poderao
acolher relativamente poucas leveduras, mas os saos usados para agricultura
poder&o atingir cerca de 4 x*10FC por grama (Walker, 1998).

As populacdes mais densas de leveduras em anwigrdaturais estdo
normalmente associadas a substratos que contérareg(e outras fontes de carbono
rapidamente assimilaveis (flores, frutos, exsudatmsarvores, etc.). Freqlientemente
isoladas a partir de flores e frutos sdo as espBl@iaseniaspora uvaruno seu estado
anamorfico Kloeckera apiculata e Metshnikowiaspp., dentre outras. Por vezes, as
leveduras colonizadoras de flores e frutos ocortambém em insetos (por ex.
Drosophilaspp.), que poderdo constituir vetores para a sp@agacao. Sao exemplos

Ambrosiozymapp.,Candida entomophila Candida insectarunfFernandes, 2008).
4.5A leveduraPichia stipitis

A levedura P.stiptis pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomicetales, Famali@h8romicetaceae e Género
Pichia. Pertencem a um grupo de leveduras isoladgsartir de madeira em
decomposicao e de larvas de insetos que habitamdaira. O nicho ecoldgico dessa
levedura esté relacionado a capacidade de utdizaaior parte dos agucares presentes
na madeira, por meio da secrecdo de varias cetuabemicelulases, que quebram os

residuos em monémeros de acucar (Jeffries et @lf)2&ssa espécie foi apresentada
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como a de maior capacidade fermentativa de xilpsesénte na hemicelulose) em
relacdo a outros micro-organismos conhecido. E éamé capaz de fermentar glicose,
manose, galactose e celobiose. Isto faz dessauevadn potente organismo que
simultaneamente sacarifica e fermenta. Contudsapitistem um baixo consumo de
acucar comparado &. cerevisiage requer condi¢cdes microaerofilas para produgdo d
etanol (Agbogbo e Coward Kelly, 2008).

Em leveduras como &. cerevisiaep etanol pode ser produzido sob uma
concentracdo de acucar relativamente baixa, atgoadicdes aerobicas. Esse fenbmeno
€ conhecido como efeito Crabtree. Ao contrarioSdecerevisiaga P. stipitis € uma
levedura de metabolismo respiratorio, que prodorcp etanol sob condi¢des
aerdbicas, mesmo em excesso de agucar (Klinnér 20Gb). A escolha para produzir
etanol ou massa celular M stipitisdepende do suprimento de fara as células. Em
uma proporcdo de aeracdo alta apenas massa célygeasduzida, e a uma baixa
propor¢cdo de aeracdo etanol é produzido (du Pi&92). Porém esta levedura nao
apresenta crescimento quando esta submetida acbesdde anaerobiose (Jeffries.,
2007).

A capacidade desta levedura de converter xilosgmol, a torna fundamental
em processos de conversao de residuos lignocelogoai etanol. Porém o sistema de
transporte € uma fase limitante no consumo de «ijpar P. stipitis (Legthelm et
al.1988). Esta levedura possui um sistema do fippate de prétons de alta e baixa
afinidade que operam simultaneamente. O sistentaida afinidade é partilhado entre
xilose e glicose. A glicose inibe de modo nao cditipe a assimilacdo de xilose e sob
condicOes de crescimento similares o consumo desglié maior que o de xilose. Neste
contexto inimeros trabalhos visam a modificacddSdeerevisisagara metabolizar
xilose através dos recursos de gene® datipitis Porém muito menos esforgos tém
sido feitos na engenharia &e stipitispara aumentar o metabolismo de xilose (Jeffries
2008). O desenvolvimento de uma linhagem para atanarproporcao de fermentacéo

e tolerancia a etanol é ainda necessaria.

4.5.1 Ciclo de vida d&Pichia stipitis

A ascoesporulacédo ef. stipitis é geralmente precedida por conjugacdo entre
células independentes ou entre células parentasus brotos de germinacdo. Na

maturidade, os ascos contém geralmente dois asodsgon forma de chapéu. A
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espécie € homotalica. A reproducdo vegetativa € lpmtamento multilateral.
Ocasionalmente, pseudohifas pobremente difererxiad® formadas (Jeffries et
al,1994). A ploidia tem sido dificil de ser estaméia , mas em geral as linhagens
naturais sdo normalmente hapléides (Gupthar, 1994éjake et al, 1996).

A mudanca de um meio rico para um pobre induzsadicelular, a cariogamia
e a meiose. Contudo quando os zigotos sao trathesetlie volta as condicdes ricas antes
de a meiose ter sido iniciada, eles podem exisitma dipldides estaveis

vegetativamente (fig.4).
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Fig.4 Esquemareliminar do ciclo de vida de.stipitis (Melake et al.1996) (YM: meio

com glicose,extrato de levedura e peptona; ME: roein extrato de malte; n: nivel de
ploidia).

A estabilidade de dipléides emstipitis foi confirmada a partir da hibridizagéo
parassexual. Foi realizada a fusdo de protopl&stive pares de mutantes auxotroficos.
Os resultantes prototréficos produzidos foram es¢ae mostraram apenas uma rara
segregacdo mitdtica de aproximadament&. 1 carater hibrido foi confirmado pelos
resultados da isolacdo dos esporos, que demomstrdraterozigosidade dos
prototréficos formados (Melake et al. 1996).
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Se ocorrer a meiose, 0 numero esperado de espouesro por asco, e todos os
ndcleos resultantes da meiose sao envelopadosymoparede de esporo. Em algumas
leveduras, a ocorréncia de dois esporos é explipadam processo chamado apomixia.
Esse processo reprodutivo € caracterizado pelaupfiodde estruturas sexuais e, por
outro lado pela falta de meiose e cariogamia (Biiiret al. 1989) ambos processos
ocorrem enP.stipitis.Embora em linhagens selvagens somente dois espor@asco é
observado, existem hibridos com uma alta frequémeiasporulacdo e algumas vezes
desenvolvem de trés a quatro esporos por ascarmra producdo de ascos com dois

esporos parece nao ser determinado geneticamerResgpitis (Melake et al.1996).

