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RESUMO

Um dos principais desafios a serem superados para que a producdo de etanol lignocelulésico
seja viavel ¢ a obtencdo de um micro-organismo capaz de fermentar pentoses e hexoses de
maneira eficiente. A levedura Saccharomyces cerevisiae é o principal micro-organismo utilizado
nas fermentagdes industriais, devido a sua alta eficiéncia no consumo de glicose e tolerancia as
altas concentragdes de etanol. Entretanto, linhagens selvagens dessa levedura nao sdo capazes de
consumir pentoses naturalmente. Desta maneira, a expressao heterdloga de genes que possibilitem
o consumo de pentoses em S. cerevisiae ¢ uma abordagem interessante que vem sendo
desenvolvida por diversos grupos de pesquisa. A xilose ¢ o agucar de cinco carbonos presente em
maior porcentagem nos materiais lignoceluldsicos e ¢ consumida pelos organismos através de
duas vias principais, a via da xilose isomerase (XI) e a via oxi-redutiva. A bactéria
Propionibacterium acidipropionici, industrialmente interessante por produzir acido propidnico, foi
estudada neste trabalho com relagdo a sua capacidade de consumir xilose. A partir dos ensaios de
fermentagdo realizados, foi possivel comprovar que ela é capaz de consumir este agcicar na msma
proporcao que a glicose. A analise de dados gendmicos de P. acidipropionici indicou que a via da
XI ¢ a utilizada para o consumo de xilose. Assim, o gene xyl4, que codifica a XI de P.
acidipropionici, foi expresso em uma linhagem industrial de S. cerevisiae. Ap6s a realizagdo de
testes fermentativos foi possivel constatar que a linhagem construida ndo apresentou consumo de
xilose. Apesar da expressdo do gene xyl4 ser comprovada, ndo foi possivel detectar atividade
enzimatica da XI, resultados que fornecem indicios de que a proteina pode ndo estar sendo
sintetizada ou, caso esteja sendo sintetizada, ndo ¢ funcional. Mais de 36 XlIs provenientes de
organismos diferentes j& foram expressas em S. cerevisiae, dentre essas apenas 12 foram
funcionalmente expressas. As causas da ndo funcionalidade na maioria das tentativas de expressao

heterdloga das XIs sdo desconhecidas. Entretanto, alguns trabalhos afirmam que esse fendmeno
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pode estar relacionado ao enovelamento incorreto da xilose isomerase em S. cerevisiae. Desta
forma, a expressdo de genes que codificam chaperonas especificas ¢ uma estratégia promissora

para a obten¢@o de uma xilose isomerase funcional.
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ABSTRACT

One of the main challenges to be overcome to enable the production of lignocellulosic
ethanol is the development of a microorganism capable of fermenting pentoses and hexoses
efficiently. Currently the yeast Saccharomyces cerevisiae is the main microorganism used in
industrial fermentations due to its high efficiency in glucose uptake and tolerance to high
concentrations of ethanol; however, it is not able to consume pentoses naturally. Thus the
heterologous expression of genes that allow the pentose consumption in S. cerevisiae is an
interesting approach that has been developed by several research groups. Xylose is the main
component in lignocellulosic biomass, and is consumed by organisms through two main pathways,
the xylose isomerase (XI) pathway and the oxy-reductive pathway. The bacterium
Propionibacterium acidipropionici is industrially interesting for its production of propionic acid,
and was studied in this work with respect to its ability to consume xylose. Fermentation assays
conducted proved that these bacteria can consume xylose in the same proportion as glucose. The
analysis of genomic data from P. acidipropionici indicated that the XI pathway is used to ferment
xylose, in this manner the xy/4 gene encoding this species XI was expressed in an industrial strain
of S. cerevisiae. After conducting fermentation tests it was found that the strain developed was not
able to consume xylose even though the XI gene was expressed in the yeast. Moreover, it was not
possible to detect enzymatic activity of XI, indicating that the protein is probably not being
synthesized or it is not functional. Over 36 XIs from different organisms have been expressed in S.
cerevisiae, among these only 12 were functionally expressed. The causes of non-functionality in
most attempts at heterologous expression of the XIs are unknown, however, some studies claim
that this event may be related to the absence of chaperones, which assist the correct folding of
proteins. Thus the expression of genes that encode specific chaperone is a promising strategy to

obtain functional expression of these XIs.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Com o antincio da diminuicdo na exploragdo de petréleo feito pela OPEC (Organizacdo
dos Paises Exportadores de Petroleo), no inicio dos anos 80, houve um encarecimento
consideravel no valor dos combustiveis fosseis e, também, um aumento pela busca por
combustiveis alternativos produzidos a partir de fontes renovaveis e economicamente viaveis
(Galbe & Zacchi 2002). A produgdo de biocombustiveis no Brasil passou a ter visibilidade a partir
de 1975, quando foi instaurado o Proalcool (Programa Nacional do Alcool), um programa de
incentivo do governo a substituigdo de combustiveis derivados do petrdleo por etanol

(Goldemberg 2007).
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Figura 1: Grafico ilustrando o aumento na producio de etanol a partir de 1975. Com a criagdo do Préalcool
houve um aumento significativo na produgdo de etanol produzido a partir da cana de agucar no pais como pode ser
observado neste grafico obtido em relatorio elaborado pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) desenvolvido no ano de 2010.

Nesse contexto, o etanol produzido a partir da cana-de-agucar conquistou rapidamente seu
espaco no mercado, € o pais se tornou uma das principais poténcias no ramo dos biocombustivesis,
na Figura 1 pode ser observado o aumento na producgdo de etanol a partir da cana-de agucar no

pais (Goldemberg 2007). Porém, a demanda para a producao de combustiveis gerados a partir de



fontes renovaveis aumenta significativamente a cada ano. Dados coletados pela Agéncia
Internacional de Energia (AIE), em relatério elaborado em 2013, colocam o Brasil como um dos
principais paises exportadores de biocombustiveis nos proximos anos, com previsdes de que em
2035 o pais sera responsavel por 40% do comércio mundial deste produto. Para que essa demanda
possa ser cumprida, torna-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para geragdo de
energia, a partir de fontes renovaveis que sejam economicamente viaveis.

Materiais lignoceluldsicos, provenientes da agricultura ou de manejo florestal, sdo as
maiores fontes de hexoses (C-6) e pentoses (C-5) com alto potencial para producdo de
biocombustiveis (Kaparaju et al. 2009). Tais materiais sdo considerados fontes renovaveis de
energia, encontrados em abundancia e que apresentam baixo custo com relagdo aos combustiveis
fosseis, caracteristicas importantes a serem consideradas, uma vez que as vantagens ambientais
devem ser combinadas com pregos competitivos para que haja um interesse da popula¢do em
utilizar tais fontes renovaveis de energia (Balat & Balat 2009; Kim & Dale 2004; Cadenas &
Cabezudo 1998).

Assim, a utilizagdo de etanol de segunda geracdo, ou etanol lignoceluldsico, surge como
uma tecnologia alternativa para complementar o processo tradicional de producdo de etanol
realizado a partir da fermentacdo da sacarose presente na cana-de-acucar (etanol do primeira
geracdo). Uma das principais matérias primas com potencial para a produc¢do do etanol
lignoceluldsico no pais ¢ a palha da cana-de-agticar. Desde a substitui¢do da metodologia utilizada
para colheita da cana, anteriormente feita através de queimadas, por um sistema mecanizado,
ocorre um acumulo da palha da cana no campo que ndo ¢ utilizada. Esta palha apresenta um alto
potencial de producdo de etanol, de tal forma que diversos estudos ja estdo sendo desenvolvidos
para aperfeicoar sua utilizagdo no processo industrial de produgdo de etanol lignocelulosico (Pippo

et al. 2010).



O processo de produgdo de etanol de segunda geragdo pode ser dividido em quatro etapas
principais, como pode ser observado na Figura 2. Inicialmente o material lignocelulosico deve
passar por um pré-tratamento, onde a parede celular ¢ quebrada liberando celulose, hemicelulose e
lignina, em seguida este material pré-tratado passara por uma hidrolise enzimatica onde celulases
e hemicelulases irdo atuar liberando os mondmeros de agucar, Figura 3, que, em uma terceira
etapa serdo fermentados a etanol através da acdo de micro-organismos especializados, e,
finalmente, o etanol sera destilado e destinado para a comercializagao (Laluce et al. 2012; Viikari
etal. 2012).

