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RESUMO

A biomassa lignocelulésica é uma atrativa matéria prima para a produgéo de
bioetanol, visto que este é um residuo abundante, renovavel e que ndo compete
com a produgdo de alimento. Saccharomyces cerevisiae, entretanto, ndo é capaz
de fermentar o principal aglcar presente nesta biomassa, a xilose. Para
solucionar este problema é necessaria a inser¢do da via para metabolismo de
xilose nesta levedura, mas o transporte deste aglcar, todavia persiste como um
dos passos limitantes para a sua eficiente fermentacdo. A levedura Spathaspora
arborariae, por outro lado, € naturalmente capaz de fermentar xilose com alta
capacidade. Neste trabalho analisamos diversas sequéncias no genoma de S.
arborariae, relacionadas ao transporte e metabolismo de xilose. Paralelamente,
estudamos o papel dos transportadores de hexose codificados pelos genes HXT
no transporte de xilose em linhagens de S. cerevisiae deletadas para um dos
genes HXT1-HXT5 (linhagens hxt-knockout) ou para todos os genes HXT1-
HXT7 e GAL2 (linhagem hxt-null). Avaliamos também o impacto da hidr6lise
extracelular de sacarose na co-fermentacdo de xilose em duas linhagens
industriais recombinantes de S. cerevisiae. Os resultados indicaram que S.
arborariae possui pelo menos dez sequéncias que codificam para possiveis
transportadores de agucar, embora possua apenas uma cépia dos genes para 0
metabolismo de xilose e via das pentose-fosfato. Com relacdo aos
transportadores codificados pelos genes HXT, constatamos que somente através
da sobre-expressdo destes genes foi possivel observar melhorias no desempenho
fermentativo das linhagens hxt-knock ou hxt-null. Quando sobre-expresso na
linhagem hxt-null, o transportador codificado pelo gene HXT1 permitiu o
maximo consumo de agucar e producédo de etanol, mas foi incapaz de permitir o
consumo de somente xilose. O gene HXT7 possibilitou a eficiente fermentacéo
de xilose, mas em co-fermentacdes de glicose e xilose mostrou uma clara
preferéncia por glicose. O gene HXT5 ndo possibilitou a utilizagdo de xilose,
enquanto que HXT2 codificou para o transportador que permitiu 0 consumo e
fermentacdo de xilose com a mesma velocidade que glicose, mesmo em co-
fermentagGes de glicose e xilose, embora tenha apresentado fermentacGes
incompletas com consumo de apenas 58% da xilose. Com relagdo as linhagens
industriais, foi observado que ambas as linhagens industriais consumiram xilose
mais rapidamente nas co-fermentagdes, embora este consumo tenha sido mais
eficiente em co-fermentagdes de sacarose com xilose. Foi observado ainda uma
producéo de etanol 23% superior para a linhagem que ndo hidrolisa sacarose
extracelularmente nas co-fermentacdes de sacarose e xilose. Concluindo, 0s
transportadores de agucar de S. arborariae encontrados no genoma apresentam
grande potencial para a expressdo heter6loga em S. cerevisiae, e a sobre-
expressdo dos genes HXT1, HXT2 ou HXT7 end6genos de S. cerevisiae, aliado
ao emprego de linhagens que hidrolizem a sacarose preferencialmente de
maneira intracelular, permitirdo a producdo de etanol integrando as tecnologias
de primeira e segunda geracdo no Brasil.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, Spathaspora arborariae, xilose,
sacarose, transporte, co-fermentacéo.



ABSTRACT

The lignocellulosic biomass is an attractive feedstock for bioethanol production,
since this is an abundant and renewable waste that does not compete with food
production. Saccharomyces cerevisiae, however, is not able to ferment the main
sugar present in this biomass, the xylose. To solve this problem the insertion of
the pathway for xylose metabolism is required in this yeast, the transport of
sugar, however, remains as one of the limiting steps for the efficient xylose
fermentation. The yeast Spathaspora arborariae, on the other hand, is naturally
capable of fermenting xylose with high capacity. In this work we analyzed
several sequences in the genome of S. arborariae related to the transport and
metabolism of xylose . Parallel to this, we have studied the role of hexose
transporters encoded by the HXT genes for the transport of xylose in S.
cerevisiae strains deleted for the HXT1-5 genes (hxt-knockout strains) or all
HXT1-7 and GAL2 genes (hxt-null strain). We also investigated the impact of
extracellular hydrolysis of sucrose in fermentation and co-fermentation of
xylose using two recombinant industrial strains of S. cerevisiae. Our results
indicate that S. arborariae has at least ten sequences encoding for sugar
transporters, although has only one copy of the genes for the metabolism of
xylose and pentose phosphate pathway. Regarding the transporters encoded by
the HXT genes, we saw that only by the overexpression of these genes it was
observed improvements in the fermentation performance of the hxt-knockout or
hxt-null strains. When overexpressed in the hxt-null strain, the transporter
encoded by the HXT1gene achieved the higher sugar consumption and ethanol
production, but was unable to grow on xylose only, HXT7, however, enabled the
efficient fermentation of xylose, but in co-fermentation of glucose and xylose
showed a clear preference for glucose. HXT5 was not able to consume xylose,
while the transporter encoded by HXT2 gene allowed the consumption of xylose
at the same rate as glucose, even in glucose and xylose co-fermentation, albeit
exhibited truncated fermentation with less than 58% of the xylose consumption.
Regarding the industrial strains, we observed a 23% higher ethanol production
from the strain that does not hydrolyze sucrose extracellularly in sucrose and
xylose co-fermentation assays. We also observed that both industrial strains
consumed xylose faster in co- fermentations, although this consumption has
been more efficient in sucrose co-fermentation rather than in glucose. In
conclusion, the S. arborariae sugar transporters found here have great potential
for heterologous expression in S. cerevisiae, furthermore the overexpression of
the endogenous HXT1, HXT2 or HXT7 genes from S. cerevisiae and strategies
employing strains that preferentially hydrolyze sucrose intracellularly will
contribute in a scenario for ethanol production using technologies from the first
and second generation in Brazil.

Keywords: HXT , iSUC2 , Saccharomyces cerevisiae , xylose, co-fermentation,
Spathaspora arborariae.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Participagdo no licenciamento total de veiculos leves flex-fluel....... 21

Figura 2 - Representacdo esquematica da matriz de polimeros em que a celulose
Il =T [ol0] o1 - T TP PSP P PP PR PR PPN 24

Figura 3 - Representacéo das vias de captagdo de sacarose em S. cerevisiae. ...31
Figura 4 - Localizacdo cromossdmica dos 20 genes HXT de S. cerevisiae........ 33

Figura 5 — Esquema do metabolismo de xilose até etanol por leveduras, fungos
Filamentos0S € DACLENIAS. ........ccecviiiici e 37

Figura 6 — Plasmideos utilizados neste trabalho. ............ccccooiieiiniiciniine, 45

Figura 7 — Transformag&o das linhagens com os plasmideos para metabolizacéo
de xilose (A) ou sobre-expressdo dos genes HXT (B)......ccoovvvivivniineninninninnnas 48

Figura 8 - Filograma de transportadores de agicar em leveduras. .............c....... 53

Figura 9 — Verificacdo da presenca do gene XKS1 sobre-expresso em S.
(00T £V T I LTSS 60

Figura 10 — Ensaios fermentativos em meio rico (YP) contendo maltose (YPM),
xilose (YPX) ou a mistura de ambos os aglcares (YPMX) utilizando-se a
lINNAGEM DLG-KL. ..ottt 62

Figura 11 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose (YPD) ou
xilose (YPX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-
H3, DLG-H4 € DLG-HS. ...t 64

Figura 12 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo xilose (YPX)
utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3, DLG-H4 e
DLG-H5 com elevada densidade celular inicial. .........c.cccoovvvviviiviiniiniinininnnnn 66

Figura 13 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e Xxilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3,
DLG-H4 € DLG-HB. ...ttt 67

Figura 14 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3,
DLG-H4 e DLG-H5 com elevada densidade celular inicial. ............c..cc.cccvee. 69



Figura 15 — Ensaios fermentativos em meio sintético completo contendo glicose
(SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX) utilizando-se a linhagem MA-
B3 ettt a ettt b et r et 73

Figura 16 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T1 € DLG-HITL. ..o 75

Figura 17 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T2 € DLG-H2T2. ....cccocvviiiiniiiiinese s 77

Figura 18 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T5 € DLG-H5T5 ....ccccuviiviiinineniesesiese e 79

Figura 19 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
S€ @ lINhagem DLG-KLT7. oottt 82

Figura 20 — Producéo de biomassa celular, glicerol e xilitol durante os ensaios
fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila), contendo glicose (SCD),
xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-se as linhagens DLG-
K1T1, DLG-K1T2, DLG-K1T5 € DLG-KIT7. .eoiiceiiririeerineseeeeneeeseeeseens 87

Figura 21 — Producéo de biomassa celular, glicerol e xilitol durante os ensaios
fermentativos em meio sintético completo ou dropout (sem uracila), contendo
glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-se as
linhagens MA-B43, DLG-H1T1, DLG-H2T2 e DLG-H5T5......ccooviviieiine, 88

Figura 22 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose (YPD)
utilizando-se as linhagens MP-C5 € MP-GL.........cccccoovviininininninninnn e 91

Figura 23 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo xilose (YPX)
utilizando-se as linhagens MP-C5 € MP-GL.........cccccoviinininininciencesenieees 93

Figura 24 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MP-C5 € MP-G1 ......c..cccceevvivnivnviinnnnennn 94

Figura 25 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo sacarose e xilose
(YPSX) utilizando-se as linhagens MP-C5 € MP-G1...........ccccoovvviiiininne, 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas...........ccccceevrernenne. 43
Tabela 2- Plasmideos Utilizados..........c..cccoviviviiiiiie s 45
Tabela 3- Lista de Oligonucleotideos Iniciadores.............ccoovvvviiviviviecnsnnnnns 47

Tabela 4- Atividade de xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e
xilulocinase (XK) em extratos celulares de linhagens recombinantes de
SaCCharOMYCES CEIBVISIAL. ..vivveeriierieereieeeseesieeee e este e st esee e e sreesaeeeeareeneeenes 57

Tabela 5- Velocidades e rendimentos para fermentacdes anaerébias em batelada
utilizando-se linhagens hxt-knockout e linhagem selvagem (MA-B43),
transformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meio contendo glicose
OU XEIOSE. ...ttt bbbt en ettt ebe e 65

Tabela 6- Velocidades e rendimentos para fermentacOes anaerdbias em batelada
utilizando-se linhagens hxt-knockout e linhagem selvagem (MA-B43),
transformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo
OlICOSE € XIIOSE. ...ttt 70

Tabela 7- Velocidades e rendimentos para fermentacdes anaerébias em batelada
utilizando-se linhagens hxt-knockout e hxt-null sobre-expressando algum gene
HXT ou linhagem selvagem (MA-B43), tranformadas com o plasmideo pAUR-
XKXDHXR, em meios contendo glicose ou XiloSe. .........cccocevvvviineivieniienns 83

Tabela 8 - Velocidades e rendimentos para fermentagbes anaerdbias em
batelada utilizando-se linhagens hxt-knockout e hxt-null sobre-expressando
algum gene HXT ou linhagem selvagem (MA-B43), tranformadas com o
plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo glicose e xilose. ............... 85

Tabela 9- Velocidades e rendimentos para fermentacGes anaerdbias em batelada
utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e MP-G1, tranformadas com o
plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo glicose, xilose ou sacarose.

Tabela 10- Velocidades e rendimentos para fermentagdes anaerébias em
batelada utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e MP-G1, tranformadas
com o plasmideo pAUR-XKXDHXR , em meios contendo glicose e xilose. ...95

Tabela 11- Velocidades e rendimentos para fermentacBes anaerébias em
batelada utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e MP-G1, tranformadas
com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo sacarose e xilose. ..99



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs Absorbancia

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

DO Densidade éptica

HPLC High-performance liquid chromatography
(Cromatografia liquida de alto desempenho)

hxt-knockout Linhagens deletadas para um dos genes HXT
(hxtlA, hxt2A, hxt3A, hxt4A ou hxt5A)

hxt-null Linhagem deletada para os principais
transportadores de hexose (hxt1l-hxt7A e
gal2A)

kb Quilo base (equivalente a 1000 pares de bases
nitrogenadas)

kDa Quilo Dalton

LDH Lactato desidrogenase

Meio LB Meio Luria-Bertani

Meio SC Meio sintético

Meio YP Meio rico

NAD* Dinucleotido de nicotinamida e adenina (em
estado oxidado)

NADH Dinucleotido de nicotinamida e adenina (em
estado reduzido)

NADP Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e
adenina

NADPH Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e
adenina (em estado reduzido)

ORF Open reading frame (sequéncia de leitura
aberta)

pb Pares de bases nitrogenadas

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

pH Potencial hidrogenidnico

PK Piruvato cinase

PPP Pentose phosphate pathway (via das pentose-
fosfato)

SGD Saccharomyces Genome Database

U Unidade de Enzima

w.t. Wild type (Linhagem selvagem)



Km
VE
Vs
Yess

Ve

Vx
Vse

LISTA DE SIMBOLOS

Aproximadamente

Constante de Michaelis-Menten

Velocidade de producao volumétrica maxima de etanol
Velocidade de consumo volumétrico maximo de agucar
Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de
agucar consumido

Velocidade de consumo volumétrico maximo de
glicose

Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose
Velocidade de consumo volumétrico maximo de
sacarose



SUMARIO

L INTRODUGAO .....cooooiiieeeteeeseeeeeeses et 16
TAOBIETIVOS ..., 19
1.1.7 ObJEtiVO Geral.......ccocueieniieiiieieeieeeeeteseeee e 19
1.1.2 Objetivos ESPECIfICOS ......cuureeecrviaaesiiieesiieeeesiieeesceeeesieeaessreaaenn 19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coooieieeeeeeeeee et 20
2.1 O ETANOL DE PRIMEIRA GERAGAO NO BRASIL.......ccveveeerereereeereennnanes 20

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E ETANOL DE SEGUNDA GERAGAO....22
2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LEVEDURAS SPATHASPORA ARBORARIAE E

SACCHAROMYCES CEREVISIAE «.vvuvvesuteeseueesteessseessesasseessssssssesssssssseesssessnsessnses 27
2.4 UTILIZACAO DE ACUCARES POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE..........cccvu... 29
2.4.1 UtilizagGo de SACAIOSe ..........ccccceueeeecrieeeeceieeeciieeeeiirieeesiveeeeiasens 29
2.4.2 Utilizagao de XilOSE .........ccccueeeeeueeeeiiieeeeiiieeecieeeecivieeescvea e 32
3MATERIAL E METODOS ..ottt 41
3.1 SEQUENCIAMENTO E ANOTAGCAO DO GENOMA DA LEVEDURA
FERMENTADORA DE D-XILOSE SPATHASPORA ARBORARIAE .......uueeeeeeeeennnnnnnn 41
3.2 CEPAS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE UTILIZADAS, MEIOS DE CULTURA E
CONDICOES DE CRESCIMENTO ...cvvievieceeteeececeeeeeeeteee et veresesaensnenes 41
3.3 PLASMIDEOS E INICIADORES UTILIZADOS .....ceveveveeeeeeeeeeeeereeeneeene 44
3.4 TRANSFORMAGAO DAS LEVEDURAS ......cooveveeereteeeeeeeeeeeeteaeeeeveannenes 46
3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA XILOSE REDUTASE,
XILITOL DESIDROGENASE E XILULOCINASE .....oocvveireiieereeieeieeieeie e 48
3.6 ENSAIOS FERMENTATIVOS......ccviiieieerieete ettt 49
3.7 DETERMINACAO DOS SUBSTRATOS E PRODUTOS DAS
FERMENTAGOES ...ttt ettt ee sttt n s s s s aeaeas 50
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 50
4.1 SEQUENCIAMENTO E ANOTAGAO DO GENOMA DA LEVEDURA
FERMENTADORA DE D-XILOSE SPATHASPORA ARBORARIAE ...ccccouveuuueeeeaannn. 50

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DE XILOSE REDUTASE, XILITOL
DESIDROGENASE E XILULOCINASE E CONFIRMAGAO DO GENE XKS1

SOBRE-EXPRESSO EM LINHAGENS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE .............. 56

4.3 ENSAIOS FERMENTATIVOS DE XILOSE POR LINHAGENS

RECOMBINANTES DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE ..uvveveeeeeveeeeseeseeesenenseenns 60
4.3.1 Linhagem de laboratorio hxt-null ..................ccovvevvvveveeecrenennen, 60

4.3.2 Linhagens de laboratdrio hxt-knockout e linhagem MA-B43 .....63



4.3.3 Linhagens de laboratorio com genes HXT sobre-expressos e

lINAAGEM MA-BA3 ...t e et e et e et a e e aa s e 71
FONTE: Este trabalho.4.3.4 Linhagens industriais recombinantes ...... 88
4.3.4 Linhagens industriais recombinantes ..............cccocuvevvvveeesivenann, 89
5 CONCLUSAO ...ttt 100

6. REFERENCIAS ......oooiiiiieieceeeceeeees e 101



16

1 INTRODUCAO

Os combustiveis fdsseis desempenham ainda um importante e
estratégico papel na sociedade. Esta fonte de energia, no entanto,
embora eficiente energeticamente apresenta diversas desvantagens, tais
como a constante oscilagdo de preco, incerteza sobre o real volume das
reservas no mundo, poluicdo (causada pela queima destes combustiveis)
e grande dependéncia dos paises compradores em relacdo ao poucos
paises produtores. Estes fatores foram decisivos para que a sociedade
moderna procurasse por novas alternativas para combustiveis menos
poluentes, tal como o etanol.

No Brasil, o surgimento do Pro-&lcool nos anos 70 contribuiu
para que o Brasil se tornasse recentemente o maior produtor mundial de
etanol a partir de cana-de-agUcar e o segundo maior produtor mundial
em volume (Amorin et al., 2011) e embora a producdo deste etanol
(conhecido como etanol de primeira geragdo) tenha alcancado niveis de
rendimento altissimos no Brasil, com valores entre 90% e 92% do
tedrico méximo (Andrietta et al., 2007), esforcos tem sido feitos a fim
de alcancar também a sustentabilidade da producéo deste combustivel
nas usinas brasileiras, visando proteger as reservas naturais e reduzir a
emissdo de gases provenientes da queima de cana (Leal e Walter, 2010).

Aliado ao desejo de um combustivel sustentavel reside também o
fato de que nem todos os paises sdo capazes de produzir etanol a partir
de milho ou cana-de-acUcar (principais fontes utilizadas atualmente) em
guantidades suficientes, seja pela caréncia de matéria prima e/ou
tecnologia. Neste sentido surge o etanol de segunda geracdo que utiliza
como matéria-prima fontes lignoceluldsicas (tais como bagago de cana-
de-agUcar, palha de milho e arroz, gramineas e madeira em geral) que
s&o renovaveis e abundantes (Caspeta et al., 2013; Cheng et al., 2008). E
de notar, entretanto, que o sucesso do etanol de segunda geragdo no
Brasil dependerd também da aplicagdo dos conhecimentos adquiridos
com o etanol de primeira geracdo (Soccol et al., 2010).

Desta forma o uso da biomassa lignocelulésica como matéria
prima na usina brasileira podera proporcionar, além do ganho em
volume de producdo de etanol, também uma alternativa ao periodo
entressafra visto que por aproximadamente 4 a 6 meses por ano, as
destilarias brasileiras ficam ociosas (Amorin et al., 2011). E sabido
ainda que o emprego em uma escala maior do etanol ird requer
certamente a producdo de etanol a partir de matéria-prima
lignoceluldsica (Sims et al., 2010).
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A biomassa lignoceluldsica é composta de diversos agucares,
dentre estes aclcares a glicose e a xilose merecem destaque por ser
respectivamente o primeiro e 0 segundo aglcar mais abundante nesta
biomassa (Cardona et al., 2010; Carroll e Somerville 2009; Matsushika
et al., 2009b). Apesar das inimeras vantagens proporcionadas pelo uso
de um substrato desta natureza, um dos grandes desafios para 0 emprego
desta tecnologia reside no fato de que a levedura Saccharomyces
cerevisiae, principal microrganismo utilizado pela industria de etanol,
ndo é capaz de fermentar a xilose (Matsushika et al., 2008b). Neste
sentido, embora S. cerevisiae seja capaz de fermentar glicose com alta
eficiéncia, a eficiente conversdo ndo apenas de glicose, mas também de
xilose em etanol € descrita como uma etapa fundamental para um
processo economicamente viavel de producdo de etanol de segunda
geracdo (Oreb et al., 2012).

Considerando-se que S. cerevisiae apresenta diversas vantagens
para a industria em relagdo ao emprego de outros organismos (Amorin
et al., 2011), o uso da tecnologia de DNA recombinante aparece desta
forma como uma importante ferramenta a fim de conferir novas
habilidades a este organismo sem abrir mao das caracteristicas que o
tornaram preferido. Assim, com os adventos da genética 0s custos da
producdo de etanol de segunda geracdo podem ser significativamente
reduzidos no futuro (Cardona et al., 2010).

Muitos pesquisadores tem se dedicado para tornar possivel a
utilizacdo de xilose por S. cerevisiae (Hahn-Hégerdal et al., 2007; Kim
et al., 2013a; Matsushika et al., 2008b; 2009a; Nielsen et al., 2013; van
Vleet e Jeffries, 2009). Entretanto, o principal foco tem sido o
desenvolvimento e a melhoria de vias intracelulares de utilizacdo de
xilose em S. cerevisiae através da sobre-expressdo das enzimas
envolvidas no catabolismo de xilose (Kim et al., 2013a; Matsushika et
al., 2008c; 2009a; van Vleet e Jeffries, 2009). E sabido, no entanto que o
transporte de xilose para o interior da célula pela levedura constitui um
gargalo, visto que este transporte é realizado por transportadores de
hexose com baixa afinidade por xilose (Oreb et al., 2012; Parachin et al.,
2011; Sedlak e Ho, 2004; Young et al., 2010). Assim, a expressdo
heteréloga de transportadores de Xilose em S. cerevisiae tem sido uma
das alternativas apontadas por pesquisadores para contornar este
problema, embora apenas alguns poucos transportadores heterélogos de
xilose foram expressos com sucesso em S. cerevisiae devido a
problemas de modificacdes pos-traducionais (Leandro et al., 2006;
2008; Wieczorke et al., 2003). Com relagcdo aos transportadores
enddgenos de S. cerevisiae, a sobre-expressdo dos genes HXT (HXT1-
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HXT17 e GAL2) que codificam para transportadores de hexose tem
mostrado resultados promissores (Hamacher et al., 2002; Saloheimo et
al., 2007; Sedlak e Ho, 2004; Young et al., 2011; 2012). Infelizmente a
influéncia na fermentacéo de xilose pelos transportadores Hxt expressos
individualmente ainda é desconhecida, visto que os trabalhos citados
acima tém focado principalmente nas velocidades de consumo e/ou
crescimento em xilose ou ainda o estudo do transporte de xilose
marcada radioativamente (**C-xilose), através do uso de linhagens
recombinantes que apresentam ainda crescimento bastante lento em
xilose.

No presente trabalho de doutoramento sequenciamos 0 genoma
da levedura fermentadora de xilose Spathaspora arborariae e a partir
das informacOes obtidas selecionamos sequéncias que possivelmente
codificam para proteinas relacionadas ao transporte e metabolismo de
xilose, a fim de compreender a origem e a evolu¢do sobretudo dos
transportadores de acUcar presentes nesta levedura. Analisamos também
0 impacto dos transportadores codificados pelos genes HXT, presentes
em S. cerevisiae, em fermentaces e co-fermentacfes de xilose por
linhagens recombinantes de S. cerevisiae de laboratério. Finalmente,
empregando duas linhagens industriais recombinantes de S. cerevisiae,
analisamos o impacto da localizacdo celular da invertase (responsavel
pela hidrélise de sacarose) nas co-fermentacGes de sacarose e xilose.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver, através da
engenharia genbmica, estratégias para melhorar a captacdo e
fermentacdo de xilose em linhagens recombinantes de Saccharomyces
cerevisiae, buscando desta forma contribuir para o desenvolvimento de
linhagens melhor adaptadas a producéo de etanol de segunda geragéo no
Brasil.

1.1.2 Objetivos Especificos

-Analisar o genoma de Spathaspora arborariae: apds o
sequenciamento, localizar no genoma de S. arborariae sequéncias
gue possam codificar para proteinas relacionadas ao transporte e
metabolismo de xilose.

-Inserir a via para metabolismo de xilose em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae: construir linhagens de S. cerevisiae
com 0Ss genes necessarios para o metabolismo de xilose
integrados no seu genoma.

-Analisar a fermentacdo de xilose por linhagens sobre-
expressando genes HXT: construir plasmideos para sobre-
expressar 0s genes HXT (HXT1, HXT2, HXT5 ou HXT7) em
linhagens de laboratorio de S. cerevisiae recombinantes.

