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RESUMO

A demanda por processos alternativos para produgao de compostos quimicos tem aumentado
nas ultimas décadas em decorréncia da necessidade da utilizagcdo de fontes renovaveis e do
desenvolvimento de processos menos agressivos ao meio ambiente. Nesse contexto os processos
de fermentagdo microbiana sdo cada vez mais considerados passiveis de serem empregados
industrialmente. A producdo de mondmeros petroquimicos por via biolégica tem sido tema de
diversos estudos e, dentre os compostos produzidos por fermentagao, acidos e alcoodis de trés e
quatro carbonos estdo entre as moléculas mais promissoras. O glicerol, além de ser utilizado na
fabricagdo de diversos produtos, tem tido sua utilizacdo estudada como substrato para
biotransformagdo em compostos mais reduzidos e de maior valor agregado, como precursores de
polimeros. A produgéo de glicerol por via fermentativa em leveduras ja foi estudada, entretanto,
sempre sdo utilizados organismos de laboratorio, mais suscetiveis a estresses. A utilizagdo de
leveduras selvagens, mais robustas, isoladas de processos industriais de fabricagdo de etanol, pode
resultar em maiores rendimentos de glicerol e maior adaptabilidade ao processo industrial. Com o
intuito de aumentar a producdo de glicerol foram deletados os genes: ADH1 e TPI/1 na linhagem
industrial de S. cerevisiae PE-2 (JAY270). Essas delecbes foram realizadas por recombinacgao
homologa em linhagens hapléides de diferentes mating-type. Essas linhagens foram cruzadas
gerando mutantes dipldides para cada um dos genes e para o duplo mutante. Além disso, a
complementacido do gene ADH1, estudada através da construcdo e insercdo de um plasmideo, foi
bem sucedida: apés a complementacédo, os mutantes Aadh? alcangaram um rendimento em etanol
significativamente igual ao da linhagem selvagem. As dele¢cbes dos genes ADH1 e TPI1 geraram os
resultados esperados, aumentando a producgédo de glicerol e diminuindo a de etanol, modificando
assim o perfil de produgdo de metabdlitos das linhagens. As linhagens selvagens apresentaram
rendimentos em glicerol ao redor de 0,01 g glicerol/g glucose, rendimento esperado para linhagens
de levedura produtoras de etanol. As linhagens Aadh1 apresentaram um aumento de
aproximadamente 10 vezes no rendimento em glicerol, chegando a 0,24 gramas de glicerol por
grama de glucose. A linhagem que apresentou maior rendimento foi a AZY773, linhagem industrial
com os genes ADH1 e TPI1 deletados, atingindo um rendimento de 0,38 gramas de glicerol por
grama de glucose. A linhagem de laboratério com a mesma modificagéo teve um rendimento de 0,31
gramas de glicerol por grama de glucose, significativamente menor que o rendimento da linhagem
industrial. Demonstrou-se neste trabalho, portanto, que a produgéo de glicerol metabdlico com altos
rendimentos para bioconversdo em compostos mais reduzidos pode ser conseguida através de

modificagdes metabdlicas e do uso de organismos robustos.
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ABSTRACT

In the past few decades the demand for alternative processes for the production of chemical
compounds has increased due to the need for utilization of renewable resources and development of
less harming processes to the environment. In this context, large scale microbial fermentative
processes are being considered as a viable alternative. The production of petrochemical monomers
through biological pathways has been a major research theme and, among the compounds produced
by fermentation, three and four carbon acids and alcohols are among the most promising molecules.
Glycerol, besides being used for the manufacture of several products, has had its utilization studied as
substrate for biotransformation into more reduced and higher added value compounds, e. gq. polymers
precursors. Glycerol production by yeast fermentation has already been studied, but, only in
laboratory strains, which are more stress sensitive. The utilization of wild yeasts, more robust, isolated
from the fuel ethanol production process, may result in higher glycerol yields and better adaptability to
industrial processes. Aiming to increase glycerol production the ADH1 and TPI/1 genes from PE-2
(industrial strain of S. cerevisiae) were deleted through homologue recombination in haploid strains of
different mating-types. These strains were mated generating diploid mutants for Aadh, Atpi and
Aadh1Atpi1 deletions. Complementation of ADH1 gene, carried out through the construction of a
plasmid, was successful in allowing the Aadh1? strains to reach ethanol yields as high as the one
reached by wild strains. ADH1 and TPI1 deletion increased glycerol and decreased ethanol
production, modifying the strains’metabolite production profile, as expected. The wild strains
presented glycerol yields of 0,01 g of glycerol per g of glucose, which is a regular yield for ethanol
producing yeasts. Aadh1 strains presented a tenfold increase in glycerol yield, reaching 0,24 g of
glycerol per g of glucose. AZY773 strain, industrial strain with both ADH71 and TPI/1 genes deleted,
presented the highest glycerol yield, reaching 0,38 g of glycerol per g of glucose. The laboratory strain
with the same genetic modification yielded 0.3 g of glycerol per g of glucose, significantly lower than
the industrial strain. This work demonstrated that metabolic glycerol production with high yields for
bioconversion in more reduced compounds may be reached through metabolic modification and

utilization of robust organisms.

viii



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt ettt e e e e e ettt e e e o e ate e e e e e see e e e e e neeeeeanbeeeeeanbeeeeeanneeeaeeannseeas v
RESUMO ...ttt oo et e e o st e e oo et e oo ekttt e e e a b et e e e a b e e e e nbn e e e nees vii
ABSTRACT ittt ettt et e o b et e a et e e bttt e e e b et e e e e e e e bae e e nnes viii
SUMARIO ...ttt e et e et a et eae e e et e e et e s e e s et e e et e s e eaneeenneaenneannna. iX
LR 110 T U o= Lo TP PSSP 12
A SV = Lol o]l o] [ToTe | = 117 HO TP PRPPT 14
P2 B o= o | TP PPP P PPPPPPPP 14
2.2 Producgao de glicerol por fermentagao ........ccoooiieeieiei e 15
2.3 Metabolismo de glicerol em 1eVedUIras.............uuuiiiiiiiiieec e e e 16
2.3.1 Balango redOX CEIUIAL .................n i e e e e 17
I O 1T o]y (= To [V - Lo Lo ISP 18

2.4 Engenharia MetabOliCa..........ccooiiiiiiiie et 23
2.5 Leveduras iNAUSTIIAIS. ........ooooi oo 23
2.6 Estratégia de ClONAgem ........ccooiiiiiiiiii et e e e e e aaas 25
KO ] o] 11 110 L PP PPPPR O 27
4. MateriaisS € METOUOS. ......coieiiee ettt e e e et e e e e e e e e e e e e 28
4.1 MEIOS dE CUIUIA ... 28
A (o g T To 11 o 1= OSSR 29

T B o = 1] 41 (o =TT R 29
4.4 PCR de colonia de DaCrias ............coooiiiiiiiiii e 30
4.5 Preparo de bactérias eletrocompetentes .............coiiiiiiiiiiiiiii e 30
4.6 Transformagao de bactérias eletrocompetentes ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiii s 30
4.7 Extracao de plasmideo de bactérias em mini escala por lise alcalina — Miniprep ..................... 31
vl O] g 1S] (B o= To le L= T o7 T T =) (= 31
4.8.1 Cassetes construidos a partir do PCORE...............oouueeiiiii et 32
4.8.2 Cassetes com regides longas de hOMOIOGIA ..............cccccuuueeeiiiiiiiiiiiiieeee e 33

4.9 PCR de colonia de 18VEAUIAS..........ccoueiiieirieiiciiccte sttt et 35
4.10 Preparo de leveduras eletroCompetentes ..o 36
4.11 Transformacao de leveduras eletrocompetentes .........ccccvevveviiieciiececcece e 36
4.12 Extracdo de DNA total de leveduras a partir de crescimento em meio liquido........c.ccecveennee. 37
4.13 Extracdo de DNA total de leveduras a partir de crescimento em meio solido .........ccccocveennee. 37
4.14 Confirmacao da integragdo homMOIOGa...........c.eiuriiiriiiiniiieeee e 38



A 15 ClUZAMENTO .o e e et e e e et e e e e e e s aan e eeaaneeeeeaaneeesaaneeesesaaeeeeeaaneneseanreeeseaeeeesaaenes 38

R LR = oTo] (1] == Lo J SRS 39
4.17 RaANAOM SPOIE ANGIYSIS .....ooouiiiieieiiitieiesesteeeste sttt rte sttt e st e e st e s re et e s tesreessebesaeesaesrsesseeneensenes 39
4.18 Determinacao do mating-type POr PCR ...ttt 40
4.19 Construgao dOS PlaSMIAEOS........cccuviriiieieieeeere ettt sttt e e e seeseenseeenens 41
4.20 Fermentacdo em meio lIQUIAO YNB ........c.ooiiiiieeeee et 42
4.21 Fermentacdo em meio liQUIAO YEPD ..ottt 42
4.22 Andlise dos metabdlitos produzidos durante a fermentagao...........ccecevvvveieciceeceeveceeeee e 43
4.23 ANAIISE ESLAtISTICA ......cueviiiieiiicieee bbb 43
5. RESUIAAOS.......eiiiii bbb e 44
5.1 CONSIUGA0 OS CASSELES .....uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiieeitetteeeeeeeeaeeseeeeseesaesssesessssssesssseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeees 44
5.1.1 Cassetes construidos a partir do PCORE..........cc.coooi oot 44
5.1.2 Cassetes com regioes longas de homologia ...............ccuuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 45

5.2 Construgao dOS PlaSMIAEOS ........uuuuuuiueieiiiiiiiiieiiuieeeiaeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeessseeeeeeesseeeeeeeeeeeeeeeeeees 48
5.2.1 YEpADH1 — Complementagdo do gene ADHT ..........ooeeeeeii it 49
5.2.2 YEpGPD1 — Superexpressao do gene GPDT .........cccooi oo 55

5.3 DEIEGA0 O GENE ADHT ...ttt sttt st sttt e s te st e e e te e ere e e e ae e e enaenrs 59
R B Lo (= Tor=To R [oTNe 1= o TN I b SRS 65
5.5 Obtengao do duplo mutante - AQAART € ALPIT ...t 68
5.6 Transformagao com os plasmideos YEPADH1 € YEPGPDT .......ccooiiiriveiieiieereceeeee e 70
5.7 Cruzamento de linhagens hapldides para obtengédo de mutantes dipléides........c.ccocvvvverieenenne. 72
5.8 Fermentagdo em MEIO YNB .......oc.o oottt st st sa b n e nenes 74
5.9 Fermentag@o €m MEIO YEPD .......ooiiiieee ettt ettt st s te et b e st e aeens 87
B. DISCUSSA0 ...ttt ettt et bbbt e ettt a et n et en et 95
6.1 Delegdo de genes por integragd@o hOMOIOGA..........cceveriirieiiinineneee s 95
(I @] o] (=Y aTor=To Jo (013 411 7= 1 (=Y TSR 95
6.3 Producéo de etanol e glicerol em linhagens selvagens e modificadas.............cocccveinienrennenne 96
6.3.1 DeleC@0 do gENE ADHT ... et 97
6.3.2 Complemetagdo dO gENE ADHT ....... ..o nnnnnnnes 98
(CRCRCH D=1 =Tor-To e [oXe (=] o 1IN I d i PP 98
6.3.4 Delec@o dos genes ADHT €@ TPIT ...t 99

7. ConcClusao € Perspectivas fULUIAS .........ccceviieieiiiciseseee ettt et 100
8. Referéncias BIblIOGrafiCas ........ccceviiieiirececese ettt re et aeere e 101
O, ANEXOS ..ttt bbb E bbb bbbt e bt b h e bt a bbbt na et b et enne 104



9.1 Lista das linhagens selvagens utilizadas e dos mutantes obtidos...........ccccoovevireerineeceneneeee

9.2 Tabelas estatisticas (ANOVA) .....

9.3 Artigo publicado em colaboracao

Xi



1. Introducgao

A producdo de compostos quimicos a partir de fontes renovaveis e por fermentagéo
microbiana €& de crescente importancia. Tal processo oferece beneficios em termos de
sustentabilidade de suprimento de recursos e qualidade ambiental. Um exemplo bem sucedido é o
caso da fermentacao alcodlica, pela levedura Saccharomyces cerevisiae, que usa a sacarose da
cana-de-agucar como substrato. Esse processo tem uma série de parametros altamente desejaveis
para a aplicagcdo em outras fermentagdes, sendo um sistema ideal a ser perseguido para a producao
de qualquer composto quimico. Entretanto, a evolugdo natural, que conduziu essa levedura ao
desenvolvimento de caracteristicas desejaveis a esse processo industrial, teria que ser substituido
por uma evolugdo dirigida para promover a produgdo de outros compostos ndo naturais, que nao
fazem parte da estratégia evolutiva dos organismos (Rincones et al. 2009).

Na ultima década, tém sido relatados varios estudos visando a produgdo biolégica de
mondmeros petroquimicos - em grandes quantidades e a baixo custo - para a sintese de polimeros
(Lee et al. 2004; Cameron et al. 1998). As estratégias exploram processos fermentativos, utilizando
microrganismos geneticamente modificados e processos de sintese enzimatica para o aumento da
produgcao dos mondmeros. Os melhores resultados exploram engenharia de etapas metabdlicas dos
microrganismos e evolugao dirigida de enzimas (Rincones et al. 2009).

Dentre os diversos compostos produzidos a partir da fermentagao, os mais promissores como
precursores de mondémeros sdo: acido propidnico, propanol, 1,2-propanodiol, acido latico, acido
butirico, acido acrilico, isopropanol e glicerol (Lee et al. 2004). Estes compostos podem ser
convertidos em mondémeros, como o0 propeno, através de processos quimicos industriais ou através
da criacdo de novas vias bioquimicas para biotransformag¢ao destas moléculas usando organismos
geneticamente modificados.

O (glicerol € um alcool muito utilizado nas industrias de cosmeéticos, automotiva, alimenticia,
farmacéutica, téxtil ou ainda como matéria-prima para a produ¢ao de compostos quimicos (Wang et
al. 2001). Além disso, novas aplicagdes do glicerol vém sendo descobertas, como seu emprego como
substrato em fermentagdes microbianas para a obtencado de produtos de alto valor agregado como
polimeros verdes, biosurfactantes, dentre outros (Silva, Mack, & Contiero 2009). Um exemplo é a
fermentagao do glicerol pela bactéria Clostridium butyricum a 1,3 propanodiol, que pode ser usado na
sintese de quimica do politrimetileno tereftalato, um novo polimero com aplicagdes nas industrias de
fibras e téxtil (Gonzalez-Pajuelo et al. 2006).

A vantagem do uso do glicerol como fonte de carbono fica evidente quando a sintese de um
produto reduzido é considerada. Devido ao maior grau de reducao (y) dos carbonos do glicerol

(C3HgO3, v = 4,67) em relagdo aos carbonos de acucares como a glucose (C¢H120s, v = 4) (Doran
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1994), o gasto energético é consideravelmente menor quando o glicerol ¢ usado como fonte de
carbono para produc¢éo de compostos reduzidos, resultando em um rendimento mais elevado e com
menor quantidade de subprodutos (Yazdani & Gonzalez 2007) (Durnin et al. 2009).

O (glicerol pode ser obtido de diversas formas: quimicamente a partir do petroleo, por
fermentagdo microbiana, por sintese a partir do 6xido de propileno ou como subproduto da produgao
do sabédo, da produgdo de acidos graxos e da producdo de éster de acido graxo, principalmente
biodiesel (Sabourin-provost & Hallenbeck 2009). Atualmente sdo produzidos, como subproduto do
biodiesel, aproximadamente, 1,2 milhdées de toneladas/ano de glicerol, entretanto, esse glicerol
contém, normalmente, uma mistura de metanol, agua, sais inorganicos, acidos graxos livres, mono, di
e triglicerideos ndo reagidos, metil-ésteres e uma variedade de outros materiais organicos (Zhou et
al. 2008). A pureza desse glicerol é de, aproximadamente, 50%, uma desvantagem econdmica e
tecnologica que limita significativamente sua utilizacdo direta. Além disso, os processos de
purificacao sdo onerosos e a maioria das plantas de biodiesel apenas descarta o glicerol resultante
como efluente (Zhou et al. 2008). Uma alternativa a esse panorama seria a produgédo de um glicerol
metabdlico, sem necessidade de purificagdo, proveniente de fermentacido de acucares e que,
posteriormente pudesse ser biotransformado a produtos mais reduzidos de alto valor agregado
utilizando microorganismos modificados.

Apesar da producido de glicerol por fermentacdo poder ser realizada por uma série de
microorganismos, incluindo bactérias, algas e fungos, o foco principal sempre foi a producédo de
glicerol por leveduras, devido aos maiores rendimentos e ao menor tempo de fermentacao
apresentado por estas (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002).

Por existir uma grande quantidade de informagbes fisioldgicas, genéticas e bioquimicas
disponiveis a respeito da levedura Saccharomyces cerevisiae, varios estudos de engenharia
metabdlica vém sendo desenvolvidos, com o objetivo de otimizar processos metabdlicos naturais da
S. cerevisiae e também desenvolver novas vias metabdlicas, presentes em outros organismos
(Nevoigt 2008).

Entretanto, o melhoramento ou desenvolvimento de rotas metabdlicas € normalmente
realizado em leveduras de laboratério, faceis de serem manipuladas. Porém, essas linhagens nao
sdo capazes de sobreviver as condicdes estressantes de uma fermentagao industrial, tais como: altas
concentracdes de acgucares e sais, variagcbes de temperaturas, contaminacdo por leveduras
selvagens e bactérias, entre outros. A utilizacdo de linhagens industriais produtoras de etanol,
isoladas da propria usina e capazes de suportar as condi¢cdes adversas da fermentacao, tem grande
potencial de sucesso para a producdo de metabdlitos em escala industrial. Logo, a manipulagcao
genética de leveduras industriais visando a producédo de um glicerol metabdlico parece interessante

para o estabelecimento de um processo fermentativo em larga escala.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Glicerol

O (glicerol, ou propano-1,2,3-triol, € um polidlcool amplamente utilizado nas industrias
quimicas que encontra seus maiores usos na manufatura de produtos farmacéuticos e de higiene
bucal. Além disso, é também usado na manufatura de produtos das industrias alimenticia, de
cosmeéticos, automotiva, téxtil, de tintas, de materiais de limpeza e de tabaco (Zhuge et al. 2001).
Novas aplicacbes estdo sendo desenvolvidas nas industrias alimenticia, de poliuretano,de
estabilizantes de madeira e na producado de pequenas moléculas (dihidroxiacetona e acido hidroxi-
piravico) (Silva, Mack, & Contiero 2009).

Estudos mais recentes tém focado na vantagem de utilizar o glicerol como substrato para
fermentagdes, produzindo diversos compostos, principalmente reduzidos, com maior rendimento do
que os apresentados com a utilizacdo de acucares como substrato. Isso se deve ao maior grau de
reducdo do glicerol, propriedade esta que, para compostos organicos pode ser definida como o
namero de equivalentes de elétrons disponiveis por grama atomo de carbono. Os elétrons
disponiveis séo aqueles que podem ser transferidos para o oxigénio durante a oxidagao do composto
a CO;, H,O ou NHj3, gerando energia (Atkinson & Mavituna 1983). O maior rendimento obtido com a
utilizagdo do glicerol como substrato deve-se a uma menor quantidade e diversidade de subprodutos
produzidos, uma vez que o balango redox é alcancado na via fermentativa principal, sem
necessidade de escoamento para vias secundarias(Yazdani & Gonzalez 2007).

Um exemplo é a conversao de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) pela bactéria Acetobacter
suboxidans. Em fermentagdo submersa, a bactéria produz dihidroxicetona a partir de glicerol com um
rendimento de 0,66 gramas de DHA por grama de glicerol. A dihidroxicetona pode ser,
posteriormente, biotransformada em dihidroxicetona fosfato, que é o substrato essencial para
producao, por algumas aldolases, de varios derivados de acucar opticamente ativos (Wang et al.
2001).

Outro uso potencial do glicerol como substrato € na fermentacdo a acido propidnico pela
bactéria Propionibacteria acidipropionici, atingindo até 42 g/L de acido propidnico, com um
rendimento de 0,52 gramas de acido propiénico por grama de glicerol, utilizando células imobilizadas.
Além do alto rendimento, outra vantagem ¢é a diminuicdo da producdo de acetato em comparagao
com a utilizagdo de glucose como substrato (Silva, Mack, & Contiero 2009).

Também foi reportada a conversdo do glicerol a acido succinico utilizando a bactéria
Anaerobiospirillum succiniciproducens. O estudo demonstrou que o acido succinico pode ser
produzido quase sem formagao de acido acético quando o glicerol é utilizado como fonte de carbono,

o que facilita a purificagéo do acido (Yazdani & Gonzalez 2007).
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Outra possibilidade recente é a fotofermentacio do glicerol a hidrogénio, um possivel futuro
combustivel, realizada pela bactéria Rhodopseudomonas palustris com um rendimento de 75% do
maximo tedrico. (Sabourin-provost & Hallenbeck 2009).