Todas essas etapas encarecem o processo, € consequentemente, o valor final do produto, de
tal forma que estudos que visem otimizar cada uma delas ¢ essencial para que o etanol
lignoceluldsico seja economicamente vidvel. Levando em consideracdo que a fermentagdo com
uma alto rendimento e producdo dos acucares presentes no hidrolisado ¢ um dos principais
desafios do processo essa etapa ¢ altamente estudada.

A lignocelulose ¢ composta por trés componentes principais: celulose (40 a 50%),
hemicelulose (25 a 35%), e lignina (15 a 20%) (Kaparaju et al. 2009; Galbe & Zacchi 2002). A
hemicelulose ¢ formada por uma cadeia de acucares altamente ramificada e diferentemente da
celulose (polimero composto apenas de glicose), ¢ considerada um heteropolimero composto
geralmente por D-xilose, D-glicose, D-manose, D-galactose e L-arabinose (Saha 2003). Dessa
maneira a conversdao da biomassa lignoceluldsica a etanol ¢ mais dificil, uma vez que ela ¢
altamente resistente a decomposi¢do e, quando decomposta, sdo liberados agucares de diferentes
tipos, bem como substancias toxicas que podem inibir a atividade dos micro-organismos que irdo

realizar a fermentacao.
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Figura 2: Fluxograma da producio de etanol de segunda geracdo. Na figura podem ser observados as etapas de
producdo de etanol lignoceluldsico: o pré-tratamento, que pode ser fisico, quimico ou fisico-quimico como
exemplificado na figura, a hidrdlise enzimatica, a fermentagfo ¢ a destilagéo para posterior comercializagao.

Logo, a utilizacdo de micro-organismos capazes de fermentar pentoses e hexoses, e que
apresentem resisténcia aos compostos toxicos presentes no material hidrolisado, é essencial para a
viabilizagdo do processo (Balat & Balat 2009). Os principais micro-organismos utilizados na
fermentagdo alcodlica sdo bactérias e leveduras. Dentre as bactérias, a Zymomona mobilis, uma
bactéria gram negativa que possui alta eficiéncia com baixo consumo de energia e alto rendimento
de etanol, ¢ a mais promissora (Madigan et al. 2010). Entretanto, caracteristicas como o tamanho,
a presenca de uma parede celular espessa, o crescimento 6timo em pH dacido, requerimentos
nutricionais pouco rigorosos, alta resisténcia a contaminacdo e tolerancia a altas concentragdes de
etanol, tornam as leveduras os micro-organismos mais bem adaptados para utilizacdo em

fermentagdes industriais (Tomas-Pej6 et al. 2008; Jeffries 2006).
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Figura 3: Esquema indicando a aciio das celulases e hemicelulases. Esquema indicando as principais enzimas
utilizadas durante a hidrdlise enzimatica ¢ sua atuagdo na clivagem dos polimeros ¢ liberagdo dos mondmeros de
agucar.

Espécies de leveduras pertencentes aos géneros Saccharomyces, Kluyveromyces e Candida
podem ser utilizadas na producdo de etanol, porém a Saccharomyces cerevisiae ¢ a principal
levedura empregada em fermentagdes industriais. Essa levedura pertence ao grupo dos
ascomicetos e ¢ amplamente estudada devido a sua aplicagdo ndo apenas a produgdo de etanol,
mas também na industria alimenticia, na panificagdo e produ¢do de bebidas alcoolicas (Madigan et

al. 2010). A utilizag@o de S. cerevisiae na fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos pode ser

vantajosa uma vez que essa levedura, principalmente as linhagens industriais, apresenta certa



tolerancia aos compostos inibidores presentes no hidrolisado. No entanto, elas também apresentam
a desvantagem de ndo serem capazes de consumir pentoses naturalmente (Zaldivar et al. 2001;
Chandrakant & Bisaria 2000; Olsson & Hahn-Hégerdal 1993).

Outros micro-organismos conhecidos sdo capazes de fermentar pentoses, porém, em sua
grande maioria, ndo apresentam uma alta eficiéncia na producdo de etanol como as
Saccharomyces industriais utilizadas atualmente. Algumas bactérias como Escherichia coli,
Zymomonas mobilis e Klebsiella oxytoca, ja foram estudadas com relagdo a sua capacidade de
metabolizar pentoses a etanol, porém a eficiéncia desse processo ainda ¢ muito baixa, e a
utilizagdo de bactérias apresenta desvantagens, impedindo que se torne uma alternativa
competitiva (Golias et al. 2002; Doran et al. 2000; Zhang et al. 1995). Algumas leveduras sdo
conhecidas por fermentar xilose naturalmente, como Pitchia stipitis, Candida shehatae, e
Pachysolen tannophilus, porém elas apresentam caracteristicas que inviabilizam sua utilizacdo na
fermentagdo alcodlica, como intolerdncia a altas concentragdes de etanol, sensibilidade a
inibidores e a variagdes no pH (Hahn-Hégerdal et al. 1994).

Desta forma a levedura S. cerevisiae ainda ¢ a melhor op¢do para ser utilizada em
fermentacdes industriais, e apesar de ndo ser capaz de metabolizar xilose naturalmente, ela
apresenta toda a maquinaria necessaria para conversao de xilulose a etanol. Assim, a introdugado de
uma via em S. cerevisiae que possibilite a conversdo de xilose em xilulose € necessaria para
viabilizar o metabolismo da xilose nessa espécie (Cai et al. 2012; Eliasson et al. 2000; Jeffries &
Shi 1999). Diversos estudos desenvolvidos com S. cerevisiae, visam tornar essa levedura eficiente
ndo apenas para a fermentagdo de glicose, mas também de xilose. A expressdo de genes que
codificam as principais enzimas envolvidas no consumo de xilose ¢ a principal estratégia utilizada
(Zhou 2011).

Desta forma, existem dois mecanismos principais pelos quais a xilose pode ser consumida,



e que podem ser expressos em S. cerevisiae, como pode ser observado na Figura 4. O primeiro
deles ocorre principalmente em fungos filamentosos e leveduras, onde inicialmente a xilose ¢
reduzida a xilitol através da ac¢do da enzima xilose redutase (XR), e em seguida o xilitol é oxidado
pela acdo da xilitol desidrogenase (XDH). O segundo mecanismo é encontrado principalmente em
bactérias, e compreende na isomerizacdo da xilose diretamente a xilulose, através da acdo da

enzima xilose isomerase (XI) (Hahn-Hégerdal et al. 2001).
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Figura 4: Esquema das vias de consumo de xilose e fermentacio da mesma a etanol em S. cerevisiae. Esquema
indicando as duas principais vias de consumo de xilose nos organismos, a via da xilose isomerase ¢ a via oxi-redutiva,
bem como um esquema simplificado do metabolismo dessa pentose no interior da levedura. HXT: transportador de
acucares da familia HXT; XI: xilose isomerase; XR: xilose redutase; XDH: xilitol desidrogenase; AR: aldose
redutase; XK: xiluloquinase



Alguns outros genes s3o essenciais para obter uma alta taxa de especificidade na produgdo
de etanol por S. Cerevisiae utilizando xilose como fonte de carbono, sendo que o principal deles é
o gene XKSI, responsavel pela codificagdo de uma xiluloquinase, enzima que fosforila a D-
xilulose & D-xilulose-5-fosfato que sera metabolizada pela via das pentoses fosfato (van Hoek P et
al. 2000; Richard et al. 2000). A presen¢a de apenas uma copia do gene XKS/ no genoma da
levedura ndo garante que o fluxo do sistema serd direcionado para a producdo de etanol, de tal
forma que para assegurar a conversao da xilose a etanol ¢ interessante realizar uma superexpressao
de XKS1 (Zhou 2011).