4.5.2 Metabolismo redox d&P.stipitis para o metabolismo de xilose

A via da pentose fosfato (PPP) que é a rota biogaipara o metabolismo de
xilose que é encontrada em praticamente todosgasmiemos, provendo D-ribose para
biossintese de &cidos nucléicos, D-eritrose 4{fosfrra sintese de aminoacidos
aromaticos e NADPH para reacdes anabolicas. A P&hg&derada como tendo duas
fases. A fase oxidativa converte a hexose, D-gi&#3, na pentose, D-ribulose 5P,
além de C@Qe NADPH. A fase nao oxidativa converte D-ribuloge&n D- ribose 5P,
D-sedohepitulose 7P, D-eritrose 4P, D-frutose @Rgliceraldeido 3P. A D-xilose e a
L-arabinose entram na PPP através da D-xilulogebffi Em bactérias a conversao de
xilose a xilulose ocorre pela via da xilose isormer&m leveduras, fungos filamentosos
e outros eucariontes isto procede por duas fasesiucdo e a oxidacdo, que séo
mediadas pelas enzimas xilose redutase (XYL1,Xyl&p)xilitol desidrogenase
(XYL2,Xyl2p), respectivamente. A necessidade defatores dessas reacdes afeta a
demanda celular por oxigénio (Jeffries, 2006).

A xilose redutase, utiliza tanto NADPH como NADHmw cofatores na reacéo
de reducdo da xilose a xilitol. Ja a xilitol desgknase, somente utiliza o NAD na
reacao de xilitol a xilulose.. O acoplamento dagddades da XYL1 e XYL2, portanto,
tende a resultar no consumo de NADPH e acumulo ABHN Ao mesmo tempo, a
producdo de NADH em excesso surge durante o crestinsob condi¢des limitantes

de oxigénio. Assim, quando as células séo cultvada meio com xilose em condi¢cdes
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limitantes de oxigénio, o excesso de NADH, e coiieate deplecdo de NARende a

paralisar o metabolismo dessas células (Jeff@e883).
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Current Opinion in Biotechnology

Fig.5 Integracdo dos metabolismos de glicose e xilose.g@wes de levedura sao
mostrados em letras mailsculas em italico, os ga@dmctérias mindsculas em italico
(Jeffries, 2006).

Na espécieP. stiptis esse desequilibrio redox pode ser resolvido dasa
maneiras. Em cultivos em xilose sob condic¢des dintés de oxigénio ocorre a inducao
da expresséao do gef®H2 que codifica a enzima glutamato desidrogenasendiepee
de NAD' (fig.6) (Jeffries et al., 2007). Esta enzima canedNADH para converter 2-
ceto-glutarato (AKG) em glutamato, que pode engadescarboxilado pela glutamato
descaboxilase 2 (GAD 2) para formar 4- aminobutif@tAB). A desaminacao de 4-
AB pela 4-aminibutirato aminotransferase (codificgublo gene UGAL.1 ou UGAL.2)
produz succinato semialdeido, que é finalmenteamaddpara succinato pela succinato
semialdeido desidrogenase dependente de NA@flificado pelo gene UGA2). ). O

s

succinato gerado é incoporado no ciclo de Krebg. (8).Entretanto, AKG é
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normalmente convertido a succinato no préprio cadoKrebs pela acdo da 2-ceto-
glutarato desidrogenase (KGD) com a geracdo de NADU#ante o crescimento em
xilose sob limitagdo de oxigénio, a enzima KGD spinibicdo alostérica pelo excesso
de NADH, além da propria repressao sofrida peleege6D2 (fig.6). Como o gene
GDH2 ¢ induzido nessa condi¢cédo, a producdo daipeot®dh2 atua na resolucdo do
desequilibrio redox. Além disso, os niveis de treégdo do gene IDH1, que codifica a
isocitrato desidrogenase e do gene SDH1, que cadifisuccinato desidrogenase sao
maiores quando as ceélulas estdo crescendo em »eloseondicdes limitadas de
oxigénio, contribuindo para aquele desvio metabofela enzima Gdh2 (Jeffries.,
2008) Este desvio foi induzido e cerevisiaeonde tem alguns dos mesmos efeitos
(Grotkjaer, 2005), mas parece existir naturalmen®. stiptis(Jeffries., 2008).
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Fig.6 Via metabdlica alternativa emichia stipitispela glutamato desidrogenase para
manutencdo do desequilibrio redox gerado pela dasén de xilose . GA, glicose em
aerdbiose; XA, xilose em aerébiose; XOL, xilose@tgénio limitado ( Jeffries et al.,
2007).

Além disso, aP.stipitis possui um complexo sistema respiratorio oxidatjue
contem uma cadeia de transporte de elétrons coemecgocromo na mitocondria. A

cadeia de transporte de elétrons sem citocromié sensivel ao acido hidroxamico
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salicilico (SHAM). Esta via, permite o controle s®lo metabolismo redox, diminuindo
a formacéo de xilitol, gerado pelo desbalanco d®NMANAD" durante a assimilagéo de
xilose (Jeppson et al,1995). A delecdo do genecqddica o citocromo ¢ de.stiptis
resultou em um mutante que utiliza a via respiratsensivel a SHAM para producéo
de energia aerdbica. O mutante produzido apressxdade crescimento 50% menor do
que a linhagem parental em presenca de aguUcarrféwed e tem um rendimento de
etanol 21% maior que a linmhagem parental (Shi,20@9). Num outro trabalho foi
mostrado que uma enzima NADPH desidrogenase quear&oca protons esta ligada
a enzima terminal oxidase sensivel a SHAM em aglgjue metabolizam xilose, e

serve como um regulador funcional no complexo rediR.stipitis (Shi et al,2002).