Na Figura 1 é apresentado um esquema dos produtos que podem ser obtidos a partir da
fermentacéo do glicerol com um balango redox mais favoravel, isto €, com maior rendimento e menor

formacéao de subprodutos em relagao a utilizagdo de aglucares como substrato.
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Figura 1. Exemplo de compostos que podem ser obtidos pela fermentacéo do glicerol com maior rendimento e
menor formagéo de subprodutos em comparagao com a fermentagao de agucares.
*Extraido de Yazdani & Gonzalez 2007.

2.2 Producao de glicerol por fermentagao

O glicerol € um metabdlito responsavel por balancear altas pressdes osméticas encontradas
no ambiente pelas células; por apresentar essa importante funcdo é produzido por varios micro-
organismos incluindo bactérias, leveduras, fungos e algas (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002), sendo
encontrado em maior concentracdo em organismos osmofilicos.

A producédo de glicerol por bactérias tem recebido pouca atencédo e apenas alguns estudos
foram reportados. Dentre eles a produgédo de glicerol, a partir de altas concentragdes de glucose,
utiizando Aerobacter aerogenes resultou em 3,2 a 4,8 % de glicerol (Zhang et al. 2002). Outro
estudo, realizado, com Bacillus subtilis alcangou 14, 7 g/L de glicerol, com um rendimento de 0,29
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gramas de glicerol por grama de glucose consumida (Wang et al. 2001). Entretanto, a utilizagdo de
bactérias para producao de glicerol ndo é considerada devido a baixa produtividade, conseqliéncia
dos longos tempos de fermentacgéo, apresentada por esses micro-organismos.

A utilizacdo de algas do género Dunaliella para producdo de glicerol € uma possibilidade
atrativa uma vez que a luz solar e o CO, séo as fontes de energia e carbono, respectivamente, de
facil obtengcédo. Nessas algas, o glicerol € acumulado em resposta a aumentos na concentragdo de
NaCl. Concentragdes extracelulares de glicerol de até 5 g/L foram alcangadas em meio com 4 M de
NaCl. Entretanto, a aplicagéo de algas para produgéo de glicerol ndo recebeu muita atengao até o
momento (Wang et al. 2001).

Os principais estudos para produgdo de glicerol utilizam leveduras como organismos
produtores, devido aos maiores rendimentos e menor tempo de fermentagao. Como o glicerol pode
funcionar como um osmodlito, leveduras osmofilicas sao de interesse para a produgéo de glicerol. A
maioria das espécies com producgao relevante de glicerol pertence aos géneros Candida, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torulaspora (Wang et al. 2001). Uma conversao de glucose
em glicerol de até 40% (0,4 gramas de glicerol por grama de glucose) foi observada utilizando
Candida magnolia, alcangando uma concentragado de 79 g/L de glicerol (Wang et al. 2001). Em 1999,
foi isolada no sudoeste da China, uma nova espécie de levedura osmofilica, Candida glycerinogenes,
capaz de converter 64,5% da glucose em glicerol, chegando a produzir 137 g/L de glicerol em 84
horas (Zhuge et al. 2001). Entretanto, essa linhagem nao se encontra disponivel em nenhuma das
colegdes internacionais.

Apesar da grande quantidade de linhagens de levedura capazes de produzir glicerol, a
maioria dos estudos foi realizada com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Existem trés razdes
principais para o interesse da produgéo de glicerol nesse organismo: (a) o glicerol € um subproduto
predominante do metabolismo fermentativo dessa levedura, (b) o glicerol € um produto final desejavel
no vinho e (c) o glicerol é tipicamente um produto indesejavel na produgao de etanol, pois diminui o

rendimento de glucose em etanol (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002).
2.3 Metabolismo de glicerol em leveduras

O glicerol possui pelo menos dois papéis fundamentais no metabolismo da S. cerevisiae:
funciona como um escape para o excesso de NADH acumulado nas reacdes de anabolismo durante

crescimento anaerdobico e como um osmodlito balanceando altas pressbes osmoticas externas
(Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002).
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2.3.1 Balancgo redox celular

A regulacao do balango redox é, sem duvida, muito eficiente em S. cerevisiae. Um exemplo é
a fermentacao da glucose a etanol, na qual o balango redox final é neutro, pois o NADH gerado pela
oxidacgao glicolitica do gliceraldeido 3-fosfato a 1,3 — difosfoglicerato é reoxidado pela reducdo do
acetaldeido a etanol. Entretanto, NADH em excesso € formado devido a utilizacdo dos intermediarios
glicoliticos como precursores para aminoacidos e pela geragdo de NADH na via de biossintese de
alguns aminoacidos (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002). Além disso, a oxidagédo aerdbica do piruvato,
através de enzimas do ciclo do acido citrico e da piruvato desidrogenase, produz NADH na matriz
mitocondrial. Entretanto, esse NADH pode ser reoxidado na cadeia respiratéoria pela NADH
desidrogenase interna. J& o NADH em excesso no citosol, que ndo pode atravessar a membrana
interna da mitocéndria, pode ser oxidado pela cadeia respiratéria apenas através de duas langadeiras
descritas para S. cerevisiae: o sistema glicerol 3-fosfato desidrogenase FAD-dependente (Gut2p) ou
a langadeira etanol-acetaldeido. Entretanto, esse NADH em excesso no citosol também pode ser
reoxidado por uma NADH dehidrogenase externa, presente em leveduras, sendo seu poder redutor
diretamente utilizado na cadeia respiratdria (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002). Em condi¢des
anaerodbicas, entretanto, o mecanismo principal de balango redox é a oxidagao do NADH acoplada a
reducao da dihidroxicetona fosfato a glicerol-3-fosfato. A Figura 2 apresenta a via fermentativa e as

reacdes mitocondriais de reoxidagdo do NADH.
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Figura 2. Esquema dos metabolismos fermentativo e oxidativo da glucose em S. cerevisiae. (A). Parte inicial da
glicolise: duas reagdes de fosforilagao de acucar. (B). Frutose-1,6-bifosfato aldolase; faz a divisdo da molécula
C6 em duas trioses- fosfato. (C). Triose fosfato isomerase; responsavel pela interconversdo de DHAP e GAP.
(D). Via do glicerol; redu¢do do DHAP a glicerol-3-fosfato pela G3P desidrogenase , seguida pela
desfosforilagao a glicerol pela G3 fosfatase.(E). Parte final da glicdlise, conversao de GAP a piruvato com a
geracao de 1 NADH e 2 ATPs através de uma série de 5 enzimas. (F). Fermentacao alcodlica, descarboxilagao
de piruvato pela piruvato decarboxilase, seguida da reducdo do acetaldeido a etanol pela ADH1. (G). Piruvato
desidrogenase mitocondrial, converte piruvato a acetil-CoA, que entra no ciclo de Krebs. (H). NADH
desidrogenases mitocondriais externas. (). Glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial. Elétrons dessas trés
desidrogenases (H e |) entram na cadeira respiratéria no nivel do complexo Il (Q) (Ubiquinol-Citocromo ¢
Redutase). (J) NADH desidorgenase mitocondrial interna. (K). ATP sintase. (L) Esquema geral da langadeira
NADH. (M) Oxidagéo do formato pela formato desidrogenase.

* Extraido de Geertman et al. 2006.

2.3.2 Osmorregulagcéo

A maioria das células possui mecanismos que mantém a osmolaridade intracelular maior que
a do meio externo. O gradiente osmotico através da membrana, conseqiiéncia da diferenga de
osmolaridades, permite a entrada de agua para promover a expansao celular e o desenolvimento da
pressdao de turgor (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002). Muitos organismos utilizam osmodlitos, ou
solutos organicos, para ajustar sua osmalaridade intracelular, como o glicerol no caso das leveduras
(Wang et al. 2001). A natureza protetora do glicerol parece estar relacionada com o fato de ele
interagir desfavoravelmente com as regides hidrofébicas das proteinas, portanto, favorecendo a

manutencao da conformacgao nativa das proteinas (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002). O aumento do
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acumulo intracelular de glicerol durante stress osmético € devido tanto ao aumento na produgéo do
osmolito quanto a maior retencao do glicerol dentro das células (Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002). O
fluxo de glicerol em S. cerevisiae é controlado pelo gene FPS1, que codifica o canal, Fps1, que
permanece fechado em condigbes hiperosmoticas, conservando o glicerol dentro da célula, e aberto
em condigbes normais, permitindo que o glicerol permeie livremente através da célula (Wang et al.
2001).

A quantidade de glicerol que é naturalmente produzida pela S. cerevisiae em resposta a
anaerobiose ou ao estresse osmotico é relativamente baixa, aproximadamente 0,1 g de glicerol por g
de glucose consumida (Cordier et al. 2007). Nessa levedura, o glicerol é sintetizado em duas etapas,
que consistem na redugdo da dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) pela enzima glicerol 3-fosfato
desidrogenase (GPD1 ou GPD2), dependente de NADH, seguida pela desfosforilagao do glicerol-3-
fosfato pela glicerol 3-fosfatase (GPP1 ou GPP2)(Geertman et al. 2006). Esses genes séao
submetidos a diferentes controles a expressao dos genes GPD1 e GPP2 é aumentada em resposta
ao stress osmotico, enquanto os genes GPD2 e GPP1 sao induzidos em condigbes anaerdébicas.
Baseado em diversas consideracbes e dados genéticos assume-se que o par Gpd1p/Gpp2p é a
maior rota para producao de glicerol em condicées aerdbicas, enquanto o par Gpd2p/Gpp1p tem
papel especifico no balago redox em condigbes anaerdbicas (Cordier et al. 2007). A via metabdlica
completa da fermentacao de S. cerevisiae, juntamente com o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), pode

ser visualizada na Figura 3.
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Figura 3. Glicolise e TCA em S. cerevisiae. 1.GLK-Glucoquinase e HXK-Hexoquinase. 2.PGI-Fosfoglucose
isomerase. 3.PFK-Fosfofrutokinase. 4.ALD-Aldolase. 5.TPI-Triosefosfato isomerase. 6.GPD-Glicerol-3-fosfato
desidrogenase. 7.GPP-Glicerol-3-fosfatase. 8. TDH-Triosefosfato desidrogenase. 9.PGK-Fosfoglicerato quinase.
10.GPM-Fosfoglicerato mutase. 11.ENO-Enolase. 12.PYK-Piruvato kinase. 13.PDC-Piruvato decarboxilase.
14.ADH-Alcool desidrogenase. 15.AIDH-Aldeido desidrogenase. 16.ACS-Acetil-CoA sintetase.
17.Descarboxilagdo do acetolactato formado na sintese da valina. 18.Butanodiol desidrogenase. 19.Glucose-6-
fosfato desidrogenase. 20.Lactonase. 21.6-Fosfo-gluconato desidrogenase. 22.RKI-Ribose-5-fosfato ceto-
isomerase. 23.RPE-Ribulose-5-fosfato epimerase. 24 e 25.TKL-Transcetolase. 26. TAL-Transaldolase. 27.PYC-
Piruvato carboxilase. 28.PDH-Piruvato desidrogenase. 29.CS-Citrato sintase. 30.Aconitase. 31.IDH,IDP1,IDP2-
Isocitrato desidrogenase. 32.0GDH-2-Oxoglutarato desidrogenase. 33.Succinil-CoA sintetase. 34.Succinato
desidrogenase. 35.FRDS-Fumarato redutase. 36.Fumarase. 37.Malato desidrogenase. 38.GDH-Glutamato
dehidrogenase. 39.GS-Glutamina sintetase. 40.PGM-Fosfoglucomutase. 41.PMI-Fosfomanoisomerase.
*Extraido de Taherzadeh, Adler, & Lidén 2002.
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Na ultima década, tém sido realizadas varias tentativas de manipulagdo do metabolismo de
leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, para otimizar a producao de glicerol. As ultimas
estratégias tém sido bem sucedidas, pois conseguiram aumentar a producéo de glicerol de 0,25 g de
glicerol/ g de glucose, obtido pelo método classico de fermentagéo (método do sulfito), para 0,42 g de
glicerol/g de glucose, obtido por uma estratégia de engenharia metabdlica que envolve a delegéo do
gene TPI1 (triose fosfato isomerase) e a remogao da oxidagdo do NADH citosélico pelas langadeiras
mitocondriais de redox (Overkamp et al. 2002).

Em um trabalho mais recente, foi obtido um rendimento de glicerol de 0,46 g de glicerol/g de
glucose através da delecdo dos genes da piruvato descarboxilase, NADH desidrogenase externa e
glicerol-3-fosfato dehidrogenase ligada a cadeia respiratéria (Geertman et al. 2006). Nesse mesmo
trabalho, com a adigao de formato, em cultivo aerdbico, o rendimento subiu para 0,55 g de glicerol/g
de glucose. O formato foi utilizado para que mais NADH estivesse disponivel, aumentando dessa
maneira a producao de glicerol. Em S. cerevisiae, o formato é oxidado a CO, por duas isoenzimas,
FDH1 e FDH2, fornecendo NADH citosdlico (Overkamp et al. 2002).

Cordier et al. 2007, deletaram os genes TPI1 e ADH1 (alcool desidrogenase) e
superexpressaram os genes GPD1 (glicerol-3-fosfato desidrogenase) e ALD3 (aldeido
desidrogenase), resultando em um mutante capaz de produzir 0,46 g de glicerol/g de glucose. Porém,
a superexpressdo do gene ALD3 nao gerou modificagdo no rendimento, indicando que a sua
superexpressdo n&o resultou em uma maior disponibilidade de NADH, que era o objetivo desta
modificagdo genética. Um resumo de alguns outros trabalhos objetivando a superproducao de glicerol

€ apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo de outros estudos objetivando a superproducéo de glicerol em S. cerevisiae.
Linhagem Processo Rendimento | % (Maximo Referéncia
(g/g glucose) | Tedrico)*
Frasco agitado, 5% glucose, 0,34 66,7
) Compagno, Boschi, &
Atpit Frasco agitado, 10% ,
0,36 70,0 Ranzi 1996

glucose, 0,335 % YNB
Batelada, anaerdbica 0,050 9,8

Agpd1
Batelada, aerdbica 0,050 9,8

Nissen et al. 2000

Batelada, anaerdbica 0,037 7,2

Agpd?2
Batelada, aerdbica 0,004 0,8
Continuo, 0,1% etanol 0,29 56,8
Continuo, 0,1% ac. férmico 0,37 72,5

Atpit Compagno et al. 2001
Continuo, 0,18 % etanol 0,32 62,7
Continuo, 0,26 % etanol 0,25 49,0
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Continuo, 0,38 % etanol 0,22 43,1
Continuo, 0,72 % etanol 0,12 23,5
Superexpressdo GPD1 | Frasco agitado 0,14 27,5 Michnick et al. 1997
Superexpressao GPD1 .
9 Frasco agitado 0,22 43,1
(YEpKm™GPDI)
Mutante PDC e Nevoigt & Stahl 1996
superexpressdao GPD1 | Frasco agitado 0,27 52,9
(YEpKm~GPDI)
Remize, Barnavon, &
Superexpressdo GPD1 | Frasco agitado 0,12 23,5
Dequin 2001
Superexpressdo GPD1 | Frasco agitado 0,19 37,2
Atpi e superexpressdo | Frasco agitado 0,36 70,6
GPD1
Aadh1 Frasco agitado 0,19 37,2
Superexpressdo GPD1 | Frasco agitado 0,19 37,2
e ALD3
Atpi1 e superexpressdo | Frasco agitado 0,42 82,4
GPD1e ALD3
: Cordier et al. 2007
Aadh1 e superexpresséo | Frasco agitado 0,46 90,2
GPD1e ALD3
Aadh1, Atpi, Frasco agitado 0,46 90,2
superexpressao GPD1 e
ALD3
Aadh1, Atpit, Frasco agitado 0,46 90,2
superexpressao GPD1,
ALD3 e FPS1
Frasco agitado com adicéo )
] Compagno, Boschi, &
Atpi1 de glucose depois de 28 e 0,44 86,3
Ranzi 1998
48 horas
Atpi1, Ande1, Ande2 e | Batelada, aerada 0,50 98,0 (Overkamp et al. 2002)
Agut2
Frasco agitado 0,26 51,0 Drewke, Thielen, &
Aadh1

Ciriacy 1990

* Rendimento maximo tedrico de glicerol a partir de glucose: 0,51 g glicerol/g glicose.
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2.4 Engenharia metabdlica

O objetivo da engenharia metabdlica é a modificacido direcionada dos fluxos metabdlicos para
aumentar a producdo de um metabdlito natural do organismo, desenvolver a capacidade do
organismo de utilizar substratos atipicos ou sintetizar metabdlitos ndo produzidos naturalmente pelo
organismo (Nevoigt 2008). A engenharia metabdlica, introduzida por Bailey em 1991, visa o
melhoramento das atividades celulares pela manipulagcao das fungbes enzimaticas, de transporte e
regulatérias da célula com o uso da tecnologia do DNA recombinante (Bailey 1991).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, devido a sua importancia na biotecnologia tradicional,
tem sido o foco de diversos estudos genéticos, fisioldégicos e bioquimicos ao longo do tempo. Além
disso, por ser de facil manipulagdo e possuir atributos tais como facilidade de transformacao e
recombinagdo homaloga foi escolhida como organismo modelo para estudos genéticos. Devido a sua
importancia no meio cientifico foi o primeiro organismo eucarioto a ter o genoma completamente
seqlienciado e hoje possui inumeros bancos de dados com informagdes sobre genes, ORFs,
microarranjos, interagdes protéicas, entre outros. Tais informagdes detalhadas permitiram a aplicagao
da engenharia metabdlica para modificagbes nesse organismo.

Devido a capacidade de fermentar acuUcares para produzir etanol com alta produtividade e
crescer anaerobicamente, os estudos tém sido focados na capacidade da levedura Saccharomyces
cerevisiae de gerar importantes produtos industriais, tais como glicerol, propanodiol, acidos orgénicos
esterdis e isoprenodides (Nevoigt 2008).

A engenharia metabdlica tem tido um papel fundamental no melhoramento e desenvolvimento
de linhagens de S. cerevisiae capazes de produzir os compostos mencionados acima. Em contraste
com os métodos classicos de melhoramento genético de linhagens como selecdo, mutagénese,
cruzamento e hibridizagao, a engenharia metabdlica confere duas grandes vantagens: a modificagdo
direta de linhagens sem oi acumulo de mutagées desfavoraveis e a introdugdo de genes de outros
organismos com novas caracteristicas (Nevoigt 2008).

O desenvolvimento da engenharia metabdlica tem influenciado fortemente o melhoramento de
linhagens de levedura nos ultimos anos e tem aumentado o potencial para o uso da S. cerevisiae

como organismo ideal em processos produtivos industriais.

2.5 Leveduras industriais

O processo de produgéo de etanol no Brasil é realizado em reatores abertos, com reciclo de

até 90% das células durante toda a safra (200-250 dias), resultando em uma alta densidade celular, o
que contribui para um pequeno tempo de fermentacdo (Basso et al. 2008). Tradicionalmente o
inéculo inicial da fermentagéo alcodlica era realizado com a linhagem de Saccharomyces cerevisiae
utilizada na fermentagdo de pao. Entretanto, recentemente foi observado que a fermentacdo é
23



efetivamente realizada por linhagens selvagens, diferentes das linhagens inoculadas no inicio do
processo (Wheals et al. 1999, Silva-Filho et al. 2005).

Em um estudo realizado Basso et al. 2008 foram isoladas leveduras que apresentavam
propriedades fermentativas desejaveis dentre as leveduras selvagens contaminantes com alta
capacidade de adaptagdo. Como resultado, atualmente estdo disponiveis comercialmente linhagens
que associam caracteristicas de importancia industrial, como elevado rendimento fermentativo, alta
viabilidade durante o processo de reaproveitamento celular e baixa producdo de espuma, com uma
excelente capacidade de competir com as leveduras invasoras e dominar a populagdo microbiologica
das dornas de fermentagéo. Dentre esse grupo, destacam-se as linhagens PE-2, CAT-1, e BG-1, que
estdo entre as mais utilizadas pelas usinas de etanol brasileiras (Basso et al. 2008, Wheals et al.
1999)

Essas linhagens selvagens sao capazes de crescer rapidamente e dominar a fermentagao,
inibindo o crescimento da linhagem inoculada. Isso se deve a alta capacidade de adaptacao das
linhagens industriais nas condi¢des estressantes impostas pela fermentacgao industrial tais como: alta
concentracao de etanol, altas temperaturas, estresse osmoético devido a agucares e sais, acidez,
presenca de sulfito e contaminacgao bacteriana (Basso et al. 2008).

Dentro desse grupo de leveduras selvagens isoladas do préprio processo, um dos exemplos
de maior sucesso é a linhagem PE-2 (Basso et al. 2008), utilizada por aproximadamente 30% das
usinas brasileiras, o que representa uma parcela de cerca de 10% na produgdo mundial de etanol
(Argueso et al. 2009).

