Marilia Marques Knychala

TRANSPORTE E FERMENTACAO DE XILOSE, CELOBIOSE E
XILOBIOSE POR LEVEDURAS Saccharomyces cerevisiae
RECOMBINANTES

Tese submetida ao Programa de
Pds-Graduagdo em Biotecnologia e
Biociéncias da Universidade
Federal de Santa Catarina para a
obtencdo do Grau de Doutor em
Biotecnologia e Biociéncias.

Orientador: Prof. Dr. Boris U.

Stambuk.

Florianopolis
2017



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Knychal a, Marilia

Transporte e fernentacdo de xil ose, cel obiose e
Xi | obi ose por |eveduras saccharonyces cerevisiae
reconbi nantes / Marilia Knychala ; orientador, Boris
Ugarte Stanmbuk, 2017.

164 p.

Tese (doutorado) - Universi dade Federal de Santa
Catarina, Centro de GCiéncias Biol 6gi cas, Programa de
P6s- Graduagdo em Bi ot ecnol ogi a e Bi oci énci as,

Fl ori anépolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Biotecnologia e Biociéncias. 2. Saccharonyce
cerevisiae. 3. xilose. 4. xilobiose. 5. celobiose.
|. Ugarte Stanbuk, Boris. Il. Universidade Federal
de Santa Catarina. Programa de Po6s- G aduagdo em
Bi ot ecnol ogia e Biociéncias. Ill1. Titulo.




“Transporte e fermentagio de xilose, celobiose e xilobiose por leveduras
Saccharomyces cerevisiae recombinantes”

Por
Marilia Marques Knychala
Tese julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da Banca

Examinadora (25/PPGBTC/2017) do Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia
e Biociéncias - UFSC.

Lhor e S

g Oé Prof.Br. Mario Stemdef
Coordenador(a) do Programa dé Pds-Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias

an exammad

(’\
Dr. Boris Juan C. Ugarﬁ%m% Federal de Santa Catarina)

Orientador

VAN

Dr. Carl%{Peres Silva (Universidgfée Federal de Santa Catarina)

L Lems WL/

Dr. Diogo Robl’(Universidade Federal de Santa Catarina)

Gt Lot Qe A Lhe

Dr.2 Ayla Sant Ant da Silva (Instituto Nacional de Tecnologia/MCTI-RJ)

Floriandpolis, 19 de dezembro de 2017.






Este trabalho é dedicado ao meu
amado esposo Marcos e aos meus
queridos pais.






AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar ao Prof. Dr. Boris Satambuk, pela
oportunidade em fazer parte do grupo de pesquisa LBMBL e por todo
aprendizado adquirido durante esses anos de trabalho e dedicacdo a
pesquisa.

Agradeco também ao Dr. Francisco Girio, pela oportunidade de
crescimento pessoal e profissional, bem como a todos os colegas do
LNEG (Laboratério Nacional de Energia e Geologia- Lisboa, Portugal),
em especial ao amigo e co-orientador Dr. César Fonseca e a amiga Dra.
Maria José Leandro, pelos ensinamentos que foram além das bancadas
do laboratorio.

Aos amigos Eduardo Zanella e Angela Santos, pela parceria,
solidariedade e disposicdo em ajudar sempre que fosse preciso e,
também, a todos os colegas do laboratorio: Bruna Souza, Cristina Rios,
Theo Brascher, Wallace Pereira, Daniele Kuns, Eike Hirsch, Gabriela
Gubert, Gabriela Karasiak, Jodo Viana e Eduardo Ribeiro, pelos
momentos de cumplicidade regados de muita descontracdo, que
tornaram o ambiente trabalho leve e divertido.

Agradeco, em especial, a0 amigo e parceiro para todas as horas
Leonardo Kretzer, que dividiu comigo muitas alegrias e tristezas nas
bancadas e, sobretudo, alguém com quem aprendi muito mais que
ensinei. Agradeco também a amiga para toda vida Dra. Adriane Mouro,
que foi minha confidente e conselheira durante esta trajetéria, me
apoiando dentro e fora do laboratdrio.

Agradeco aos meus pais ldelmar e Oneide e aos meus irmaos
Laura, Raphael e Rafaela, pelo apoio e amor incondicional, que sdo as
bases que sustentam meus sonhos e minhas conquistas.

A0 meu esposo, amigo e companheiro Marcos, que me deu
suporte durante todos os desafios que encontrei ao longo desses anos,
confiando e acreditando em mim quando nem eu mesma acreditava e,
acima de tudo, a quem devo todo mérito deste trabalho, sem ele eu
nunca teria conseguido.

Agradeco a minha filha Analu, que foi o sopro de alegria e
esperanca que me faltava e o que me deu forgas para concluir este
trabalho.

Agradeco também ao Programa de Pos-Graduacdo em
Bitecnologia e Biocéncias, pelo aprendizado. A FAPESC e & CAPES-
FCT, pelo apoio financeiro.






“Quanto mais aumenta nosso conhecimento,
mais evidente fica nossa ignorancia”.
(John F. Kennedy)






RESUMO

Saccharomyces cerevisiae é 0 organismo mais amplamente utilizado
pela indUstria de producdo de bioetanol, mas ndo consegue fermentar
eficientemente alguns aglcares presentes em hidrolisados da biomassa
ligninocelulésica. Uma vez que o limitado transporte de Xxilose e a
inexisténcia de vias de utilizagdo de xilobiose e celobiose sdo uns dos
principais desafios a serem superados para uma eficiente fermentacédo
destes hidrolisados, neste trabalho identificamos novos transportadores
de aclcares e enzimas provenientes de leveduras que naturalmente
conseguem utilizar hidrozado de biomassa vegetal, como
Scheffersomyces  stipitis, Spathaspora arborariae, Spathaspora
passalidarum, Meyrozyma guilliermondii e Candida tropicalis. Uma
linhagem de S. cerevisiae hxt-nula, sem os principais transportadores de
hexose (hxtl-hxt7 e gal2), mas com altas atividades de xilose redutase,
xilitol desidrogenase e xilulocinase, foi transformada com plasmideos de
uma biblioteca genémica de Sc. stipitis ou, alternativamente, com genes
de transportadores de agUcares selecionados a partir dos genomas
publicados de Sp. passalidarum e Sp. arborariae. Cinco genes
permitiram fermentacdo de xilose e glicose pelas linhagens
recombinantes: trés genes de S. stipitis (SSXUT1, SSHXT2.6 e SSQUP2),
e duas versbes truncadas de transportadores provenientes de Sp.
arborariae e Sp. passalidarum (tSaXUT1 e tSpXUTL1, respectivamente),
sendo que o transportador tSpXUT1 foi o que permitiu o melhor
desempenho fermentativo com xilose de todos os transportadores
clonados. Além disso, novos genes para transportadores e enzimas
necessarias para 0 consumo de xilobiose e celobiose também foram
expressos em S. cerevisiae, incluindo uma enzima intracelular (SpBGL2)
proveniente de Sp. passalidarum com atividade pB-glicosidase e
B-xilosidase. A co-expressdo de genes de transportadores (MgCBT2 e
CtCBT1) provenientes de M. guilliermondii e C. tropicalis, permitiu o
consumo de celobiose por S. cerevisiae. A combinacgéo do transportador
MgCBT2 com a enzima SpBGL2 permitiu a eficiente fermentacdo de
celobiose por S. cerevisiae, atingindo rendimento méaximo de etanol a
partir desta fonte de carbono. Portanto, os resultados obtidos ressaltam a
importancia dos transportadores de acUlcares para a eficiente producéo
de bioetanol a partir da biomassa lignocelulésica por leveduras S.
cerevisiae recombinantes.

Palavras-chave:  Spathaspora  arborariae,  Spathaspora
passalidarum, Meyrozyma guilliermondii, xilose, celobiose, Xilobiose,
B-glicosidase, B-xilosidase, transportadores.heter6logos truncados






ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is the most widely organism used by
bioethanol production industry, but it can not ferment efficiently some
sugars present in ligninocellulosic biomass hydrolysates. Since limited
xylose transport and the lack of ways to using xylobiose and celobiose
are one of main challenges to be overcome for efficient hydrolyzates
fermentation, in this work we identify new sugar transporters and
enzymes from yeasts that naturally can use plant biomass, such as
Scheffersomyces  stipitis, Spathaspora arborariae, Spathaspora
passalidarum, Meyrozyma guilliermondii and Candida tropicalis. A S.
cerevisiae strain without the major hexose transporters (hxt1l-hxt7 and
gal2), but with high xylose reductase, xylitol dehydrogenase and
xylulokinase activities, was transformed with plasmids from Sc. stipitis
genomic library or, alternatively, with sugar transporter genes selected
from published Sp. passalidarum and Sp. arborariae genomes. Five
genes allowed xylose and glucose fermentation by recombinant strains:
three Sc. stipitis genes (SsXUT1, SsHXT2.6 and SsQUP2), and two
truncated transporters versions from Sp. arborariae and Sp.
passalidarum (tSaXUT1 and tSpXUT1, respectively), and tSpXUT1
transporter was the one that allowed the best xylose fermentation
desempenho of all cloned transporters. In addition, new genes for
transporters and enzymes required for xylobiose and celobiose
consumption were also expressed in S. cerevisiae, including an
intracellular enzyme (SpBGL2) from Sp. passalidarum with [-
glucosidase and p-xylosidase activity. The co-expression of the
transporter genes (MgCBT2 and CtCBT1) from M. guilliermondii and C.
tropicalis with intracellular enzyme, allowed celobiose consumption by
S. cerevisiae. The combination of MgCBT2 transporter with SpBGL2
enzyme, allowed efficient celobiose fermentation by S. cerevisiae,
achieving maximum yield of ethanol from this carbon source. Therefore,
the results obtained highlight sugar transporters importance for efficient
bioethanol production from lignocellulosic biomass by recombinant
yeasts S. cerevisiae.

Key words: Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum,
Lignocellulose hydrolysates fermentation, B-glycosidase, p-xylosidase,
Meyrozyma guilliermondii, Truncated heterologous transporters.
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1- INTRODUCAO
1.1 - Etanol de segunda gerac¢ao no Brasil

O mundo esté enfrentando uma reducdo dos recursos mundiais de
combustiveis fosseis como petrdleo, gas natural e carvao vegetal. Por
outro lado, as necessidades energéticas continuam crescendo
progressivamente. Neste sentido, a busca por alternativas sustentaveis
para a producdo de combustiveis a partir de matérias primas ndo fosseis
tem atraido um interesse consideravel em todo o mundo, tanto para
enfrentar as necessidades de abastecimento de energia, quanto para dar
respostas as questbes ambientais (Gupta & Verma, 2015). Varios
biocombustiveis tém sido considerados, mas bioetanol permanece como
a alternativa amplamente utilizada para a substituicdo dos combustiveis
convencionais por diversas razdes, incluindo seu valor de alta
octanagem, combustdo eficiente e diminuicdo dos gases de efeito estufa
(greenhouse gas - GHG) (Jimenez et al., 2011; Park et al, 2010).
Atualmente, o bioetanol de primeira geracdo (1G) é produzido a partir
do amido ou da fracdo de sacarose de algumas culturas agricolas
comestiveis tais como o milho, cana-de-aclcar, beterraba, entre outros
(Sebayang et al., 2016). Segundo o Department of Energy (DOE), o
etanol produzido a partir de fontes como o milho, por exemplo, pode
reduzir as emissfes de GHG de 18% a 28% em comparagdo com a
gasolina (Wang, 2007). Brasil e EUA sdo os maiores produtores de
etanol, dominando 85% da produgdo mundial. Os EUA lideram a
producdo mundial produzindo cerca 58 bilhdes de litros na safra de 2016
(RFA, 2017), seguido pelo Brasil com expectativa de producdo na safra
2017/2018 de aproximadamente 26 bilhGes de litros de bioetanol
(CONAB, 2017). Apesar de ser o segundo lider, o Brasil pode se tornar
o0 principal produtor nesta promissora indistria mundial de etanol, dada
a sua capacidade tecnolégica nas diferentes etapas da cadeia de
combustivel, que, aliada a condigdes climaticas e do solo favoraveis,
resulta em custos de producdo mais barato (Szklo et al. 2007), gastando
cerca de US $ 0,18-0,20 por litro em relagdo aos EUA (US $ 0,33 a 0,47
por litro) (Sebayang et al., 2016).

O etanol desempenha papel importante na economia brasileira e o
uso dele como combustivel no Brasil teve inicio na década de 1970 com
o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), representando uma
estratégia do governo brasileiro em resposta a crise mundial do petréleo,
com altos precos internacionais e aos baixos precos do acglicar no
mercado (Goldemberg, 2006, 2008). A partir dai, a estipulacdo do
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governo de seu uso obrigatério na mistura com a gasolina (atualmente
de 27%) juntamente com a introdugdo, em 2003, da frota de automdveis
flexfuel no pais, impulsionaram ainda mais o sua producdo ao longo dos
anos (Goldemberg, 2008). Navigant Research (2014), prevé que o
consumo global de biocombustiveis no setor de transporte rodoviario
passara de 122,6 bilhdes de litros por ano (dados de 2013) para mais de
193,41 bilhdes de litros por ano em 2022, 0 que aumentara ainda mais a
demanda por biocombustiveis. No entanto, a crescente demanda por
etanol de primeira geracdo requer alta producdo de matéria-prima,
levando a preocupacdes com as questdes relacionadas a alimentos versus
combustivel e, principalmente, com aumento do uso da terra e 0 uso da
dgua para irrigacdo. Os biocombustiveis de segunda geragdo (2G)
poderiam evitar muitas dessas preocupagdes, uma vez que depende de
fontes bioldgicas ndo alimentares como as lignocelulésica, que incluem
palha de milho, bagaco e palha de cana-de-agUcar, palha de trigo, entre
outras (Van Maris et al., 2006).

Esses materiais lignoceluldsicos sdo relativamente baratos e estao
disponiveis em grandes quantidades. Um dos materiais lignoceluldsicos
mais utilizados para a producdo de etanol de segunda geracéo é o bagago
de cana-de-acuUcar (Ojeda et al. 2011, Rabelo et al. 2011). De acordo
com a Unido da Industria de Cana-de-aclcar (UNICA, 2012), cada
tonelada de cana-de-aclicar moida para a fabricacdo de aglcar e etanol
gera, em média, 250 kg de bagaco e 200 kg de palha. Estima-se que a
utilizacdo desta biomassa poderia aumentar a produtividade do etanol de
primeira geracdo (1G) em até 50% sem aumentar as areas de cultivo,
considerando que o montante de agucares encontrados na biomassa da
cana de agUcar pode ser recuperado e fermentado com 90% de eficiéncia
(Pessoa et al., 2005; Zanin et al., 2000). Além disto, o etanol produzido
a partir da utilizacdo da fragéo celulésica da biomassa, pode diminuir os
GHG em 87% comparado com a gasolina (Wang, 2007). No caso do
Brasil, a producéo de bioetanol a partir do bagaco e da palha de cana é
uma estratégia promissora, uma vez que ja possuimos fabricas de etanol
e um plantio de cana bem estabelecida no pais, produzindo uma grande
quantidade destes residuos lignocelulésico provenientes dessa produgéo
(Cortez, 2010).
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Em meados de 2015, 67 biorrefinarias em todo o mundo
produziam etanol 2G, biodiesel ou biocombustivel de aviacdo. Mais de
um terco desses (24) estavam operando em escala comercial (Tabela 1).
No Brasil, existem quatro biorrefinarias de etanol 2G em operacdo, trés
delas estdo produzindo em uma escala comercial (Tabela 2), somando
uma capacidade de producdo de aproximadamente 182 milhdes de litros
por ano (Nguyen et al. 2017; UNCTAD, 2016).

Tabela 1 — Nimero de biorrefinarias 2G operando no mundo.

Regido Piloto | Demonstragédo Comercial Total
Africa 5 0 3 8
Asia-Oceania 6 5 4 15
Europa 7 7 5 19
América do Norte 5 6 9 20
América do Sul 1 1 3 5
Total 24 19 24 67

Fonte: adaptado de Nguyen et al. 2017

Tabela 2 — Lista de plantas de etanol 2G operando no Brasil

Nome Localizagdo | Fonte Escala Status

Bioflex (GranBio) | Alagoas Bagaco, palha | Comercial Operando desde 2014
Dedini Sao Paulo Bagaco Demonstra¢ao | Operando desde 2002
logen Sao Paulo Bagaco Comercial Operando desde 2015
Raizen Séo Paulo Bagaco Comercial Operando desde 2015

Fonte: adaptado de Nguyen et al. 2017

E importante ressaltar que o Brasil é Gnico pais da América do Sul a
produzir etanol de segunda geracdo, apesar de varios deles terem
estabelecidos mandatos ou metas para o aumento do uso de
combustiveis renovaveis (Tabela 3). Dado o interesse do Brasil em
reduzir as importacdes de gasolina, espera-se que novos investimentos
ocorram em usinas de etanol em médio prazo (UNCTAD, 2016).
Milanez e colaboradores (2015) estimaram as perspectivas para a
producdo de etanol de segunda geracdo no Brasil até 2025 (Tabela 4).
As previsdes levam em consideracdo um cendrio em que politicas
pUblicas sdo implementadas para incentivar a producgdo e o consumo de
etanol de segunda geragdo. Neste cendrio, seria possivel adicionar mais
10 bilhdes de litros de etanol 2G a cada ano.
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Tabela 3 — Politica atual para biocombustiveis na América do Sul

Pais Utilizacao atual Objetivo
Argentina E5, B10

Brasil E27, B7 B10 e E27.5
Colémbia E8 E10

Chile E5, B5 E5

Equador B5 E10
Paraguai E25, B1 E27.5

Peru E7.8, B2

Uruguai E5, B2

* NUmeros apés "E" referem-se a porcentagem de biocombustivel em mistura
com gasolina. "B" refere-se ao biodiesel . Fonte: Biofuel Digest (2016)

Tabela 4 — Potencial de producdo de etanol 2G no Brasil (bilhdes de litros) por
tipo de investimento.

Potencial de producéio
Tipo de investimento (bilhdes de litros)

2016-2020 2021-2025 Total

Modernizacéo das usinas existentes

para etanol 2G 25 2:5 50
Expans&o das usinas com etanol 2G 0.8 0.8 15
Novas usinas com etanol 2G 0.0 35 35
Total 33 6.8 10.0

Fonte: Milanez et al., (2015)

As biorrefinarias de segunda geracéo estdo operando em todas as
regides do mundo, trazendo balancos de energia muito mais favoraveis
para a producdo de biocombustiveis do que ja foram realizados
anteriormente. A substituicdo de uma parcela significativa dos
combustiveis fosseis demonstrou ser uma possibilidade realista, no
entanto, diante dos baixos precos do petr6leo e o apoio politico
continuo, investimentos em pesquisa e desenvolvimento serdo
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necessarios para permitir que os biocombustiveis alcancem todo seu
potencial.

1.2 - Lignocelulose como fonte de aclcares fermentaveis

A biomassa lignocelulésica é um material renovavel que pode ser
convertido em biocombustiveis e outros produtos quimicos
intermediarios através de varias rotas de conversdao (Liu et al., 2012).
Esta é formada por biopolimeros como celulose, hemicelulose e lignina
(10-24%) (Putro et al, 2016) (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura da lignocelulose, constituida por celuloses embutidas em
uma matriz de hemiceluloses e moléculas de lignina
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Fonte: Adaptado de Sebayang et al. (2016).

Estima-se que cerca de 10-50 bilhdes de toneladas de biomassa
lignoceluldsica sejam produzidas anualmente em todo 0 mundo e a sua
composicdo é altamente dependente de suas fontes, variando de uma
espécie de planta para outra (Tabela 5) (Sanchez & Cardona, 2008).
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Tabela 5 - Composigéo da lignocelulose em base seca.

Materiais lignoceluldsicos Celulose % Hemicelulose % Lignina %
Resto de madeiras 40-50 25-35 25-35
Palha de milho 45 35 15

Palha de trigo 30 50 15
Bagaco de cana-de aglicar 42 25 20

Fonte: Sharma et al. (2017).

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear ndo ramificado,
composto por residuos de D-glicose , unidos por ligagdes B(1-4) (Pérez
et al, 2002). Na natureza a celulose forma uma estrutura parcialmente
cristalina na qual as cadeias individuais formam um rearranjo compacto
e estabilizado por ligagbes de hidrogénio, proporcionando resisténcia
mecanica e estabilidade quimica as plantas (Faulon et al., 1994). A
celulose é um componente estrutural importante das paredes celulares
das plantas, dessa forma, sdo os biopolimeros naturais mais abundantes
encontrados na Terra.

As hemiceluloses sdo polissacarideos ramificados e de menor
massa molar que a celulose, composta por uma mistura heterogénea de
pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e
4cidos de acucares (&cidos 4-O-metilglucondnico, galacturbnico e
glucurdnico) (Joy et al, 2016). O termo hemicelulose é um termo geral.
Ele é usado para representar uma familia de polissacarideos, como
arabino-xilanos, gluco-mananos, galactanos e outros que sdo
encontrados na parede celular da planta e tém diferentes composicdes e
estruturas dependendo da fonte e do método de extracdo. O tipo mais
comum de polimeros que pertence a familia hemicelulose de
polissacarideos é a xilana. Esta é composta por moléculas de
xilopiranosil ligadas por ligagdes glicosidicas B (1-4) e por unidades de
a-(4-0)-metil-D-glicuronopiranosil unidas a unidades de anidroxilose. O
resultado é uma cadeia polimérica ramificada que é composta
principalmente por mondmeros de aglcares de cinco carbonos e em
menor grau, mondmeros de aclcares de seis carbonos (Whistler &
Richards, 1970; Zhang et al, 2012).

A lignina é um hetero-biopolimero complexo, amorfo, insolUvel
em 4gua, constituido por unidades de fenilpropano juntas por ligagcdes
carbono-carbono e aril-éter (Pérez et al, 2002). Esta unidade
fenilpropandide da lignina é o principal gargalo da quebra da biomassa
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lignoceluldsica, uma vez que fornece para a planta suporte estrutural,
impermeabilidade e protecdo contra a invasdo microbiana, conferindo
rigidez a estrutura. (Mussatto, 2016).

A produgdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica é
realizada por um processo de quatro etapas (Figura 2): (1) pré-
tratamento quimico, fisico ou bioldgico da biomassa; (2) hidrélise das
fibras de celulose da hemicelulose; (3) fermentagdo; (4) destilagdo do
produto final (Hasunuma e Kondo, 2012).

Figura 2 — Etapas para disponibilizacdo dos aglcares fermentaveis presente no
material lignocelulésico.
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FONTE: Adaptado de Dashtbam et al., 2009

O pré-tratamento visa reduzir a cristalinidade da lignocelulose a
fim de tornar as fibras acessiveis. Existem varios métodos de pré-
tratamento como fisico, quimico, bioldgico e/ou sua combinacdo. O

objetivo de qualquer método de pré-tratamento é desestruturar a
celulose, hemicelulose e lignina de modo que os polimeros estejam
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prontamente acessiveis para hidrolise enzimatica, bem como para outros
processo de biorrefinaria, para produzir varios produtos de valor
comercial (Figura 3). No entanto, cada método de pré-tratamento tem
suas préprias vantagens e desvantagens, como resumido na Tabela 6, e
sendo assim, um modelo ideal de pré-tratamento possivelmente ndo
deve existir (Sharma et al., 2017).

Figura 3 - Pré-tratamento de biomassa para produtos finais com valor agregado

Biomassa Lignocelulosica

v

I Pré-tratamento: Fisico, quimico, biolégico ou combinacdes I

Hemicelulose | Lignina I

_I_H

| Hidrélise Acida ou enzimatica da celulose e hemicelulose I I A
Gaseificagio e Pirblise
melhoramento

" Pl e catalitico
Formagio de agiicares CS e/ou C6 melhoramento
l l catalitico Hidrogénio
Desidratacio Fermentagiio e destilagiio Biocarvao
L
& l & - Bio 6
S — Metano o dleo
Hidroxime(il- Acido levulinico I I Furfural I
furfural

| Acido formico I _‘m

I Metiltetraidrofurano |

Fonte: Adaptado de Sharma et al. (2017).
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Na fase da hidrolise, as fibras de celulose e hemicelulose s&o
hidrolisadas por um processo catalisado por enzimas ou acidos, gerando
os carboidratos (hexoses e pentoses). Estes aclicares provenientes das
fracOes de celulose e hemicelulose da biomassa podem ser fermentados,
posteriormente, por micro-organismos. A porcdo de lignina, o principal
solido remanescente, pode ser queimada para gerar calor e eletricidade
para 0 processo, entretanto, pode também ser aproveitada para produzir
outros produtos como metano e biodiesel. (Hahn-Hagerdal et al., 2006;
Sharma et al. 2017).
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Pré-tratamento Vantagens Desvantagens
Pré-tratamento fisico: )
Moagem, corte, irradiacdo, pré- Util para obter o tamanho de particula desejado, Custos operacionais elevados; altas chances de

tratamento ultrassénico

Pré-tratamento quimico:
Agua liquida quente

Acidos
HCL, H2S04, HNO3

Solvente organico
Metanol, etanol, etilenoglicol, acetona,
acido oxalico,

aumentando a area de superficie. Ndo é necessario nenhum
quimico. Eficaz na reducdo da cristalinidade da celulose,
ajuda a hidrdlise enzimatica.

Nenhum catalisador envolvido; reducdo do tamanho da
matéria-prima pela desestruturagdo dos componentes
lignoceluldsicos, principalmente a hemicelulose; hidrata a
celulose e torna-a mais acessivel as enzimas hidroliticas;
também remove parte da lignina e possui alta recuperagdo
de xilooligossacarideos.

Um poderoso agente para remoc¢do de hemiceluloses e
lignina; A concentracdo de 4&cidos tem seu papel
significativo no pré-tratamento; os &cidos diluidos sdo mais
favorecidos no pré-tratamento que removem efetivamente a
hemicelulose, maximizam o rendimento de aglcares e
podem alterar a estrutura da lignin; alguns &cidos como
H2S04 e HCI séo baratos.

Ajuda na remogéo de lignina e hemicelulose, melhora a
retencéo e digestibilidade enzimatica da celulose.

depreciacdo do equipamento; ndo é adequado
para remogao de lignina, demanda energética.

Alta demanda de &gua e energia; O pré-
tratamento em vérias etapas a baixa temperatura
e 0 tempo de permanéncia prolongado sao
necessarios para recuperar hemicelulose e seus
valiosos agUcares

Os 4cidos séo corrosivos e é crucial reciclar para
reduzir o custo; a formacdo de produtos de
degradacéo como a furfural, 5-
hidroximetilfurfural, &cidos levulinicos e acido
féormico formados a partir de celulose e
hemicelulose juntamente com é&cidos organicos
da degradacéo de lignina atuam como inibidores
que afetam os estagios subsequentes de hidrolise
enzimitica e fermentacdo; requer alta
temperatura e recipientes de reagdo especificos, o
que é dispendioso.

Alto custo de solvente e catalisador; maiores
chances de impacto ambiental; alguns séo
inflamaveis.
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Alcalina

Hidroxido de célcio, hidréxido de sédio, Importante na remog&o de lignina da biomassa e expde 0s

hidroxido de aménio polissacarideos, em algum momento também quebra a
celulose cristalina; aumenta a superficie e torna a hidrélise
mais rapida.

Deslignificacdo oxidativa
Ozo0nio, oxidagdo Umida, perdxido de . o .
hidrogénio, 4cido peracético Remove hemicelulose e lignina da biomassa; melhorar a

retencéo e digestibilidade enzimatica da celulose; formacéo
muito baixa de compostos inibidores de enzimas.

Pré-tratamento fisico-quimico:

Explosao; Exploséo a vapor, explosdo a Baixa utilizagdo de quimicos e consumo de energia;

fibra de amonia, explosdéo a CO2, ruptura da hemicelulose e lignina; os &cidos ajudam a

exploséo a SO2 melhorar a hidrélise; aumenta o acesso da superficie e a
digestibilidade enzimética da celulose; adequado para
aplicagdo industrial.

Pré-tratamento bioldgico:

Bactérias e fungos Respeito ao meio ambiente, exigéncia de poca energia,
econdmica, sustentavel, sem necessidade de quimicos, Gtil
na hidrolise de celulose, hemicelulose e lignina.

Alto custo operacional, formag&o de inibidores;
geralmente, ndo é adequado para biomassa
lignoceluldsica; requer produtos quimicos e
geralmente tem condigdes severas

Alto custo operacional; Os &cidos formados no
processo atuam como inibidores na fermentagéo;
partes de hemicelulose séo perdidas.

Os produtos de degradagdo podem inibir
processos adicionais; precisa de alta pressao;
baixo rendimento, mas alto consumo de energia;
chances de perigos quimicos.