A via das pentoses fosfato ¢ essencial para que o metabolismo de pentoses ocorra, uma vez
que ela ¢ o tnico caminho conhecido para introduzir a xilulose ao metabolismo central do etanol.
As principais enzimas envolvidas nesse ciclo sdo a ribulose-5-fosfato isomerase, a ribulose-5-
fosfato epimerase, a transquetolase e a transaldolase, codificadas pelos genes RKI1, RPEI, TKLI ¢
TALI, respectivamente. E comprovado que a superexpressio desses genes pode ampliar o
consumo de xilulose por S. cerevisiae (Zhou 2011). Tais técnicas de engenharia genética da
levedura S. cerevisiae tem sido amplamente aplicadas em estudos que visam otimizar a produgdo
de etanol a partir de pentoses.

Em um estudo desenvolvido por Ho e colaboradores (1998) os genes xyll e xy/2 que
codificam as enzimas XR e XDH, respectivamente, de P. stipitis foram expressos em S.
cerevisiae, permitindo o consumo de xilose pela levedura, porém com um rendimento na produ¢ao
de etanol muito aquém do esperado. Tal fendmeno provavelmente decorre de um desequilibrio
entre os cofatores essenciais para o funcionamento das duas enzimas envolvidas no processo, uma
vez que a XR utiliza tanto NADH quanto NADPH, porém tem preferéncia pelo cofator NADPH,
enquanto a XDH utiliza exclusivamente o cofator NAD', tendo, portanto, seu desempenho

prejudicado, gerando um aciimulo de xilitol no interior da levedura (Peng et al. 2012; Zhou 2011).



Esse desequilibrio ¢ o principal problema enfrentado durante a otimiza¢do do consumo de
xilose por S. cerevisiae que apresentam os genes de XR e XDH (Peng et al. 2012). Além disso a
XR apresenta baixa afinidade com xilose, sendo necessaria uma alta concentragdo intra-celular
desse agucar para que sua utilizacdo seja eficiente (Hahn-Hégerdal et al. 2001). Deste modo, a
expressao funcional de uma XI em S. cerevisiae ¢ uma abordagem logica, uma vez que ¢ uma via
simples, que ignora o desequilibrio de co-fatores e apresenta um rendimento final de etanol
superior ao da via oxi-redutiva (Zhou 2011).

O gene xyl4 que codifica a XI do fungo Piromyces sp., primeiro eucarioto relatado que
apresenta a via da XI, foi o primeiro a ser expresso com sucesso em S. cerevisiae (Kuyper et al.
2003; van Hoek P et al. 2000). As XIs de Orpinomyces, um fungo anaerobio, e das bactérias,
Clostridium phytofermentans e Bacteroides thetaiotaomicron, também sdo exemplos de enzimas
que foram expressas em S. cerevisiae e apresentaram atividade satisfatorias (Zhou 2011). No
entanto, as S. cerevisiae desenvolvidas, que possuem o gene da XI, apresentam desempenhos
muito inferiores ao esperado, sendo necessario o desenvolvimento de estudos aprofundados no
tema, que visem aperfeicoar cada vez mais a engenharia genética dessa levedura para possibilitar
sua aplicacdo em processos de producao de etanol lignoceluldsico.

A xilose isomerase (E.C.5.3.2.5) ¢, portanto, uma enzima que catalisa a isomerizagdo
reversivel de D-xilose a D-xilulose, ela pode ser conhecida também como D-xilose ketoisomerase
ou glicose isomerase devido a sua capacidade de catalisar a conversao de glicose a frutose (Hahn-
Higerdal et al. 2001). A maioria das XIs previamente descritas apresentam caracteristicas
semelhantes, como a dependéncia de cofatores enzimaticos, geralmente cations bivalentes como
Mg2+, Mn*" e Co*, além disso, a grande maioria delas formam tetrAmeros e apresentam inibi¢ao
de sua atividade na presenga de xilitol (Gardonyi & Hahn-Hégerdal 2003).

Tendo essa inibigdo em vista, outra estratégia utilizada no desenvolvimento de S.



cerevisiae capazes de consumir xilose através da inser¢do da XI, ¢ a delecdo do gene GRES3,
responsavel pela codificacdo de uma aldose redutase (AR), que durante o metabolismo da xilose
pode converter esse agucar em xilitol composto que serda acumulado no interior da célula,
desviando o fluxo de carbono da producdo de etanol, além de interferir no desempenho da XI
(Traff et al. 2001).

Atualmente, a prospeccdo por novas XIs que possam apresentar um desempenho melhor na
conversdo de xilose a etanol quando expressa em S. cerevisiae ainda ¢ um tema abordado em
diversos estudos que buscam nos mais diferentes micro-organismos enzimas ainda ndo estudadas
que apresentem um potencial promissor para a conversdo desse acicar em etanol. A bactéria
Propionibacterium acidipropionici apresenta uma ampla gama de aplicagdes industriais, sendo as
principais a produ¢do de acido propidnico e vitamina B12. O 4cido propionico ¢ uma substancia
importante para a sintese de fibras de celulose, producdo de perfumes, herbicidas e farmacos.
Devido ao fato de ser economicamente interessante, essa bactéria tem sido amplamente estudada,
apresentando diversos trabalhos que descrevem suas necessidades nutricionais, condi¢des de
crescimento, e recentemente teve seu genoma publicado (Parizzi et al. 2012; Zhang & Yang
2009).

Alguns estudos desenvolvidos relatam que a P. acidipropionici ¢ capaz de utilizar
hidrolisados enzimaticos, que contém altas concentragdes de xilose, como substrato para
fermentagdo e producdo de acido propidnico (Carrondo et al. 1988; Ramsay et al. 1998) e, além
disso, caracteristicas como crescimento 6timo em temperaturas proximas a 30°C, pH 6,8, e em
condi¢des de anaerobiose a tornam interessante para o desenvolvimento de estudos de
fermentagdo alcodlica a partir de pentoses, uma vez que suas enzimas devem apresentar atividade
6tima em condicdes semelhantes aquelas em que a levedura S. cerevisiae apresenta maior

crescimento e producdo de etanol, pH 5,5, 30°C e anaerobiose (Fox et al. 2012; Zhang & Yang
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2009; Hsu & Yang 1991).

Frente a todas as informacdes apresentadas, € possivel concluir que o desenvolvimento de
estudos visando a otimizacdo das etapas envolvidas no processo de producdo de etanol
lignoceluldsico sdo fundamentais. Sendo a fermentacdo uma etapa essencial, seu aperfeigoamento
¢ indispensavel para viabilizar o processo e, para isso , o desenvolvimento de leveduras tolerantes
a inibigdo e capazes de fermentar todos os aglicares encontrados nos hidrolisados lignocelulésicos
¢ o grande desafio para que o etanol lignoceluldsico se torne uma fonte de energia viavel. Desta
maneira, o estudo desenvolvido neste trabalho, que visa a constru¢do de uma levedura capaz de
metabolizar xilose, ¢ altamente relevante, ndo apenas academicamente, mas também no ambito

industrial e econdmico.

11



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver uma levedura capaz de fermentar
xilose de maneira eficiente através da expressdo heterologa da xilose isomerase de
Propionibacterium acidipropionici em Saccharomyces cerevisiae.

Os objetivos especificos do trabalho sdo:

* Expressar a xilose isomerase de P. acidipropionici em uma linhagem industrial de S.
cerevisiae;

* Superexpressar o gene XKS1, que codifica a xiluloquinase, tendo em vista otimizar o
consumo de xilose por S. cerevisiae;

* Deletar o gene da aldose redutase (GRE3), com o intuito de evitar a utilizacdo de xilose
através de uma rota alternativa levando a producdo e acimulo de xilitol;

* Otimizar os cddons do gene proveniente de P. acidipropionici de acordo com aqueles com
maior frequéncia de utilizagdo por S. cerevisiae;

e Avaliar o consumo de xilose pelas linhagens de S. cerevisiae construidas, bem como a
dependéncia da xilose isomerase a cofatores enzimaticos durante a fermentagao;

* Realizar procedimentos de engenharia evolutiva a partir das linhagens transformadas
visando selecionar um mutante capaz de fermentar xilose com maior eficiéncia;

e Fazer a expressdo heter6loga da xilose isomerase de P. acidipropionici em E. coli para

posterior purificacdo e caracterizagdo bioquimica da mesma.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material biologico
As linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no desenvolvimento do trabalho

estdo listadas a seguir:

FY23: linhagem haploide e URA3A, derivada de S288c;

Al: linhagem haploide e URA3A, obtida a partir de esporulacdo da linhagem diploide
FGYO050 (JAY270 ura3A/ura34 proveniente da PE-2).