O processo da produgéao de alcool pela levedura industrial é simples e gera altos rendimentos,
chegando a atingir até 92% do rendimento maximo tedrico de glucose em etanol, que é de 0,51
gramas de etanol por grama de glucose consumida (Basso et al. 2008), tornando atraente repetir
esse desempenho na producdo de outro compostos. Portanto, o desafio atual é a substituicao da
evolucdo natural das caracteristicas desejaveis dessas leveduras por uma engenharia metabdlica
gue promova a producio de compostos que ndo sédo naturalmente produzidos.

Por essa razdo, o dominio da manipulagdo genética das linhagens selvagens torna-se
interessante, uma vez que o uso das linhagens laboratoriais, apesar de serem de facil manipulagao,
resulta na substituicdo desses organismos por linhagens industriais selvagens quando realizadas
fermentagdes industriais.

As linhagens de laboratério de S. cerevisiae sdao hapldides estaveis, normalmente exibem
uma boa capacidade de cruzamento, sao facilmente transformaveis e contém marcadores de selegcao
(auxotrdéficos). Em comparacgao, tais caracteristicas geralmente nao estdo presentes em linhagens
industriais, tornando-as mais dificeis de serem manipuladas (Walker et al. 2003). Porém, avangos na
domesticagao da levedura industrial PE-2 vem sendo realizados. Desde o inicio de 2008 nosso

grupo de pesquisa vem dando passos para desvendar as caracteristicas genéticas e moleculares da
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linhagem PE-2 com o objetivo final de desenvolver estratégias de manipulacdo e domesticagao
(Argueso et al. 2009).

Como os estoques da linhagem PE-2 disponiveis comercialmente sdo constituidos por uma
populacdo mista de células com perfis cariotipicos muito similares, foi necessario purifica-la através
da obtencédo de colbnias isoladas. Foi entdo selecionada uma unica col6nia isolada que apresentava
um perfil cariotipico representativo da média da populagao original (Argueso et al. 2009). Esse novo
isolado, denominado JAY270, é indistinguivel da cultura original da linhagem PE-2 em testes
fenotipicos (Argueso et al. 2009).

Foi realizada uma caracterizagdo genética molecular detalhada do isolado JAY270, que incluiu
a analise estrutural de seus cromossomos e o sequenciamento completo do genoma de duas
linhagens hapldides irmas derivadas do mesmo isolado (JAY291 e JAY292) (Argueso et al. 2009). Os
resultados obtidos demonstraram que JAY270 é uma linhagem diploide naturalmente heterotalica que
apresenta um genoma altamente heterozigoto, com alta frequéncia de polimorfismos estruturais e de
nucleotideos (Argueso et al. 2009).

Apesar do nivel elevado de variacdo estrutural, a linhagem JAY270 apresenta uma alta
eficiéncia de esporulagéo e uma alta frequéncia de esporos viaveis (~93%) (Argueso et al. 2009).

A frequéncia elevada de polimorfismos estruturais e de nucleotideos demonstra que existe um
nivel muito alto de diversidade genética em JAY270. Os niveis elevados de heterozigose no genoma
sdo frequentemente associados com o crescimento robusto e a alta produtividade de plantas e

animais hibridos (Argueso et al. 2009).

2.6 Estratégia de Clonagem

Ao longo dos anos varias técnicas de modificacdo genética vém sendo desenvolvidas,
entretanto a maioria se baseia no uso de marcadores dominantes. Tais técnicas tém como principal
desvantagem a inser¢ao de seqUéncias externas, como as de resisténcia a antibidticos, criando
organismos transgénicos. Uma alternativa a esse problema é a abordagem do delitto perfetto,
desenvolvida para a levedura Saccharomyces cerevisiae (Storici, Lewis, & Resnick 2001). A
estratégia € assim chamada pois o marcador utilizado para guiar a delecéo (vetor pCORE) pode ser
removido apds cada modificacdo, podendo entdo ser re-utilizado nas modificagdes subsequentes.
Esse método para mutagénese in vivo fornece selegdo direta para quase qualquer modificacao
cromossdmica. A mutagénese é alcangada em duas etapas de recombinagdo homéloga. O primeiro
passo envolve a integragdo de um cassete (CORE) com um gene reporter (gene de resisténcia) e um
gene co-selecionavel (marcador auxotréfico) com bordas de homologia que é integrado no l6cus
desejado do genoma utilizando procedimentos normais de integracao. A segunda etapa é alcangada
pela transformagédo com os oligonucleotideos (IROs — Integrative Recombinant Oligonucleotides)
apropriados de maneira que o cassete CORE seja retirado do genoma, permitindo que seja re-
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utilizado nas modificacdes subseqlentes (Storici & Resnick 2006). A Figura 4 exemplifica os

processos de delecdo e mutacao de genes através da estratégia do delitto perfetto.

STEP 1:
INSERT CORE

STEP 2: — o —+§
ADD IROs P Lo
PRECISE DELETION T SPECIFIC MUTATION

Figura 4. O sistema delitto perfetto. No passo 1, o cassete CORE ¢é inserido no /écus escolhido para ser
deletado ou préximo a um sitio no qual uma mudancgas seja desejada. No passo 2, a transformagéo das células
com os IROs leva a excisdo do cassete CORE, ndo deixando nenhuma marca de selegdo no genoma.

*Extraido de Storci, 2001.

Existem vario tipos de vetor pCore; o utilizado nesse trabalho possui 0 gene de resisténcia a
geneticina, KanMX4, e o gene URA3 de Kluveromyces lactis, capaz de retornar a prototrofia . Sendo
assim a delecéo deve ser realizada numa linhagem mutante Aura3, para que possam ser realizadas
as duas seleg¢des, uma que detecta a presencga do cassete de delegdo e uma que detecta a remogao
do mesmo. O acido 5-fluoro orético (5-FOA) é um analogo do precursor da uracila, que quando
metabolizado pela enzima codificada pelo gene URAS3, orotina-5’'monofosfato dicarboxilase, gera a 5-
fluorodeoxiuridina, um composto toxico para as células de levedura. Os mutantes Aura3 nao sao
capazes de crescer em meio sem uracila, entretanto, s&o capazes de crescer na presenca do
composto acido 5-fluoro orético, sendo que esta mutagdo é considerada um marcador tanto
auxotrofico (a linhagem é incapaz de crescer sem suplementacdo do meio com uracila) quanto
dominante (a linhagem é resistente ao 5-FOA) (Boeke, Lacroute, & Fink 1984). Assim, um mutante
auxotrofico para URA3 (resistente a 5-FOA) que for transformado com este cassete ira a se tornar
susceptivel a 5-FOA e resistente a geneticina, podendo ser selecionado em meio com geneticina.
Apos a retirada deste cassete, o transformante sera susceptivel a geneticina e voltara a ser resistente
a 5-FOA, podendo ser selecionado em 5-FOA. Desta maneira é possivel realizar modificagdes de

maneira sequencial usando este sistema em qualquer linhagem de levedura mutante Aura3.
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3. Objetivos

Este projeto visa o desvio de uma rota metabdlica da levedura Saccharomyces cerevisiae
para produgao de glicerol a partir da fermentagdo de agucares por linhagens industriais. O objetivo
principal desse trabalho € a superprodugao de glicerol na levedura industrial PE-2 (JAY270) através
do desvio do fluxo metabdlico do etanol para o glicerol. Para isso, serdo realizadas trés modificagdes
no metabolismo: delegdo do gene ADH1 (alcool desidrogenase 1 NAD'-dependente), delegdo do
gene TPI1 (triose fosfato isomerase), e superexpressdao do gene GPD1 (glicerol 3-fosfato
desidrogenase). Além disso, também sera analisada a complementagao do gene ADH1 em linhagens
Aadh1 com o intuito de verificar a capacidade de recuperagdo das caracteristicas da linhagem
selvagem.

Os objetivos especificos sao:

1) Construgao dos cassetes de delecao dos genes ADH1 e TPI1

2) Construgao do plasmideo para superexpressao do gene GPD1.

3) Construgao do plasmideo para complementacédo do gene ADH1.

4) Obtencao dos mutantes.

5) Testes fermentativos para verificacao do perfil de produgdo de metabdlitos das linhagens

obtidas.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Meios de cultura

LB: meio para crescimento das bactérias: E. coli. Composicéo: 1% de triptona, 1% de extrato
de levedura, 0,5% de NaCl e 1,5% de agar, se necessario. Para a selegdo da transformagéo com
plasmideos foram adicionados ao meio 100 pg/mL de ampicilina, 30 pg/mL de kanamicina e/ou 80
Mg/mL de X-gal, quando necessario (apds autoclavagem).

YEPD: meio de cultura padréo utilizado para o crescimento das linhagens de S. cerevisiae.
Composicao: 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glucose e 2% &agar, se necessario. Para a
selecdo dos transformantes integrativos o meio foi complementado com o antibidtico geneticina,
G418, (Hyclone) a uma concentragdo de 200 pg/mL ou higromicina (Invitrogen) 300 ug/mL, apds
autoclavagem.

YNB: meio sintético utilizado para crescimento de S. cerevisiae Composi¢ao: 0,67% YNB sem
aminoacidos da Difco (2 mg de biotina, 0,4 g de pantotenato de calcio, 2 mg de acido fdlico, 2 g de
inositol, 0,4 g de niacina, 0,2 g de acido p-aminobenzéico, 0,4 g de piridoxina, 0,2 g de riboflavina, 0,4
g de tiamina, 0,5 g de acido bdrico, 40 mg de sulfato de cobre, 0,1 g de iodeto de potassio, 0,2 g de
cloreto de ferro, 0,4 g de sulfato de manganés, 0,2 g de molibdato de sddio, 0,4 g de sulfato de zinco,
1 g de fosfato monobasico de potassio, 0,5 g de sulfato de magnésio, 0,1 g de cloreto de sddio e 0,1
g de cloreto de caélcio), 3% de glucose, 1% da solugdo dropout de aminoacidos (0,5 g de adenina,
0,24 g de L-arginina, 1,2 g de L-acido aspartico, 1,2 g de L-acido glutamico, 0,36 g de L-lisina, 0,24 g
de L-metionina, 0,6 g de L-fenilalanina, 4,5 g de L-serina, 2,4 g de L-treonina, 0,18 g de L-tirosina e
1,8 g de L-valina) e 3% de agar, se necessario. Triptofano, histidina e leucina, além da uracila, sdo
preparados a parte em uma solucdo estoque e sido adicionados ao meio. Para selecdo de células
com o gene URA3 funcional, uracila ndo é adicionada ao meio. Para selecdo de mutantes com o
gene URAS3 deletado acrescenta-se uracila e 0,1% de 5-FOA (acido 5- Fluoro-orético) ao meio.

YEPE: meio utilizado para crescimento de leveduras incapazes de crescer em glucose como
Unica fonte de carbono, como por exemplo, linhagens com o gene TPI1 deletado. A principal fonte de
carbono é o etanol. Composicao: 0,1% de dextrose, 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% etanol
(adicionado apds autoclavagem) e 2% de agar, se necessario. Para a selegdo dos transformantes
integrativos o meio foi complementado com o antibiético geneticina, G418, (Hyclone) a uma
concentracao de 200 ug/mL ou higromicina (Invitrogen) 300 pg/mL, apds autoclavagem.

Meio de esporulagao: meio deficiente em nitrogénio utilizado para induzir a esporulagdo de
leveduras dipléides. Possui como fonte de carbono o acetato, que promove altos niveis de respiracao
celular, induzindo a esporulagdo. Composicédo: 1% de acetato de potassio, 0,1% de extrato de

levedura, 0,05% de dextrose e 2% de agar.
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Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121 °C por 20 minutos em autoclave
Eletrolab vertical, modelo 503/3.

4.2 Linhagens

A linhagem de E. coli utilizada para a construgéo e propagagao dos plasmideos foi a DH10B.

As modificagbes genéticas foram realizadas em linhagens de laboratério e industriais da
levedura Saccharomyces cerevisiae. As linhagens de laboratério utilizadas, derivadas da linhagem
modelo S288c, foram FY23 (MATa, ura3-52, trpA63, leu2A1) e FY86 (MATea, ura3-52, his3A200,
leu2A1).

As linhagens industriais utilizadas sao derivadas da linhagem PE-2, isolada de usinas de
alcool (Basso, 2008). Uma coldnia pura da PE-2 foi isolada e denominada JAY270 (Argueso, 2009).
O estudo genético dessa linhagem teve inicio com o isolado diploide JAY270, que, por ser um
organismo selvagem, ndo possui as mutagdes auxotroficas utilizadas para modificagbes genéticas
em leveduras. Dessa maneira, em um trabalho prévio desenvolvido pelo aluno de mestrado Felipe
Galzerani, foram deletadas ambas as cépias do gene URAS3 do isolado diploide JAY270, conferindo
entdo, um descendente da linhagem industrial PE-2 com marca auxotréfica, denominado FGY050.
Durante a construgao da linhagem FGY050 foram realizadas duas esporulagdes, em diferentes
passos, que deram origem as linhagens hapldides e com o gene URAS3 deletado FGY031 (MATa) e
FGY042 (MATa) que foram utilizadas nesse trabalho.

Todas as linhagens foram mantidas armazenadas a -80°C em solugéo de 20% de glicerol.

4.3 Plasmideos

PCORE: possui 0 gene de resisténcia a geneticina (KanMX4), e o gene URA3 de Kluyveromyces
lactis (Storici & Resnick 2006). Foi utilizado para construgéo de cassetes integrativos para delegao de
genes.

pPAG32: possui 0 gene de resisténcia a higromicina B (hph) de Klebsiella pneumoniae . Foi utilizado
para a amplificagdo do gene hph para construgéo dos cassetes.

pFA6aKanMX4: possui o gene de resisténcia a geneticina (KanMX4). Foi utilizado para a
amplificagdo do gene KanMX4 para construgdo dos cassetes.

YEp 352: vetor epissomal capaz de replicar autonomamente em leveduras pois possui a origem de
replicagéo do plasmideo 2 ym. Possui também o gene URA3 (marca de selegdo para levedura) e o
gene de resisténcia a ampicilina (marca de selegao para bactéria). Foi utilizado para constru¢cao dos
plasmideos de superexpressao dos genes ADH1 e GPD1.

pGEM T- Easy: vetor comercial linearizado contendo o gene de resisténcia a ampicilina e sitio de

clonagem dentro do gene lacZ. A presenca de timinas em ambas as bordas do plasmideo facilita a
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clonagem de produtos de PCR que tiveram adicdo de uma adenina na regido 3. Foi utilizado na

construcao dos plasmideos de superexpressao dos genes ADH1 e GPD1.

4.4 PCR de colonia de bactérias

Uma vez obtidas col6nias isoladas de bactérias, aproximadamente uma ponta de palito de
cada colbnia foi misturado com 10 yL de agua destilada estéril em tubos de PCR. O conteudo dos
tubos foi aquecido a 94°C durante 6 minutos e logo em seguida resfriado a -20°C por 10 minutos.
Essa variagcdo brusca na temperatura tem como objetivo liberar o conteudo celular e,
consequentemente, o DNA das amostras. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm
por 3 minutos (Centrifuga 5810R Eppendorf) e 2 yL dos sobrenadantes obtidos foram utilizados para
as reacgdes de PCR.

Cada PCR continha 2 pL da suspensdo contendo o DNA, 1 uL de tampao de PCR 10x
(Invitrogen), 0,6 yL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,2 UL de solugdo de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 0,6
ML dos primers forward e reverse a 5 pmol/uL, 0,2 yL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e 4,8 uL
de agua Milli-Q estéril.

Os PCRs foram realizados no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com os
seguintes parametros: 12 etapa - 94°C por 7 min, 22 etapa - 35 ciclos a 94°C por 50 s, temperatura de
hibridizagédo dos primers por 50 s e 72°C por 1 minuto para cada Kb que se deseja amplificar, 32
etapa - 72°C por 5 min.

Os produtos finais de cada PCR foram aplicados em géis de agarose (LGC Biotecnologia) a
1% contendo brometo de etidio. Cada corrida foi realizada em tamp&o TAE 1x (Tris-acetato 40 Mm e
Na,EDTA-2H,0 2 mM, pH 8,5) utilizando-se a fonte PowerPac 3000 (BioRad). Posteriormente os géis
foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em fotodocumentado Image Master VDS
(Pharmacia Biotech). Essa técnica foi utilizada para visualizagdo de todas as reagdes de PCR

realizadas neste trabalho.

4.5 Preparo de bactérias eletrocompetentes

O preparo de células de bactéria eletrocompetentes foi realizado de acordo com o protocolo
“High-Efficiency Transformation by Electroporation” descrito em Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel et al. 2003).

4.6 Transformacao de bactérias eletrocompetentes

A transformacao foi realizada através da eletroporagao em eletroporador E. coli Pulser (Bio-
Rad). Foram adicionados entre 1 e 5 uL do plasmideo a 40 uL de células eletrocompetentes retiradas

do feezer -80 °C e descongeladas no gelo. O DNA e as células foram transferidos para uma cubeta
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de eletroporacao de 0,2 cm (Bio-Rad) previamente resfriada. A cubeta foi levada ao eletroporador e
um pulso de 2,5 kV. A cubeta foi retirada imediatamente do eletroporador e adicionou-se 1 mL de
meio LB liquido ao interior da mesma, para a recuperagdo das células. O meio LB contendo as
células foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5 mL e incubado a 37 °C por 1 hora. Aliquotas de
50, 100 ou 200 uL do meio contendo células foram plaqueadas em meio sélido seletivo adequado e

as placas foram incubadas a 37 °C overnight.

4.7 Extracao de plasmideo de bactérias em mini escala por lise alcalina — Miniprep

Cada colbnia de bactéria foi inoculada em tubo de ensaio autoclavado contendo 3 mL de meio
LB e o antibidtico adequado. Os tubos foram incubados em shaker Innova 4230 (New Brunswick) a
37 °C e 250 rpm overnight. Foram transferidos 1,5 mL das culturas crescidas para tubos eppendorf de
1,5 mL para que fossem centrifugados a 13000 rpm por 5 minutos para peletar as células. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 100 uL da solugdo 1 (EDTA 10 mM pH
8, TrisHCI 25 mM pH 8 e 10 ug de RNAse) gelada, os tubos foram incubados a 37 °C por 15 minutos
para a acao da RNAse. Foram entdo adicionados 200 pL da solucdo 2 (NaOH 0,2 M e SDS 1%)
preparada no dia e os tubos foram homogeneizados por inversao. Em seguida foram adicionados 150
ML da solugédo 3 (Acetato de potassio 3 M e acido acético glacial 11,5%) gelada e os tubos foram
mantidos no gelo por 10 a 30 minutos. Foram entao centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado, os
tubos foram misturados por inversdao e centrifugados novamente nas mesmas condigbes. O
sobrenadante foi descartado, o pellet formado foi lavado com etanol 70% gelado e apds a
evaporagao completa do etanol, foi ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q estéril. Para a realizagao

das reagdes de PCR, a solugao contendo o plasmideo extraido foi diluida em uma proporgao de 1:10.

4.8 Construcao de cassetes

Foram delineadas duas estratégias diferentes para a modificagcdo genética da linhagem
(delecao dos genes ADH1 e TPI1 e superexpressao do gene GPD1). A primeira consiste na utilizagao
da metodologia do delitto perfetto, que nao deixa marca de selegao, entretanto trabalha com
pequenas regides de homologia entre o cassete e o genoma. A segunda estratégia utiliza cassetes
com longas regides de homologia ao genoma e foi desenhada em vista da possivel dificuldade de
obter mutantes locus-especificos usando regides curtas de homologia. Tendo em vista essas
diferentes abordagens, para cada locus a ser deletado (ADH1 e TPI1) foram construidos dois
conjuntos diferentes de cassetes: cassetes construidos a partir do vetor pCORE e cassetes de
resisténcia a geneticina ou higromicina flanqueados com regiées de homologia (~200 pb) aos /oci de

interesse. Para a superexpressao do gene GPD1 construiu-se um plasmideo.
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O primeiro passo para a realizagao de ambas as estratégias consistiu na analise de sequéncia
do vetor pCORE, das resisténcias a higromicina e a geneticina e na analise das sequéncias dos
genes URA3, ADH1, TPI1 e GPD1 na linhagem industrial PE-2 de Saccharomyces cerevisiae. Com
base nessa analise foram definidos todos os oligonucleotideos a serem sintetizados para a realizagao
do experimento. O programa usado para selecionar os oligonucleotideos mais apropriados foi
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), disponivel on-line de maneira gratuita. Todos os oligonucleotideos
desenhados foram sintetizados pela IDT-Prodimol. Depois de construidos os cassetes foram
dialisados em Membrana Filtrante MF (Millipore) 0,025 um para retirar o excesso de sal, que pode
atrapalhar na eletroporagéo. Caso a amplificagéo nao tenha sido especifica, o fragmento de interesse
foi purificado com kit Purelink Quick Gel Extraction (Invitrogen).