Outra via pela qudP. stipitis parece usar redutores em excesso quando cresce
em xilose € através da indugdo de genes para aseime lipidios. Os dados
preliminares baseados em etiquetas de sequéngesssas indicam que a transcricdo
dos genes FAS2, que codifica a acido graxo sint&a€3,E1 que codifica a enzima
estearoil coenzima A desaturase sao induzidas sodigbes limitantes de oxigénio
(fig. 7) (Jeffries, 2008).

Relative expression
— — 9] [ 2] w (VS
wu (] wn o wn (@] (V]

(=]

Transcript

Fig.7 A inducdo de transcritos para sintese de lipidayds condigbes limitantes de
oxigénio. Abreviagbes: GA, glicose em aerobiose;, XAose em aerobiose; GOL,
glicose em condicdes limitantes de oxigénio; XOigse em condi¢des limitantes de

oxigénio (Jeffires et al, 2008).
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4.5.3Engenharia metabolica enP.stipitis

A modificacdo de reacdes bioquimicas especificamtwoducdo de novas vias
com o uso da tecnologia do DNA recombinante carestito que hoje € denominado de
engenharia metabdlica. Esta tecnologia se dividausra etapa analitica, na qual sé&o
analisados parametros bioquimicos e fisiologicaa fentificar o alvo mais promissor
para manipulacdo genética e em uma etapa de emgegbgaética das ceélulas, na qual

as modificacOes genéticas sédo geradas (Olssornsi”2000; Ostergaard et al, 2000).

O aumento da producdo de NADPH citosdlico Rrstipitis poderia propiciar
maior assimilacdo de xilose através da xilose esdutEsta estratégia pode ser testada
pela delecéo do gene PGI1 que codifica a enzinfaglh&ose isomerase que isomeriza
a glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato. Quande gene € deletado, a dissimilagédo da
glicose-6-fosfato (6 glu) é feita quase que intagate pela via das pentoses fosfato
(PP). A primeira reacao da via PP envolve a oxiolagi6-glu a lactona correspondente
pela acdo da enzima 6-glicose desidrogenase depgende NADP, codificada pelo
geneZWF1 (fig.5). Estudos prévios mostraram que o0 mutapgil de S.cerevisiage
nao foi capaz de crescer em presenca de glicoseesgia levedura ndo possui uma via
eficiente de regeneracdo deste NADPH em excesde @@l ,1993). Ja em.stipitis
esse problema pode ser superado pelo consumaoode xilevido a esta levedura possuir
uma xilose redutase, com alta afinidade pelo NADPBItanto, a delecdo do PGI1
poderia conduzir a rota metabolica de assimilagiglidose pela via PP e isto poderia
induzir a maior assimilacéo de xilose pela necessidle regeneracdo de NADPH pela

atividade da xilose redutase (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo esquematica do desvio metabohcassimilacdo de
glicose, derivado da delecdo do gene que codifitsfaglicose isomerase (PGI 1) em
Pichia stipitis Duas moléculas de NADPH sé&o geradas, servindooior para a
enzima xilose redutase XYL1 (seta azul preenchida).

Esse procedimento de delecdo pode ser feito ar potiuso de técnicas
moleculares que utilizam cassetes de integracdicagéomo o loxP-KanMX-loxP, que
apresenta a marca de selecéo positiva KanMX relades com a resisténcia celular ao
antibiotico Geneticina G-450. Um sistema analogeste foi utilizado pelo programa
“EuropeanSaccharomyces cerevisiaequive for Functional analysis - EUROSCARF”
que construiu uma colecéo de linhagensSdeerevisiaeom delecdo em cada um dos
mais de cinco mil genes nao essenciais desta lev@dpartir de cassetes com a marca
de selecdo KanMX ladeado por regides de 40 pb hagaslao gene alvo. Para isso,
pode-se utilizar um par de iniciadores de reacaB@R contendo cada um a regiao3’

com homologia ao cassete KanMX e 5’ com homologigene alvo.

O fragmento de DNA gerado (fig.9A) pode ser wtitla para transformacao das
células de levedura, sendo inserido no genomaaséhdr dois eventos de crossing-over
a partir das duas extremidades homadlogas e subdbta forma nativa do gene (Fig.
9B) (Guldner et al, 1996; agenberg e Hansen, 2868nsma e Ter Lind, 2001). Essa
mesma estratégia pode ser aplicada para a delépaa@nP.stipitis.
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Figura.9. Estratégia para delecdo génica a partir da ficacdo de um cassete
integracdoA. Construcao do cassede integracédo comegides de homologia usan
iniciadores com sequéncias hibridas (setas em #&y. B. Recombinacdo homologa
interrupcdo génica da linhag-alvo pela transformacéo celular com o cassets
integracao.
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Delecdo do gene PGI1 de Pichia stipitis para aumentar o rendimento

fermentativo a etanol.
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‘Departamento de Genética. Universidade Federal de Pernambuco. Recife, PE,
Brasil.

RESUMO

A demanda por novas fontes de energia tem condwsdpesquisas para um maior
aproveitamento das biomassas residuais como maténien para os bicombustiveis.
Entre os residuos lignocelulésicos, destacam-deagaco de cana e de beterraba, a
palha de cereais e os residuos da industria deir@adecomposicdo dessas biomassas
varia bastante, mas em geral os substratos ligndsalos sdo constituidos de celulose
(homopolimero de glicose), hemicelulose (heteropaio de hexoses e pentoses) e pela
lignina (compostos aromaticos). A levediR&chia stipitis pode converter xilose a
etanol com rendimentos industrialmente relevanBsém necessita de condicdes
limitantes de oxigénio, além do consumo da glidag@r de modo ndo competitivo a
xilose e sob condi¢cbes de crescimento similaresnsuimo de glicose é maior que o de
xilose. Com base na analise da via metabolica destalura, o presente trabalho teve
como objetivo redirecionar o fluxo metabdlico da glicolitica para via das pentose
fosfato dentro do que se chama modernamente deh&rngédvietabdlica. O gereGl1
codificador da fosfoglicose isomerase foi completate removido do genoma da
linhagem NRRL 7124 com o uso de fragmentos de P@Rcgntinham sequéncias com
mais de 350 bp de homologia com as regides 5'd® $jene alvo. Quando este gene foi
deletado, a assimilacdo da glicose-6-fosfato favdelo para via da pentose fosfato
como atestado pela queda da velocidade de credondenmutante em glicose. O
rendimento em etanol a partir de glicose foi caldalem 0,42 g/g, a transformante
apresentou um rendimento de 0,33 g/g. No meio cdicosg e xilose (1:1) o
rendimento foi de 0,40 g/g para ambas as linhageaado a fonte de nitrogénio foi 0
amonio. Na fermentacdo com glutamato foi observadassimilacdo de glicose
concomitante com xilose na transformante, alémnala mnaior produtividade em etanol.