Processo lento, hidrdlise parcial da hemicelulose;
chances de perigo para a satde.

Fonte: Adaptado de Sharma et al. (2017)



33

1.3 - Disponibilizagdo dos carboidratos presentes no material
celuldsico e hemicelulésico

Para que os agUcares fermentaveis presentes na biomassa vegetal
estejam disponiveis para a fermentacao, é necesséria a etapa da hidrolise
enzimatica, que acontece pela acdo sinérgica de uma gama de enzimas
como as celulases, hemicelulases.

As enzimas responsaveis pela sacarificagdo da celulose sdo as
celulases. As celulases sdo um subgrupo de glicosil hidrolases (GH) (EC
3.2.1.x) que catalisam a clivagem especifica das ligagoes P(1-4) da
celulose (Henrissat et al, 1997). O mecanismo mais aceito para a
hidrolise completa da estrutura da celulose envolve um complexo
enzimatico atuante, constituido por endoglucanases (EC 3.2.1.4),
exoglucanases ou celobioidrolases (EC 3.2.1.91), e B-glicosidases (EC
3.2.1.21) (Figura 4). As endoglucanases pertencem as familias GH (5-8,
12, 16, 44, 45, 48, 51, 64, 71, 74, 81, 87, 124 e 128) e catalisam a
hidrolise em regides amorfas das ligagcdes glicosidicas p(1-4)
intramolecular, acessiveis na cadeia de celulose. As exoglucanases estdo
relacionadas as familias GH (5-7 e 48) e catalisam a clivagem das
extremidades da cadeia, liberando celobiose ou glicose. Por fim, as B-
glicosidases sdo encontradas nas familias GH (1, 3, 4, 17, 30 e 116) e
finalmente catalisam a hidrolise da celobiose em glicose, eliminando a
efeito inibidor da celobiose sobre as endo e exoglucanases (Dashtban et
al, 2010; Maki et al, 2009; Srivastava et al., 2017).

A hidrolise da hemicelulose, assim como na celulose, prossegue
pela acdo de varias enzimas para liberacdo dos aglcares simples. As
hemicelulases podem ser categorizadas em 29 familias do grupo GH e 9
familias do grupo carboidrato esterase (CE). Os grupos GH, hidrolisam
as ligacGes glicosidicas enquanto os CE hidrolisam as ligagdes éster de
grupos de acetato ou 4acido ferGlico (Sweeney et al., 2012). A
complexidade da estrutura da hemicelulose determina a complexidade
enzimatica que sera necessaria para degrada-la. As xilanases sdo as
responsaveis pela hidrélise da espinha dorsal da xilana e a maioria delas
podem ser encontrada nas familias GH5, 7, 8, 10, 11 e 43, mas, de
acordo com CAZy (Lombard et al., 2014), podem aparecer em outras
familias como 16, 51, 52 , 62. Entretanto, estdo em sua maioria nas
familias GH10 (41%) e GH11(55%) (Adelsberger, 2004; Bouraoui et
al., 2016; Collins et al., 2005; Biely et al., 1997).
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Figura 4 - Figura esquemdtica da biodegradacdo de celulose. As
celobioidrolases atuam sobre nas extremidades redutoras e ndo redutoras das
fibras de celulose para liberar de forma processual a celobiose. Endo-B-1,4-
glucanases separam aleatoriamente as cadeias de celulose. As B-glicosidases
hidrolisam celobiose ou celo-oligdmeros em glicose a partir das extremidades
redutoras.
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Fonte: Adaptado de Watanabe & Tokuda (2010)

As principais enzimas envolvidas na hidrolise do esqueleto
xilana, sdo endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) e p-xilosidase (EC
3.2.1.37) (Figura 5). As endo-1,4-pB-xilanases cliva as ligacGes
glicosidicas no esqueleto de xilana, provocando uma redugdo no grau de
polimerizacdo do substrato (Li et al., 2000). Inicialmente, 0s principais
produtos de hidrélise sdo os oligbmeros de D-xilopiranosil (XOS), mas
em uma fase posterior, moléculas pequenas, tais como mono-, di- e
trissacarideos de B-D-xilopiranosil, podem ser produzidas (Polizeli et
al., 2005). As B-xilosidases hidrolisam pequenas moléculuas de XOS e
xilobioses, liberando residuos B-D-xilopiranosil da extremidade néo
redutora. Seu melhor substrato é a xilobiose e sua afinidade por XOS é
inversamente proporcional ao seu grau de polimerizacdo (Polizeli et al.,
2005).

A conversdo da xilana requer ainda a a¢do de enzimas acessorias
como: arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que clivam as ligagBes entre
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os residuos laterais de arabinofuranoses; glucuronidases (EC 3.2.1.139),
que clivam as ligagdes glicosidicas do tipo a-1,2 entre os &cidos
glucurdnicos laterais; acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72), que clivam as
ligacdes entre os &cidos acéticos e os C-2 e C-3 dos residuos de xilose;
acido cumérico esterases e acido fenolico esterases que clivam as
ligacBes do tipo éster entre &cidos cumaricos e acidos fendlicos e os
residuos de arabinofuranoses. Todas estas enzimas atuam
cooperativamente para converter a xilana em unidades de xilose e outros
monossacaideos (Girio et al.,, 2010; Sanchez, 2009; Polizeli et al.,
2005). Estas sdo produzidas por fungos, bactérias, leveduras, algas
marinhas, protozoarios, caracois, crustaceos, insetos, sementes, entre
outros. (Sunna e Antranikian, 1997).

Figura 5 — Esquema sobre um sistema hemicelulolitico, descrevendo a
degradagdo de uma hemicelulose. As setas representam cada enzima ativa para
um substrato determinado.

Endo-1,4-p-xilanase

O D-xilose l
D L-arabinose a-L-arabinofuranosidase/
=) arabinoxilan/arabinofuranoidrolase
? 4-O-metil-D-acido glucuronico
l p-D-xilosidase
O Acido ferilico a-D-galactosidase
<> D-galactose P a-D-glucuronidase
—_ Feruloil esterase
Y Grupo acetil
-» Acetilxilana esterase

Fonte: Adaptado de de Souza (2013)

Os fungos filamentosos sdo produtores particularmente
interessantes de xilanases, uma vez que excretam as enzimas no meio e
seus niveis de enzimas s&o muito superiores aos de leveduras e bactérias
(Kulkarni et al., 1999).
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1.4 - Transporte de aclUcares e sistemas de transporte em S.
cerevisiae

Os transportadores de acglcares sdo proteinas transmembranas
ancoradas na membrana celular (Martin-Galiano e Frishman, 2006) e
pertencem a familia de transportadores Major Facilitador Superfamily
(MFS), que é a maior superfamilia de transportadores classificados. A
MFS é amplamente distribuida em todos os filos e ja foram classificados
pelo menos 74 familias (Reddy et al., 2012). Os transportadores
caracterizam-se pela presenca de 12 seguimentos transmembranas em a-
hélices hidrofdbicos, conectadas entre si por loops hidrofilicos
atravessando a membrana em ziguezague, com sequéncias amino e
carboxi-terminal longos e voltados para o citoplasma da célula (Figura
6) (Henderson, 1993; Saier, 2000).

Figura 6 — Estrutura secundéaria dos transportadores de agUcares pertencente a
familia MFS. (A) arranjo dos 12 segmentos transmembrana em dois dominios.
(B) posicdo dos 12 segmentos no plano da membrana (substrato representado
pela esfera preta). (C) modelo de acesso alternante para o transporte do
substrato.

e
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v

Fonte :adaptado de Abramson et al. (2003) e Sorgen et al. (2003)

Embora haja diferencas nas sequéncias primarias das proteinas
pertencentes a MFS, elas partilham uma estrutura tridimensional
bastante similar (Law; Moloney & Wang, 2009). Assim, acredita-se que
todos os membros de MFS compartilham estruturas preservadas, mas
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com diferentes sequéncias de aminoacidos (Vardy et al., 2004) e com
diferentes especificidade pelo substrato que é resultante da variagdo no
conjunto de residuos presentes nos dominios de translocacdo e de
ligacdo do substrato (Kasahara e Kasahara, 2010; Madej et al., 2013).

Os transportadores podem captar os agucares através de dois
diferentes sistemas: difusdo facilitada, sem gasto de energia e a favor do
gradiente de concentracdo, ou por transporte ativo, com gasto de energia
e contra o gradiente de concentracdo. Estes transportadores ativos,
transportam juntamente com o agUcar um ou mais prétons através da
membrana, esse co-transporte pode ser na mesma direcdo do agucar
(simporte) ou em direcdo contraria do aclcar (antiporte) (Baldwin,
2000; Lagunas, 1993; Kotyk, 1997). Além disso, os transportadores
podem ser classificados conforme sua afinidade pelo substrato: baixa,
moderada ou alta afinidade. Transportadores de baixa afinidade
apresentam elevado K, e geralmente sdo expressos quando o agucar estd
presente em altas concentracfes. J& os de alta afinidade sdo expressos
em meios com pouco aglcar e sdo reprimidos e inativados por altas
concentracOes de agUcares (Bisson e Fraenkel 1983a, 1983b; Du Preez et
al., 2000; Mcclellan & Bisson, 1988) .

Em S. cerevisiae existem os 2 tipos de transporte de acUcares:
difusdo facilitada e transporte ativo do tipo simporte. O transporte por
difusdo facilitada acontece através dos transportadores da familia dos
HXTs, esta familia compreende 20 genes envolvidos no transporte de
hexoses (HXT1-HXT17, GAL2, SNF3, RGT2). O GAL2 é um
transportador para galactose que é expresso apenas na presenca desse
aclcar, enquanto os genes HXT1-7 codificam as principais permeases
responsaveis pelo transporte de glicose, frutose e manose. Os genes
SNF3 e o RGT2 codificam proteinas que atuam como sensores de
glicose extracelular e estdo envolvidos na regulagdo dos outros genes
HXTs. O SNF3 sinaliza baixos niveis de glicose, sendo requerido para
inducdo de genes que codificam transportadores de hexoses de alta
afinidade, enquanto que o RGT2 funciona como sensor de altos niveis
glicose, sendo requerido na inducdo da expressdo dos genes de
transportadores HXTs de baixa afinidade. Eles possuem uma longa calda
C-terminal citoplasmaética, ausente nos transportadores de glicose, que é
relacionada a transmissao de sinal induzindo a maquinaria de transcricao
(Gancedo, 2008; Johnston & Kin, 2005; Laguna, 1993; Ozcan &
Jonhston, 1999; Santangelo, 2006; Wieckorke et al., 1999).

Ja o sistema de transporte ativo do tipo simporte acontece através
dos transportadores da familia MAL, que transporta maltose com alta
afinidade e inclui o transportador AGT1 que, diferente dos demais
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transportadores MAL, possui alta afinidade para sacarose e baixa
afinidade para maltose e maltotriose (Elbing et al., 2004; Laguna, 1993;
Michels e Needleman, 1984; Van Der Rest, 1995). Para que uma cepa
de S. cerevisiae seja capaz de utilizar maltose é necessario a presenca de
pelo menos um dos cinco loci MAL existente nessa levedura. Esses loci
MAL sdo constituidos por trés genes necessarios para o metabolismo da
maltose: Transportador de maltose (MALx1) (x representa o lécus);
maltase (MALx2) e a proteina reguladora (MALx3) que induz a
expressao dos genes MAL na presenca de maltose (Needleman, 1991;
Novak et al., 2004). Esta organizacdo em cluster dos genes MAL é
fortemente reprimida na presenga de glicose (Hu et al., 1995; Kim &
Michels, 1988; Wang & Needleman, 1996)

A regulacdo dos transportadores em S. cerevisiag, bem como a
repressao catabolica causada por glicose, sera melhor abordada no item
1.7 deste trabalho.

1.5 - A utilizacdo de xilose por Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € 0 organismo mais utilizado para a
producdo de bioetanol, por possuir varias vantagens frente a outros
micro-organismos como: toleréncia a altas concentracbes de etanol,
baixo pH, elevada pressdo osmdtica e também por ser um micro-
organismo preferencialmente fermentativo, possuindo excelentes
capacidades fermentativas (Auesukaree et al., 2009; Knoshaug et al.,
2009; Crabtree, 1929). Porém, esta ndo é capaz de nativamente
metabolizar a xilose.

A assimilagdo de xilose requer a isomerizagdo de xilose em
xilulose e posterior fosforilagdo de xilulose em xilulose-5-fosfato, que é
um metabolito de entrada para a via das pentoses fosfato (PPP). Os
micro-organismos fermentadores de xilose utilizam duas vias distintas: a
via oxirredutase e a via da isomerase, para conversdo de xilose em
xilulose (Figura 7). As leveduras fermentadoras de xilose empregam a
via oxirredutase composta por duas reacdes enzimaticas da xilose
redutase (XR, EC 1.1.1.30) e xilitol desidrogenase (XDH, EC 1.1.1.9),
que convertem a xilose em Xilulose via xilitol. As cepas fermentadoras
de xilose assimilam xilose principalmente em condicGes aerébicas. A
XR pode ter atividade tanto com cofator NADPH como NADH,
liberando NADP+ ou NAD+, respectivamente (Lee, 1998). Ja a enzima
xilitol desidrogenase, utiliza como substrato estritamente NAD+,
liberando NADH. Esta estrita especificidade da enzima xilitol
desidrogenase é um fator limitante na fermentacéo da xilose, pois causa
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um deshalanco de cofatores, resultando em um acimulo de xilitol e
perda do rendimento de etanol (Rizzi, et al., 1989). Por outro lado, a via
da isomerase consiste em uma reacdo enzimatica da xilose isomerase
(XI, EC 5.3.1.5). Xl catalisa varias inter conversdes de aldoses e cetoses
incluindo xilose e xilulose sem requerimento de cofactor. E por fim, a
xilulokinase (XK, EC 2.7.1.17) catalisa a fosforilagdo de xilulose para
xilulose-5-fosfato, um intermediario da via ndo-oxidativa das PPP
(Figura 7).

A via PPP é uma via metabdlica universal que usa xilulose-5-
fosfato como intermediario metabdlico. Pode ser dividido em duas fases
distintas, uma fase oxidativa e uma fase ndo oxidativa. As leveduras
metabolizam xilulose-5-fosfato através da via ndo-oxidativa (Figua 7) e
formam varios acUcares fosforilados de trés, quatro, cinco, seis e sete
carbonos que servem como intermedidarios da glicdlise ou precursores de
componentes celulares tais como nucleotideos e aminoacidos (Stincone
et al., 2015). A via oxidativa € uma via importante para a regeneracéo de
NADPH que funciona como forga motriz para a atividade XR e também
como um mecanismo de protecdo contra estresses oxidativos (Stincone
et al., 2015; Grant et al., 1996) (Figura 7). O Xilulose-5-fosfato também
pode ser metabolizado através da acdo da fosfocetolase (PK, EC 4.1.2.9)
em vérias leveduras fermentadoras de xilose, incluindo Candida
tropicalis, Rhodotorula graminis e Rhodotorula glutinis (Whitworth et
al., 1997), embora a via PK seja mais comum em procariotos (Sanchez
et al., 2010). PK cliva xilulose-5-fosfato para formar gliceraldeido-3-
fosfato e acetil fosfato. (Figura 7),

Gerar uma cepa de S. cerevisiae que utiliza xilose, especialmente
em uma mistura de glicose/xilose, tem sido objeto de extensa pesquisa
por varias décadas. Duas abordagens sdo agora utilizadas rotineiramente
para viabilizar a utilizagdo de xilose em S. cerevisiae: a sobre-expressao
de uma xilose isomerase (XI) heteréloga (Brat et al., 2009; Kuyper et
al., 2003; Madhavan et al., 2009), ou a sobre-expressao heteréloga de
xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), juntamente com a
sobre-expressdo heter6loga ou enddgena da xilulocinase (XK) (Jeffries,
2006; Jeffries & Jin, 2004; Kotter et al., 1990).

Embora as duas vias utilizadas apresentem problemas e desafios a
serem superados, varios trabalhos tém demonstrado a superacdo dessas
dificuldades (Cadete et al., 2016; dos Santos et al., 2016; Lee et al.,
2012; Matsushika et al., 2008; Watanabe et al., 2007; Zhou et al., 2012).
Apesar de S. cerevisiae com a via XR-XDH-XK apresentar maior
velocidade de assimilacdo de xilose e producdo de etanol do que S.
cerevisiae com a via XI (Karhumaa et al., 2007; Li et al., 2016), o
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melhor desempenho fermentativa com maior rendimento de etanol
encontrado até agora foi obtido utilizando uma linhagem de S. cerevisiae
recombinante com XI (Zhou et al., 2012) (Tabela 7)

Figura 7 — Visdo geral das vias de assimilagdo de xilose em leveduras. Os itens
vermelhos indicam caminhos metabdlicos heter6logos que foram introduzidos
em S. cerevisiae. 6-PGL (6-fosfoglucono-1,5-lactona), 6-PG (6-fosfogluconato),
GA-3-P (gliceraldeido-3-fosfato).
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Fonte:Adaptado de Kwak & Jin (2017)



Tabela 7 - Comparacdo dos desempenhos fermentativos de S. cerevisiae xilose-fermentadoras recombinantes.
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Cepa Descrigéo Velocidades do Velocidades Rendimento Referéncia
consumo de xilose producéo de etanol de etanol

H131-A3-AL  XI (Piromyces XYLA) SsXYL3, 1.866 (g 'h') 0.765(gg ' h') 0.41 Zhou et al., 2012
SSTAL1, TKL1, RPE1, RKI1

SXA-R2P-E Xl (mutant Piromyces XYLA)  0.077(gOD 'h™") 0.033(gOD'h™")  0.452 Li etal., 2016
SsTALI, Agre3, Aphol3

SR8 XR-XDH (SsXYL1, SsXYL2)  0.129(gOD'h™') 0.046 (gOD'h™")  0.378 Li etal., 2016
SsXYL3, 4ald6, null mutant of
phol3

TMB 3422  XR-XDH (mutant SsXYL1, 0580 (gg'h') 0180(gg'h™) 0.34 Cadete et al., 2016

SsXYL2) XKS1, TAL1, TKL1,
RPEI, RKII, Agre3
TMB 3504  XR-XDH (SpXYL1.2,SsXYL2) 0.760(gg'h™")  0.330(gg'h™) 0.4 Cadete et al., 2016
XKS1, TAL1, TKL1, RPEL,
RKII, Agre3

Fonte: adaptado de Kwak & Jin, (2017)
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Além da otimizacdo das vias Xl e XR-XDH-XK, modificacdes
genéticas adicionais para induzir melhoras na fermentacdo de xilose
foram identificadas através de abordagens de engenharia metabdlica.

A via ndo oxidativa das pentoses fosfato foi hipotetizada como
uma via limitante em S. cerevisiae modificada para fermentacdo de
xilose, uma vez que seus intermediarios foram acumulados quando
cultivadas em xilose (Johansson et al., 2002; Kotter & Ciriacy, 1993).
Para superar a ineficiéncia desta via, enzimas como RKI1 (ribose-5-
fosfato isomerase, EC 5.3.1.6), RPEL (ribulose-5-fosfato epimerase, EC
5.1.3.1), TKL1 (transcetolase, EC 2.2.1.1) e TALL1 (transaldolase, EC
2.2.1.2) (Figura 8) foram sobre-expressadas. A sobre-expressdo dessas
enzimas da via PPP ndo oxidativa levou a melhores velocidades de
assimilacdo da xilose por S. cerevisiae que ja expressavam a via XR-
XDH-XK (Bera et al., 2011; Lee et al., 2012; Walfridsson et al., 1995;
Xu et al., 2016) ou a via XI (Karhumaa et al., 2005; Kuyper et al., 2005
(B); Zhou et al., 2012).

O gene PHO13 foi consistentemente identificado como o gene
knock-out mais efetivo para melhorar as capacidades de fermentacdo de
xilose de S. cerevisiae (Kim et al., 2013;Ni et al., 2007). A dele¢do do
PHO13 melhorou a velocidade de crescimento celular e a produtividade
de etanol de cepas de S. cerevisiag, ja com XR-XDH-XK ou XI,
cultivadas em xilose (Fujitomi et al., 2012; Kim et al., 2013; Lee et
al.,2014; Van Vleet et al., 2008). Embora as funcdes fisiologicas da
PHO13 ainda ndo sdo totalmente conhecidas, um estudo recente
encontrou mudancas significativas nos padrfes de transcricdo de S.
cerevisiae apés a delecdo de PHO13, em particular, na via de oxidativa
das pentoses fosfato, e em outras vias de regeneragdo de NADPH e na
TAL1 (Kim et al., 2015). Transaldolase é um gargalo da via ndo
oxidativa das pentoses fosfato, resultando no acimulo de substrato de
sedoeptulose-7-fosfato e sedoheptulose, um metabolito durante a
fermentacdo de xilose em S. cerevisiae. Curiosamente, a PHO13 possuli
uma promiscua atividade de fosfatase na sedoeptulose-7-fosfato. Assim,
a delecdo do PHO13 aumentou significativamente a fermentacdo de
xilose e reduziu a acumulacdo de sedoeptulose-7-fosfato e
sedoheptulose (Figura 8). Essas alteragdes fenotipicas da cepa deletada
do PHO13 podem ser reproduzidas de forma semelhante por Gnica
sobre-expressdo do TAL1 (Xu et al., 2016).

Uma outra estratégia também empregada é a delecdo de uma
aldose redutase (GRE3), responsavel por reduzir xilose a xilitol,
podendo melhorar ainda mais utilizacdo deste acucar em linhagens que
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utilizam a via da xilose isomerase para a conversao de xilose a xilulose
(Figura 9) (Sato et al., 2016; Traff et al., 2001).

Figura 8 - Esquema da via ndo oxidativa das pentoses fosfato. Enquanto outros
intermediarios podem ser desviados para a glicolise, a fosfato-sedoheptulose-7P
é convertido em metabdlito final pela atividade promiscua da fosfatase PHO13.
A expressdo de TAL1 é indiretamente regulada pela PHO13. Nomenclatura de
genes: RKI1 (ribose-5-fosfato isomerase), RPEL (ribulose-5-fosfato epimerase),
TKL1 (transcetolase), TAL1 (transaldolase).
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Fonte: Fonte: Adaptado de Kwak & Jin (2017).

Figura 9 — Modelo de metabolismo de xilose em S. cerevisiae recombinante
expressando XI com GRE3(A) e sem o gene GRE3 (B).
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Fonte: Adaptado de Tr&ff et al. (2001)

Em um trabalho desenvolvido por Kuyper e colaboradores
(2005a) realizou-se uma experiéncia de engenharia evolutiva (auxiliada
por cultivo continuo em xilose) utilizando uma cepa otimizada de S.
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cerevisiae, que sobre-expressavam seis enzimas metabdlicas chave de
xilose (incluindo XI, XKS, TAL1 e TKL1). As muta¢des acumuladas ao
longo do tempo resultaram em cinética de transporte de xilose muito
alterada, duplicando V.« (de 15,8 para 32 mmol por peso seco por hora)
e reduzindo K, em 25% (de 132 para 99 mmol).

Diante de todas essas melhorias alcancadas com a otimizacdo das
vias de utilizacdo da xilose em S. cerevisiae, podemos inferir que,
atualmente, o transporte deste aclcar é o principal gargalo para sua
eficiente utilizacdo, especialmente em cepas metabolicamente
otimizadas (Young et al., 2010).

Sabe-se que S. cerevisiae ndo possui transportadores especificos
para xilose, dessa forma, cepas de S. cerevisiae, modificadas com XR-
XHD-XK ou Xl, podem consumir xilose apenas através de
transportadores de hexose nativos, como HXT1, HXT2, HXT4, HXT5,
HXT7 e GAL2 (Saloheimo et al., 2007; Sedlak & Ho, 2004). No entanto,
a ndo especificidade destes transportadores por xilose — com muito
menos afinidade por xilose em relacdo a glicose — torna 0 processo
ineficiente, um vez que, em meios contendo a mistura glicose /xilose, a
xilose serd consumida apenas depois do esgotamento da glicose (Ho et
al., 1998; Jojima et al., 2010; Kotyk, 1965). Assim, a utilizacdo
sequencial desses acglicares passa a ser um gargalo para construir uma
levedura xilose-fermentadora, pronta para aplicagdes industriais.

Neste sentido, duas principais estratégias foram empregadas para
superar esta capacidade limitada de transporte de xilose em S.
cerevisiae: (1) engenharia dos transportadores enddgenos e (2) busca por
novos transportadores heterélogos de xilose.

Na tentativa de superar esta preferéncia por glicose a xilose, que
acontece nestes transportadores endogenos, alguns trabalhos
expressaram de forma constitutiva alguns deles e observaram um
aumento na velocidade de transporte desta pentose (Gongalves et al.,
2014; Hamacher et al., 2002). Em outros trabalhos, foram abordados a
engenharia evolutiva dos transportadores de hexose HXT1, HXT36
(variante de HXT3), HXT5, HXT7, HXT11 e GAL2 para a assimilacéo da
xilose (Farwick et al., 2014; Shin et al., 2015; Nijland et al. 2014,
2016). No entanto, apesar de observaveis melhorias na assimilacdo da
xilose, esta continuou sendo consumida apenas depois da deplecdo da
glicose na co-fermentacdo, mantendo o padrdo sequencial de utilizagédo
nesta mistura. Em um trabalho recente, a construcdo de um
transportador de hexose quimérico (transportador HXT11/2), foi descrito
como um eficiente transportador, melhorando a fermentacdo da
linhagem na mistura glicose/xilose mesmo na presenca de acido acético
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(Shin et al., 2017). Contudo, a velocidade de assimilagdo da xilose
continuou lenta e s6 comecou depois que a concentracdo de glicose
havia caido quase pela metade.

Os micro-organismos que naturalmente conseguem crescer em
material lignocelulésico sdo considerados boas fontes de genes para
buscar transportadores heter6logos de pentoses, para serem empregados
em S. cerevisiae (Leandro et al., 2009; Young et al., 2010). Na ultima
década, mais de 80 transportadores heter6logos ja foram expressos em S.
cerevisiae. Dentre estes podemos destacar os transportadores de: (I)
Scheffersomyces stipitis: SUT1, SUT2, XUT1, XUT3, XUT4, Xyp29
(STL12), SUT3, QUP2 e HXT2.6 (de Sales et al., 2015; Du et al., 2010;
Jeffries et al., 2007; Weierstall et al., 1999; Young et al., 2011); (II) Os
transportadores de Candida intermedia: GXS1 e GXF1 (Leandro et al.,
2006; Young et al., 2011); (111) o At5g59250 de Arabidopsis thaliana
(Hector et al., 2008); (IV) os transportadores de Neurospora crassa:
An29-2 e An25 (Du et al., 2010); (V) o xtrD de Aspergillus nidulans
(Colabardini et al., 2014); (VI) MgT05196 de Meyerozyma
guilliermondii (Wang et al., 2015) e (VII) o Xylh de Debaryomyces
hansenii (Ferreira et al., 2013). Todos ostransportadores citados
permitiram que cepas de S. cerevisiae sem 0s transportadores HXTs
transportassem xilose. Por outro lado, mais de 80% dos genes
pesquisados anotados como supostos ou conhecidos transportadores de
aclcar ndo eram funcionais em S. cerevisiae, provavelmente devido a
misfolding ou localizacdo imprépria na célula.

Enquanto a maioria destes transportadores funcionais mostraram
preferéncia por glicose sobre a xilose, apenas dois foram caracterizados
como transportadores especificos de xilose. Dentre estes, 0 An25 e o
Xyp29 se mostraram como facilitadores de xilose, sem atividade de
transporte de glicose (Du et al., 2010). O GXS1 foi o primeiro
glicose/xilose H* simporte de levedura relatado que poderia transportar
xilose contra o gradiente de concentragdo (Leandro et al., 2006) e, como
esperado para este tipo de transportador, tinha uma elevada afinidade
para a Xxilose em comparacdo com outros transportadores, porém, a
atividade de transporte era muito lenta e a afinidade para glicose foi
maior do que para a xilose. Além disto, em todos os casos, as atividades
de transporte desta pentose por estes transportadores heterélogos eram
muito baixos para melhorar drasticamente a produtividade da co-
fermentacdo (Du et al., 2010; Ferreira et al., 2013; Runquist et al., 2010;
Young et al., 2012). Assim, a maioria dos transportadores heterélogos
clonados foram néo funcionais, ineficientes, instaveis ou ndo especificos
para xilose.
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Diante disto, o principal desafio que permanece até o momento,
estd em encontrar um transportador que combine especificidade e
eficiéncia no transporte de xilose e supere a preferéncia por glicose
quando expresso em S. cerevisiae.