A verificagdo da construgédo correta de cada cassete foi feita por analise de restricdo. Cada
reacdo continha 3 yL do cassete, 1 yL do tampéo de reagdo 10X adequado para as enzimas, 0,2 uL
de cada enzima apropriada e 5,6 pL de dgua Milli-Q estéril. As reac¢des foram incubadas overnight ou
por 3 horas na temperatura adequada. Os produtos finais de cada reacdo de restricdo foram
aplicados em géis de agarose (LGC Biotecnologia) a 1% contendo brometo de etidio. Cada corrida foi
realizada em tampao TAE 1x (Tris-acetato 40 Mm e Na,EDTA-2H,O 2 mM, pH 8,5) utilizando-se a
fonte PowerPac 3000 (BioRad). Posteriormente os géis foram visualizados e fotografados sob luz

ultravioleta em fotodocumentado Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

4.8.1 Cassetes construidos a partir do pCORE

Os oligonucleotideos sintetizados para esta estratégia sao quiméricos, sendo que possuem
uma regiao de alinhamento para amplificagdo do vetor pCORE na extremidade 5’, enquanto que na
extremidade 3’ tém uma regido de 43 nucleotideos idéntica as bordas do gene alvo, as quais guiam a
recombinagdo homodloga. Além destes oligonucleotideos quiméricos, foram sintetizados os
Oligonucleotideos Integrativos para Recombinagdo (IROs) necessarios para guiar a recombinagao
homéloga que ira retirar o cassete pCORE(Storici & Resnick 2006). Os IROs devem ter
aproximadamente 140 bp, mas como o servigo terceirizado de sintese de oligos é custoso e menos
eficiente para oligos maiores a 100 bp, foram desenhados dois oligos de 80 bp com 20 bp de
sobreposicdo na extremidade 3’, de forma que o uso de ambos simultaneamente como moldes e
primers em uma PCR permita criar os IROs de 140 bp. A sequéncia dos oligonucleotideos

sintetizados pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2. Seqliéncia dos primers para construgao dos cassetes utilizando pCORE.

Nome Sequéncia
pCORE-dADH1-F TGTTCCAGAGCTGATGAGGGGTATCTCGAAGCACACGAAACTTTTC
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CTACCATTAAGTTGAT

pCORE-dADH1-R TAACTTATTTAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATTCGCTCGAG
CTCGTTTTCGACACTGG

ADH1-IRO-F GCGCTCTTTTCCGATTTTTTTCTAAACCGTGGAATATTTCGGATATC
CTTTTGTTTCCGGGTGTACAATGCCTGCAA

ADH1-IRO-R AGATTCATCAACTCATTGCTGGAGTTAGCATATCTACAATTGGGTGA
AATGGGGAGCGATTTGCAGGCATTGTACACCCG

pCORE-dTPI-F TGCTTAAATCTATAACTACAAAAAACACATACATAAACTAAAATTCCT
TACCATTAAGTTGATC

pCORE-dTPI-R TATAAAGAAAAGAAGATAATATTTTTATATAATTATATTAATCTCGAG
CTCGTTTTCGACACGG

TPI-IRO-F TCTATTGATGTTACACCTGGACACCCCTTTTCTGGCATCCAGTTTTT
AATCTTCAGTGGCATGTGAGATTAGAAAAGCAT

TPI-IRO-R TTACAAGGATTTAGAGACAAAGTAATATTCTTCGTTGATATAGAGGT

GTTCAATTGTTAAATGCTTTTCTAATCTCACAT

Os oligonucleotideos quiméricos foram utilizados para amplificagdo por PCR da regido do
vetor pCORE contendo o gene URA3 de Kluyveromyces lactis € o gene de resisténcia a geneticina,
KanMX4. Foi preparada uma reagao de amplificagdo padrao com os seguintes componentes: 7 uL do
vetor pCORE diluido 1:10, 7 yL do primer forward a uma concentragcdo de 5 pmol/uL, 7 uL do primer
reverse a uma concentragao de 5 pmol/uL, 3,5 yL de dNTPs a 10 mM, 20 uL do tampao de reacgdo
5X contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio (Clontech), 1 yL de Tag Advantage HD (Clontech) e
54,5 pyL de agua Milli-Q estéril. A reagdo ocorreu em termociclador Thermal Cycler (Applied
Biosystems) com o seguinte programa: 5 min a 94 °C para desnaturagdo inicial do DNA e do
anticorpo policlonal presente no sitio ativo da Taq Advantage HD (Clontech) seguido de 30 ciclos de
50 s a 94 °C, 20 s na temperatura de hibridizagdo dos primers e 3 minutos a 68 °C. A ciclagem foi
seguida de um passo de extensao final por 7 minutos a 68 °C.

Para construgdo dos IROs foi preparada uma reacdo com 2 uL do primer forward a uma
concentracao de 100 pmol/uL, 2 yuL do primer reverse a uma concentragdo de 2 pmol/uL, 5 yL do
tampéao de PCR 10X (Invitrogen), 2,5 yL de MgCl, a 50 mM (Invitrogen), 1 yL de DNTPs 10 mM, 0,8
ML de Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e 36,7 L de agua Milli-Q estéril.

A reacéo foi realizada em termociclador Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o seguinte

programa: 1 min a 94 °C, 1 mina 55°C e 5min a 72 °C.

4.8.2 Cassetes com regibes longas de homologia

Para delecdao do gene ADH1 foi construido um cassete (ADH1-HYG) com o gene de
resisténcia a higromicina e regides de homologia de aproximadamente 200 pb upstream e
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downstream ao gene ADH1. O cassete para a delegdo do gene TPI1 (TPI1-KAN) foi construido com o
gene de resisténcia a geneticina além das regidoes de homologia up e downstream ao gene TPI1.
Ambos os cassetes foram construido usando a técnica Double-joint PCR, que elimina passos
sucessivos d e clonagem, de acordo com (Yu et al. 2004). Nessa técnica sao realizados trés rounds
de PCR. No primeiro round sao amplificados, separadamente, o gene de resisténcia, a regidao de
homologia upstream e a regiao de homologia downstream, com seus respectivos primers. O primer
reverse da regido upstream e o primer forward da regiao downstream sao sintetizados com uma
cauda de cerca de 25 pb de homologia a regiao 5’e 3’, respectivamente, do gene de resisténcia. O
segundo round é uma reagao de amplificagdo sem primers. Os trés fragmentos amplificados no
primeiro round sdo misturados em uma PCR e as regibes de homologia agem como primers,
estendendo os fragmentos. No terceiro round utiliza-se a reagéo do segundo round como DNA molde
e realiza-se uma PCR normal com os primers Nested, capazes de amplificar todo o cassete. A

sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados pode ser visualizada na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para construgdo dos cassetes com regides longas de homologia.

Nome Sequéncia (5’ - 3)

HygSC-F GCGCCAGATCTGTTTAGCTT

HygSC-R CAGCAGTATAGCGACCAGCA
Kan-F CGTTAGAACGCGGCTACAAT
Kan-R GCCGATTCATTAATGCAGGT

5_ADH1-F TCTCACCATATCCGCAATGA

5_ADH1-R-HYG ACAAGGCAAGCTAAACAGATCTGGCGCAGGAACGAGAACAATGACG
3_ADH1-F-HYG ATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGATCAAGTTGTCGGCTTGTC
3_ADH1-R CCGGTAGAGGTGTGGTCAAT

5_ADH1-Nest-F CACCATATCCGCAATGACAA

3_ADH1-Nest-R GTGGTCAATAAGAGCGACCTC

5_TPI-F CCATCAGGTTGGTGGAAGAT

5_TPI1-R-KAN TGTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGGCGTAACAAACCACCTGTCA
3_TPI-F-KAN CAGGTTAACCTGCATTAATGAATCGGCGGCTGATGTCGATGGTTTCT
3_TPIM-R CACGAAATTTAAGTGGCTCAGA

5_TPI1-Nest-F CAGGTTGGTGGAAGATTACCC

3_TPI1-Nest-R TTAAGTGGCTCAGAATGAAAAAG

Cada um dos trés rounds utilizado na construgcao dos cassetes possui diferencas nas reacgoes
e ciclos:

1° round - gene de resisténcia - 4 L de plasmideo diluido 1:10, 3 uL do primer forward a uma
concentracao de 5 pmol/pL, 3 uL do primer reverse a uma concentragao de 5 pmol/uL, 1,8 pL de
dNTPs a 10 mM, 10 uL do tampao de reagcao 5X contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio
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(Clontech), 0,5 yL de Taq Advantage HD (Clontech) e 27,7 uL de agua Milli-Q estéril. A reacao
ocorreu em termociclador Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 5 min a 94
°C, seguido de 30 ciclos de 50 s a 94 °C, 20 s na temperatura de hibridizacdo dos primers e 2
minutos a 68 °C. A ciclagem foi seguida de um passo de extenséo final por 7 minutos a 68 °C.

1° round - regides de homologia - 4 yL de DNA da linhagem PE-2 diluido 1:10, 3 pyL do primer
forward a uma concentragao de 5 pmol/uL, 3 uL do primer reverse a uma concentragdo de 5 pmol/pL,
1,8 yL de dNTPs a 10 mM, 10 pL do tampao de reagéo 5X contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio
(Clontech), 0,5 yL de Taqg Advantage HD (Clontech) e 27,7 puL de agua Milli-Q estéril. O programa
utilizado foi: 7 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 50 s a 94 °C, 20 s na temperatura de hibridizagao
dos primers e 30 s a 68 °C. A ciclagem foi seguida de um passo de extensao final por 5 minutos a 68
°C.

2° round - 2 pL de DNA da regido de homologia 5, 2 uL de DNA da regidao de homologia 3’, 6
ML de DNA do gene de resisténcia, 1,6 yL de dNTPs a 10 mM, 10 uL do tampé&o de reacao 5X
contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio (Clontech), 0,5 uL de Taq Advantage HD (Clontech) e 27,9
uL de agua Milli-Q estéril. O programa utilizado foi: 3 min a 94 °C, seguido de 12 ciclos de 30 s a 94
°C, 10 min a 58 °C e 5 min a 68 °C. A ciclagem foi seguida de um passo de extensao final por 10
minutos a 68 °C

3° round — 0,8 uL do 2° round, 6 uL do primer forward a uma concentragdo de 5 pmol/(JL, 6 puL
do primer reverse a uma concentracao de 5 pmol/uL, 1,8 yL de dNTPs a 10 mM, 10 pL do tampéo de
reacao 5X contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio (Clontech), 0,5 uyL de Taq Advantage HD
(Clontech) e 24,9 pL de agua Milli-Q estéril. O programa utilizado foi: 5 min a 94 °C, seguido de 30
ciclos de 50 s a 94 °C, 20 s na temperatura de hibridizacdo dos primers e 2:30 min a 68 °C. A

ciclagem foi seguida de um passo de extenséo final por 7 minutos a 68 °C.

4.9 PCR de colonia de leveduras

Uma vez obtidas colbnias isoladas de leveduras, aproximadamente uma ponta de palito de
cada colbnia foi misturado com 10 pyL de agua destilada estéril em tubos de PCR. O conteudo dos
tubos foi aquecido a 94°C durante 6 minutos e logo em seguida resfriado a -80°C por 15 minutos.
Essa variagcdo brusca na temperatura tem como objetivo liberar o conteudo celular e,
consequentemente, o DNA das amostras. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm
por 3 minutos (Centrifuga MiniSpin Eppendorf) e 4 uL dos sobrenadantes obtidos foram utilizados
para as reacdes de PCR.

Cada PCR continha 4 pL da suspensdo contendo o DNA, 1 uL de tampado de PCR 10x
(Invitrogen), 0,6 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,2 uL de solugdo de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 0,6
WL dos primers forward e reverse a 5 pmol/uL, 0,2 yL de Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 2,8 pL
de agua Milli-Q estéril.
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Os PCRs foram realizados no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com os
seguintes parametros: 12 etapa - 94°C por 7 min, 22 etapa - 35 ciclos a 94°C por 50 s, temperatura de
hibridizacdo dos primers por 50 s e 72°C por 1 minuto para cada kb que se deseja amplificar, 32

etapa - 72°C por 5 min.
4.10 Preparo de leveduras eletrocompetentes

Para que e eficiéncia do processo de transformagéo seja maior € necessario utilizar sempre
células frescas, recém-preparadas, ndo sendo recomendavel guarda-las no freezer -80 °C para
transformacéao posterior.

As linhagens foram retiradas do freezer -80 °C e crescidas em placa com meio sodlido
adequado, a 30 °C, por um a dois dias. Uma colbnia isolada foi inoculada em um Erlenmeyer de 250
mL contendo 25 mL de meio liquido adequado (YEPD, YEPE) e foi entdo incubado em shaker Innova
4230 (New Brunswick) a 30 °C e 200 rpm overnight. No dia seguinte foi medida a densidade otica
(OD) da cultura a 600 nm em espectrofotdmetro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech) e dilui-se a
cultura para uma OD = 0,2 em um Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio liquido
adequado. O Erlenmeyer foi incubado a 30 °C e 200 rpm e o crescimento foi sendo acompanhado por
medidas de OD a 600 nm até que a cultura alcangcasse uma OD = 1,3 - 1,5 (entre 4 a 8 horas). A
cultura foi entdo transferida para dois tubos falcon de 50 mL que foram colocados no gelo por no
minimo 30 minutos para o crescimento fosse parado. A partir desse momento os tubos foram
mantidos no gelo durante todo o procedimento para manter a viabilidade celular. Os tubos foram
centrifugados a 3300 rpm e 4 °C em centrifuga GPR (Beckman) por 10 minutos para peletar as
células. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 50 mL de agua destilada
estéril gelada. Os tubos foram centrifugados da mesma maneira e o sobrenadante novamente
descartado. O pellet celular foi ressupendido outra vez em 50 mL de agua destilada estéril gelada e
os tubos novamente centrifugados nas mesmas condigbes. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 10 mL de sorbitol 1 M gelado e transferido para o outro tubo falcon contendo o
pellet celular. O pellet foi ressupendido e completou-se com sorbitol 1 M gelado até 40 mL. O tubo foi
centrifugado a 3300 rpm e 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet celular foi

ressuspendido em 200 uL de sorbitol 1 M gelado.

4.11 Transformacao de leveduras eletrocompetentes

A transformagéo foi realizada através da eletroporagao em eletroporador E. coli Pulser (Bio-
Rad). Foram adicionados entre 1 e 5 puL de plasmideo ou de 1 a 12 uL de cassete para integragao
homdloga a 40 pL de células eletrocompetentes recém preparadas. O DNA e as células foram
misturados e mantidos no gelo por pelo menos 5 minutos. Foram entéo transferidos para uma cubeta

de eletroporagéo de 0,2 cm (Bio-Rad) previamente resfriada. A cubeta foi levada ao eletroporador e
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um pulso de 1,5 kV foi aplicado. A cubeta foi retirada imediatamente do eletroporador e adicionou-se
1 mL de meio YEPD com 1 M de sorbitol ou YEPE com 1 M de sorbitol liquido ao interior da mesma,
para a recuperacgao das células. O meio contendo as células foi transferido para um tubo eppendorf
de 1,5 mL. Para transformacgdo com plasmideos aliquotas de 100, 200 e 700 pL foram plaqueadas
imediatamente em meio solido seletivo. Para transformagéo com cassetes integrativos o meio liquido
contendo as células foi incubado em estufa 30 °C por no minimo 4 horas e no maximo overnight. O
tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 3 minutos para peletar as células e aproximadamente 800
ML do sobrenadante foram descartados. As células foram ressupendidas nos 200 pL restantes,

plagueadas em meio sélido seletivo adequado e as placas foram armazenadas a 30 °C por 3 a 5 dias.

4.12 Extracdo de DNA total de leveduras a partir de crescimento em meio liquido

Para a extracao do DNA gendmico, as linhagens foram crescidas overnight em 5 mL de meio
de cultura liquido adequado. Foram entao transferidos aproximadamente 1,5 mL de cada cultura para
tubos eppendorf de 1,5 mL, que foram centrifugados a 14.000 rpm por 2 minutos (Centrifuga 5804 R
Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o pellet celular obtido foi ressuspendido em 200 uL de
tampao de quebra (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
pH 8,0). Foram entéo adicionados 200 uL de glass beads, medidos em tubo eppendorf de 1,2 mL, e
200 pL de uma solugao de fenol equilibrado / cloroférmio / alcool isoamilico em uma proporgéo de
25:24:1. Os tubos foram vortexados a velocidade maxima por 2 minutos e em seguida centrifugados
a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante obtido foi entdo transferido para um novo tubo, onde
foram adicionados 20 uL de acetato de sodio 3M (pH 5,3) e 500 uL de etanol absoluto gelado. Os
tubos foram homogeneizados por inversao e deixados a -20°C por no minimo 1 hora e em seguida
foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O pellet de DNA obtido foi entdo lavado com
etanol 70% gelado e, apds a evaporagao completa do etanol, foi ressuspendido em 40 pL de agua
Milli-Q estéril. Para a realizagao das reagdes de PCR, a solugao contendo o DNA extraido foi diluida

em uma proporg¢ao de 1:10.

4.13 Extragcao de DNA total de leveduras a partir de crescimento em meio sélido

Para a extragcdo do DNA gendmico, as linhagens foram crescidas overnight em meio sdlido
adequado. Foram entao ressuspendidos aproximadamente 2 cm x 2 cm de massa celular em 200 pL
de tampéo de quebra (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
pH 8,0). Foram entao adicionados 200 uL de glass beads e 200 pyL de uma solugao saturada de fenol
equilibrado / cloroférmio em uma proporgao de 1:1. Os tubos foram vortexados a velocidade maxima
por 2 minutos. Adicionaram-se 200 pL de agua e em seguida os tubos foram centrifugados a 14.000
rom por 15 minutos (Centrifuga 5804 R Eppendorf). O sobrenadante obtido foi entéo transferido para

um novo tubo, onde foram adicionados 14 pL de acetato de sédio 3M (pH 5,3) e 1 mL de etanol
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absoluto. Os tubos foram homogeneizados por inversao e centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos
a temperatura ambiente. O pellet de DNA obtido foi entdo lavado com etanol 70% e, apds a
evaporagcao completa do etanol, foi ressuspendido em 70 yL de agua Milli-Q estéril. A solugao

contendo o DNA extraido ndo precisou ser diluida para a realizacado das reagdes de PCR.

4.14 Confirmacgao da integragao homoéloga

A confirmacao da integracdo homologa foi feita por PCR utilizando primers externos ao I6cus
de insercdo para a estratégia do delitto perfetto. Para a estratégia que utiliza cassetes com regido
mais longa de homologia o primer forward se hibridiza na regiao upstream ao I6cus de inser¢ao e o
primer reverse no interior do cassete. O nome e a sequéncia dos primers estao descritos na Tabela 4.
Além desses primers, em alguns momentos foram utilizadas combinagdes com os primers utilizados

na construgao dos cassetes (Tabela 3) para que os resultados de inser¢ao fossem confirmados.

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para confirmagao da integragdo homoéloga.
Nome Sequéncia (5’ - 3')

Gen-F AACCATGGGTAAGGAAAAGACTC
Conf-dADH1_core-F AAGTCCAATGCTAGTAGAGAAGG
Conf-dADH1_core-R AGATAGAGCCCAACTGAAGG
Conf-dTPI1_core-F TGGTGGAAGATTACCCGTTC
Conf-dTPI1_core-R TCTTCTCAACGCGAAAATGA

Conf-ADH1_Int-F ATAGGCGCATGCAACTTCTT
Conf-ADH1_Int-R CATGGGGATGTATGGGCTAA
Conf-TPI_Int-F CACCCTACTTATTCCCTTCGAG
Conf-TPI1_Int-R ACATGGGGATGTATGGGCTA

Cada PCR continha 1 pL da suspenséao contendo o DNA diluido 1:10, 1 uL de tampao de PCR
10x (Invitrogen), 0,6 puL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,2 pL de solucdo de dNTPs 10 mM
(Invitrogen), 0,6 pyL dos primers forward e reverse a 5 pmol/uL, 0,2 yL de Tag DNA Polymerase
(Invitrogen) e 4,8 UL de agua Milli-Q estéril.

Os PCRs foram realizados no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com os
seguintes parametros: 12 etapa - 94°C por 7 min, 22 etapa - 30 ciclos a 94°C por 50 s, temperatura de
hibridizagdo dos primers por 50 s e 72°C por 1 minuto para cada Kb que se deseja amplificar, 32

etapa - 72°C por 5 min.
4.15 Cruzamento

As leveduras podem ser hapldides ou diploides. As leveduras hapléides podem ser de dois

mating-types diferentes: MATa e a outra MATa. As leveduras dipléides possuem ambos os mating-
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types: MATal/a. O cruzamento s6 pode ser realizado entre leveduras hapldides com mating-type
diferentes.