Palavras chaves:engenharia metabdlica, fermentacdo alcodlica, boétmno redox,
modificacdo genétic&kichia stipitis
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1. Introducgéo

A busca por novas fontes de energia renovaveisctertribuido para pesquisas
em torno de residuos agroindustriais. Contudol&agéfo da biomassa lignoceluldsica
ainda permanece em escala laboratorial. Em geralubstratos lignocelul6sicos séo
constituidos de celulose (homopolimero de glicoseinicelulose (heteropolimero de
hexoses e pentoses) e pela lignina (compostos toos)a(van Maris et al 2006). A
celulose e hemicelulose representam uma alternatisdentavel para aumentar a
producdo de biocombustivel e para aumentar o lmalamgrgético, com menos
contribuicdo para o efeito estufa (Hahn-Hagerdahlet 2006).A bioconversdo de
materiais lignocelulésicos a etanol deve ocorrer &xwas elevadas, com bom
rendimento fermentativo. Embora facilmente alcancatm a sacarose e amido
presentes nas materias primas esses objetivos @& mmais dificeis com a celulose
e hemicelulose.Um dos desafios € que a leveSlacharomyces cerevisiaélizada em
usinas destiladoras de alcool, por possuir um kerdimento fermentativo da fracao
de hexoses, ndo seria totalmente aproveitada nmemacdo dos compostos
lignoceluldsicos, por ndo fermentar as pentoseseptes na hemicelulose, que
representam de 15% a 35% do total lignocelulosisnaeconversao a etanol é bastante
expressiva (Hahn-Hagerdal et al., 2006; van Madr& 2006).

Algumas leveduras podem converter xilose (pentaseegundo acucar mais
abundante da lignoceluloe a etanol com rendimeantasstrialmente relevantes, como é
0 caso dePichia stipitis Ao contrario deS. cerevisiaeesta € uma levedura respiratoria,
que ndo produz etanol sob condi¢cdes aerdbicas, mesnexcesso de acgucar (Klinner
et al.2005). A escolha para produzir etanol ou mastular emP.stipitis depende do
suprimento de @para as ceélulas. Em uma proporcdo de aeraca@mdiaas massa
celular é produzida, e a uma baixa propor¢cdo deacaer etanol é produzido (du
Preez.1994). Porém ela para de crescer em umadgerp@ando esta submetida a

condicOes de anaerobiose (Jeffries., 2007).

Esta levedura possui um sistema simporte de praerata e baixa afinidade
gue operam simultaneamente. O sistema de baixaadim € partilhado entre xilose e
glicose. A glicose inibe de modo ndo competitivoxitbse e sob condi¢cdes de
crescimento similares o consumo de glicose é nogiero de xilose (Jeffries,2008).
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Aumentando o fluxo de NADPH citosolicoRastipitis poderia utiliza-lo para
uma maior assimilacdo de xilose através da xileseitase. Esta estratégia pode ser
analisada deletando o gene fosfoglicose isomeRG#L], que isomeriza a glicose-6-
fosfato em frutose-6-fosfato. Quando este gene létatd®, a glicose-6-fosfato é
inteiramente rotada para via da pentose fosfattudBs prévios com o mutante de
S.cerevisia@leletado para o gene PGI1, mostraram que estionéapaz de crescer em
presenca de glicose, pois esse acuUcar € degradadbulase-5-fosfato com a
concomitante reducdo de NADP a NADPH, isto gera uipéda diminuicdo no nivel
do NADP que néo pode ser regenerado do NADPH rapifloiente (Bole et al,1993).
Na P.stipitis esse problema pode ser superado pelo consumdode,xdevido a esta
levedura possuir uma xilose redutase (convertesaibp xilitol) com alta afinidade pelo
NADPH.

Hassan K. Sreenath e Thomas Jeffries (1999) anafis mutantes de.stipitis
nao reprimidos para o metabolismo das pentosesn@antes FPL-061 derivados da
parental CBS 6054, por inibidores respiratériosario escolhidos como parentais para
crescerem em D-xilose na presenca de 2-deoxiglidotiehagem mutante FPL-DX26
resultante da selecdo do FPL-061, usou a xilosénuta da mistura de glicose:xilose
(1:1) mais rapidamente que seus parentes.

Com base nos experimento de Hassan K. Sreenatbreabhleffries (1999) do
ponto de vista metabdlico, o presente trabalho ¢teweo objetivo o aumento do fluxo
de xilose concomitantemente a glicose através taéte do gene PGI1 na linhagem
nativa NRRL7124.Esta modificagdo tem como alvo a modificagdo doabwismo

redox de forma a aumentar o rendimento a etanol.
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2. Materiais e métodos

2.1. Linhagens e meios de cultura

A linhagem NRRL 7124 déPichia stipitis foi utilizada pela capacidade de
produzir etanol a partir de xilose em alto renditnes células de levedura foram
cultivadas em meio YPD (1% de extrato de leved2apeptona e 2% de glicose), com
adicdo de Agar para 2% para preparacdo de meidosd¥ara a selecdo das células
recombinantes o meio YPD solido foi suplementadm coantibiéticos Geneticina G-
480 (Invitrogen) para concentracao final de 1,2mig/