JAY289: linhagem haploide obtida a partir de esporulagdo de linhagem selvagem JAY?270.

As linhagens de Escherichia coli utilizadas durante o desenvolvimento do trabalho estdo
listadas a seguir:

DHS5a: linhagem empregada na clonagem e multiplicagao de plasmideos.

Rosetta2: linhagem derivada de BL21 desenvolvida para aumentar as chances de
expressdo de proteinas que apresentam codons raros em E. coli. Possui tRNAs para os seguintes
cddons: AUA, AGG, AGA, CUA, CCC; GGA e CGG.

Durante o desenvolvimento do trabalho foi utilizada a linhagem ATCC4875 da bactéria
Propionibacterium acidipropionici.

3.2 Meios de cultura

Os meios de culturas utilizados no trabalho estdo descritos a seguir:

LB: 1% de triptona/peptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 1,5% de agar, se
solido. Para a sele¢do de transformantes foram adicionados ao meio 100 pg/mL de ampicilina, 30
pug/mL de kanamicina, 30 pg/mL de cloranfenicol e 80 pg/mL de X-Gal, dependendo da marca de
selecdo utilizada. Meio padrao utilizado para o crescimento de bactérias.

YP: 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% fonte de carbono, 2% &agar caso necessario.

Meio padrdo utilizado para o crescimento de leveduras.
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YNB: 0,67% YNB sem aminoacidos (Difco), 3% fonte de carbono de interesse (xilose
e/ou glicose), 1% de solugdo dropout, uma mistura contendo concentragdes conhecidas dos
aminodcidos e bases nitrogenadas de interesse, nesse caso sem a suplementacao de uracila. Para
selecdo de células com o gene URA3 funcional, uracila ndo ¢ adicionada ao meio. Para selecao de
mutantes com o gene URA3 deletado acrescenta-se uracila e 0,1% de 5-FoA (acido 5- Fluoro-
orotico). Meio minimo sintético para crescimento de leveduras.

Meio PA: 2% de fonte de carbono de interesse (glicose e/ou xilose), 1% de extrato de
levedura, 0,1% KH,PO4, 0,2% NH4H,PO4, 0,1% Solugdo I (1% MgSO4 .7H,0; 0,25% MnSOy .
TH,0; 0,5% ZnSO4 . 7TH0; 0,5% FeSO4 . 7H,0 - deixar solugdo descansar por 24 horas), 0,1%
solugdo II (1% CaCl, . 2H,0; 1%CoCl, . 6H,0), ajustar pH para 6,8 com NaOH 10M, autoclavar.
Meio utilizado para crescimento de P. acidipropionici.

3.3 Condicoes de cultivo

As linhagens de S. cerevisiae foram cultivadas a 30°C sob agitagdao (200/250 rpm). As
linhagens de E. coli foram cultivadas a 37°C e 250 rpm. P. acidipropionici foi cultivada sob
condi¢des estaciondrias e de semi-anaerobiose em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 50 mL
de meio em estufa a 30°C.

3.4 Plasmideos

Os plasmideos utilizados para o desenvolvimento do trabalho estdo descritos a seguir:

PRS246: vetor circular obtido comercialmente, possui gene de resisténcia a ampicilina e
gene URA3. Utilizado para expressdo heteréloga do gene da xilose isomerase (xy/4) de P.
acidipropionici em S. cerevisiae.

pGem-T-easy: vetor linearizado obtido comercialmente (Promega), apresenta timinas em
ambas es extremidades facilitando a clonagem de produtos de PCR que possuam adenina na

regido 3'. Possui gene de resisténcia a ampicilina e sitio de clonagem inserido no gene lacZ.
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Utilizado para clonagem do gene xy/lA de P. acidipropionici para posterior clivagem e
subclonagem em pETSUMO.

pETSUMO - versao Sincroton: vetor pET28a (Novagen) ligado a cauda SUMO (do
pETSUMO original Invitrogen). Utilizado para expressdo heterdloga de xilose isomerase de P.
acidipropionici em E. coli.

pSH6S5: vetor de expressdao da cre-recombinase. Utilizado nas delegoes de URA3 durantes
as construgdes das leveduras.
3.5 Extracdo de DNA genomico de P. acidipropionici

Para extracdo de DNA gendmico da bactéria P. acidipropionici foi preparado um in6culo
inicial que foi incubado a 30°C até atingir o final da fase exponencial. As células foram
centrifugadas e ressuspendidas em tampao TE pH 8,0 contendo 50 pL de lisozima (10 mg/mL), e
incubadas sob leve agitagdo a 37°C overnight. Em seguida foram adicionados 70 pL de SDS 10%
e 5 uL de Proteinase K (10 mg/mL), a solu¢do foi incubada a 65°C durante 10 minutos, € em
seguida adicionou-se 100 pL de uma solugdo de NaCl 5M e 100 uL de solugdo pré-aquecida a
65°C de CTAB/NacCl (0,8 g/L de brometo de citramina e 0,4 g/L de cloreto de s6dio), a solugdo foi
incubada por 10 minutos a 65°C. Foram adicionados 750 pL de solu¢do de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). A solugdo foi centrifugada e o sobrenadante transferido para um novo tubo, a
este foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol gelado, e mantido a -20°C por 30 minutos. Em
seguida foi realizada uma centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 2 vezes
com etanol 70% gelado e ressuspendido com H,O ultrapura. A amostra de DNA foi armazenada a
-20°C. Protocolo adaptado de Ausubel e colaboradores (2003).
3.6 Extracdo de DNA genomico de S. cerevisiae

Para extrair DNA gendmico de S. cerevisiae as culturas de células foram cultivadas em

meio YPD a 30°C e 250 rpm overnight. Elas foram centrifugadas e ressuspendidas em tampao de
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lise, foi adicionado um volume de pérolas de vidro ao tubo e uma solugdo contendo fenol :
cloroféormio : 4alcool isoamilico (25:24:1), o tubo foi agitado vigorosamente em vortex por 2
minutos para lisar as células. Foi realizada uma centrifugacdo e o sobrenadante foi transferido a
um novo tubo, ao qual adicionou-se 0,1 volumes de NaAc 3M pH 5,3 e 2 volumes de etanol 100%
gelado para precipitar os acidos nucleicos, incubado a -20°C por 1 hora. A solugdo foi entdo
centrifugada, o sobrenadante descartado, o pellet lavado com etanol 70% gelado, e, ressuspendido
em H,O ultrapura. DNA foi armazenado a -20°C. Protocolo adaptado de Ausubel e colaboradores
(2003).

3.7 Extracio de DNA plasmidial em mini escala (miniprep)

Para extragdo de DNA plasmidial de bactérias as colonias foram crescidas em meio LB
(contendo o antibiodtico adequado) a 37°C e 250 rpm overnight. As células foram centrifugadas e
adicionou-se 100 pL de solucdo contendo EDTA pH 8,0, RNase (1 mg/mL) e tampao Tris-HCI
pH 8,0, em seguida foi adicionado 200 pL de solu¢cdo de NaOH 10M e SDS 10%, a solugao foi
homogeneizada e acrescentou-se 150 pL de solu¢do contendo acetato de potdssio 3M e acido
acético glacial 11,5%. A solugdo foi centrifugada e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, foi acrescentado etanol 100% gelado e mantido a -20°C por 30 minutos para garantir a
precipitagdo. Apds outra centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol
70%, em seguida, foi ressuspendido em H,O ultrapura. O DNA plasmidial foi armazenado a -
20°C.

3.8 Preparacio de bactérias eletrocompetentes

As bactérias eletrocompetentes de E. coli DH5a e Rosetta2 foram preparadas de acordo
com protocolo descrito em Sambrook & Russel (2001). Inicialmente foi realizado um pré-indculo
em 50 mL de meio LB, esse foi incubado overnight a 37°C e 250 rpm. Em seguida 25 mL do pr¢-

inoculo foram transferidos para um erlenmeyer de 2 L contendo 475 mL de meio, esse foi

16



incubado a 300 rpm e 37°C até atingir a ODgg de 0,35. Para interromper o crescimento celular o
meio foi resfriado, em seguida as células foram centrifugadas o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em H,O ultrapura gelada. Em seguida as células foram centrifugadas
novamente e ressuspendidas em glicerol 10% gelado. Foram realizadas 3 lavagens com glicerol
10% e ao final as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em glicerol 10% para uma concentragio final de 3x10'" células/mL, a suspensio de
células foi aliquotada, congelada imediatamente em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C.