-Analisar a fermentacdo de xilose por linhagens industriais
recombinantes: verificar a influéncia da localizacdo celular da
invertase na co-fermentacdo de xilose e sacarose por linhagens
industriais capazes de metabolizar esta pentose.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O ETANOL DE PRIMEIRA GERACAO NO BRASIL

A crescente necessidade de novas fontes renovaveis de energia e
a diminuigdo da dependéncia em relacdo aos combustiveis fosseis tem
encorajado ha& décadas diversos pesquisadores ao redor do mundo na
busca por novas alternativas sustentaveis e menos poluentes. Neste
sentido o Brasil encontra-se em uma situacdo privilegiada, seja pela sua
localizacdo geografica ou ainda pelo seu pioneirismo no emprego em
larga escala do etanol de cana-de-aglcar. No Brasil, o desenvolvimento
desta area teve grande incentivo logo apds a crise mundial do petréleo
em 1979, quando o governo brasileiro passou a encorajar a producao de
etanol a partir de cana-de-aglcar. O programa Pro-alcool tinha como
objetivo primario a diminuicdo da dependéncia aos combustiveis
fosseis, através da adi¢do de 20-25% de élcool anidro na gasolina. Desta
forma, e devido também aos subsidios oferecidos pelo governo, houve o
consequente aumento da frota de veiculos que utilizavam somente este
combustivel (Amorin et al., 2011).

No entanto, apesar do sucesso em um primeiro momento, devido
a grande volatilidade do mercado sucroalcooleiro do Brasil o etanol
passou a faltar nos postos de combustivel (Amorin et al., 2011). Isto
porque a produgdo de agucar ou etanol era priorizada de acordo com a
maior ou menor atratividade econdmica de um destes produtos,
prejudicando desta forma o consumidor dotado de carro movido
somente a etanol. A desconfianga dos consumidores deu inicio ao que
seria o fim do Pro-alcool no fim da década de 80 (Amorin et al., 2011;
Goldemberg, 2008; Mussato et al., 2010). A situagdo comegou a mudar
apenas em meados de 2003 com a introducdo dos carros flex-fuel,
trazendo a opc¢do ao proprietario de utilizar alcool ou gasolina ou ainda
qualquer mistura destes combustiveis (Amorin et al., 2011; Mussato et
al., 2010). Como mostrado na Figura 1, o licenciamento de veiculos
flex-fuel apresentou grande crescimento desde o lancamento desta
tecnologia no Brasil. Aliado a oferta de etanol para carros dotados desta
tecnologia, o etanol anidro também esta presente na composi¢do da
gasolina atualmente vendida nos postos de combustivel do Brasil, sendo
gue a concentracdo de etanol na gasolina geralmente é de 20% a 25%
(Amorin et al., 2011). Nos dias atuais o Brasil ocupa a posi¢do de maior
produtor mundial de etanol de cana-de-agucar, e 0 segundo maior em
volume total deste biocombustivel atrds somente dos Estados Unidos.
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Figura 1 - Participagdo no licenciamento total de veiculos leves flex-
fluel.Total de licenciamento acumulado de veiculos flex-fuel de Marco de 2003
a dezembro de 2012: 18,5 milhGes de unidades.

l l Licenciamento de flex fuel {mil unidades) e Participagdo (%)

3500

L) 2213
121652
g6 B8T% ‘

2500 88A 864 875

78% %z | &
2000
1500
1000
. I I

0 - -I ' 0

2005 2008 2010 2011 2012

FONTE: Anfavea (2013).

O sucesso do etanol no Brasil pode ser explicado em grande parte
pela escolha do substrato utilizado na producdo deste combustivel.
Comparado com outros cultivos utilizados para a obtengdo de etanol de
primeira geracdo, a cana-de-acUcar é classificada como aquela com
menor custo de producdo em todo o mundo e maior produtividade
(Amorin et al., 2011, Andrieta et al., 2007; Musato et al., 2010;
Nogueira et al., 2008). Esta produtividade alcan¢a atualmente em torno
de 6800 L de etanol por hectare no Brasil sendo, portanto, maior que
aquela obtida pelo etanol de milho cuja produtividade por hectare fica
em torno de 4000 L (Dantas et al., 2013; Nogueira et al., 2008). Estes
nlmeros, embora possam variar de acordo com a regido e o periodo de
analise, justificam, entretanto o fato de a cana-de-agUcar ser considerada
0 melhor substrato para producdo de etanol (Walter et al., 2008),
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fazendo com que o etanol de cana-de-aglcar obtido no Brasil seja
considerado totalmente competitivo com a gasolina (Goldemberg e
Guardabassi, 2010; Leal e Walter, 2010). Além das vantagens de
producdo, a cana-de-acUcar é considerada benevolente ao solo, pois
permite interagBes simbiontes com microrganismos fixadores de
nitrogénio, trazendo desta forma, vantagens ao solo em que é cultivada
(Goldemberg, 2007).

No Brasil, 0 processo de producdo de etanol ou agUcar tem inicio
com a colheita da cana-de-agUcar que é entdo moida para a extracdo do
caldo. Este caldo é basicamente composto de agua (78% a 86%),
sacarose (10% a 20%), aglcares redutores (0,1% a 2%), cinzas (0,3% a
0,5%) e de compostos nitrogenados (0,5% a 1%; Lima et al., 2001).
AplGs a extracdo, o caldo é processado para a obtencdo do agucar
refinado ou utilizado na producdo de etanol. O melaco, subproduto do
beneficiamento do aglcar, apresenta ainda grande quantidade de
acUcares e é por este motivo também utilizado na producéo de etanol.
Desta forma, o mosto utilizado na obtencdo do etanol brasileiro é
composto do caldo de cana-de-aglcar, de melago ou da mistura destes
dois substratos. Este mosto cont¢ém em média 180 g L™ de aclcares
totais (composto principalmente por sacarose) que podem ser
fermentados com um rendimento que alcanca 90% a 92% do tedrico
maximo. Aliado a este alto rendimento o emprego de varios ciclos, que
duram entre seis e dez horas cada, confere grande dinamismo e
produtividade a usina brasileira (Amorin et al., 2011; Andrietta et al.,
2007).

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E ETANOL DE SEGUNDA
GERACAO

Embora o etanol de primeira geracdo resulte de um processo
amadurecido, consolidado e com alto rendimento como visto na secéo
anterior, a necessidade de aumentar a eficiéncia deste processo atraves
do melhor emprego dos residuos da destilaria, aliado a busca por um
destino mais nobre & grande quantidade de biomassa lighocelulésica
(lignocelulose é um polimero complexo composto de celulose,
hemicelulose e lignina) que se acumula ndo apenas nas usinas, mas
também ao redor do planeta sob diferentes formas (Cerqueira et al.,
2007) acabou por focar a atencdo de pesquisadores e autoridades na
eficiente producdo do etanol de segunda geracdo, visto que este etanol,
diferente do etanol de primeira geracdo, pode ser obtido a partir de
praticamente qualquer fonte lignocelulésica (bagago de cana-de-agUcar,
gramineas, palha de milho ou de arroz, etc.), tornando desta forma o
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etanol de segunda geracdo extremamente atraente, uma vez que 0S
materiais lignoceluldsicos séo renovaveis, abundantes, com baixo custo
e ndo competem com a producdo de alimento para consumo humano ou
animal (Cardona e Sanchez, 2007; Caspeta et al., 2013; Cheng et al.,
2008).

Especialmente no caso do bagaco de cana-de-agUcar, este chama
a atencdo por ser um residuo produzido em grande quantidade nas
préprias usinas sucroalcooleiras do Brasil (Amorin et al., 2011). Além
do Brasil, outros paises tais como india, Cuba, China, México,
Indonésia e Colémbia (Chandel et al., 2007; Cheng et al., 2008;
Hernandez-Salas et al., 2009; Martinez et al., 2003; Quintero et al.,
2008; Restuti e Michaelowa, 2007) também produzem etanol a partir de
cana-de-acUcar, estando sujeitos ao grande acUmulo de residuos
lignoceluldsicos. Estes residuos poderiam ser utilizados diretamente pela
usina para a obtencdo do etanol de segunda geracgdo, sendo que no caso
do Brasil os custos desta matéria-prima estariam restritos a estocagem
apenas (Leal e Walter 2010).

Atualmente parte desta biomassa lignocelul6sica produzida pelas
usinas brasileiras ja € utilizada na co-geracdo de energia, através da
gueima do bagaco, conferindo autossustentabilidade energética para as
usinas e destilarias que podem ainda vender o excedente de energia
elétrica obtida (Dantas et al., 2013; Quintero et al., 2008; Raj et al.,
2011). No entanto, estima-se que em torno de 10% do bagaco ainda seja
desprezado pelas usinas, podendo causar problemas ambientais, além da
perda de uma fonte de potencial valor (Soccol et al., 2010).

O bagaco e a palha da cana-de-agUcar, assim como outras fontes
lignoceluldsicas, constituem fontes de potencial valor visto que
apresentam grande quantidade de aglcares fermentaveis embora nédo
prontamente  disponiveis. Estes aclcares estdo  organizados
principalmente na forma de celulose (um homopolimero de D-glicose
unido por ligagdes glicosidicas do tipo B-1-4) ou hemicelulose (um
heteropolimero amorfo que contem hexoses e pentoses). Os aglcares
que compdem a hemicelulose sdo as pentoses D-xilose e L-arabinose e
as hexoses D-manose, D-glicose e D-galactose. No entanto, glicose e
xilose sdo respectivamente a hexose e a pentose predominante nesta
biomassa lignocelulésica (Carroll e Somerville, 2009; Matsushika et al.,
2009b; Oreb et al., 2012; Saritha et al., 2012).

Na biomassa lignocelulésica a celulose aparece organizada em
fibras e microfibrilas estabilizadas por pontes de hidrogénio, tendo ainda
a hemicelulose e a lignina (um polimero complexo de fendis) que
conferem rigidez a lignocelulose. Devido, a esta complexa estrutura da
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biomassa, faz-se necessario o tratamento deste material a fim de se obter
0s acgucares mais simples (oligo ou monossacarideos) que poderdo ser
entdo fermentados (Brodeur et al., 2011).

O processo de tratamento da biomassa geralmente tem inicio com
uma etapa de pré-tratamento ou pré-hidrdlise, onde através do emprego
de um processo fisico, quimico, fisico-quimico ou biol6gico, busca-se a
quebra e/ou desestabilizacdo da estrutura da biomassa lignocelulésica
(Figura 2) a fim de proporcionar o acesso das enzimas celuloliticas ao
seu substrato durante a etapa posterior de hidrélise enzimatica (Ferreira-
Leitdo et al., 2010; Saritha et al., 2012).

Figura 2 - Representacdo esquematica da matriz de polimeros em que a
celulose se encontra. O pré-tratamento da biomassa por diferentes métodos
remove a hemicelulose e lignina desta matriz antes da etapa de hidrdlise.

A
Hemicelulose . .

FONTE: Adaptado de Mosier et al., 2005.

Pré-tratamento
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Contudo, é fundamental para o sucesso do pré-tratamento que
este processo preserve a integridade dos monossacarideos, visto que
praticas rotineiras de pré-tratamento como aquelas que empregam altas
temperaturas (200-240°C) aliadas ao uso de compostos oxidantes
(Na2COs3, por exemplo) ou acidos (HCL ou H2SO4) podem ocasionar a
degradacdo de agucares. Em condigdes de alta temperatura e pressédo a
xilose pode ser degradada a furfural e as hexoses (manose, galactose e
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glicose) podem ser degradadas a 5-hidroximetil furfural (HMF).
Furfural e HMF sdo inibidores do crescimento microbiano e podem ser
degradados ainda a outro composto téxico as células, o &cido férmico.
Além destes compostos, acidos fracos e compostos fenolicos também
podem ser gerados durante a etapa de pré-tratamento (provenientes da
degradacdo de carboidratos ou lignina), sendo também prejudiciais as
células (Brodeur et al., 2011; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000).

A etapa de hidrdlise, realizada ap6s o pré-tratamento, pode ser
realizada pelo emprego de &cido (diluido ou concentrado) ou enzimas.
Embora este processo ndo esteja totalmente desenvolvido, é atualmente
aceito que o emprego de enzimas possibilita 0 melhor aproveitamento
dos aclcares presentes na biomassa lignoceluldsica, visto que as
enzimas, ao contrario dos acidos diluidos, catalisam apenas reacGes de
hidrélise e ndo degradam os agUcares (Cardona et al, 2010; Dantas et al,
2013; Silva et al., 2010).

As enzimas utilizadas para a hidrélise da biomassa
lignocleluldsica sdo geralmente uma mistura de trés grupos de enzimas
conhecidas como xilanases, que atuam na porcdo hemicelulésica;
celulases, que atuam na porcdo celulésica, e as P-glicosidases
responsaveis pela liberacdo das moléculas de glicose. Enquanto que as
xilanases envolvem diversas enzimas que tem com um dos produtos a
xilose, as celulases podem ser ainda subdivididas em endo-$-1,4-
glucanohidrolases e exo-B-1,4-glucanocelobiohidrolases. O processo de
hidrolise da celulose inicia com as celulases que atuam quebrando a
celulose em celobiose, esta celobiose sera entdo hidrolisada pelas B-
glicosidases em duas moléculas de glicose (Parisi, 1989).

Um dos principais desafios na obtengdo do etanol de segunda
geracdo reside no fato de que, embora S. cerevisiae consuma hexoses
com grande eficiéncia, esta levedura é incapaz de consumir pentoses tais
como a xilose (Bertilsson et al., 2008; Cardona et al., 2010; Matsushika
et al., 2009b; Saloheimo et al., 2007). Sabe-se, entretanto que o
microrganismo ideal para a producéo de etanol deve ser capaz de utilizar
as pentoses e hexoses geradas pela hidrélise dos materiais
lignocelulésicos (Chandel et al., 2007; Oreb et al., 2012). Neste sentido,
uma alternativa seria 0 emprego de outros microrganismos que
naturalmente utilizem pentoses, no entanto a produtividade exibida por
estes microrganismos € geralmente muito inferior aqueles que utilizam
somente hexoses (Cardona et al., 2010).

Alguns fungos filamentosos, de géneros tais como Chalara,
Fusarium, Rhizopus, Neurospora, Paecilomyces e Trichoderma séo
capazes de fermentar xilose, sendo que algumas outras espécies podem
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inclusive fermentar substratos celulésicos mais complexos, tais como
Monilia sp., Neocallimastix sp., Trichoderma reesei e Fusarium
oxysporum  que  possuem a capacidade de  converter
cellulose/hemicelulose em etanol/acido acético (Xu et al., 2009). Estes
fungos, no entanto, apresentam varias desvantagens ao seu emprego
direto na inddstria tais como baixa producdo de etanol, caldo de
fermentacdo altamente viscoso, necessidade de niveis baixissimos de
oxigénio e formacdo de outros bioprodutos em grandes quantidades
(Kuhad et al., 2011).

Algumas espécies de leveduras como Scheffersomyces stipitis
(denominada anteriormente como Pichia stipitis), Kluyveromyces
marxianus, Candida succiphila e Spathaspora arborariae (Cadete et al.,
2009; Hahn-Hagerdal et al., 1994; Jeffries et al., 2007; Stambuk et al.,
2003) utilizam a xilose e a fermentam com diferentes graus de
rendimento de etanol. Essas leveduras, entretanto, apresentam
desempenho fermentativo inferior ao de S. cerevisiae, sobretudo em
condicbes que simulam aquelas encontradas na inddstria. Estas
leveduras, diferentemente de S. cerevisiae, geralmente apresentam baixa
toleréncia a compostos inibidores presentes nos hidrolisados, como
aqueles citados anteriormente neste trabalho. Elas sdo em geral sensiveis
as altas concentracGes de etanol e a meios de cultivo com pH &cido,
requerendo muitas vezes condigBes microaerdbias para a eficiente
fermentacéo e producédo de etanol, além disso, nem sempre o etanol é o
principal produto obtido por elas (Hahn-Hé&gerdal et al., 2001; 2007;
Kuhad et al., 2011).

Para possibilitar que os principais aglcares presentes na biomassa
possam ser fermentados com alto rendimento, diversos pesquisadores
tém sugerido o emprego da tecnologia do DNA recombinante em S.
cerevisiae como a melhor alternativa para a obtencdo de um
microrganismo com as caracteristicas ideais para a producdo de etanol
de segunda geracéo (Matsushika et al., 2009a).

Se S. cerevisiae for capaz de fermentar os aglcares presentes na
porcdo celulésica e hemicelul6sica da biomassa com rendimento de =
90% (proximo aquele obtido para o etanol de primeira geracdo no
Brasil), calcula-se que isso promoveria um ganho de mais de 50% na
guantidade de etanol obtido por tonelada de cana-de-aclcar (Pessoa-jr et
al., 2005; Van Maris et al., 2006). Aliado a isso, 0 emprego desta
biomassa poderia contribuir para minimizar os problemas causados pelo
incorreto descarte destes residuos, possibilitando uma melhora da
relagdo combustivel/area plantada, o que indiretamente reduziria a
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demanda de terra para o cultivo de cana-de-acucar (Caspeta et al., 2013;
Furlan et al., 2012; Soccol et al., 2010).

2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LEVEDURAS Spathaspora
arborariae e Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo microrganismos eucariontes que vivem como
sapréfitos ou parasitas. Normalmente sdo encontradas na natureza
associados a vegetais, insetos, himus e outros substratos. As leveduras
geralmente sdo encontradas como um organismo unicelular dipléide que
se reproduz assexuadamente por brotamento. De modo geral, as
leveduras preferem usar glicose, frutose ou manose, porém sdo capazes
de crescer em uma grande variedade de fontes de carbono, podendo ser
encontradas em diversos ambientes (Landry et al., 2006).

As leveduras do género Spathaspora foram descobertas
recentemente e aparecem geralmente associadas a material celuldsico
em decomposi¢do ou a insetos que ocupam estes nichos ecoldgicos
(Cadete et al., 2009; 2012; 2013; Nguyen et al., 2006). Linhagens da
levedura Spathaspora arborariae, aboradada neste trabalho, tem sido
isoladas em amostras de madeira em decomposicdo em ecossistemas da
Floresta Atlantica e do Cerrado Brasileiro. Esta levedura ndo apenas
fermenta eficientemente xilose como também é capaz de fermentar
hidrolisados lignocelulgsicos de cana-de-agucar (Cadete et al., 2009;
2012; 2013; Goncalves, 2010). Leveduras com a habilidade de
fermentar eficientemente Xxilose, tal como S. arborariae, sdo importantes
fontes para o estudo de genes e da expressdo de enzimas e
transportadores de interesse em linhagens industriais de S. cerevisiae
(Wohlbach et al., 2011).

Diferentemente de S. arborariae, a levedura Saccharomyces
cerevisiae é conhecida e utilizada ha milhares de anos pelo homem, seja
na panificacdo, na producdo de cervejas, vinhos, aguardentes e varias
outras bebidas fermentadas (Landry et al., 2006). De fato, esta relacéo
entre 0 homem e a levedura S. cerevisiae é tdo antiga que arquedlogos
tem encontrado evidéncias da producdo de bebidas fermentadas na
China 7000 anos AC (McGovern et al., 2004) e vinho no Ird e Egito ha
6000 anos AC e 3000 anos AC, respectivamente (Cavalieri et al. 2003;
McGovern et al., 1997). Por conseguinte este microrganismo sofreu
grande influéncia das tecnologias empregadas pelo homem através da
historia (Legras et al., 2007). Uma linhagem desta levedura (a cepa
$288C) foi ainda o primeiro genoma eucariota sequénciado (Goffeau et
al., 1996).
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Na indlstria, boa parte do sucesso da levedura S. cerevisiae é
devido a sua alta capacidade fermentativa em elevadas concentragfes de
acucar, mesmo na presenca de oxigénio, resultando em uma producao
rapida de etanol. Esta caracteristica ajudou a tornar esta levedura o
principal microrganismo empregado na producdo de etanol no Brasil
(Amorin et al., 2011; Andrietta et al., 2007). As linhagens industriais
apresentam, além das caracteristicas descritas acima, outras
caracteristicas tais como a manutencdo da viabilidade e vitalidade
celular ao logo de varios reciclos fermentativos, adaptacdo ao ambiente
industrial com alto teor alcodlico, variacbes extremas de pH e
temperatura e competicdo com outros microrganismos que contaminam
0 processo fermentativo (Amorin et al., 2011; Della Bianca et al., 2013).

Além das vantagens fisiologicas descritas acima, as leveduras
industriais apresentam também menor suscetibilidade a mutagdes letais
guando comparadas as linhagens de laboratorio, esta caracteristica deve-
se ao fato de que ao contréario das linhagens de laboratério que sao
haploides, as linhagens industriais podem ser encontradas também na
forma diploide ou ainda tetrapdide. Nestes organismos dipléides ou
tetraploides a vantagem é conferida pela maior estabilidade que um
maior nimero de cOpias de um mesmo gene pode conferir, pois caso um
gene sofra uma mutacdo que o impega de expressar uma proteina
funcional, outra copia desde gene, se presente no genoma, podera
realizar esta fungdo (Amorin et al., 2011; Andrietta et al., 2007; Basso et
al., 2008; Oreb et al., 2012).

Dentre as leveduras industriais a linhagem CAT1 é considerada
uma das linhagens de maior sucesso empregadas atualmente por usinas
de etanol no Brasil. Esta linhagem foi selecionada nos anos 1990 a partir
de processos industriais (fermentagdes em batelada alimentada e
fermentacdes continuas) através de um projeto de selecdo de leveduras
(Basso et al.,, 2008). Este microrganismo diploide exibe notavel
dominéancia e persisténcia sobre outras linhagens durante processos
fermentativos, apresentando caracteristicas evolutivas fundamentais
guando comparado com linhagens de laboratério (Amorin et al., 2011;
Stambuk et al., 2009). Além disso, CAT1 é considerada uma das
melhores linhagens para a expressdo de genes exdgenos de importancia
industrial (Amorin et al., 2011).

A linhagem CAT1 teve seu genoma recentemente sequenciado
por Babrzadeh e colaboradores (2012), com isto pOde-se observar que
alguns genes apresentavam mais de uma cépia em seu genoma, como
por exemplo, os genes relacionados ao metabolismo das vitaminas B1 e
B6, 0 que em parte, ajuda a explicar 0 seu sucesso em meios pobres
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nestes nutrientes, como nos mostos de fermentacdo (Stambuk et al.,
2009; Babrzadeh et al., 2012). No entanto, o que faz desta linhagem téo
bem adaptada as rigorosas condigbes da usina ou ainda, que
caracteristicas que conferem a determinadas linhagens industriais maior
dominancia e persisténcia em relacdo a outras, sdo questdes ainda nao
totalmente compreendidas (Della Bianca et al., 2013).

Neste sentido, o uso de linhagens industriais, bem adaptadas ao
processo de producdo de etanol de primeira geracdo no Brasil, pode ser
considerado um passo a frente além do uso de linhagens de laboratdrio
apenas. Isto deve ao fato de que as linhagens de laboratério geralmente
ndo sdo capazes de sobreviver ou adaptar-se as condicBes estressantes
do processo industrial de fermentacdo alcodlica, sendo destinadas ao
insucesso quando introduzidas no processo fermentativo industrial com
reciclos de células e tratamento acido (Amorin et al., 2011; Brown et al.,
2013). Além disso, as linhagens de laboratorio ndo possuem habilidade
para competir com linhagens selvagens de Saccharomyces, sendo nestas
circustancias, rapidamente substituidas por outras linhagens mais
adaptadas (Amorin et al., 2011; Basso et al., 2008; Brown et al., 2013;
Della Bianca et al., 2013).

2.4 UTILIZACAO DE ACUCARES POR Saccharomyces cerevisiae

2.4.1 Utilizacdo de Sacarose

A sacarose é um dissacarideo formado por uma molécula de
a-D-glicose e outra de B-D-frutose, ligados por meio de uma ligacdo
glicosidica com conformacdo  O-a-D-glucopiranosil-(1—2)-p-D-
fructofuranosideo. Este tipo de ligacdo confere & sacarose a
possibilidade de ser hidrolisada tanto por a-D-glicosidases quanto por -
D-frutosidases. Na levedura S. cerevisiae a hidrélise da sacarose pode
ser realizada por duas enzimas diferentes: a invertase (B-D-
frutofuranosideo fructohidrolase, EC 3.2.1.26) que €é capaz de
reconhecer a ligacdo “B-D-fructofuranosideo”, e a maltase (a-
glicosidase, EC 3.2.1.20) que é capaz de reconhecer a liga¢do “O-a-D-
glucopiranosil” (Badotti et al., 2008).