A linhagem DH5 da bactériaEscherichia coli foi utilizada para os
procedimentos de manipulagdo genética. As céludasebanas foram cultivadas em
meio LB (1% triptona, 0,5% extrato de levedura,0,5laCl e 0,1% NaOH 1N)
acrescido de ampicilina 10Qug/mL para selecdo e manutencdo das células

transformadas. Para meios solidos foi acrescidbgde para 2%.
2.2 Extracao e Quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA de levedura foi realizado segungwotocolo descrito por
Silva-Filho et al (2005) como a seguir. Em cadaratito foi adicionado 1 mL de
cultura, e as células foram coletadas por cenaafdg a 10000 rpm por 3 minutos a
24°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimetfutarc ressuspenso em 60D de
solucéo tampéo de extracéo (Tris HCI 0,2M pH8,0.TER25mM pH8,0; SDS 1%;
NaCl 25mM) e as amostras foram homogeneizadas er@xve incubadas em banho-
maria a 65°C por 30 minutos com agitagcédo por irdeersanual a cada 10 minutos. O
lisado celular foi extraido com 6@ de clorofane (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
nas proporc¢oes 25:24:1) por agitacdo vigorosa emex@ centrifugados a 13000 rpm
por 15 minutos. A fase aquosa (400 ulL) foi trandéepara novo tubo e submetida a
nova extragdo com 500L de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico 24:19omo
descrito acima. A fase aquosa (superior) foi tremdé para novo tubo e o DNA total
foi precipitado por adicdo de 800 mL de etanobhlise gelado, seguido de incubacéo
por 2 horas a -20°C. O DNA foi coletado por cengdcdo a 13000rpm por 15 minutos
e o sedimento lavado com 300 de etanol 70%, seco em estufa a 37°C por até 90’
suspenso em 100L de tampé&o TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM). O DNA tbfai
quantificado a partir de uma diluicdo de 1:200 @xL da solugédo estoque e 58
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agua destilada). Por espectrofotometria em comptonde onda de. = 260nm. A
absorbéncia da solucéo foi utilizada para detenmaneoncentracdo de DNA, levando
em consideracao que 1D.0.260nm ppONA/ML (SAMBROOK et al.,1989).

2.3 Construcéo do cassete de interrupcdo com regglengas de homologia

O protocolo de transformacédo de bactérias por tdode calcio descrito por
Ausubel et al. (1989) foi utilizado para amplificas plasmideos erg. coli e estes
foram extraidos pelo método de lise alcalina (Saoibet al., 1989).

Para a construcao dos cassetes de delecao forlaadas os pares de primers
PGI1 5 for x PGI1 5 rev para amplificar para anidif 350 pb da regido 5’ do gene
PGI1 e os pares de primers PGI1-3for e PGI1-3rev 3bAgregido 3' do geneGll
(tabela 1). A reacdo de amplificacdo foi preparpdea o volume final de 2nL
contendo: 2,5uL de tampéo para PCR 10x; 2,5 mM de Mgd,5 pmol de cada
primer; 0,2mM de dNTPs e 2,5U deaq DNA polimerase. . O DNA foi submetido a
amplificacdo nas seguintes condic¢des: 1 ciclo dep®4 2minutos, seguido de 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto e 30r&kxs e 72°C por 3 minutos, com
extensao final a 72°C por 7 minutos.

Os fragmentos de PCR gerados foram purificados &dnde purificacdo
PureLink Promega. Estes fragmentos foram ligadosianvetor de passagem pGEM T
Easy (Promega) em seguida digeridos com enzimd$Mael,Spel e Sacll, e ligados
no vetor pUG6 ladeando a marca de selecdo KanMparAr desta construcao é gerado
um fragmento de DNA de aproximadamente 2,3 Kb cmlteerca de 350 pb da regido
5’ do genePGIll, a marca genética de selecéo e cerca de 350 mygida 3’ do gene
PGI1 (Figura 1).

Tabela 1.Sequéncias dos primers de amplificacd®@¢1, construcdo dos cassetes de
interrupcao e verificacao.

Primer Sequéncia T™ (°C)

PGI15for 5'-TCACAAATACACGAAATACATTAACCATAAC-3 54.5
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PGI15rev 5 ACTTGACATTTGTTGAAGGTGCCATCT-3' 59.1

PGI13for 5'GGCTCTGTCTTCGGTCTATT-3' 57.6

PGI13rev 5 AACTTACAACCATTGCATCACGTATA-3' 56.0

2.5 Andlise do gen®Gl 1 nas células recombinantes

O plasmideo pUG6 foi digerido com as enzimas AatlBacll seguindo
instrucdo do fabricante para liberacdo do casseteleliecdo que foutilizado para
transformar células davedurapelo método do acetato de litiGigétz e Wood, 2002)
com a seguinte modificagdo: etapa de choque térpicancubacédo de 42°C por
minutos.Apds o procedimento de transformagis células foransemeadas em plac
de Petr com meio YPD contedo Geneticina G-418 a 1,2 mg/mAs placas forar

incubadas a 30°C e as col6nias formadas foramaahaalipara a delecéo do g

O DNA dos transformant extraido como descrito acime testado para
verificacdo da integridar ou auséncia do geneGIl cromossomico pelo uso
diferentes primers. Aosicao de hibridizacdo de cada um dos prime l6cusPGI1

integro e no alelinterrompido deste I6cus esta most na Figura 1.