3.9 Transformacio de E. coli (Eletroporacio)

As bactérias eletrocompetentes previamente preparadas foram transferidas a uma cubeta de
eletroporacdo 0,2 cm (BioRad) juntamente com o material de transformacao (DNA plasmidial) e
foram submetidas a uma voltagem de 2,5 kV em eletroporador E. coli Pulser (BioRad), em
seguida as bactérias foram imediatamente ressuspendidas em 1 mL de meio LB e incubadas a
37°C por 1 hora, depois foram plaqueadas em meio LB com o antibidtico de interesse e incubadas
a 37°C, overnight.

3.10 Transformacao de levedura (Acetato de litio)

A transformagdo das linhagens de S. cerevisiae foi realizada de acordo com protocolo:
Transformation Using Lithium Acetate descrito em Ausubel e colaboradores (2003). Inicialmente
foi realizado um pré-inodculo com a levedura em 3 mL de meio YPD que foi incubado a 30°C e
200 rpm overnight. O pré-indculo foi transferido para 100 mL de meio YPD e incubado a 30°C e
200 rpm por 4 horas. Em seguida a cultura foi transferida para tubos falcon e centrifugada, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em H,O ultrapura gelada e a suspensao foi
centrifugada novamente. Apds o descarte do sobrenadante as células foram ressuspendidas em 1

10x

mL de solu¢do 1x TE/LiAc, composta por TE™, LiAc e H,O ultrapura, e a suspensdo foi

incubada por 1 hora a 30°C. Em seguida 200 pL das células preparadas foram adicionados a um
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tubo contendo 5 pg do DNA que sera inserido e 100 mg de esperma de salmdo previamente
desnaturado a 100°C e logo depois foram adicionados 600 pL de uma solucio contendo PEG 40%,
Ix liAc e TE. A mistura foi incubada a 30°C por 45 minutos sob agitacdo, e em seguida foi
acrescentado DMSO e o tubo foi aquecido a 42°C por 15 minutos e ao final resfriado em gelo por
2 minutos. Finalmente foram acrescentados 700 pL de H,O ultrapura, as células foram
centrifugadas, ressuspendidas em 100 pL de H,O ultrapura, plaqueadas em meio de cultivo e
incubadas a 30°C por 2 a 4 dias.
3.11 Extracao de proteinas totais intra-celulares de S. cerevisiae

As proteinas intracelulares de S. cerevisiae foram extraidas utilizando o reagente comercial
Y-PER (Thermo Scientific), especifico para extracdo de proteinas intracelulares de leveduras,
segundo instrugdes do fabricante. Inibidores de proteases foram adicionado ao reagente. A solugdo
foi armazenada em freezer a -20°C.
3.12 Determinacio da atividade enzimatica da XI

A atividade da XI foi determinada através de método da cisteina-carbazole descrito por
Callens e colaboradores (1986). As amostras de proteinas intracelulares foram adicionadas a tubos
contendo tampao Trietanolamina 0,01M pH 8,0, 50mM de D-xilose e 10mM de MgSO, . 7H,0. A
reacdo foi incubada a 35°C por 15 minutos. Em seguida foi acrescentado acido tricloroacético
25% para parar a reagdo. A xilulose formada foi quantificada a partir de reagdo contendo acido
sulftrico concentrado (75%), solugdo de cisteina a 2,4% e solugao de carbazole a 0,12%, a reagao
foi incubada a 25°C por 10 minutos e em seguida foi realizada leitura em espectrofotometro a
540nm.

A xilulose ¢ uma pentose do grupo das ketopentoses e a metodologia utilizada neste
trabalho permite a quantificagdo desses aglicares a partir do aparecimento de uma coloragdo roxa

escura, que pode ser lida em espectrofotometro a 540nm, liberada a partir da interagdo desse
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acucar com carbazole em solugdo de dcido sulfurico concentrado. Os detalhes sobre a reacdo que
ocorre nao sao conhecidos.
3.13 Determinacio de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais dos extratos intracelulares de S. cerevisiae foi
determinada a partir do Método de Lowry (Lowry et al. 1951), utilizando SBA (Soroalbumina
bovina) como padrao.
3.14 Purificaciao de produtos de PCR

A purificacdo dos fragmentos utilizados nas construgdes dos cassetes e plasmideos de
expressao foram realizadas com Kit de Purificagdo de DNA da Promega (Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System) segundo as instru¢des do fabricante.
3.15 Fermentacao de P. acidipropionici

Para o desenvolvimento do trabalho foram preparadas culturas de células permanentes de
P. acidipropionici a partir de uma coldnia isolada em placa contendo meio PA com xarope de
cana-de-agucar, obtido a partir da evaporagao do caldo de cana, a uma concentragdo de 8% como
fonte de carbono. A coldnia isolada foi transferida para tubo de centrifuga de 15 mL contendo 15
mL de meio PA liquido, o in6culo foi incubado a 30°C até atingir o final da fase exponencial, 7,5
mL dessa cultura foram transferidos para um tubo de centrifuga de 50 mL contendo 42,5 mL de
meio PA liquido e este foi incubado a 30°C até atingir o final da fase exponencial novamente. As
células foram aliquotadas em tubos de centrifuga de 1,5 mL com 1 volume de glicerol 30%, os
tubos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

Cada experimento conduzido utilizando P. acidipropionici foi iniciado a partir dessa
cultura de células permanentes e elas foram ativadas sempre da mesma maneira para garantir a
reprodutibilidade dos experimentos. Para ativar as células elas eram adicionadas a tubo de

centrifuga contendo 14 mL de meio PA com a fonte de carbono de interesse e incubadas a 30°C
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até atingir o final da fase exponencial, quando eram transferidas para tubo contendo 50 mL de
meio e incubadas novamente nas mesmas condigdes até atingir o final da fase exponencial.

As curvas de crescimento foram realizadas em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 50
mL de meio PA com a fonte de carbono de interesse. A ODgp inicial da fermentagdo era ajustada
para 0,2 e as culturas foram mantidas em estufa a 30°C. A ODggo foi medida a cada 8 horas e
foram retiradas aliquotas, congeladas e armazenadas a -20°C para posterior analise em HPLC.
Todas as fermentacdes foram realizadas em triplicata.
3.16 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados durante o desenvolvimento do trabalho foram
desenhados manualmente levando em consideragdo os seguintes pardmetros: tamanho da
sequéncia, na maioria dos casos variando de dez a trinta pares de bases; conteido GC, sempre que
possivel o conteudo GC foi mantido entre 40 e 60% visando otimizar a especificidade da reacdo; a
complementaridade da sequéncia, tomando sempre o cuidado para que ndo ocorresse
complementaridade intramolecular (Self Dimer) ou intermolecular (Cross Dimer); ¢ a Tm
(temperatura de melting) do primer, sempre que possivel os oligonucleotideos iniciadores direto e
reverso foram montados de tal forma que suas 7ms ndo fossem muito elevadas e que fossem
parecidas entre si. Para controle dos parametros mencionados acima foi utilizado um software
online, Beacon Designer Free Edition. A Tabela 1 apresenta os oligonucleotideos iniciadores

utilizados no desenvolvimento do trabalho, sua sequéncia e aplicagdo.
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Tabela 1: Lista de oligonucleotideos iniciadores, suas respectivas sequéncias de nucleotideos ¢ sua utilizagdo no

desenvolvimento do trabalho.