As células de S. cerevisiae apresentam dois tipos de invertase,
uma forma extracelular (periplasmatica) e outra intracelular, traduzidas
a partir dos genes SUC. A forma extracelular desta enzima é codificada
por um transcrito maior com aproximadamente 1900 nucleotideos
contendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica a um peptideo
sinal (20 aminoé&cidos), responsavel por direcionar a secrecdo da
proteina para o espaco periplasmatico. A forma intracelular, por sua vez,
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é codificada por um transcrito menor contendo aproximadamente 1800
nucleotideos, sem a sequéncia que codifica para o peptideo sinal, de
modo que a proteina obtida deste transcrito menor ndo seja exportada
para 0 espaco periplasmatico. Ambas as formas da invertase possuem o
mesmo pH o6timo (4,6-5,0), a mesma temperatura 6tima de atividade
(35-50° C) e a mesma afinidade (Km = 25mM) pela sacarose
(Andjelkovic et al., 2010; Gascon et al., 1968). Ambas as proteinas
possuem 532 aminoacidos, mas massas moleculares diferentes: proximo
de 135 kDa para a forma intracelular e valores superiores a 270 kDa
para a invertase extracelular, que por sua vez pode formar complexos
com massa superior a 800 kDa. A diferenga na massa molecular se deve
as glicosilacBes a que é submetida a forma extracelular da invertase,
que, no entanto, ndo interferem na atividade hidrolitica da enzima
(Alvarado et al., 1990; Arruda e Vitolo, 1999; Reddy et al., 1988).

A transcricdo das duas formas da invertase é regulada
independentemente. Enquanto a expressdo da forma intracelular da
invertase ocorre em baixos niveis e de forma constitutiva, sem sofrer
repressdo por fontes de carbono disponiveis no meio, a expressdo da
invertase periplasmatica ocorre de forma induzida, sendo reprimida em
altas concentracbes de diversos acglcares tais como glicose, frutose,
manose e xilose (Echegaray et al., 2000; Mwesigye e Barford, 1996;
Ozcan et al., 1997; Reddy et al., 1988).

Ap6s a hidrolise extracelular da sacarose pela invertase, 0s
mondmeros deste dissacarideo (glicose e frutose) serdo transportados
para dentro da célula por transportadores de hexose codificados pelos
genes da familia HXT (HXT1-HXT17 e GAL2) e entdo metabolizados
através da via glicolitica (Lagunas, 1993), enquanto que a invertase
intracelular hidrolisa a sacarose ap6s o transporte desta molécula integra
para o interior da célula (Figura 3). Neste Gltimo caso 0 processo ocorre
através do co-transporte com protons H* com alta afinidade pela
permease codificado pelo gene AGT1, e com baixa afinidade pelos
transportadores codificados pelos genes MALx1. A sacarose é entdo
hidrolisada internamente pela maltase ou pela invertase intracelular
(Badotti et al, 2006; 2008).

Embora em cultivos de S. cerevisiae em meio contendo sacarose
a hidrolise deste aclcar seja realizada quase que exclusivamente de
forma extracelular (Batista et al., 2004; Carlson e Botstein,1982), este
tipo de hidrélise nem sempre é vantajoso para a levedura, pois resultara
na liberacdo de grande quantidade de glicose e frutose no meio,
permitindo o crescimento de leveduras que ndo possuem invertase,
inclusive linhagens contaminantes. Além de provocar alteragdes na
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expressao génica das células de S. cerevisiae devido a alteragdes no
equilibrio osmoético do meio, ocasionado pelas altas concentragdes de
glicose e frutose geradas (Greig e Travisano, 2004; Verstrepen et al.,
2004).

Figura 3 - Representacdo das vias de captacdo de sacarose em S. cerevisiae.
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A liberagdo de frutose extracelularmente gera ainda outros
problemas para o processo industrial devido a relativa menor velocidade
de consumo de frutose por S. cerevisiae, quando comparado aos outros
acucares utilizados por esta levedura na indUstria, podendo resultar em
acumulo de aglcar ao final do processo e consequente perda de
produtividade (Badotti et al., 2008). Neste sentido, Basso e
colaboradores (2011) constataram que a expressdo costitutiva da forma
intracelular da invertase (sob o dominio do promotor ADH1), aliada a
ndo expressao da forma extracelular desta invertase (resultando em uma
linhagem iSUC2) e elevada expressdo da permease codificada pelo gene
AGT1 (obtido através de evolugdo em quimiostato) resultaram em uma
linhagem com producdo de etanol 11% superior quando comparada a
linhagem isogénica SUC2. Miller (2013) utilizando estratégia
semelhante construiu a linhagem iSUC2 GMY08, isogénica a linhagem
industrial CAT1. A linhagem GMYO08 apresenta alta capacidade
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fermentativa de sacarose com reduzido acimulo extracelular de glicose
e frutose, quando comparada a CAT1.

2.4.2 Utilizago de xilose

O primeiro passo para a metabolizag¢do da xilose, assim como o
de qualquer outro aglcar, envolve primeiramente a captacdo deste
acucar para o interior da célula (Lagunas et al., 1993). Devido ao fato de
S. cerevisiae ndo fermenta naturalmente xilose, ela carece de
transportadores especificos para esta pentose. Apesar disso S. cerevisiae
é capaz de transportar xilose, embora com baixa eficiéncia através de
transportadores de hexose. O genoma destas leveduras contém uma
familia de 20 genes identificados como responsaveis pela captagdo de
hexoses (Boles e Hollenberg 1997; Oreb et al., 2012; Saloheimo et al.,
2007). Dentre estes 20 genes, 17 codificam para transportadores de
hexoses (HXT1-HXT17), no entanto, sob condi¢cbes normais somente
sete destes genes (HXT1-HXT7) sdo necessarios para permitir a captacao
de glicose, outras hexoses (Conant e Wolfe, 2007; Elbing et al., 2004;
Lin e Li, 2011) e também xilose (Gardonyi e Hahn-Hagerdal, 2003;
Wahlbom et al., 2003; Young et al., 2010). Dois outros genes (SNF3 e
RGT2) codificam para sensores de glicose e um (GAL2) codifica para
uma permease responsavel pelo transporte de galactose (Boles e
Hollenberg, 1997).

Entre os genes HXT de maior relevancia, HXT1 e HXT3-HXT7
compartilham estrutura muito semelhante entre si, de modo que
recentemente Lin e Li (2011) sugeriram que o grupo formado por HXT3,
HXT6 e HXT7 (Cromossomo IV; Figura 4) e o grupo formado por
HXT5, HXT1 e HXT4 (Cromossomo VIII; Figura 4) foram
provavelmente fruto de uma duplicacdo segmental ou duplicados
quando todo o genoma de S. cerevisiae sofreu duplicacdo (Kellis et al.,
2004).

A duplicacdo gendmica tem sido proposta como um vantajoso
passo para a inovacao evolucionaria, visto que genes duplicados podem
suprir material genético necessario para a emergéncia de novas
demandas funcionais da célula impostas pelas forgas da mutacéo e da
selecdo natural. Tais duplicagcbes podem envolver genes, segmentos do
genoma ou genomas inteiros (Kellis et al., 2004). Um nimero variado
de cépias do gene SUC2, por exemplo, (gene este visto na secdo
anterior), tem sido encontrados em linhagens de S. cerevisiae isoladas de
diferentes ambientes. Uma simples cdpia do gene SUC2 tem sido
encontrada em linhagens que ocupam ambientes com glicose e frutose,
mas sem sacarose enquanto que duas ou trés cOpias deste gene tém sido
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encontradas em algumas linhagens que ocupam ambientes contendo
sacarose (Naumov et al., 1995). De maneira surpreendente, no entanto
em algumas linhagens indutriais brasileiras tais como CAT1, ndo é
observada a amplificagdo no nimero de copias do gene SUC2 (Della
Bianca et al., 2013; Stambuk et a., 2009).

Figura 4 - Localizagdo cromossdmica dos 20 genes HXT de S. cerevisiae. Em
itdlico sdo mostrados os sete genes com maior importancia no transporte de
glicose e xilose. Sublinhados sdo mostrados os oito genes HXT localizados
dentro ou préximos a regides subteloméricas.
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No caso dos genes HXT, oito genes que codificam para
transportadores de hexose em S. cerevisiae estdo localizados em regides
dentro de 30 kb da porcdo final de varios cromossomos (Figura 4)
compartilhando padrdes de evolugdo muito semelhantes. Genes
subteloméricos, como estes oito genes HXT citados, sdo mais propensos
a eventos de delecGes e duplicacGes. Na figura 4 é possivel observar os
genes HXT12 e HXT9, localizados em regides subteloméricas dos
cromossomos IX e X respectivamente. Estes cromossomos (IX e X)
notadamente possuem 99% de similaridade nas primeiras 21 kb de
sequéncia de suas porcOes teloméricas, reforcando indicios para a teoria
de duplicacéo de fragmentos de porcdes subteloméricas (Lin e Li, 2011).

E sabido que eventos de perda de DNA na regido telomérica
durante a proliferacdo celular podem ocorrer. Estes eventos de perda de



34

DNA estdo associados a incapacidade da enzima DNA polimerase de
replicar o final da molécula de DNA. Neste sentido, um importante
mecanismo para manutencdo do tamanho do comprimento da regido
telomérica ¢ através da recombinacédo intercromossdmica: A regido final
3’ de um cromossomo invade a regido de um segundo cromossomo €
usa esta regido como molde para o elongamento telomérico (Kass-Eisler
e Greider, 2000). Como consequéncia, este processo leva a ocorréncia
de regibes subteloméricas repetidas e idénticas. O processo de
encurtamento e elongamento dos telébmeros pode ter contribuido para o
nascimento e morte de genes transportadores com alta similaridade em
regides subteloméricas como os genes HXT abordados neste trabalho
(Lin e Li, 2011).

Com relacdo a atividade de transporte, os sete transportadores
codificados pelos genes HXT (HXT1-HXT7), embora relacionados
evolutivamente, exibem diferentes afinidades pelos diversos substratos
bem como perfis de expressdo distintos entre si de acordo com a
presenca e concentracdo de agUcares (sobretudo glicose) no meio (Boles
e Hollenberg, 1997; Diderich et al., 1999; Kruckeberg, 1996;
Reifenberger et al., 1995; 1997).

Dentro deste grupo de sete transportadores, aqueles codificados
por HXT1 e HXT3 sdo considerados sistemas de baixa afinidade por
glicose. Embora a expressdo de ambos seja induzida por glicose, HXT1
somente serd expresso quando a glicose atingir niveis altos (= 1% ou
mais), HXT3, no entanto, tem expressao relativamente constante (Ozcan
e Johnston, 1995). Os sistemas codificados pelos genes HXT2, HXT4 e
HXT5 séo descritos como sistemas de média afinidade por glicose,
sendo que aquele codificado por HXT2 é mais ativo em baixas
concentracBes deste aglcar (= 0,2%). Ambos 0s genes HXT2 e HXT4
sdo reprimidos em altas concentragdes de glicose, enquanto que HXT5 é
considerado um transportador de reserva cuja expressao é iniciada na
exaustdo de glicose no meio (Bertilsson et al., 2008; Diderich et al.,
2001; Ozcan e Johnston, 1995).

Com relagdo aos transportadores codificados por HXT6 e HXT7,
estes sdo muito semelhantes entre si, de fato as sequéncias que
codificam para estes transportadores sdo praticamente idénticas (ambas
sequéncias tem 1713 pb com 999% de similaridade;
http://www.yeastgenome.org), podendo ocorrer ainda como um Unico
gene em algumas linhagens de levedura (Reifenberger et al., 1995).
Ambos transportadores codificados por HXT6 e HXT7 sdo altamente
induzidos sob baixa concentragédo de glicose, na auséncia deste aglcar
ou mesmo na presenca de fontes de carbono nao fermentaveis tais como
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glicerol ou etanol, no entanto, sdo também fortemente reprimidos por
altas concentracdes de glicose, podendo inclusive sofrer degradacdo no
vactolo (Diderich et al., 1999; Kim et al., 2013a).

Em ensaios de crescimento por leveduras expressando ou sobre-
expresando genes HXT, o transportador codificado por HXT7,
juntamente com os transportadores codificados por HXT2, HXT4 e
HXT5, tém sido descritos até o presente momento como aqueles
sistemas de maior importancia, dentro da familia de genes HXT, para a
eficiente captacdo de xilose por S. cerevisiae (Bertilsson et al., 2008;
Hamacher et al., 2002; Sedlak e Ho, 2004).

No entanto, devido a preferéncia pelo transporte de glicose, o
transporte de xilose geralmente é inibido pela competi¢cdo com glicose,
visto que em S. cerevisiae a xilose é transportada pelos sistemas
codificados pelos genes HXT com afinidade até cem vezes inferior
aquela exibida por glicose, sendo que em meios contendo ambos 0s
acucares o consumo de Xxilose sé tem inicio ap6s os niveis de hexoses
diminuirem dramaticamente (Bertilsson et al., 2008; Hamacher et al.,
2002; Jojima et al., 2010; Matsushika e Sawayama, 2011; Saloheimo et
al., 2007; Subtil e Boles, 2012). De fato, em certo ponto a glicose tem
efeito negativo através da competicdo junto a xilose pelos
transportadores de hexose, no entanto, quando em concentracdes
adequadas, a glicose ¢ descrita como capaz de auxiliar na metabolizacéo
de xilose pela célula (Bertilsson et al., 2008).

Embora qualquer um dos 17 transportadores pertencentes a
familia de genes HXT permita a captacdo de glicose pelas células de
levedura (Wieczorke et al., 1999), uma levedura S. cerevisiae deletada
para 0s genes HXT1-HXT7 e GAL2 (Linhagem hxt-null KY73,
Kruckeberg et al., 1999; Batista et al., 2004) é incapaz de crescer,
consumir ou fermentar glicose eficientemente. Deste modo, em
linhagens hxt-null sobre-expressando as enzimas para o metabolismo de
xilose, 0 consumo de xilose ird depender da expressao do transportador
de acucar. Estas caracteristicas tornam esta linhagem (linhagem hxt-null
expressando 0s genes para metabolismo de xilose) extremamente
interessante, se empregada para a expressdo individual de
transportadores enddgenos ou exdgenos de Xilose em S. cerevisiae, ou
na triagem de novos transportadores a partir de bibliotecas gendmicas de
leveduras com habilidade de consumir este aclcar (Hamacher et al.,
2002; Jeffries et al., 2007; Saloheimo et al., 2007; Sedlak e Ho, 2004;
Young et al., 2011; 2012)

Embora importantes avangos tenham sido feitos no
desenvolvimento de linhagens recombinantes de S. cerevisiae com
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habilidade de fermentar xilose, a velocidade de consumo deste aglcar
ainda precisa ser otimizada, sendo a velocidade de utilizacdo do acucar
uma das caracteristicas mais importantes no processo industrial
(Stambuk et al., 2008). Neste sentido, a expressao de genes heterélogos
de espécies relacionadas a S. cerevisiae aparece como uma alternativa
promissora. Transportadores codificados pelos genes SUTL1 de S. stiptis
e GXF1 e GXF2 de Candida intermédia ja foram expressos com sucesso
em S. cerevisiae (Katahira et al., 2006; Leandro et al., 2008). No
entanto, apenas alguns poucos transportadores heterélogos de xilose tem
sido caracterizados em S. cerevisiae (Leandro et al., 2006; 2008;
Wieczorke et al., 2003). Por exemplo, uma recente pesquisa com mais
23 transportadores heterélogos conhecidos de sete diferentes organismos
revelou que somente cinco destas permeases permitiram a utilizacdo de
xilose por células de S. cerevisiae (Young et al., 2011).

Desta forma, at¢ o0 momento ndo ha relato de transportadores
heterélogos funcionalmente expressos em S. cerevisiae que sejam
capazes de transportar apenas xilose ou que ndo sejam reprimidos por
glicose (Katahira et al., 2008; Kuhad et al., 2011; Leandro et al., 2006;
Runquist et al., 2010).

Para contornar o problema oferecido pela baixa afinidade dos
transportadores codificados por genes HXT por xilose, aliado a baixa
expressdo destes genes quando em meio contendo esta pentose, alguns
trabalhos tém sugerido a sobre-expressdo dos genes HXT, como
alternativa para permitir a eficiente captagdo de xilose pela célula e
assim, incrementar a capacidade fermentativa das células (Hamacher et
al., 2002; Saloheimo et al., 2007; Subtil e Boles, 2012).

Apbs o transporte da xilose para o interior da célula a proxima
etapa € a metabolizacdo deste agUcar. Visto que linhagens nativas de S.
cerevisiae ndo sdo capazes de fermentar xilose, a principal estratégia
para a geracdo de linhagens de S. cerevisiae capazes de fermentar xilose
é através da introducédo dos genes envolvidos na metabolizacdo de xilose
a partir de outros organismos. Em leveduras fermentadoras de xilose
como S. stiptis, a xilose é convertida em xilulose pela acdo sequéncial de
duas oxidoredutases (Figura 5). Primeiro, a enzima xilose redutase
NAD(P)H-dependente (XR; EC 1.1.1.21) cataliza a reducéo do grupo
carbonil C1 da xilose com a obtencéo de xilitol como produto. O xilitol
é entdo oxidado pela enzima xilitol desidrogenase NAD*-dependente
(XDH; EC 1.1.1.9) em xilulose. A xilulose, diferentemente da xilose,
pode ser utilizada naturalmente por S. cerevisiae através da acdo da
enzima xilulocinase (XK; EC 2.7.1.17) que fosforila xilulose em
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xilulose 5-fosfato que serd metabolizada através da via das pentoses-
fostato e glicélise até etanol.

Figura 5 — Esquema do metabolismo de xilose até etanol por leveduras,
fungos filamentosos e bactérias.
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Embora, S. cerevisiae ndo seja capaz de utilizar xilose, estudos
demostram que esta levedura possui 0s genes que codificam para as
enzimas XR e XDH em seu genoma (Richard et al., 1999; Traff et al.,
2002). A incapacidade de metabolizar xilose desta levedura deve-se a
baixa expressdo dos genes que codificam para estas enzimas bem como
a baixa atividade especifica destas enzimas quando comparadas a XR e
XDH de S. stiptis. Assim, mesmo a sobre-expresséo destes genes nédo foi
suficiente para possibilitar um eficiente crescimento em meio contendo
xilose quando comparado a outras linhagem de S. cerevisiae
transformadas com os genes XYL1 (codificando para xilose redutase) e
XYL2 (codificando para xilitol desidrogenase) de S. stiptis (Toivari et
al., 2004). Linhagens de S. cerevisiae transformadas com os genes XYL1
e XYL2 adquirem a habilidade de fermentar xilose (Eliasson et al.,
2000b; Kotter e Ciriacy, 1993).

A eficiente fermentacdo de xilose em etanol pela via XR/XDH,
no entanto enfrenta outros problemas, como a excrecao de xilitol, caso
outras fontes de carbono ndo sejam adicionadas ao meio a fim de
possibilitar a co-metabolizacdo destas fontes de carbono (Matsushika et
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al., 2008c; Rizzi et al., 1989; Verduyn et al., 1985; Watanabe et al.,
2005).

O acumulo de xilitol em linhagens recombinantes é causado
principalmente pelo desbalanco redox entre as enzimas XR e XDH que
exibem especificidade por diferentes coenzimas. A enzima XR de
algumas leveduras exibe uma estrita dependéncia pelo cofator NADPH,
liberando NADP*, enquanto que outras leveduras podem apresentar
atividade de XR tanto com NADPH quanto com NADH, liberando desta
forma NADP* ou NAD*, respectivamente. O prdximo passo como
vimos, envolve a enzima XDH, que utiliza como cofator estritamente
NAD", liberando NADH. A estrita especificidade da enzima XDH por
NAD* aliado & preferéncia que algumas XR exibem por NADPH, como
ocorre com a XR de S. stiptis, tem sido a causa deste desbalango de
cofatores, resultando em acumulo de xilitol (Lee, 1998; Ostergaard et
al., 2000; Rizzi, et al., 1989) visto que S. cerevisiae ndo possui uma
transhidrogenase para converter NADH em NADPH (Bruinenberg et
al., 1985), sendo que mesmo a expressdo heterologa de transhidrogenase
em S. cerevisiae, embora diminua o acumulo de xilitol, leva em geral a
um alto acumulo de glicerol (Jeppsson et al., 2003).

A enzima XR da levedura Candida parapsilosis foi a primeira
XR relatada com preferéncia pelo NADH (Lee et al., 2003), esta enzima
carrega uma arginina no lugar da lisina no motivo lle-Pro-Lys-Ser, que é
conservado entre as XR dependentes de NADPH (Lee, 1998).
Bengtsson e colaboradores (2009) alcangaram, por técnica de
mutagénese sitio dirigida, a substituicdo da lisina pela arginina (mutante
K270R) da XR de S. stiptis, mimetizando assim a XR da levedura C.
parapsilois, proporcionando desta forma uma maior utilizacdo do
cofator NADH, comparada com a enzima normal de S. stiptis,
acarretando em mais NAD™ disponivel para a reacdo da XDH, e com
isso maior consumo de xilose e maior producdo de etanol, além de
menor producéo de glicerol.

Outra levedura, Spathaspora passalidarum foi recentemente
mostrada como sendo capaz de converter xilose em etanol em condigdes
anaerdbias com eficiéncia superior aquela observada em S. stiptis, com
ainda um menor acUmulo do intermediario xilitol (Hou, 2012). Esta
levedura também foi capaz, em condicdes aerdbicas, de consumir
simultaneamente Xxilose e glicose, além de exibir uma XR com afinidade
maior por NADH quando comparado a NADPH.

S. stiptis € um dos poucos tipos de leveduras que possui XR com
especificidade tanto pelo cofator NADPH quanto por NADH (embora
exiba preferéncia por NADPH), o que permite que esta levedura excrete
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menos xilitol durante a fermentagdo de xilose. No entanto, uma
consideravel quantidade de xilitol é acumulada em S. cerevisiae quando
expressando XR e XDH de S. stiptis, resultando em reducdo no
rendimento de etanol (Kotter e Ciriacy, 1993; Matsushika et al., 2009a).
Neste sentido 0 uso em linhagens recombinantes de S. cerevisiae de uma
XR que exibisse preferéncia por NADH, poderia aliviar este desbalango
de cofatores (Hahn-Héagerdal et al., 1994; Jeffries, 2006).
Alternativamente o uso de XDHs mutantes (obtidas por mutagénese
sitio dirigida) dependetes de NADP* também tem sido sugerido para
equilibrar o balangco redox desta via e assim diminuir o acimulo de
xilitol (Matsushika et al., 2008b; 2009a; Watanabe et al., 2005).

Uma segunda via para a metabolizacdo de xilose em xilulose
pode visto na Figura 5. Nesta via, através da acdo da enzima xilose
isomerase (XI; EC 5.3.1.5) ocorre a isomerizacao da xilose diretamente
para Xilulose. Esta via metabolica, que geralmente é encontrada em
bactérias e em alguns fungos filamentosos, elimina o problema do
deshalanco de cofatores e 0 acimulo de xilitol, visto anteriormente para
a via XR/XDH. Um grande numero de genes bacterianos codificando
para XI tem sido expressos heterologamente em S. cerevisiae, incluindo
XYLA de Escherichia coli (Sarthy et al., 1987), Clostridium
thermosulfurogenes (Moes et al.,1996), Bacillus subtilis ou Actinoplanes
missouriensis (Amore et al., 1989), Thermus thermophilus (Walfridsson
et al.,, 1996) e Streptomyces rubiginosus (Gardonyi e Hahn-Hégerdal,
2003). No entanto, todas estas tentativas de se obter uma XI funcional
em S. cerevisiae falharam, até que finalmente pesquisadores
conseguiram clonar a Xl a partir do fungo anaerébio do género
Piromyces (Kuyper et al., 2003; 2005; Maris et al., 2007) e
Orpinomyces (Madhavan et al.,, 2009) e expressar esta enzima
funcionalmente em S. cerevisiae com altos niveis. Posteriormente Brat e
colaboradores (2009) conseguiram expressar uma XI bacteriana a partir
de Clostridium phytofermentans e Vilela e colaboradores (2013) mais
recentemente expressaram em S. cerevisiae uma Xl a partir da bactéria
Burkholderia cenocepacia.

A comparagdo da abilidade fermentativa de linhagens de S.
cerevisiae expressando XI ou XR/XDH tem mostrado que linhagens
expressando Xl produzem menos xilitol e mais etanol quando
comparadas as linhagens expressando as enzimas XR/XDH (Karhumaa
et al., 2007b). No entanto, a velocidade de fermentacdo de xilose
(velocidade de consumo da xilose e velocidade de producdo de etanol) é
muito lenta em linhagens expressando XI. Além disso, XI pode ser
somente expressa sob o dominio de promotores fortes e em plasmideos
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multicdpia, indicando que a atividade especifica destas Xls &
insuficiente (revisto por Matsushika et al., 2009b).

Apo0s a acdo das enzimas XR e XDH ou da enzima XI o préximo
passo é a fosforilacdo da xilulose em Xxilulose 5-fosfato pela enzima
xilulocinase (XK). Alguns trabalhos tém demonstrado que embora S.
cerevisiae possa metabolizar a xilulose, esta metabolizacdo ocorre de
maneira bastante lenta devido a baixa expressdo da xilulocinase nesta
levedura (Deng e Ho, 1990; Eliasson et al., 2000a). O nivel adequado de
expressdo da XK, no entando, ainda esta sob debate.