As linhagens foram retiradas do estoque -80°C e crescidas em meio solido adequado por pelo
menos 12 horas. Apés a formagao de massa celular, ressuspendeu-se aproximadamente 1 cm x 1
cm de células crescidas em 200 uL de agua estéril, cada linhagem em um eppendorf diferente.
Utilizou-se o vortex para que a mistura agua/células ficasse bem homogénea. Misturou-se 25 uL de
cada uma das duas linhagens em outro eppendorf e a suspensdo de células foi novamente
homogeneizada em vortex. Colocou-se 20 pL da solugao de células contendo as duas linhagens em
meio solido adequado. As placas foram incubadas a 30°C overnight. A partir do crescimento foram
isoladas col6nias e realizados testes para confirmacao do cruzamento (esporulacado e determinacao

do mating-type por PCR).
4.16 Esporulagao

Ap6s o crescimento da linhagem dipldide em meio completo, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de agua estéril, homogeneizadas e centrifugadas em centrifuga Mini-Spin (Eppendorf) para
retirada do excesso de agua. Colocou-se 100 pL da suspensdao em placa contendo meio de
esporulagdo e incubou-se por 2 a 3 dias a 30°C. A formacdo de tétrades, consequiente da

esporulacao, foi observada em lamina a fresco no microscopio.

4.17 Random Spore Analysis

E uma técnica alternativa & dissecacdo de esporos utilizada para a liberagdo dos esporos da
tétrade.

Apods o crescimento da levedura em meio de esporulagao, ressuspendeu-se aproximadamente 1
cm x 1 cm da massa celular em 1 mL agua estéril, foram entao adicionados 50 pL de uma solugéo da
enzima de lise Novozym (Novozymes) na concentragcao de 25 mg/mL e 2 puL de B-mercaptoetanol.
Esta suspensao foi incubada a 30°C e 150 rpm overnight.

Apbs o tempo de incubagdo, a solugéo foi centrifugada a 3500 rpm em centrifuga Mini-Spin
(Eppendorf) por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de Triton X-100 0,5%. A suspensao foi novamente centrifugada a
3500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de
Triton X-100 0,5% e deixadas no gelo por 15 minutos. A solugéo foi sonicada no gelo em sonicador
(Unique) a 65% da poténcia total por trés ciclos de 30 segundos com 2 minutos de intervalo entre
cada ciclo. A solugdo foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de Triton X-100 0,5%. A
solucao foi sonicada novamente como descrito acima. Apds a sonicagao centrifugou-se da mesma

maneira novamente e as células foram ressuspendidas em 1 mL de agua estéril. As células foram
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contadas na diluicdo adequada em Camara de Neubauer e plaquedas em meio seletivo de acordo
com a diluigdo que resultaria em aproximadamente 100 colb6nias por placa. As placas foram

incubadas a 30°C por dois a trés dias.

4.18 Determinagao do mating-type por PCR

A determinacdo do mating-type de leveduras por PCR é realizada com a utilizacdo de trés
primers simultaneamente. O primer JLMo14, que é o primer forward, hibridiza na regidao do gene
BUDS5, externa ao l6cus do mating-type, presente tanto em linhagens MATa quanto MATa. Os
primers reverse hibridizam apenas em regides especificas de cada um dos mating-types. O primer
JMLo15 hibridiza na regido do l6cus do mating-type a. e o primer JLMo16 hibridiza na regido do l6cus
do mating-type a. A sequéncia desses primers esta descrita na Tabela 5. A amplificagdo de uma
linhagem hapléide MATa gera um fragmento de 544 pb,enquanto uma hapléide do MATa gera um

fragmento de 404 pb. Uma linhagem dipléide apresenta ambos os fragmentos.

Tabela 5. Sequéncia dos primers utilizados para determinagao do mating-type.

Nome Sequéncia (5’ — 3)

JLMo14 CCAATAAGACTCTACCCAG
JLMo15 CCACAAATCACAGATGAG
JLMo16 GAAGTGGAGTAATGCCAC

A determinagdo do mating-type pode ser feita por PCR de colbnia ou de DNA extraido. A
composig¢ao de cada uma dessas reacdes € descrita a seguir:

PCR de colbnia: 4 pyL da suspensédo contendo o DNA, 1 pyL de tampdo de PCR 10x
(Invitrogen), 0,6 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,2 uL de solugdo de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 0,6
WL do primers JLMo14 a 5 pmol/uL, 0,6 yL do primer JLMo15 a 5 pmol/uL, 0,6 yL do primer JLMo16 a
5 pmol/uL, 0,2 yL de Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) e 2,2 pyL de agua Milli-Q estéril.

PCR de DNA extraido: 1 uL de DNA diluido 1:10, 1 pL de tampao de PCR 10x (Invitrogen), 0,6
uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,2 pL de solugao de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 0,6 uL do primers
JLMo14 a 5 pmol/uL, 0,6 pyL do primer JLMo15 a 5 pmol/uL, 0,6 yL do primer JLMo16 a 5 pmol/uL,
0,2 puL de Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 5,2 yL de agua Milli-Q estéril.

Os PCRs foram realizados no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com os
seguintes parametros: 12 etapa - 94°C por 7 min, 22 etapa - 35 ciclos a 94°C por 50 s, 51 °C por 50 s
e 72°C por 40 s, 32 etapa - 72°C por 5 min.
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4.19 Construcao dos plasmideos

Foram construidos dois plasmideos: YEpADH1, para a complementagcao do gene ADH1, e
YEpGPD1, para superexpressao do gene GPD1. Ambos os genes foram amplificados com as regites
promotoras por PCR. As condi¢cdes da reagcado foram: 4 uL de DNA diluido 1:10, 3 puL do primer
forward a uma concentragdo de 5 pmol/uL, 3 yL do primer reverse a uma concentragcao de 5 pmol/uL,
1,8 yL de dNTPs a 10 mM, 10 yL do tampao de reagcédo 5X contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio
(Clontech), 0,5 yL de Taq Advantage HD (Clontech) e 27,7 uL de agua Milli-Q estéril. A reacao
ocorreu em termociclador Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 5 min a 94
°C, seguido de 30 ciclos de 50 s a 94 °C, 20 s na temperatura de hibridizacdo dos primers e 2
minutos a 68 °C. A ciclagem foi seguida de um passo de extenséo final por 7 minutos a 68 °C.

Para clonagem em pGEM T-easy foi realizada a adi¢do da cauda poli-A segundo a reagao: 1
uL de tampao 10X (Invitrogen), 0,6 pL de MgCl, (Invitrogen), 0,2 uL de dATP 10 mM, 1 pL de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen) e 7,2 yL do gene amplificado. A reacao foi colocada em termociclador a
70 °C por 20 minutos.

As reagbes de ligacao do inserto com o vetor foram realizadas levando-se em conta a
proporgao 3:1 (inserto:vetor),1 uL do tampéao 10X ou 5 pL do tampao 2X da ligase (Promega) e 1 pL
da T4 DNA ligase (Promega). As ligagdes foram incubadas a 4 °C overnight (coesivas) ou 15 °C
overnight (blunt).

Também foram realizadas reacdes de digestdo para construgcao do plasmideo. Cada reagao
de digestao continha: 20 uL do plasmideo, 5 uL do tampéao de digestao 10x apropriado para cada
enzima de restricao, 1 yL de cada enzima de restricao apropriada e 24 uL de agua Milli-Q estéril.
Todas as reagdes foram incubadas overnight a 37°C (temperatura de atividade 6tima de todas as
enzimas utilizadas). Os produtos finais de cada reacdo de digestdao foram aplicados em géis de
agarose (LGC Biotecnologia) a 1% contendo brometo de etidio. Cada corrida foi realizada em tampao
TAE 1x utilizando-se a fonte PowerPac 3000 (BioRad). Os fragmentos de interesse foram purificados
em gel com o kit Purelink Quick Gel Extraction (Invitrogen).

A correta inser¢cdo dos fragmentos nos plasmideos foi verificada por PCR de colonia de
bactéria, segundo protocolo ja citado (item 4.4). Os primers utilizados na construgéo e verificagao dos

plasmideos estéo listados na Tabela 6.

Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados na construg¢ao e verificagdo dos plasmideos.

Nome Sequéncia (5’ — 3)

pUC/M13-F GTTTTCCCAGTCACGAC
pUC/M13-R CAGGAAACAGCTATGAC
Re-URA3-F AGAACGAAGGAAGGAGCACA
P-ADH1-F GACTACACCAATTACACTGC
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P-ADH1-R ATGAGATAGTTGATTGTATGC

Conf-sGPD1-F GACACGCACGTGATGACC
Super_GPD1_Amp-R  GCAACCAAATTGTCGGGTAG
GPD1-R ATTGGTGAAGGTGTGGCACT

Para confirmar que os plasmideos foram construidos corretamente, os mesmos foram

sequenciados em Sequenciador 3500 genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.20 Fermentagdao em meio liquido YNB

Apods a obtencdo dos mutantes, foram realizados testes fermentativos para a quantificacdo da
producgéo de glicerol.

O teste fermentativo foi realizado em ftriplicata, em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 45
mL de meio YNB completo com 2,5% de glucose. As linhagens foram retiradas do freezer -80 °C e
crescidas em meio sélido adequado por 1 dia. O pré-inéculo foi realizado inoculando as células
previamente crescidas em meio sélido em Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de meio YNB ,
exceto pelos mutantes para o gene TPI/1, que, por serem incapazes de crescer utilizando glucose
como Unica fonte de carbono, foram crescidos no meio YEPE. O pré-inéculo foi incubado a 30 °C e
190 rpm em incubadora Multitron 3 deck (Infors) por cerca de 40 horas. O inéculo foi realizado
diluindo-se a cultura do pré-inéculo para uma OD inicial de aproximadamente 0,25. As culturas foram
incubadas a 190 rpm e 30°C em incubadora Multitron 3 deck (Infors) por 21 horas. Foram retiradas
amostras em diversos tempos de crescimento, até que a fase estacionaria fosse atingida. O
acompanhamento do crescimento foi feito através da densidade o6ptica das células, medida em
espectrofotdmetro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech) em comprimento de onda 600nm. As

amostras foram guardadas em freezer -20 °C para posterior analise em HPLC.

4.21 Fermentag¢ao em meio liquido YEPD

O teste fermentativo também foi realizado utilizando o meio YEPD. O teste fermentativo foi
realizado em triplicata, em Erlenmeyers de 125 mL contendo 40 mL de meio YEPD completo com
2,5% de glucose. As linhagens foram retiradas do freezer -80 °C e crescidas em meio sélido
adequado por 1 dia. O pré-inéculo foi realizado inoculando as células em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 75 mL de meio YEPD, exceto pelos mutantes para o gene TPI1, que, por serem incapazes
de crescer utilizando glucose como unica fonte de carbono, foram crescidos no meio YEPE. O pré-
inoculo foi incubado a 30 °C e 190 rpm em incubadora Multitron 3 deck (Infors) por cerca de 36 horas.
Para realizagdo do indculo centrifugou-se a quantidade necessaria de células do pré-indculo. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5 mL de meio YEPD e inoculadas para

que a OD inicial nos Erlenmeyers de 125 mL fosse de aproximadamente 1,5. As culturas foram
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incubadas a 190 rpm e 30°C em incubadora Multitron 3 deck (Infors) por 12 horas. Foram retiradas
amostras em diversos tempos de crescimento, até que a fase estacionaria fosse atingida. O
acompanhamento do crescimento foi feito através da densidade Optica das células, medida em
espectrofotbmetro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech) em comprimento de onda 600nm. As

amostras foram guardadas em freezer -20 °C para posterior analise em HPLC.

4.22 Analise dos metabolitos produzidos durante a fermentacao

A presenca e quantidade do etanol, glucose e glicerol nas fermentacées foram verificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As amostras foram previamente centrifugadas e
fitradas (filtro Millipore 0,22um) e injetadas em cromatografo Alliance-HT (Waters) com a coluna
Aminex HPX 87H (bioRad) com acido sulfurico a 0,4 mM como fase mével, a temperatura de 35 °C e
com fluxo de 0,6 mL/min. A detecgdo dos compostos foi realizada por detector de indice de Refracéo.

A quantificagdo dos compostos foi possivel pela comparagdo com curvas padréo.

4.23 Anadlise Estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata e a média da concentracdo dos metabdlitos e
da biomassa obtidos foi considerada como valor de resposta. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one- way para testar diferengas entre o desempenho das
linhagens obtidas. Em conjunto com a analise de ANOVA foi realizado o teste Tukey HSD (Honestly
Significant Difference) para comparacao das médias dos rendimentos e assim determinar as

diferencas significativas.
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5. Resultados
5.1 Construgao dos cassetes

5.1.1 Cassetes construidos a partir do pCORE

Os cassetes utilizando o pCORE sao constituidos do plasmideo pCORE, de 3195 pb,
flanqueado por 43 pb de homologia com o genoma, tanto na regiao 5 como na regiao 3’,. Dessa
maneira, o tamanho dos cassetes € de 3284 pb. A representacdo esquematica de um cassete

pCORE genérico é mostrada na Figura 5.

pCORE — URA3 e KanMX4

Figura 5. Representacdo esquematica de um cassete genérico utilizando pCORE.

O cassete para a delegdo do gene ADH1, ADH1pCORE, foi construido através da
amplificagdo do plasmideo pCORE com os primers pCORE-dADH1-F e pCORE-dADH1-R. O IRO-
ADH1, para a retirada do cassete ADH1pCORE foi construido utilizando os primers ADH1-IRO-F e
ADH1-IRO-R.

O cassete para a delegédo do gene TPI1, TPI1pCORE, e o IRO-TPI1 foram construidos
utilizando os respectivos primers (0)CORE-dTPI-F e pCORE-dTPI1-R; TPI1-IRO-F e TPI-IRO-R).

Ambos os cassetes de delegao foram construidos e resultaram em bandas especificas, com
tamanho de 3284 pb. Os cassetes podem ser visualizados na Figura 6 (A). A construgao dos IROs

também resultou em bandas especificas de 140 pb. Os IROs podem ser visualizados na Figura 6 (B).
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GeneRuler 1 kb
ONAladder  ADHIPCORE TPI1pCORE BIADH1) B(TPII)

GeneRuler1kb

DNA ladder B IRO-ADH1 IRO-TPI1 B

Figura 6. Cassetes de delegao construidos a partir do pCORE e IROs. A. Cassetes de delecdo ADH1pCORE
(3284 pb) e TPI1pCORE (3284 pb), respectivamente, com marcador de massa molecular GeneRuler 1 kb DNA
ladder (Fermentas). B. IRO-ADH1 (140 pb) e IRO-TPI1 (140 pb) com marcador de massa molecular GeneRuler
1 kb DNA ladder (Fermentas).

5.1.2 Cassetes com regibes longas de homologia

O cassete ADH1-HYG, para delegao do gene ADH1, foi construido utilizando como marcador
dominante o gene de resisténcia a higromicina (hph) regulado pelo promotor do gene tef (protein
elongation factor, de S. cerevisiae) e seu terminador, num total de 1629 pb. Além disso, o cassete
possui 288 pb de homologia com a regido upstream do gene ADH1 e 273 pb de homologia com a
regido downstream do gene. A representagéo esquematica do cassete ADH1-HYG, que possui 2190
pb, pode ser visualizado na Figura 7.

Homologia UP | Promotor te Terminador Homologia DW

Figura 7. Representacédo esquematica do cassete de delecdo ADH1-HYG.

O cassete ADH-HYG foi construido em trés rounds, seguindo a técnica do Double-joint PCR

(Yu et al. 2004). Um esquema ilustrativo dos passos € mostrado na Figura 8.

45
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Figura 8. Esquema ilustrativo dos passos para construgao do cassete por Double-joint PCR.
* Extraido de Yu et al. 2004.

No primeiro round foram amplificados, separadamente, o gene de resisténcia a higromicina e
as regibes de homologia upstream e downstream. O gene de resisténcia a higromicina, com o
promotor tef e o terminador tef, foi amplificado do plasmideo pAG32 com os primers HygSC-F e Hyg-
SC-R. A regiao upstream ao gene ADH1 foi amplificada com os primes 5_ADH1-F e 5_ADH1-R-HYG
e a regido downstream com os primers 3_ADH1-F-HYG e 3_ADH1-R. Os dois ultimos fragmentos
possuem bordas homodlogas ao fragmento amplificado do gene de resisténcia a higromicina. Todos
os fragmentos amplificados no primeiro round podem ser visualizados na Figura 9 A. O segundo
round consiste na PCR com os trés fragmentos de DNA amplificados no primeiro round, sem a
presenca de primers. No terceiro round, esse fragmento de DNA gerado no segundo round foi
amplificado com os primers 5_ADH1-Nest-F e 3_ADH1-Nest-R, dando origem ao cassete ADH1-
HYG. Entretanto, como mostrado na Figura 9 B, o ultimo round gerou uma amplificagédo inespecifica,
resultando em trés bandas. O tamanho esperado da banda, que é de 2190 pb, foi isolada do gel de

agarose, purificada e pode ser visualizado na Figura 9 C.

Mass Rulber
OMAbsdder B  SADML B YADHI B hph

Mass Ruber
[ Bdider franco ADHT-HYG

150tph

300ph

Figura 9. Construcdo do cassete de delegdo ADH1-HYG. A. Marcador de massa molecular Mass Ruler DNA
ladder Mix (Fermentas), regido 5 do gene ADH1 (320 pb), regido 3’ do gene ADH1 (311 pb) e gene de

46



resisténcia a higromicina, hph, (1629 pb). B. Marcador de massa molecular Mass Ruler DNA ladder Mix
(Fermentas) e 3° round de amplificagdo do cassete ADH1-HYG, inespecifico. C. Marcador de massa molecular
Mass Ruler DNA ladder Mix (Fermentas) e cassete de delegdo ADH1-HYG purificado.

O cassete TPI1-KAN, para delecdo do gene TPI1, foi construido utilizando como marcador
dominante o gene de resisténcia a geneticina, KanMX4, regulado pelo promotor do gene tef
(translation elongation factor, de S. cerevisiae) e seu terminador, num total de 1705 pb. Além disso, o
cassete possui 190 pb de homologia com a regido upstream do gene TPI1 e 199 pb de homologia
com a regido downstream do gene. A representagdo esquematica do cassete TPI1-KAN, que possui

2094 pb, pode ser visualizado na Figura 10.

Homoiagia LU Poomator el Termenndos tel  Homologia OW

Figura 10. Representacédo esquematica do cassete de delegcdo TPI1-KAN.

O cassete de delegao do gene TPI1 (TPI1-KAN) foi construido da mesma maneira que o
cassete ADH1-HYG. O gene de resisténcia a geneticina, com o promotor e terminador tef, foi
amplificado do plasmideo pFA6aKanMX4 com os primers Kan-F e Kan-R. A regido upstream ao gene
TPI1 foi amplificada com os primes 5 TPI1-F e 5 TPI1-R-KAN e a regidao downstream com os
primers 3_TPI1-F-KAN e 3_TPI1-R. Ambos os fragmentos possuem bordas homadlogas ao fragmento
amplificado da resisténcia a geneticina. A amplificagéo dos trés fragmentos pode ser visualizada na
Figura 11 (A e B). Foi realizada entdo uma PCR com os trés fragmentos de DNA amplificados
(segundo round). Posteriormente, esse fragmento de DNA foi amplificado com os primers 5_TPI1-
Nest-F e 3_TPI1-Nest-R, dando origem ao cassete TPI1-KAN (terceiro round). Essa amplificagao final
resultou em um fragmento de 2094 pb apresentado na Figura 11 C.

o'Geneful it O Gl
:uu:E;:LFE ETFIL B 3'TRIL mopheae B Kanhixd -
1 Ples  TPIL-KAN 8

.

Figura 11. Construcao do cassete de delegdo TPI1-KAN. A. Marcador de massa molecular O’'GeneRuler 100
pb Plus DNA Ladder (Fermentas), regido 5’ do gene TPI1 (221 pb) e regido 3’ do gene TPI1 (234 pb). B.
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Marcador de massa molecular O’'GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas) e gene de resisténcia a
higromicina, KanMX4, (1705 pb). C. Marcador de massa molecular 1 Kb Plus (Invitrogen) e cassete de delecao
TPI-KAN.

Para confirmagao de que os cassetes haviam sido construidos corretamente foram realizadas
reacoes de restricdo para cada um deles. O cassete ADH1pCORE foi digerido com as enzimas Xhol
e Hindlll gerando fragmentos de 483 pb, 1399 pb e 1402 pb. Para a digestdo do cassete ADH1-HYG
foram utilizadas as enzimas Bglil e EcoRI que geraram fragmentos de 294 pb, 635 pb e 1261 pb. As
duas restricbes podem ser visualizadas na Figura 12 A.

O cassete TPI1-KAN foi digerido com as enzimas EcoRV e Hindlll gerando fragmentos de 41
pb, 100 pb, 161 pb, 278 pb, 531 pb e 983 pb. Para a digestdo do cassete TPI1pCORE foram
utilizadas as enzimas Sphl e Xhol que geraram fragmentos de 124 pb, 193 pb, 1576 pb e 1838 pb. As
duas restricbes podem ser visualizadas na Figura 12 B.