Oligonucleotideo
iniciador

Sequéncia

Utilizacio

XIO F
XIO R

5’ATGGCTGATCTGTGGAACAT3'
5’TCAGGCCTGGGCCAGG3'

Amplificagio de do gene xyl4 original

XIO TDHI F

XIO TDHI R

S"TTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGGCTGATCTGT
GGAACAT3'

AG3’

Amplifica¢do do gene xyl4 original e adi¢do de cauda
de homologia com regides promotora e terminadora
TDHI

BamHI_TDHI F

HindIIl TDHI R

5’TGGTGGATCCATGGCTGATCTGTGGAACAT3’

5’CCTGGCCCAGGCCTGAAAGCTTGCGG3’

Amplificagdo de gene xy/4 original e adi¢do de cauda
de homologia aos sitios de clivagem das enzimas de
restrigdo BamHI e HindIII

XI F
XI R

5’ATGGCTGATTTGTGGAAT3’
5’GCTTTGGCACAAGCTTAA3Z’

Amplificagdo do gene xy/4 otimizado

XI_TDH1_F

XI_TDHI R

5’ACAGTACTTCACTAAATTTACACACAAAACAAAATGGC
TGATTTGTGGAAT3’

5S’GCTTTGGCACAAGCTTAAATAAAGCAATCTTGATGAGG
ATAATGATT3’

Amplificagdo do gene xy/4 otimizado e adigdo de
cauda de homologia com regides promotora e
terminadora TDH1

pRSBamHI_TDH1 pF

TDH1 pR

5’GATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCC
AATGTATATGCTCATTTACAC3®

S'TTTGTTTTGTGTGTAAATTTAG3’

Amplifica¢do da sequéncia promotora TDHI e adigio
de regides de homologia ao vetor

TDHI _tF

pRSBamHI_TDHI1 R

5’ATAAAGCAATCTTGATGAGG3’

S"TATTGCTGCCTTTGCAAGGATCCACTAGTTCTAGAGCGG
CCGCCACCGCGGTGGAGCTCC3®

Amplificagdo da sequéncia terminadora TDHI e
adig@o de regides de homologia ao vetor

Cen2_F

Cen2 R

S"TTCAAACTAGGAGTTTGTTGA3’

5’AAGCTTTCTATTAGTCATTCTTC3’

Amplificgdo do cassete contendo o gene XKSI com
homologia a regides proximas ao centrémero do
cromossomo II de S. cerevisiae

Check_Cen2_F
Check Cen2 R

5S"TGAGACGATTTAGAGTAAGGT3’
5’GGTGACGACGATATACAG3’

Amplifica¢do de regido proxima ao centromero do
cromossomo II onde esta inserido o cassete da XKS/

ADH pR

5’TGTATATGAGATAGTTGATTGTATG3”

Utilizado em conjunto com Check Cen2_F para
checar se o gene XKS/ foi inserido corretamente

URA3loxP_GRE3A F

URA3loxP_GRE3A R

5’ATATAGAAGCAAATAGTTGTCAGTGCAATCCTTCAAGAC
GATCACTATAGGGCGAATTGG3’

5S’GTAAAAATTTATACACATATACAGCATCGGAATGAGGGA
AATCTCAAGCTATGCATCCAA3®

Amplifica URA3 com regides de homologia ao
promotor e terminador de GRE3

Check AGRE3 F
Check_AGRE3_R

5’AGCCACATGCGGAAGAAT3’
5S'AAGCGTGGATGACACCAC3’

3.17 Construcio do cassete da XI

Amplifica regido onde GRE3 esta localizado, utilizado

para confirmar sua deleg@o

Para a construcdo do cassete contendo o gene xyl/4 foi utilizado o promotor e terminador

do gene que codifica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (7DHI). O promotor desse gene ¢

constitutivo e apresenta um bom desempenho na expressdo de proteinas heterdlogas em S.

cerevisiae (Hadfield et al. 1993).
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O vetor de expressdo utilizado neste trabalho foi o plasmideo pRS426, comumente
utilizado para expressdo de proteinas heterélogas em S. cerevisiae. Os cassetes contendo os genes
da xilose isomerase com a regido promotora e terminadora 7DH1, foram construidos utilizando o
método descrito por Gibson e colaboradores (2009), onde todos os fragmentos sdo unidos em uma
reacdo isotérmica. Sdo acrescentadas 3 enzimas a reagdo, a TS5 exonuclease, que remove
nucleotideos da regido 5’ das fitas de DNA, uma DNA polimerase, que ira completar os gaps apos
o anelamento das regides 3’ complementares, e uma DNA ligase que ird reparar os espagos entre

as fitas (Figura 5).

Qo
|
[

)
|
aw

Chew-back at 50 °C with T5 exonuclease

. o Phusion polymerase

Tagligase
i B 3
Anneal at 50 °C Phusion polymerase
+T5 exontclease Taqligase
35 5 3,:3' 5 = 3

Repair at 50 °C with Phusion polymerase and Tagq ligase

\ f = st

Figura 5: Esquema da reaciio isotérmica descrita por Gibson et al., 2009.

3.18 Superexpressao de XKS1

O gene XKSI foi inserido em cassete integrativo que apresenta regido promotora e
terminadora ADHI, ¢ o gene URA3, como marca de selecdo, flanqueado por regides loxp, e
regides de 126 pb nas extremidades que apresentam homologia com a regido subsequente ao
centrdmero do cromossomo II de S. cerevisiae.
3.19 Delecao de GRE3

Para realizar a dele¢do do gene GRE3 de S. cerevisiae foi utilizado um cassete contendo o
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gene URA3, flanqueado por regides loxp e regides de aproximadamente 42 pb em cada
extremidade que apresentam homologia as regides promotora a terminadora do gene GRES3,
permitindo a delec¢do desse gene

3.20 Remoc¢ao da marca de selecio URA3

O cassete utilizado para superexpressar o gene XKS1, para deletar o gene GRE3, e também
o plasmideo onde xy/A4 foi clonado, apresentam o gene URA3 como marca de selegdo. Assim
sendo, a cada modificagdo genética, foi necessario retirar a marca auxotrofica URA3 para que a
transformagdo seguinte pudesse ser viabilizada. Assim, a dele¢do desse gene foi realizada através
do sistema de recombinagdo Cre-Loxp, como descrito em Gueldener e colaboradores (2002).

Derivado do bacteriéfago P1, esse sistema permite que a recombinase Cre se ligue a um
par de sequéncias alvo, denominadas /oxp, permitindo a ativacdo, repressao e delecao de genes. O
gene URA3 nos cassetes de XKS1 e GRE3 esta flanqueado por regides /oxp, na mesma orientagao.
Ao transformar a levedura com o plasmideo pSH65, a expressdo da recombinase Cre, induzida por
galactose, permite que o gene URA3 seja deletado.

A confirmacdo da delecdo ¢ feita através do cultivo dos transformantes em meio contendo
5-FOA, que ¢ convertida em um composto toxico para a levedura pela enzima codificada por
URA3, de tal forma que apenas as células que tiveram o gene deletado sobreviverao.

3.21 Fermentacao de S. cerevisiae

Para garantir a reprodutibilidade das fermentagdes de S. cerevisiae foram preparadas
culturas permanentes das linhagens transformadas. Elas foram inoculadas em meio minimo YNB
com glicose 2% como fonte de carbono, e mantidas a 30°C e 250 rpm até atingirem o final da fase
exponencial, onde a concentracdo de células ¢ maior, essas células foram entdo aliquotadas e
ressuspendidas com 1 volume de meio YNB contendo glicerol 30%, em seguida os tubos foram

congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. A partir das culturas permanentes foi
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definido o tempo de ativacdo (periodo no qual um in6éculo em 50 mL de meio YNB, contendo
glicose 2% como fonte de carbono a 30°C e 200 rpm, leva para atingir o final da fase exponencial)
das células. Todas as fermentagcdes foram mantidas a 30°C, 200 rpm e foram realizadas em
triplicata.
3.22 Extraciao de RNA de S. cerevisiae

A extracdo de RNA de S. cerevisiae foi realizada de acordo com protocolo descrito em
Ausubel e colaboradores (2003). O resultado da extragdo foi confirmado através da aplicagdao das
amostras em gel de agarose 2% para identificar se elas estavam degradadas ou ndo. As amostras
de RNA foram tratadas com DNase (Kit Promega) e RNase out (Promega) durante 30 minutos.
Para detectar se as amostras estavam contaminadas com DNA foi realizado PCR utilizando o
RNA e oligonucleotideos iniciadores XI F e XI R.
3.23 Construcao de cDNA e PCR