Jin e colaboradores (2003) mostraram que a sobre-expressdo do
gene XYL3 que codifica para XK de S. stiptis, aliado a sobre-expressao
dos genes XYL1 (XR) e XYL2 (XDH) em S. cerevisiae, inibiu o
crescimento celular em meio contendo xilose, enquando que a expressao
de XYL3 em niveis moderados possibilitou o crescimento de S.
cerevisiae nesta fonte de carbono. Em constraste, nenhum efeito
inibitério foi encontrado por outros autores com a sobre-expressdo de
XKS1 (XK de S. cerevisiae; Richard et al., 2000; Toivari et al., 2001),
sendo que a enzima XK de S. stiptis possui maior atividade especifica
gue a XK de S. cerevisiae (Jin et al., 2003). Em outro estudo Matsushika
e Sawayama (2008a) observaram um aumento na producdo de etanol e
diminuicdo no acumulo de xilitol em S. cerevisiae expressando as
enzimas XK de S. cerevisiae (XKS1) com moderada atividade, e XR e
XDH de S. stiptis com alta atividade, sem nenhum efeito inibitério para
o0 crescimento em xilose por esta S. cerevisiae recombinante.

Alguns pesquisadores tém sugerido ainda que o fluxo de xilulose
pela via das pentose-fosfato (PPP — do inglés Pentose phosphate
pathway) seria insuficiente para a eficiente utilizacdo de xilose em S.
cerevisiae quando comparado a outras leveduras que naturalmente
fermentam xilose (Fiaux et al., 2003), causando desta forma o acimulo
de metabdlitos da via PPP (Kotter e Ciriacy, 1993; Kuyper et al., 2003;
Senac e Hahn-Hégerdal, 1991; Zaldivar et al., 2002). Neste sentido a
sobre-expressdo de enzimas da fase ndo oxidativa da PPP tais como a
transaldolase (EC 2.2.1.2), transquetolase (EC 2.2.1.1), ribulose-5-
fosfato 3-epimerase (EC 5.1.3.1) e ribose-5-fosfato cetol-isomerase (EC
5.3.1.6) tém sido realizadas a fim de aumentar a atividade da via PPP
durante a utilizacdo de xilose em S. cerevisiae (Johansson e Hahn-
Hégerdal, 2002; Karhumaa et al., 2005; Metzger e Hollenberg, 1994),
sendo que a combinagdo da sobre-expressao destes genes que codificam
para estas enzimas da via PPP e dos genes que codificam para XR e
XDH contribuiu para o aumento do consumo de xilose. A otimizacéo
das enzimas da via PPP citadas acima deve portando ser considerada em



41

estudos futuros (Lu e Jeffries, 2007).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 SEQUENCIAMENTO E ANOTACAO DO GENOMA DA
LEVEDURA FERMENTADORA DE D-XILOSE Spathaspora
arborariae

Para analisar molecularmente o genoma da levedura

fermentadora de D—xilose Spathaspora arborariae (Cadete et al., 2009),

0 DNA da linhagem HMD19.1AT foi extraido das células utilizando o

kit e colunas YeaStar (Zymo Research). Em colaboragdo com

pesquisadores do Laboratdrio de Bioinformatica, Unidade de Genbmica

Computacional Darcy Fontoura de Almeida do Laboratério Nacional de

Computacéo Cientifica (Petrépolis, RJ), e do Laboratério Multiusuario

de Bioinformética, Embrapa Informéatica Agropecuéria (Campinas, SP).

O sequenciamento do DNA foi realizado através da plataforma 454

(Roche Diagnostics, Branford, CT, USA), que utiliza a técnica de

pirosequenciamento (Margulies et al., 2005). Foram obtidas 915.700

leituras (657.682 delas nos dois extremos de insertos de 3 Kb)

totalizando 291.670.584 nucleotideos de sequéncia a partir do DNA
genbémico da levedura. A seguir estas sequéncias foram montadas

utilizando-se o software Newbler (Margulies et al., 2005) em 439

“contigs”, que posteriormente foram agrupadas em 41 “scaffolds”,

totalizando um genoma final de 12.708.019 pares de bases,

correspondentes aos 8 cromossomas desta levedura. As anotacfes do

genoma foram feitas com o software MAKER?2 (Holt e Yandell, 2011) e

para a construcdo da arvore filogenética foram utilizados os programas

ClustalW (disponivel em www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ index.html) e

Dendroscope 2.3 (Huson et al., 2007).

3.2 CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae UTILIZADAS, MEIOS DE
CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Para o presente estudo foram utilizadas linhagens de laboratério
e linhagens industriais de S. cerevisiae, descritas na Tabela 1. As
linhagens provenientes do banco de linhagens Open Biosystem s&o
referidas ao longo desta tese como linhagens hxt-knockout por se
tratarem de linhagens deletadas para algum dos genes HXT (hxtlA,
hxt2A, hxt3A, hxt4A ou hxt5A), enquanto que a linhagem DLG-K1 ou
sua linhagem parental KY73 sdo referidas como linhagens hxt-null,
justamente por ndo apresentarem os principais transportadores de hexose
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(hxtl-hxt7A e gal2A) e, portanto serem incapazes de crescer em meios
contendo glicose ou xilose (Batista et al., 2004; Saloheimo et al., 2007).

A linhagem industrial CAT1 foi escolhida em 2011 pela
bolsista de Desenvolvimento Tecnoldgico e Industrial Marcela
Purificacdo através de ensaios de crescimento em xilulose. Esta
linhagem foi escolhida por apresentar crescimento em Xxilulose superior
a diversas outras linhagens industriais também analizadas naquela
ocasido. A linhagem CAT1 juntamente com a linhagem GMYO08
(derivada da CAT1; Tabela 1), foram transformadas com os genes para
metabolizacdo de xilose, como descrito adiante. Embora naquela ocasiao
outras linhagens industriais tais como PE-2, VR-1 e UFPE-178 também
tenham sido transformadas com os genes para metabolizacdo de xilose,
0 desempenho de CAT1 e GMY08 foram superiores também em ensaios
fermentando ou co-fermentando xilose. Desta forma foram utilizadas
nesta tese as linhagens industriais CAT1 e GMY08 apenas.

Para os cultivos foram utilizados trés tipos de meio: meio rico
YP (1% de extrato de levedura e 2% de bacto-peptona), meio sintético
completo (0,67% de base nitrogenada) ou meio sintético Drop-out
(0,67% de base nitrogenada, acrescido de 0,192% de uracila Drop-out,
contendo todos os aminoacidos requeridos e sem a base nitrogenada
uracila). A estes meios foram adicionados 2% de maltose, glicose ou
xilose como fonte de carbono. O pH do meio foi ajustado para 5,0 com
HCL ou NaOH. Quando necessario foram adicionados ao meio 2% de
bacto-agar, 0,5 mg/L de Aureobasidin A (Takara Bio, Kyoto, Japan)
e/ou 200 mg/L de Geneticina (G418). Os meios foram esterilizados por
calor himido (autoclave a 120°C por 15 min.) ou por filtragdo com
membranas de nitrocelulose com 0,22 pum de porosidade. Os
crescimentos foram realizados & 30°C com agitacdo orbital (100 ou 160
RPM).

Para o cultivo de Escherichia coli DH5a foi utilizado meio
Luria-Bertani (LB), pH 7,5 e temperatura de 37°C. Quando necessério,
100 mg/L de ampicilina e/ou 2% de bacto-agar foram adicionados ao
meio de cultivo (Ausubel et al., 1992).
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Cepa Genotipo ou descrigao Fonte ou referéncia
S288C MATa SUC2 gal2 mal mel flol flo8-1 hapl ho biol bio6 Mortimer e Johnston, 1986.
MA-B43 MATa/a his341/his341 leu240/leu240 LYS2/lys240 met1540/MET15 Matsushika et al., 2012.

YHRO094C (hxt1A)
DLG-H1

YMROL1W (hxt2A)
DLG-H2

YDR345C (hxt3A)
DLG-H3

YHR092C (hxt4A)
DLG-H4

YHRO096C (hxt5A)
DLG-H5

KY73
DLG-K1
DLG-K2C
CAT1

MP-C5
GMYO08

MP-G1

ura340/ura340, AURL::pAUR-XKXDHXR

MATa his341 leu2A0 met1540 ura34 hxtld::KanMX
Isogénica a YHR094C, mas AURL::pAUR-XKXDHXR
MATa his341 leu240 metl1 540 ura340 hxt24.:KanMX
Isogénica a YMRO11W, mas AURL::pAUR-XKXDHXR
MATa his341 leu240 met1 540 ura340 hxt34.:KanMX
Isogénica a YDR345C, mas AURL::pAUR-XKXDHXR
MATa his341 leu240 metl1540 ura340 hxt4A::KanMX
Isogénica a YHR092C, mas AURL::pAUR-XKXDHXR
MATa his341 leu2A0 metl540 ura340 hxts4::KanMX
Isogénica a YHR096C, mas AURL::pAUR-XKXDHXR

MATa hxt1A::HIS3::Ahxt4 hxt2A::HIS3 hxt3A::LEU2::hxt6 hxt5::LEU2
hxt7::HIS3 gal2A ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2 SUC2
Isogénica a KY73, mas AURL::pAUR-XKXDHXR

Isogénica a KY73, mas AURL::pAUR-101

Linhagem dipldide para produgéo de etanol combustivel — Isolada na
usina VO Catanduva, Sdo Paulo/ SP, em 1998/1999.

Isogénica a CAT1, mas AURL::pAUR-XKXDHXR

Isogénica a CAT1, mas loxP-KanMX-10xP Pap1::iSUC2 suc2::1oxP-
Ble"™loxP Pgpp::AGT1

Isogénica a GMY08, mas AUR1::pAUR-XKXDHXR

Open Biosystems
Este trabalho

Open Biosystems
Este trabalho
Open Biosystems
Este trabalho
Open Biosystems
Este trabalho

Open Biosystems
Este trabalho

Batista et al., 2004.
Este trabalho

Este trabalho
Basso et al., 2008.

Este trabalho
Muller, 2013.

Este trabalho

FONTE: Este trabalho.



44

3.3 PLASMIDEOS E INICIADORES UTILIZADOS

Os plasmideos utilizados neste estudo encontram-se ilustrados na
Figura 6 e listados na Tabela 2. O plasmideo integrativo pAUR-101
(Takara Bio, Japan) foi utilizado neste trabalho como controle negativo,
pois ndo carrega genes de interesse, exceto 0 gene que confere
resisténcia ao antibidtico Aureobasidin A (gene AUR1-C; Figura 6A).
Este plasmideo foi utilizado por Matsushika e colaboradores (2008c)
para a construcdo do plasmideo pAUR-XKXDHXR (Figura 6B). Este
ltimo plasmideo contém sequéncias que codificam para o promotor e
terminador da enzima fosfofrutocinase (PFK) para a sobre-expressdo
dos genes XYL1 (XR) e XYL2 (XDH) de S. stiptis, e sobre-expresdo do
gene XKS1 (XK) de S. cerevisiae. Este plasmideo possui a habilidade de
integrar-se cromossomicamente no l6cus AURL de S. cerevisiae,
conferindo desta forma resisténcia ao antibidtico Aurobasidin A.
Considerando-se que S. cerevisiae ja possui em Sseu genoma O gene
XKS1, a confirmacdo da presenca do gene XKS1 exdgeno sobre-
expresso (construgdo pekip-XKS1) nas linhagens transformadas foi
realizada com os iniciadores PGKProF-Sal-F e XK-P-SQ-R (Tabela 3).
Este par de iniciadores possui regifes homologas ao inicio da regido do
promotor PGK1p e inicio do gene XKS1 presente no plasmideo pAUR-
XKXDHXR.

Para a amplificacdo dos genes HXT1, HXT2, HXT5 e HXT7 foi
utilizado o DNA gendmico obtido a partir da cepa de S. cerevisiae
S288C utilizando-se o kit MasterPure Yeast DNA Purification
(Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA). Cada um dos genes
HXT foi amplificado através de PCR utilizando-se os iniciadores
listados na Tabela 3. A sequéncia dos iniciadores foi determinada com
base na sequéncia dos genes a serem amplificados disponivel no
Saccharomyces Genome Database (www.yeastgenome.org) utilizando-
se 0 mix completo para PCR contendo a enzima TAQ-DNA polimerase,
TAQ-Buffer-dNTP Primer star max Premium® mix (Takara Bio, Kyoto,
Japan).

Para a construcdo do plasmideo pPGK-HXT1, o gene HXT1
(fragmento contendo 1,7 kb) foi amplificado a partir do DNA genémico
da cepa S288C com os iniciadores HXT1F e HXT1R (Tabela 3), através
do uso dos iniciadores foi inserido um sitio de clivagem para a enzima
Hindlll em uma extremidade do fragmento e outro sitio para a enzima
BamHI na extremidade oposta deste fragmento, desta forma o gene foi
clonado nos sitios de clonagem correspondentes do plasmideo pPGK
(Figura 6C; Kang et al., 1990), previamente clivado pelas mesmas
enzimas, dando origem ao plasmideo pPGK-HXT1 (Figura 6D).
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Figura 6 — Plasmideos utilizados neste trabalho. Em “A” tem-se o plasmideo
pAUR-101, utilizado neste trabalho como plasmideo controle e utilizado por
Matsushika e colaboradores (2008c) para a construcdo do plasmideo contendo
0s genes para metabolismo da xilose, como mostrado em “B”. Em “C” tem-Se 0
plasmideo pPGK utilizado neste trabalho para a construgdo dos plasmideos
mostrados em “D”, contendo por sua vez um dos genes HXT (HXT1, HXT2,
HXT5 ou HXT7).

A

pAUR101
6,687 bp

PGK

XK gene
promoter

(Smal/Pvull)

FONTE: (A)Takara Bio, Japan; (B) Matsushika et al., 2008c; (C) Kang et al.,
1990; (D) Este trabalho.

Tabela 2- Plasmideos utilizados.

Plasmideo Genotipo relevante Fonte ou referéncia
pAUR-101 AUR1-C Takara Bio, Japan.
pAUR- AUR1-C [pok1p-XKS1-pakat, Matsushika et al.,
XKXDHXR pekip-XYL2-pokat, pokip-XYL1- 2008c.

PGKlt]
pPGK URA3 PGK1p~~PGKit Kang et al., 1990.
pPGK-HXTl URA3 pGKlp-HXTl-pGKn Este Trabalho
pPGK-HXT2 URA3 pek1p-HXT2-pekat Este Trabalho
pPGK-HXT5 URA3 pGKlp-HXT5-pGKn Este Trabalho
pPGK-HXT7 URA3 pGKlp-HXT7-pGK11 Este Trabalho

FONTE: Este Trabalho.
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O plasmideo pPGK caracteriza-se por ser um plasmideo do tipo
shuttle vector multi-cépia contendo um promotor e um terminador PGK
assim como o0 gene URA3 utilizado como marcador de selecdo.
Utilizando-se a mesma estratégia foi conduzida a construcdo dos
plasmideos pPGK-HXT2 para a sobre-expressdo do gene HXT2
(fragmento contendo 1,6 kb e sitio de clivagem para BamHI apenas),
plasmideo pPGK-HXT5 para a sobre expressdo do gene HXT5
(fragmento contendo 1,8 kb e sitios EcoRI-BamHI), e o plasmideo
pPGK-HXT7 para a sobre-expressao do gene HXT7 (fragmento
contendo 1,7 kb e sitios EcoRI-BamH]I). A sequéncia de todos os genes
clonados foi confirmada usando-se os iniciadores para sequenciamento
listados na Tabela 3. As clonagens foram realizadas em E. coli DH5a de
acordo com Ausubel e colaboradores (1992). As transformacGes em E.
coli DH5a para construcdo e selecdo dos plasmideos foi realizado
através de eletroporacdo (Micropulser Bio Rad Model 165-2100, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

3.4 TRANSFORMACAO DAS LEVEDURAS

Para a transformacdo das linhagens com os plasmideos pAUR-
101 ou pAUR-XKXDHXR, esses plasmideos foram previamente
linearizados utilizando-se a enzima de restricdo BsiWI (Figura 7A), a
fim de permitir sua entrada na célula bem como capacitad-los a se
integrar cromossomicamente no locus AUR1 das linhagens selecionadas.
A temperatura e tempo de reacdo para linearizagdo dos plasmideos foi
de 55°C e 6 horas.

A transformacéo das leveduras com os plasmideos integrativos
foi realizada pelo método que utiliza acetado de litio (Gietz et al., 1992).
O kit para transformacdo de leveduras (YEASTMAKER yeast
transformation system, Clontech Laboratories, Mountain View, CA,
USA) foi obtido através da Takara Bio, Japdo. Apds a etapa de
internalizacdo dos plasmideos pela célula, estas foram encubadas em
meio rico YP, contendo glicose (linhagens hxt-knockout) ou maltose
(linhagens hxt-null) e cultivadas por 90 minutos, sendo posteriormente
transferidas para placas contendo os mesmos meios de cultivo, porém
contendo também o antibiético Aureobasinin A. As placas foram
encubadas a 30°C por 1-3 dias.

Para as transformacgdes com os plasmideos derivados do pPGK
(para sobre expressdo dos genes HXT1, HXT2, HXT5 ou HXT7), as
linhagens foram selecionadas em meio sintético sem uracila,
suplementado com 2% de glicose e Aureobasidin A. Para as linhagens
hxt-knockout foi adicionado também Geneticina. Um esquema
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simplificado exibindo as etapas de construcdo e transformacgdo das
leveduras com os plasmideos obtidos pode ser visualizada na Figura 7B.

Tabela 3- Lista de Oligonucleotideos Iniciadores.

Iniciadores Sequéncia (5’ 2 3?)

HXT1-F CATAAGCTTATGAATTCAACTCCCGATCTAATATCTC
HXT1-R TAAGGATCCTTATTTCCTGCTAAACAAACTCTTGTAA
HXT2-F CATGGATCCATGTCTGAATTCGCTACTAGCCG

HXT2-R TAAGGATCCTTATTCCTCGGAAACTCTTTTTTCT
HXT5-F ATGAATTCATGTCGGAACTTGAAAACGCTC

HXT5-R TAAAAGCTTTTATTTTTCTTTAGTGAACATCCTTTTATAAAATGGTCTC
HXT7-F ATGAATTCATGTCACAAGACGCTGCTATTGCAGAGCAAAC
HXT7-R AAGGATCCTTATTTGGTGCTGAACATTCTCTTGTACAATGGC
PGKProF-Sal-F CTCGTCGACGAGCTTGGAAAGATGCCGATTTG
XK-P-SQ-R GACATTTCAGTTGTTGGGTC

Sequenciamento

HXT1-seql CCAAGCTAGGTGATATGTAT

HXT1-seq2 AATCGACGAAGCCAGGGCTT

HXT1-seq3 TATGTTGTCTATGCCTCTGT

HXT2-seql GAATTGGTTTGATGTGCGTC

HXT2-seq2 GGCAAAATCTAACAAAGTCA

HXT2-seq3 ACAAGCTTATATCCAAATGG

HXT5-seql TCAGAACCGGTTTGATGGTT

HXT5-seq2 TTATGATTGTTGGTATGACG

HXT5-seq3 ACCGTCGATCGTTTTGGTCG

HXT7-seql CCAAATTGGGTGATATGTAC

HXT7-seq2 TAAGATCGAAGAAGCCAAA

HXT7-seq3 ATGGTTGTCTATGCTTCCGT

PGK-OGT29 CAGATCATCAAGGAAGTAATTATCT

PGK-OGT30 TCTATCGATTTCAATTCAATTCAAT

FONTE: Este trabalho.
NOTA: Nucleotideos sublinhados indicam os sitios de restricdo paras as
enzimas Hindlll, BamHI ou EcoRI.
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Figura 7 - Transformacdo das linhagens com os plasmideos para
metabolizacdo de xilose (A) ou sobre-expressdo dos genes HXT (B). Em (A)
os plasmideos pAUR-101 ou pAUR-XKXDHXR foram primeiro linearizados e
entdo integrados no genoma da levedura. Em (B) Os genes HXT* (HXT1,
HXT2, HXT5 ou HXT7) foram amplificados por PCR a partir do DNA
genomico da linhagem S288C, esses fragmentos foram clivados com as enzimas
de restricdo (RE) requeridas e o fragmento foi inserido no plasmideo multicopia
pPGK. Estes plasmideos foram entdo replicados em E. coli e em seguida
inseridos em S. cerevisiae. Ao final obtiveram-se linhagens com os genes para o
metabolismo da Xilose e/ou para a sobre-expressdo individual de genes HXT.

Insergdo da via para metabolismo de xilese Sobre expressdo dos genes HXT

< PCR
(B) Tsassc) - -S5- > o .

T C———— pAUR XKXDHXR
~ -

.

Recombinagio homloga~
e o~

_____

Linhagem com os genespara o
metabolismo da xilese

FONTE: Este trabalho.
NOTAS: *Genes HXT1, HXT2, HXT5 ou HXT7

3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA XILOSE
REDUTASE, XILITOL DESIDROGENASE E XILULOCINASE

As atividades enzimaticas foram determinadas a partir do extrato
celular de S. cerevisiae. Para tanto, as linhagens foram cultivadas em 5
ml de meio rico contendo 2% de maltose e Aureobasidin A por 24 h a
30°C. Apos dois ciclos de lavagens com agua destilada estéril, as células
foram centrifugadas (5.000 RPM, 5 min., 4°C) e ressuspensas em
guantidade apropriada de reagente Y-PER (Yeast Protein Extraction,
Pierce, Rockford, IL, USA). As células foram entdo lisadas em agitador
orbital (= 100 RPM) por 20 min.
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Os lisados celulares foram centrifugados (10.000 RPM, 10 min.,
4° C) e a fracdo do sobrenadante foi entdo utilizada para as dosagens de
atividade enzimatica para xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase
(XDH) e xilulocinase (XK). As concentracBes protéicas nos extratos
celulares foram determinadas com base no kit Micro-BCA (Pierce,
Rockford, IL, USA) através de espectrofotdmetro (WPA, Cambridge,
UK), utilizando BSA (Bovine Serum Albumin) 2 mg/ml, como padrao.

A atividade de XR foi determinada através do monitoramento da
oxidacdo de NADPH a 340 nm e 30°C (Smiley e Bolen 1982;
Walfridsson et al., 1997). A mistura reacional para este ensaio contém
45 mM de tampéo Fosfato de Potéssio (pH 6,0), 200 mM de xilose, 0,15
mM de NADPH e 10 pL de extrato enzimatico, em reacdo com volume
final de 1 mL.

A determinagdo da atividade da XDH foi realizada através do
monitoramento da reducdo de NAD* & 340 nm e 35°C (Smiley e Bolen,
1982; Walfridsson et al., 1997). A mistura reacional para este ensaio
contem 50 mM de tampéo Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM de MgCl;, 300
mM de xilitol, 1 mM de NAD* e 10 pL de extrato enzimatico, em
reacdo com volume final de 1 mL.

Para a determinagdo da atividade da XK, que forma adenosina
difosfato, esta foi acoplada com as reages da piruvato cinase (PK) e
lactato desidrogenase (LDH), desta forma a atividade de XK foi
determinada através do monitoramento da oxidacdo de NADH a 340nm
e 30°C (Eliasson et al., 2000b; Katahira et al., 2006; Shamanna e
Sanderson, 1979). A mistura reacional para este ensaio contém 100 mM
de tampéo Tris-HCI (pH 7,0), 2 mM de MgCl;, 8 mM de NaF, 2 mM de
adenosina trifosfato (ATP), 0,2 mM de fosfoenol piruvato, 3 mM de
glutationa reduzida, 10 U de PK, 10 U de LDH, 0,2 mM de NADH, 8,5
mM de D-xilulose, e 10 uL de extrato enzimatico, em reacdo com
volume final de 1 mL.

O monitoramento das reagdes em espectrofotdmetro U-3000
(Hitachi, Tokyo, Japan) foi feito por 5 minutos, com leituras a cada 30
segundos por amostra, iniciadas logo ap6s a adicdo das coenzimas. Uma
unidade de enzima (U) corresponde a quantidade de enzima capaz de
reduzir ou oxidar 1 umol de NAD* ou NAD(P)H por minuto.

3.6 ENSAIOS FERMENTATIVOS

As linhagens recombinantes de S. cerevisiae foram pré-crescidas
por 36 horas a 30°C em meio rico (YP) ou meio sintético (completo ou
drop-out) contendo glicose, maltose ou xilose, ap6s o crescimento estas
linhagens foram centrifugadas a 5.000 RPM por 5 min a 4°C, lavadas
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duas vezes com agua destilada estéril e inoculadas de modo a obter-se
um volume final de 20 mL (células e meio). A densidade inicial de
células no meio de fermentagdo foi ajustada para uma DOsoonm de = 7
(linhagens de laboratério em meio rico), = 0,3 (linhagens de laboratorio
em meio minimo), ou ~ 14 (linhagens industriais em meio rico).