350 pb e iyl 1600 pb o 350 DlJ e horialig

KanMX |
=
r‘ o) X
g e -
% &€ %

1800 pb

PG |

350 pb 1100 pb wragige dzlztada 350 pb

wre mE horole e ere A bl o

Figura 1. Desenho esquematico da delecdo do ¢(PGI1 de P.stipitic. (Superior
Representacdo do fragmento de integracdo com aarKamMX entre as porcoes 5
3’ do genePGl1(Inferior) Representacdo da regido codificadora do (PGI1l As
setas em preto representos locais de reconhecimentosdprimers utilizado
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2.6 Analises fermentativas
Preparacéo do inéculo

Células de colbdnias de levedura que cresceram4gtode incubacdo em YPD
sélido foram coletadas e utilizadas para inocutarl® mL de meio sintético (YNB a
6,7 g/L) contendo glicose ou xilose 2 g/L. As ctdiiforam incubadas por 24 horas a

30°C a 120 rpm para producéo do inoculo.
Determinacéo da velocidade de crescimento em katore

Os cultivos foram realizados em reator de bancaoBl®110 (New Brunswick)
em dorna de 1 litro. As condicdes empregadas pameacade crescimento foram as
seguintes: temperatura de’@8agitacéo de 150 rpm e vaz&do volumétrica deram) a
0,5. O volume de meio de sintético contendo glicmsexilose foi de 700mL que foi
semeado com um volume do inoculo suficiente patarsidade celular de 0,1 O.D. a
600 nm. Amostras foram tomadas em intervalos diigiipara determinacdo da
densidade optica. A D.O. inicial foi de 0,1. Pamedminacdo da taxa especifica de
crescimento utilizou-se a equac®:= Xo €', onde X representa a densidade
populacional final, X a densidade populacional inicial, 0 p é a taxeedfipa de
crescimento e t € o tempo. O valor de u correspandieclive da reta que representa o
logaritmo natural da concentracdo de biomassa emafudo tempo durante a fase

exponencial de crescimento.

Fermentag&o no erlenmeyer

As fermentacdes foram realizadas em erlenmeye2Snill) em duplicatas,
contendo 50 mL de meio fermentativo a uma conceétrale 60 g/L de glicose e xilose
(1:1) ou apenas glicose, suplementadas com YNB lsdapu com YNB sem sulfato
de amodnia acrescentado de glutamato. A D.O. infoiatle 0,3. A temperatura foi de
30°C e a agitacdo de 120 rpm. A fermentacéo foi moai@ por 3 dias com retirada de
aliquotas de 2 mL da amostra para analise do aggicaranol. Foi calculado o
rendimento de etanol com base no consumo de suhstraseja, grama de etanol

produzida por grama de substrato assimilada (gktpsubstrato).
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Determinacdo do Teor Alcodlico e Agucares:

O conteudo de élcool, glicose e xilose nas amos$trasn determinados pelo
Sistema de Alta Performance de Cromatografia LejiHPLC) com uma coluna
analitica BIO-RAD Aminex HPX-87H.

3. Resultados

3.1 Delecao do gene PGI1 da linhagem NRRL 7124

Para a construgdo dos cassetes de interrupcédo fatiimados os pares de
primers PGI1 5 for x PGI1 3 ver, para amplificddDNA de NRRL 7124. A partir destas
amplificacbes € construido o cassete de delecadl{lBE-KanMX-loxP-PGI1),
contendo extremidades com cerca de 350 bp de hgradis regic”)es'?ﬁl a +350) e
3(+1450 a +1800) do gene PGI1. A linhagem nativa NRR24 foi submetida a
transformacdo com o cassete de delecdo cujo DNavadinear, gerando células

transformadas resistentes a geneticina (Figural).

Foram obtidas apenas trés transformantes, os tprais analisados por PCR
com os primers que verificam a integridade do g&@&l (PGI1 5 for x PGI1 3 rev). As
amplificacbes de todos os trasnformantes com osepsi PGI1 5 for e PGI1 3 rev
confirmaram a integracdo do cassete de delecacegidor de homologia do gene

PGI1.0nde apresentaram um fragmento de 2,3kb @Rjur
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Marcador 1KB Transformantes Nativa
(fragmento de 2,3 kb) (fragmento de 1,8 kb)

Figura 2. Analise das colbnias NRRL 7124. Os pocos 2,3 &4os recombinantes. O

poco 5 € a cepa nativa. As coldnias foram analgsattavés dos primers PGI1 5 for e
PGI1 3 rev. Onde a banda gerada pelos recombinardes2,3 kb e da cepa nativa de
1,8kb.O poco 1 contem o marcador de 1kb.

3.2 Caracteristicas do crescimento da levedurRichia stipitis NRRL 7124 e da
transformante 7124APGI1

A taxa especifica de crescimento da levedura n&RRL7124 em glicose com
YNB (YNG) foi de 0,39, jA a taxa especifica de cme®to para a levedura
transformante no mesmo meio foi de 0,23. O pHahidd meio foi de 4,24 e apos 24
horas o pH final foi de 2,20 para levedura natRara a levedura transformante o pH
inicial do meio foi de 4,10 e o final apds 26 hdi@sde 2,20 como mostra a figura 3. A
D.O apés 26 horas de crescimento foi de 9,9 péeaeslura NRRL7124 e de 9,1 apés
26 horas para o transformante 7ARGI1 (fig.3).
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Figura 3. Grafico da curva de crescimento da levedura NRR&7& da levedura
7124APGI1 em glicose. A curva em azul representa o icnesto da NRRL7124 num
periodo de 26 horas. A curva em verde represelgeaedura 7124PGI1 num periodo
de 26 horas. A curva em rosa representa o pH do daelevedura nativa num periodo
de 24 horas. A curva em roxo representa o pH doomda levedura
transformante712¥PGIl1 no mesmo periodo.

A taxa de crescimento especifico para nativa eose&itom YNB (YNX) foi de
0,40, para a transformante foi de 0,21. O pH ihid@ameio foi de 4,12 e 4,03 e o pH
final de 2,20 e 2,80 para nativa e transformargpaetivamente. . A D.O apds 26 horas
de crescimento foi de 9,6 para a levedura NRRL™.2/%e 2,7 apds 26 horas para o
transformante 7124PGlI1 (fig.4).
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Figura 4. Grafico da curva de crescimento da levedura NRR&7& da levedura
7124APGI1 em xilose. A curva em azul representa o amemtio da NRRL7124 num
periodo de 26 horas. A curva em verde represelgeedura 7124PGI1 num periodo
de 26 horas. A curva em rosa representa o pH do daelevedura nativa num periodo
de 26 horas. A curva em roxo representa o pH doomda levedura
transformante712¥PGI1 no mesmo periodo.