A constru¢do de cDNA a partir do RNA total foi realizada com a enzima Superscript 11 e
Kit de sintese de cDNA da Invitrogen. Para confirmar a expressdo do gene da XI nas linhagens de
S. cerevisiae transformadas foi realizado um PCR utilizando o cDNA construido anteriormente. O
RNA extraido da linhagem JAY?289 foi utilizado como controle negativo e o gene RPEI, que
codifica a enzima D-ribulose-5-fosfato-3-epimerase, foi utilizado como controle positivo da
reacao.
3.24 Quantificacido dos produtos da fermentacio

A quantificagcdo dos produtos das fermentacdes de S. cerevisiae e P. acidipropionici foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em cromatégrafo Alliance HT
(Waters) com detector de indice de refragdo Waters 2414. As corridas foram realizadas em coluna
HPX-87H (BioRad), mantida a 35°C, com &cido sulfurico 5 mM como fase movel e um fluxo de

0,6 mL/min. A quantificagdo dos compostos foi realizada através da compara¢do com curvas de
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concentragdo padrdo de cada um dos compostos analisados.
3.25 Sequenciamento das amostras de DNA

O sequenciamento das amostras de DNA analisadas foi feito em sequenciador 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystems), baseado na tecnologia Sanger. As reagdes foram
realizadas utilizando o kit “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems),
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.26 Construcao do plasmideo de expressao heterdloga da XI em E. coli

Para construir o plasmideo de expressdo da XI em E. coli foi utilizado o gene xylA4
amplificado e purificado a partir do DNA gendmico de P. acidipropionici, a esse foram
adicionadas regidoes de homologia ao local de a¢do das enzimas de restricdo BamHI e HindIIl. A
escolha destas enzimas foi feita de forma a permitir a subclonagem direcionada no vetor de
expressdo. O fragmento amplificado foi ligado no vetor pGem-T-Easy (Promega), e em seguida
foi transformado em E. coli DH5a eletrocompetentes. Apos a selecdo dos transformantes positivos
e confirmagdo da transformagdo por PCR o plasmideo foi sequenciado para checar se ndo haviam
mutagdes no gene.

Em seguida o plasmideo pGem-T-Easy + xy/4 foi submetido a uma digestdo dupla com as
enzimas de restricdo: BamHI e HindlIII, para obter a sequéncia de xy/4 do plasmideo. O vetor de
expressao pETSUMO - versdo Sincroton, também foi submetido a uma digestdo dupla com as
mesmas enzimas de restricdo, visando a linearizacdo do mesmo. O gene xyl4 foi subclonado no
plasmideo linearizado utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Promega), seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Enfim, o plasmideo obtido foi transformado nas cepas de expressao E.
coli Rosetta 2. Apos as etapas de clonagem e subclonagem foram realizados os ensaios de

expressao.
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3.27 Ensaios de expressao da XI em E. coli

Os ensaios de expressao foram realizados seguindo os procedimentos descritos no manual
do pETSUMO (Promega), variando alguns parametros da expressao:

- ODggo de indugao: 0,8

- Temperatura de indugao: 18°C, 30°C ou 37°C

- Concentragao de IPTG: 1 mM, 0,2 mM ¢ 0,05 mM

Antes do inicio da indugdo foi retirada uma amostra e ao longo do ensaio de expressao,
foram retiradas 2 amostras: uma 4 horas ap6s a adi¢cdo do IPTG e outra apds a inducdo por periodo
overnight. Cada uma das amostras foi separa em fase soluvel e insoluvel, através de etapas
consecutivas de congelamento e descongelamento seguidas de um tratamento com lisozima, como
sugerido no protocolo do pETSUMO (Promega). Visando a obtencdo de um mesmo nimero de
células em todas as amostras a ODgy das culturas foi analisada e foi armazenado um volume
equivalente a para todas as amostras. O gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi utilizado para
verificar a presenga de uma banda alvo e foi preparado segundo o método Laemmli (Sambrook &

Russel, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo do consumo de xilose por P. acidipropionici

A capacidade de P. acidipropionici crescer em xilose ja foi descrita por Carrondo e
colaboradores (1988), contudo, esse trabalho ndo abordou de maneira aprofundada o consumo
dessa fonte de carbono. Assim, no presente trabalho, foram realizados estudos do crescimento e
consumo de xilose por esta bactéria. Na Figura 6 ¢ possivel observar o padriao de crescimento de
P. acidipropionici em meio PA suplementado com trés fontes de carbono diferentes: xilose 2%,
glicose 2% e uma mistura de glicose e xilose (1:1) 2%, indicando um perfil semelhante de
crescimento nas trés condi¢des, onde a cultura atingiu o final da fase /og ap6s 54 horas do inicio
de fermentagao nos trés casos, sugerindo uma taxa semelhante de consumo de ambas as fontes de

carbono.
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Figura 6: Curva de crescimento de P. acidipropionici. Crescimento em semi-anaerobiose a 30°C com diferentes
fontes de carbono: glicose 2% (azul), xilose 2% (vermelho) e mistura de xilose e glicose 2% (1:1) (verde).

Para uma melhor compreensdo das condigdes nas quais a fermentacdo estava
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ocorrendo, foram retiradas amostras em diferentes pontos durante o crescimento da populagdo
bacteriana, e as fontes de carbono e os produtos da fermentacdo foram quantificados em HPLC.
Os resultados obtidos a partir das andlises em HPLC podem ser observados na Figura 7 e Figura
8a e 8b, que indicam que P. acidipropionici apresenta um consumo de xilose semelhante ao de
glicose e produgdo dos principais produtos da fermentagao, acido propidnico, acido acético e acido

succinico, similares em ambas as situagdes.
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Figura 7: Consumo de diferentes fontes de carbono por P. acidipropionici. Meios de cultura contendo glicose 2%
(azul) como tinica fonte de carbono ¢ xilose 2% (vermelho) como unica fonte de carbono.

Uma vez que os estudos foram conduzidos em tubos de centrifuga onde ndo houve
controle do pH durante a fermentagdo, e levando em consideragdo que os principais produtos da
fermentagdo da bactéria em questdo sdo acidos, conforme a concentragdo dos mesmos aumenta o

pH do meio diminui levando a uma inibi¢do do crescimento da cultura de bactérias. Assim sendo
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ndo foi possivel observar nos ensaios realizados o consumo completo da fonte de carbono, bem
como o tempo real de consumo dos agucares e formagdo do produto, porém, como o objetivo do
experimento em questdo ndo era estudar o desempenho no consumo de xilose, e sim comparar o

consumo de xilose com o de glicose essa inibi¢do pelo produto ndo foi levada em consideracio.

a Glicose
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——AC. PROPIONICO
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Xilose
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Figura 8: Produtos da fermentaciio de P. acidipropionici. (a) Fermentagdo com glicose 2% como tnica fonte de
carbono; (b) fermentagdo com xilose 2% como unica fonte de carbono.

Na fermentacdo contendo a mistura de xilose e glicose o padrdo de consumo observado foi
diferente, a glicose foi consumida preferencialmente a xilose como pode ser observado na Figura

9. A diferenga no consumo dessas fontes de carbono durante a co-fermentacdo ¢ um fenomeno
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comum e esperado, isso ocorre devido a um mecanismo de regulagcdo conhecido como repressao
catabdlica, onde a presenca de glicose inibe a transcri¢do de genes utilizados para o consumo de
fontes de carbono alternativas (Cox et al. 2012).
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Figura 9: Co-fermentacdo de xilose e glicose por P. acidipropionici. Consumo das fontes de carbono por P.
acidipropionici quando fermentada em meio de cultura contendo uma mistura de glicose (azul) e xilose (vermelho)
(1:1) 2%.

Entretanto, como citado anteriormente, os ensaios de fermentacdo foram realizados em
tubos de centrifuga e ndo houve controle do pH durante o crescimento, na medida em que os
produtos eram formados o pH do meio diminuia e consequentemente inibia o crescimento da
cultura, dificultando a observagdo do comportamento de P. acidipropionici durante a co-
fermentagdo. Assim, foi realizada uma nova fermentacdo para avaliar se ocorria repressao
catabolica. Para isso, P. acidipropionici foi fermentada em meio contendo 2-deoxi-glicose (2-DG),
um andlogo de glicose que mimetiza os efeitos desta fonte de carbono, porém nédo ¢ metabolizado
pelo sistema da bactéria, de tal forma que apenas mutantes resistentes a repressdo catabdlica por

esse agucar sdo capazes de crescer (Randez-Gil et al. 1995). Os resultados obtidos na fermentagao
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com xilose e 2-DG podem ser observados na Figura 10, e indicam que o consumo de xilose ndo
sofre repressdo catabolica em P. acidipropionici na presenga de glicose.