O'GeneRuler

100 ph Plus ADHIpCORE ADHLHYG 1Kb
Plus TPI1-KAN TRIIGCORE

Figura 12. Confirmagéo dos cassetes ADH1pCORE, TPI1pCORE, ADH1-HYG e TPI1-KAN por restricdo. A.
Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), restrigdo do cassete
ADH1pCORE e restricdo do cassete ADH1-HYG.B. Marcador de massa molecular 1 Kb Plus (Invitrogen),
restricdo do cassete TPI-KAN e restricdo do cassete TPI1pCORE.

5.2 Construgao dos plasmideos

Os plasmideos YEpADH1 e YEpGPD1 foram construidos tendo como base o plasmideo YEp
352, de 5181 pb. Os genes desejados, ADH1 e GPD1, foram clonados no sitio de policlonagem
desse plasmideo. Um desenho esquematico do plasmideo YEp 352, com a localizagdo da regido de
hibridizagédo dos primers pUC/M13-F, pUC/M13-R e Re-URAS3-F é apresentado na Figura 13.
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=== pUC/M13-R - 5 - Tm=50.3°C
=== pUC/M13-F - 95 - Tm=53.1°C

YEp352 <= Re-URA3-F - 1273 - Tm=59.4°C

5181 bp

Figura 13. Desenho esquematico do plasmideo YEp 352 com a localizagdo da regido de pareamento dos
primers pUC/M13-F, pUC/M13-R e Re-URA3-F.

5.2.1 YEpADH1 — Complementacédo do gene ADH1

Para a construgcdo do plasmideo YEpADH1, a primeira estratégia visava a ligacao do gene
ADH1 diretamente no plasmideo YEp352, gerando o plasmideo YEpADH1. Para tanto, o gene ADH1
foi amplificado da linhagem industrial hapléide FGY031 com os primers Conf-dADH1_core-F e Conf-

dADH1_core-R, resultando em um fragmento de 2208 pb, que pode ser visualizado na Figura 14.

1 kb
Plus B gene ADHI1

Figura 14. Amplificacdo do gene ADH1 com regido promotora para clonagem no YEp352. Marcador de massa
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen) e amplificagdo do gene ADH1 (2208 pb).

Apo6s a amplificagdo o gene foi digerido com as enzimas Sphl e Dral, gerando fragmentos de

19 pb, 103 pb, 169 pb, 391 pb e 1526 pb. Um desenho esquematico da restricdo € mostrado na
Figura 15. O fragmento de 1526 pb, correspondente ao gene ADH1, foi isolado do gel e possuia uma
ponta coesiva, gerada pela enzima Sphl, € uma ponta blunt, gerada pela enzima Dral. Da mesma
forma o plasmideo YEp 352 foi digerido com as enzimas Sphl, coesiva, e Smal, cega, gerando
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fragmentos de 31 pb e 5150 pb. O fragmento de 5150 pb, correspondente ao plasmideo, foi

purificado. Um desenho esquematico da restricdo € mostrado na Figura 16. As restricdes podem ser
visualizadas na Figura 17.

v S
i
UPSTREAM | ADH1 >| DOWNSTREAM|

Figura 15. Desenho esquematico da restricdo do gene ADH1 com as enzimas Sphl e Dral.

Simal - 33 - CCC'GGG
Sphl - 64 - G_CATG'C

Figura 16. Desenho esquematico da restricdo do plasmideo YEp 352 com as enzimas Smal e Sphl.

1 kb Yep 352

Kb ADH1
>lus Sphl, Smal

plus APHI  Sphi, Dral

5000 pb

Figura 17. Restricbes do plasmideo YEp352 e do gene ADH1 para clonagem. A. Marcador de massa
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen) e restricdo do plasmideo YEp 352. B. Marcador de massa molecular 1 Kb Plus
(Invitrogen), amplificagao do gene ADH1 e restrigdo do gene ADH1.

50



Apods a obtencao dos fragmentos esperados por restricdo, os mesmos foram quantificados e
ligados. A ligacao foi dialisada e transformada em E. coli. Apés o aparecimento de colénias foram
realizados PCRs de colénia com diversos primers e analises de restricdo dos plasmideos obtidos.
Entretanto nenhum apresentava a clonagem correta. Todo o procedimento de clonagem foi repetido
mais 2 vezes, sem éxito. Em vista da dificuldade encontrada para realizar essa clonagem, uma nova
estratégia foi abordada, que consistiu em clonar o fragmento do gene ADH1 primeiramente no
plasmideo comercial pGEM T-Easy. Esta estratégia tem por objetivo propiciar novos sitios de
restricdo ao gene ADH1 para que a clonagem no plasmideo YEp 352 possa ser realizada com duas
enzimas coesivas. Dessa maneira, o gene ADH1 foi novamente amplificado da linhagem industrial
hapléide FGY031, mas com os primers Conf-dADH1_core-F e 3 _ADH1-Nest-R, resultando em um
fragmento de 2024 pb. Essa mudanga do primer reverse na amplificagdo tem como objetivo eliminar
o sitio de clivagem da enzima Sphl/ na regiao downstream do gene ADH1, como mostrado na Figura
15. A retirada desse sitio € importante para que o gene possa ser retirado do pGEM T-Easy com
enzimas compativeis com o plasmideo YEp 352. Apdés a amplificagcdo, que pode ser visualizada na
Figura 18, foi adicionada uma adenina para que pudesse ser realizada a clonagem no vetor pGEM T-

Easy. A reacao de ligacao foi dialisada e transformada em E. coli.

Figura 18. Amplificacdo do gene ADH1 para ligagdo em pGEM T-Easy. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas) e amplificagédo do gene ADH1 (2024 pb).

Apbs o aparecimento de colbnias brancas e azuis, foi feito PCR de colénia de algumas
colénias brancas com os primers P-ADH1-F e P-ADH1-R. Esses primers hibridizam na regido
promotora do gene ADH1, portanto, apenas ocorreria a amplificagdo de um fragmento de 545 pb se o
gene ADH1 tivesse sido clonado no vetor pGEM T-Easy. Como pode ser visualizado na Figura 19,
varias coldnias apresentaram o padrao relativo a clonagem do gene ADH1 no vetor pGEM T-Easy.
Como o gene ADH1 foi amplificado juntamente com o seu promotor o sentido da clonagem no pGEM

T-Easy nao é relevante.
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Figura 19. PCR confirmando a clonagem do gene ADH1 no pGEM T-Easy. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), controle negativo, sem DNA, (B), amplificagdo do gene
ADH1, 545 pb, (+) e amplificagcao das colénias obtidas apds transformagéo com a ligagao pGEM-ADH1.

Apods confirmagao, por andlise de restricdo, de que a clonagem ocorreu corretamente o
plasmideo pGEM-ADH1 foi digerido com as enzimas Sphl/ e Sacl, gerando fragmentos de 425 pb,
1682 pb e de 2932 pb. Um desenho esquematico dessa restricdo € mostrado na Figura 20. O
fragmento de 1682 pb, correspondente ao gene ADH1, foi isolado do gel e possuia duas pontas
coesivas: uma gerada pela enzima Sphl e outra pela enzima Sacl. Da mesma forma o plasmideo YEp
352 foi digerido com as enzimas Sphl e Sacl gerando fragmentos de 39 pb e 5142 pb. Essa restrigcéo
foi realizada duas vezes para garantir que o plasmideo foi realmente digerido, uma vez que nao é
possivel visualizar o fragmento de 39 pb em gel de agarose 1%. Um desenho esquematico da

restricdo € mostrado na Figura 21. As restricdes podem ser visualizadas na Figura 22.

Sacl - 49 - G_AGCT'C

Sphl - 3406 - G_CATG'C

Sphl-2981 - G_CATG'C

Figura 20. Desenho esquematico do plasmideo pGEM-ADH1 com os sitios de restri¢cao utilizados.
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Sacl-25 - G_AGCT'C
Sphl - 64 - G_CATG'C

Figura 21. Desenho esquematico do plasmideo YEp 352 com os sitios de restrigao utilizados.

[ OTE F ADMI
1061 e Plus ADHT £ohi, Sacl
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1500 pb

Figura 22. Restricdo dos plasmideos pGEM-ADH1 e YEp352 para clonagem. A. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), plasmideo pGEM-ADH1 e restricdo do pGEM-ADH1 com
Sphl e Sacl. B. Marcador de massa molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen) e restrigdo do plasmideo
YEp 352 com Sphl e Sacl.

Os fragmentos purificados obtidos pela digestao, gene ADH1 (1682 pb) e plasmideo YEp 352
(5142 pb), foram quantificados e foi realizada uma reagéo de ligagdo. A ligagéo foi dialisada e
transformada em E. coli. Apdés o aparecimento de colbnias brancas, foi feito PCR de colénia com os
primers 5_ADH1-F e P-ADH1-R. Esses primers hibridizam na regido promotora do gene ADHT,
portanto, apenas ocorreria a amplificagdo de um fragmento de 360 pb se o gene ADH1 tivesse sido
clonado no plasmideo YEp 352. Como pode ser visualizado na Figura 23, varias coldnias
apresentaram o padréo relativo a clonagem do gene ADH1 no plasmideo YEp 352.
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Figura 23. PCR de colbnia confirmando a clonagem do gene ADH1 no plasmideo YEp352. Marcador de massa
molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), amplificacdo do plasmideo YEp 352 vazio (-),
amplificagdo do gene ADH1, 360 pb, (+) e amplificacdo das colbnias obtidas apés transformacédo com a ligagao
YEpADH1. Apenas as colbnias 5 e 9 ndo apresentam o tamanho esperado.

Foi feita miniprep de algumas colbénias e verificagdo da clonagem por PCR e restricao. Na
Figura 24 A é apresentado o resultado da amplificagéo utilizando os primers pUC/M13-F e pUC/M13-
R. Esses primers, como mostrado na Figura 13, hibridizam na regido externa ao sitio de policlonagem
do plasmideo YEp 352. Dessa forma, a amplificagdo com esses primers gera um fragmento de 123
pb em um plasmideo vazio e um fragmento de 1805 pb com o gene ADH1 clonado. Os plasmideos 2
e 8 apresentaram a banda de 1805 pb, indicando a clonagem do gene ADH1.

A Figura 24 B mostra a amplificagao utilizando os primers Re-URA3-F e pUC/M13-R. O primer
Re-URA3-F hibridiza na regido upstream do gene URAS3 presente no plasmideo YEp 352 (Figura 21).
Dessa forma, a amplificagdo com esses primers gera um fragmento de 1304 pb em um plasmideo
vazio e um fragmento de 2986 pb com o gene ADH1 clonado. Os plasmideos 2 e 8 apresentaram a
banda de 2886 pb, indicando a clonagem do gene ADH1.

Foram feitas duas restricdes diferentes para confirmacgao do plasmideo YEpADH1 que podem
ser visualizadas na Figura 24 C. A restricdo com as enzimas Kpnl e Pvul gerou fragmentos de 1333
pb, 2100 pb e 3391 pb, como esperado. A restricdo com as enzimas Sphl e Sacl gerou dois

fragmentos de 5142 pb e 1682 pb, também de acordo com o esperado.

YEpADHL YEp  O’GeneRuler

O’Gegelilﬂeré VEp ADHI 2 4 8 kpnl,Pvul Sphi,Sacl ADHL 200 pb Plus
100 ph Plus

Utieneklu er .
100 pha Pluy B YEp352 ADHI
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Figura 24. Confirmacdo da construgdo do plasmideo YEpADH1 por PCR e restrigdo. A. Marcador de massa
molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagcdo sem DNA, amplificacdo do plasmideo
YEp 352 vazio (123 pb), amplificagdo do gene ADH1 e amplificagdo das col6nias 0 2, 4 e 8. Apenas as colbnias
2 e 8 apresentaram o tamanho esperado (1805 pb). B. Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus
DNA Ladder (Fermentas), reacdo sem DNA, amplificacdo do plasmideo YEp 352 vazio (1304 pb), amplificagdo
do gene ADH1 e amplificagdo das colbnias o 2 e 8. Ambas apresentaram o tamanho esperado (2986 pb). C.
Restricdo do plasmideo YEpADH1 com as enzimas Kpnl e Pvul, restricdo do plasmideo YEpADH1 com as
enzimas Sphl e Sacl, plasmideo YEpADH1 e marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA
Ladder (Fermentas).

Apos as analises de restricao foi possivel comprovar o sentido da clonagem do gene ADH1 no
plasmideo YEp 352, que gerou o plasmideo YEpADH1, de 6824 pb. Um desenho esquematico do
plasmideo YEpADH1 é mostrado na Figura 25.

Sphl - 6824 - G_CATG'C
Pyul - 6694 - CG_AT'CG

Kpnl - 1203 - G_GTAC'C

Sacl - 1682 - G_AGCT'C

-/

Pyul - 3303 - CG_AT'CG

Figura 25. Desenho esquematico do plasmideo YEpADH1 com sitio de clivagem para as enzimas Sphl, Sacl,
Pvul e Kpnl.

Além das reagoes de PCR e restricdo, o plasmideo foi seqlienciado e o seqlienciamento
confirmou a inser¢cao do gene ADH1 no sitio de policlonagem do plasmideo YEp 352, dando origem
ao plasmideo YEpADH1.

5.2.2 YEpGPD1 — Superexpressao do gene GPD1

Apods analise dos sitios de clivagem do plasmideo YEp 352 e da regido adjacente ao gene
GPD1 foi verificado que as sequencias ndo possuiam dois sitios de restricdo compativeis. Sendo
assim, nao foi possivel fazer a clonagem do gene GPD1 diretamente no sitio de policlonagem do
plasmideo YEp 352. Adotou-se entdo a estratégia de clonar o fragmento do gene GPD1
primeiramente no plasmideo comercial pPGEM T-Easy, disponibilizando novos sitios de restricdo que

possibilitassem a clonagem no YEp 352. Para tanto, o gene GPD1 foi amplificado da linhagem
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industrial hapléide FGY031 com os primers Conf-sGPD1-F e GPD1-R, resultando em um fragmento
de 2378 pb. Apds a amplificacado, que pode ser visualizada na Figura 26, foi adicionada uma adenina
para que pudesse ser realizada a clonagem no vetor pGEM T-Easy. A reacao de ligacao foi dialisada

e transformada em E. coli.

G ane Rl
unph®ee gemg g

2000 pb -

Figura 26. Amplificacdo do gene GPD1 com regiao promotora para clonagem em pGEM T-Easy. Marcador de
massa molecular O'GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), amplificacdo do gene GPD1 (2378 pb) e
amplificagdo sem DNA.

Apds o aparecimento de colbnias brancas e azuis, foi feito PCR de col6nia de algumas
colénias brancas com os primers Conf-sGPD1-F e Super_GPD1_Amp-R. O primer Conf-sGPD1-F
hibridiza na regido upstream ao gene GPD1, enquanto o Super_ GPD1_Amp-R hibridiza dentro do
gene, portanto, apenas ocorreria a amplificagdo de um fragmento de 1143 pb se o gene GPD1
tivesse sido clonado no vetor pGEM T-Easy. Como pode ser visualizado na Figura 27 varias coldnias
apresentaram o padrao relativo a clonagem do gene GPD1 no vetor pGEM T-Easy. Como o gene
GPD1 foi amplificado juntamente com o seu promotor o sentido da clonagem no pGEM T-Easy nao é

relevante.

o Gare Calinias D'GeneRuler Colnias
1 phPlus GPDI 1 2 3 a 3 8 Moph#ues § 7 ] El 10 11 12 1% 14 % 18 17 18 19 20 21 GmOI

1200 pb == 1200ph

Figura 27. PCRs para confirmagdo da clonagem do gene GPD1 no plasmideo pGEM T-Easy. Marcador de
massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), gene GPD1, 1143 pb, (controle positivo),
amplificagdo das colbnias, reagdo sem DNA (B), marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA
Ladder (Fermentas), amplificagao das colénias e gene GPD1, 1143 pb, (controle positivo).

Apo6s confirmagéo, por analise de restricdo, de que a clonagem ocorreu corretamente o

plasmideo pGEM-GPD1 foi digerido com as enzimas Sphl e Sacl, gerando fragmentos de 2461 pb e
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2932 pb. Um desenho esquematico dessa restricdo € mostrado na Figura 28. O fragmento de 2461
pb, correspondente ao gene GPD1, foi isolado do gel e possuia duas pontas coesivas: uma gerada
pela enzima Sphl e outra pela enzima Sacl. Da mesma forma o plasmideo YEp 352 foi digerido com
as enzimas Sphl e Sacl gerando fragmentos de 39 pb e 5142 pb. Essa restricdo foi realizada duas
vezes para garantir que o plasmideo foi realmente digerido, uma vez que nao € possivel visualizar o
fragmento de 39 pb em gel de agarose 1%. Um desenho esquematico da restrigdo € mostrado na

Figura 21. A restricdo do plasmideo pGEM-GPD1 pode ser visualizada na Figura 29 e a do YEp 352
na Figura 22 B

Sacl- 49 - G_AGCT'C

Sphl - 2981 - G_CATG'C

Figura 28. Desenho esquematico do plasmideo pGEM-GPD1 com os sitios de restrigao utilizados.

O Ganafule pE EA-GFD1 pGEM
100 ph P sohi, Sacl GFDL

Figura 29. Restricdo do plasmideo pGEM-GPD1 para clonagem no plasmideo YEp352. Marcador de massa

molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), restricdo do plasmideo pGEM-GPD1 com Sphl
e Sacl e pPGEM-GPD1.
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Os fragmentos purificados obtidos pela digestao, gene GPD1 (2461 pb) e plasmideo YEp 352
(5142 pb), foram quantificados e foi realizada uma reacdo de ligacdo. A ligacdo foi dialisada e
transformada em E. coli. Apés o aparecimento de colénias brancas, foi feito PCR de colbnia
novamente com os primers Conf-sGPD1-F e Super_GPD1_Amp-R que geram um fragmento de 1143
pb. Como pode ser visualizado na Figura 30, todas as colénias apresentaram o padrao relativo a
clonagem do gene GPD1 no plasmideo YEp 352.

i Gere Bdar Calénias
wpspluy B YEp GPD1 1 2 ] ] L] ] 7 8 g i@ 11 12 13 14 15 1@ 1?

1000 pi | | [P s g ap——_

Figura 30. Confirmagao da constru¢do do plasmideo YEpGPD1 por PCR. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagcdo sem DNA (B), amplificacdo do plasmideo YEp 352
vazio, amplificagdo do gene GPD1, 1143 pb, e amplificagdo das coldnias obtidas apds transformagao com a
ligagdo YEpGPD1.

Foi feita miniprep de algumas colbnias e verificagdo da clonagem por reacao de restricao com
as enzimas Sphl e Sacl. A restricao gerou fragmentos de 5142 pb e 2461 pb, de acordo com o

esperado, e pode ser visualizada na Figura 31.

O'GeneRulerYEp  YEpGPD
100pb Plus  GpD1 Sphi,Sacl

3000 pb

Figura 31. Confirmacgdo da construgdo do plasmideo YEpGPD1 por restricdo. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), plasmideo YEpGPD1 e restrigdo do plasmideo YEpGPD1
com as enzimas Sphl e Sacl.
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Um desenho esquematico do plasmideo YEpGPD1, de 7603 pb, é mostrado na Figura 32.

Sphl - 7603 - G_CATG'C

YEpGPD1

7603 bp

Sacl - 5142 - G_AGCT'C

Figura 32. Desenho esquematico do plasmideo YEpGPD1 com sitio de clivagem para as enzimas Sphl e Sacl.

Além das reacoes de PCR e restricdo, o plasmideo foi seqlienciado e o seqienciamento
confirmou a inser¢cdo do gene GPD1 no sitio de policlonagem do plasmideo YEp 352, gerando
plasmideo YEpGPD1.

5.3 Delecao do gene ADH1

Para a construgéo da linhagem produtora de glicerol o primeiro passo foi a delegédo do gene
ADH1. Os cassetes ADH1-HYG e ADH1pCORE foram transformados em linhagens hapléides
industriais (FGY031 e FGY042) e laboratoriais (FY23 e FY86) de levedura. Apesar do aparecimento
de algumas colbnias resistentes, apds a verificagdo da transformagéao por reagcdes de PCR confirmou-
se que nao houve integracao por recombinagdo homéloga. O crescimento de colénias no meio com
selecao pode ser devido ao fato de algumas leveduras possuirem resisténcia a essas concentracoes
de antibidtico. Outra possibilidade é a insercdo do cassete em outra regiao do genoma. As
transformacgdes foram repetidas muitas vezes, sem sucesso. Apds diversas tentativas foi possivel a
identificacdo de transformantes para ambos os cassetes. As transformagdes ocorreram de maneira
homologa, e sendo assim, houve a delecdo do gene ADH1. A confirmagao da transformacao foi feita
por PCR utilizando diversos pares de primers cuja regiao de pareamento no gene ADH1 original pode
ser visualizada na Figura 33. A regido de pareamento dos primers apés a delecdo do gene ADH1
com o cassete ADH1-HYG ou ADH1pCORE pode ser visualizada nas Figuras 34 e 35

respectivamente.
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Figura 33. Desenho esquematico do /6cus do gene ADH1 com a regido de pareamento dos primers.
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Figura 34. Desenho esquematico do l6cus do gene ADH1 apds a delecdo do mesmo com o cassete ADH1-
HYG e a regido de pareamento dos primers.