1.6 — A utilizagéo direta de celobiose e xilobiose por Saccharomyces
cerevisiae

Como bem sabemos, a celobiose ¢ um dimero de D-glicose
ligadas por uma ligacdo B(1-4) (Mcbride et al., 2005). As B-glicosidases
hidrolisam celobiose para produzir duas moléculas de glicose
disponiveis para fermentagdo (Kaplan, 1965). J& a xilobiose é um
dissacarideo de D-xilose, também ligadas por P(1-4), formada pela
hidrélise da molécula de xilana através da atividade das xilanases e pela
atividade da enzima B-xilosidase é possivel se obter os mondmeros de
xiloses para serem fermentados (Whistler & Richards, 1970). Porém,
esta digestdo enzimatica necessaria para liberagdo dos monémeros finais
glicose e xilose, elevam os custos do processo diminuido, assim, a
viabilidade da producéo do etanol 2G.

Pensando nisto, uma estratégia para contornar esse problema seria
a utilizacdo direta dos dissacarideos celobiose/xilobiose, evitando a
Gltima etapa desta digestdo, o que tornaria 0 processo menos caro. Por
outro lado, a construgdo de leveduras capazes de transportar e digerir
internamente celobiose/xilobiose surge, também, como uma nova
estratégia para superar o desafio da competicdo pelo transporte entre
glicose e xilose eliminando a problematica da utilizacdo sequencial
desses aclcares. Para isto, duas estratégias seriam possiveis (Figura 10):
O transporte direto de celobiose para dentro da célula para ser
hidrolisada intracelularmente, assim, a xilose seria transportada de
forma eficiente mesmo por transportadores com preferencia por glicose;
ou o transporte direto de xilobiose com hidrdlise intracelular,
eliminando a competigdo da mesma forma que a proposta anterior. Além
disto, estas estratégias aliviariam outros problemas encontrados na co-
utilizacdo de glicose e xilose como: (1) a acumulacdo de glicose no meio
extracelular, que causa a inibi¢do da B-glicosidases, que por sua vez
resulta na acumulagdo de celobiose e, portanto, provoca a inibi¢do de
celulases; (2) o acumulo de xilose no meio extracelular que inibe a
atividade da B-xilosidase impedindo a degradacdo e consumo da
xilobiose (Belinchén & Gacendo, 2003; Freer et al., 1990; Fujii et al.,
2011; Haetal., 2011).
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Figura 10 — Estratégias para co-fermentacdo simultanea de celobiose, xilose,
xilobiose e glicose, sem repressdo pela glicose. A via de assimilagcdo de
celobiose (celodextrina) consiste em um transportador de celodextrina e uma f3-
glicosidase intracelular. A via de assimilacdo da xilobiose consiste em um
transportador de xilobiose e uma B-xilosidase intracelular, além das enzimas
xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e xilulocinase (XKS1).
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Fonte: Este trabalho.

Porém, assim como em xilose, a S. cerevisiae é incapaz de utilizar
diretamente celobiose e xilobiose, por ndo possuir transportadores e
enzimas necessarias para este processo. Duas estratégias tém sido
realizadas, para habilitar a utilizacdo de celobiose por levedura
industriais: (1) metabolizacdo da celobiose derivada da hidrolise parcial
da celulose pela endoglucanase e exoglucanase seguida pela hidrolise
extracelular por B-glicosidases secretadas ou exibidas na superficie do
micro-organismo; (2) metabolizar celobiose intracelularmente a partir de
hidrélise parcial de celulose usando um transportador e uma [-
glicosidase intracelulares (Li et al., 2010; Vinuselvi e Lee, 2011). No
entanto, a assimilacdo da celobiose intracelularmente tem sido
considerada como a estratégia mais promissora para superar os gargalos
de uma hidrolise extracelular como descritos acima (Ha et al., 2011,
Vinuselvi e Lee, 2012, 2011).
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Engenheirar o metabolismo intracelular de celobiose (imitando o
modelo que é mais encontrado na natureza) em micro-organismos
industriais como Saccharomyces cerevisiae, tém sido recentemente
realizado. Galazka e colaboradores (2010) relataram a expresséo
funcional dos transportadores de celodextrina (CDT-1 e CDT-2) do
fungo N. crassa em S. cerevisiae, com fermentacdo de celobiose por co-
expressdo de CDT-1 e p-glicosidase intracelular (GH1-1) também de N.
crassa. Depois deste trabalho, varios outros estudos semelhantes foram
realizados, buscando otimizar ainda mais a utilizacdo de celobiose por S.
cerevisiae, porém, a maioria deles utilizaram CDT-1 de N. crassa
(Eriksen et al., 2013; Ha et al., 2013a; Nan et al., 2014; Sen et al.,
2015).

Por outro lado, poucos trabalhos tém abordado a expressdo
funcional de transportadores de celodextrina proveniente de outros
fungos. Sadie e colaboradores (2011) e Ha e colaboradores (2013b)
relataram expressGes em S. cerevisiae de transportadores funcionais de
celodextrinas provenientes de K. lactis (LAC12) e Sc. stipitis (HXT2.4),
respectivamente, ambas transformantes com observavel produgdo de
etanol. Além disso, Bae e colaboradores (2014) compararam Vvarios
transportadores de celodextrina provenientes de N. crassa, Trichoderma
reesei, Penicillium chrysogenum e Thielavia terrestris e 0s expressaram
funcionalmente em S. cerevisiae. Como resultado, a S. cerevisiae
expressando o transportador de P. chrysogenum, bem como a B-
glicosidase de T. terrestris, apresentaram o melhor desempenho de
fermentacdo de celobiose quando comparado & linhagens de S.
cerevisiae que expressavam CDT-1 e B-glicosidase de N. crassa.

Embora a maioria dos trabalhos a cima citados, tenham
apresentados bons resultados com notéveis utilizagfes de celobiose, o
rendimento de etanol e a eficiéncia na fermentagdo com este aglcar nao
foi elevado o suficiente para tornar este método vantajoso em escala
industrial, sendo ainda necessarios mais trabalhos para melhorar a
utilizaglo direta de celobiose por S. cerevisiae (Du et al., 2012).

No caso da xilobiose, alguns transportadores e B-xilosidases ja
foram identificados em algumas espécies de bactérias (Jiang et al., 2004;
Qian et al., 2003; Tsujibo et al., 2004), porém, até 0 momento, apenas
poucos trabalhos demonstraram a utilizacdo direta de xilobiose por S.
cerevisiae. O primeiro exemplo de utilizacdo direta de xilobiose foi
relatado em 2011 por Fujii e colaboradores. Eles demonstraram a
expressdo de uma [B-xilosidase intracelular proveniente de T. reesei,
numa linhagem de S. cerevisiae contendo as enzimas para a
metabolizacdo de xilose (XR-XDH), tornando-a apta a hidrolisar xilo-
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oligossacarideos em xilose e produzir etanol. Até 0 momento, ndo foram
relatados transportadores de xilo-oligossacarideos em S. cerevisiae, mas,
segundo os autores, os dados sugerem que S. cerevisiae possui um
sistema de transporte de xilo-oligossacarideos, que poderiam estar
acontecendo pelos transportadores de maltose AGT1 e MALX1. Estes
transportadores, sdo conhecidos transportadores de sacarose e
inicialmente  identificados como  transportadores mono  ou
oligossacarideos. Em um outro trabalho realizado por Li e colaboradores
(2015), o conhecido transportador de celodextrinas (CDT-2) foi descrito
como um eficiente transportador de Xilo-oligossacarideos, permitindo
uma melhora na produgdo de etanol a partir da mistura das fracGes
hemicelulésicas juntamente com glicose e sacarose, quando expresso em
S. cerevisiae juntamente com [-xilosidases intracelulares (GH43-2 e
GH43-7) também provenientes de N. crassa. No entanto, a velocidade
de consumo de xilo-oligossacarideos por estas recombinantes,
permanecem bastante lenta e, portanto, as linhagens precisariam ser
melhoradas para futuras aplicagdes industriais.

Pensando nisso, um recente trabalho realizado por Zhang e
colaboradores (2017) identificou 3 promissores transportadores,
ortdlogos ao CDT-1 e CDT-2, proveniente de outros fungos, que
poderiam ser usados como alvo para explorar a utilizacdo mais rapida de
xilo-oligossacarideos. Destes transportadores, o ST16 isolado de
Trichoderma virens foi 0 que apresentou maior vantagem em relagéo ao
CDT-2, incluindo o fato de ser um transportador especifico de xilo-
oligossacarideos com boa localizagdo da membrana e que permitiu um
crescimento aerébio mais rapido. Por outro lado, este ndo melhorou a
utilizacdo anaerébica destes aclicares em comparacdo com CDT-2.
Dadas as propriedades superiores deste transportador, foi realizada em
seguida uma evolucdo direcionada mediada por CRISPR-Cas9, na
tentativa de melhorar ainda mais a eficiéncia na utilizacdo de
xilodextrinas. No entanto, devido ao crescimento das col6nias mutantes
também em xilose, ndo foi possivel isolar os transportadores evoluidos
apenas para xilo-oligossacarideos.

Dessa forma, assim como para celobiose, a utilizacdo direta de
xilobiose por S. cerevisiae ainda necessita de mais trabalhos que possam
tornar este processo industrialmente viavel.
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1.7 — Regulacao transcricional e pés-traducional de transportadores
de aclicares em S. cerevisiae.

A glicose serve como a principal fonte de carbono e energia em
uma infinidade de organismos e micro-organismos (Rolland et al., 2001,
Towle et al., 2005). Em S. cerevisiae a glicose é a fonte de energia
preferida e em funcdo disso, as funcBes celulares sdo finamente
reguladas por ela (Gancedo, 1998; Carlson, 1999). Leveduras como S.
cerevisiae, na presenca de altas concetracdes de glicose, preferem
fermentar em vez de oxidar este aglcar, mesmo quando 0 oxigénio é
abundante (Crabtree, 1929; Lagunas, 1979) e como a producdo de ATP
por fermentacdo é ineficiente, as células de levedura metabolizam
vigorosamente a glicose disponivel para atender as demandas de ATP
celular (Lagunas, 1986). Eles fazem isso aumentando a absorcdo de
glicose através de transportadores de glicose (HXTs) e é por isto que
nestas leveduras o transporte de glicose € tdo eficiente (Johnston & Kim,
2005; Rolland et al., 2001).

Para lidar com as mudancas na disponibilidade de glicose, S.
cerevisiae expressa pelo menos seis membros da familia transportadora
de glicose com diferentes afinidades para a glicose (HXT1, 2, 3,4, 6 e 7)
(Boles & Hollenberg, 1997; Reifenbergeret al., 1995), assim, as células
de leveduras detectam a glicose extracelular em uma ampla faixa de
concentracdo e expressam apenas 0s transportadores mais adequados
para a quantidade de glicose disponivel no meio (Gancedo, 2008; Horak,
2013). Dessa forma, transportadores de glicose de baixa afinidade como
HXT1 e HXT3 (K, 40-100 mM) sdo expressos em altas concentracfes de
glicose e desaparecem da membrana com baixa concentracdo de glicose;
transportadores de glicose de afinidade moderada como HXT4 e HXT5
(Kiy 10-15 mM) apresentam um comportamento de expressdo variado; e
os transportadores de alta afinidade como HXT2 e HXT7 (K, 1-3 mM)
sdo estritamente expressos a baixas concentracfes de glicose
(Kruckeberg,1996; Reifenberger et al., 1997; Ozcan & Johnston 1999).

A expressdo dos varios genes HXTs é controlada pelo repressor
RGT1 que, na auséncia de glicose recruta SSN6-TUP1 de forma
dependente de MTH1 formando um complexo repressor que inibe a
expressdo de genes alvo (HXTs e HXK2) ao se ligar em suas regides
promotoras (Figura 11). STD1 é um paralogo de MTH1, mas tem pouco
efeito na regulagdo da funcdo RGT1 (Kim et al., 2003; Schmidt et al.,
1999; Ozcan et al., 1996; Kim, 2009). Assim, os genes HXTs sdo
induzidos por trés principais caminhos sinalizados pela presenca de
glicose (RGT2/SNF3, SNF1/MG1 e cAMP-PKA) que convergem para
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inativar o repressor RGT1 (Figura 12) (Rolland et al., 2002; Kim et al.,
2013).

Figura 11 — MTH1 é necessério para a formacdo do complexo RGT1/SSN6-
TUP1 que leva a repressdao da expressdo dos genes HXTs. De fato, sua
inativacdo € critica para absorgéo e metabolismo de glicose.
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Fonte: Adaptado de Pasula et al. (2010)

A via dos sensores RGT2/SNF3 ¢ ativada por diferentes niveis de
glicose, presumivelmente devido as suas diferentes afinidades pela
glicose. RGT2 ¢é ativado por altos niveis de glicose e gera um sinal que
estimula a expressdo de transportadores de baixa afinidade por glicose.
SNF3 gera um sinal de resposta a baixos niveis de glicose, o que
estimula a expressao de transportadores de glicose de alta afinidade. De
forma geral, a ligacdo da glicose aos sensores RGT2/SNF3, induz uma
mudanga na sua conformac&o, que ativa YCK1/2 (Yeast casein kinase 1),
que por sua vez catalisa a fosforilagdo de MTH1 e STD1. Esta
fosforilagdo marca MTH1 e STDl1para ubiquitinacdo pela ubiquitina
proteina ligase (SCF®™) e subsequente degradacéo pelo proteasoma,
permitindo assim, a expressao dos genes HXTs (Figura 12) (Moriya &
Johnston, 2004; Pasula et al., 2010).

A via SNF1/MGL é ativada através de uma cascata de sinalizaco
iniciada com o transporte da glicose através da membrana plasmaética e
sua subsequente fosforilacdo pela hexoquinase (HXK2). Com a captagéo
e fosforilacdo da glicose, 0 complexo proteina-fosfatase REG1-GLC7 é
ativado e, por sua vez, desfosforila tanto a proteina-quinase SNF1
quanto o repressor MG1. Enquanto estiver fosforilada, a SNF1 se
mantém ativa e fosforila 0 MG1, inativando-0. No entanto, quando
desfosforilada, SNF1 é inativada permitindo a ativacdo do repressor
MG1. Um vez ativo, 0 MG1 se liga na regido reguladora de varios
genes, dentre eles 0 MTHL1, reprimindo suas expressdes. Uma vez ndo
expresso, 0 MTH1 nédo colabora com o complexo RGT1/SSN6-TUP,
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desbloqueando a repressdo dos genes HXTs. Por outro lado, a ativagdo
do repressor MG1 também impede o blogueio da expressdo dos genes
HXTs ao recrutar o co-repressor SSN6-TUP impedindo assim, que ele
colabore com o complexo RGT1 (Figura 12) (Gancedo, 1998; Jiang &
Carlson, 1996; Ludin et al., 1998).

Figura 12 - Diagrama esquema@tico entre as trésvias de sinalizagéo de glicose na
levedura (RGT2/SNF3, SNF1/MG1 e cCAMP-PKA).
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Fonte: Adapatado de Kim et al. (2013)

Outra via de sinalizagdo por glicose é através do receptor Gprl,
uma proteina da membrana plasmatica acoplado a proteina Gpa2 que é
requerida para a ativagdo da via da PKA dependente de AMPc (Figura
12) (Gancedo, 2008). Depois de ativa a PKA fosforila o RGTL,
resultando na dissociacdo do complexo RGT1-MTH1-SSN6-TUP1 e,
consequentemente, reexposi¢cdo dos promotores HXTs. Essa fosforilagédo
do RGT1 por PKA ndo ocorre até que o complexo repressor RGT1-
MTH1/STD1-SSN6-TUP1 seja interrompido, sugerindo que os sitios de
PKA em RGT1 estdo disponiveis para a fosforilacdo apds a degradacédo
de MTHL1 induzida pela glicose (Jouandot et al., 2011; Kim & Johnston,
2006; Ray et al., 2013). A expressdo do gene SNF3 é reprimida pela via
SNF1-MG1 em niveis elevados de glicose, permitindo que o SNF3
funcione somente em condi¢des de baixas concentracdes de glicose
(Kaniak et al., 2004).
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Além desta fina regulacdo dos genes HXTs, a glicose também
controla a expressdo de transportadores de outras fontes de carbono.
Tudo isso para garantir que a glicose seja usada em prioridade quando
disponivel. Assim, quando a glicose esta presente no meio, provoca a
repressdo de muitos genes envolvidos no metabolismo de outros
acucares. No caso da maltose e da galactose, a repressdo catabdlica é
mediada principalmente pela via do repressor MG1, que se liga na
regido promotora desses genes impedindo suas transcri¢cdes (Medintz et
al., 1996; Horak e Wolf, 1997).

Além de uma regulacdo transcricional da expressao dos genes de
transportadores, existe uma outra via em S. cerevisiae que é conectada a
essa, onde a glicose também é mediadora através de regulacdo pos-
traducional. Nessa via, 0s transportadores sdo removidos da membrada
através de uma complexa cascata de sinalizagdes, onde a ubiquitinacdo
serve como um sinal importante para a endocitose da proteina e, em
alguns casos, ela parece atuar de forma redundante com outros sinais
(Finley et al., 2012).

A conjugagdo da ubiquitina ao alvo, envolve uma cascata das
enzimas ubiquitina ligases E1-E2-E3 (Figura 13) (Snowdon et al.,
2012). A ubiquitina é tipicamente ligada a proteina alvo através de uma
ligacdo entre o grupo amino de um substrato de lisina e a parte carboxi-
terminal da ubiquitina (Finley et al., 2012). Embora uma Unica molécula
de ubiquitina seja suficiente para promover a endocitose, multiplas
monoubiqutina¢bes, bem como, poliubiquitina¢fes de cadeias curtas,
aceleram a velocidade de endocitose em graus que vdo depender do
substrato (Figura 13) (Galan e Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et
al., 1999).

Em S. cerevisiae, a ubiquitinacdo de transportadores de aglcares
acontece mediada por uma ubiquitina ligase RSP5 (E3) (O’Donnell et.
al., 2015). As RSP5 catalisam a formacéo de ligacOes isopeptidicas entre
grupos amino de residuos de lisina nas proteinas substrato e o grupo
carboxil ativado da ubiquitina (Finley et al., 2012). O seu recrutamento
acontece — na maioria das proteinas integrais de membrana — através de
uma familia de proteinas adaptadoras de endocitose chamadas a-
arrestinas (também conhecida como ARTS). Em S. cerevisiae, esta
familia é composta por 14 membros, caracterizados por um dominio N-
terminal de carga-ligagdo e uma extensdo C-terminal de ligacdo aoc RSP5
contendo varios motivos PPxXY (Figura 14) (Nikko & Pelham 2009). As
RSP5 associam-se a membrana plasmatica (MP) através do seu dominio
C2 de ligacdo e contém dominios WW, caracterizados pela presenca de
dois residuos de triptofano altamente conservados, que interagem
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diretamente com os motivos PPxY das ARTs (Figura 14) (Lin et al.
2008; Leon and Haguenauer-Tsapis 2009; Nikko and Pelham 2009).

Figura 13 — Cascata das enzimas ubiquitina ligase para conjugacdo da
ubiquitina ao residuo de lisina (K) alvo: a ubiquitina é ativada por E1 em um
passo dependente de ATP, transferida para o sitio ativo cisteina em uma enzima
conjugadora de ubiquitina (E2) e ligado covalentemente as proteinas do
substrato. A selecdo do substrato depende de ubiquitina ligases (E3). A
conjugagdo de wuma Unica molécula de ubiquitina gera proteinas
monoubiquidadas. Repetidas rodadas de ativacdo e conjugacdo de ubiquitinas
levam as proteinas multi ou poliubiquidadas.
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Fonte: adaptado de Finley et al. (2012)

Figura 14 — Modelo para a endocitose de transportadores mediada por a-

arrestina (ARTS). As ARTs cooperam para mediar o recrutamento de RSP5 para

os transportadores que serdo ubiquitinados e subsequentemente endocitados.
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Fonte: adaptado de Sen et al. (2015)
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Véarios membros da familia de transportadores HXTs em S.
cerevisiae sdo endocitados apds exposicdo e transporte de glicose
extracelular (sob diferentes concentracdes deste aglcar), através da sua
interagdo com oa-arrestinas especificas e subsequente ubiquitinagdo por
RSP5 (O’Donnell et. al., 2015; Nikko et al., 2008; Roy et al., 2014).

As modificacOes de leveduras como S. cerevisiae, para melhorar a
utilizacdo de pentoses € vital para a produgdo de etanol hemiceluldsico.
Embora os transportadores de hexose enddgenos (HXTs) possam ser
manipulados para o transporte especifico de pentoses, eles continuam
sujeitos a degradacdo regulada pela glicose (Gongalves et al., 2014;
Hamacher et al., 2002; Nijland et al., 2016). Portanto, na auséncia de
glicose ou quando a glicose é esgotada do meio, algumas proteinas
HXTs com alta capacidade de transporte de xilose sdo rapidamente
removidas da membrana citoplasmatica e degradadas (Nijland et al.,
2014; Roy et al., 2014; Snowdon & van der Merwe, 2012).

Trabalhos recentes tém demonstrado que, transportadores de
baixa afinidade como HXT1, HXT36 (variante HXT3) e HXT5, que
normalmente sdo endocitados da membrana com a deplecdo da glicose
no meio, obtiveram uma melhora em suas permanéncias na membrana
citoplasmatica na auséncia de glicose, apos a substituicdo de residuos de
lisinas na porcdo N-terminal do transportador, havendo, como
consequéncia, uma melhora na fermentacdo de xilose apds o
esgotamento da glicose e quando as células foram cultivadas em xilose
como Unica fonte de carbono (Nijland et al., 2016; Roy et al., 2014).

Em um outro trabalho, Sen e colaboradores (2016) demonstraram
que residuos de lisinas localizados no dominio C-terminal do
transportador de celobiose CDT-2 de N. crassa, Sd0 necessarias para
uma eficiente endocitose dessa proteina quando clonada em S.
cerevisiae. Isso foi provado através da construcdo de uma versdo
truncada do gene (sem a porcdo C-terminal da proteina), onde foi
possivel evidenciar suas localizagbes quase que exclusivamente na MP,
com um consequente aumento do consumo de celobiose e producao de
etanol na levedura recombinante, indicando que a endocitose desses
transportadores exercem um efeito limitante de velocidade de utilizagdo
da celobiose.

Neste sentido, parece que a expressdao de transportadores
heterélogos em S. cerevisiae, também sdo suscetiveis a degradacdo por
ubiquitinagdo da mesma maneira que os transportadores enddgenos
HXTs. Assim, essa nova abordagem de engenharia de transportadores
em S. cerevisiae pode ser interessante, também, para transportadores de
xilose heter6logos que vém sendo expressos nessa levedura.
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1.8 - Espécies de leveduras fermentadoras de xilose e/ou hidrolisado
de biomassa vegetal

Diferente de S. cerevisiae, existem varias leveduras que
conseguem naturalmente utilizar acglcares como xilose e os demais
oligossacarideos presentes no hidrolisado lignocelulésico.

Scheffersomyces shehatae foi a primeira levedura fermentadora
de xilose identificada, descrita pela primeira vez em 1983 por du Preez e
colaboradores. A partir de entdo, varias outra espécies espécies como:
Candida intermedia, Candida jeffriesii, Candida shehatae, Candida
succiphila, Debaryomyces hansenii, Hansenula  polymorpha,
Kluyveromyces marxianus, Pichia tannophilus, Candida tropicalis,
Brettanomyces  naardenensis, Pachysolen tannophilus, Pichia
segobiensis, Pichia stipitis e Candida tenuis também foram descritas
como capazes de crescer e fermentar xilose com diferentes graus de
rendimento de etanol, sendo que esta ultima também apresentou boa
capacidade fermentativa em celobiose (Hahn-Hagerdal et al., 1994;
Jeffries, 1981; Tavares et al., 2000; Ryabova; Chmil & Sibirny, 2003;
Stambuk et al., 2003; Toivola et al., 1984).

Estas leveduras foram isoladas de varios locais que geralmente
sdo ricos em acucares, incluindo exsudados de arvores, intestinos de
insetos perfuradores de madeira, além de madeira, frutas em
decomposicdo e residuos agricolas ou agroindustriais (Toivola et al.,
1984; Nigam et al., 1985; Suh et al., 2003; Rao et al., 2006; Cadete et
al., 2009; Lara et al., 2014).

A levedura Sc. stipitis, anteriormente conhecida como Pichia
stipitis (Kurtzman e Suzuki, 2010), ¢ uma das melhores espécies
fermentadoras de xilose encontradas na natureza, capaz de produzir altos
niveis de etanol a partir deste agucar (Du Preez et al., 1986, 1989;
Nigam, 2001), além disto, é também capaz de fermentar uma ampla
variedade de acucares contidos na biomassa lignocelulésica
(Balagurunathan et al., 2012).

Novas espécies do género Spathaspora foram descritas nos
ultimos anos. Dentre elas estdo as espécies: Spathaspora passalidarum,
Spathaspora arborariae, Spathaspora allomyrinae, Spathaspora
brasiliensis,  Spathaspora  suhii, Spathaspora roraimanensis,
Spathaspora xylofermentans, que sdo capazes de produzir etanol a partir
de xilose (Nguyen, et al, 2006; Cadete et al, 2009; Cadete et al. 2013;
Wang et al., 2016), com destaque para as espécies Sp. passalidarum e
Sp. arborariae. A primeira foi isolada do intestino de besouros que se
alimentam de madeira (Nguyen et al., 2006) e a segunda foi isolada a
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partir da madeira em decomposicdo de duas diferentes localidades do
Brasil (Cadete et al., 2009). Além de suas reconhecidas capacidades de
producdo de etanol por meio da fermentacdo de xilose, estas também
foram capazes de fermentar hidrolisados lignocelulésicos do bagaco de
cana-de-agUcar e da palha de arroz com a vantagem de serem tolerantes
a compostos inibidores gerados a partir da hidrélise desta biomassa
(Cadete et al., 2012, 2013; Da Cunha-Pereira et al., 2011; Nguyen et al.,
2006). Em recente estudo, Hou e colaboradores (2012), demonstram que
a Sp. passalidarum foi capaz de converter Xilose em etanol em
condigdes anaerdbicas com eficiéncia superior aquela observada em Sc.
stipitis (que até entdo era a melhor espécie fermentadora de xilose
encontrada na natureza), com menor acumulo de xilitol (Du Preez et al.,
1986, 1989; Nigam, 2001; Toivola et al., 1984). Além disto, esta
também foi capaz de co-fermentar misturas de glicose e xilose e tambhém
glicose, xilose e celobiose, aléem de hidrolisados, em condigdes de
restricdo de oxigénio (Long et al., 2012).

Uma outra espécie de levedura, denominada Meyerozyma
(Pichia) guilliermondii foi isolada de varios ambientes (Capriotti e
Ranieri, 1964; De Araujo et al., 1995; Diriye et al., 1993; Guo et al.,
2012; Sibirny, 1996), incluindo madeira em decomposicdo (Cadete et
al., 2012). Esta espécie também é reconhecida por ser boa produtora de
etanol a partir de xilose (Matos et al., 2013; Rao et al., 2004,
SREENATH e JEFFRIES, 2000) e, recentemente, uma cepa que foi
isolada do caldo de cana, apresentou capacidade em fermentar
hidrolisado de bagaco de cana (Martini et al., 2016).

Apesar destes micro-organismos ndo serem robustos o suficiente
para suportarem a presenca de inibidores de uma fermentacéo industrial,
elas podem fornecer seus genes de enzimas e/ou transportadores para
modificar linhagens S. cerevisiae industriais, que ndo possui a
capacidade de fermentar todos estes carboidratos presentes na biomassa
vegetal (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Wohlbach et al., 2011).

Pensando nisso, o presente trabalho decidiu analisar os genomas
de leveduras com reconhecidas capacidades fermentativas em xilose
e/ou hidrolisado de biomassa vegetal. As espécies Sc. stipitis, Sp.
passalidarum e Sp. arborariae, além de outras linhagens promissoras
como C. tropicalis e M. guilliermondii, foram escolhidas para a busca de
genes para possiveis transportadores e/ou enzimas que pudessem
contribuir para a construcdo de uma linhagem de S. cerevisiae
recombinante, apta a utilizar de forma eficiente e industrialmente viavel,
aclcares como xilose, xilobiose e celobiose.
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2 —OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral expressar novos
transportadores e enzimas que permitam a utilizacdo eficiente dos
carboidratos presentes em hidrolisados de biomassa lignoceluldsica por
S. cerevisiae, visando a producdo industrial de etanol 2G.