3.3 Andlise da fermentacdo em erlenmeyer da NRRL742 712APGI1 em YNB
completo

Na fermentacdo em erlenmeyer contendo apenas glemao substrato, a uma
concentracdo de 58,6 g/l, a levedura NRRL7124 aptes um menor consumo desse
acucar nas primeiras 48 horas de fermentacdo canpa levedura transformante
7122APGI1 (fig.5 A). O agucar consumido ap0s 72 horatedeentacdo da nativa foi
de 31,83 gramas de glicose, enquanto que na traresfite foi de 33,85 gramas de
glicose. Em relagdo ao meio contendo glicose es&ilouma proporgcéo de 1:1 a uma
concentracdo de 58,6 g/l a levedura transformameuwmiu mais aglucar que a nativa
NRRL 7124. Em 72 horas de fermentacéo a transfaem@amsumiu um total de 22,72
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gramas de glicose, a nativa consumiu 19,77 gramagicbse, ndo houve consumo
xilose n& 72 horas de fermentacao (fi B).
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Fermentacao Glicose
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Figura 5. Grafico da fermentacdo com YNB compl da levedura parental

transformante. A) Fermentacdo de 100% de glicoseNiRRL7124 (curva cinza clar
e pela 7124PGI1 (curva cinza escurc B) Fermentagédo de 50% glicose/50%xil
misturapela NRRL7124 (curva azul e verme) e pela 7124PGI1 (curva verde e
roxo).

A glicose néo foi completamente consumida duranfermentacdo mesmo |
mistura de glicose e xilose (1: 0 pH do meio n&o foi controlado. A levedura na
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produziu 10,59 g/l de etanol em horas no meio apenas com 58,6 g/l de glicose,

48h e 72 horas fobbservado uma queda na prodt de etanol da mesma.

transformante produziu 10,62l de etanol no mesmo meio (FiA6 Na mistura de
glicose e xilose a nativa produziu 6,88 g/l canol durante as 48 horas de fermentz
apos esse periodo houve um consumo de etanolP.stipitis este consumo fi
observado na transformar7124APGI1 no mesmo periodo, a quabguziu 7,63 g/l di
etanol (fig 6B).
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Figura 6. Grafico daproducdo de etanol da levedura parental e tranafur A)
Producao de etanol (g/l) pela NRRL7124 (curva citlaao) e pelé712/APGI1 (curva
cinza escuro) do meio com glicose a 58,6 g/l.BdB¢do de etanol (g/l) do meio cc
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50% glicose/50%xilose pela NRRL7124 (curva cinzaa) e pela 7124PGI1 (curva
cinza escuro).

3.4 Analise da fermentacdo em erlenmeyer da NRRL742 712APGI1 em YNB
sem aminoacido adicionado com glutamato

Na fermentacdo apenas com glicose tanto a nativao ca transformante
consumiram todo acucar em 48 h de fermentacaor&figud). Na mistura de glicose e
xilose (1:1) foi observado que a nativa consumidatglicose (28,9g) em 24 h de
fermentacdo, ja a transformante apenas consumia cker 22,96 g no mesmo periodo
(figura 7 B). Além disso, foi observado assimilackoxilose de 4,18g na nativa e 3,75
na transformante em 24h. Toda xilose foi consureitia72 h pela nativa. No mesmo
periodo a transformante consumiu 19,83 g, sobr&rity de xilose.
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Figura 7. Grafico da fermentacdo com YNB adicionado de glutamatoedadura
parental e transformante. A) Fermentacdo de 100Ylidese pela NRRL7124 (curva
cinza escuro) e pela 712RGI1 (curva cinza claro). B) Fermentacdao de 50%
glicose/50%xilose mistura pela NRRL7124 (curva azukrmelha) e pela 712RBGI1
(curva verde e roxo).

A producao de etanol foi de 20,5 g/L em 48h de &macédo para nativa no
meio com 59,6 g/L de glicose. A transformante n@mm periodo produziu cerca de
18,77 g/L de etanol no mesmo meio, em ambas aduea® foi observado um consumo
de etanol apds 48h de fermentacdo em meio comsgliffgura 8 A). Na mistura de
glicose e xilose ndo houve consumo de etanol nak @2 fermentacdo, porém a
produtividade foi menor aliada ao consumo de ac¢lfar 72h a nativa produziu 16,62
g/L de etanol, enquanto a transformante produzja7lg/L (figura 8 B).
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Figura 8. Grafico da producéo de etanol da levedura parentainsformante em meio
com YNB adicionado de glutamato. A) Producédo denadtdg/L) pela NRRL7124
(curva cinza escuro) e pela 7INRGI1 (curva cinza claro) do meio com glicose a 59,6
g/l. B) Producgéo de etanol (g/L) do meio com 50%o3le/50% xilose pela NRRL7124
(curva cinza escuro) e pela 7ARIGI1 (curva cinza claro).

Discussao e Conclusao

Embora o marcador de selecdo para resisténciaaigea ndo seja ideal para
selecionar cepas resistentes NRRL 7124Pdshia stipitis visto a necessidade de
utilizar uma concentracdo a 1200 pg/mL, ele pernaiteselecdo de verdadeiros
transformantes. A cepa nativa NRRL 7124 apresemboa alta resisténcia a geneticina,
mesmo em concentracdes a 1000 pg/mL. Foi obserapds, 4 dias da transformacao,
trés cepas de.stipitisque apresentavam o cassete de delecdo e ndo hpreseaca de
cepas nativas, ou seja, a frequéncia de transfé@onfa¢ muito baixa. Isto em parte é
devido ao uso de sistemas de cdédons ndo conveigsionm o codon CUG codificando
para serina ao invés de leucina Bratipitis (Sugita e Nakase, 1999). Enquanto o CUG
nao € comumente usado poistipitis ele € bastante usado por genes bacterianos que
compreende muitos marcadores de resisténcia a ddro@m disso, uma alta
concentracdo da droga diminui a eficiéncia da sfasmacao. Laplaza e colaboradores
(2006) demonstraram que modificacdes no cédon Cb@&arcador seletivéh blee
em outros coédons que codificam leucina, permitsamde Zeocina como antibidtico na

selecdo para transformacao de cdhatipitisndo auxotroficas.