—> 5 ADH1-Nest-F

~ 5_ADHI-F

—> 3 ADHI-Nest-R
~ 3 ADHI-R
——> Conf-dADH1 core-R

—> Conf-dADH1 core-F
—> Conf-ADH1 Int-F

— Gen-F

UPSTREAM I pCORE — URA3 e KanMX4 DOWNSTREAM

Figura 35. Desenho esquematico do l6cus do gene ADH1 apdés a delecdo do mesmo com o cassete
ADH1pCORE e a regiao de pareamento dos primers.

A confirmacdo da delecdo do gene ADHT1 com o cassete ADH1-HYG nas linhagens de
laboratério FY23 e FY86 pode ser visualizada na Figura 36. A Figura 36 A é resultado da
amplificacdo com os primers Conf-ADH1_Int-F, que hibridiza na regido upstream ao gene ADH1, e

Conf-ADH1-Int-R, que hibridiza dentro do cassete, gerando fragmentos de 496 pb, apenas nos
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transformantes. Na Figura 36 B foram utilizados os primer HygSC-F e HygSC-R, que hibridizam
dentro do cassete, gerando amplificagcdo de 1629 pb apenas nas linhagens transformadas. Além
dessas duas reacgdes também foi feita uma amplificagao utilizando os primers Conf-dADH1_core-F e
Conf-dADH1_core-R, que hibridizam na regidao upstream e downstream do gene ADH1,
respectivamente. Esse PCR, apresentado na Figura 37 amplifica tanto a linhagem selvagem,
fragmento de 2208 pb, quanto a linhagem com a inser¢gdo do cassete, fragmento de 2812 pb,

permitindo uma comprovagao mais confiavel da transformacao.

O'GeneRuler transf FY23 transf FY86 O’GeneRuler transf FyY23 transf FY26
1WopbPlus B+ FY23 7 10 FY8e 1 11 100 ph Plus g + FY23 7 10 FY8s5 1 11

1500 ph

500 pb

Figura 36. Confirmacao da integragdo do cassete ADH1-HYG nas linhagens FY23 e FY86 por PCR utilizando
um primer interno ao cassete e um externo (A) e utilizando dois primers internos ao cassete (B). A. Marcador de
massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagdo sem DNA (B), controle positivo,
496 pb, (+), FY23 selvagem, possiveis transformantes FY23 (7 e 10), FY86 selvagem e possiveis
transformantes FY86 (1 e 11). B. Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder
(Fermentas), reacdo sem DNA (B), controle positivo, 1629 pb, (+), FY23 selvagem, possiveis transformantes
FY23 (7 e 10), FY86 selvagem e possiveis transformantes FY86 (1 e 11).

tramsf FY2% reamel FYBS O et dar
4 T i 14 FyEE J a ]S 109 g Plus

1000 ph

Figura 37. Confirmacgao da integragdo do cassete ADH1-HYG nas linhagens FY23 e FY86 por PCR utilizando
dois primers externos. Reagcdo sem DNA (B), controle positivo, 2812 pb, (+), FY23 selvagem (2208 pb),
possiveis transformantes FY23 (4, 7, 10 e 16), FY86 selvagem (2208 pb), possiveis transformantes FY86 (1, 8,
11 e 16) e marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas).

A delecao do gene ADH1 na linhagem industrial FGY031 com o cassete ADH1-HYG através
de PCR de colbnia com a utilizagdo dos primers Conf-ADH1_Int-F e Conf-ADH1-Int-R (496 pb) pode

ser visualizada na Figura 38 A. Na Figura 38 B e C sdo apresentados os resultados das
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amplificacées, do DNA extraido, utilizando os primers HygSC-F e HygSC-R (1629 pb) e Conf-
dADH1 _core-F e Conf-dADH1_core-R (selvagem - 2208 pb; Aadh1 ADH1-HYG - 2812 pb),

respectivamente.

o
3
=]
=4
-

._
&
AT

=
£
&
r
o2
Ul
o

=3

it transfermantes FGY031
o B 5 & 7 8 1013 18 17
Lo ot VR '} it () (B (=T

1 Kb transfermantes FGY03L 1 kb transformantes FGYO31
6 7 3 ¢ 11 13 16 17 B Plus FGYD31 B 9 11 13 17

[
I/ ‘
»
w

2000 pb

Figura 38. Confirmagao da integragdo do cassete ADH1-HYG na linhagem FGY031 por PCR utilizando um
primer interno e um externo ao cassete (A), dois primers internos ao cassete (B) e dois primers externos (C). A.
Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), reagdo sem DNA (B) e colbnias possiveis
transformantes FGY031 (496 pb). B. Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen),
possiveis transformantes FGY031 (1629 pb) e reagdo sem DNA (B). C. Marcador de massa molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen), FGY031 selvagem (2208 pb), reacao sem DNA (B) e possiveis transformantes
FGY031 (2812 pb).

A confirmagao da delecao do gene ADH71 com o cassete ADH1-HYG na linhagem industrial
FGY042 foi realizada por PCR utilizando apenas os primers Conf-dADH1_core-F e Conf-
dADH1_core-R. O resultado pode ser observado na Figura 39. Tais primers hibridizam na regido
upstream e downstream do gene ADH1, respectivamente, permitindo a distincdo entre linhagens
selvagens, fragmento de 2208 pb, e linhagens Aadh1 (ADH1-HYG), fragmento de 2812 pb.

Transf 1 Kb DNA
B FGY0A2 + 2 Ladder

3054 ph

Figura 39. Confirmacao da integragdo do cassete ADH1-HYG na linhagem FGY042 por PCR utilizando primers
externos. Reacdo sem DNA (B), FGY042 selvagem (2208 pb), controle positivo, 2812 pb, (+), possivel
transformante (2) e marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen).
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A delecdo do gene ADH1 nas linhagens de laboratério FY23 e FY86 com o cassete
ADH1pCORE foi verificada por PCR somente com os primers Conf-dADH1 _core-F e Conf-
dADH1_core-R. Esse PCR amplifica tanto a linhagem selvagem, fragmento de 2208 pb, quanto a
linhagem com a insergédo do cassete, fragmento de 4359 pb, possibilitando a diferenciagdo dos
transformantes corretos. Como pode ser visualizado na Figura 40 apenas nas colbnias 22 (FY23) e
23 (FY86) o gene ADH1 foi deletado, em todas as outras colOnias aparece, além da banda relativa a
inser¢ao do cassete, a banda relativa ao gene original.

AN A transfarmantes FY23 transformantes FY86
Hindlll B + F¥233 6 11 15 18 14 19 22Fy26 2 6 9 13 15 19 23

Figura 40. Confirmagao da integracao do cassete ADH1pCORE nas linhagens FY23 e FY86 por PCR utilizando
primers externos. Marcador de massa molecular 2 DNA Hindlll (Invitrogen), reacdo sem DNA (B), controle
positivo, 4359 pb, (+), FY23 selvagem (2208 pb), possiveis transformantes FY23, FY86 selvagem (2208 pb) e
possiveis transformantes FY86.

A verificagdo da delecdo do gene ADH7 na linhagem industrial FGY031 com o cassete
ADH1pCORE foi realizada por PCR com os primers Gen-F, que hibridiza dentro do cassete, e Conf-
dADH1_core-R, gerando um fragmento de 1427 pb apenas nos transformantes. Como pode ser
visualizado na Figura 41 A, as colbnias 1, 3, 4, 6 e 8 apresentam a banda esperada. Entretanto,
quando se realiza o PCR com os primers externos Conf-dADH1_core-F e Conf-dADH1_core-R, pode-
se ver pela Figura 41 B que apenas na col6nia 8 houve realmente a delecdo do gene ADH1.

1Kb transformantes FGY031 1 Kb transformantes FGYD31

plus B FOY031 1 2 3 4 6 8 Plus B FGY031 1 2 3 4 6 8

1650 ph 2000pb

Figura 41. Confirmagéo da integragdo do cassete ADH1pCORE na linhagem FGY031 por PCR utilizando um
primer interno e um externo ao cassete (A) e dois primers externos ao cassete (B). A. Marcador de massa
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), reacdo sem DNA (B), FGY031 selvagem e possiveis
transformantes (1427 pb). B. Marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), reacdo sem
DNA (B), FGY031 selvagem (2208 pb) e possiveis transformantes (4359 pb).
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Apos as verificagbes por PCR confirmou-se a obtengao de linhagens FY23, FY86, FGY031 e
FGY042 com o gene ADH1 deletado pela inser¢cdo do cassete ADH1-HYG no /6cus original e
linhagens de FY23, FY86 e FGY031 com o gene ADH1 deletado pela insercdo do cassete
ADH1pCORE também no /6cus original. Essas linhagens foram renomeadas para AFY (linhagens de
laboratdrio) ou AZY (linhagens industriais) e sdo apresentadas na Tabela 6, juntamente com uma

breve descricdo de gendtipo.

Tabela 6. Nome, origem e descricdo breve das caracteristicas genotipicas das linhagens obtidas apds a
delegcédo do gene ADH1.

Nome* Origem Gendtipo

AFY311  FY23 colbnia 7 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY312 FY23 coldnia 10 laboratério - MATa - ura3-52, trp1A63, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY321 FY86 colonia 1 laboratério - MAT « - ura3-52, his3A200, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY322 FY86 coldnia 11 laboratério - MAT « - ura3-52, his3A200, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY315  FY23 coldnia 22 laboratério - MATa - ura3-52, trp1A63, leu2A1,Aadh1 com ADH1pCORE-
URAS3 (K. lactis)

AFY325 FY86 colbnia 23 laboratério - MATa - ura3-52, his3A200, leu2A1,Aadh1 com ADH1pCORE-

URAS3 (K. lactis)
AZY331 FGY031 colénia 11 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG
AZY332 FGY031 col6énia 17 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG
AZY341 FGY042 colénia2  industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG
AZY335 FGY031 colénia8  industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1pCORE - URAS3 (K. lactis)

* O primeiro numero da linhagem corresponde ao gene deletado (3- ADH1; 4- TPI1; 7- ADH1 e TPI1). O
segundo numero corresponde a linhagem (1-FY23; 2- FY86; 3- FGY031; 4- FGY042). O terceiro numero
corresponde aos diferentes individuos com as mesmas modificagoes.

De acordo com a estratégia original, o proximo passo seria a delecdo do gene TPI/1 nas
linhagens Aadh1. Para as linhagens com o cassete ADH1-HYG inserido no genoma a dele¢do do
gene TPI1 poderia ser feita diretamente. Entretanto, para as linhagens transformadas com o
ADH1pCORE primeiro seria necessario a retirada do cassete do genoma com o IRO-ADH1, para que
entdo o cassete TPI1pCORE pudesse ser utilizado para a delegdo do gene TP/, uma vez que a
estratégia do delitto perfetto é baseada na reciclagem do cassete.

Entretanto, houve um decréscimo na taxa de crescimento das linhagens apés a delegcédo do
gene ADH1. Isso dificultou ainda mais a transformacao das leveduras, uma vez que o protocolo de
células competentes baseia-se na fase exponencial do crescimento, que foi afetada. Por essa razao,
um screening ainda maior foi necessario. Porém, mesmo apés diversas tentativas de transformacéao
com o IRO-ADH1 nao foi possivel encontrar transformantes. Na estratégia do pCORE a integragao
homologa ja é mais dificil por causa da pequena regido de homologia. Isso, aliado ao decréscimo na
taxa de crescimento, inviabilizou a obtengao de mutantes por essa estratégia, que foi abandonada.
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5.4 Delecédo do gene TPI1

Dessa maneira, a delecdo do gene TPI/1 foi conseguida apenas com a estratégia que utiliza
cassetes de longa homologia. Entretanto, mesmo utilizando o cassete TPI1-KAN que tem
aproximadamente 200 pb de homologia, tanto na regido 5 quanto na 3’, apds inUmeras tentativas,
nao foi possivel a obtencao de transformantes utilizando as linhagens Aadh1. Sendo assim, o cassete
TPI1-KAN foi transformado nas linhagens selvagens industriais (FGY031 e FGY042) e de laboratdrio
(FY23 e FY86). A delegcao do gene TPI1 resulta na incapacidade da linhagem de crescer em glucose
como fonte de carbono, devido ao acumulo de dihidroxiacetona fosfato. Por essa razao as linhagens
Atpi1 sédo crescidas sempre em meio YEPE. A confirmacdo da transformacao foi feita por PCR
utilizando diversos pares de primers cuja regido de pareamento no gene TPI1 original pode ser
visualizada na Figura 42. A regido de pareamento dos primers apos a delecdo do gene TP/11 com o
cassete TPI1-KAN pode ser visualizada na Figura 43.
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Figura 42. Desenho esquematico do locus do gene TPI1 com a regido de pareamento dos primers.

H i
= 4§ = % g
=, 25 ;I E o g
=d25 . B s 22 3
=5 B T g £ E- E
o mIL: s P i - L S
LIPSTREAM TPI1-KAN DOWNSTREAM

Figura 43. Desenho esquematico do locus do gene TPI1 apds a delecao do mesmo com o cassete TPI1-KAN e
a regiao de pareamento dos primers.

O screening para verificacdo da delecao do gene TPI/1 com o cassete TPI1-KAN nas quatro

linhagens foi realizado por PCR de colbnia utilizando os primers Conf-TPI1_Int-F, que hibridiza na
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regido upstream ao gene TPI1, e Conf-TPI1_Int-R que hibridiza no interior do cassete. A amplificacdo
apenas ocorre em linhagens transformadas gerando um fragmento de 515 pb que pode ser
observado na Figura 44.

o'GeneRu er trarsf. F¥232 transf. FGY031 transf, FGYD42 transf, FY8A

100pbFlus B FY23 14 |3 12 g 5 1 Feyp3l 1 2 Feyodz 1 2 3 4 5 FY86 1 2

400 ph

Figura 44. Confirmagao da integracdo do cassete TPI1-KAN nas linhagens FY23, FY86, FGY031 e FGY041 por
PCR de colbnia utilizando um primer externo e um interno ao cassete. Marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagcdo sem DNA (B), FY23 selvagem, possiveis

transformantes FY23, FGY031 selvagem, possiveis transformantes FGY031, FGY042 selvagem, possiveis
transformantes FGY042, FY86 selvagem e possiveis transformantes FY86.

Apo6s a escolha de algumas col6nias pelo PCR de colbnia foi realizada a amplificagdo do
genoma com os primers Conf-dTPI1_core-F e Conf-dTPI_core-R, que hibridizam na regido upstream
e downstream do gene TPI1, respectivamente. Esse PCR amplifica tanto a linhagem selvagem,
fragmento de 1525 pb, quanto a linhagem com a inser¢gdo do cassete, fragmento de 2339 pb. A

amplificagao das linhagens FY86, FGY031, FY23 e FGY042 pode ser visualizada nas Figuras 45 A,
45 B, 46 e 47 respectivamente.

e transf. FY&6 1 Kb DRIA
e B FY86 + 1 2 3

Tranad
tadder g Fgvo3l + 1

BRI ]

Figura 45. Confirmacao da integracdo do cassete TPI1-KAN no locus do gene TPI1 nas linhagens FY86 (A) e
FGY031 (B) por PCR utilizando primers externos. A. Marcador de massa molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen), reacdo sem DNA, FY86 selvagem (1525 pb), controle positivo, 2339 pb, (+) e possiveis
transformantes. B. Marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen), reacdo sem DNA, FGY031
selvagem (1525 pb), controle positivo, 2339 pb, (+) e possiveis transformantes.
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Figura 46. Confirmacgao da integracdo do cassete TPI1-KAN no /ocus do gene TPI1 na linhagem FY23 por PCR
utilizando dois primers externos. Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder
(Fermentas), reacdo sem DNA (B), controle positivo, 2339 pb, (+), FY23 selvagem (1525 pb) e possiveis
transformantes.

O'Genefuler tranid FGYDAZ
100pb Pz B FY042 1 b 3

Figura 47. Confirmacédo da integracao do cassete TPI1-KAN no locus do gene TPI/1 na linhagem FGY042 por
PCR utilizando dois primers externos. Marcador de massa molecular O'GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder
(Fermentas), reagdo sem DNA (B), FGY042 selvagem (1525 pb) e possiveis transformantes.

Apos as verificagbes por PCR confirmou-se a obtencao de linhagens FY23, FY86, FGY031 e
FGY042 com o gene TPI1 deletado pela inser¢cao do cassete TPI1-KAN no locus original. Essas
linhagens foram renomeadas para AFY (linhagens de laboratério) ou AZY (linhagens industriais) e

sao apresentadas na Tabela 7, juntamente com uma breve descricdo de gendtipo.

Tabela 7. Nome, origem e descrigdo genotipica das linhagens obtidas apds a delegao do gene TPI1.

Nome*  Origem Gendtipo

AFY411 FY23 colbnia 1 laboratorio - MATa- ura3-52, trp1463, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN
AFY412 FY23 colbnia 12 laboratério - MATa- ura3-52, trp1463, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN
AFY421 FY86 colbnia 2 laboratorio - MATa - ura3-52, his3A200, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN

AZY431 FGY031 colénia 1 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN
AZY441 FGY042 colénia 1  industrial - MATa. - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN
AZY442 FGY042 colénia 2 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN
AZY443 FGY042 coldnia 3 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

* O primeiro nimero da linhagem corresponde ao gene deletado (3- ADH1; 4- TPI1; 7- ADH1 e TPI1). O
segundo numero corresponde a linhagem (1-FY23; 2- FY86; 3- FGY031; 4- FGY042). O terceiro numero
corresponde aos diferentes individuos com as mesmas modificagoes.
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5.5 Obtencao do duplo mutante - Aadh1 e Atpi1

Como nao foi possivel a delecdo de ambos os genes na mesma levedura, devido as
dificuldades encontradas na transformacéao, foi desenvolvida outra estratégia para a obtencédo do
duplo mutante. Essa estratégia foi baseada em cruzamentos e esporulagdes, uma vez que 0os genes
se encontram em cromossomos separados e, portanto, a segregacdo é independente. Como os
genes ADH1 e TPI1 foram deletados em duas linhagens de laboratdério e duas linhagens industriais,
de diferentes mating-type, foi possivel realizar o cruzamento dessas linhagens. A linhagem AFY322
(FY86 Aadh1 ADH1-HYG) foi cruzada com a linhagem AFY412 (FY23 Atpi1 TPI1-KAN) e a linhagem
AZY331 (FGY031 Aadh1 ADH1-HYG) foi cruzada com a linhagem AZY441 (FGY042 Atpi1 TPI1-
KAN). Apds os cruzamentos é esperado que a linhagem se torne dipldide, mas possua apenas uma
copia dos gene ADH1 e TPI1 e apresente resisténcia a higromicina e geneticina. Sendo assim, para o
isolamento de colénias apds o cruzamento foi utilizado o meio sélido YEPE com geneticina e
higromicina, no qual apenas as linhagens com ambos os cassetes, e, portanto, dipldides foram
capazes de crescer. Apds o crescimento de colbnias isoladas, foi realizado um PCR de colbnia para
determinar o mating-type e verificar se realmente houve o cruzamento. Em linhagens MATa ha a
amplificacdo de um fragmento de 544 pb, em linhagens de MAT«a um fragmento de 404 pb e em
linhagens dipdides ha a amplificagdo de ambos os fragmentos. Como pode ser visualizado na Figura

48. Algumas linhagens sao dipldides, comprovando que o cruzamento realmente ocorreu.

O'GeneRuler AFY322 X AFY412 AZY331 X AZY44l
100phPus + 1 2 3 4 5 6 7 8 B 1 2 3 4 5 6 7 8

500 ph

Figura 48. Confirmagdo do cruzamento das linhagens AFY322 X AFY412 e AZY331 X AZY441 por PCR do
mating-type. Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), amplificagdo
da linhagem dipléide JAY 270 (+), coldnias do cruzamento AFY322 X AFY412, reagdo sem DNA (B), colbnias
do cruzamento AZY331 X AZY441.

Apods a comprovagao do cruzamento, foi realizada a esporulagéo de varias coldnias diploides,
com o intuito de encontrar algum esporo que possuisse os genes ADH71 e TPI1 deletados. As
colénias foram incubadas em meio de esporulagdo para que fossem formadas as tétrades de
esporos. O isolamento dos esporos normalmente é realizado manualmente através da dissecacgdo
das tétrades em microscépio com micromanipulador. Essa foi a técnica utilizada inicialmente para o
isolamento dos esporos, entretanto, até que se adquira pratica, € uma técnica demorada e laboriosa.

68



Como o objetivo da esporulagéo era a obtengcdo de um esporo duplo mutante, ndo sendo necessario
saber de qual tétrade provinha, nem qual o gendtipo dos esporos irmaos, optou-se por utilizar a
técnica do Random Spore Analysis. Essa técnica consiste na liberagdo dos produtos da meiose pelo
rompimento por sonicagcdo das tétrades. Entretanto, também pode ocorrer contaminagcédo por
linhagens dipléides n&o esporuladas.