2.2 - Objetivos Especificos

-ldentificar e expressar genes para transportadores de aglcares
provenientes de leveduras fermentadoras de xilose: uma linhagem de S.
cerevisiae hxt-nula foi utilizada para clonar transportadores de xilose a
partir de uma biblioteca genémica de Sc. stipitis ou a partir dos genomas
sequenciados das leveduras Sp. passalidarum; Sp. arborariae e M.
guilliermondii.

-Desenvolver estratégias para otimizar a funcionalidade de
transportadores heter6logos em S. cerevisiae: além de modelagem e
docking in silico das proteinas transportadoras, foi avaliada a estratégia
de truncagem dos transportadores, removendo residuos de lisina
passiveis de ubiquitinagdo, para promover uma maior estabilidade dos
transportadores na membrana de S. cerevisiae.

-ldentificar e clonar genes que codificam transportadores e
enzimas que possam tornar S. cerevisiae apta a utilizar xilobiose e
celobiose: foram identificadas e clonadas enzimas com atividade f-
glicosidase ¢ B-xilosidase intracelular, além de transportadores de
celobiose a partir dos genomas de Sp. passalidarum, M. guilliermondii e
C. tropicalis.
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3 —MATERIAL E METODOS
3.1 - Leveduras utilizadas e meios de cultura

Para o presente estudo, foram utilizadas as linhagens de S.
cerevisiae de laboratorio descritas na Tabela 8. A linhagem DLG-K1 é
referida como linhagem hxt-nulo, por ndo apresentar os principais
transportadores de hexose (hxtl-hxt7A e gal2A) e, portanto Ser incapaz
de crescer em meios contendo glicose ou xilose. Ela possui em seu
genoma as enzimas necessdrias para 0 metabolismo de xilose
(XR/XDH/XK) e foi escolhida como plataforma para expressdo de
novos possiveis transportadores de xilose. A linhagem ASY-3 é
isogénica a DLG-K1, mas possui 0 gene PHO13 deletado de seu
genoma (phol3A). A linhagem CMY1050 é uma cepa deletada dos
transportadores da familia MAL e, portanto, ndo cresce em maltose e
outros o-glicosideos. Esta foi escolhida para testar possiveis
transportadores de xilo-oligossacarideos. A linhagem CENPK2-1C
possui varias marcagdes auxotrdficas e foi escolhida para expressar, ao
mesmo tempo, plasmideos com marcagdes diferentes.

Para os cultivos foram utilizados meio rico YP (1% de extrato de
levedura e 2% de bacto-peptona), meio sintético Drop-out (0,67% de
base nitrogenada, acrescido de 0,192% de Drop-out, contendo todos 0s
aminoéacidos requeridos e sem a base nitrogenada uracila ou triptofano
ou ambos, de acordo com a necessidade — todos da Sigma-Aldrich). A
estes meios foram adicionados 2% de maltose, glicose, xilose, frutose ou
galactose como fontes de carbono. O pH do meio foi ajustado para 5,0
com HCI ou NaOH. Quando necessario, foram adicionados ao meio 2%
de bacto-agar e/ou 0,5 mg/L de Aureobasidin A (Takara Bio, Kyoto,
Japan). Os meios foram esterilizados por autoclave a 120 °C por 20 min
ou por filtragdo com membranas de nitrocelulose com 0,22 um de
porosidade. Os crescimentos foram realizados a 28 °C com agitacdo
orbital de 160 RPM.

A bactéria Escherichia coli DH5a foi usada para propagagio dos
plasmideos recombinantes. Para seus cultivos, foram crescidas a 37 °C,
em meio Luria Bertani (10% triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5%
de cloreto de sédio, pH 7,5) suplementado, quando necessario, com
ampicilina (100 mg/L) e/ou 1,5% de bacto-agar.
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Tabela 8- Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Fonte ou
Cepa Genbtipo referéncia
MATa hxtlA::HIS::Ahxt4 hxt2A::HIS3
DLGK1 hxt34::LEU2::hxt6 hxt5::LEU2 hxt7::HIS3 gal24 Gongalves et al.,
ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2 SUC2 2014
AUR1::pAUR-XKXDHXR
CMY1050 MATa MALG6IA::HIS3 MALI2 MALI3 GAL leu2 Medintz et al., 2000
ura3-52 lys2-801 ade 2-101 trp 1-463 his3-200
MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2- Entian & Kaétter,
CENPK2-1C 8c SUC2 1998
ASY-3 Isogénica a DLGK1, mas phol13A Dos Santos, 2016
BBY-SsHXT2.6 DLG-K1, pPGK-SsHXT2.6 de Sales et al., 2015
BBY-SsXUT1 DLG-K1, pPGK-SsXUT1 de Sales et al., 2015
BBY-SsQUP2 DLG-K1, pPGK-SsQUP2 de Sales et al., 2015
Linhagens construidas
DLG-GPD DLG-K1, p426-GPD Este trabalho
DLG-SpFRS1 DLG-K1, pPGK-SpFRS1 Este trabalho
DLG-SaRGT2 DLG-K1, p426-GPD-SaRG T2 Este trabalho
DLG-SaXUT1 DLG-K1, p426-GPD-SaXUT1 Este trabalho
DLG-SpXUT1 DLG-K1, pPGK-SpXUT1 Este trabalho
DLG-MgGET1 DLG-K1, p426-GPD-MgGET1 Este trabalho
ASY-SaXUT1 ASY-3, p426-GPD-SaXUT1 Este trabalho

DLG-tSaXUT1
DLG-tSpXUT1
DLG-tMgGET1
DLG-PAT1
CMY-CtCBT1
CMY-MgCBT2
CMY-HXT2.4
CENPK-GPD
CENPK-B2
CENPK-HB

CENPK-B2-MgCBT2
CENPK-B2-CtCBT1

DLGK1, p426-GPD-tSaXUT1

DLGK1, pPGK-tSpXUT1

DLGK1, p426-GPD-tMgGET1

DLGK1, p426-GPD-PAT1

CMY1050, p426-GPD-CtCBT1

CMY1050, p426-GPD-MgCBT2

CMY1050, p426-GPD-HXT2.4

CENPK2-1C, p426-GPD

CENPK2-1C, p424-GPD-SpBGL2

CENPK2-1C, p424-GPD-SpBGL2 e p426-GPD-HXT2.4
CENPK2-1C, p424-GPD-BGL2 e p426-GPD-MGxb
CENPK2-1C, p424-GPD-BGL2 e p426-GPD-CTxb

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
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3.2 - Condigdes de crescimento e fermentacdo em batelada

Para os ensaios de crescimento, as leveduras foram pré-crescidas
em meio sintético YNB sem uracila e/ou triptofano, contendo 2% de
maltose ou glicose, por 36 horas a 28 °C. Foram, entdo, centrifugadas a
5.000 g por 10 minutos em temperatura de 25 °C e lavadas duas vezes
com agua destilada estéril. As células foram usadas para inocular 50 mL
de meio estéril indicado. A biomassa inicial para os crescimentos foi
ajustada para 0,1 ou 0,5 g/L. Os experimentos foram realizados em
frascos de 250 mL, contendo 1/5 de seu volume ocupado pelo meio,
incubados em shaker com agitacéo rotacional a 160 rpm, a 28 °C por um
periodo de até 300 horas. Os parametros de crescimento foram
determinados através de coletas de amostras em tempos determinados e
medidas em espectrofotdmetro Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies)
a 600 nm para verificar o aumento de biomassa celular. A seguir, as
celulas foram removidas por centrifugacdo (5.000 g por 4 min) e 0s
sobrenadantes filtrados (0,45 um de porosidade) para determinacdo do
consumo de agucares e producdo de metabolitos.

Para as fermentacbes em batelada, as linhagens foram pré-
crescidas como descrito anteriormente e cultivadas em 500 mL de meio
sintético YNB, sem uracila e/ou triptofano, contendo 2% de maltose ou
glicose, conforme descrito anteriormente, até atingir uma concentragdo
de aproximadamente 1g/L de células. Em seguida, as células foram
centrifugadas e lavadas 2 vezes com agua destilada a 4°C e ajustadas
para uma concentragdo inicial de 10 g/L de células no meio de cultura
(YNB contendo marcacdo auxotrofica necessaria), com 20 g/L do
carboidrato de interesse, em um volume final de 20 ml, em frascos de 25
mL hermeticamente fechado. Os frascos foram submetidos a agitadores
magnéticos a 28 °C por 48 horas ou mais. Em tempos determinados,
foram removidos aliquotas de 500 uL, centrifugadas e os sobrenadantes
utilizados para determinar o consumo de agucares e producédo de etanol e
outros metabdlitos. Durante 0s experimentos, a densidade celular foi
monitorada através da medicdo da absorbancia a 600 nm.

3.3 - Quantificacdo de biomassa celular
A concentracdo de biomassa celular foi determinada por
espectrofotometria em comprimento de onda a 600 nm, empregando a

equacdo 1.

Ceetutar = AbSamostra - D. FC 1)
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Onde:

Ceeluiar = Concentragdo de biomassa celular na amostra em g/L;

D = Fator de diluigdo da amostra;

FC = Fator de converséo da absorbancia, para massa seca em g/L.

O Fator de conversdo foi calculado pela razéo entre a massa seca
de células, determinada por analise gravimétrica e a absorbancia da
cultura, determinada por espectrofotometria, empregando a equagao 2.

FC= X(g/L)/ (AbsAmostra . D) (2)

Onde:

FC = Fator de conversdo da absorbancia, para massa seca em g/L;
Xg) = Peso seco da massa de células em g/L;

ADbSamostra = Absorbancia a 600 nm;

D = Foator de diluicdo da amostra;

Para determinar o peso seco das células, foi feito um pré-cultivo
em meio YP com 2% de glicose ou maltose por 24 horas. Em seguida,
as células foram re-inoculadas em Erlenmeyers ocupando 1/5 de seu
volume com o0 meio idéntico ao pré-cultivo. Apdés 12 horas de
crescimento, a absorbdncia das culturas foram determinadas em
espectrofotdmetro a 600 nm, sendo aceito leituras de 0,03 a 0,25. As
amostras foram filtradas em membrana de nitrocelulose com 0,45 um de
porosidade, previamente secas e pesadas. O volume de amostra filtrada
foi alterado conforme a concentracdo de células da cultura, para se obter
valores entre 25 e 50 mg de células secas na membrana. As membranas
contendo as células foram lavadas 2 vezes com agua destilada e secas
em estufa a 70 °C por 24h. Apos a secagem, a massa de células foi
determinada em balanca analitica e a concentracdo em g/L foi calculada
de acordo com o volume filtrado, empregando a equacéo 3.

Xy = [(Mma — M) / V] . 1000 3)

Onde:

Mma = Massa, em gramas, da membrana contendo filtro apds secagem;
mm = Massa, em gramas, da membrana seca;

V = volume filtrado em mL.
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3.4 - Selecéo dos genes e construcao dos plasmideos

Para a busca de genes para possiveis transportadores e enzimas de
interesse, utilizamos a ferramenta bioinformatica BLASTp da NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Outras ferramentas on-line também
foram usadas para andlises adicionais: O alinhamento foi realizado
utilizando o programa de bioinformatica PRALINE com PSIPRED para
estrutura secundaria e HMMTOP v2.1 para predicdo de estrutura
transmembrana, depositados no servidor IBIVU
(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/) (Pirovano et al., 2008;
Pirovano & Heringa, 2010; Simossis et al., 2005). Para a verifica¢do da
presenca de peptideo sinal, no caso das enzimas, foi utilizado o
programa PHOBIUS/EMBL-EBI, disponivel em (http:
Ilwww.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/) (Kall et al., 2014). Para a
construcdo dos filogramas, foi utilizado o programa Phylogeny.fr,
disponivel em (http://www.phylogeny.fr/) (Dereeper et al., 2008).

Cada gene foi amplificado a partir do DNA genémico, utilizando
a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Para isto, 0s
DNAs genémicos foram extraidos a partir da cepa de S. cerevisiae de
interesse, utilizando-se o kit YeaStar™ Genomic DNA Kit (Zymo
Research). Cada um dos genes foram amplificados utilizando-se o0s
iniciadores (primers) listados na Tabela 9, contendo os sitios para as
enzimas de restricdo utilizadas, e utilizando-se a enzima
polimerase Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher). Os nimeros de
acesso no NCBI de todas as sequéncias amplificadas estdo listadas na
Tabela 10.

Os genes amplificados foram clonados nos sitios enzimaticos
presentes nos plasmideos de interesse (como mostra na Figura 15),
através de técnicas de digestdo e ligacdo enzimatica, utilizando enzimas
de restricdo e T4 DNA ligase, ambas da New England Biolabs (NEB).
Todos os plasmideos utilizados no presente trabalho foram de mdltiplas
copias, para expressdo de genes sob o controle de promotores
constitutivos como da fosfoglicerato quinase (PGK) ou do gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GPD), contendo os genes que completam a
auxotrofia da levedura URA3 ou TRP1 (sintese de uracila e triptofano
respectivamente), como exposto na Tabela 9. Todos os plasmideos
gerados estdo listados na Tabela 9.



http://www.phylogeny.fr/
https://www.neb.uk.com/
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Tabela 9 — Lista dos plasmideos utilizados e construidos e iniciadores

utilizados.

Plasmideo Descrissdo Fonte ou referéncia
pPGK URA3 PGK1p-PGK1t KANG et al.,1990
p426-GPD URA3 GPDp-CYCt ATCC® 87361TM
p424-GPD TRP1 GPDp-CYCt ATCC® 87357™

pPGK-SpFRS1

pPPGK-SpXUT1

p426-GPD-SaXUT1
p426-GPD-MgGET1
p426-GPD-SaRGT2

pPGK-tSpXUT1

p426-GPD-tSaXUtl
p426-GPD-tMgGET1

p426-GPD-HXT2.4
p426-GPD-AGT1
p426-GPD-MGxb
p426-GPD-CTxb
p426-GPD-PAT1
p426-GPD-SpBGL2
p424-GPD-SpBGL2

URA3 PGK1p-SpFRS1-PGK1t
URA3 PGK1p-SpXUT1-PGK1t
URA3 GPDp-SaXUT1-CYCt
URA3 GPDp-MgGET1-CYCt
URA3 GPDp-MgGET1-CYCt
URA3 PGK1p-tSpXUT1-PGK1t
URA3 GPDp-tSaXUt1-CYCt
URA3 GPDp-tMgGET1-CYCt

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

URA3 GPDp-HXT2.4-CYCt
URA3 GPDp-AGT1-CYCt
URA3 GPDp-MGbxCYCt
URA3 GPDp-CThxCYCt
URA3 GPDp-PATICYCt
URA3 GPDp-SpBGL2-CYCt
TRP1 GPDp-SpBGL2-CYCt

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Primer gni?)?ificado Sequéncia 5'- 3'
pPGK-XUT1-F AGATCGGAATTCAAGCTTATGCACGGAGGTTCAGACG
pPGK-XUT1-R SpXUTL GCCGGATCCGGCITAAGCACTGTCAGCATCAGC
XUT1t-f GGCGAATTCAAAATGCACGGAGGTTCAGACGG
XUT1t-R tSpXUTL GGCGGATCCAAAGTCAGAGTCTAATTCTTCTCCGCC
pPGK-T2-F SaXUT1 AGATCGGAATTCAAGCTTGGATCCATGCACGGAGGTTCAGATAGTAA
p426-SUT2-R GCCCTCGAGGTCGACCCCGGGGGCITAATCAGCATCAGCAACCTTTTC
SUT2t-F GCCGGATCCAAAATGCGTTTAGAAATCGCCGGTAAACC
SUT2t-R tSaxuTl GCCCTCGAGGTCGACATCAGAATCTAAGTCTTCTAATCCA
Mgl-F2 MgGET1 GGATCCCCCGGGATGGTAGCGTCAATCAAATC
Mgl-R GAATTCAAGCTTTTACTTCTTGACCTCCTTCT
tMg1-F GGATCCCCCGGGATGGTTGTTGAACAGGAACAACC
tMgGET1
tMg1-R CTCGAGAAGCTTACTAACTTCCGAGTGATCAG
pPGK-FRS-F SpFRSL TCGGAA TTC AAG CTTGGATCCATG TCA GGT ACA ATT AGC CCA AC
FRS-R CCCAAGCTTGGGCTA TTT AGT TAA AAA TCT CTTCAT

(continua na proxima pagina)



65

Tabela 9 — Lista dos plasmideos utilizados e construidos e iniciadores
utilizados. (continuagao)

Primer Sniz?ificado Sequéncia 5'- 3

pPGK-T6-F SaRGT2  ACGATCGGAATTCAAGCTTGGATCCATGTTCAAATTCCTAGAGCAAATA
p426-SUT6-R GCGCTCGAGGTCGACCCCGGGGGCITACTTTTGTTTITICTCTIGTTCTTG
Mguil-F MgCBT2 GGCGGATCCATGGTTTCCAATTCGTCTTCATACTGG

Mguil-R GGCAAGCTTTCA TAC TTT TTC AGC ATG TTC AAG CG

CTropic-F CICBT1  CGOC GAATTCAAAATGTCATCCAAAGATAATATCATCATCACTGAAG
CTropic-R GGCCTCGAGGTCGAC CTA GGC CAA TTT TTC AAC GTG ATC AAC C
AGT1p4x6-F AGT1 GACAAGCTTATGAAAAATATCATTTCA

AGT1p4x6-R GACCTCGAGTTAACATTTATCAGCTGC

HXT2.4-F HXT2.4  GGCGGA TCCAAAATGTCTGACAAACTTCACAACATCAAG
HXT2.4-R GGC CTCGAG GTCGAC ATAATCAGGTATAATTTA TTGACTAAAGCTTAG
BglSp2-F SpBGL2 GAATTCGTCGACATGACCGTGTCTGATTTCGATGTTG

BglSp2-R CTCGAGGTCGACCTAATTACCTTTCCAGAAGAAACTTTGATC

PATI1-F PAT1 GACGAATTCGGATCCATGGTGTCGCGGGCCGAGACG

PAT1-R GACAAGCTTTTACACCTGCGCACGCAGGTTATCG

Nota: As sequéncias em negrito indicam sitios para as enzimas usadas e as
sequéncias sublinhadas indicam a regido de homologia ao gene.

Tabela 10 — Listagem dos genes selecionados no presente trabalho e seus

nimeros de acesso no NCBI.

Acucar Gene Levedura fonte GenelD/GenBank
SaxuT1? Spathaspora arborariae AYLH01000110.1
SaRGT2? Spathaspora arborariae AYLH01000174.1
Xilose SpXUT1? Spathaspora passalidarum GL996500.1
SpFRS1? Spathaspora passalidarum XM_007373841.1
MgGET1? Meyrozyma guilliermondii XM_001485516.1
PAT1® Pseudozyma anterctica XM_014800838.1
HXT2.4? Scheffersomyces stipitis NC_009068.1
Xilobiose AGT1? Saccharomyces. cerevisiae NM_001181418.3
Celobiose ) sy Meyerozyma guilliermondii NW_001809800.1
CTbx? Candida tropicalis NW_003020058.1
SpBGle Spathaspora passalidarum XM_007377148.1

(continua na préxima pagina)
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Tabela 10 — Listagem dos genes selecionados no presente trabalho e seus
nimeros de acesso no NCBI. (continuagéo)

Aclcar Gene Levedura fonte GenelD/GenBank
SpBGLZb Spathaspora passalidarum XM_007375408.1
Xilobiose a
Celobiose SpCBT1 Spathaspora passalidarum XM_007371992.1
SpCBT2? Spathaspora passalidarum XM_007373407.1

Nota:  genes para transportadores, ° genes para enzimas.

Figura 15 — Esquema de construcdo dos plasmideos recombinantes. A partir da
levedura fonte de interesse, o gene € amplificado por PCR, gerando um médulo
de clonagem que contém os sitios para as enzimas de restricdo a montante e
jusante ao gene. Apoés a digestdo do mddulo e do plasmideo (vetor), com a
mesma combinacdo de enzimas, é gerado extremidades complementares entre
eles que servird para o perfeito encaixe gene/plasmideo, dando origem ao
plasmideo clone que sera propagado em E. coli e posteriormente transformado
na levedura.

Levedura
PCR

Digestdo
Enzimatica l
Ligagdo

I —

ho

Sitios para insercdo do  ———3
gene

Transformagdo

Levedura
Recombinante €

Fonte: Este trabalho.
3.5 - Transformacéo de bactérias e leveduras

Os plasmideos clones, foram propagados em bactéria E. coli
DH5a, através de transformacdo realizadas pelo método de cloreto de
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calcio ou por eletroporacdo (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Apo6s a
propagacdo, os plasmideos foram extraidos da bactéria através de
miniprep. Antes da transformagdo em leveduras, a correta inser¢do do
gene no plasmideo foi verificada por PCR, utilizando primers que se
anelavam no promotor e no final do gene, como mostra na Figura 16.
Além disso, foram realizadas digestdes com varias combinacdes de
enzimas, afim de verificar o correto tamanho do fragmento inserido.
Apobs a verificagdo da correta inser¢do do gene, os plasmideos
foram transformados em S. cerevisiae pelo método de acetato de litio
(GIETZ; WOODS, 1992). As linhagens transformantes selecionadas em
meio sintético completo sem uracila e/ou sem triptofano, com 2%
maltose. Apo6s a sele¢do das colbnias transformantes, os plasmideos
foram extraidos com o kit Yeast Plasmid Miniprep (Zymo Research),
para verificagbes da mesma forma como feita anteriormente (Figura

Figura 16 — Esquema de verificagdo da correta insercdo do gene no plasmideo.
Seta verde e vermelha indicam os pontos de amplificacéo utilizando os primers
“forward” e “reverse” respectivamente. Setas pretas indicam pontos de clivagem
de enzimas de restricdo, para diferentes combinacdes de verificacdo.

CLONE

Fonte: Este trabalho.
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3.6 - Analise de fragmentos de DNA em gel de agarose

Os fragmentos de DNA gerados por PCR ou digestdes
enzimaticas foram analisados através de seus perfis de migracdo em géis
de agarose. Para isto, foram submetidos a corridas eletroforéticas
empregando géis de agarose 1% (Sigma) em tampdo de TBE 0,5 X
(Sambrook; Russel, 2001) acrescidos com 2,5 pg/ml de brometo de
etideo. As corridas eletroforéticas foram realizadas utilizando tampé&o de
corrida TBE 0,5 X, a 75-100V por 40 a 60 minutos. Apos a corrida, 0
gel foi analisado e fotografado sob luz ultravioleta em fotodocumentador
Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System (BioRad). Para as analises
dos fragmentos de DNA foram utilizados marcadores de peso molecular
de DNA, como referéncia nas corridas eletroforéticas, de procedéncia da
New England Biolabs (NEB).

3.7 - Ensaio de transporte com **C-D-glicose e **C-D-xilose

Para esse ensaio, as células foram crescidas até a fase exponencial
(OD 600 nm 0,6-1,0), em seguida foram lavadas duas vezes com agua
destilada gelada e ressuspendidas em agua até uma concentracéo final de
cerca de 20 mg de massa seca/mL. As velocidades iniciais de absor¢édo
foram determinadas usando agticares marcados com **C: D-[U-*C]
xilose e D-[U-"*C] glicose (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido).
Em tubos Rohren de 5 mL, 20 uL. de tampao Tris/citrato 100 mM (pH
5,0) e 20 uL da suspensdo celular foram misturados e incubados durante
5 min a 25 ° C. A reagdo foi iniciada com a adigdo de 10 pL de agucar
radiomarcado (radioatividade especifica 102-104 cpm/nmol), em varias
concentraces, e foi interrompida ap6s 5 segundos por diluicdo vigorosa
com 5 mL de agua destilada a 4 °C. A suspensdo resultante foi
imediatamente filtrada através de membranas Whatman GF/C (2,5 cm
de diametro) e o filtro foi lavado duas vezes com 10 mL de agua
destilada gelada. O filtro foi entdo transferido para um frasco de
cintilacdo contendo 6 mL de cocktail de liquido de cintilagdo Wallac
OptiPhase 'HiSafe' 2 (Walla, Turku, Finlandia). A radioatividade foi
medida em um analisador de cintilagdo liquida Tri-CarbTM 1600 CA
(Packard, Downers Grove, IL, EUA). O ponto de tempo de controle (0
s) foi realizado de forma semelhante, mas a suspenséo celular foi diluida
com agua gelada antes da adi¢do do acucar marcado. Os parametros
cinéticos foram estimados por analise de regressdo ndo-linear Michael-
Menten usando o software Graphpad Prism 3.0.
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3.8 - Ensaio de Co-transporte

A atividade de préoton-simporte foi estimada pela determinagéo
das velocidades iniciais de influxo de prétons, provocada pela adigéo de
acucar a suspensdo de células de levedura. A deteccdo foi realizada,
utilizando um eletrodo de pH Crison (Crison, Alella, Espanha)
combinado com um medidor de pH/pHM240 (Radiometer-Copenhagen,
Lyon, Franga), conectados a um computador que permitiu que as
medicOes de pH fossem registradas a cada 0,4 segundos. O eletrodo de
pH foi imerso em uma camara com capacidade para 2 mL de agua,
mantida a 25 ° C e provida com agitacdo magnética. Na camara, foram
adicionados 1,32 mL de agua destilada e 150 uL de suspensdo celular
com concentragdo final de cerca de 20 mg de massa seca/mL. O pH foi
ajustado para 5,0 usando HCI ou NaOH 1M, até se obter uma linha de
base adequada. A solugcdo do acucar a ser testado (30 pL) em vérias
concentragbes, foi adicionada a suspensdo celular aquosa e a
subsequente alcalinizacdo do meio foi registrada.

3.9 - Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade de hidrélise enziméatica foi avaliada utilizando-se
células permeabilizadas com tolueno, etanol e triton X-100. E utiliza-se
p-Nitrofenil B-D-glicopiranosideo (pNPBG) ou p-Nitrofenil B-D-
xilopiranosideo (pNPBX) como substrato. Para calcular a atividade de
hidrdlise, foram quantificados o p-Nitrofenol formado, conforme
protocolo adaptado de Stambuk e colaboradores (1999): Foram
preparadas suspensdo celulares a 20 g/L. um volume de 100 pL da
suspensao celular foi transferida para um tubo de 1,5 mL, centrifugado
por 3 min. a 5000 g e a parte liquida desprezada. As células
remanescentes foram ressuspendidas em 500 pL de Tampédo A (tampéo
100 mM MOPS-NaOH pH 6.8) e novamente centrifugado e desprezado
a parte liquida. As células foram novamente ressuspendidas em 200 pL
de Tampéo B (20% de glicerol, 1 mM de DTT e tampdo MOPS-NaOH
pH 6.8) e 12 uL de Solugdo C (tolueno.A, etanol P.A e triton X-100
10% em &gua na propor¢do 1:4:1 — v:v:v) e ap6s homogeneizacgéo por 1
min em VorteX, o tubo foi centrifugado por 3 min a 5000 g e hovamente
desprezada a parte liquida. As células foram novamente ressuspendidas
em 1 mL de tampdo B, centrifugadas e parte liquida desprezada
(repetido 2x). Em seguida 1 mL de Tampédo A foi adicionado ao tubo
para formar uma suspensdo de células permeabilizadas. 50 pL dessas
células permeabilizadas foram adicionados em 5 tubos (para amostras
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em triplicata e controle em duplicata). As células controles foram
incubadas em Banho Maria a 100 °C por 10 min. Foi adicionado em
cada tubo 950 pL de Tampdo Sintético (2 mM de pNPBG ou pNPBX e
tampdo MOPS-NaOH pH 6.8). Em seguida, os tubos foram incubados
em Banho Maria 30 °C por 30 min e depois incubados a 100 °C por 10
min e rapidamente esfriados em banho de gelo. Os tubos foram
centrifugados e 800 pL da parte liquida usado para leitura de
absorbancia a 400 nm. A atividade foi calculada em funcdo da
concentracdo de p-Nitrofenol formado, por minuto e por miligrama de
células, através da equacéo 3.

V= [(AbSAmostra_ AbSCOntrole) . 1000] / (t X A£) (3)

Onde:

V = atividade de hidrélise em nmoles . mg™ . min™

ADbSamostra = Absorbancia em 400 nm da amostra

ADbScontrole = Absorbancia em 400 nm do controle

t = Tempo em minutos de reacao

X = Concentracéo de biomassa em mg, contida em 100 pL

A£ = Coeficiente de absorbancia Molar (7,28 mM™. cm™ em
pH>6,8).