Os marcadores de resisténcia a droga sado indisegaspara manipulacédo
genética, mas podem interferir com o processo duefetacdo em alguns casos. E
preferivel que esses genes ndo desejados sejamaelon de leveduras recombinantes.
A selecéo por eliminacao de genes € chamada ceglredo (Sikorsk& Boeke, 1991).
Sistemas como Cre-loxp e FLP-FRT sé&o tipos de aadlecdo em que as
recombinases induzem uma alta frequéncia de recagdd em uma sequéncia alvo,
desse modo permitem remover a marca de selecéeg&mdadden, 1989; Storici et al
1999). O cassete de delecdo construido, é codstippor duas regides denominadas
loxp que ladeiam a marca de resisténcia a genatibavendo possibilidade de remover

a marca de resisténcia através dessas regidesqooniinacdo com o sistema Cre-loxp.
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A curva de crescimento em 100% de glicose, denmunstma maior propor¢cao
de crescimento da parental em relacdo a transfeemassim como pode ser observado
que apenas apos trés horas do inicio da curvaegeigrento, a transformante comecgou
aumentar de D.O.. Na curva de crescimento em 1@%ake a nativa apresentou uma
D.O. abaixo de 0,1 nas trés primeiras horas, sehdervado uma aglomeracdo das
células. Esta aglomeracao celular foi diminuindadgtivamente no decorrer da curva.
A transformante ndo apresentou aglomeragéo deasé&wol longo das 26 horas da curva.
Entretanto a mesma obteve uma menor taxa de cresraspecifico e uma D.O. final
de apenas 2,7.Esse fato esta ligado a delecaondéd®@d1 que ndo permite a formacao
da frutose-6-fosfato em glicose-6-fosfato e coneatpmente a n&o conducéo da
glicose-6-fosfato para a via das pentoses-fostat ndo producdo de 2 NADPH
necessarios para a assimilacéo de xilose. Nadg®reada, uma fase lag mais extensa
na transformante crescendo em xilose comparadosmanerescendo em glicose nas
trés primeiras horas, apesar de a taxa de cresinespecifico ser aproximado nos
meios com glicose e xilose (0,23 e 0,21). A tramsémte apresentou uma proporcao de

crescimento maior em glicose do que em xiloseraesimo a nativa.

As analises fermentativas, em meio com YNB compldeamostraram que a
levedura transformante 712RGI1 assimila uma propor¢cao ligeiramente maior de
glicose nas primeiras 48 horas mais do que a natordudo o rendimento de etanol da
parental é maior em 48 h de fermentacgéo, ficand® €n40 e 0.45 g/g similares aos
dados da literatura (Agbogbo et al.,2006). A tramsfinte apresentou 0,33 de
rendimento etandlico, além de menor taxa especifieacrescimento durante as
primeiras horas de crescimento em meio com glicAs@ativa e a transformante
apresentaram o mesmo rendimento etandlico na migticose e xilose onde obtiveram
0,40 g/g. Ainda assim a transformante produziurigeente uma maior quantidade de
etanol de cerca de 7,63 g/l em 48 horas de ferp@mntdNa fermentacdo ndo houve
assimilacdo de xilose em 72 horas de fermentac@cooutante a assimilacdo de
glicose em meio com YNB completo. Contudo o meim &NB sem aminoacidos com
glutamato como fonte de nitrogénio, com mesmo edgemte grama do nitrogénio do
sulfato de amoénio presente no YNB completo, prapaou uma assimilacao de glicose
concomitante com xilose na transformante. Além de umaior produtividade em
etanol, foi observado maior consumo de glicosdas&ino mesmo intervalo de tempo

de fermentacdo comparado com o meio de YNB compketdelecdo do genBGlI1

45



proporcionou a formacao de dois NADPH durante asem@o de glicose-6-fosfato até
ribulose 5-fosfato, esse aumento citosdlico aliadaecessidade da célula repor o
NADP" em deplecdo rapidamente, pode ter proporcionadssanilacdo de glicose
concomitante com xilose. Em condi¢cdes limitantes oegénio a piruvato
descarboxilase esta mais ativa, o fluxo do ciclKdebs estd mais comprometido e
consequentemente a conversaouneetoglutarato em glutamato associado ao aménio
(provindo do sulfato de amoénio). A utilizagdo deitgmato com seu esqueleto de
carbono, atuou na formacédo de metabdlitos secuwsdaa célula contribuindo para um
maior fluxo da via glicolitica, ja queRstipitisé uma levedura respiratoria. Sreenath e
Jeffries (1999) obtiveram um mutante FPL DX26 olquansumiu toda xilose em
presenca de glicose. Todavia s6 foi observado congie xilose apds assimilacdo de
30 gramas de glicose, e o meio fermentativo coatinfeia e peptona, além desses
mutantes serem derivados de uma cepa selecionataidores respiratorios como
antimicina A e acido hidroxamico salicilico (SHAM@s quais agem na cadeia
transportadora de elétrons alternativa prejudicandbalanceamento redox. Nossos
dados mostraram que a transformante consumiu »x@wspresenca de glicose no meio
com glutamato, porém a propor¢cdo de consumo desexifoi menor em 48 h de
fermentagdo comparando com a FPL DX26, alem dangoetoda xilose foi consumida
em 72 h de fermentacdo. Esses resultados obtidos ZIRAPGI1 indicam a
importancia da cadeia transportadora de elétrdamativa na regulacdo metabdlica de
P.stipitis,assim como da fonte de nitrogénio utilizada pasanailacdo concomitante de
glicose e xilose. Comparando a transformante camat&a a ultima apresentou uma
maior produtividade em etanol tanto no meio ape&was glicose, quanto na mistura
quando glutamato foi utilizado como fonte de niéoig. No entanto ndo foi observado
se houve assimilacdo de glicose concomitante coeexna nativa. Apesar de a mesma

consumir toda xilose em 72 h de fermentagéo.
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