As fermentacdes anaerdbias foram realizadas em duplicata a 30°C
em frascos fechados de 50 mL com barra de agitagdo magnética (2 cm
de comprimento) permitindo desta forma uma agitacéo leve (100 RPM).
Durante a fermentacéo, a densidade celular foi monitorada através da
medicdo da absorbancia a 600 nm. Amostras foram removidas do meio
em intervalos pré determinados e diluidas quatro vezes em 8 mM de
H,SO4 ou &gua destilada estéril (para fermentacbes em meio rico
contendo sacarose ou a mistura de sacarose com xilose). Estas amostras
foram entdo armazenadas & -30°C para a posterior quantificacdo dos
substratos e produtos da fermentacéo.

3.7 DETERMINACAO DOS SUBSTRATOS E PRODUTOS DAS
FERMENTACOES

A determinacdo de glicose, xilose, etanol, xilitol, glicerol e
acido acético foi realizada por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) equipado com detector de indice de refragdo (RI-2031Plus,
JASCO, Tokyo, Japan) utilizando coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). O HPLC foi operado a 65°C
utilizando-se 8 mM de H,SO4 como fase moével com fluxo de 0,6
mL/min e 0,02 mL de volume de injecéo.

Excepcionalmente, para meios contendo sacarose ou a mistura
de sacarose e xilose foi utilizada coluna Aminex HPX-87C (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) operada a 85°C utilizando 4gua como
fase movel, fluxo de 0,2 mL/min e 0,02 mL de volume de injecdo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SEQUENCIAMENTO E ANOTACAO DO GENOMA DA
LEVEDURA FERMENTADORA DE D-XILOSE Spathaspora
arborariae

O genoma montado teve um N50 de =679 kb (6 scaffolds) e um

N90 de ~202 kb (18 scaffolds), com contetido médio de C+G de 31,7%,

sendo portanto compativel com a quantidade de C+G encontrada em

outros genomas de leveduras (Liu et al., 2012). As anotac¢fes do genoma
foram feitas com o software MAKER2 (Holt e Yandell, 2011), o que
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permitiu identificar 5.625 provaveis ORFs (sequéncias que possuem
grande chance de codificar para proteinas ou polipeptideos) com
contetido maior que 100 nucleotideos, em concordancia com o conteldo
gendmico de outras espécies de leveduras do clado “CTG” (este taxon
traduz o cédon CTG como uma serina ao invés de leucina; Maguire et
al.,, 2013). O genoma completo de S. arborariae representando o
contetldo de seus oito cromossomos encontra-se depositado no
DDBJ/EMBL/GenBank sob o acesso AYLHO00000000 (Lobo et al.,
2014).

O sequénciamento de S. arborariae revelou varios genes de
interesse biotecnologico nesta levedura, incluindo ORFs com homologia
a genes que codificam para xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase
(XDH), xilulocinase (XK), e enzimas da via das pentose-fosfato, tais
como: 6-fosfogluconolactonase (EC 3.1.1.31), Ribulose-5-fosfato 4-
epimerase (EC 5.1.3.4), transquetolase (EC 2.2.1.1) e 6-fosfogluconato
desidrogenase (EC 1.1.1.44), além de genes que codificam para
proteinas transportadoras de agUcares.

Os genes que codificam para xilose redutase de leveduras do
género Spathaspora (S. passalidarum e S. arborariae) sdo
particularmente interessantes, pois estas enzimas aceitam ambos os co-
fatores NADH e NADPH, permitindo desta forma a fermentacéo
anaerdbia de xilose e 0 menor acimulo do metabdlito xilitol (Hou, 2012;
Mouro, 2012). De maneira interessante, no genoma de S. arborariae as
sequéncias que codificam para as enzimas necessarias ao metabolismo
de xilose (XR, XDH e XK) e da via das pentose-fosfato, foram
encontradas geralmente como um U(nico gene no genoma (embora
membros da familia das aldo-ceto redutases possam aceitar varios
substratos, incluindo xilose), no entanto nossa analise permitiu encontrar
pelo menos dez sequéncias em S. arborariae que provavelmente
codificam para transportadores de aclcar, visto que estas sequéncias
exibem homologia com outras sequéncias de transportadores de agucar
presentes em leveduras (Figura 8). Para a construcdo da arvore
filogenética mostrada nesta Figura, as sequéncias que possivelmente
codificam para transportadores de aglcar em S. arborariae foram
analisadas  pelos  programas  ClustalWW  (disponivel em
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ index.html) e Dendroscope 2.3 (Huson
et al., 2007). Para compor este filograma, utilizamos também sequéncias
conhecidas (obtidas através da ferramenta NCBI-BLAST; disponivel em
www.nchi.nlm.nih.gov/blast) de transportadores de aglcares de outras
espécies de leveduras.
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Pelo menos outras quatro sequéncias com homologia a
transportadores de aclcar também foram encontradas no genoma de S.
arborariae, no entanto, por se tratarem de sequéncias pequenas, que
codificavam para menos de 200 amino&cidos, estas sequéncias nao
foram analisadas neste trabalho, pois podem ser consideradas
possivelmente pseudo-genes ou sequéncias parciais ndo corretamente
montadas no genoma sequenciado.

Leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
paradoxus, Saccharomyces mikatae, Saccharomyces bayanus,
Saccharomyces castellii, Candida glabrata e Kluyveromyces
polysporus, sdo citadas como microrganismos que teriam sofrido
duplicacdo de todo o seu genoma durante sua evolucdo (Kellis et al.,
2004; Lin e Li, 2011).

Este evento de duplicacdo conferiu vantagens evolutivas a estas
leveduras, e neste sentido a alta capacidade fermentativa que algumas
destas leveduras exibem estaria diretamente ligada a presenca em seus
genomas de um ndmero maior de genes que codificam para
transportadores de acucar, possibilitando a estas leveduras, como S.
cerevisiae, fermentar eficientemente diversos aglcares em diferentes
concentragBes (Lin e Li, 2011). Estas leveduras (com excessdo de K.
polysporus) possuem entre 10 e 19 diferentes genes que codificam para
transportadores de aglcar em seus genomas, enquanto que leveduras que
ndo sofreram duplicacdo gendmica possuem no maximo oito genes que
codificam para transportadores de aglcar (Saccharomyces kluyveri),
apresentando em média quatro genes que codificam para estas
permeases, como por exemplo, nos genomas de Ashbya gossypii e
Zygosaccharomyces rouxii (Lin e Li, 2011).

Esta quantidade de genes que codificam para transportadores de
acucar identificados em S. arborariae (dez transportadores) sugere que
embora esta levedura ndo tenha passado pelo evento de duplicacdo
gendmica, a quantidade de genes que codificam para transportadores
nesta levedura habilitaria a este microrganismo fermentar com grande
eficiéncia pentoses e hexoses em meios complexos, tais como meio rico
(YP), hidrolisado de palha de arroz, ou ainda hidrolisado enzimético de
bagaco de cana-de-agucar (Cadete et al., 2009; da Cunha-Pereira et al.,
2011; Gongcalves, 2010; Hickert et al., 2013). Mouro (2012) mostrou
ainda que a habilidade de S. arborariae em fermentar Xilose esta
relacionada ao seu sistema de co-transporte H*-xilose de alta capacidade
(Km de 25 mM e Vmax de 35,3 nmoles mg* min para células crescidas
em xilose, ou Ky de 12,4 mM e Vmax de 11,7 nmoles mg* min para
células crescidas em glicose).No caso do transporte ativo de glicose esta



Figura 8 - Filograma de transportadores de aglcar em leveduras. Para a construcdo do filograma, as
sequéncias das permeases escolhidas (Seq, destacadas em vermelho no filograma) foram inicialmente alinhadas
através do software ClustalW (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Em seguida, o arquivo com o
alinhamento foi exportado para o software Dendroscope 2.3 (Huson et al., 2007), onde as sequéncias foram
organizadas dando origem a este filograma.
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FONTE: Este trabalho.
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levedura apresentou um sistema de co-transporte H*-glicose de alta
afinidade, mas de menor capacidade (Km de 0,48 mM e Vmax de 9,7
nmoles mg* min para células crescidas em glicose, ou Kn de 1,80 mM
e Vmax de 20,7 nmoles mg min-! para células crescidas em xilose).

Dentre os dez transportadores identificados neste trabalho, a
Seq8 (com 518 aminoacidos) e principalemente a Seql0 (571
aminoacidos) aparecem em nosso filograma (Figura 8) como mais
préximos ao transportador Sutlp de Schizosaccharomyces pombe. Sutlp
¢ um conhecido transportador de a-glicosideos, com Km de 6,5 mM para
maltose e K de 36,3 mM para sacarose (Reiders e Ward, 2001). A Seq5
(531 aminoacidos) por sua vez aparece mais proximamente relacionada
ao transportador Stllp. Stllp pertence a familia de transportadores de
acucar de S. cerevisiae, embora esteja envolvido no transporte ativo de
glicerol, sendo induzido principalmente em condi¢des de choque
osmotico (Ferreira et al., 2005). Por outro lado, apenas dois genes (Seg6,
com 690 aminoacidos, e Seql, com 541 aminoacidos) apresentaram
homologia com genes da familia de transportadores de hexoses de
difusdo facilitada ja caracterizados em S. cerevisiae, S. stipitis, Candida
intermedia, C. albicans e K. lactis (Figura 8). Seq3 (546 aminoacidos) e
Seq9 (623 aminoacidos) sdo transportadores préoximos a um
transportador ativo de frutose (co-transporte H*-frutose) de C.
dubliniensis, enquanto que Seq4 (573 aminoéacidos), e de forma mais
distante Seq2 (497 aminoacidos) e Seq7 (608 aminoacidos),
apresentaram homologia a transportadores de xilose de S. stipitis, D.
hansenii e S. passalidarum (Figura 8).

Prompt (2012), trabalhando com dados preliminares do genoma
de S. arborariae, analisou dois possiveis genes de tranportadores de
acucar desta levedura, denominados como Transpl (correspondente a
Seq7) e Transp4 (correspondente a Seq3). Foi constatado, através de
crescimentos em glicose ou Xilose e posterior analise da sua expressdo
via PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR), que 0s genes destes
dois transportadores possuem expressdo induzida por xilose, sendo
portanto interessantes candidatos para uma melhor caracterizacdo
bioguimica e funcional.

Para estudar transportadores de acglcares em leveduras é
necessaria uma linhagem que ndo possua transportadores no seu
genoma. A linhagem KY73 (Tabela 1) é uma linhagem de S. cerevisiae
deletada nos principais transportadores de hexoses (HXT1-HXT7 e
GAL2) e, portanto é incapaz de consumir e/ou crescer em glicose e
outras hexoses (Kruckeberg et al., 1999; Batista et al., 2004; Saloheimo
et al., 2007). Quando esta linhagem foi transformada com o plasmideo
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integrativo pAUR-101 (dando origem a linhagem DLG-K2C),
plasmideo que possui apenas o gene AUR1-C que confere resisténcia ao
antibiético Aureobasidin A (Tabela 2), as células apresentaram baixas
atividades de xilose redutase (0,013 + 0,004 U [mg proteina]™), xilitol
desidrogenase (0,008 + 0,002 U [mg proteina]t), e xilulocinase (0,030 +
0,003 U [mg proteina]™?). No entanto, ao integrar no genoma da
linhagem KY73 o plasmideo pAUR-XKXDHXR (Tabela 2) contendo os
genes para 0 metabolismo de xilose (genes XYL1, XYL2 e XKS1) sobre-
expressos (dando origem a linhagem DLG-K1; Tabela 1), as células
passaram a exibir altas atividades da xilose redutase (1,780 = 0,010 U
[mg proteina] 1), xilitol desidrogenase (2,003 + 0,013 U [mg proteina] ')
e xilulocinase (0,275 + 0,002 U [mg proteina]™?), embora esta linhagem
continue sendo incapaz de consumir ou fermentar xilose por ndo possuir
transportadores para este acUcar.

Estas caracteristicas tornam a linhagem DLG-K1 extremamente
interessante como plataforma de selecdo e expressdo de genes que
codificam para transportadores de xilose em S. cerevisiae. De fato, esta
linhagem tem sido utilizada pelo nosso grupo de pesquisa para a
caracterizacdo de alguns transportadores heterélogos de S. arborariae
(as Seq3 e Seq7 mencionadas acima) e S. stipitis, sendo que o0s
resultados obtidos até o momento indicam que o transportador
correspondente a Seq7 permite o consumo de glicose (mas ndo frutose
ou xilose), enquanto que a Seq3 ndo permitiu o transporte de nenhum
destes agUcares (dados ndo mostrados).

Embora os transportadores de S. arborariae citados neste
trabalho apresentem grande potencial biotecnolégico, sobretudo se
destinados a expressao heterologa em S. cerevisiae visando melhorar o
consumo de xilose em meios complexos, a expressdo destes
transportadores pode enfrentar problemas comuns a expressdo
heteréloga de transportadores, mesmo de leveduras proximas.
Problemas como a baixa atividade de transporte em S. cerevisiae
(atividade esta que pode ser inclusive inferior aos transportadores
codificados pelos genes HXT; Du et al., 2010) ou ainda a ndo expressao
da proteina devido a problemas traducionais (Du et al., 2010; Young et
al., 2012), dificultam a caracterizacdo de possiveis transportadores
heterdlogos. Neste sentido o presente trabalho de doutorado passou a
focar principalmente no estudo dos transportadores enddgenos (genes
HXT) de S. cerevisiae, e seu papel no transporte e fermentacdo de xilose
por leveduras recombinantes.
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4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DE XILOSE REDUTASE, XILITOL
DESIDROGENASE E XILULOCINASE E CONFIRMACAO DO
GENE XKS1 SOBRE-EXPRESSO EM LINHAGENS DE
Saccharomyces cerevisiae

Na Tabela 4 sdo mostradas as atividades enzimaticas das
linhagens de S. cerevisiae transformadas com o plasmideo integrativo
PAUR-XKXDHXR. As linhagens transformadas com este plasmideo
adquiriram a habilidade de sobre-expressar 0s genes XYL1 e XYL2 que
codificam respectivamente para as enzimas Xxilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH) de S. stiptis e também o gene XKS1 que
codifica para a enzima xilulocinase (XK) de S. cerevisiae. Embora S.
cerevisiae expresse XKS1 em baixos niveis, a sobre-expressdo moderada
de XKS1 tem sido proposta como necessaria para a eficiente producéo
de etanol a partir de xilose em linhagens recombinantes de S. cerevisiae
(Matsushika e Sawayama, 2008a).

Matsushika e colaboradores (2012) integraram na linhagem de
laboratério BY4743 o plasmideo pAUR-XKXDHXR dando origem a
linhagem MA-B43. Esta linhagem embora ndo seja isogénica as
linhagens hxt-knockout sendo ainda dipléide, possui, no entanto,
construgcdo comum as linhagens knockout do Banco Open Biosystem e
desta forma tem sido usada como linhagem referéncia para o estudo de
linhagens deste banco (Matsushika et al., 2012). Neste trabalho a
linhagem MA-B43 é tratada como linhagem selvagem (wild type :: w.t).

As linhagens hxt-knockout DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3, DLG-
H4 e DLG-H5, deletadas respectivamente para cada um genes HXT1,
HXT2, HXT3, HXT4 e HXT5 (Tabela 1) foram transformadas com o
plasmideo pAUR-XKXDHXR. As linhagens hxt-knockout, provenientes
do banco Open Biosystem, caracterizam-se por apresentar, cada uma das
linhagens, a delecdo de um Unico gene que foi substituido pelo médulo
KanMX. Este banco compreende mais de 5.500 genes de S. cerevisiae.
Neste trabalho foram analisadas as linhagens hxt-knockout para cada um
dos genes HXT1-5, infelizmente o banco ndo incluia linhagens knockout
para os genes HXT6 e HXT7. Por fim, as linhagens industriais CAT1 e
GMY08 (Tabela 1) foram também transformadas com o plasmideo
PAUR-XKXDHXR obtendo-se desta forma as linhages MP-C5 e MP-
G1 respectivamente.

Com relacéo as atividades enzimaticas, a linhagem DLG-K1 foi
aquela onde foram observadas as mais elevadas atividades enzimaticas
dentre as linhagens transformadas com o plasmideo integrativo,
exibindo atividade de XR =13 vezes maior, XDH =1,7 vezes maior ¢
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Tabela 4- Atividade de xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e xilulocinase (XK) em extratos celulares de linhagens
recombinantes de Saccharomyces cerevisiae.

Atividade® (U [mg proteina]?)

Linhagem Caracteristica relevante XR XDH XK

MA-B43° pPAUR-XKXDHXR 0.139 £ 0.025 1.203 £ 0.010 0.030 + 0.002
DLG-H1 hxt1A e pAUR-XKXDHXR 0.918 + 0.011 0.964 + 0.005 0.068 + 0.009
DLG-H2 hxt2A e pAUR-XKXDHXR 1.007 £ 0.018 1.053 +0.014 0.121 £ 0.011
DLG-H3 hxt3A e pAUR-XKXDHXR 0.844 + 0.017 0.920 + 0.031 0.154 + 0.004
DLG-H4 hxt4A e pAUR-XKXDHXR 1.021 + 0.048 1.018 + 0.024 0.060 + 0.004
DLG-H5 hxt5A e pAUR-XKXDHXR 1.234 £ 0.023 1.211 £ 0.032 0.093 + 0.006
MP-C5 Industrial CAT1 e pAUR-XKXDHXR 0.340 £ 0.010 0.448 + 0.025 0.049 + 0.003
MP-G1 Industrial GMY08 e pAUR-XKXDHXR 0.424 + 0.044 0.550 + 0.034 0.042 + 0.005

FONTE: Este trabalho.
NOTAS: ?Os valores sdo a média de trés experimentos independentes, ® Linhagem selvagem (w.t)
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XK =9 vezes maior que a linhagem selvagem MA-B43 (maior também
gue aquela observada em outras linhagens transformadas com o mesmo
plasmideo, Matsushika et al., 2008c; 2009a). E importante notar que a
linhagem hxt-null sem a sobre-expressdo dos genes para metabolismo da
xilose (linhagem DLG-K2C), apresentou atividades muito baixas
(embora mensuravel) tanto para XR quanto para XDH, como citado
anteriormente, atividades estas observada provavelmente devido a acgéo
enddgena da XR (codificado pelo gene GRE3, ORF YHR104W de S.
cerevisiae; Traff et al., 2002) e XDH (codificado pelo gene XYL2, ORF
YLRO70C de S. cerevisiae; Richard et al., 1999). Com relacdo a
atividade enddgena de XK (Richard et al., 2000) esta por sua vez foi tao
alta quando aquela obtida pela linhagem MA-B43 portando o plasmideo
PAUR-XKXDHXR.

Quanto as linhagens hxt-knockout, estas apresentaram por sua vez
atividades relativamente proximas entre si, com destaque, entretanto,
para a linhagem DLG-H5 que apresentou, dentre as linhagens hxt-
knockout, a atividade de XR e XDH mais elevadas (Tabela 4) esta
diferenca foi ~1,4 vezes maior para XR e ~1,3 vezes maior para XDH
guando comparado a linhagem DLG-H3. De maneira interessante a
linhagem DLG-H3, que exibiu as menores atividades de XR e XDH,
exibiu a maior atividade de XK, sendo esta atividade de XK ~2,6 vezes
maior que aquela exibida por DLG-H4 (linhagem hxt-knockout com
menor atividade de XK).

Esta diferenca encontrada entre linhagens isogénicas (exceto pela
delecdo pontual de algum gene HXT) transformadas com o mesmo
plasmideo integrativo, embora diferente, ndo foi suficiente para conferir
vantagem a nenhuma destas linhagens frente ao substrato xilose, como
abordado adiante.

Com relacdo as linhagens industriais MP-C5 e MP-G1, estas
apresentaram por sua vez, atividade de XR respectivamente ~2,4 ¢ <3
vezes maior que aquela observada para a linhagem selvagem MA-B43.
Embora a atividade de XK tenha sido assim como a atividade de XR,
maior nas linhagens industriais quando comparada a linhagem selvagem
(Tabela 4), no que se refere a atividade de XDH, entretanto, estas
linhagens exibiram atividades ~2,7 (para MP-C5) ¢ =2,2 (para MP-G1)
vezes menor que aquelas observadas para MA-B43. Estes valores de XR
e XK séo préximos aos encontrados por Matsushika e colaboradores
(2009a) trabalhando com linhagens industriais e este mesmo plasmideo,
exceto pela atividade de XDH que em nosso estudo ficou entre 2 e 4
vezes abaixo do valor observado por agueles autores.
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Diferentes estudos tém proposto que a maior atividade de XR em
relagdo a XDH (Jeppsson et al., 2003; Karhumaa et al., 2007a) ou a
maior atividade de XDH em relacdo a XR (Kim et al., 2012; 2013b)
como sendo fundamental para minimizar o acimulo de xilitol no meio.
Por outro lado alguns autores sugerem que a alta atividade de XK pode
causar a inibicdo do crescimento de S. cerevisiae em xilose (Jin et al.,
2003; Ni et al., 2007; Rodriguez-Pefia et al., 1998) enquanto que outros
autores defendem ainda que esta elevada atividade é o fator de maior
importancia para a reducdo no acumulo de xilitol (Matsushika e
Sawayama, 2011; Parachin et al., 2011).

Estas contradicdes sugerem em suma que um fluxo constante,
possibilidado pelas enzimas XR/XDH/XK, é mais importante do que as
atividades individuais de cada uma destas enzimas se o objetivo for a
diminuicdo no acimulo de xilitol e aumento da producéo de etanol (Kim
et al.,, 2013a). Além disso, essas trés enzimas parecem nao serem 0S
Unicos fatores limitantes no catabolismo de xilose em S. cerevisiae, mas
também outras enzimas, sobretudo da fase ndo oxidativa da via das
pentose-fosfato (Johansson e Hahn-Hégerdal, 2002; Karhumaa et al.,
2005; Lu e Jeffries, 2007; Metzger e Hollenberg, 1994).

De fato linhagens transformadas com o mesmo plasmideo pAUR-
XKXDHXR apresentam, por razfes ainda ndo claras, sensiveis
diferengas com relagdo as atividade de XR, XDH e XK (Matsushika et
al., 2008c; 2009a). Por este motivo, cada linhagem obtida neste trabalho
é resultante da prévia selecdo das mais elevadas atividades enzimaticas
observadas entre varios transformantes analisados.

A confirmacdo da presenca do gene XKS1 exdgeno e sobre-
expresso (proveniente da construcdo do plasmideo pAUR-XKXDHXR)
foi realizada através do emprego dos iniciadores PGKProF-Sal-F e XK-
P-SQ-R (Tabela 3), estes iniciadores foram utilizados para reagdes em
PCR com o emprego do DNA genémico das linhagens DLG-K1 ou
DLG-K2C, revelando a presenga de uma banda correspondente ao gene
XKS1 em DLG-K1 (Figura 9B) com aproximadamente 800pb,
correspondente ao final do promotor PGK e inicio do gene XKS1,
construgdo PGK1p-XKS1 do plasmideo pAUR-XKXDHXR. Para a
linhagem DLG-K2C, que carrega apenas o plasmideo com o marcador
de selecdo (pAUR-101), como esperado, ndo foi observada nenhuma
banda quando empregados esses iniciadores (Figura 9C).
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Figura 9 — Verificacdo da presenga do gene XKS1 sobre-expresso em S.
cerevisiae. As colunas correspondem respectivamente ao padrdo (A; Marcador
AEcol4I digest, Takara Bio, Japan), linhagem DLG-K1 (B), com a presenca de
uma Unica banda correspondente a construgdo PGK1p-XKS1 e linhagem DLG-
K2C (C) onde néo foi observada nenhuma banda.
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FONTE: Este trabalho

4.3 ENSAIOS FERMENTATIVOS DE XILOSE POR LINHAGENS
RECOMBINANTES DE Saccharomyces cerevisiae

4.3.1 Linhagem de laboratério hxt-null

Devido a estabilidade do plasmideo pAUR-XKXDHXR, que se
integrou no lécus aurl das leveduras, todas as linhagens transformadas
com este plasmideo apresentam habilidade de crescer em meio nédo
seletivo, sem perda da sua habilidade de crescer ou fermentar xilose
mesmo apds varios cultivos (Matsushika et al., 2008c; 2009b). Assim, as
linhagens transformadas com este plasmideo ndo precisaram ser
desafiadas pelo antibiético Aurobasidin A nos ensaios fermentativos.

Apos a transformagdo com os plasmideos integrativos, selecéo
dos melhores transformantes (via atividade enzimatica) e dosagem das
atividades enzimaticas, todas as linhagens foram submetidas a ensaios
fermentativos a 30° C por 72 horas. O pré-inéculo para estas
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fermentacbes foi realizado em meio rico (YP) ou sintético (SC)
contendo maltose, visto que este acglcar é captado por permeases
especificas e somente hidrolisado intracelularmente por maltases,
obtendo-se assim a partir de uma molécula de maltose, duas moléculas
de glicose que sdo entdo normalmente canalizadas para a via glicolitica
por hexo/glicocinases (Goldenthal et al., 1983; Stambuk et al., 2000).
Por este motivo, diferente de glicose a utilizagdo de maltose néo
compete com a utilizacdo de pentoses ao nivel de transporte (Subtil e
Boles, 2012).