3.10 - Truncagem de transportadores

Para a retirada dos residuos de lisina (K) nas por¢bes N e C-
terminais dos transportadores, primeiramente, as sequéncias de
aminoacidos dos transportadores de interesse foram submetidas a uma
andlise de predicdo de sitios de ubiquitinacdo. Para isto, foi utilizado o
programa UbPred (http://www.ubpred.org/) (Radivojac et al., 2010). As
lisinas consideradas foram aquelas preditas com média e alta confianca.
Apbs a identificagdo dos sitios, novos primers foram desenhados,
mudando a posi¢do do cédon da metionina para imediatamente depois
do Gltimo cdédon de Lisina que seria ubiquitinada (primer Forward) na
por¢do N-terminal, e/ou mudando o c6don STOP para imediatamente
antes do codon da primeira lisina que seria ubiquitinada na porcéo C-
terminal da proteina (primer Reverse), como mostrado na Figura 17.
Dessa forma, o gene seria novamente amplificado sem essas partes da
sequéncia e novamente clonado em plasmideo da mesma forma como
antes.
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Figura 17 — Esquema de truncagem das sequéncias de transportadores.

L -

MET TM1 g TM2 3 TM3 § TM4 3 TMS ; TM6 g TM7 5 TM8 5 TM9 | TM10 g TMI11 g TM12 TOP

l—T—J l_Y_J

Dominio citoplasmatico Dominio citoplasmético
N-terminal C-terminal

3.11 - Hidrolise enzimatica da xilana

Para preparar o hidrolisado, foi adicionado a 2% de xilana (Xylan
from beechwood — SIGMA ALDRICH), 350U/g de xilanase de
Cellic®HTec2 (NOVOZYMES). Essa suspengdo de xilana e enzima foi
colocada sob agitacdo de 140 rpm por 4 horas, a 50 °C. Antes de
esterilizar o hidrolisado por filtragdo em filtro 0,22 um, este foi fervido
por 10 minutos para inativar as enzimas presentes.

3.12 - Determinacao dos substratos e produtos das fermentacfes

As determinagdes dos acucares e metabolitos produzidos foram
realizadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
equipado com detector de indice de refracdo (RI-2031Plus, JASCO,
Tokyo, Japan) utilizando coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). O HPLC foi operado a 50°C
utilizando-se 5 mM de H2SO4 como fase mdvel com fluxo de 0,6
mL/min e 10 pL de volume de injecéo.

3.13 - Modelagem e docking molecular

O modelo tridimensional dos transportadores foi gerado usando o
servidor SWISS-MODEL (Biasini et al., 2014)
(https://swissmodel.expasy.org/), com base na estrutura inward-facing
aberta e outward-facing parcialmente ocluida, do transportador XylE de
E. coli (PDB ID: 4QIQ, 4GBY1 respectivamente). A qualidade
estrutural do modelo PDB foi verificada pela andlise Ramachandran Plot
(Lovell et al, 2003). O  servidor  SWISS-DOCK
(http://www.swissdock.ch/docking)  (Grosdidier et al., 2011) foi
utilizado para o docking molecular com os aclcares de interesse que
estdo depositados no ZINC. Para a manipulagdo da estrutura ligada ao
substrato foi utilizado o software MODELLER (Webb & Sali, 2014).
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Clonagem e caracterizacgdo de transportadores de xilose

Para o estudo da expressdo de novos possiveis transportadores de
xilose é necessario uma linhagem plataforma que seja capaz de
metabolizar essa pentose e que, além disso, a atividade de transporte
apresentada pela célula corresponda a atividade do transportador sendo
investigado, isto &, que seja da Unica permease sendo expressa. Com
esse objetivo, foi construida a linhagem laboratorial DLG-K1 (Tabela 8)
(Gongalves et al., 2014). Esta linhagem, além de ser derivada da S.
cerevisiae KY73 (Batista et al., 2004), cujos principais genes de
transportadores de aglcares foram deletados (hxtlA-hxt7A e gal2A), foi
transformada com o plasmideo integrativo pAUR-XKXDHXK
(Matsushika et al., 2008) que sobre-expressa 0s genes que codificam as
enzimas xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e
xilulocinase (XK). A XR e a XDH correspondem aos genes XYL1 e
XYL2 provenientes de Sc. stipitis e a XK corresponde ao gene XKS1 de
S. cerevisiae, ja que esta levedura apresenta niveis muito baixos dessa
enzima (Deng & Ho, 1990; Eliasson et al., 2000). Esta linhagem de
levedura foi utilizada para analisar a contribui¢cdo dos transportadores
HXTs nativos (HXT1, HXT2, HXT5 e HXT7) em fermentacdes de Xilose
e Xxilose/glicose (Gongalves et al., 2014), e mais recentemente, foi
também utilizada para a clonagem, a partir de uma biblioteca genémica
de Sc. stipitis, de trés genes de transportadores (SsXUT1, SsQUP2 e
SsHXT2.6) que permitem a fermentacdo de glicose e xilose pelas
linhagens de levedura recombinantes (de Sales et al., 2015).

Como pode ser observado na Tabela 11, as linhagens de S.
cerevisiae  BBY-SsHXT2.6, BBY-SsXUT1 e BBY-SsQUP2
consumiram 100% da glicose presente nos meios, enquanto que
consumo de Xilose pelas mesmas linhagens foi entre 70% e 90%, em 30
horas de fermentacdo. Moon e colaboradores (2013) também clonaram
transportadores de Sc. stipitis, e mostraram que as linhagens
expressando os transportadores RGT2, XUT7 e XUT6, permitiram um
consumo médio de 85% de xilose, sendo que a linhagem com maior
consumo foi a que expressava o transportador RGT2. Por outro lado, no
trabalho de Young e colaboradores (2014), a linhagem expressando
RGT2 de Sc. stipitis apresentou o crescimento mais rapido em xilose,
quando comparado a todos os outros transportadores de Sc. stipitis
estudados, enquanto que o transportador XUT3 de Sc. stipitis consumiu
apenas 50% da xilose em 100 h de fermentacdo (Young et al., 2012)
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As linhagens expressando os transportadores clonados de Sc.
stipitis apresentaram também diferentes produtos da fermentacéo, sendo
que o transportador SsXUT1 permitiu a maior producdo de etanol
(Tabela 11), enquanto que para 0s outros transportadores o principal
produto da fermentacdo da xilose foi xilitol (SSQUP2) ou xilitol e etanol
(SsHXT2.6). De qualquer forma, os rendimentos de etanol quando
apenas xilose estava presente como fonte de carbono (Tabela 11) foram
menores nas linhagens expressando os transportadores de Sc. stipitis,
quando comparado com o rendimento da mesma linhagem expressando
o transportador endégeno HXT7 de S. cerevisiae (Gongalves et al.,
2014).

Tabela 11 — Pardmetros fermentativos com 2% glicose ou 2% xilose como
fontes de carbono por leveduras recombinantes expressando transportadores de
Sc. stipitis.

Consqmo Ve Ve N
Fonte de carbono e gene:  do Z)%car @LEhYE  (g.LLhhP Yeis (9.97)
Glicose:
SsHXT2.6 100 6.7+0.1 1.76+0.01 0.40%0.01
SsXUT1 100 74+01 1.62+0.02 0.41+0.01
SsQUP2 100 75+0.7 1.48+0.05 0.27 +0.03
Xilose:
SsHXT2.6 90 09+01 060+0.02 0.14+0.01
SsXUT1 90 12+02 0.55+0.03 0.23+0.02
SsQUP2 70 06+01 0.15+0.05 0.07+0.02

Nota: *consumo méaximo volumétrico de actcar, °producio maxima volumétrica
de etanol, ‘rendimento da fermentacdo. Fonte: Adaptado de de Sales et al.
(2015)

Ao analisar os dados das co-fermentacGes de glicose e xilose
pelas linhagens BBY-SsHXT2.6, BBY-SsXUT1, BBY-SsQUP2, é
possivel observar que os transportadores expressos nessas linhagens
tiveram preferéncia pela glicose em relacdo a xilose (Tabela 12), sendo
que a presenca da glicose inclusive tornou o consumo de xilose mais
lento. Essa situacdo em que linhagens recombinantes de S. cerevisiae
preferem captar glicose antes de passarem a consumir Xilose é bem
conhecida na literatura (Webb e Lee, 1990; Sanchez et al., 2002;
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Yablochkova et al., 2003; Young et al., 2012; Moon et al., 2013). De
qualquer forma, os rendimentos de etanol durante as co-fermentacdes
foram semelhantes as obtidas com outros transportadores de Sc. stipitis
(RGT2, SUT4 e XUT7) expressos em S. cerevisiae (Moon et al., 2013), e
novamente a linhagem que apresentou a maior producdo de etanol foi a
que expressava o transportador SSXUT1 (Tabela 12).

Na tentativa de melhor caracterizar estes transportadores
provenientes da biblioteca gendmica de Sc. stipitis, foram também
realizadas as cinéticas do transporte de xilose e glicose marcados com
carbono radioativo (**C), pelos 3 transportadores clonados (SsSHXT2.6,
SsXUT1, SsQUP2). Estes ensaios revelaram que, de fato, as trés
permeases apresentam uma maior afinidade (mas menor Vi) com
glicose do que com xilose, enquanto que a Ve com Xxilose foi maior
(Figura 19 e Tabela 13). Além disto, nenhum co-transporte de H”
(alcalinizagdo do meio) com glicose ou xilose foi observado, assim,
podemos afirmar que estes transportadores realizam transporte por
difuséo facilitada.

Tabela 12 — Pardmetros fermentativos com 2% de glicose e 2% de xilose como
fontes de carbono por leveduras recombinantes expressando transportadores de
Sc. stipitis.

Glicose Xilose Etanol
Consumo Vs Consumo Vs Ve Yess
T
O Ten @U@ @U@
SsHXT2.6 100 6.46+03 61 0.59 +0.01 1.8+0.02 0.28 +0.02
SsXUT1 100 6.26+0.1 80 0.62 +0.02 1.53+0 0.30 +0.01
SsQUP2 100 6.19+0.2 39 0.34+0.03 1.25 + 0.04 0.26 +0.03

Nota: *consumo méaximo volumétrico de actcar, °producio maxima volumétrica
de etanol, ‘rendimento da fermentacdo. Fonte: Adaptado de de Sales et al.
(2015)

A determinacdo dos parametros cinéticos em uma linhagem de S.
cerevisiae hxt-nulo, expressando os transportadores HXT desta levedura
de forma individual, revelaram a presenca de basicamente trés tipos de
transportadores para glicose: permeases de baixa afinidade com K,
variando de 40-100 mM (p.ex. HXT1 e HXT3), expressos na presenca de
altas concentracdes de glicose; transportadores de afinidade moderada
com K, de 10-15 mM (p.ex. HXT4 e HXT5), expressos em altas e baixas
concentracOes desse acUcar; e os transportadores de alta afinidade com
Km de 1-3 mM (p.ex. HXT2 e HXT7) que sdo estritamente expressos em
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baixas concentra¢des de glicose (Kruckeberg,1996; Reifenberger et al.,
1997; Ozcan & Johnston 1999). Com base nos dados mostrados na
Tabela 13, podemos afirmar que os transportadores clonados de Sc.
stipitis apresentam uma moderada afinidade para glicose, mas séo
transportadores de xilose de baixa afinidade.

Figura 19 - Cinética de transporte de ““C-xilose ou **C-glicose por linhagens S.
cerevisiae recombinantes com os transportadores provenientes de Sc. stipitis
(SsXUT1, SsHXT2.6, e SsSQUP2). A captacdo inicial do aglcar por células pre-
crescidas em 2% maltose foi determinado nas concentragdes indicadas, e 0s
valores representam a média de trés ensaios independentes para cada
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Tabela 13 — Parametros cinéticos do transporte de glicose e xilose por cepas de
S. cerevisiae expressando 0s genes provenientes da biblioteca gendmica de Sc.
stipitis.

“C Glicose ¢ xilose
Gene K (mM) [mmol h* (gm;exso seco)’] Kn (mM) [mmol h* (gm;exso seco)]
SsHXT2.6 39,3+13 140+44 453,9 + 153 66,2 + 15,0
SsXUT1 250+3,4 10,7+1,2 4177+ 176 72,4 +27,0
SsQUP2  26,5+35 11,4+1,2 818 + 287 117,0+ 32,8

Nota: determinados ap6s crescimento em maltose.

A cinética de transporte de glicose por outros transportadores
provenientes de Sc. stipitis tem sido previamente analisada por
Weierstall e colaboradores (1999) e, embora os transportadores SUTL,
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SUT4 e SUT3 tenham apresentado afinidades bem mais altas para
glicose (com K, variando de 0,8-1,5 mM), os valores de Viax
encontrados com as permeases SUT4 e SUT3 foram bem mais baixos
(3,3 e 3,7 mmol/h/g, respectivamente) quando comparados com os do
presente trabalho. Além disso, as leveduras hxt-nulo que expressavam
esses trés genes SUTs mostraram uma ineficiente utilizacdo da glicose,
condizente com resultados de Vyax Claramente mais baixos para estas
permeases, quando comparados com os transportadores endégenos de
glicose HXT de S. cerevisiae.

Os parametros cinéticos com xilose nos mostra um Ky, bem mais
alto para 0 SSQUP2, em comparagdo com 0s outros dois (SSHXT2.6 e
SsXUT1), que apresentaram afinidades semelhantes com este agucar
(Tabela 13). Esta baixissima afinidade certamente refletiu no padréo de
utilizacdo de xilose pelo SsQUP2, que foi menos eficiente em
comparagdo com leveduras expressando os outros dois transportadores.
Esse padrdo na cinética de transporte de xilose, com baixa afinidade e
alta capacidade, também foi descrita para os outros transportadores
(SUT1, SUT4 e SUT3) de Sc. stipitis clonados em S. cerevisiae
(Weierstall et al., 1999), que apresentaram K, de 49-145 mM, com
Vimaxs de 41-132 mmol/h/mg peso seco. Resultado semelhante foi
encontrado com o transportador GXF1 de C. intermedia que apresentou
um K, de 88 mM com V.. de 30 mmol/h/mg peso seco, quando
expresso em S. cerevisiae hxt-nulo (Leandro et al., 2006). Por outro
lado, Du e colaboradores (2010) identificaram dois transportadores
especificos para xilose (An25 e Xyp29) provenientes de N. crassa e Sc.
stipitis respectivamente, que exibiram valores de K, 175.7 mM para
An25 e 56 mM para Xyp29. Estes foram caracterizados pelos autores
como transportadores de baixa afinidade, embora tenham uma afinidade
maior, quando comparado com o sistema de transporte de xilose pelos
HXTs na S. cerevisiae. Young e colaboradores (2012) mostram que ap6s
evolugdo dirigida de dois transportadores heter6logos: GXS1 de C.
intermedia e XUT3 de Sc. stipitis, diminui 0s Kys € aumentou as Vimaxs
nas versées mutantes, melhorando o crescimento em Xilose em até 70%.
Entretanto, quando analisamos os dados das fermentagbes e co-
fermentagdes em xilose e glicose, a velocidade de assimilacdo de xilose
ainda continua lenta e ineficiente, e 0 padrdo de utilizacdo sequencial
desses aglcares ainda permanece nas linhagens contendo as permeases
mutantes.

Nossos resultados indicam que as permeases clonadas de Sc.
stipitis realizam o transporte por difusdo facilitada. De fato, varios
trabalhos tem demonstrado que transportadores do tipo H*-simporte tem
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como caracteristica em comum a presenca de aminoacidos com grupos
funcionais ionizaveis (por exemplo &cido glutdmico, acido aspartico, ou
histidina) no meio dos dominios transmembranares, sendo que estes
aminoacidos seriam responsaveis pela ligacdo ao préton (Chaptal et al.,
2011; Dang et al., 2010; Ditty & Harwood, 2002; Vadyvaloo et al.,
2006). Nao foi observada a presenca de nenhum destes aminoacidos em
qualquer segmento transmembranar das sequéncias clonadas de Sc.
stipitis. A permease GXS1 de C. intermedia foi o primeiro transportador
de xilose/glucose do tipo H* -simporte a ser caracterizado em S.
cerevisiae, e ele exibe um Ky, com glicose e xilose de 0,012 mM e 0,4
mM respectivamente (Leandro et al., 2006). E caracteristico de
transportadores do tipo co-transporte possuirem alta finidade pelo
substrato.

No intuito desenvolver linhagens de S. cerevisiae recombinantes
com capacidade de transportar e fermentar xilose mais eficientemente,
foram selecionados novos transportadores de agucares provenientes de
outras espécies de levedura fermentadoras de xilose. Em 2014, foi
realizado o sequenciamento da levedura Sp. arborariae, que naquela
época, além de ser descrita como uma nova espécie de levedura isolada
da biodiversidade do Brasil, apresentava excelentes capacidades
fermentativas em xilose e hidrolisado lignoceluldsico (Cadete et al.,
2009, 2012, 2013). O genoma completo estad anotado sob o nimero de
acesso AYLH00000000 (Lobo et al., 2014) e, utilizando o programa de
bioinformatica BLAST (Camacho et al., 2009), dez sequéncias foram
identificadas como possiveis transportadores de agUcares, por serem
homoélogas as de transportadores de acucares de fungos filamentosos e
leveduras (Gongalves, 2014). Destas dez sequéncias, duas delas
(sequéncias 3 e 7) ja haviam sido previamente analisadase nomeadas
HXT4 e GET1, respectivamente (de Sales, 2015). Essas sequéncias
foram escolhidas baseadas em suas similaridades com conhecidos
transportadores de xilose, no qual o GET1 apresentou 50% de
similaridade ao SsXUT1 (GenelD 4839826) e SsXUT3 (GenelD
4851844) da levedura fermentadora de xilose Sc. stipitis (Jeffries et al.,
2007), e com o transportador putativo de xilose DhXylhP (GenelD
2900246) de Debaryomyces hansenii (Dujon et al., 2004). Ja o gene
HXT4 apresentou 63% de similaridade a um transportador ativo de
frutose de C. dubliniensis (Gamble, 2009). Esses genes foram clonados
na linhagem S. cerevisiae hxt-nulo DLG-K1 para que suas fun¢es como
transportadores de xilose fossem verificadas. Porém, nenhuma das
linhagens obtidas (BBY-SaGET1 e BBY-SaHXT4) foram capazes de
utilizar outras fontes de carbono além de maltose, embora a SaGetl
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tenha cido capaz de captar glicose apenas quando maltose também
estava presente (de Sales, 2015).

Diante disto, o presente trabalho decidiu investigar a capacidade
de transportar xilose de mais duas sequéncias da levedura Sp.
arborariae. Sendo assim, a sequéncia 4 (nomeada de SaXUT1) e a 6
(nomeada SaRGT2) foram escolhidas baseando-se em andlises
adicionais das sequéncias de aminoacidos, utilizando programas de
bioinformatica para realizar predigdo de suas estruturas secundarias
(PSPIPRED) e a e existéncia de segmentos transmembrana (HMMTOP
v2.1) (Pirovano et al., 2008; Pirovano & Heringa, 2010; Simossis et al.,
2005). Além da presenga dos 12 segmentos transmembranas (TM) de a-
hélices hidrofdbicas, que € considerado uma caracteristica estrutural dos
transportadores, especialmente transportadores de monossacarideos
(Reddy et al., 2012), estas sequéncias também abrigavam um motivo
conservado (G-G/F-XXX-G) em transportadores de xilose, localizado
no TM1 (Young et al., 2014). O gene SaXUT1 apresenta 79% de
identidade com SsXUT1 de Sc. stipitis (GenelD 4839826), e 35% de
identidade com o transportador exclusivo de xilose Xyp29 (GenelD
4841106) proveniente de Sc. stipitis (Du et al., 2010, de Sales et al.,
2015), além de uma identidade de 33% com o transportador GXF1 de C.
intermedia (GenelD CAI44932.1). JA& o gene SaRGT2 apresenta
identidade de 46% com o transportador GXF1 de C. intermedia e 52%
de identidade com o gene RGT2 (GenelD 851417) de S. cerevisiae, 0
que nos levou a nomea-lo com este mesmo nome.

Além da Sp. arborariae, a espécie do mesmo género, Sp.
passalidarum, vem se destacando muito nos Gltimos anos em virtude da
sua excelente capacidade em fermentar xilose, inclusive superando a
espécie Sc. stipitis (Hou et al., 2012), que até entdo era a melhor espécie
fermentadora de xilose encontrado na natureza. Isto é verdade também
para cepas isoladas da biodiversidade brasileira que, além de tudo, foi
capaz de fermentar hidrolisados lignocelulésicos do bagacgo de cana-de-
acucar e da palha de arroz (Cadete et al., 2012; Nguyen et al., 2006). A
partir do genoma sequenciado desta levedura (Wohlbach et al., 2011),
duas sequéncias de possiveis transportadores de xilose foram
selecionadas para que fossem testadas na S. cerevisiae DLG-K1. A
primeira sequéncia selecionada estava anotado no NCBI como frutose
simporte e por isto foi nomeado SpFRS1. A segunda sequéncia
escolhida, estava anotado como transportador putativo de alta afinidade
XUT1 e por isto foi nomeado SpXUTL. Essas sequéncias também foram
selecionadas levando em consideracdo as caracteristicas mencionadas
anteriormente, no entanto, apenas o SpXUT1 abriga 0 motivo G-G/F-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=4841106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=851417
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XXX-G. O transportador SpFRS1 apresentou 26% de identidade com o
transportador de alta afinidade para xilose XUT7 (GenelD 4851701) de
Sc. stipitis, 28% de identidade com GXF1 de C. intermedia (GenelD
CAIl44932.1) e com SsXUT1 de Sc. stipitis (GenelD 4839826). Ja a
permease SpXUT1 apresentou 80% de identidade com SsXUT1, 34%
com Xyp29 e 33% com XUT7, todos estes, transportadores de Sc.
stipitis. Todas as quatro sequéncias selecionadas estdo com seus
ndmeros de acesso no GenBank anotados na Tabela 10 de Material e
Métodos.

Essas sequéncias foram clonadas em vetores multicopia
utilizando os primers e promotores constitutivos como descrito na
Tabela 9. A correta inser¢do dos genes foi verificada através de primers
que se anelavam no promotor do plasmideo e no final do gene inserido,
garantido a verificacdo da correta posicdo do gene no plasmideo, como
mostrado na Figura 16. Verificagfes adicionais foram feitas utilizando
combinagBes de enzimas de restricdo. Os plasmideos transformantes
foram propagados em E. coli DH5a e em seguida transformados na
linhagem S. cerevisiae hxt-nulo DLG-K1. As novas linhagens (Tabela 8)
foram denominadas de DGL-SaXUT1 (com gene SaxXUT1 de Sp.
arborariae), DGL-SaRGT2 (com gene SaRGT2 de Sp. arborariae),
DLG-SpFRS1 (com o SpFRS1 de Sp. passalidarum) e DLG-SpXUT1
(com SpXUT1 de Sp. passalidarum). Adicionalmente, foi construida
uma linhagem apenas com o vetor de expressdo vazio como controle
negativo, tal cepa foi denominada DLG-GPD por abrigar o plasmideo
vazio p426-GPD. Em seguida, as linhagens transformantes foram
crescidas em meio sintético completo sem uracila, com diferentes fontes
de carbono como maltose, glicose, xilose, frutose e galactose. Como
esperado, todas as linhagens mantiveram seus crescimentos em maltose
(Figura 20) e, apesar da linhagem expressando o gene SpFRS1 ter
apresentado um crescimento menor em maltose, o consumo deste aglcar
e produgdo de etanol foi muito semelhante entre as cinco linhagens. Por
outro lado, nenhuma delas foi capazes de crescer ou fermentar frutose ou
galactose (dados ndo mostrados). Das quatro linhagens construidas,
apenas a DLG-SaXUT1 e DLG-SaRGT2 foram capazes de restaurar na
S. cerevisiae DLG-K1 a capacidade de crescer e consumir glicose
(Figura 21), embora apds uma extensiva fase lag de mais de 100 h.
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Figura 20 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens

recombinantes de S. cere

visiae DLG-SaXUT1, DLG-SaRGT2, DLG-SpFRS1,

DLG-SpXUT1, em meio sintético dropout (sem uracila) com 2% maltose.
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A fase lag do ciclo de crescimento microbiano representa o
periodo de tempo necessario para que 0s micro-organismos se adaptem a
um novo ambiente antes que a multiplicagdo de células comece
(Robinson et al., 2001; Pascual et al., 2001; McKellar et al., 2002a).
Alguns trabalhos que modelaram o comportamento de bactérias nos
alimentos mostraram que a fase lag é mais dificil de prever do que a
velocidade especifica de crescimento (McMeekin et al., 1993; Duh &
Schaffner, 1993; Duffy et al., 1994a; Kngchel & Gould, 1995; Augustin
& Carlier, 2000). Isto implica que inGmeras variaveis, incluindo o
historico de temperatura da cultura do inéculo e suas condi¢cdes de
crescimento, portanto o estado fisioldégico e tamanho do inéculo, tém
efeito profundo sobre a fase lag (Albertson et al., 1990; Mackey e
Derrick, 1984; Breand et al., 1999; Augustin et al., 2000a). Existem
poucas informacdes especificas sobre os possiveis efeitos das interacfes
celula-célula na fase lag, embora a sinalizagdo celular tenha mostrado
afetar o surgimento de células em dorméncia e o tempo de laténcia das
populacdes em biofilmes (Mukamolova et al., 1998; Batchelor et al.,
1997).

De todas as quatro linhagens transformantes, apenas a DLG-
SaXUT1 foi capaz de consumir ~4 g/L de xilose (Figura 22) do meio,
sem praticamente ter ocorrido crescimento celular. Porém, é necessario
relatar que esta linhagem recombinante floculou durante o crescimento
em Xxilose, e isso pode estar subestimando os valores de crescimento
mostrados no grafico. A floculagdo é um fendmeno complexo
influenciado por uma multiplicidade de fatores. Além das caracteristicas
genéticas das cepas (presenca de genes FLO, supressores e ativadores),
diferentes par@metros afetam a floculacdo, incluindo a concentracdo de
Ca’* presente nos meios, pH, temperatura, aclicares, oxigénio e etanol.
Por outro lado, a limitagdo de nutrientes também induz o inicio da
floculagdo (Soares et al., 2011). Isso pode explicar a floculagdo
apresentada pela cepa DLG-SaXUT1 em Xxilose, uma vez que 0 consumo
deste aclcar é baixo e as células podem estar sob limitagdo de
nutrientes.

Na tentativa de melhorar o crescimento em Xilose pelo
transportador SaXUT1, alternativamente, seu gene foi inserido em uma
linhagem DLG-K1 deletada do gene PHO13 (denominada ASY-3, vide
dos Santos, 2016). A delecdo do PHO13 melhora a utilizacdo de xilose
por S. cerevisiae recombinantes, uma vez que esse gene esta envolvido
na modulacdo das enzimas presentes na via das pentoses fosfato (Kim et
al., 2013 e 2015; Ni et al., 2007). Embora o esperado fosse uma melhora
no consumo da xilose pela nova linhagem gerada (ASY3-SaXUT1), a
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Figura 22 nos mostra que a diferenga entre a linhagen phol3A e a
parental ndo foram significativamente diferentes, apesar que a ASY3-
SaXUTL1 consumiu ~2 g/L a mais de xilose do que a DLG-SaXUT1, e
n&o foi detectada a producdo de etanol (dos Santos, 2016).

Figura 22 - Crescimento aerobio sob agitacdo a 160 rpm das linhagem
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SaXUT1 e ASY3-SaXUT1, em meio
sintético dropout (sem uracila) com 2% de xilose.
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Considerando que os métodos utilizados para selecionar genes de
transportadores, como 0 BLAST, ndo permitiram encontrar genes para o
transporte eficiente de xilose, decidimos usar outra estratégia baseada
em modelagem e docking de proteinas, usando os programas SWISS-
MODEL e SWISS-DOCK, respectivamente (Biasini et al., 2014;
Grosdidier et al., 2011). O critério de selecdo foi escolher uma proteina
transportadora que se ligava apenas com Xxilose no poro central do
transportador, e nunca com glicose. A analise do genoma de M.
guilliermondii (Butler et. al., 2009), uma levedura descrita como capaz
de crescer e fermentar xilose e hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar
(Martini et al., 2016), revelou um gene (Tabela 10) com essas
caracteristicas (Figura 23), que foi denominado MgGET1. Este gene foi
clonado em plasmideo multicépia e transformado na linhagem DLG-K1,
da mesma forma que os demais genes descritos acima, dando origem a
linhagem DLG-MgGET1 (Tabela 8).

Assim como as linhagens transformantes anteriores, a DLG-
MgGET1 também nao foi capaz de crescer nem fermentar frutose e
galactose (dados ndo mostrados), mantendo o mesmo padrdo de
crescimento em maltose quando comparado com a parental (Figura 24).
Por outro lado, apesar dos resultados do docking com glicose e xilose,
que indicavam que este transportador seria especifico para xilose, esta
linhagem foi incapaz de crescer nesta fonte de carbono, e, pelo contrario,
cresceu em glicose (Figura 24) somente apds uma extensa fase lag,
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assim como as linhagens DLG-SaXUT1 e DLG-SaRGT2. Neste sentido,
ainda sdo necessarias mais investigacdes para verificar os motivos das
diferenca obtida entre os resultados do docking e da clonagem do
transportador.