7.0

6.0

sop 1

o Ty

[1gL

I ~-2DG
3.0 } = Xilose

2,0 }
1.0 J '

0,0
0 8 16 24 3240 48 56 64 72 80 88

Tempo (horas)

Figura 10: Co-fermentacio de xilose e 2-deoxiglicose por P. acidipropionici. Consumo das fontes de carbono por
P. acidipropionici em fermenta¢io contendo uma mistura de xilose 2% ¢ 2-DG em uma concentragdo de 6mM.

Tendo e vista os resultados apresentados anteriormente € possivel concluir que P.
acidipropionici apresenta uma via metabdlica para o consumo de xilose que € eficiente e ainda ndo
estudada, e pode, portanto, apresentar enzimas com alto potencial biotecnoldgico, tornando seu
estudo relevante.

4.2 Vias metabdlicas para consumo de xilose em P. acidipropionici

A principal via de consumo de xilose, presente na maioria das bactérias, é a via que
apresenta apenas uma etapa, catalisada pela xilose isomerase (E.C.5.3.1.5), que converte D-xilose
diretamente em D-xilulose. Outra via comum em micro-organismos ¢ a oxi-redutiva onde a D-
xilose € convertida a D-xilulose a partir da agdo de duas enzimas, a xilose redutase (E.C.1.1.1.307)

e a xilitol desidrogenase (E.C.1.1.1.B19). Uma busca realizada no genoma de P. acidipropionici
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pelas trés enzimas citadas anteriormente indicou, como esperado, que apenas a xilose isomerase
estd presente. Foram encontradas 4 anotacdes do genoma da bactéria, que correspondem a xiloses
isomerases, como pode ser observado na Figura 11. A andlise individual de cada sequéncia,
realizada através do software InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/), assinalou
que apenas uma, PACID 03490, apresenta similaridade significativa com xiloses isomerases de
outros micro-organismos procariotos. As demais sequéncias apresentam apenas regides de

dominio conservado semelhantes a regides presentes nas xilose isomerases em geral.

GenomeNet

Search TO2345 : | for [xylose isomerase ] Co Clear

Database: T02345 - Searchterm: xylose isomerase (Total 4 hits)

PACID_03480
x*ylA; Xylose isomerase (EC:5.3.1.5); KOTB0S xylose isomerase [EC:5.3.1.58]
PACID 33980
Sugar (Xylose) phosphate isomerase/epimerase
PACID_34060
Xylose isomerase domain-containing protein TIM barrel
PACID_ 34150
xylose isomerase domain-containing protein (EC:4.2.1.44); K03335 inosose dehydratase [EC:4.2.1.44]

DBGET integrated database retrieval system

Figura 11: Xiloses isomerases anotadas no genoma de P. acidipropionici. Busca realizada em banco de dados do
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

Em seguida foi realizada uma andlise da posicdo do gene xy/4 no genoma visando
identificar genes com localiza¢do proxima que possam estar relacionados a via de consumo de
xilose, indicando, eventualmente, a presenca de um Operon que contenha outros genes necessarios
para o consumo de xilose pela bactéria. Na Figura 12 ¢ possivel observar a posicao do gene xyl4 e
também outros quatro genes contiguos, com mesma orientacdo. O primeiro gene (PACID 03480),
codifica um transportador de agucares da familia MFS, em seguida encontra-se o gene que
codifica uma xiluloquinase (PACID 03470), e na sequéncia outros dois que codificam proteinas

com fungdes desconhecidas (PACID 03460 e PACID 03450). Desta maneira, para o
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desenvolvimento do estudo foi utilizada apenas a xilose isomerase (PACID 03490), vez que o
transportador encontrado ndo € especifico para o transporte de xilose e a levedura apresenta em
seu genoma o gene que codifica uma xiluloquinase.

Preliminarmente ao inicio dos procedimentos para a expressao da XI em S. cerevisiae, foi
realizada uma analise bioinformdtica da proteina a ser expressa. A analise pelo ProtParam
(Gasteiger et al. 2005) revelou uma proteina contendo 468 aminoacidos e um ponto isoelétrico de

4,78, estimada em um peso molecular de aproximadamente 52 kDa.

5 NC_019395.1: 401K..387K (14Kbp) C~ | Find on Sequence: vii@y| - + il AoTook- | £FConfigure B 7 -

|41 K |4 K [EEELS 298 K 297 296 K [335 K 334 K 93 K |29z & |29t K [298 K 289 K [288 K
Zenes I I #
B FACID #3520 FACID_E2420 s FACID_AZ44@ FPARCID B34

PACIO_&352G

PRCIO_A24E8 PRCIO 3426

PACIOD A3450 I PACIO_A3420

3448 PACID #3568 PRCIO Az47@

PACIOB3S1A I

Figura 12: Analise da posicio de xylA no genoma de P. acidipropionici e genes relacionados. xy/A
(PACID_03490) esta posicionado ao lado de um transportador de agucares (PACID_03480); em seguida encontra-se
um gene que codifica uma xiluloquinase, (PACID_03470), seguido de outros dois genes que codificam proteinas com
funcdes desconhecidas (PACID_03460 e PACID_03450). Informacdes obtidas em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=PACID 03490.

4.3 Construcao do cassete de expressao de xyl4

Para construg¢do do cassete de expressdo, o gene xy/A4, de P. acidipropionici, e as regides
promotora e terminadora, 7TDH1, foram amplificados por PCR. O plasmideo pRS426 foi clivado
com a enzima BamHI para inser¢do dos fragmentos. Na Figura 13 podem ser observados os

fragmentos que foram utilizados para constru¢do do cassete de expressao.
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Figura 13: Amplifica¢io de fragmentos utilizados para construcio do cassete da XI. (1) fragmento com 5726 pb
representa o plasmideo pRS426 clivado; (2) fragmento com 742 pb representa o promotor TDHI; (3) fragmento com
311 pb representa o terminador TDH1; (4) fragmento com 1347 pb representa gene xylA.

Ap6s a ligagdo dos fragmentos, através do método descrito por Gibson e colaboradores
(2009), a reagdo foi dialisada e os plasmideos inseridos, através de eletroporacdo, em E. coli
DH5a eletrocompetente, as células transformadas foram plaqueadas em meio LB contendo
ampicilina. Os transformantes positivos foram confirmados através de PCR do DNA plasmidial
extraido das colonias obtidas, Figura 14. Em seguida o plasmideo construido foi sequenciado para

checar se ndo foram inseridas mutagdes no cassete durante a constru¢do do mesmo.
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Figura 14: PCR com DNA plasmidial de colonias 6 e 19 de E. coli. As colonias foram previamente selecionadas
através de uma lise rapida, foi extraido DNA plasmidial das colonias 6 ¢ 19, que apresentaram padrdes de bandas
diferentes, e, em seguida realizado um PCR para checar se o gene da XI estava presente. A banda indicada pela seta
corresponde ao gene da XI com 1347 pb.

4.4 Construcio da linhagem industrial de S. cerevisiae capaz de consumir xilose

A linhagem de S. cerevisiae que foi utilizada no trabalho é uma linhagem industrial,
haploide, derivada da PE-2 e que possui o gene URA3 deletado, denominada de Al. Além da
expressdo do gene da XI de P. acidipropionici outras duas modifica¢des foram realizadas visando
otimizar a conversdo de xilose em etanol. A primeira foi o aumento da expressdo do gene XKS/
que codifica a xiluloquinase (XK), enzima que converte a xilulose em xilulose-5-fosfato, que sera
metabolizada pela via das pentoses fosfato (PPP). A segunda modificagdo ¢ a delecdo do gene
GRES3, responsavel pela codificacdo de uma aldose redutase (AR), enzima que pode interferir no
metabolismo da xilose uma vez que ela € capaz de converter xilose em xilitol, composto que sera
acumulado no interior da célula desviando o fluxo de carbono, e, além disso, pode atuar inibindo a
atividade da XI, uma vez que a grande maioria das XI caracterizadas tem sua atividade inibida na
presenca de xilitol.

Assim, foram construidas trés linhagens difer<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>