Com base nas amostras retiradas periodicamente foi possivel
constatar que a auséncia dos transportadores Hxt1-7 e gal2 na linhagem
DLG-K1 além de impossibilitar o consumo de glicose e frutose (Batista
et al., 2004), também o faz frente a xilose como pode ser visto na Figura
10 (YPX), onde a linhagem DLG-K1 ndo foi capaz de consumir este
acucar e portanto, ndo houve producdo de etanol, glicerol, xilitol, &cido
acético ou incremento da DO ao longo das 72 horas de ensaio. Nesta
Figura, assim com nas demais Figuras que tratam de ensaios
fermentativos neste trabalho, o desvio padrdo é menor ou igual ao
tamanho do simbolo utilizado.

Na Figura 10 é mostrado o consumo de maltose em meio rico
gue, como esperado, ndo sofreu qualquer alteragéo na presenca de xilose
visto que a maltose ndo compartilha os mesmos transportadores com
glicose, frutose ou xilose (Batista et al., 2004; Subtil e Boles, 2012).
Desta forma, em meios contendo maltose ou maltose com xilose (Figura
10; YPM e YPMX) a Densidade Optica (DO) e producio de etanol
tiveram valores praticamente idénticos. Com relacdo aos demais
subprodutos da fermentacdo, em meio contendo maltose apenas, a
producdo de glicerol foi de 1 g L enquanto que em meio contendo
maltose e xilose esta producéo foi de 1,5 g L™X. Em ambos os ensaios a
producdo de &cido acético foi menor que 0,5 g LX. De maneira diferente
aquela observada em meio contendo xilose apenas, em meio contendo
maltose e xilose foi detectada a presenca de xilitol no meio ap6s as 72
horas de fermentagéo. Esta quantidade embora muito pequena (0,3 g L)
indica que a xilose pode ter sido transportada para o interior da célula,
embora em quantidade insuficientes para sua significativa conversdo em
biomassa ou etanol.

De fato embora xilitol ndo tenha sido detectado em meio
contendo xilose apenas, ndo é descartada a hipdtese de que minimas
guantidades de xilose tenham sido captadas pelas células naquela
condi¢do visto que a familia de genes HXT compreende 17 sistemas que
codificam para proteinas com sequéncia primaria muito similar
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(Hamacher et al., 2002; Reifenberger et al., 1995; Saloheimo et al.,
2007), sendo DLG-K1 deletada para HXT1-7 e GAL2. Assim, nos
ensaios de co-fermentacGes de maltose e xilose, a xilose presente no
interior da célula, diferente das fermentagdes em xilose apenas, poderia
estar sendo convertida, em niveis baixos embora detectaveis, auxiliada
pelo catabolismo da glicose, proveniente da maltose, visto que tanto a
glicose quanto a xilose convergem ao nivel de glicolise (Subtil e Boles,
2012). Esta “ativa¢do”, portanto da via glicolitica desencadeada por um
substrato como a maltose, cujo transporte ndo foi perturbado, poderia
explicar a presenca de xilitol no sobrenadante das co-fermentagdes de
maltose e xilose, viabilizado desta forma pela disponibilidade de energia
a célula quando a maltose estava presente.

Figura 10 — Ensaios fermentativos em meio rico (YP) contendo maltose
(YPM), xilose (YPX) ou a mistura de ambos os acucares (YPMX)
utilizando-se a linhagem DLG-K1. As cinéticas de consumo de maltose e
xilose e producéo de etanol foram determinadas como descrito em Materiais e
Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOggonm inicial de 8 (+ 0,3) para todas as

linhagens. Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos
independentes.
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FONTE: Este trabalho.

De todo modo, embora DLG-K1 tenha apresentado altas
atividades de xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilulocinase, como
visto na secdo anterior, esta linhagem nao é capaz de consumir xilose de
maneira suficiente, devido a auséncias dos genes HXT1-7 e GAL2 que
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codificam para os principais transportadores de hexoses em S. cerevisiae
(Batista et al., 2004; Saloheimo et al., 2007).

4.3.2 Linhagens de laboratorio hxt-knockout e linhagem MA-B43

Os ensaios fermentativos em batelada com as linhagens hxt-
knockout (linhagens deletadas para um dos genes HXT1, HXT2, HXT3,
HXT4 ou HXT5) permitiram a observagdo de que a simples delecdo de
qualquer um dos genes HXT1-5 ndo é capaz de interferir
significativamente na cinética de consumo de glicose destas linhagens
em meio rico contendo glicose apenas (YPD) quando comparada a
linhagem selvagem MA-B43, de modo que a partir de ~4% de glicose
todas as linhagens produziram a mesma quantidade de etanol (Figura
11). Na Tabela 5 é possivel observar os parametros de rendimento para
as fermentagGes em meio rico contendo somente glicose, onde todas as
linhagens foram capazes de consumir 100% da glicose disponivel em até
72 horas. As velocidades de consumo volumétrico maximo de glicose e
de producdo volumétrica maxima de etanol foram também muito
préximas entre as linhagens hxt-knockout e a linhagem MA-B43 (Tabela
5). Com excecdo da linhagem DLG-H3, que exibiu as menores
velocidades de consumo de glicose e producédo de etanol. DLG-H3 teve,
no entanto, rendimento em etanol (g de etanol por g de glicose) similar
aquele obtido pelas demais linhagens hxt-knockout e MA-B43 (Tabela
5). Nestes ensaios 0 acimulo de glicerol observado foi de =1,2 g L?
para todas as linhagens.

Se por um lado o desempenho fermentativo das linhagens hxt-
knockout e selvagem foram muito prédximos entre si nos ensaios em
meio contendo glicose apenas, por outro lado, em meio rico contendo
xilose apenas (YPX) ou co-fermentanto glicose e xilose (YPDX), o
desempenho sofreu visivel queda por parte principalmente das linhagens
hxt-knockout (Figura 11 e 13). Nestes meios, de maneira intrigante as
linhagens hxt-knockout tiveram comportamento muito semelhante entre
si e distinto da linhagem MA-B43. Desta forma, em meio contendo
xilose apenas somente a linhagem MA-B43 foi capaz de produzir etanol
a partir do consumo de 60% da xilose disponivel (Figura 11). Enquanto
que as linhagens DLG-H1, DLG-H2 e DLG-H4 foram capazes de
consumir 35% da xilose disponivel e as linhagens DLG-H3 e DLG-H5
apenas 26% deste acucar (Tabela 5). Desta forma as linhagens hxt-
knockout exibiram também menor velocidade de consumo volumétrico
maximo de xilose quando comparadas a linhagem selvagem, ficando em
média 2 a 3 vezes abaixo do valor exibido pela linhagem MA-B43.
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Figura 11 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose (YPD) ou
xilose (YPX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-
H3, DLG-H4 e DLG-H5. As cinéticas de consumo de glicose, xilose e
producéo de etanol foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos.
Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 6 (+ 0,3) para todas as linhagens.
Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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Aliado a este menor consumo exibido pelas linhagens hxt-
knockout, boa parte desta xilose foi convertida em xilitol de modo que o
acimulo deste metabolito nessas linhagens foi em média trés vezes
maior (=9 g L) que aquele observado na linhagem selvagem MA-B43
(3 g L. Nestes ensaios o acimulo de glicerol ficou em =0,3 g L para
as linhagens hxt-knockout enquanto que a linhagem selvagem teve
acimulo de 3 g L™ de glicerol apés 72 horas de fermentacdo.

Complementar a estas fermentacdes foram realizados também
ensaios com concentracfes de 2% e 6% de xilose (dados néo
mostrados), onde o perfil observado foi idéntico aquele verificado
acima. De fato, nem mesmo o aumento da concentragdo celular inicial
foi suficiente para distinguir as linhagens hxt-knockout entre si nos
crescimentos em meio contendo somente xilose, assim, como pode ser
visualizado na Figura 12, a maior disponibilidade de células no inicio da
fermentacdo contribuiu apenas para real¢ar ainda mais a diferenca entre
as linhagens hxt-knockout e a linhagem selvagem MA-B43, onde
novamente somente a linhagem MA-B43 foi capaz de produzir etanol a
partir do consumo de 96% da xilose. Este fato poderia estar relacionado
em parte a um melhor fluxo na via de metabolismo da xilose,
possibilitado pela relativa menor atividade da xilose redutase em relagdo
a xilitol desidrogenase (Tabela 4) quando comparada as demais
linhagens. Com relacdo a producéo de glicerol e xilitol, nas linhagens
hxt-knockout este valor ficou abaixo de 1 g L' e 3 g L?
respectivamente, enquanto que a linhagem MA-B43 alcancou 4 g L de
glicerol e 9 g L™ de xilitol nos ensaios com elevada densidade celular.
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Tabela 5- Velocidades e rendimentos para fermentacfes anaerébias em batelada utilizando-se linhagens hxt-knockout e linhagem

selvagem (MA-B43), transformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meio contendo glicose ou xilose.

Caracteristica Acucar
Aclcar?/Linhagem relevante Consumido (%) Vs(g Lt h1)P VE(g L1 ht)e Yess (g gh)e
Glicose
MA-B43 w.t 100 4.04 £0.02 1.85+0.03 0.50+0.01
DLG-H1 hxt1A 100 3.94 +0.04 1.88+0.04 0.50+0.01
DLG-H2 hxt2A 100 3.88+£0.03 1.84 +0.06 0.49 £0.02
DLG-H3 hxt3A 100 3.75+£0.04 1.77 £0.05 0.49+£0.03
DLG-H4 hxt4A 100 4.17 £0.05 1.94 +0.07 0.50 £0.03
DLG-H5 hxt5A 100 3.90+£0.01 1.81+0.03 0.49£0.04
Xilose
MA-B43 w.t 60 0.39+£0.02 0.30+0.01 0.13+£0.01
DLG-H1 hxt1A 35 0.20+£0.02 0 0
DLG-H2 hxt2A 35 0.14+0.01 0 0
DLG-H3 hxt3A 26 0.11+0.01 0 0
DLG-H4 hxt4A 35 0.22+0.01 0 0
DLG-H5 hxt5A 26 0.15+0.01 0 0

FONTE: Este trabalho.

NOTAS: ?As fermentagfes foram realizadas em meio rico (YP) contendo os aglcares indicados por um periodo de 72 horas.
b\/elocidade de consumo volumétrico méaximo de agtcar. “Velocidade de producgio volumétrica maxima de etanol. Rendimento
baseado em g de etanol produzido por g de aglcar consumido. Os valores sdo a média de dois experimentos independentes.
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Figura 12 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo xilose (YPX)
utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3, DLG-H4
e DLG-H5 com elevada densidade celular inicial. As cinéticas de consumo de
xilose e produgéo de etanol foram determinadas como descrito em Materiais e
Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOsgonm inicial de 18 (+1) para todas as
linhagens. Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos
independentes.
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Nas co-fermenta¢fes em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX; Figura 13) a glicose foi totalmente consumida pelas linhagens
hxt-knockout e linhagem selvagem em um periodo de até 24 horas,
embora a velocidade de consumo de glicose tenha sido em média 27%
inferior aquela observada por estas linhagens quando em meio contendo
somente glicose (Tabela 5 e 6).

A xilose, embora consumida em certo nivel por todas as
linhagens, teve seu consumo mais expressivo com a linhagem MA-B43
gue consumiu 54% deste aclcar, justificando desta forma a maior
producdo de etanol obtida por esta linhagem quando co-fermentando
glicose e xilose (Figura 13). As linhagens hxt-knockout, por sua vez
consumiram em média duas vezes menos Xxilose que a linhagem
selvagem. Deste modo, nenhuma das linhagens hxt-knockout consumiu
mais do que 29% da xilose disponivel nas co-fermentagdes de glicose e
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Figura 13 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3,
DLG-H4 e DLG-H5. As cinéticas de consumo de glicose (A) e xilose (B),
producdo de biomassa celular (C) e etanol (D) foram determinadas como
descrito em Materiais e Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOsgoonm inicial de
7 (x 0,4) para todas as linhagens. Os dados apresentados sdo a média de dois
experimentos independentes.
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xilose (Tabela 6), valores que em sua média sdo inferiores aqueles
obtidos por estas linhagens em meio contendo somente xilose (Tabela
5). Nas co-fermentacdes de glicose e xilose as linhagens hxt-knockout
obtiveram, portanto, um incremento reduzido de etanol quando
comparado as fermentagcBes em meio contendo apenas glicose (Figura
11), desta forma os carbonos provenientes da metabolizagdo da xilose
foram direcionados principalmente para a producdo de xilitol, visto que
as linhagens hxt-knockout produziram em média 6 g L* deste metabdlito
ao passo que a linhagem MA-B43 produziu apenas 2 g L.

De maneira semelhante aquela ja observada em meio contendo
xilose apenas, nas co-fermentacdes de glicose e xilose, as concentraces
de 2% e 6% de acucar ndo alteraram os perfis fermentativos (dados ndo
mostrados) e a maior disponibilidade de células no inicio da
fermentacdo novamente, acentuo apenas a diferenca entre as linhagens
hxt-knockout e linhagem MA-B43 (Figura 14B e 14D), diferenca esta ja
observadas anteriormente (Figura 13).

Com a diminuicéo da velocidade de consumo de glicose, citado
anteriormente, o rendimento e a velocidade de producdo de etanol
também foram comprometidos nas co-fermentacdes de glicose e xilose,
guando comparados as fermentacfes de glicose apenas. Este
comprometimento ocorreu em virtude da baixa velocidade de captacéo
de xilose em relacdo a glicose (Tabela 5 e 6) e ao acumulo de xilitol. A
diminuigdo na velocidade de consumo de glicose teve, no entanto, pouco
efeito sobre a quantidade total de etanol produzido pelas linhagens
(Figura 11 e Figura 13) visto que a glicose pdde ser consumida em sua
totalidade em até 24 horas mesmo na presenca de Xxilose. Esta
diminuicdo na velocidade de consumo de glicose pode ser explicada
pela competigdo entre glicose e xilose pelos mesmos transportadores de
hexose (Bertilsson et al., 2008; Matsushika e Sawayama, 2013; Subtil e
Boles, 2012). Com relacdo a velocidade de consumo de xilose, a
linhagem MA-B43 exibiu valores maiores co-fermentando glicose e
xilose ao passo que a linhagem DLG-H5, apresentou a mais alta
velocidade de consumo de xilose em co-fermentagfes, DLG-H5, no
entanto, ndo foi capaz de consumir mais que 26% da xilose do meio
(Tabela 6), repetindo assim os valores de consumo exibidos em meio
contendo somente xilose (Tabela 5).
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Figura 14 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MA-B43, DLG-H1, DLG-H2, DLG-H3,
DLG-H4 e DLG-H5 com elevada densidade celular inicial. As cinéticas de
consumo de glicose (A) e xilose (B), producéo de biomassa celular (C) e etanol
(D) foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Nestes ensaios
foi utilizada DOeoonm inicial de 19 (+ 1) para todas as linhagens.Os dados
apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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Tabela 6- Velocidades e rendimentos para fermentagGes anaerébias em batelada utilizando-se linhagens hxt-knockout
e linhagem selvagem (MA-B43), transformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo glicose e
xilose.

Glicose Xilose
Linhagem?® Consumida (%) Ve(gL*h?)P Consumida (%) Vx(gL*h?%® Ve(@L'hY)?  Yes(gg?)®
MA-B43 100 2.62 +£0.03 54 0.49 £0.03 1.58 £0.03 0.44 £ 0.03
DLG-H1 100 2.97+0.03 24 0.30+£0.02 1.73+0.05 0.41+0.02
DLG-H2 100 2.67+£0.04 28 0.50+0.01 1.57+0.04 0.40 £0.01
DLG-H3 100 2.85+0.02 29 0.41 +0.00 1.56 £ 0.07 0.40 £ 0.02
DLG-H4 100 2.76 £0.02 27 0.49+£0.01 1.62 £0.05 0.41+£0.03
DLG-H5 100 2.61+£0.05 26 0.53+0.03 158 £0.04 0.40 £ 0.02

FONTE: Este trabalho.

NOTAS: ?As fermentagdes foram realizadas em meio rico (YP) contendo os agUcares indicados por um periodo de 72
horas. ®Velocidade de consumo volumétrico maximo de glicose. “Velocidade de consumo volumétrico maximo de
xilose. %Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol. ®Rendimento baseado em g de etanol produzido por g
de agucar consumido. Os valores sdo a média de dois experimentos independentes
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Assim, embora fosse esperado que a transcrigdo de
transportadores ativados por altas concentracBes de glicose que atuam
principalmente em condi¢Ges semelhantes aquelas encontradas no inicio
da fermentacéo, tal como os sistemas Hxtl e Hxt3 (Ozcan e Johnston,
1995; 1999), pudesse conferir alguma vantagem as linhagens que 0s
portassem, 0 mesmo ndo foi observado nestes primeiros ensaios. De
maneira semelhante, também ndo foi possivel diferenciar a presenca de
sistemas como Hxt2, Hxt4, Hxt6 e Hxt7, que tem sua expressao
induzida em baixas concentracdes de glicose ou mesmo na presenca de
outras fontes de carbono, tais como glicerol e etanol (Diderich et al.,
1999; Kim et al., 2013a; Ozcan e Johnston, 1995; 1999). Deste modo,
linhagens mutantes, deletadas para genes que codificam transportadores
com caracteristicas de afinidade por aglcar distintas entre si, como as
linhagens mostradas aqui, exibiram perfis fermentativos muito
semelhantes, mesmo em condi¢Bes que predominantemente deveriam
afetar de maneira mais ou menos acentuada uma ou outra linhagem
mutante, sobretudo em meios contendo glicose, visto que o0s
transportadores codificados pelos genes HXT de S. cerevisiae evoluiram
justamente para conferir a esta levedura a habilidade de crescer em
diferentes concentrag@es deste actcar (Lin e Li, 2011; Ozcan e Johnston,
1999).

Com relagdo ao acumulo de glicerol, nas co-fermentagdes de
glicose e xilose as linhagens hxt-knockout apresentaram valores abaixo
de 1 g L%, enquanto que a linhagem MA-B43 acimulou 4 g L de
glicerol apds as 72 horas. A produgdo de acido acético foi baixa em
todos os ensaios fermentativos. Assim, em meio contendo somente
glicose ou somente xilose a producédo foi sempre menor que 1 g L7,
enquanto que em meio contendo ambos os agUcares este valor foi menor
que 2 g L1 Estes valores incluem as fermentacbes de MA-B43 e
linhagens hxt-knockout com diferentes concentracfes de aclcar e
elevada densidade celular inicial.

4.3.3 Linhagens de laborat6rio com genes HXT sobre-expressos e
linhagem MA-B43

E sabido que o eficiente transporte de aglcar ¢ um dos
principais fatores limitantes na conversdo de biomassa lignoceluldsica
em etanol (Matsushika et al., 2009b; Runquist et al., 2009; van Vleet e
Jeffries, 2009; Young et al., 2012) e que transportadores nativos de
hexose presentes em S. cerevisiae sdo capazes de transportar xilose
(Gardonyi et al., 2003; Wahlbom et al., 2003; Young et al., 2010). Desta
forma, a fim de compreender melhor o papel de cada um dos
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transportadores de relevancia para o transporte de xilose, codificados
pelos genes HXT e levando-se em consideracdo que um unico gene HXT
(HXT1-7) é suficiente para proporcionar o crescimento de S. cerevisiae
em glicose (Ozcan e Johnston 1999), nés transformamos a linhagem
DLG-K1 com os plasmideos multicopia codificando para os genes
HXT1, HXT2, HXT5 ou HXT7, obtendo desta forma as linhagens DLG-
K1T1, DLG-K1T2, DLG-K1T5 e DLG-K1T7 respectivamente. Os
genes para a construgdo dos vetores foram obtidos a partir do conhecido
genoma da linhagem de laboratério S288C e inseridos no plasmideo
pPGK sob o controle do promotor e terminador da fosfoglicerato cinase
(pPGK; Tabela 2).

Complementar as construcdes obtidas a partir da linhagem
DLG-K1, n6s também inserimos os genes HXT1, HXT2 e HXT5 nas
linhagens DLG-H1, DLG-H2 e DLG-H5 respectivamente, utilizando os
plasmideos acima citados, obtendo desta forma as linhagens DLG-
H1T1, DLG-H2T2 e DLG-H5TS5, estas linhagens tiveram, portanto seus
respectivos genes HXT restaurados e sobre-expressos. Considerando-se
gue os plasmideos utilizados para a sobre-expressao dos genes HXT
possuem marcador auxotréfico URA3, conferindo desta forma as
linhagens que o portam a habilidade de sintetizar uracila, as
fermentagOes descritas a seguir para estas linhagens foram realizadas em
meios sintéticos com a adicdo dos aminoacidos necessarios exceto a
base nitrogenada uracila (meio sintético dropout). Para a linhagem
selvagem (MA-B43) foi utilizado meio sintético completo, com todos o0s
aminoacidos e uracila, visto que esta linhagem ndo foi transformada
com o plasmideo pPGK.

Na Figura 15 é possivel observar a cinética de consumo e
fermentacdo de glicose efou xilose pela linhagem MA-B43. Esta
linhagem foi capaz de consumir toda glicose em até 48 horas quando
esta era a Unica fonte de carbono (SCD). Em meio sintético contendo
somente xilose (SCX), MA-B43 ndo teve o mesmo desempenho,
consumindo 77% do agUcar disponivel, com velocidade de consumo em
média 1,6 vezes menor que aquela exibida em meio contendo somente
glicose (Tabela 7). Desta forma, foram produzidos 35% menos etanol a
partir de xilose quando comparado a glicose. Quando fermentando
apenas glicose, MA-B43 produziu etanol com velocidade em média trés
vezes superior aquela exibida em meio contendo somente Xilose.

Nos meios sintéticos contendo ambos os aglcares (SCDX) a
linhagem MA-B43 consumiu 92% da glicose disponivel em 72 horas.
De maneira semelhante, embora mais expressiva, a xilose também néo
foi totalmente consumida apds 72 horas nestas co-fermentagdes, embora
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0 consumo de 46% de xilose neste meio tenha contribuiudo para um
incremento de ~21% na produgo total de etanol pela linhagem MA-B43
guando comparado a producdo obtida nas fermentacGes de glicose
apenas (Figura 15).

A partir da Figura 15 e das Tabelas 7 e 8 fica evidente que ha
uma diminuicdo nas velocidades de consumo de glicose e xilose
(redugdo de =40% para glicose e ~50% para xilose) quando quantidades
iguais de ambos os aglcares estdo presentes no meio, esse resultado tem
sido atribuido, como j& observado nas fermentacdes com linhagens hxt-
knockout quando em meio YP, a competi¢do entre ambos aclicares pelos
mesmos sistemas de transporte durante co-fermentagdes de glicose e
xilose (Bertilsson et al., 2008; Matsushika e Sawayama, 2013; Subtil e
Boles, 2012;).

Figura 15 — Ensaios fermentativos em meio sintético completo contendo
glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX) utilizando-se a
linhagem MA-B43. As cinéticas de consumo de glicose (circulos pretos), xilose
(circulos brancos) e producéo de etanol nas fermentages em glicose (triangulos
pretos), xilose (tridngulos brancos) ou glicose e xilose (quadrados brancos)
foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Nestes ensaios foi
utilizado DOegonm inicial de 1,5 (+ 0,2). Os dados apresentados sdo a média de
dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.

4.3.3.1 Fermentacdo de xilose por linhagens de laboratério sobre-

expressando o gene HXT1

O transportador codificado pelo gene HXT1 é considerado um
tranportador de baixa afinidade (Km de 100 mM para glicose e 880 mM
para xilose) embora codifique para uma permease considerada de alta
capacidade (Maier et al., 2002; Reifenberger et al., 1997; Saloheimo et
al., 2007). De maneira inesperada, a linhagem DLG-K1T1 (derivada da
linhagem hxt-null DLG-K1), sobre-expressando o gene HXT1 apenas,
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ndo foi capaz de fermentar xilose quando este aglcar era a Unica fonte
de carbono (Figura 16 e Tabela 7) apresentando consumo inferior a 5%
de xilose. DLG-K1T1, entretanto, exibiu as maiores velocidades de
consumo de glicose e produgdo de etanol em meio contendo somente
glicose. De fato, em meio contendo somente glicose, toda a glicose
presente no meio foi consumida em até 32 horas, com velocidade de
consumo em média 1,8 vezes superior aquela exibida pela linhagem
selvagem MA-B43. Enguando que a producdo de etanol pela linhagem
DLG-K1T1 em meio contendo somente glicose foi ~19% superior
aquela observada para a linhagem selvagem em glicose.

Nos ensaios de co-fermentacdo de glicose e xilose a linhagem
DLG-K1T1 foi capaz de consumir ndo apenas toda a glicose, mas
também 57% da xilose disponiveis (Figura 16 e Tabela 8), exibindo
melhores velocidades de consumo tanto de glicose quanto de xilose
guando comparado a linhagem MA-B43 (Tabela 8). Aliado a esta maior
velocidade de consumo dos acglcares, a velocidade de producdo de
etanol também foi maior em DLG-K1T1 levando a uma producédo de
~25% mais etanol quando comparado a linhagem selvagem.