Figura 23 — Modelo estrutural e docking com glicose ou xilose do transportador
MgGET1. O modelo baseia-se na estrutura outward-facing parcialmente ocluida
da XylE de E. coli ligada & xilose (A), ou ligada & glicose (B) (cédigo ZINC 1D
1529214 e 3861213, respectivamente). As imagens 3D foram criadas por

Figura 24 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm da linhagem
recombinante de S. cerevisiae DLG-MgGET1, em meio sintético dropout (sem
uracila) com 2% maltose ou 2% de glicose.
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A linhagem DLG-SpFRS1 néo foi capaz de crescer em nenhum
monossacarideo testado, e como o crescimento em maltose foi afetado
pela expressdo do gene SpFRS1, é provavel que este transportador nédo
seja funcional em S. cerevisiae, além do mais, sua expressao na
membrana plasméatica provavelmente interfere no desempenho dos
transportadores de maltose presentes na linhagem DLG-K1. Um
resultado inesperado foi a incapacidade da linhagem DLG-SpXUT1 de
crescer inclusive em glicose, uma vez que este transportador SpXUT1 de
Sp. passalidarum apresenta elevada identidade com o transportador
XUT1 de Sc. stipitis (permite ndo s6 fermentacdo de glicose como
também de xilose, como mostrado por de Sales et al., 2015) e com o
transportador SaXUT1 de Sp. arborariae (que permite consumo e
fermentacdo de glicose ap6s uma extensa fase lag, como mostra na
Figura 21e pouco crescimento e consumo de xilose como mostra na
Figura 22). Além disto, quando esta linhagem DLG-SpXUT1 foi
crescida em maltose apresentou claramente a capacidade de transportar
YC-glicose e “C—xilose (Figura 25), com pardmetros cinéticos
semelhantes aos observados para 0s outros transportadores clonados,
incluindo uma moderada afinidade por glicose (mas baixa capacidade de
transporte) e uma baixa afinidade por xilose, com alta capacidade (Vax)
de transporte (Tabela 14).

Figura 25 - Cinética de transporte de *C-xilose ou "*C-glicose pela linhagem S.
cerevisiae recombinante com o transportador SpXUT1 de Sp. passalidarum. A
captacdo inicial do aglcar por células pré-crescidas em 2% maltose foi
determinado nas concentra¢des indicadas, e os valores representam a média de
trés ensaios independentes para cada concentragéo.
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Tabela 14 — Parametros cinéticos do transporte de glicose e xilose pela cepa de
S. cerevisiae DLG-SpXUT1

C Glicose ¥C xilose
V, \/
Kn (MM) ot (g ary mass)™] Kn (mM) [mmoLh™ (g ory mass)”]
Gene
SpXUT1 221+75 25+0,2 711 £ 550 723+75

Nota: determinados apés crescimento em maltose.

Este resultado nos levou a reavaliar a funcionalidade da permease
SpXUT1 expressa na linhagem de S. cerevisiae hxt-null DLG-K1. Como
pode ser observado na Figura 26, quando esta linhagem foi inoculada no
meio de cultivo na concentragdo comumente utilizada (~0,1 DOgoonm), as
células foram incapazes de crescer ou consumir a glicose. No entanto, ao
ser inoculada uma quantidade maior de células (~0,5 DOgoonm), a
linhagem passou a crescer lentamente em glicose, chegando a consumir
~6 g/L desta fonte de carbono (Figura 26), sem produzir etanol. Este
desempenho provavelmente é reflexo dos pardmetros cinéticos deste
transportador SpXUT1 (Figura 25 e Tabela 14), caracterizado por uma
baixa capacidade em transportar glicose. Resultados semelhantes foram
obtidos com outros transportadores provenientes de Sc. stipitis clonados
em S. cerevisiae. Como mencionado anteriormente, os transportadores
SUT4 e SUT3 apresentaram alta afinidade por glicose, porém estes
transportadores apresentaram baixos Vmas COm este aclcar (<3.7
mmol/h/g peso seco), de forma que as linhagens de S. cerevisiae
expressando estes transportadores ndo conseguiram utilizar glicose de
forma eficiente (Weierstall et al., 1999).

Figura 26 - Crescimento aerdbio sob agitacdo a 160 rpm da linhagem
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SpXUT1, em meio sintético dropout (sem
uracila) com 2% de glicose, inoculada com uma concentracao inicial de células
de 0,1 ou 0,5 DOgonm-
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E importante salientar que, de fato, todas as linhagens
recombinantes que conseguiram restauraram a capacidade em utilizar
glicose (DLG-SaXUT1, DLG-SaRGT2, DLG-SpXUT1 e DLG-
MgGET1) pela linhagem DLG-K1, também foram capazes produzir
etanol a partir deste acucar em fermentacfes em batelada com altas
densidades celulares (Figura 27). Como podemos observar nessa Figura,
todas as linhagens apresentaram um comportamento semelhante de
consumo do acucar, consumindo praticamente toda a glicose em até 10 h
de fermentacéo, e produzindo ~10 g/L de etanol (atingindo praticamente
0 maximo tedrico), com excesao da linhagem DLG-MgGET1 que apesar
de consumir rapidamente o acUcar, produziu cerca de 2 g/L a menos de
etanol do que as outras linhagens.

Figura 27 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-SaXUT1, DLG-SaRGT2, DLG-SpXUT1l e DLG-
MgGET1 em meio sintético dropout (sem uracila) com 2% glicose como fonte
de carbono.
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A Figura 28 mostra uma analise filogenética dos oito
transportadores heter6logos clonados e analisados no presente trabalho,
com outros transportadores de agUcares ja descritos até o presente.
Como podemos observar, o transportador SpFRS1, que ndo apresentou
atividade de transporte com nenhum agucar, € similar ao gene SaFRS1
de Sp. arborariae, um gene (antes chamado de HXT4) que recentemente
foi também descrito como ndo funcional em S. cerevisiae (de Sales,
2015). As sequéncias SaXUT1 de Sp. arborariae e SpXUT1 de Sp.
passalidarum se agruparam muito préximas uma da outra no filograma,
e também se agruparam perto do transportador SsXUT1 proveniente de
Sc. stipitis (de Sales et al., 2015). No entanto, apesar de serem proximos,
apresentaram diferencgas significativas entre si no que diz respeito ao
crescimento e fermentacdo de aglcares quando clonados na linhagem S.
cerevisiae DLG-K1.
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Figura 28 — Filograma com os possiveis transportadores de xilose clonados
neste trabalho (marcados em caixa azul), juntamente com os principais
transportadores de xilose e outros aglcares j& caracterizados. A érvore
filogenética foi construida baseada nas sequéncias proteicas de cada gene e
utilizando o programa Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008).
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Dessa forma, parece que uma sutil diferenca na sequéncia de
aminoacidos do transportador, ja é suficiente para mudancas drasticas no
desempenho da proteina. Corroborando com isto, Wang e colaboradores
(2015) mostraram que a mutacdo de F432 na regido TM-10 no
transportador Mgt05196 de M. guilliermondii ndo teve impacto no
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transporte de glicose, mas aumentou a atividade de transporte de xilose,
sendo que o seu residuo correspondente F383 em XylE de E. coli foi
descrito como em contato direto com a glicose (Sun et al., 2012). Além
disso, mudar o residuo N330 em Mgt05196 para metionina nao afetou o
transporte de glicose, mas o transporte de xilose reduziu pela metade, e
ao mudar o sitio correspondente D340 no transportador HXT7 de S.
cerevisiae para um residuo de metionina diminuiu, drasticamente, sua
afinidade com a glicose (Kasahara e Kasahara, 2010). Por outro lado, o
residuo T213 em HXT7 provou ser um residuo crucial para o transporte
de glicose, a0 mudar T213 por alanina, o transporte com glicose foi
drasticamente reduzido (Kasahara et al., 2011), enquanto a mudanga do
sitio correspondente T203 em Mgt05196 para alanina ndo afetou o
transporte de glicose, apenas reduziu o transporte de xilose (Wang et al.,
2015). Um trabalho realizado por Young e colaboradores (2012), mostra
que enquanto em um mutante de SsXUT3, com apenas uma alteragéo
(E538K) apresentou aumento no crescimento em todas as fontes de
carbono (menos glicose); em outro transportador (CiGxsl) mutante com
cinco alteragcBes (F40V, L74S, H274Q, F465S e F500S), apenas o
crescimento em xilose foi melhorado. Estes resultados indicam que 0s
aminoacidos conservados em transportadores homélogos podem possuir
funcdes diferentes. Nesse sentido, parece que ainda hd muito a ser
compreendido quanto as relagdes entre sequéncia, estrutura e funcdo dos
transportadores (Young et al., 2012).

Os genes dos transportadores SSHXT2.6, SSQUP2 e MgGET1 séo
aparentemente os mais distantes, e ndo agruparam com nenhum
transportador conhecido. O Unico transportador préximo aos
transportadores de hexoses presentes em S. cerevisiae foi o codificado
pelo gene SaRGT2, que se agrupou com os genes SNF3 e RGT2, que
codificam para sensores de glicose capazes de detectar baixas e altas
concentracBes de glicose, respectivamente, e levam a inducdo de
transportadores de glicose de alta (via SNF3) ou baixa (via RGT2)
afinidade (Ozcan & Johnston, 1999). Estes sensores, interagem com a
caseina quinase YCK1/2, que por sua vez fosforila os reguladores
transcricionais MTH1 e STD1, desencadeando uma cascata de
sinalizagdo que culmina na derrepressdo da expressdo de gene de
transportadores (Moriya & Johnston, 2004). E sabido que sensores de
acUcares compartilham a mesma estrutura tridimensional proteica dos
transportadores, porém, estes sensores presentes em S. cerevisiae sdo
incapazes de mediar o transporte de glicose (Neigeborn et al., 1986;
Ozcan et al., 1996b; Ozcan et al., 1998). Além disto, eles possuem como
caracteristica marcante a presenga de um longo dominio C-terminal



89

citoplasmatico, responsavel pela transmissdo do sinal dentro da célula
(Dlugai et al., 2001; Ozcan et al., 1998).

Estes sensores de glicose foram também identificados somente
nas leveduras C. albicans (Brown et al., 2006), Kluyveromyces lactis
(Betina et al., 2001) e Hansenula polymorpha (Stasyk et al., 2008).
Assim, nosso conhecimento sobre sensores de hexose em fungos, em
geral, parece bastante limitado. Por outro lado, varios trabalhos recentes
tém identificado em diferentes espécies de fungos, transportadores com
a dupla funcédo de transporte e sensor, funcionando como transceptores.
Em um trabalho realizado por Schuler e colaboradores (2015), eles
mostraram que o transportador de alta afinidade para glicose e sacarose
HXT1 proveniente de Ustilago maydis, apresentou também a funcdo de
sensor. Um outro trabalho mostrou que, em N. crassa, dois
transportadores de celodextrinas (CDT-1 e CDT-2), contribuem para a
deteccdo de celulose, sugerindo que esses transportadores atuam como
transceptores, permitindo a dupla funcdo de transporte de celodextrinas
e sinalizacdo que resultam na ativacdo da expressdo de genes
celuloliticos (Znameroski et al., 2014). Em outro trabalho, dois
transportadores  provenientes de Aspergillus nidulans também
mostraram atividade de transceptores (Reis et al., 2016). Além disso, ha
evidencias de que T. reesei usa varios transportadores que podem
funcionar na transdugdo de sinal, para induzir a expressdo do gene da
celulase (Zhang et al., 2013). Por outro lado, at¢ 0 momento, nenhum
transceptor foi identificado em leveduras do género Spathaspora. De
fato, como podemos verificar no alinhamento das sequéncias
selecionadas e clonadas por PCR (Figura 29), o SaRGT2 possui uma
extensa porcdo C-terminal, bem diferente das outras proteinas,
indicando que, possivelmente, possa se tratar do primeiro transceptor
descrito na levedura Sp. arborariae.

Neste alinhamento também foram identificados motivos de
residuos de aminoacidos que sdo caracteristicos de transportadores,
como, por exemplo, o PESPR conservado em todos as sequéncias
clonadas (caixa marcada em preto) (Figura 29). Este motivo localiza-se
logo ap6s o TM-6 e estd presente em transportadores de glicose de
humanos (GLUT1-GLUT4) e no transportador de xilose XylE de E. coli
(Sun et al., 2012). Somando-se a esse motivo, outro importante motivo
foi identificado por Young e colaboradores (2012), onde uma mutagédo
no aminoéacido F40 do transportador CiGXS1, permitiu que o0s autores
verificassem que esse aminoacido era parte de uma sequencia presente
em todos os transportadores de xilose (com maios transporte de xilose
que de glicose).
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Figura 29 — Alinhamento mdltiplo entre as sequéncias dos transportadores
SpFRS1, SaXUT1, SpXUT1, SaRGT2, MgGET1, XylE de E. coli e GLUT1. O
alinhamento foi realizado utilizando o programa de bioinforméatica PRALINE
com PSIPRED para estrutura secundaria e HMMTOP v2.1 para predi¢do de
estrutura transmembrana, encontrados no servidor IBIVU (Pirovano et al., 2008;
Pirovano & Heringa, 2010; Simossis et al., 2005). As posi¢des dos 12
segmentos transmembranas estdo destacadas em verde, a caixa em vermelho
marca 0 motivo GG/FXXXG (TM-1); a caixa em preto marca o motivo PESPR;
a caixa em amarelo marca o motivo YFFY'Y, e caixa em azul marca um residuo
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Mais tarde, esse motivo foi melhor caracterizado e esta presente
em 29 sequéncias dos 46 transportadores estudados, e esté localizado no
segmento TM-1 dessas proteinas. Sua sequéncia degenerada G-G/F-
XXX-G estaria envolvida na eficiéncia e seletividade para o transporte
de xilose (Young et al., 2014). Este motivo (marcado em caixa vermelha
na Figura 29) foi encontrado em trés dos cinco transportadores clonados
(SaXUT1, SaRGT2 e SpXUT1). Talvez isso explique o motivo do
transportador MgGET1 de M. guilliermondii ndo ter conseguido
transportar xilose. Embora este motivo esteja presente na maioria dos
transportadores de xilose encontrados, ele ndo esta presente apenas nos
transportadores de xilose, uma vez que também ocorre, menos
frequentemente, em transportadores que captam mais glicose que xilose,
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captam apenas glicose, ou mesmo ndo sdo funcionais quando expressos
em S. cerevisiae (Young et al., 2014). Por outro lado, Wang e
colaboradores (2015) mostram também a existéncia de um outro motivo
conservado (caixa amarela na Figura 29), rico em residuos aromaticos
(YFFYY), presente no sétimo segmento transmembrana (TM-7), que
desempenha um papel importante na atividade de transporte de xilose. O
anel fenil do ultimo residuo de tirosina (Y) pode assumir a funcdo de
evitar que a xilose escape durante o transporte. O penultimo residuo ()
também apresentou papel importante no transporte de xilose, porém,
mutacOes nesse residuo ndo alteraram o transporte de glicose. Ao
analisarmos este motivo nos transportadores clonados, observamos que
0 motivo ndo se mostrou conservado em nenhuma das permeases. No
entanto, o Ultimo residuo de tirosina (Y), estd presente em todos 0s
transportadores, ja o penultimo residuo (Y), s6 ndo esta presente no
MgGET que, de fato, ndo apresenta transporte de xilose e de nenhum
outro agucar que ndo glicose.

Muitos trabalhos estdo focados na obtencdo de um transportador
de xilose especifico, que ndo é mais inibido pela glicose. Assim, existem
muitos estudos empenhados em reprogramar 0S transportadores
enddgenos de acglcares em S. cerevisiae para o transporte efetivo de
xilose (Farwick et al., 2014; Nijland et al., 2014; Shin et al., 2015;
Young et al., 2012, 2014). Farwick e colaboradores (2014) e Shin e
colaboradores (2017) mostram que mutacdes nos residuos de asparagina
(N) presentes no TM-8 dos transportadores GAL2, HXT7 e HXT11 de S.
cerevisiae melhoram o transporte de xilose. Dessa forma, parece que
esse aminoacido é importante para a afinidade por glicose. Esse residuo
esta presente apenas na sequéncia SaRGT2 dos transportadores clonados
neste trabalho, ja para o transportador MgGET1, o aminoacido
correspondente é uma lisina (K), para o SpFRS1 é uma leucina (L) e
para 0 SaXUT1 e o SpXUT1 é uma metionina (M) (residuos marcados
em caixa azul na Figura 29). Shin e colaboradores (2017) mostram que a
mutacdo dessa asparagina (N) por uma metionina (M) ou uma treonina
(T) no transportador HXT11, confere a levedura uma co-metabolizacao
de glicose e xilose. Entretanto, essa caracteristica ndo foi observada nas
linhagens com o SaXUT1 e o SpXUTL. Por outro lado, a mutacdo dessa
mesma asparagina por uma treonina, em um transportador quimérico
HXT11/2, melhorou a afinidade e capacidade de transporte de xilose,
enquanto manteve uma reduzida afinidade por glicose (Shin et al.,
2017). Esses resultados, so reforcam a ideia de que é imprevisivel saber
os efeitos de uma mutacdo pontual de aminoacidos (de forma dirigida ou
encontrada naturalmente entre as sequéncias) no contexto geral de cada
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transportador, e prever como isso vai afetar o comportamento de
transporte deles.

De fato, a selecdo e posterior clonagem de transportadores
heterélogos em linhagens de S. cerevisiae nem sempre resulta em
proteinas funcionais, capazes de transportar agUcares para dentro das
células (Hamacher et al., 2002). Além disto, mais de 80% dos genes
pesquisados anotados como supostos ou conhecidos transportadores de
acUcar nao foram funcionais em S. cerevisiae, provavelmente devido a
problemas estruturais ou localizacdo impropria na célula (Young et al.,
2011), ou ainda alguma falha na transcricdo e traducdo do mRNA,
resultando em uma proteina ndo funcional em S. cerevisiae. Além disso,
¢ sabido que os transportadores enddgenos de S. cerevisiae pertencentes
a familia HXT sofrem, além de regulacéo transcricional, regulacdes pos-
traducionais mediada pela presenca (ou ndo) de glicose no meio
extracelular. Membros desta familia de transportadores sdo, por
exemplo, removidos da membrana por endocitose (O’Donnell et. al.,
2015; Nikko et al., 2008; Roy et al., 2014). Para que os transportadores
sejam removidos da membrana é necessario que acontega uma complexa
cascata de sinalizacdo, onde a ubiquitinacdo serve como um sinal
importante para a endocitose da proteina e, em alguns casos, ela parece
atuar de forma redundante com outros sinais, como fosforilacdo das
permeases (Finley et al., 2012; Gadura et al., 2006). Esta ubiquitinacao
normalmente acontece em residuos de lisina (K), sendo que para alguns
transportadores os residuos de lisina importantes sdo os localizados na
porcdo N-terminal, enquanto que para outros estdo na por¢do C-terminal
(Finley et al., 2012; Nijland et. al., 2016; Sen et al., 2016; Shin et al.,
2017).

Trabalhos recentes realizados por Nijland e colaboradores (2016)
e Roy e colaboradores (2014), mostraram que a substituicdo de residuos
de lisinas na porcdo N-terminal de transportadores de baixa afinidade
como HXT1, HXT36 (transportador quimérico entre 0 HXT3 e HXT6) e
HXT5, melhoraram suas permanéncias na membrana citoplasmatica na
auséncia de glicose, havendo, como consequéncia, uma melhora na
fermentacdo de xilose apds o esgotamento da glicose, ou quando as
células foram cultivadas em xilose como Unica fonte de carbono. Em
outro trabalho mais recente, foi mostrado que a substituicdo da regido N-
terminal do transportador HXT2 pela regido N-terminal do HXT11 —
reconhecido por sua estabilidade na membrana, independente dos efeitos
das concentracdes de glicose — criando assim, o transportador quimérico
HXT11/2, que apresentou um aumento na permanéncia na membrana
citoplasmatica, quando comparado com o transportador normal HXT2
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(Shin et al., 2017). Ja foi comprovado recentemente que abordagem
semelhante também melhorou a permanéncia na membrana e,
consequentemente, o desempenho fermentativo de transportadores
heterélogos clonados em S. cerevisiae (Sen et al., 2016). Neste trabalho,
eles verificaram que uma versdo truncada na porcdo C-terminal do
transportador CDT-2 de N. crassa, melhorou a producdo de etanol a
partir de celobiose durante a fermentagdo, quando comparado com a
linhagem parental.

Entretanto, 0os mecanismos de ubiquitinacdo das proteinas de
membrana ainda ndo sdo muito bem compreendidas e, assim, parece
dificil prever em qual parte do transportador vai acontecer a
ubiquitinagdo. Alguns programas de bioinforméatica como, por exemplo,
0 UbPred (Radivojac et al., 2010), conseguem fazer predigdes de quais
possiveis residuos de lisina possam ser passivos de ubiquitinagdo, com
graus de alta, média e baixa confianga. Ao analisarmos as sequéncias
dos transportadores clonados neste trabalho, utilizando este programa,
verificamos por exemplo que o transportador SSXUT1 (0 que permitiu a
melhor fermentagdo de xilose), apesar de possuir 7 residuos de lisina nas
extremidades N- e C-terminais, ndo possui nenhum residuo de lisina
passivel de ubiquitinacdo na porcdo N-terminal, e apenas um seria
ubiquitinado na porcdo C-terminal (Figura 30).

Considerando que, talvez, a possivel auséncia de ubiquitinacao
deste transportador tenha contribuido para a estabilidade e desempenho
da permeasse SsXUT1 expressa em S. cerevisiae, hipotetizamos que 0s
transportadores clonados neste trabalho poderiam estar sofrendo algum
tipo de regulacdo pos-traducional e, assim, estarem sendo endocitados
da membrana citaplasmatica, levando a subestimar o desempenho destes
transportadores seja com glicose ou xilose como fontes de carbono.
Sendo assim, decidimos retirar esses residuos (passiveis de
ubiquitinagdo), na extremidade C-terminal do transportador SpXUT1 de
Sp. passalidarum, e em ambas as extremidades dos transportadores
SaXUT1 de Sp. arborariae e MgGET1 de M. guilliermondii (Figura 30).
O SaXUT1 foi escolhido, por ter sido o Gnico transportador que até entdo
havia permitido um baixo consumo de xilose; o transportador SpXUT1
porque, apesar de ndo ter conseguido utilizar xilose, apresentou
transporte deste aglicar nas analises de cinética com *C-xilose (Figura
25 e Tabela 14); e a permease MgGET1 foi escolhida baseado nos
resultados da técnica de docking com xilose, utilizada para seleciona-la.
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Figura 30 - Alinhamento das porcbes N- e C-terminais dos transportadores
selecionados para truncagem. Em “A” esta destacado o dominio N-terminal, em
“B” esta o dominio C-terminal, sendo que em verde estdo destacados 0 TM-1 e
TM-12, respectivamente. Os residuos de lisina possivelmente envolvidos na
ubiquitinagdo, estdo marcados em caixas vermelhas (preditos com alta
confianga) e em caixas azuis (preditos com média confianga). As predi¢les dos
sitios de ubiquitinacdo foram realizadas com o auxilio do programa UbPred
(Radivojac et al.,2010).
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Para isto, foram desenhados primers mudando a posicdo da
metionina inicial para imediatamente depois do Gltimo residuo de lisina,
passivel de ubiquitinacdo, na por¢do N-terminal da proteina (primer
forward), para os transportadores SaXUT1l e MgGET1, e também
mudando o cédon de parada, na por¢do C-terminal, para imediatamente
antes do primeiro residuo de lisina, passivel de ubiquitinacdo (primer
reverse), para os transportadores SpXUT1, SaXUT1 e MgGET1, como
mostrado na Figura 17 acima. Os primers utilizados para esta
abordagem experimental estdo listados na Tabela 9. Desta forma, foram
criadas versdes truncadas dos genes SaXUT1, SpXUT1 e MgGET1 que
foram nomeados tSaXUT1, tSpXUT1 e tMgGET1, respectivamente. Em
seguida, estes genes foram clonados em plasmideos multicopia e
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subsequentemente, transformados na linhagem S. cerevisiae hxt-nulo
DLG-K1, da mesma forma como descrito anteriormente para todos os
outros transportadores. Assim, foram geradas as linhagens DLG-
tSaXUT1, DLG-tSpXUT1 e DLG-tMgGET1 (Tabela 8).

Como podemos notar na Figura 31, a linhagem DLG-tSpXUT1
contendo o transportador SpXUT1 truncado na porgdo C-terminal,
removendo o Unico residuo de lisina passivel de ubiquitinacdo (Figura
30), passou a crescer em glicose eficientemente, inclusive com produgdo
de etanol, o que ndo era notado na linhagem DLG-SpXUT1 contendo a
permeasse SpXUT1 ndo truncada. Além disto, a linhagem DLG-
tSpXUT1 também passou a utilizar xilose (Figura 32), porém somente
ap6s uma extensiva fase lag sem ocorrer producdo de etanol. Nas
fermentagbes em batelada com elevadas concentragcdes celulares
também foram observadas significativas melhoras. Na fermentacdo em
batelada da glicose, a linhagem DLG-tSpXUT1 consumiu todo o agucar
em aproximadamente 2 h, mais de 20 horas mais rapido que pela
linhagem contendo o transportador na sua versdo ndo truncada (Figura
33). Em relacéo aos resultados da fermentacdo em batelada de xilose, 0s
resultados foram ainda mais promissores, pois além de conseguir
fermentar este acglcar, o que ndo era observado pela linhagem DLG-
SpXUT]1, a linhagem DLG-tSpXUT1 consumiu toda a xilose em cerca
de 24 h, produzindo em torno de 6 g/L de etanol (Figura 34). Este
resultado foi superior ao obtido com outros transportadores heterélogos
clonados em S. cerevisiae, como por exemplo, 0 SSXUT1 proveniente de
Sc. stipitis que permitiu um consumo de apenas 90% de xilose em 30
horas de fermentacdo, produzindo menos de 5 g/L de etanol ( vide
Tabela 11 acima; de Sales et al., 2015).

A comparagdo com o transportador de Sc. stipitis SsXUT1 é
especialmente interessante porque, além de compartilhar 80% de
identidade com o SpXUT1, os dados das cinéticas de transporte com
glicose e xilose indicavam diferengas significativas entre 0s
transportadores, principalmente em relagdo a glicose (vide Figuras 19 e
25, e Tabelas 12 e 13). Apesar das diferencas observadas, a versdo
truncada do transportador SpXUT1 permitiu uma melhor fermentagdo
destes dois acUcares pela linhagem DLG-K1 recombinante.

Provavelmente, o transportador SpXUT1 estava sendo
ubiquitinado e retirado da membrana, a0 mesmo tempo em que estava
sendo inserido (uma vez que foram clonados sob a expressdo de
promotores constitutivos), dessa forma, seus desempenhos em utilizar os
aclcares estavam sendo subestimado. Assim, uma vez removido 0s
possiveis sitios de ubiquitinagdo na linhagem contendo o transportador
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truncado (DLG-tSpXUT1), os transportadores expressos permanenciam
na membrana, o que resultou na semelhanga nos padrdes de utilizacdo
de agucares apresentado entre tSpXUT1 e SsXUT.

Figura 31 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SpXUT1 e DLG-tSpXUT1, em meio
sintético dropout (sem uracila) com 2% de glicose.
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Figura 32 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SpXUT1 e DLG-tSpXUT1, em meio
sintético dropout (sem uracila) com 2% de xilose.
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Isso fica mais evidente, ao analisarmos a Figura 30, onde
podemos ver claramente que o SpXUT1 possui trés sitios para
ubiquitinacdo (K), na porcdo C-terminal da proteina (todas elas com alta
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confianca), ao passo que o SsXUT1, possui apenas um possivel sitio. E
sabido que, embora uma Unica molécula de ubiquitina seja suficiente
para promover a endocitose, multiplas ubiquitinacbes podem acelerar a
velocidade de endocitose (Galan e Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael
et al., 1999). Dessa forma, mesmo que o transportador SSXUT1 possa
estar sendo ubiquitinado e retirado da membrada, a velocidade com que
esta acontecendo com o SpXUT1 seria muito maior, em fungdo dos
maltiplos pontos de ubiquitinagdo presentes nele.

Figura 33 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-SpXUT1 e DLG-tSpXUTL1, em meio sintético dropout
(sem uracila), com 2% glicose como fonte de carbono.
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Figura 34 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-SpXUT1 e DLG-tSpXUT1, em meio sintético dropout
(sem uracila), com 2% xilose como fonte de carbono.
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Adicionalmente, os resultados de cinética de transporte com
xilose e glicose do SpXUT1 (Tabela 14) provavelmente também estdo
sendo subestimados. Nijland e colaboradores (2016) mostraram que a
linhagem com o transportador quimérico HXT36-N367A, mutado em
seus residuos de lisina na por¢do N-terminal, teve suas Viaxs aumentadas
com glicose e xilose. Além disso, uma outra versdo desse transportador
(HXT36) também mutado nas lisinas, teve sua afinidade e Vy.x com
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glicose aumentada, com aumento também na afinidade por xilose. Um
outro trabalho realizado também com um transportador quimérico
(HXT11/2), mostrou que a troca da por¢do N-terminal do transportador
HXT2 pelo N-terminal do HXT11 e conseguente substituicdo de todos 0s
residuos de lisina nessa regido, mudou o K, com xilose de 65,5 mM
para 69 mM, em comparacdo com o parental HXT2 (Shin et al., 2017).

E interessante também compararmos esses resultados, com os
resultados de fermentacdo por linhagens contendo transportadores HXTs
enddgenos de S. cerevisiae, com expressdo especifica constitutiva
(Gongalves et al., 2014). O melhor resultado obtido para fermentacéo de
xilose foi a linhagem expressando o transportador HXT7, que apresentou
consumo maximo volumétrico de aglcar (Vs) de 0,7 g/L/h, com
producdo maxima volumétrica de etanol (Vg) de 0,3 g/L/h em xilose e
apenas 85% do acglicar. Como podemos notar na Tabela 15, a linhagem
DLG-tSpXUT1 apresentou uma Vg trés vezes maior, com uma Vg mais
que o dobro, quando comparado a linhagem expressando o HXT7, além
de ter consumido 100% do acUcar. Por outro lado, quando comparamos
as co-fermentagdes de glicose mais xilose (Figura 35), a linhagem DLG-
tSpXUT1 conseguiu utilizar 100% da glicose e 94% de xilose (Tabela
15), resultado muito diferente do encontrado com a linhagem
expressando o HXT7, que consumiu 95% de glicose e apenas 45% de
xilose. Neste sentido, estes resultados com a linhagem DLG-tSpXUT1
em co-fermentacdo sdo particularmente interessantes, tendo em vista que
um dos grandes gargalos para uma eficiente fermentacdo da biomassa
vegetal para producéo de etanol 2G € a utilizagdo simultanea das mistura
de pentoses e hexoses presentes no hidrolisado.

Ao analisarmos a Figura 35, observamos que mesmo a glicose
sendo rapidamente consumida, a xilose continuou sendo utilizada,
mostrando que de fato a ubiquitinagdo e consequente degradacdo do
transportador ndo estd acontecendo. E, muito embora, o tempo de
consumo pareca ter aumentado, provavelmente em funcéo da presenca
do etanol no meio, parece que a grande quantidade desse etanol
previamente produzido, ndo prejudicou o consumo de xilose a ponto de
impedir que esta continuasse sendo utilizada. Assim, podemos ver
claramente nesta figura, que, depois da glicose ter sido totalmente
consumida, todo o etanol produzido (~6g/L), além dos 10g/L, foi
proveniente da fermentacdo da xilose. Este resultado ndo foi observado
coma linhagem BBY-SsXUT1 que — mesmo conseguindo produzir
etanol a partir de xilose com uma boa capacidade fermentativa — em co-
fermentacdo com glicose e xilose, apesar de consumida, ndo foi
convertida em etanol (de Sales et al., 2015).
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Embora bons resultados de co-consumo de glicose e xilose
possam ser observados em trabalhos recentes com mutagénese de
transportadores HXTs enddgenos, que resultaram na absor¢édo especifica
de xilose mesmo na presenca de glucose (Farwick et al., 2014; Nijland
et al., 2014; Shin et al., 2015; Young et al., 2014), muitas das proteinas
HXTs sdo rapidamente degradadas na auséncia de glicose (Snowdon et
al., 2012) resultando na ndo utilizagio completa da xilose.
Adicionalemte, mesmo em um trabalho onde a permanéncia do
transportador na membrana foi mantido pela mutagénese da lisina
necessaria para ubiquitinacdo, o resultado de co-fermentacdo ainda
apresentou utilizacdo sequencial de glicose e xilose (Nijland et al.,
2016).

Com o gene tSaXUT1, a truncagem também surtido efeito. Ao
analisarmos a Figura 36, percebemos que houve um melhora na
utilizacdo de glicose, da mesma forma que com o tSpXUT1. Além disto,
a extensa fase lag observada na linhagem parental ndo foi observada na
versao truncada. Existem muitas varidveis para isto ter acontecido como,
por exemplo: o estado fisiolégico do indculo e tamanho do in6culo
(Albertson et al., 1990; Mackey e Derrick, 1984; Breand et al., 1999;
Augustin et al., 2000%). No entanto, tendo em vista que as duas linhagens
partiram das mesmas condic@es, parece que de alguma forma a trucagem
teve algum efeito na adaptacdo das células ao novo ambiente. NGs
hipotetizamos que, talvez, a ndo endocitose do transportador, que antes
acontecia e que provavelmente ndo estd acontecendo na linhagem
truncada, possa estar poupando energia a célula, de forma que ela tenha
mais disponibilidade de ATP para reagir as novas condi¢des do meio.
Nijland e colaboradores (2016) apresentaram evidéncias para este
hipdtese, ja que na linhagem parental expressando o transportador
quimérico HXT36 foi necesséario adicdo de maltose para diminuir a fase
lag do crescimento em xilose, no entanto, na linhagem mutada no
residuo de lisina envolvido na ubiquitinagdo (HXT36-3K), observou-se
crescimento rapido mesmo sem a adigdo da maltose.

Curiosamente, a DLG-tSaXUT1 produziu menos etanol que a
DLG-SaXUT1. Entretanto, ainda é necessario novos experimentos para
confirmar esses resultados. No crescimento em xilose (Figura 37), a
linhagem DLG-tSaXUT1 cresceu mais e consumiu quase o dobro do
aclcar, quando comparado com a parental ndo truncada DLG-SaXUT1,
todavia, a producdo de etanol ainda assim ndo foi observada. Em
contrapartida, ao analisarmos a fermentacdo em glicose (Figura 38) e co-
fermentagdo em glicose e xilose (Figura 40), ndo evidenciamos
nenhuma diferenca significativa entre as duas linhagens.
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Tabela 15 — Pardmetros fermentativos em batelada com altas densidades celulares, utilizando 2% glicose ou xilose, e 2% glicose
mais 2% xilose como fontes de carbono, por leveduras recombinantes.

Fonte de carbono:

Glicose + Xilose
Glicose Xilose Glicose Xilose Etanol
Consumo Vs Ve Consumo Vs Ve Consumo Vs Consumo Vs Ve
. (%) (9. Lt h—l)a (@ Lt h-l)b (%) (@ Lt h-l)a (0. Lt h-l)b (%) @ Lt h.1)a (%) (g L-l. h-l)a (g L-l. h-l)b
Linhagem
DLG-SpXUT1 100 28+0.14 239+02 10 02+011 O 97 2.5+0.06 5 0.02+0.01 2.24+0.12
DGL-tSpXUT1 100 9.77+£0.01 4.85+0.01 100 2.11+£0.04 0.64+0.02 | 100 9.3+0.01 94 159+04 5.22+£0.12

Nota: ®consumo maximo volumétrico de aclcar, ® producdo méxima volumétrica de etanol.

Figura 35 — Fermentacdo em batelada com as linhagens recombinantes de S. cerevisiae DLG-SpXUT1 e DLG-tSpXUT1 em
meio sintético dropout (sem uracila) com 2% Xxilose e 2% glicose como fontes de carbono.

Glicose e Xilose (g.t1)
o s N N
o o o o o

o

A T T

20 30 40
Tempo (h)

10 50

-+ SpXUT1 glicose
-o- tSpXUT1 glicose
- SpXUT1 xilose
O tSpXUT1 xilose

n
(=]

SpXUT1 etanol
tSpXUT1 etanol
SpXUT1 glicerol
tSpXUT1 glicerol
SpXUT1 xilitol
tSpXUT1 xilitol

¢tdtnn

Etanol, glicerol ou Xilitol (g.L")

20
Tempo (h)

30 40

50



103

Figura 36 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SaXUT1 e DLG-tSaXUT1, em meio
sintético dropout (sem uracila) com 2% de glicose.
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J4 na fermentacdo em xilose (Figura 39) a linhagem DLG-
tSaXUT1 foi capaz de fermentar este acucar produzindo cerca de 2 g/L
de etanol, o que ndo foi visto com a linhagem parental DLG-SaxXUTL1.
Em recente trabalho, resultados semelhantes foram notados, quando a
linhagem sem o residuo de lisina necessario para ubiquitinacdo,
apresentou uma melhora no crescimento e na fermentacdo de xilose, na
auséncia de glicose. Entretanto ndo foi observado diferenca no consumo
de glicose entre a linhagem mutada e a parental na co-fermentagdo com
xilose, por se tratar de um transportador enddgeno de S. cerevisiae que é
regulado pela presenca da glicose (Nijland et al., 2016).

De fato, ndo foi bem compreendido as diferencas encontradas, nas
versdes truncadas e ndo truncadas, entre as linhagens com o0s
transportadores SaXUT1 e SpXUTL1 deste trabalho, tendo em vista as
semelhancas entre eles observadas no alinhamento (Figura 29).
Entretanto, é importante ressaltar que o transportador SaXUT1 e
tSaXUT1 estdo sob a expressdo do promotor GPD, ao passo que O
SpXUT1 e tSpXUT1, estdo sob a expressdo do promotor PGK, e ndo
podemos descartar a possibilidade disto estar influenciando os
resultados entre eles. Além disso, podemos observar na Figura 30 que a
sequéncia SaXUT1 apresenta 2 residuos de lisina ubiquitinaveis com alta
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confianga a menos, em comparagdo com a sequéncia de SpXUTL. Isto
talvez possa explicar também as diferencas nos desempenhos de
utilizacdo dos aglcares em suas versdes ndo truncadas.

Figura 37 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae DLG-SaXUT1 e DLG-tSaXUT1, em meio

sintético dropout (sem uracila) com 2% de xilose.
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Figura 38 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-SaXUT1 e DLG-tSaXUT1 em meio sintético dropout
(sem uracila) com 2% glicose como fonte de carbono.
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Figura 39 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-SaXUT1 e DLG-tSaXUT1 em meio sintético dropout
(sem uracila) com 2% xilose como fonte de carbono.
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Figura 40 — Fermentacdo em batelada com as linhagens recombinantes de S.
cerevisiae DLG-SaXUT1 e DLG-tSaXUT1 em meio sintético dropout (sem
uracila) com 2% xilose e 2% glicose como fontes de carbono.
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Ao compararmos os resultados da linhagem DLG-tSaXUT1 com
os resultados obtidos pela linhagem que abrigava o gene SsXUT1 de Sc.
stipitis, apesar de serem bem semelhantes quando se trata de
fermentacdo de glicose, com utilizagdo de xilose se mantiveram bem
diferentes. A linhagem BBY-XUTL1 conseguiu consumir 90% desse
aclcar em 30 horas de fermentacdo, produzindo quase 5 g/L de etanal,
ao passo que a DLG-tSaXUT1 consumiu apenas 25% em 72 horas,
produzindo cerca de 2 g/L de etanol. Dessa forma, a semelhanca de 79%
de identidade proteica ndo foi suficiente para manter o mesmo padréo de
utilizacdo de aclcares, evidenciando, mais uma vez, que pequenas
diferencas nas sequéncias de aminoéacidos ja sdo suficientes para mudar
0 comportamento da proteina.

Ao analisarmos os resultados obtidos com as linhagens na verséo
truncada e ndo truncada do transportador MgGET1, observamos que,
embora no crescimento em glicose a versdo truncada produziu quase 2
g/L de etanol a mais que a versdo nao truncada, nenhuma diferenca entre
elas foi oboservada nos ensaios de fermentacdo com este agUcar,
apresentando praticamente 0 mesmo desempenho em ambas as versdes
(Figuras 41 e 42). Além disso, a versdo truncada também continuou nao
utilizar a xilose nem nos crescimentos nem nas fermentagGes. Com esses
resultados obtidos pela versdo truncada do transportador MgGET1, fica
evidente que, provavelmente, ele se trata de um transportador exclusivo
de glicose e que, possivelmente, possa ser regulado em S. cerevisiae, da
mesma forma que os transportadores HXTs de baixa afinidade (HXT1 e
HXT3) que normalmente sdo expressos em altas concentracGes de
glicose (Ozcan & Johnston, 1999) e que sdo endocitados da membranas
citoplasmaticas com subsequente e degradacdo vacuolar, apenas quando
a concentracdo de glicose é baixa (Roy et al., 2014; Horak, 2013;
Snowdon & Van Der Merwe, 2012).
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Figura 41 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae DLG-MgGET1 e DLG-tMgGET1, em meio
sintético dropout (sem uracila) com 2% de glicose.
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Ao compararmos os bons resultados obtidos com gene truncado
apenas na por¢do C-terminal (tSpXUT1) com o tSaXUT1, que foi
truncado em ambas extremidades N- e C-terminais, concluimos que,
talvez, os residuos de lisina que sdo importantes para a ubiquitinacdo, no
caso desses transportadores, estejam na extremidade C-terminal da
proteina. Reforcando essa ideia, percebemos que, realmente, os residuos
de lisina que foram dados pela predicdo com alto grau de confianca,
estdo apenas na regido C-terminal do transportador (Figura 30). Além
disso, 0 Unico transportador heterélogo truncado (CDT-2), descrito na
literatura até agora, também descreveu os residuos de lisina na parte C-
terminal da proteina como sendo os importantes para a ubiquitinagéo
(Sen et al., 2016), apesar de alguns trabalhos relatarem que, para os
transportadores enddégenos (HXTs) de S.cerevisiae, as lisinas
importantes estdo no dominio N-terminal do transportador (Nijland et
al., 2016; Roy et al., 2014; Shin et al., 2017).
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Figura 42 — Fermentacdo em batelada com 10 g/L das linhagens recombinantes
de S. cerevisiae DLG-M@GET1 e DLG-tMgGET1 em meio sintético dropout
(sem uracila) com 2% glicose como fonte de carbono.
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De fato, ndo é sabido ao certo como acontecem &s sinalizagdes
para que os transportadores sejam ubiquitinados. O que se sabe é que,
essa ubiquitinacdo, acontece mediada pela ligase RSP5, que é recrutada
por meio de uma familia de proteinas adaptadoras chamadas a-arrestinas
(Finley et al., 2008). Poucos trabalhos até agora se empenharam em
elucidar como acontecem os recrutamentos das diferentes a-arrestinas
em S. cerevisiae. Nikko e colaboradores (2009) verificaram que a
arrestina Art4, codificada pelo gene ROD1, esta envolvida na endocitose
do transportador HXT6. O"Donnel e colaboradores (2015) verificaram
que os genes ROD1 e ROG3 que codificam as arrestinas, Art4 e Art7,
respectivamente, estdo envolvidas no trafego dos transportadores HXT1
e HXT3. Entretanto, apenas um trabalho com transportadores
heterélogos foi realizado até agora. Neste trabalho, Sen e colaboradores
(2016) demonstraram que os transportadores heterélogos de celobiose
CDT-1 e CDT-2, quando expressos em S. cerevisiae, sao retirados da
membrana celular na presenca de celobiose no meio, mediados também
pelo ROD1 e ROG3. Nesse sentido, muito estudo ainda é necessario
para compreendermos como ocorrem as sinalizagdes de regulagdo pos
traducional em S. cerevisiae, principalmente, quando se tratam de
transportadores heter6logos.

Infelizmente, ndo existem outros trabalhos com transportadores
heterélogos de glicose/xilose que foram truncados para compararmos
com 0s nossos resultados. Além disso, é dificil comparar os rendimentos
de etanol, produtividade e consumo de substratos dos varios outros
trabalhos de clonagem heteréloga de transportadores de Xilose em S.
cerevisiae, devido as variagcGes nos parametros experimentais, incluindo
a concentracdo inicial de substrato, os tempos de incubacdo e as
densidades celulares utilizadas para as fermentagdes (Jun e Jiayi, 2012).
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Além do mais, infelizmente, muitos desses trabalhos ndo apresentaram
em seus resultados os dados de fermentagdo para compararmos com 0s
nossos (Du et al., 2010; Jeffries et al., 2007; Runquist et al., 2009;
Wang et al., 2015; Weierstall et al., 1999; Young et al., 2011).

Tendo em vista que poucos trabalhos até o0 momento abordaram o
blogueio do processo de ubiquitinacdo nos transportadores e que
nenhum trabalho de truncagem de transportadores heter6logos de xilose
foi realizado até agora, parece que a abordagem para clonagem de
transportadores het6logos de xilose empregada no presente trabalho,
além de ser pioneira, também se mostrou uma excelente estratégia para
construcdo de S. cerevisiae recombinantes para a producédo de etanol 2G.

4.2 — ldentificacédo e clonagem de enzimas e transportadores para
celobiose e xilobiose

O uso de biomassa vegetal para a produgdo de biocombustiveis
exigi uma utilizacdo eficiente de todos os aclcares presentes no
hidrolisado lignocelulésicos. Embora a composicdo seja varidvel,
hidrolisados de biomassa vegetal consiste, em muitos casos, de ~70% de
celodextrinas e glicose, e ~30% de xilose (Carroll, 2009). Entretanto,
como 0s micro-organismos utilizam preferencialmente a glicose, no
momento da sua deplecdo (quando as células comecam a usar xilose), a
concentracdo de etanol ja é suficientemente alta reduzindo ainda mais a
velocidade de fermentacdo de xilose. Como resultado, a utilizacdo
sequencial da xilose apds o esgotamento da glicose por causa da
chamada "repressdo da glicose" é uma barreira significativa para a
utilizacdo bem sucedida da mistura dos aclcares nos hidrolisados
celulésicos (Ha et al., 2011). Além disso, sdo necessarias grandes
quantidades de coquetéis de enzimas celulases e hemicelulases para
liberar os monossacarideos finais glicose e xilose, o que elevam os
custos do processo, diminuido, assim, a viabilidade da producdo do
etanol 2G (Lynd et al., 2002; Chundawat et al., 2011).

Uma alternativa para superar esses desafios, seria a utilizacdo
direta dos dissacarideos celobiose/xilobiose, que aliviaria a competicao
entre seus respectivos monossacarideos (glicose e xilose) e tornaria o
processo menos caro, uma vez que a Ultima etapa desta digestdo no
hidrolisado seria evitada. Assim, o transporte seletivo de
oligossacarideos como xilobiose e celobiose, em paralelo com glicose e
xilose, pode proporcionar a co-fermentacéo efetiva desses aclcares. (Li
et al., 2015; Ragauskas et al., 2006; Stephanopoulos, 2007; Zhang et al.,
2017). Neste sentido, a conversdo bem sucedida de biomassa celulésica
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em biocombustiveis exigira, portanto, organismos capazes de uma
utilizacdo eficiente das combinacGes de xilose, celodextrina, glicose e
xilodextrinas. Porém, assim como com xilose, a S. cerevisiae é incapaz
de naturalmente utilizar diretamente a celobiose e a xilobiose, por néo
possuir transportadores e enzimas necessarias para este processo. Dessa
forma, o presente trabalho se propds a buscar novos transportadores e
enzimas para habilitar S. cerevisiae a utilizar esses oligossacarideos
eficientemente.

Para isto, em um primeiro momento, duas sequéncias
pertencentes a transportadores da superfamilia MFS, de 2 espécies de
levedura diferentes (C. tropicalis e M. guilliermondii), com histérico de
utilizacdo de xilose, foram selecionadas como possiveis transportadores
de xilobiose (Jeffries, 1981; Matos et al., 2013; Sanchez et al., 2008,
Rao et al., 2006; Rao et al., 2004). A identificagdo destas duas
sequéncias foi através de BLASTp pela similaridade com o conhecido
transportador de celobiose/xilobiose CDT-2 de N. crassa (GenBank
380022) (Galazka et al., 2010; Ha et al., 2011). O gene escolhido de C.
tropicalis foi denominado CtCBT1 e o de M. guilliermondii MgCBT2.
Além dessas novas sequéncias selecionadas, os genes AGT1 de S.
cerevisiae e HXT2.4 de Sc. stipitis também foram escolhidos para testes
de transporte com xilobiose. O primeiro foi escolhido, ja que o trabalho
anteriormente realizado por Fujii e colaboradores (2011) atribuiram a ele
o0 transporte de xilobiose em uma S. cerevisiae expressando uma [-
xilosidase intracelular. O segundo, por ser um transportador de celobiose
conhecido (Ha et al., 2013), mas que, no entanto, foi descrito por Jeffries
& Van Vleet (2009) como um gene fortemente induzido na presenca de
xilose, levando-nos a acreditar que pode se tratar de um possivel
transportador de xilobiose. Todas essas sequéncias selecionadas, bem
como 0 organismo de origem e seus nimeros de acesso no GenBank,
estdo listados na Tabela 10.

Esses genes, foram clonados em plasmideo multicopia, da mesma
forma como descrito para os demais genes anteriormente clonados, em
seguida, exceto o que continha o AGT1, foram transformados em uma
cepa de S. cerevisiae deletada dos transportadores da familia Mal
(CMY1050) — como descrito em material e métodos — dando origem as
linhagens CMY-CtCBT1, CMY-MgCBT2, CMY-HXT2.4 (listadas na
Tabela 8) para serem submetidas a ensaios de simporte com xilobiose e
outros oligossacarideos como celobiose, xilotrioses e maltose.

No entanto, nenhuma atividade foi observada com nenhuma das
sequéncias, para todos os acUcares testados. Uma analise adicional das
estruturas transmembranas desses transportadores foi realizada, para



110

verificar a presenga de aminoécidos com grupos funcionais ionizaveis
(&cido glutdmico - E, acido aspartico - D, histidina - H) no meio desses
dominios, que sdo caracteristicos em transportadores do tipo H*-co-
transporte (Chaptal et al., 2011; Dang et al., 2010; Ditty & Harwood,
2002; Vadyvaloo et al., 2006), como mencionado anteriormente neste
trabalho. De fato, ndo foi observada a presenca de nenhum destes
aminoécidos em qualquer segmento transmembrana para as sequéncias
analisadas, levando a creditar que realmente se tratam de transportadores
por difusdo facilitada (dados ndo mostrados).

Como foi sugerido por Fujii e colaboradores (2011) que o AGT1
poderia transportar xilo-oligossacarideos, um trabalho em paralelo foi
realizado para verificar esse possivel transporte. Para isto, foi feito um
ensaio de simporte com xilobiose e xilotriose, utilizado uma linhagem
de S. cerevisiae que s6 possuia em seu genoma 0s transportadores da
familia MAL (DLG-K1) que inclui o AGT1, e uma outra linhagem
isogénica a DLG-K1, porém, com o AGT1 deletado de seu genoma,
denominada DLG-B1. Nesse experimento foi verificado que o AGT1
realmente permite o co-transporte de H* tanto com xilobiose como
xilotriose, porém esse transporte ndo acontece exclusivamente por este
transportador e provavelmente outros transportadores da familia MAL
estariam envolvidos (dados ndo publicados).

Adicionalmente, em um recente trabalho submetido, foi vericado,
através de mutagénese sitio dirigido, que residuos como Glu-120, Asp-
123, Glu-167 e Arg-504, presentes no poro de translocacdo do
transportador AGT1, estdo intimamente relacionados com o transporte
de agUcares (dados ndo publicados). De fato, nas analises de docking
com maltose, foi observada a interacdo do AGT1 (através de ligacdes de
hidrogénio) com alguns desses residuos verificados como importantes
para o transporte (Arg-504), bem como outros possiveis residuos (GIn-
225, T245 e A481) como mostrado na Figura 43-A. Nesse sentido, 0
presente trabalho decidiu verificar se 0 AGT1 também se ligaria com
xilobiose. Como é possivel observar na Figura 43-B, a xilobiose néo s
se encaixa no poro de translocacdo do transportador, como também faz
ligacBes de hidrogénio com dois dos residuos presentes, nos segmentos
transmembrana, que também se ligam a maltose (T245 e A481). Esses
resultados indicam que o AGT1 possa realmente ser um promissor
transportador de xilo-oligossacarideos.

Para verificar a funcionalidade destes genes (AGT1, CtCBT1,
MgCBT2, HXT2.4) como transportadores de xilobiose, seria necessario
encontrar uma pB-xilosidase intracelular, para fazer a hidrélise deste
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carboidrato no interior da célula e liberar a xilose para ser convertida em
etanol.

Figura 43 — Modelo estrutural da permease AGT1. O modelo baseia-se na
estrutura outward-facing parcialmente ocluida da XylE de E. coli ligada a
maltose (estrutura em verde) (A) e ligada a xilobiose (estrutura em amarelo) (B)
(cédigo ZINC ID 4095762 e 4095691, respectivamente). As imagens 3D foram
criadas por MODELLER (Webb & Sali, 2014). Em vermelho estd marcado o
residuo T245, em verde o residuo A481, em rosa 0 R509 e em azul G225.

Assim, foi selecionada uma sequéncia de uma possivel f-
xilosidase proveniente de Pseudozyma antarctica, que foi denominada
PAT1 (Tabela 10). Esta sequéncia foi selecionada baseada em sua
similaridade, através de BLASTp, com a enzima [-Xilosidase
intracelular (GH43) de N. crassa (GenBank ID NCU01900) (Li et al.
2015). O gene para esta enzima, entdo, foi clonada em plasmideo
multicopia, da mesma forma que os outros genes, e transformada na
linhagem S. cerevisiae DLG-K1. Em seguida, esta linhagem
denominada DLG-PAT1, foi submetida a ensaios fermentativos com
hidrolisado de xilana. No entanto, nenhum consumo dos carboidratos
presentes no hidrolisado (xilose, xilobiose, xilotrioses, xilotetrose,
xilopentose e xilohexose) foi detectado (dados ndo mostrados).

Diante disso, foi feito um ensaio de determinacdo da atividade
enzimatica usando p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (um anéalogo de
xilobiose), como detalhado em material e métodos. Entretanto, uma
baixissima atividade de hidrolise de 0,42 nmoles de p-nitrofenil/min./mg
de célula foi detectada, levando-nos a acreditar que esta atividade
apresentada pela PAT1 ndo seria suficiente para suportar a eficiente
fermentacdo de xilo-oligossacarideos pela S. cerevisiae recombinante.

E dificil comparar a atividade apresentada pela PAT1 e saber se
realmente € muito baixa, ja que todos os trabalhos que exibiram as
atividades intracelulares de P-xilosidases clonadas em S. cerevisiae,



112

apresentaram unidades de medidas em mg de proteina ou UM de
proteina, diferente do presente trabalho que foi quantificadas em mg de
células, o que impossibilitou a comparagdo dos resultados (Fujii et al.,
2011; Li et al., 2015). Dessa forma, foi decidio quantificar a atividade
da maltase — uma enzima enddgena de S. cerevisiae e que é fortemente
expressa na presenca de maltose — usando 0s mesmos métodos
utilizados para quantificar a PATL. Feito isto, foi obtido a atividade para
maltase de 163,2 nmoles de p-nitrofenil/min./mg de célula. De fato, um
valor muito acima do encontrada para PAT1, mostrando que realmente a
linhagem expressando esta enzima, ndo conseguiria utilizar xilobiose ou
outros xilo-oligossacarideos.

A sequéncia da PAT1 esta depositada no NCBI como pertencente
a superfamilia GH43.4, no entanto, ela também possui motivos
conservados pertencentes a outras trés familias de glicosil hidrolases:
GH32, GH62 e GH68. Os membros das familias de glicosil hidrolases
(GH32, GH43, GH62, GH68) possuem os dominios de 5-laminas B-
hélice e compreendem os clés F e J, conforme classificado pelo banco de
dados de enzimas ativas com carboidratos (CAZY). O cla F é composto
por familias GH43 e GH62. A familia GH43 inclui B-xilosidases, B-
xilanases, o-L-arabinases e a-L-arabinofuranosidases, enquanto a
familia GH62 contém a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) que se
encaixa especificamente -1,2 ou a-1,3-L-arabinofuranose nas cadeias
lateriais da xilana. O cld J consiste nas familias GH32 e GH68. GH32
compreende hidrolases de sacarose-6-fosfato, invertases, inulinases,
levanases, fructosiltransferases eucaridticas e fructotransferases
bacterianas, enquanto que GH68 é constituido por frucosiltransferases
(FTFs) que incluem levansucrase (EC 2.4.1.10); B-fructofuranosidase
(EC 3.2.1.26); inasucrase (EC 2.4.1.9), todos os quais utilizam sacarose
como seu substrato preferencial. Além disso, em um BLASTp geral com
todos os micro-organismos no NCBI, a sequéncia da PAT1, possui alta
identidade (40-70%) com sequéncias depositadas como endo-f3-
xilanases e nenhuma com B-xilosidases. Portanto, pode ser que esta
enzima tenha sua melhor atividade com outro substrato que néo
xilobiose, o que justificaria a fraca atividade com o andlogo deste
aclcar. Dessa forma, sem uma enzima B-xilosidase com boa atividade
de hidrolise, ficou impossivel testar se, realmente, as sequéncias
anteriormente selecionadas (CtCBT1, MgCBT2, HXT2.4 e AGT1)
funcionariam como transportadores de Xilobiose.