Na Figura 16 é possivel observar ainda a cinética de consumo
de acUcares e producdo de etanol da linhagem DLG-H1T1 (derivada da
linhagem hxt-knockout DLG-H1), esta linhagem embora assim como a
linhagem DLG-K1T1 possua também o gene HXT1 sobre-expresso, ndo
foi capaz de consumir toda a glicose presente no meio, quando esta era a
Unica fonte de carbono. Com um consumo de 91% da glicose
disponivel, a linhagem DLG-H1T1 embora diferente da linhagem DLG-
K1T1, possua os demais genes HXT intactos, produziu =17% menos
etanol que a linhagem DLG-K1T1 quando fermentando somente
glicose.

Ja em meio sintético contendo somente Xxilose, a presenca de
outros transportadores de hexose intactos na linhagem DLG-H1T1
parece ter sido fundamental para o transporte de Xxilose. Assim, 0
desempenho da linhagem DLG-H1T1 em meio contendo somente xilose
foi idéntico aquele em meio contendo somente glicose (Figura 16),
assim em meio contendo somente Xxilose, 99% desta pentose foi
consumida. Como obsevado na Figura 16 a producdo de etanol foi
estatisticamente idéntica em glicose ou xilose.

Em meio co-fermentando glicose e xilose, entretanto, a
linhagem DLG-H1T1 apresentou reducdo de 43% na velocidade de
consumo de xilose (Figura 16, Tabela 7 e 8). Em co-fermentagdes de
glicose e xilose enquanto toda a glicose p6de ser consumida em até 72
horas, somente 45% da xilose foi consumida neste meio.
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Figura 16 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T1 e DLG-H1T1. As cinéticas de consumo de glicose
(circulos pretos), xilose (circulos brancos) e producdo de etanol nas
fermentagGes em glicose (tridngulos pretos), xilose (tridngulos brancos) ou
glicose e xilose (quadrados brancos) foram determinadas como descrito em
Materiais e Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 1,5 (£ 0,3).
Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.

4.3.3.2 Fermentagdo de xilose por linhagens de laborat6rio sobre-

expressando o gene HXT2

Um padréo diferente de fermentacdo de glicose e/ou xilose foi
observado para a linhagem expressando o transportador de aglcar de
moderada-alta afinidade (Km de 2-10 mM para glicose, e 130-390 mM
para xilose, dependendo das condicGes de crescimento; Reifenberger et
al., 1997; Maier et al., 2002; Saloheimo et al., 2007), codificado pelo
gene HXT2. A linhagem DLG-K1T2 (derivada da linhagem hxt-null
DLG-K1), sobre-expressando o gene HXT2 apenas, apresentou
fermentacGes relativamente truncadas com consumo dos aglcares ndo
superior a 59% tanto em fermentacdes com glicose, xilose ou co-
fermentaces destes acucares (Figura 17 e Tabela 7 e 8), embora ambos
0s acglcares tenham sido consumidos sob a mesma velocidade de
consumo, tanto nas fermentagdes de um aglcar apenas quanto nas co-
fermentacdes de glicose e xilose (Tabela 8).
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Na Figura 17 é possivel observar que o consumo similar de
glicose e xilose pela linhagem DLG-K1T2 em meio sintético contendo
somente glicose ou somente xilose culminou também na producdo de
guantidades muito semelhantes de etanol. Como pode ser observado na
Tabela 7 as velocidades de producdo de etanol sdo idénticas nestes
diferentes meios.

A glicose é conhecida por promover a degradacdo da permease
codificada por HXT2 (Kruckeberg et al., 1999) e nossos resultados
obtidos com a linhagem DLG-K1T2 apontam para o fato de que a xilose
também pode estar direcionando esta degradacdo. Além disso, mesmo
durante as co-fermentacGes de glicose e xilose ambos os agucares foram
consumidos sob as mesmas velocidades (Figura 17 e Tabela 8),
sugerindo que estes acglcares ndo competem entre si pela permease
codificada por HXT2, embora novamente, ndo mais do que 59% dos
acucares tenham sido consumidos e o rendimento em etanol foi,
portanto, em média metade daquele observado para outras linhagens
derivadas da DLG-K1 (Tabela 8).

Nas fermentagdes utilizando-se a linhagem DLG-H2T2
(derivada da linhagem hxt-knockout DLG-H2, porém sobre-expressando
0 gene HXT2) as cinéticas de consumo de glicose e xilose
separadamente foram também muito préximas entre si (Figura 17),
nestas condigBes a presenca de outros transportadores de hexose na
linhagem contribuiu para a deplecdo destes aglicares em até 72 horas,
com produgdo de etanol idéntica para cada uma das fontes de carbono.

Em meio co-fermentando glicose e xilose, DLG-H2T2 teve o
seu desempenho dramaticamente reduzido para xilose onde apenas 27%
deste aglcar foi consumido. Este baixo desempenho fermentativo de
xilose contribuiu para que a producdo de etanol fosse muito proxima
entre as fermentacdes de glicose ou xilose e as co-fermentacdes destes
acucares (Figura 17).

Algum conhecimento sobre o mecanismo molecular de
reconhecimento e transporte de aclcar pela permease codificada por
HXT2 ja é conhecido (Kasahara e Maeda, 1998; Kasahara et al., 2004;
2006; 2007) e tem revelado que o transporte de glicose por esta
permease ndo é inibido mesmo com um excedente de 200 vezes de
xilose. Por algum motivo ainda ndo elucidado, a permease codificada
pelo gene HXT2 sobre-expresso quando na presenca de outros
transportadores da familia HXT (linhagem DLG-H2T2) ndo repetiu o
desempenho exibido quando este transportador foi sobre-expresso
individualmente em uma linhagem hxt-null (linhagem DLG-K1T2).
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De qualquer forma esta informacdo estrutural pode ser usada
para engenheirar permeases, codificadas por genes HXT, mais
adequadas para a fermentagdo dos agucares presentes nos hidrolisados
lignoceluldsicos, uma questdo que tem sido tratada somente
recentemente (Ha et al., 2013; Young et al., 2012).

Figura 17 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T2 e DLG-H2T2. As cinéticas de consumo de glicose
(circulos pretos), xilose (circulos brancos) e producdo de etanol nas
fermentacBes em glicose (tridngulos pretos), xilose (tridngulos brancos) ou
glicose e xilose (quadrados brancos) foram determinadas como descrito em
Materiais e Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 1,5 (£ 0,4).
Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.

4.3.3.3 Fermentagdo de xilose por linhagens de laboratério sobre-

expressando o gene HXT5

Um perfil semelhante com aquele observado para a linhagem
DLG-K1T1, no que diz respeito & inabilidade de consumir xilose, foi
observado com a linhagem sobre-expressando somente o transportador
de moderada-alta afinidade (Km de 10 mM para glicose, sem dados
disponiveis para Xxilose; Buziol et al., 2002; Diderich et al., 2001)
codificado pelo gene HXT5. Como pode ser observado na Figura 18 em
meio sintético contendo somente glicose a linhagem DLG-K1T5
(derivada da linhagem hxt-null DLG-K1), sobre-expressando o gene
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HXTS5 apenas, foi capaz de consumir 56% da glicose, enquanto que em
meio contendo somente xilose, 0 consumo desta pentose foi menor do
gue 2% deste agucar, sem a producdo de etanol. Trabalhos anteriores,
entretanto, reportaram que a permease codificada pelo gene HXT5 é
capaz de transportar xilose e permite algum crescimento nesta fonte de
carbono (Hamacher et al., 2002; Sedlak e Ho, 2004). Wahlbom e
colaboradores (2003) citam que uma linhagem mutante sobre-
expressando o gene HXT5 teve sua capacidade fermentativa melhorada
em meio contendo xilose, além disso, Hamacher e colaboradores (2002)
colocam a permease codificada por HXT5 entre aquelas de maior
relevancia, dentro da familia de genes HXT, para o transporte de xilose.

Nas co-fermentacGes de glicose e xilose, DLG-K1T5 exibiu
melhora no consumo de glicose, passando a consumir 64% deste acucar,
embora com velocidades de consumo de acuUcares ainda baixas,
provavelmente devido ao conhecido processo de degradacéo,
desencadeado pela propria glicose, a que é sujeito a permease codificada
por HXT5 (van Suylekom et al., 2007). Assim como glicose, 0 consumo
de xilose também foi melhorado nas co-fermentacdes destes agucares,
embora diferente do observado para a linhagen DLG-K1T1, com a
linhagem DLG-K1T5 esta melhora foi muito discreta, de modo que
somente 11% da xilose foi consumida nestas co-fermentacfes (Figura
18).

Devido, sobretudo ao maior consumo de glicose, nos ensaios de
co-fermentacédo a linhagem DLG-K1T5 exibiu produgéo de etanol ~25%
maior quando comparada as fermentagcbes em meio contendo somente
glicose.

Nossos resultados indicam, portanto que linhagens mutantes
para esta permease com resisténcia para a inativacdo por agtcar (Horak,
2013), seriam uma estratégia promissora para melhorar a fermentacao de
xilose por linhagens de levedura recombinantes.

Diferente da linhagem DLG-K1T5 sobre-expressando apenas o
gene HXT5, a linhagem DLG-H5T5 (derivada da linhagem hxt-knockout
DLG-H5, porém sobre-expressando o gene HXT5), foi capaz de crescer
e fermentar xilose tanto em meios contendo somente Xilose, ou em
meios co-fermentando glicose e xilose (Figura 18). De fato, as cinéticas
de consumo de glicose e xilose e producdo de etanol foram similares
guando DLG-H5T5 fermentou estes aglcares separadamente. Assim, em
fermentacfes de glicose apenas, houve um consumo de 96% deste
acucar enquando que nas fermentacdes de xilose o consumo foi de 91%
(Tabela 7).
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Nas co-fermentacdes de glicose e xilose pode-se observar uma
clara preferéncia da linhagem DLG-HS5T5 por glicose, sendo que a
velocidade de consumo deste agUcar aumentou ao passo que a
velocidade de consumo da xilose reduziu quando comparado aos meios
contendo glicose e xilose separadamente. Nestes ensaios de co-
fermentagdo houve o consumo de 98% da glicose e 71% da xilose
disponivel (Tabela 7 e 8). Embora uma quantidade consideravel de
xilose tenha sido consumida ao longo de 72 horas de fermentacdo, a
producdo de etanol teve um incremento de apenas ~5% nestes ensaios
de co-fermentacédo de glicose e xilose quando comparado aos ensaios em
que estes acucares foram fermentados separadamente.

Figura 18 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens DLG-K1T5 e DLG-H5T5. As cinéticas de consumo de glicose
(circulos pretos), xilose (circulos brancos) e produgdo de etanol nas
fermentacBes em glicose (tridngulos pretos), xilose (tridngulos brancos) ou
glicose e xilose (quadrados brancos) foram determinadas como descrito em
Materiais e Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 1,5 (x 0,4).
Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.

4.3.3.4 Fermentagdo de xilose por linhagens de laboratério sobre-
expressando o gene HXT7
Assim como observado para a linhagem DLG-K1T2 sobre-
expressando o0 gene HXT2, a linhagem sobre-expressando o
transportador de alta afinidade codificado por HXT7 (Km de 1 mM para
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glicose, e 130 mM para xilose; Maier et al., 2002; Reifenberger et al.,
1997; Saloheimo et al., 2007) também consumiu e fermentou glicose e
xilose com velocidades similares (Figura 19 e Tabela 7). Desta forma a
linhagem DLG-K1T7 (derivada da linhagem hxt-null DLG-K1), sobre-
expressando o gene HXT7 apenas, consumiu 93% da glicose e 85% da
xilose quando estes aglcares foram fermentandos separadamente. Nestes
ensaios a velocidade de consumo de glicose e xilose foram também
muito proximas. Assim como a velocidade de consumo dos acucares, a
velocidade de producdo de etanol foi estatisticamente idéntica (Tabela
7). Desta forma DLG-K1T7 foi a linhagem que mais consumiu xilose,
com a maior producdo de etanol (13,4 g L) a partir deste agucar,
guando comparada as demais linhagens derivadas da DLG-K1 ou
linhagem selvagem MA-B43.

Nos ensaios de co-fermentacdo de glicose e xilose (Figura 19),
DLG-K1T7 foi capaz de co-fermentar ambos os agUcares, embora o
consumo de xilose tenha sido abalado pela presenca de glicose, sendo
gue o consumo de xilose ocorreu de forma mais consistente somente
apos a diminuicdo dos niveis de glicose no meio, provavelmente devido
a saturacdo do transportador como mencionado por Subtil e Boles
(2012). Assim enquanto que 95% da glicose foi consumida em até 72
horas, apenas 45% da xilose foi consumida nas co-fermentagdes. Apesar
do consumo de 45% da xilose, a producdo de etanol foi apenas 6%
superior aquela observada em fermentacdes de glicose apenas.

A glicose é conhecida por inibir o consumo de pentoses,
principalmente quando esta hexose encontra-se em altas concentracfes
no meio (Kuyper et al., 2005; Ozcan e Johnston, 1999). Neste sentido a
manutencdo de baixas concentragdes de glicose durante toda a co-
fermentacdo aliado a sobre-expressdo de transportadores tais como
aquele codificado por HXT7 podem, parcialmente, diminuir o efeito
inibitério da glicose sobre a utilizacdo de xilose (Subtil e Boles, 2012).

A clara preferéncia na utilizagdo de glicose ao invés de xilose
pelas linhagens recombinantes sobre-expressando apenas uma permease
(linhagens derivadas da DLG-K1), exceto a linhagem DLG-K1T2 que
exibiu velocidades de consumo idénticas para ambos 0s aglcares em co-
fermentac6es, estd em concordancia com outros trabalhos (Hamacher et
al., 2002; Kuyper et al., 2005; Subtil e Boles, 2012). Estudos tém
demonstrado ainda que S. cerevisiae reconhece glicose de maneira
muito diferente de xilose como substrato para a fermentagéo alcodlica,
evidenciado principalmente pela grande diferenca de afinidade exibida
pelos transportadores codificados pelos genes HXT (Kétter e Ciriacy,
1993; Runquist et al., 2009; Sedlak e Ho, 2004;).
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Os resultados observados neste trabalho com a sobre-expresséo
de genes HXT em linhagens hxt-null (DLG-K1T1, DLG-K1T2, DLG-
K1T5 e DLG-K1T7) séo particularmente interessantes, seja devido ao
perfil de co-fermentagdo de glicose e xilose ou ainda pela producéo de
etanol dessas linhagens.

Hamacher e colaboradores (2002), utilizando uma linhagem de
S. cerevisiae deletada para os 18 transportadores da familia HXT, sobre-
expressou individualmente os genes HXT4, HXT7 ou GAL2 e
transformou aquela linhagem com um destes genes, obtendo desta forma
trés linhagens com diferentes transportadores sobre-expressos. Embora a
expressdo destes genes aliada a expressdo moderada dos genes que
codificam para a xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilulocinase
tenha permitido o crescimento destas linhagens em meio contendo 2%
de xilose, este crescimento, no entanto foi muito lento, sendo que estas
linhagens levaram varios dias para consumir toda a xilose sem, no
entanto ser detectada a producdo de etanol.

Saloheimo e colaboradores (2007) também empregaram a
linhagem KY73 (hxt-null) como linhagem hospedeira para a sobre-
expressdo de genes HXT. Estes autores realizaram ensaios de
crescimento a fim de analizar a cinética de consumo de xilose em
linhagens sobre-expressando as permeases codificadas pelos genes
HXT1, HXT2, HXT4 e HXT7. Asssim como observado por outros
autores (Hamacher et al., 2002) estas linhagens também cresceram com
dificuldade em meio contendo somente xilose, levando varios dias para
0 consumo de apenas 5% deste agUcar. Estes autores citam, entretanto
que a adicdo de glicose (2 g L) ou maltose (1 g L) melhorou o
consumo de xilose no comego dos crescimentos, quando a glicose ou
maltose ainda estavam no meio.

Em ensaios fermentativos, Sedlak e Ho (2004), empregaram
uma linhagem de S. cerevisiae recombinante, deletada para os genes
HXT1-7 expressando as enzimas xilose redutase, xilitol desidrogenase e
xilulocinase. Esta linhagem foi entdo transformada com um dos genes
sobre-expressos: HXT1, HXT2, HXT4, HXT5 ou HXT7, obtendo desta
forma cinco linhagens com diferentes transportadores. Em ensaios de
co-fermentacdo de glicose e xilose as linhagens sobre-expressando os
genes HXT1 e HXT2 apresentaram velocidades maxima de consumo de
xilose respectivamente 32% e 34 % inferiores as linhagens equivalentes
utilizadas nesta tese (DLG-K1T1 e DLG-K1T2) por outro lado as
linhagens sobre-expressando os genes HXT5 e HXT7 apresentaram
velocidades maxima de consumo de xilose respectivamente 78% e 14 %
superiores as linhagens equivalentes utilizadas nesta tese (DLG-K1T5 e
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DLG-K1T7). Estes dltimos resultados refletem a incapacidade da
linhagem sobre-expressando o gene HXT5 (DLG-K1T5), utilizada nesta
tese, em consumir xilose mesmo na presenca de glicose ao passo que a
linhagem sobre-expressando o gene HXT7 (DLG-K1T7) sofreu dréastica
repressdo pela glicose nos ensaios de co-fermentacédo de glicose e xilose,
embora em meio contendo somente xilose DLG-K1T7 tenha exibido
melhor consumo de xilose como discutido previamente (Figura 19,
Tabela 8).

Figura 19 — Ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se a linhagem DLG-K1T7. As cinéticas de consumo de glicose (circulos
pretos), xilose (circulos brancos) e producdo de etanol nas fermentacbes em
glicose (triangulos pretos), xilose (triangulos brancos) ou glicose e xilose
(quadrados brancos) foram determinadas como descrito em Materiais e
Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOsoonm inicial de 1,5 (+ 0,2). Os dados
apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.

Além do transporte, o préprio catabolismo de glicose pode
comprometer, em certo nivel, a utilizacdo de pentoses através da
inibicdo e competicdo da glicose por enzimas envolvidas no catabolismo
de xilose ou arabinose. Especialmente no caso da xilose, visto que a
enzima xilose isomerase pode agir com uma legitima glicose isomerase
(Bhosale e Ra0,1996; Subtil e Boles, 2012).

Alguns estudos revelam também importantes informagdes sobre
a estrutura da permease codificada pelo gene HXT7 (Kasahara e
Kasahara, 2010; Kasahara et al., 2011) indicando que glicose e xilose
competem em nivel de transporte, mas que algumas permeases mutantes
exibem reduzida inibicdo pelo transporte de glicose na presenca de
xilose, 0 que pode ajudar a desenvolver novos transportadores mais
eficientes, em uma estratégia semelhante aquela citada para a permease
codificada pelo gene HXT2.
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Tabela 7- Velocidades e rendimentos para fermentacfes anaerébias em batelada utilizando-se linhagens hxt-knockout e hxt-null
sobre-expressando algum gene HXT ou linhagem selvagem (MA-B43), tranformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em
meios contendo glicose ou xilose.

Aclcar?/Linhagem Caracteristica relevante Conﬁﬁgfgg (%) Vs(gLth?hP VE(@L'hY®  Yes(ggh

Glicose
MA-B43 w.t 100 1.40 £0.02 0.57 £0.08 0.39 £0.02
DLG-K1T1 hxt null mas pekip HXT1-pekat 100 2.50 £0.02 0.96 +£0.03 0.39 £0.01
DLG-K1T2 hxt null mas pekip HXT2-pekat 59 0.63 £0.03 0.26 £ 0.00 0.36 £0.01
DLG-K1T5 hxt null mas pekip HXT5-pckat 56 0.67 £0.03 0.26 £ 0.00 0.33+0.04
DLG-K1T7 hxt null mas pek1p HXT7-pekat 93 0.79 £0.02 0.33£0.07 0.43 £0.02
DLG-H1T1 hxt1A mas pckip HXT1-pckit 91 1.10+0.01 0.43+£0.01 0.40 £ 0.02
DLG-H2T2 hxt2A mas pekip HXT2-pckat 100 1.10+£0.02 0.41 £0.02 0.38+£0.01
DLG-H5T5 hxt5A mas pckip HXT5-pekat 96 0.93+0.01 0.37 £0.01 0.38 +£0.02

Continua na proxima pagina
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Tabela 7 — Continuagéo.

Aglcar?/Linhagem Caracteristica relevante Congﬁgfgg (%) Vs(@L'h')® Ve(gL!h?e Yess (g gb)e

Xilose
MA-B43 w.t 77 0.88 £0.01 0.18 £0.01 0.33 £0.02
DLG-K1T1 hxt null mas pekip HXT1-pcKkat <5 0.03+£0.01 0 0
DLG-K1T2 hxt null mas pekip HXT2-pcKkat 58 0.60 £ 0.02 0.25+£0.01 0.36 £ 0.00
DLG-K1T5 hxt null mas pekip HXT5-pcKat <2 0.03+£0.01 0 0
DLG-K1T7 hxt null mas pekip HXT7-pcKkat 85 0.70 £ 0.02 0.29 £0.00 0.38 £0.01
DLG-H1T1 hxt1A mas pekip HXT1-pckit 99 1.08 £0.02 0.45 +0.02 0.40 £0.01
DLG-H2T2 hxt2A mas pekip HXT2-pckit 100 1.07+£0.01 0.42 +0.01 0.40 +0.02
DLG-H5T5 hxt5A mas pekip HXT5-poKat 91 0.86 +0.03 0.37+£0.01 0.41+0.01

FONTE: Este trabalho.

NOTAS: 2As fermentagdes foram realizadas em meio sintético (SC) completo ou dropout contendo os agUcares indicados por um
periodo de 72 horas. *Velocidade de consumo volumétrico maximo de aglcar. “Velocidade de produgdo volumétrica maxima de
etanol. “Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de aglcar consumido. Os valores sdo a média de dois experimentos
independentes.
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Tabela 8 - Velocidades e rendimentos para fermentagdes anaerébias em batelada utilizando-se linhagens hxt-knockout e hxt-null

sobre-expressando algum gene HXT ou linhagem selvagem (MA-B43), tranformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em

meios contendo glicose e xilose.

Glicose Xilose
Linhagem* Consumida (%) Ve(gL*h')® Consumida (%) Vx(gL*h?)e Ve(g Lt h!)d Yess (g gh)°
MA-B43 92 0.87£0.01 46 0.42 £0.05 0.44 £0.00 0.39£0.01
DLG-K1T1 100 1.65+0.03 57 0.53+0.02 0.77 £0.04 0.35+0.02
DLG-K1T2 59 0.58 £0.01 58 0.61£0.02 0.24 £0.00 0.17£0.01
DLG-K1T5 64 0.66 £0.01 11 0.10+£0.02 0.40+£0.01 0.33+£0.07
DLG-K1T7 95 0.87 £0.02 45 0.44 £0.02 0.39£0.02 0.29+0.01
DLG-H1T1 100 1.11+£0.01 45 0.47 £0.01 0.49+0.01 0.36 £0.01
DLG-H2T2 99 1.11+£0.02 27 0.17 £0.02 0.42+£0.01 0.34£0.02
DLG-H5T5 98 1.00 £0.02 71 0.59£0.02 0.34£0.03 0.23+0.01

FONTE: Este trabalho.

NOTAS: 2As fermentacdes foram realizadas em meio sintético (SC) completo ou Dropout contendo os aglcares indicados por um
periodo de 72 horas. "Velocidade de consumo volumétrico maximo de glicose. “Velocidade de consumo volumétrico maximo de
xilose. “Velocidade de producéo volumétrica maxima de etanol. *Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de agtcar

consumido. Os valores sdo a média de dois experimentos independentes.
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4.3.3.5 PRODUCAO DE GLICEROL, BIOMASSA E XILITOL NAS

LINHAGENS DE LABORATORIO SOBRE-EXPRESSANDO

GENES HXT E LINHAGEM MA-B43

Na Figura 20 sdo exibidos os graficos de producédo de glicerol,
xilitol e biomassa celular pelas linhagens derivadas da DLG-K1. Estes
parametros foram obtidos nas fermentacdes anaerdbias descritas
previamente, em meio sintético completo ou dropout contendo glicose,
xilose ou ambos o0s agucares. Com excessao das linhagens DLG-K1T1 e
DLG-K1T5, que ndo cresceram em meio contendo somente xilose
(Figura 15 e 18), todas as demais linhagens foram capazes de crescer e
fermentar nestes meios com a concomitante producdo do metabdlito
glicerol, em concentracOes que ficaram abaixo de 3 g L*e5g L* em
meios contendo um aclcar apenas ou ambos 0s agUlcares
respectivamente. A producdo de xilitol nestes ensaios foi muito baixa ou
inexistente, com excecéo da linhagem DLG-K1T1 que acumulou mais
de 2 g L de xilitol depois da deplecdo de glicose nos ensaios de co-
fermentacdo (Figura 20). Acetato também foi produzido em niveis muito
baixos (<1 g L) por todas as linhagens sobre-expressando algum gene
HXT, enquanto que para a linhagem MA-B43 foi observada a produgéo
de 3 g L de acetato ao fim das fermentaces de xilose e 1,5 g L*
durante as co-fermentacGes de glicose e xilose (dados ndo mostrados).
Os valores aqui obtidos para a producdo de xilitol, glicerol e &cido
acético sdo proximos aqueles observados em linhagens de laboratério
por Matsushika e colaboradores (2008c; 2009a; 2012) quando utilizando
0 mesmo plasmideo integrativo para a sobre-expressdo das enzimas do
metabolismo de xilose utilizado nesta tese (plasmideo pAUR-
XKXDHXR). Com relagdo a biomassa, todas as linhagens partiram de
uma DO de ~1,5 alcangando =15 em até 72 horas, com exce¢do das
linhagens DLG-K1T1 e DLG-K1T5 que ndo cresceram em meio
contendo somente xilose.