Até 0 momento, pouquissimos trabalhos mostram a utilizacdo
direta de xilobiose em S. cerevisiae. O primeiro relato foi apresentado
por Fujii e colaboradores em 2011. Neste trabalho, eles inseriram uma -
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xilosidase proveniente do fungo filamentoso T. reesei em uma linhagem
recombinantes de S. cerevisiae e verificaram que se tratava de uma
enzima intracelular. Essa linhagem foi capaz de produzir etanol a partir
de um meio contendo xilo-oligossacarideos. Como até 0 momento,
nenhum transportador deste tipo de carboidrato tinha sido identificado
em S. cerevisiae, 0s autores atribuiram este transporte ao transportador
enddgeno AGTL1, que é conhecido por sua promiscuidade em transportar
diferentes oligossacarideos como maltose, maltotriose e sacarose
(Badotti et al, 2008; Han et al., 1995; Stambuk et al., 2006). No entanto,
eles verificaram que a atividade desta B-xilosidase intracelular era
inibida na presenca de xilose, levando a uma lenta fermentacédo dos xilo-
oligossacarideos.

Em outro trabalho, uma linhagem expressando o transportador
CDT-2 e a enzima GH43.2 de N. crassa foi capaz de usar diretamente
xilodextrinas, todavia eles descobriram que a enzima xilose redutase
inserida na S. cerevisiae possuia, também, atividade de xilodextrina-
redutase produzindo xilosil-xilitol, que ndo é um produto metabolizado
por S. cerevisiae. Porém, eles descobriram em N. crassa, outra enzima
B-xilosidase (GH43.7), com fraca atividade com xilobiose, mas que
rapidamente hidrolisava xilosil-xilitol em xilose e, assim, construiram
uma nova linhagem expressando as duas enzimas mais o transportador
CDT-2 (Li et al., 2015). Apesar desta nova linhagem crescer mais
rapidamente em xilodextrinas que a linhagem anterior, a velocidade de
consumo ainda era bastante lenta para aplicagdes industriais.

Recentemente, Zhang e colaboradores (2017) encontraram um
novo transportador isolado de T. virens (ST16), com evidentes vantagens
em transportar xilo-oligossacarideos sobre o CDT-2 de N. crassa. O
gene para este transportador foi transformado em S. cerevisiae
juntamente com 0s genes para as enzimas GH43.2 e GH43.7 de N.
crassa, porém, quando realizados ensaios fermentativos em
xilodextrinas sob condi¢des anaerdbicas, esta linhagem recombinante
ndo apresentou significativa melhora comparado com a linhagem que
levava o transportador CDT-2.

Dessa forma, apenas dois transportadores de xilobiose foram
descritos até 0 momento e apenas duas enzimas [-Xilosidases
intracelulares foram clonadas em S. cerevisiae. Isto deixa claro a
necessidade de novos transportadores e novas enzimas para melhorar a
via de utilizagdo da xilobiose em S. cerevisiae e superar alguns dos
gargalos necessarios para uma eficiente fermentacdo do hidrolisado de
biomassa vegetal. E, apesar de terem sido encontrados novos
transportadores com possiveis promissoras capacidades em transportar
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xilobiose, encontrar uma B-Xilosidase intracelular que seja funcional em
S. cerevisiae e que apresente uma atividade que sustente um processo
fermentativo, ainda é desafiador.

A segunda parte proposta nesta etapa do trabalho foi encontrar
genes para possiveis transportadores e enzimas, que fossem promissores
para tornar efetiva a construcdo de uma S. cerevisiae industrialmente
vidvel, para producéo de etanol a partir da utilizacdo direta de celobiose.
Existem duas possiveis vias de utilizacdo intracelular da celobiose: (1)
utilizando um transportador de celobiose e uma [-glicosidase
intracelular (via hidrolitica) ou (2) através de um transportador de
celobiose e uma enzima celobiose fosforilase (via fosforolitica). Na via
hidrolitica, duas moléculas de glicose sdo formadas intracelularmente e,
pela atividade hexoquinase (HXK), cada uma é convertida em glicose-6-
fosfato (Glc-6P) utilizando 1ATP cada. Ja na via fosforolitica, sédo
formados uma molécula de glicose intracelular e uma de glicose-1-
fosfato (Glc-1P). Nessa via, a Glc-1P é convertido em Glc-6P por
fosfoglucomutase (PGM) sem gasto de ATP, enquanto a glicose é
convertida em Glc-6P por HXK da mesma forma que na via anterior.
Em ambos os caminhos, Glc-6P é fermentada a etanol e CO2. Embora a
via fosforolitica tenha vantagens enérgicas sobre a via hidrolitica, cepas
com celobiose fosforilase intracelular, fermentaram celobiose mais
lentamente em relacdo a cepas empregando B-glicosidase intracelular
(Haetal., 2012).

Diante disto, foi decidido, primeiramente, buscar genes de
transportadores de celobiose e B-glicosidases, na espécie de levedura
Sp. passalidarum, ja que alguns estudos demonstraram sua excelente
capacidade em co-metabolizar glicose, xilose e celobiose (Jeffries et al.,
2013; Longet et al., 2012). Alguns genes foram identificados a partir do
genoma desta levedura anotado no NCBI. Os genes candidatos para
transportadores foram selecionados com base na semelhanca das
sequéncias de aminoéacidos com CDT-2 (transportador de xilobiose e
celobiose) de N. crassa (Galazka et al., 2010). Assim, duas sequéncias
foram encontradas, a primeira com 28% de identidade nomeada CBT1 e
a segunda com 27% de identidade nomeada CBT2 (Tabela 10). Para
buscar sequéncias para possiveis B-glicosidases intracelulares foi
utilizada como molde a conhecida B-glicosidase GH1-1 (GenBank
NCUO00130) também de N. crassa, porém, nenhuma sequéncia com
significativa similaridade foi encontrada. Numa segunda tentativa, foi
usada a B-glicosidase de T. terrestris (TtBG) (Bae et al. 2014) e, assim,
foram encontradas duas sequéncias com 33% e 29% de identidades
nomeadas SpBGL1 e SpBGL2, respectivamente (Tabela 10).
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Adicionalmente, foram realizadas analises de predicdo de peptideo sinal
nestas sequéncias, através do programa de bioinforméatica PHOBIUS,
para assegurar que fossem B-glicosidases intracelulares.

Para estas sequéncias selecionadas entdo, foram desenhados
primers (Tabela 9) para amplificacdo do gene a partir da cepa Sp.
passalidarum HMD16.2 que havia sido recentemente isolada da
biodiversidade brasileira (Cadete et al., 2012). Entretanto, das quatro
sequéncias selecionas, apenas a SpBGL2 foi amplificada com os primers
desenhados, provavelmente, em fungéo do polimorfismo que havia entre
as duas cepas, ja que a sequenciada foi isolada do intestino de besouro
(Nguyen et al., 2006) e a segunda — usada para amplificar o gene — tinha
sido isolada de madeira em decomposicdo (Cadete et al., 2012).

Esta sequéncia foi clonada, primeiramente, em plasmideo
multicépia contendo o gene URA3 para selecdo das transformantes
(como detalhado em material e métodos). Em seguida esse plasmideo foi
transformado na linhagem S. cerevisiae CENPK2-1C (Tabela 8) — como
forma de garantir que a enzima realmente fosse intracelular, ja que a
CENPK2-1C ¢ incapaz de transportar celobiose — dando origem a
linhagem CENPK-B2 (Tabela 8). Posteriormente, a sequéncia SpBGL2
também foi clonada em outro plasmideo contendo o gene de selecdo
TRP1 e em seguida foi transformado na CENPK2-1C, juntamente com
outro plasmideo contendo o conhecido transportador de celobiose
HXT2.4 de Sc. stipitis (HA et al., 2013), mas que levava 0 gene
marcador URA3, dando origem a linhagem CENPK-HB (Tabela 8). Isso
foi feito para verificar a funcionalidade da SpBGL2 como B-glicosidase
intracelular.

Como ¢é possivel observar na Figura 44, a Unica linhagem capaz
de crescer em celobiose foi a que possuia os genes para B-glicosidase
(SpBGL2) e o transportador de celobiose (HXT2.4), mostrando que, de
fato, a enzima SpBGL2 realmente se trata de uma [-glicosidase
intracelular. Diante disso, foi feito um ensaio de determinagdo da
atividade enzimética usando p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPBG)
(analogo de celobiose), como detalhado em material e métodos. Como
resultado, foi obtido uma atividade de 146,8 nmoles de p-
nitrofenil/min./mg de célula. No entanto, mais uma vez, as diferengas
nos métodos de determinacdo enzimaticas e/ou unidades de medida,
usados mnos outros trabalhos que empregaram [B-glicosidases
intracelulares em S. cerevisiae (Bae et al., 2014; Galazka et al. 2010),
dificultaram a comparacdo com os resultados deste trbalho. Por outro
lado, ao compararmos com a atividade da maltase de 163,2 nmoles de p-
nitrofenil/min./mg de célula (como mencionado anteriormente), fica
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claro que, realmente, a enzima SpBGL2 apresentou uma excelente
atividade em S. cerevisiae.

Figura 44 - Crescimento aerébio sob agitacdo a 160 rpm das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae CENPK-HB, CENPK-B2 e linhagem controle
CENPK-GPD (que leva o plasmideo vazio), em meio sintético dropout (sem
uracila) com 2% de celobiose para CENPK-B2 e para CENPK-GPD e meio
sintético dropout (sem triptofano sem uracila) com 2% de celobiose para
CENPK-HB.
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Adicionalmente, foi realizando a determinacdo da atividade
enzimatica usando p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPBX) (analogo
de xilobiose), para verificar se a SpBGL2 poderia ter, também, atividade
como [B-xilosidase e, de fato, foi observado uma atividade de 42 nmoles
de p-nitrofenil/min./mg de célula. Este resultado foi 100 vezes maior do
que tinha sido obtido anteriormente com a enzima PAT1.

Ao analisar o filograma (Figura 45), construido com as principais
enzimas intracelulares caracterizadas, foi observado que a PATL se
localiza mais proxima as B-xilosidases, entretanto, ndo se agrupou perto
de nenhuma das p-xilosidases caracterizadas em S. cerevisiae,
mostrando que realmente é uma sequéncia muito diferente das que
foram funcionais e tiveram boa atividade. Dessa forma, esta enzima,
possivelmente, pode se tratar de outra enzima que ndo PB-xilosidase,
como especulada anteriormente. Ja a SpBGL2, interessantemente, se
agrupou mais proxima das B-xilosidases, inclusive com maior
proximidade com a BXLA de Streptomyces thermovilaceos — que faz
parte de um operon BXL composto por uma proteina de ligacdo ao xilo-
oligossacarideo (BXLE), duas permeases (BXLF e G) e a B-xilosidase
intracelular (BXLA) — que néo foi testada em S. cerevisiae (Tsujibo et
al., 2004). Por outro lado, ao analisar a sequéncia da SpBGL2 em um
alinhamento geral com todos o0s micro-organismos (dados néo
mostrados), ela se agrupa mais proximas de B-glicosidases de Sc. stipitis
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e Debaryomyces hansenii depositadas, mas que também ndo foram
caracterizadas.

Figura 45 — Filograma construido com as enzimas clonadas neste trabalho
(PAT1 e SpBGL2-marcados em caixa azul), juntamente com as principais
enzimas B-glicosidases e p-xilosidases intracelulares caracterizadas. A arvore
filogenética foi construida baseada nas sequéncias proteicas de cada gene e
utilizando o programa Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008)
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A sequéncia SpBGL2 esta depositada no NCBI como pertencente
a superfamilia GH3. As glicosil hidrolases GH3, apresentam uma
diversidade incomum em estrutura, especificidade e papel bioldgico e
sdo amplamente distribuidas em bactérias, fungos e plantas. Esta
familia, contém PB-glicosidases, N-acetilglicosaminidases (muitas vezes
chamadas NagZs), B-xilosidases e arabinofuranosidases (Harvey et al.,
2000). Em muitos casos, as enzimas GH3 apresentam dupla
especificidade. Por exemplo, existem varias enzimas bifuncionais bem
caracterizadas nesta familia que possuem atividade a-L-
arabinofuranosidase e B-D-xilopiranosidase (Lee et al., 2003) e um
exemplo caracterizado de uma N-acetil-p-D-glicosaminida/B-glicosideo
hidrolase/fosforilase de Cellulomonas fimi (Macdonald et al., 2015;
Mayer et al., 2006). Além disso, a enzima GH3 de K. marxianus
(KmBgli), que compartilha 55% de identidade com a SpBGL2, hidrolisa
PNPBG com uma alta eficiéncia catalitica, mas também hidrolisa
PNPBX, pNPBFuc, pNPBAra e¢ pNPBGal com menores eficiéncias
(Yoshida et al., 2010). Todas estas evidéncias, talvez expliguem a
atividade com o andlogo de xilobiose (pNPBX), apresentada pela
SpBGL2.
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Além de pertencer a familia GH3 e possuir o dominio conservado
entre as [-D-glicosidases (PRK15098), a SpBGL2 também abriga o
dominio PA14 (pf07691). Este dominio estd localizado na por¢cdo N-
terminal da proteina e esta envolvido com o sitio de reconhecimento do
carboidrato (Finn et al., 2006; Kobayashi et al., 1998; Rigden et al.,
2004). Yoshida e colaboradores (2010) mostraram que para a f-
glicosidase KmBgli (55% de identidade com SpBGL2), o dominio PA14
conferiu uma caracteristica essencialmente limitada a dissacarideos, de
forma que quando os trissacarideos foram usados como substratos, a
atividade diminuiu drasticamente.

Sabe-se que as PB-glicosidases estdo também envolvidas em
reacbes inversas de sintese de glicosideos por transglicosilacdo
(Christakopoulos et al., 1994). Ha e colaboradores (2011) relatam que,
provavelmente, as celodextrinas acumuladas no meio de fermentacéo,
podem estar sendo geradas pela atividade de transglicosilacdo da [3-
glicosidase intracelular (GH1-1) e liberadas no meio pelo transportador
de celodextrina (CDT-1). Até 0 momento, apenas a enzima TtBG de T.
terrestris, apresentou reduzida atividade de transglicosilacdo quando
clonada em S. cerevisiae (Bae et al., 2014). Ao analisar a Figura 45, é
possivel observar que a SpBGL2 estd bem distante das duas Unicas
enzimas B-glicosidases intracelulares caracterizadas em S. cerevisiae
(GH1-1 N. crassa e TtBG de T. terrestris) (Bae et al., 2014; Galazka et
al., 2010). Dessa forma, seria interessante investigar auséncia de
glicose (Chauve et al., 2010), que naturalmente acontecem com as [3-
glicosidases em geral e levam ao acUmulo de celodextrinas no meio,
além de perdas na produtividade de etanol.

Diante da funcionalidade apresentada pela p-glicosidase SpBGL2,
resolveu-se testar as sequéncias MgCBT2 proveniente de M.
guilliermondii e CtCBT1 de C. tropicalis (anteriormente selecionadas
para possiveis transportadores de xilobiose) como transportadores de
celobiose. Esta estratégia foi adotada, uma vez que 0 gene usado para
buscar estas sequéncias foi 0 CDT-2, que codifica um transportador com
transporte tanto com xilobiose como com celobiose (Galazka et al.,
2010; Ha et al., 2011).

Assim, estas sequéncias foram clonadas em plasmideos
multicépia e transformadas, juntamente com o plasmideo contendo a
SpBGL2, na linhagem S. cerevisiae CENPK2-1C (assim como feito
anteriormente para a linhagem CENPK-HB), dando origem as linhagens
CENPK-B2-MgCBT2 e CENPK-B2-CtCBT1, respectivamente para as
sequéncias MgCBT e CtCBT1 (listadas na Tabela 8). Estas linhagens
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foram entdo submetidas a ensaios de crescimento e fermentagdo, usando
celobiose como fonte de carbono.

Como é possivel observar na Figura 46, ambas as linhagens
conseguiram consumir celobiose, confirmando as funcionalidades das
sequéncias MgCBT2 e CtCBT1 como transportadores deste acgucar.
Entretanto, a linhagem CENPK-B2-MgCBT2 consumiu cerca de 3 g/L
de celobiose a mais que a linhagem CENPK-B2-CtCBT1, mostrando um
melhor desempenho que esta. Quando sdo comparados 0s crescimentos
destas linhagens com o crescimento da linhagem CENPK-HB (Figura
44), que continha a SpBGL2 e o transportador HXT2.4 de Sc. stipitis, foi
observado que ambas tiveram um desempenho melhor que esta, onde a
CENPK-B2-MgCBT2 consumiu cerca de 9 g/L de celobiose a mais que
a CENPK-HB e a CENPK-B2-CtCBT1 consumiu aproximadamente 6
g/L a mais. Por outro lado, nenhuma das linhagens testadas foram
capazes de produzir etanol durante o crescimento, deixando claro que,
para celobiose, a levedura preferiu respirar a fermentar.

Figura 46 - Crescimento aerdbio sob agitacdo de 160 rpm, das linhagens
recombinantes de S. cerevisiae CENPK-B2-CtCBT1 e CENPK-B2-MgCBT2,
em meio sintético dropout (sem triptofano e sem uracila) com 2% de celobiose.
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Ao observar os resultados da fermentacdo entre as linhagens
construidas (Figura 47), é possivel preceber que a CENPK-B2-MgCBT2
mostrou um desempenho fermentativo muito superior as demais
recombinantes, consumindo 75% da celobiose e produzindo 8,1 g/L de
etanol. A linhagem CENPK-B2-CtCBTL1, apesar do baixo desempenho,
ainda conseguiu consumir 12% de celobiose produzindo cerca de 1,4
g/L de etanol, j& a linhagem CENPK-HB nédo conseguiu fermentar este
aclcar. Por outro lado, o consumo de celobiose pela CENPK-B2-
MgCBT?2 foi bastante lento e, mesmo depois de 120 horas, a celobiose
ainda ndo tinha sido completamente consumida.
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Figura 47 — Fermentacdo em batelada com as linhagens recombinantes de S.
cerevisiae CENPK-B2-CtCBT1,CENPK-B2-MgCBT2, CENPK-HB e linhagem
controle CENPK-GPD (que leva o plasmideo vazio) em meio sintético dropout
(sem triptofano e sem uracila) para linhagens CENPK-B2-CtCBT1,CENPK-B2-
MgCBT2, CENPK-HB e (sem uracila) para CENPK-GPD, com 2 % de
celobiose.
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Esse lento consumo de celobiose na fermentagdo, também foi
observado em outros trabalhos que abordaram a utilizagdo direta deste
acUcar por S. cerevisiae. Galaska e colaboradores (2010) mostram que a
celobiose foi totalmente consumida apena depois de 120 horas. Em
outro trabalho, Ha e colaboradores (2012) mostram que a linhagem
modificada para utilizacdo de celobiose consumiu todo esse agucar
apenas depois de 96 horas.

Uma das possiveis explicacfes para esse lento consumo de
celobiose, realizado pela CENPK-B2-MgCBT2, pode ser em funcdo de
uma possivel ubiquitinagdo do transportador MgCBT2 com subsequente
endocitose e degradacdo. Um trabalho recente demonstrou que o0s
transportadores de N. crassa CDT-1 e CDT-2, estdo sujeitos a
endocitose mediada por quatro oa-arrestinas (ROD1, ROG3, ALY1 e
ALY2) e que, pelo menos para CDT-2, os residuos de lisina localizados
em seu dominio citos6lico C-terminal, sdo necessarios para sua eficiente
endocitose. Tanto a dele¢do destas o-arrestinas, como as mutacdes nos
residuos de lisinas, melhoraram a producdo de etanol a partir de
celobiose em fermentacdo (Sen et al., 2016). Nesse sentido, ao
analisarmos as sequéncias de aminoéacidos do transportador MgCBT2,
usando um programa de analise de predicdo de residuos de lisinas
passivos de ubiquitinacdo (como detalhado em material e métodos),
constatamos a presenca de 2 residuos de lisina (K) na por¢do N-terminal
do transportador (dados ndo mostrados): um na posicdo K10 (com média
confianga de ubiquitinacdo) e outro na K20 (com alta confianga de
ubiquitinacdo). Apesar de Sen e colaboradores (2016) mostrarem que 0s
residuos de lisina importantes para ubiquitinacdo localizavam-se na
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porcdo C-terminal do transportador, existem outras trabalhos que
mostram que a presenca de lisinas ubiquitindveis estavam apenas na
porcdo N-terminal (Nijland et al., 2016; Roy et al., 2014). Dessa forma,
como constatado anteriormente, ainda ndo estd muito bem
compreendido os mecanismos de como ocorre as ubiquitinacdes nos
transportadores e, assim, pode ser que o transportador MgCBT2 possa
realmente estar sendo ubiquitinado e removido da membrana, gerando
como consequéncia, a lenta e incompleta utilizacdo da celobiose.

Ao analisar o filograma construido com o0s principais
transportadores de celobiose caracterizados até o momento (Figura 48),
é possivel preceber que as sequéncias CtCBT1 e MgCBT2 se agruparam
préximas a sequéncia HXT2.4 de Sc. stipitis. Ha e colaboradores (2013)
mostraram que a linhagem expressando o transportador HXT2.4
juntamente com a [-glicosidase intracelular GH1-1, foi capazes de
consumir 1.33 g celobiose/L/h e produzir 0.54 g etanol/L/h. Esse
resultado foi muito diferente do obtido com as linhagens CENPK-B2-
MgCBT2 e CENPK-B2-CtCBT1 que consumiram 0.17 g celobiose/L/h
e 0.07g celobiose/L/h, e 0.09 g etanol/L/h e 0.07 g etanol/L/h
respectivamente. Entretanto, os métodos experimentais empregados por
esses outores, foram muito diferentes dos utilizados no presente
trabalho, impossibilitando a comparacdo dos  desempenhos
fermentativos entre eles.

Por outro lado, Ha e colaboradores (2013) também identificaram
que a mutacdo do residuo de aminoacido A291 presente no HXT2.4
(presente no luping citoplasmatico entre TM 6 e 7) por acido aspartico
(D), melhorou significativamente 0 K., e a Vs do transportador e
consequentemente, a fermentacdo em celobiose. Entretanto, essa
Alanina 291 ndo é conservada no sitio correspondente dos
transportadores MgCBT2 e CtCBT1, que possuem nessa posi¢cdo uma
asparagina (N) e uma serina (S) respectivamente.

Existem vérias linhagens de S. cerevisiae recombinantes, que
permitiram consumo direto de celobiose utilizando diferentes
combinagdes de transportadores e enzimas B-glicosidases intracelulares.
Galazka e colaboradores (2010) mostram que, S. cerevisiae expressando
o transportador CDT-1 e a p-glicosidase intracelular GH1-1
provenientes de N. crassa, foi capaz de fermentar celodextrinas de
forma eficiente. Sadie e colaboradores (2011) relatam que a cepa de S.
cerevisiae expressando o transportador LAC12 de K. lactis e a enzima
celobiose fosforilase intracelular (cepA) de Clostridium stercorarium foi
capaz apenas de crescer em celobiose como Unica fonte de carbono, ndo
apresentado capacidade em fermentar esse acUcar. Kimberly e
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colaboradores (2012) mostraram que a expressdo de uma celobiose
fosforilase intracelular de Ruminococcus flavefaciens e do transportador
CDT-1 de N. crassa, em S. cerevisiae, permitiu fermentagdo de glicose,
xilose e celobiose em condicdes anaerébicas. J& Bae e colaboradores
(2013), demonstraram que a cepa de S. cerevisiae com o transportador
(PcST) de P. chrysogenum ¢ B-glicosidase (TtBG) de T. terrestris
apresentou um melhor desempenho fermentativo em celobiose, em
comparagao com a cepa que expressava o transportador de celodextrina
de N. crassa (CDT-1) e a B-glicosidase de N. crassa (GH1-1). Num
outro trabalho foi identificado que o transportador Stplde T. reesei foi
capaz de transportar celobiose em uma linhagem de S. cerevisiae com a
B-glicosidase intracelular (GH1-1) de N. crassa (Zhang et al. 2013). No
entanto, mais uma vez, as diferencas nos método fermentativos
(densidades celulares iniciais, meios de cultura e condicdes de
oxigenagdo) empregados nos diferentes trabalhos, dificultou a
comparagao com os resultados das fermentag@es do presente trabalho.

Figura 48 — Filograma construido com as sequéncias MgCBT2 e CtCBT1
(marcados em caixa azul), juntamente com as sequéncias dos principais
transportadores de celobiose caracterizados em S. cerevisiae até o momento. A
arvore filogenética foi construida baseada nas sequéncias proteicas de cada gene
e utilizando o programa Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008)
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Por outro lado, o melhor rendimento em gramas de etanol
produzido por gramas de celobiose consumida, alcancado até agora foi
de 0,44 g/g (Galazka et al., 2010; Lee & Jin, 2017). Este resultado foi
obtido por recombinantes S. cerevisiae que expressavam o transportador
CDT1 e a enzima GH1-1, ambos de N. crassa. Nesse sentido, a
linhagem CENPK-B2-MgCBT2 superou todos os resultados
encontrados até agora, apresentando uma correlacdo (g) etanol/(g)
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celobiose de 0,54, que atinge 0 méaximo tedrico de conversdo deste
acucar em etanol.

Dessa forma, esses resultados tornam o transportador MgCBT2 de
M. guilliermondii e a B-glicosidase SpBGL2 de Sp. passalidarum muito
promissores para serem empregados em linhagens industriais, visando o
consumo eficiente do hidrolisado de biomassa vegetal e consequente
produgdo economicamente viavel de etanol 2G.
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5 - CONCLUSOES

O presente trabalho se propbs a contribuir para uma melhor

utilizacdo de xilose por S. cerevisiae, bem como tornéa-la apta a utilizar
de forma eficiénte outros importantes carboidratos (celobiose e
xilobiose) encontrados nos hidrolisados lignocelulésicos, visando a
producéo de etanol 2G. Nossos resultados nos permitem concluir que:

1.

Os transportadores provenientes de uma biblioteca genémica de
Sc. stipitis (SSHXT2.6, SsXUT1 e SsQUP2) séo do tipo difusdo
facilitada, com moderada afinidade e baixa capacidade de
transporte de glicose, além de uma baixa afinidade e alta
capacidade de transporte de xilose.

O transportador SpFRS1 de Sp. passalidarum se mostrou nédo
funcional em S. cerevisiae. Ja os transportadores SaXUT1 e
SaRGT2 (Sp. arborariae), SpXUT1 (Sp. passalidarum) e
MgGET1 (M. guilliermondii) restauram a capacidade de utilizar
glicose em S. cerevisiae.

O transportador SpXUT1 é um transportador do tipo difusdo
facilitada com moderada afinidade e baixa capacidade de
transporte de glicose, e baixa afinidade e alta capacidade de
transportar xilose.

As versOes truncadas dos transportadores SaXUT1 e SpXUT1,
envolvendo a remocdo de residuos de lisina passiveis de
ubiquitinacdo das porces N- ou C-terminais das proteinas,
permitiram a fermentac&o de xilose por S. cerevisiae.

Os ensaios de co-transporte de H* com xilobiose e xilotriose,
bem como as analises de modelagem e docking realizados com
o transportador AGT1 de S. cerevisiae, sugerem que esta
permeasse possa Ser um promissor transportador de xilo-
oligossacarideos.

Das vaérias enzimas identificadas e clonadas, a enzima SpBGL2
de Sp. passalidarum apresentou significativa atividade
B-glicosidase e B-xilosidase intracelular, quando expressa em S.
cerevisiae.

Os transportadores MgCBT2 e CtCBT1 provenientes de M.
guilliermondii e C. tropicalis, quando expressos em S.
cerevisiae contendo a enzima SpBGL2, permitiram o consumo
de celobiose, sendo que o transportador MgCBT2 permitiu a
fermentacdo eficiente deste acglcar, atingindo o rendimento
maximo de etanol a partir desta fonte de carbono.
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