Na Figura 21 sdo exibidos os graficos de producédo de glicerol,
xilitol e biomassa das linhagens DLG-H1T1, DLG-H2T2, DLG-H5T5
(linhagens hxt-knockout) e MA-B43. Estes parametros se referem as
fermentac6es em meios contendo somente glicose, Xilose ou ambos 0s
acucares. Estas linhagens hxt-knockout, que tiveram seus genes HXT
restaurados e sobre-expressos, produziram em média menos glicerol do
que as linhagens derivadas da DLG-K1 (Figura 20), ficando estes
valores entre 1,4 g L%, valor obtido nas fermentagdes com a DLG-H5T5
em meio contendo somente xilose e 2,3 g L™, valor obtido com a DLG-
H1T1 em co-fermentacGes de glicose e xilose. Com relagdo ao acumulo
de xilitol, os valores ficaram abaixo de 1 g L™ em todos o0s ensaios.
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Figura 20 — Produc¢do de biomassa celular, glicerol e xilitol durante os
ensaios fermentativos em meio sintético dropout (sem uracila), contendo
glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-se as
linhagens DLG-K1T1, DLG-K1T2, DLG-K1T5 e DLG-K1T7. Séao
mostradas abaixo as cinéticas de producdo de biomassa a partir de glicose
(circulos pretos), xilose (circulos brancos) ou glicose e xilose (circulos brancos
e pretos), producdo de glicerol a partir de glicose (losangos pretos), xilose
(losangos brancos) ou glicose e xilose (losangos brancos e pretos), produgéo de
xilitol a partir xilose (quadrados brancos) ou glicose e xilose (quadrados brancos
e pretos). Estas cinéticas foram determinadas como descrito em Materiais e
Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 1,5 (£ 0,3). Os dados
apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.
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Figura 21 — Produc¢do de biomassa celular, glicerol e xilitol durante os
ensaios fermentativos em meio sintético completo ou dropout (sem uracila),
contendo glicose (SCD), xilose (SCX) ou glicose e xilose (SCDX), utilizando-
se as linhagens MA-B43, DLG-H1T1, DLG-H2T2 e DLG-H5T5. Séo
mostradas abaixo as cinéticas de produgdo de biomassa a partir de glicose
(circulos pretos), xilose (circulos brancos) ou glicose e xilose (circulos brancos
e pretos), producdo de glicerol a partir de glicose (losangos pretos), xilose
(losangos brancos) ou glicose e xilose (losangos brancos e pretos), produgéo de
xilitol a partir xilose (quadrados brancos) ou glicose e xilose (quadrados brancos
e pretos). Estas cinéticas foram determinadas como descrito em Materiais e
Métodos. Nestes ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 1,2 (£ 0,3). Os dados
apresentados sdo a média de dois experimentos independentes.
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FONTE: Este trabalho.
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A producdo de biomassa celular nestes ensaios foi
sensivelmente menor que aquela observada para as linhagens sobre-
expressando apenas um transportador (Figura 20), com excecdo da
linhagem MA-B43 todas as demais alcangaram em média DO igual a =7
a partir de uma DO inicial de =1,2.

4.3.4 Linhagens industriais recombinantes

As linhagens industriais tm como caracteristicas principais sua
alta capacidade de fermentar quando expostas a altas concentra¢des de
acUcar e capacidade de manter a viabilidade celular mesmo apés varios
reciclos, entre outros fatores que contribuiram para tornaram estes
organismos fundamentais a industrial de etanol no Brasil (Amorin et al.,
2011; Andrietta et al., 2007).

Visando analisar o desempenho de linhagens industriais de S.
cerevisiae em meios que simulem um possivel cenario encontrado no
emprego de tecnologias e aglcares de primeira e segunda geracdo para a
producdo de etanol no Brasil, ndés transformamos as linhagens
industriais CAT-1 e GMY08 com o plasmideo pAUR-XKXDHXR,
obtendo desta forma as linhagens MP-C5 e MP-G1 respectivamente
(Tabela 1). Ap6s a inser¢do da via para metabolizacdo da xilose
utilizando-se o plasmideo acima, as referidas linhagens adquiriram a
habilidade de crescer e fermentar em meios contendo xilose. Estas
linhagens foram entdo submetidas a fermentacGes em batelada em meio
rico (YP) contendo glicose, xilose, sacarose ou a mistura destes
acucares.

E geralmente aceito que a eficiente fermentagdo de xilose em
etanol por S. cerevisiae ndo envolve apenas um passo limitante
(Krahulec et al., 2010). No entanto a eficiente captacdo deste agucar tem
sido sugerida por diversos autores como um dos principais passos
limitantes para a producdo de etanol a partir de xilose ou de meios
complexos, tais como hidrolisados lignoceluldsicos, contendo Xxilose
(Bertilsson et al., 2008; Hamacher et al.,, 2012). Como pdde ser
observado neste trabalho, através do emprego de linhagens de
laboratério, uma das barreiras para a eficiente captacdo de xilose em
meios complexos deve-se ao fato de que o tranporte de xilose sera
afetado quando quantidades elevadas de glicose estiverem no meio
(Saloheimo et al., 2007). A linhagem industrial MP-G1, além de possuir
a via para metabolismo da xilose, apresenta como caracteristica
adicional (caracteristica herdada da linhagem parental GMY08) a
auséncia do gene que codifica para a invertase extracelular (linhagem
iSUC2), portanto esta linhagem, diferentemente da MP-C5, ndo é capaz
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de hidrolisar a sacarose extracelularmente. Esta caracteristica como
veremos a seguir conferiu clara vantagem para esta linhagem quando co-
fermentando sacarose e xilose (YPSX), colocando esta linhagem em
posicdo privilegiada, visto que a produgéo de etanol de lignocelulésicos
no Brasil envolvera, muito provavelmente, a integracdo entre
tecnologias de etanol de primeira e segunda geracdo, através do
compartilhamento de energia e materiais e desta forma, a co-
fermentacdo de sacarose e xilose (Dias et al., 2009; 2011 2012; Furlan et
al., 2012; Macrelli et al., 2012).

Nos ensaios fermentativos em meio contendo somente glicose
(YPD) as linhagens MP-C5 e MP-G1 exibiram desempenho idéntico no
que se refere ao consumo de agucar e produgdo de etanol, sendo capazes
de consumir todo o agucar (=4,5%) em menos de 6 horas. Estas
linhagens exibiram também velocidades de consumo de glicose e de
producgdo de etanol muito proximas (Figura 22 e Tabela 9).

Tabela 9- Velocidades e rendimentos para fermentagGes anaerébias em batelada
utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e MP-G1, tranformadas com o
plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo glicose, xilose ou sacarose.
Acucar?/ Acucar

Linhagem Consumido (%) Vs(gL1hH®  Ve(gL*h?)c VYes(ggh)H

Glicose

MP-C5 100 10.21 +0.13 453+0.04 042+0.01

MP-G1 100 1054 £0.11 485+0.03 0.42+0.02
Xilose

MP-C5 95 0.70£0.01 0.28+0.03 0.36+0.01

MP-G1 84 0.57 £0.02 0.21+0.01 0.35+0.02
Sacarose

MP-C5 100 12.28+0.08* 4.75+0.03 0.48+0.01

MP-G1 100 4,89 + 0.04* 478+0.02 0.46+0.03

FONTE: Este trabalho.

NOTAS:?As fermentacbes foram realizadas em meio rico (YP) contendo os
acucares indicados por um periodo de 72 horas. "Velocidade de consumo
volumétrico maximo de acgucar. *Velocidade de producdo volumétrica maxima
de etanol. “Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de aglcar
consumido. * Neste caso o valor apresentado refere-se a deplecdo de sacarose
no respectivo meio, seja devido ao consumo deste aglcar ou sua simples
hidrélise que libera glicose e frutose no meio. Os valores sdo a média de dois
experimentos independentes.
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Figura 22 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose (YPD)
utilizando-se as linhagens MP-C5 e MP-G1. As cinéticas de consumo de
glicose (A), producdo de etanol (B), biomassa celular (C) e glicerol (D) nas
fermentagBes com as linhagens MP-C5 (simbolos pretos) e MP-G1 (simbolos
brancos) foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Nestes
ensaios foi utilizada DOgoonm inicial de 13,5 (£ 1,5). Os dados apresentados sdo a
média de dois experimentos independentes.
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Nas fermentagdes de xilose apenas (Figura 23) a linhagem MP-
C5 obteve vantagem sobre a linhagem MP-G1. Neste meio a linhagem
MP-C5 consumiu 95% da xilose enquanto que a linhagem MP-G1
consumiu 84% deste aglcar. Este maior consumo de glicose fez com
gue a linhagem MP-C5 produzisse 13% a mais de etanol que MP-G1.
Este desempenho superior de MP-C5 pode ser comprovado também
pelas velocidades de consumo de agUcar e producdo de etanol mostradas
na Tabela 9. Nas fermentacGes em xilose a producdo de glicerol foi
muito proxima entre estas linhagens (Figura 23D), a produgdo de xilitol
no entanto, foi um pouco maior em MP-C5 (2,3 g L* ) quando
comparada a MP-G1 (1,4 g L*%). Notadamente a linhagem MP-G1,
apesar do bom desempenho, teve pequeno crescimento em meio
contendo somente xilose (Figura 23C).

As linhagens industriais ndo exibiram um excelente consumo de
xilose quando esta era a Unica fonte de carbono no meio, apesar disto,
este consumo foi equivalente a outras linhagens industriais: MA-T4 e
MA-R4, utilizadas por Matsushika e colaboradores (2009a). Estas
linhagens foram construidas com o mesmo plasmideo para o
metabolismo de xilose utilizado nesta Tese (pAUR-XKXDHXR), no
trabalho citado as linhagens produziram respectivamente 14,1 g L e 16
g L de etanol a partir de ~4,5% de xilose. Outra linhagem industrial
transformada com este mesmo plasmideo e estudada por estes autores
foi MA-S4, esta linhagem, no entanto teve desempenho fermentativo
muito inferior as linhagens citadas acima. Estes dados indicam que
mesmo linhagens industriais com alto desempenho fermentativo podem
exibir relativo baixo rendimento quando em meio contendo somente
xilose, devido provavelmente a baixa indugéo conferida por este agucar
a expressdo de transportadores com capacidade de transporte de xilose
em S. cerevisiae.

Assim como observado em meio contendo somente glicose, em
meio contendo somente sacarose, ambas as linhagens MP-C5 e MP-G1
consumiram todo o aglicar em menos de 6 horas, produzindo =19 g L*
de etanol e 2,3 g L de glicerol cada uma das linhagens. Estas linhagens
tiveram, portanto desempenho idéntico, de modo que as diferengas nas
velocidades de consumo de sacarose observado na Tabela 9 devem-se ao
método utilizado para tal calculo que prima a velocidade de extin¢do da
sacarose no meio, ndo podendo, portanto ser diferenciada a real captacéo
deste substrato ou sua simples hidrélise extracelular. Desta forma a
linhagem MP-C5, que é capaz de rapidamente hidrolisar a sacarose no
meio extracelular, sem necessariamente consumi-la de imediato, exibiu
velocidade de consumo (ou hidrélise) até 2,5 vezes maior que aquela
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observada em MP-G1, linhagem esta que por sua vez exibe valores mais
proximos ao real, visto que MP-G1 devido a auséncia do gene que
codifica para a invertase extracelular, primeiro internaliza a sacarose que
serd entdo catabolizada no citosol.

Figura 23 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo xilose (YPX)
utilizando-se as linhagens MP-C5 e MP-G1. As cinéticas de consumo de
xilose (A), producdo de etanol (B), biomassa celular (C) e glicerol (D) nas
fermentagGes com as linhagens MP-C5 (simbolos pretos) e MP-G1 (simbolos
brancos) foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Nestes
ensaios foi utilizada DOsoonm inicial de 14,3 (+ 0,4). Os dados apresentados sdo a
média de dois experimentos independentes.
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Com relacdo aos ensaios de co-fermentacdo de agucares, em
meio contendo glicose e xilose, ambas as linhagens exibiram novamente
perfis fermentativos muito préximos (Figura 24 e Tabela 10). Ambas
consumiram toda a glicose e 97% da xilose com 0 mesmo rendimento
em etanol, embora a velocidade de consumo destes agucares tenha sido
superior em MP-C5, assim como a velocidade de producdo de etanol
(Tabela 10). Nestes ensaios foi observado o acimulo de =5,5 g L de
glicerol.

Figura 24 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo glicose e xilose
(YPDX) utilizando-se as linhagens MP-C5 e MP-G1. As cinéticas de
consumo de glicose (A), xilose (B), producdo de biomassa (C) e etanol (D) nas
fermentages com as linhagens MP-C5 (simbolos pretos) e MP-G1 (simbolos
brancos) foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Nestes
ensaios foi utilizada DOggonm inicial de 14,5 (£ 1). Os dados apresentados séo a
média de dois experimentos independentes.
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Tabela 10- Velocidades e rendimentos para fermenta¢des anaerébias em batelada utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e
MP-G1, tranformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR , em meios contendo glicose e xilose.

Glicose Xilose
Linhagem® Consumida (%) Ve(gL*hY)? Consumida (%) Vx(gL*h?° Ve(g Lt h?Y) Yess (g gh)°
MP-C5 100 10.66 £ 0.08 97 2.00+0.01 4.13+0.02 0.35+0.01
MP-G1 100 9.09 + 0.05 97 1.76 £0.02 4.05+0.01 0.35+0.01

FONTE: Este trabalho.

NOTAS:?As fermentagdes foram realizadas em meio rico (YP) contendo os agUcares indicados por um periodo de 72 horas.
bVelocidade de consumo volumétrico méximo de glicose. “Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose. “Velocidade
de producdo volumétrica maxima de etanol. ®*Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de aglcar consumido. Os
valores sdo a média de dois experimentos independentes.
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E sabido que o desvio de carbonos para a secrecdo de xilitol, o
baixo rendimento fermentativo em xilose (quando comparado a glicose)
e a repressdo provocada por altas concentragdes de glicose no transporte
de xilose, constituem grandes obstaculos para a fermentacdo e co-
fermentacdo de aclcares visando a obtencdo de etanol de segunda
geracdo (Krahulec et al., 2010; Subtil e Boles, 2012). Neste sentido o
emprego de linhagens industriais com alto desempenho fermentativo em
meios contendo glicose e xilose tem sido sugerido como uma alternativa
a ser explorada para melhorar a cinética de consumo de xilose, em
detrimento do restrito uso de linhagens de laboratério (Amorin et al.,
2011; Matsushika et al., 2009a). Como observado neste trabalho, em
fermentagdes com linhagens industriais em meios contendo =4,5 % de
glicose e xilose (Figura 24), a glicose ndo reprimiu a captacao de xilose
pelos transportadores de agucar, como visto previamente para algumas
linhagens de laboratdrio, de fato a presencga da glicose melhorou em ~3
vezes a velocidade de consumo de xilose (Tabelas 9 e 10), sendo que
este perfil de co-fermentacdo de glicose e xilose é de fundamental
importancia quando o objetivo for a rapida e eficiente fermentagéo de
hidrolisados lignocelulésicos, visto que o consumo tardio de xilose,
tipico de linhagens recombinantes de laboratério de S. cerevisiae
(Bertilsson et al., 2008; Hamacher et al., 2002; Jojima et al., 2010),
tornaria a producdo de etanol de segunda geragdo economicamente
impraticavel.

Nos ensaios de co-fermentagdo de sacarose e xilose ambas as
linhagens MP-C5 e MP-G1 foram capaz de consumir toda a sacarose
rapidamente e 98 e 99% da xilose respectivamente (Figura 25A e 25B).
Nestas co-fermentacBes a xilose foi consumida com velocidade em
média 1,4 vezes superior para MP-C5 e 1,6 vezes superior para MP-G1
guando comparado as co-fermentacdes em glicose e xilose. Apesar de
ambas as linhagens terem consumido quantidadedes semelhantes de
sacarose e Xxilose, a linhagem MP-G1 produziu 23% a mais de etanol
que a linhagem MP-C5.

Assim, embora a linhagem MP-G1 tenha partido de uma
concentracdo inicial de sacarose um pouco superior (14%), esta
linhagem teve disponivel uma quantidade menor de xilose (15%)
guando comparado a linhagem MP-C5, sendo, portanto esta maior
producéo de etanol, atribuido ao melhor desempenho da linhagem MP-
G1 neste meio. Estes dados s@o corroborados pela maior velocidade de
producdo de etanol (em media 26 % superior a MP-C5) e rendimento
exibido por MP-G1 (Tabela 11). Este melhor desempenho da MP-G1
em meio YPSX pode ser atribuido, portanto a auséncia da invertase
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extracelular, visto que linhagens iSUC2, tais como MP-G1, mostram
uma dréastica reducdo no acumulo de glicose e frutose extracelular
guando comparado a linhagens SUC2 (Amorin et al., 2011; Basso et al.,
2011).

Esta hidrdlise extracelular de sacarose fica evidente na Figura
25 (Al e A2) onde a linhagem MP-CS5 teve pico de 13 g L* de glicose e
15 g L* de frutose ao passo que a linhagem MP-G1 (iSUC2) teve picos
de 4 g L de glicose e 3 g L de frutose. Neste sentido a presenca em
niveis mais baixos destes monossacarideos em cultivos com a linhagem
MP-G1 pode ter contribuido para uma menor competicdo dos aglcares
glicose e xilose pelos mesmos transportadores de hexose (Hamacher et
al.,, 2002; Subtil e Boles, 2012). Assim, a captagdo da sacarose
diretamente para o citosol por outros transportadores foi fundamental
para possibilitar a captacdo de xilose via transportadores de hexose,
codificados pelos genes HXT, com maior eficiéncia.

Apesar da clara vantagem exibida pela linhagem MP-G1 em co-
fermentagdes de sacarose e xilose, ambas as linhagens aparecem como
uma opgdo promissora a0 emprego em ambientes competitivos e com
diferentes fontes de carbono, pois ambas as linhagem exibiram maiores
velocidades de consumo de xilose em co-fermentacfes do que em
fermentagOes de xilose apenas, sendo que nas co-fermentagdes de xilose
a sacarose foi o substrato que possibilitou as mais elevadas velocidades
de consumo de xilose vistas neste trabalho, com destaque, como ja
mencionado, para a linhagem MP-G1 (iSUC2). Neste sentido além dos
beneficios previamente atribuidos as linhagens iSUC2, tais como a
menor suscetibilidade a contaminacdo do meio por outros
microrganismos e diminui¢do da pressdo osmdtica ocasionada por altas
concentragcBes de monossacarideos (Amorin et al., 2011), a eficiente
fermentacdo de xilose observada em nossos ensaios com a linhagem
MP-G1 aponta para o uso de linhagens iSUC2 como uma eficiente
estratégia para a fermentacdo de misturas provenientes dos aglcares de
primeira e segunda geracdo (sacarose e xilose) no Brasil, pois para a
eficiente producdo de etanol de segunda geracdo as linhagens devem
fundamentalmente ser robustas e capazes de co-fermentar hexoses e
pentoses com altas velocidades de consumo (Oreb et al., 2012).

Nos ensaios com as linhagens industriais o &cido acético foi
detectado em concentragdes inferiores a 0,7 g L' em todos os meios.
Nossos dados mostram ainda que estas linhagens industriais
acumularam em média 4 vezes mais glicerol do que as linhagens de
laboratério. Embora por motivos ainda néo claros, a maior produgéo de
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glicerol registrada neste trabalho ocorreu principalmente em meios
contendo xilose, em fermentacGes ou co-fermentages.

Figura 25 — Ensaios fermentativos em meio rico contendo sacarose e xilose
(YPSX) utilizando-se as linhagens MP-C5 e MP-G1. As cinéticas de
consumo de sacarose (A), xilose (B), glicose (Al), frutose (A2), producdo de
biomassa (C) e etanol (D) nas fermentages com as linhagens MP-C5 (simbolos
pretos) e MP-G1 (simbolos brancos) foram determinadas como descrito em
Materiais e Métodos. A glicose e a frutose (Al e A2, respectivamente) séo
produtos da hidrdlise enzimatica da sacarose durante as fermentagGes. Nestes
ensaios foi utilizada DOggonm inicial de 12 (+ 0,4). Os dados apresentados séo a
média de dois experimentos independentes.
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Tabela 11- Velocidades e rendimentos para fermenta¢des anaerébias em batelada utilizando-se as linhagens industriais MP-C5 e
MP-G1, tranformadas com o plasmideo pAUR-XKXDHXR, em meios contendo sacarose e xilose.

Sacarose Xilose
Linhagem?® Consumida (%) Vse(g L*h1)? Consumida (%)  Vx(g L' h?)® Ve(g L* h) Yes (9 g?)°
MP-C5 100 10.49 £ 0.09* 98 2.80 £ 0.02 3.17+£0.03 0.41+0.01
MP-G1 100 7.82 + 0.05* 99 2.87 £0.02 4.31+0.08 0.53+0.02

FONTE: Este trabalho.

NOTAS:?As fermentagfes foram realizadas em meio rico (YP) contendo os aglcares indicados por um periodo de 72 horas..
®Velocidade de consumo volumétrico maximo de sacarose. “Velocidade de consumo volumétrico maximo de xilose. “Velocidade
de producéo volumétrica maxima de etanol. ®Rendimento baseado em g de etanol produzido por g de aglicar consumido. * Neste
caso o valor apresentado refere-se a deplecdo de sacarose no respectivo meio, seja devido ao consumo deste aglcar ou sua
simples hidrélise que libera glicose e frutose no meio. Os valores sdo a média de dois experimentos independentes.
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5 CONCLUSAO

Com o objetivo de contribuir para a otimizagéo da fermentacéo

de xilose por leveduras recombinantes, o presente trabalho analisou o

genoma de S. arborariae na procura de novos transportadores de

acucares, bem como analisou a contribuicdo dos transportadores HXT de

S. cerevisiae na fermentacdo de xilose por linhagens recombinates

contendo os genes para a metabolizacdo de xilose. A partir destes dados

conclui-se que:

- No genoma de Spathaspora arborariae foram encontradas dez
sequéncias que codificam para possiveis transportadores de agUcares,
enquanto que os genes que codificam para enzimas do metabolismo
de xilose aparentemente sdo encontrados em apenas uma copia no
genoma, ressaltando a importéncia do transporte na fermentacéo de
acucares por leveduras.

- As linhagens de S. cerevisiae deletadadas para os genes HXT1, HXT2,
HXT3, HXT4 ou HXT5 (hxt-knockout), ndo foram capazes de
produzir etanol utilizando xilose como fonte de carbono.

- A sobre-expressao dos genes HXT1, HXT2 ou HXT5 nas linhagens hxt-
knockout, permitiu que estas linhagens recuperassem a habilidade de
fermentar xilose.

- A permease codificada pelo gene HXT1 (expressa em uma linhagem
hxt-null) exibiu as mais elevadas velocidades de consumo de glicose,
entretanto esta permeasse nao permitiu o consumo de Xilose como
fonte de carbono. A permease codificada pelo gene HXT5 também
ndo permitiu a fermentacdo de xilose. No entanto, na co-fermentacao
de glicose e xilose, ambos os acucares foram fermentados pela
linhagem sobre-expressando o gene HXTL.

- A permease codificada pelo gene HXT2 foi o transportador que
permitiu o consumo de xilose com velocidade semelhante aquela
observada com glicose. Esta permease, no entanto permitiu a
fermentacdo de menos de 58% do agUlcar disponivel, exibindo baixo
rendimento em etanol.

- A permease codifcada pelo gene HXT7 permitiu a eficiente
fermentacdo de glicose ou xilose, no entanto em ensaios de co-
fermentacéo a xilose s6 pdde ser consumida apds a glicose ter sido
extinta do meio.

- As linhagens industriais recombinates foram capazes de fermentar
xilose, sendo que as co-fermentacGes de xilose com sacarose foram
mais eficientes na linhagem que também foi modificada na forma de
fermentar a sacarose (alelo iSUC2).



101

Em suma, nossos resultados indicam que nenhum dos
transportadores codificados pelos genes HXT de S. cerevisiae aqui
analizados possui caracteristicas 6timas para a eficiente fermentagéo de
xilose. Com relagdo as linhagens industriais, nossos resultados indicam
que a utilizacdo de linhagens industriais iSUC2 pode reprensentar um
importante avanco para a producgéo de bioetanol no Brasil.
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