As células liberadas apds o rompimento das tétrades foram contadas e plaqueadas em meio
YEPE com geneticina e higromicina para que apenas os esporos duplos mutantes crescessem. Apds
o crescimento de colénias no meio seletivo foi determinado o mating-type por PCR de colbnia para
verificar se realmente eram esporos ou apenas linhagens dipléides ndo esporuladas. Como pode se
visualizado na Figura 49. O isolamento de esporos foi bem sucedido, tanto de MATa quanto MAT¢,

havendo apenas poucas col6nias referentes as células dipldides.

O'GeneRuler esporos AZY331 X AZY441 0'GeneRuler esporos AFY322 X AFY412
100phPlus B + 1 2 3 45 6 7 8 9 100 pb Plus B 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 49. Confirmagdo da obtengdo de esporos por Random Spore Analysis por PCR do mating-type. A.
Marcador de massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagdo sem DNA (B),
amplificagéo da linhagem dipldide JAY 270 (+) e esporos do cruzamento AZY331 X AZY441. B. Marcador de
massa molecular O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reacdo sem DNA (B) e esporos do
cruzamento AFY322 X AFY412.

Para confirmacao de que essas linhagens hapléides possuiam tanto o gene ADH1 quanto o
gene TPI1 deletados foram realizados PCRs de colbnia utilizando os primers Conf-ADH1_Int-F e
Conf-ADH1_Int-R, para verificagdo do locus ADH1 (496 pb), e Conf-TPI1_Int-F e Conf-TPI1_Int-R
para verificagdo do locus TPI1 (515 pb). Como pode ser observado na Figura 50 as linhagens
hapléides realmente possuem os dois genes deletados, confirmando a obtencdo tanto de duplos
mutantes industriais quantos de laboratério. Essas linhagens foram renomeadas para AFY (linhagens
de laboratério) ou AZY (linhagens industriais) e sao apresentadas na Tabela 8, juntamente com uma

breve descricao de gendtipo.
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O GeneRule AZY33L X AZYA4l1 AFY322Z X AFYALZ  rgeneRaler ALY3I31 XAZYAE] AFY322 XK AFYdL2
100 zh Flus B + 1 2 3 1 2 5 1W00phPlus B - + 1 2 3 1 3 5

Figura 50. Confirmacdo da obtengdo de duplo mutantes industriais e de laboratério hapléides por PCR.
Marcador de massa molecular O'GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reacdo sem DNA (B),
linhagem selvagem (-), linhagem Aadh1, 496 pb, (+), linhagens haploéides provenientes do cruzamento AZY331
X AZY441, linhagens hapldides provenientes do cruzamento AFY322 X AFY412, marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas), reagcdo sem DNA (B), linhagem selvagem (-), linhagem
Atpi1, 515 pb, (+), linhagens hapléides provenientes do cruzamento AZY331 X AZY441 e linhagens haploides
provenientes do cruzamento AFY322 X AFY412.

Tabela 8. Nome, origem e descri¢gao breve das caracteristicas genotipicas das linhagens duplo mutantes.

Nome*  Origem Genétipo

AFY731 AFY322 X AFY412 colbnia 1 laboratério - MATa- ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpi1
AFY732 AFY322 X AFY412 coldnia 3 laboratorio - MATa - ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpit
AZY771 AZY331 X AZY441 coldnia 1 industrial - MATa - Aura3, Aadh1, Atpi1
AZYT772 AZY331 X AZY441 colbnia 2 industrial - MAT« - Aura3, Aadh1, Atpit

* O primeiro numero da linhagem corresponde ao gene deletado (3- ADH1; 4- TPI1; 7- ADH1 e TPI1) O
segundo numero corresponde a linhagem (1-FY23; 2- FY86; 3- FGY031; 4- FGY042), linhagens obtidas por
cruzamentos correspondem a soma dos numeros das linhagens originais . O terceiro numero corresponde aos
diferentes individuos com as mesmas modificagdes.

5.6 Transformagao com os plasmideos YEpADH1 e YEpGPD1

O plasmideo YEpADH1 foi construido para que fosse realizada a complementagdo do gene
ADH1 nas linhagens Aadh1 com o intuito de verificar a capacidade de recuperagdo das
caracteristicas da linhagem selvagem. O plasmideo foi transformado nas linhagens AFY312 e
AZY331, ambas Aura3, pois nesse caso a selecao é feita pela capacidade de crescer em meio sem
uracila, uma vez que o gene URAS3 esta presente no plasmideo. Sendo assim, o plasmideo também
possibilitou a verificagdo da complementacdo do gene URA3. A confirmagao da transformacao foi
realizada utilizando os primer pUC/M13-F e pUC/M13-R, que hibridizam na regido externa ao sitio da
clonagem do gene ADH1 no plasmideo YEp 352, amplificando toda a regido do gene ADH1. Dessa
forma, a amplificagdo com esses primers gera um fragmento de 1805 pb apenas nas linhagens
transformadas com o plasmideo YEpADH1, como pode ser visualizado na Figura 51.
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YEpADHL YEpADHL
AFY312 AZY331 O'GeneRuler

B+ AFY312 1 azy331 1 2 3 4 100 ph Plus

2000 pb

Figura 51. Transformacgao das linhagens AFY312 e AZY331 com o plasmideo YEpADH1 para complementagao
do gene ADH1. Reacao sem DNA (B), amplificacao do plasmideo YEpADH1, 1805 pb, (+), linhagem AFY312,
transformante AFY312, linhagem AZY331, transformantes AZY331 e marcador de massa molecular
O’GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Apos a realizagdo do PCR foi confirmada a transformagao das linhagens AFY312 e AZY331
com o plasmideo YEpADH1, apesar das linhagens serem Aadh1 e possuirem um perfil de
crescimento diferente. Isso demonstra que a transformacgao de plasmideos é muito mais facil do que
a transformagédo de cassetes para integragdo homodloga. O nome juntamente com uma breve

descricdo de gendtipo dessas linhagens € apresentado na Tabela 9.

Tabela 9. Nome, origem e descricdo breve das caracteristicas genotipicas das linhagens obtidas apés a
transformagéo com o plasmideo YEpADH1.

Nome* Origem Gendtipo

AFY511 AFY312 colbnia 1 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY531 AZY331 colbnia 1 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY532 AZY331 colbnia 2 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY533 AZY331 colbnia 3 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY534 AZY331 colbnia 4 industrial - MATa - ADH1-HYG, URAS3, ADH1

* O primeiro numero da linhagem corresponde ao gene deletado (3- ADH1; 4- TPI1; 7- ADH1 e TPI1), para
linhagem com o gene ADH1 complementado - 5; O segundo numero corresponde a linhagem (1-FY23; 2- FY86;
3- FGY031; 4- FGY042. O terceiro numero corresponde aos diferentes individuos com as mesmas
modificagdes.

O plasmideo YEpGPD1 foi construido para a superexpressdo do gene GPD1 nas linhagens
duplo mutante com o intuito de aumentar a producgéo de glicerol. O plasmideo foi transformado nas

linhagens AFY731 e AZY771, entretanto, mesmo apds algumas tentativas nao foi possivel a
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obtengao de transformantes. Apesar da transformacgédo de plasmideos ser bem mais facil que a de
cassetes de integracao, as linhagens Aadh1 e Atpi1 tiveram um decréscimo muito grande na taxa de
crescimento, sendo, inclusive, incapazes de crescer em glucose como Unica fonte de carbono.
Mesmo em meio utilizando etanol como fonte de carbono a taxa de crescimento & bem baixa, o que,

sem duvida, dificulta o processo de transformagéo.

5.7 Cruzamento de linhagens hapléides para obteng¢ao de mutantes dipldides

Para a utilizagcdo em um processo industrial a linhagem dipléide apresenta vantagens em
relacdo a linhagem haploide, principalmente no que diz respeito a manutencao das modificacbes no
genoma. Linhagens haploides, por poderem realizar cruzamentos, sdo mais suscetiveis a perda ou
aquisi¢ao de caracteristicas.

Como as delegdes foram realizadas em duas linhagens de cada tipo (laboratério ou industrial)
com mating-types diferentes o cruzamento entre elas é possivel. Também foram obtidos hapldides
com mating-types diferentes para as linhagens Aadh1 e Afpi1 de laboratério e industrial. Sendo
assim, as linhagens foram cruzadas e as colbnias isoladas obtidas testadas para o mating-type por
PCR de colbnia. As linhagens selvagens de laboratério FY23 e FY86 foram cruzadas, assim como as
linhagens industriais FGY031 e FGY042.

Na Figura 52 sdo apresentados os resultados dos cruzamentos das linhagens AFY312 com
AFY322, AFY315 com AFY325 e FGY031 com FGY042. Em linhagens MATa ha a amplificagdo de
um fragmento de 544 pb, em linhagens de MAT«a um fragmento de 404 pb e em linhagens dipdides

ha a amplificagdo de ambos os fragmentos.

AFY313 x AFY322 1K DNA  AFY315 x AFY325 100 ph DN A FGY031 x FGY042
Ladder B+ 1 2 3 4 3

3 4

B+ 12 3 4 5

Ladder 1 2 5 + B

Figura 52. Confirmagédo do cruzamento das linhagens AFY312 X AFY322, AFY315 X AFY325 e FGY031 X
FGY041 por PCR dp mating-type. A. Marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen), reagdo sem
DNA (B), amplificagdo da linhagem diploide JAY 270 (+) e colbnias do cruzamento AFY312 X AFY322. B.
Marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen), colénias do cruzamento AFY315 X AFY 325,
amplificagdo da linhagem dipléide JAY 270 (+) e reagdo sem DNA (B). C. Marcador de massa molecular 100 pb
DNA Ladder (Invitrogen), reagdo sem DNA (B), amplificagdo da linhagem dipldide JAY 270 (+) e coldnias do
cruzamento FGY031 X FGY041.
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O cruzamento das linhagens AFY412 com AFY421 e AZY431 com AZY441 pode ser
visualizado na Figura 53.

130 ph DMA AFY4.2 « AFY421 AZY¥A31x AZYd41
Laddar B 4 1 2 3 4 &5 1 2 2 4 5

600 pb

-

Figura 53. Confirmacao do cruzamento das linhagens AFY412 X AFY421 e AZY431 X AZY441 por PCR do
mating-type. Marcador de massa molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), reagdo sem DNA (B), amplificacao
da linhagem dipldide JAY 270 (+), coldonias do cruzamento AFY412 X AFY421 e colbnias do cruzamento
AZY431 X AZY441.

Na Figura 54 podem ser observados os resultados dos cruzamentos das linhagens AFY731
com AFY732, FY23 com FY86, AZY771 com AZY772 e AZY331 com AZY341.

100 pb DNA AFY731 x AFY732 FY23 x FY86 AZY771x AZY772  AZY331xAZY341
ladder 8 + 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 54. Confirmag&o do cruzamento das linhagens AFY731 X AFY732, FY23 X FY86, AZY771 X AZYT772 e
AZY331 X AZY341 por PCR domating-type. Marcador de massa molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen),
reagdo sem DNA (B), amplificacdo da linhagem dipldide JAY 270 (+), colénias do cruzamento AFY731 X
AFY732, colénias do cruzamento FY23 X FY86, colénias do cruzamento AZY771 X AZY772 e colbnias do
cruzamento AZY331 X AZY341.

Apos as verificagdes por PCR confirmou-se a obtengédo de linhagens dipléides em todos os
cruzamentos realizados. A lista das linhagens obtidas é apresentada na Tabela 10, juntamente com
uma breve descri¢ao de gendtipo.

Tabela 10. Nome, origem e descricdo breve das caracteristicas genotipicas das linhagens dipldides obtidas
apods cruzamento.

Nome* Origem Gendtipo

AFY109 FY86xFY23 laboratorio - ura3-52, leu2A1

FGY073  FGY031xFGY042 industrial - Aura3

AFY634 AFY312xAFY322 laboratorio - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY640 AFY315xAFY325 laboratério - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE - URA3 (K. lactis)
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AZY672 AZY331xAZY 341 industrial - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG
AFY833 AFY412xAFY421 laboratorio - ura3-52, leu2A1,Atpi1 com TPI1-KAN
AZY872 AZYA31xAZY 441 industrial - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AFY733 AFY731xAFY732 laboratorio - ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpi1
AZYT73 AZYTTIXAZYTT2 industrial - Aura3, Aadh1, Atpi1

* O primeiro numero da linhagem corresponde ao gene deletado (6- ADH1; 8- TPI1; 7- ADH1 e TPI1). O
segundo numero corresponde a linhagem (1-FY23; 2- FY86; 3- FGY031; 4- FGY042), linhagens obtidas por
cruzamentos correspondem a soma dos numeros das linhagens originais O terceiro numero corresponde aos
diferentes individuos com as mesmas modificagbes.

5.8 Fermentagao em meio YNB

Apods a confirmagdo da transformacgdo por PCR, efetuou-se um teste de crescimento para
analise do perfil de produgdo de metabdlitos das linhagens de leveduras em meio YNB. Por ser um
meio sintético, o YNB permite o crescimento das linhagens com o plasmideo YEpADH1, pois a
manutencao do plasmideo € obtida através da utilizagao de um meio sem adi¢ao de uracila. Todos os
testes foram realizados em ftriplicata e o desvio padrao foi calculado. Foram comparadas todas as

linhagens mostradas na Tabela 11.

Tabela 11. Linhagens utilizadas para teste fermentativo em YNB.

Linhagem Genétipo

FY 23 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1

AFY 109 laboratdrio - diploide - ura3-52, leu2A1

JAY 270 industrial — diploid

FGY 050 industrial - dipléide - Aura3

FGY 031 industrial - MATa - Aura3

FGY 042 industrial - MATa - Aura3

FGY 073 industrial - dipléide - Aura3

AFY 634 laboratério - dipléide - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY 640 laboratério - dipléide - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE - URAS3 (K.lactis)
AZY 672 industrial - diploide - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

AZY 335 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1pCORE - URA3 (K. lactis)
AFY 511 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY 531 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1

AFY 833 laboratério - dipléide - ura3-52, leu2A1,Atpi1 com TPI1-KAN

AZY 872 industrial - dipldide - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AFY 733 industrial - dipldide - Aura3, Aadh1, Atpi1

AZY 773 industrial - dipldide - Aura3, Aadh1, Atpi1
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As amostras foram retiradas a cada duas ou trés horas e a densidade o6tica (DO) foi medida,

dando origem a curva de crescimento mostrada na Figura 55.

7.00

6.00

5.00

4.00

DO 600

3.00

2.00

1.00

Curva de Crescimento - YNB

Tempo (h)

==—JAY 270
== FGY 031
== FGY 042
=>e=FGY 050
=e=FGY 073
=@ AZY 335
e AZY531
e AZY 672
AZY 773
=——AZY 872
== FY23
AFY 109
AFY 511
AFY 634
AFY 640
AFY 733
AFY 833

Figura 55. Curva de crescimento em meio YNB.

Como pode ser visualizado, a linhagem original industrial JAY270 possui, ndo apenas uma

taxa de crescimento maior, mas também uma formagao de biomassa muito maior ao longo do tempo

em relagdo a todas as outras linhagens, incluindo as linhagens com complementacdo dos genes

ADH1 e URAS3. Isso se deve ao fato de ser uma linhagem industrial e selvagem, sem nenhuma

modificagdo genética. Para uma melhor visualizagao das diferengas de crescimento entre as outras

linhagens apresenta-se a Figura 56, grafico da curva de crescimento sem as linhagens selvagens

industriais e de laboratoério, JAY270 e FY23.
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Figura 56. Curva de crescimento em meio YNB sem as linhagens JAY270 e FY23.

Depois da linhagem JAY270, as linhagens complementadas, AFY511 e AZY531, foram as que

alcangaram as maiores concentragdes finais de biomassa, tendo atingindo uma DO maior que a

linhagem AFY109, diploide de laboratério. Pode-se verificar também que as linhagens FGY,

derivadas da JAY270 mas com dele¢ao do gene URA3, apresentaram um déficit de crescimento, ndo

alcangando uma OD maior do que 2. Na Figura 57 é a apresentada a mesma curva de crescimento,
entretanto sem as linhagens AFY511, AZY531 e AFY109.
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Figura 57. Curva de crescimento em meio YNB sem as linhagens JAY270, FY23, AFY109, AFY511 e AFY531.
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Pela Figura 57 pode-se observar que a diferenga entre a linhagens industriais FGY e as
linhagens com o gene ADH1 deletado pelo cassete ADH1pCORE nao é em relagdo a quantidade
final de biomassa gerada,mas sim ao perfil da curva de crescimento celular. Para melhorar a
visualizagao, a Figura 58 Apresenta apenas as linhagens FGY073, AFY640, AFY634, AZY 672 e
AZY335.
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Figura 58. Curva de crescimento em meio YNB com as linhagens FGYQ073, AFY640, AFY634, AZY672 e
AZY335.

Na Figura 58 Fica bem clara a diferenca do perfil de crescimento celular entre as linhagens
FGY073 e aquelas com o gene ADH1 deletado. Além disso, as linhagens AFY640 e AZY335
deletadas com ADH1pCORE, que possui o gene URA3 de K. lactis, foram capazes de alcangar maior
concentracao de biomassa do que aquelas deletadas com o ADH1-HYG, AFY634 e AZY672.

A Figura 59 apresenta apenas o crescimento das linhagens AFY833, AZY872, AFY733 e
AFY773. Pode-se observar que as linhagens com o gene TPI/1 deletado e com os genes ADH1 e
TPI1 deletados apresentam taxa de crescimento celular muito baixa. Isso se deve a incapacidade das
linhagens Atpi1 de utilizar glicose como fonte de carbono para crescimento. Entretanto, sdo capazes

de converter a glucose em glicerol ao invés de converté-la em etanol.
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Figura 59. Curva de crescimento em meio YNB com as linhagens AFY833, AZY872, AFY733 e AFY773.

Para a determincagdao dos metabdlitos, as amostras foram centrifugadas, filtradas e injetadas
no HPLC. Um exemplo do cromatograma obtido € mostrado na Figura 60. Apds a analise por HPLC
das amostras coletadas dos cultivos, foram gerados cromatogramas, como o exemplificado na Figura
60.
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Peak Name | RT Area % Area | Height | Amount | Units
1| Glicose 8,925 11500199 | 68,93 |617658 | 20,000 |g/L
2 | Glicerol 12,843 | 3431202 20,57 |171207| 7,500 g/L
3 | Etanol 20,335 | 1752042 | 10,50| 58179 | 7,496 g/l

Figura 60. Cromatograma obtido apds injegdo da amostra em HPLC.
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Apods processamento e andlise dos resultados, os perfis do consumo de glucose e produgéo
de etanol e glicerol dos cultivos realizados foram obtidos.

Foi realizada a média dos dados das ftriplicatas e os valores de consumo de glucose,
producdo e rendimento de etanol sdo mostrados na Tabela 12. Todos os rendimentos foram
calculados como quantidade de glicerol ou etanol produzida por quantidade de glucose consumida e

s&o apresentados com base em 1 grama de glucose.

Tabela 12. Valores da média do consumo de glucose, produgdo e rendimento de etanol obtido no teste
fermentativo em meio YNB para cada linhagem.

, Consumode  Produgdo  Rendimento %
Linhagem

inhag Glucose (g/lL)  Etanol (g/L) (9/9) Tedrico
JAY 270° 24.89 9.29 0.37 73.16
FGY 031¢ 25.70 6.38 0.25 48.63
FGY 050 25.03 8.73 0.35 68.43
FGY 042°% 25.10 7.97 0.32 62.25
FGY 073° 22.91 7.16 0.31 61.26
AZY 335 20.17 5.82 0.29 56.61
AZY 531 23.32 8.51 0.36 71.56
AZY 672" 22.82 4.59 0.20 39.48
AZY 773’ 7.96 0.00 0.00 0.00
AZY 872 10.26 0.00 0.00 0.00

FY 23% 17.86 6.06 0.34 66.53
AFY 109%° 17.72 6.48 0.37 71.71
AFY 511% 22.99 8.42 0.37 71.81
AFY 634° 11.25 2.75 0.24 47.87
AFY 640" 15.05 3.13 0.21 40.80
AFY 733 9.54 0.00 0.00 0.00
AFY 833' 9.72 0.00 0.00 0.00

a,b,c,d,e,t,g,h,l

Linhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de
rendimento diferentes estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p
< 0,05).

Os dados da producéo de etanol foram convertidos em graficos de barra e sdo apresentados
na Figura 61. A legenda acima do grafico representa o gendtipo das linhagens.
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Figura 61. Grafico da producgao total de etanol em meio YNB das linhagens selvagens e modificadas. Azul-claro
refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério. Os sinais +, - e *
correspondem a presencga do gene original, dele¢cdo do gene e gene complementado, respectivamente.

Pode-se observar que a linhagem que produziu maior quantidade de etanol foi a linhagem
JAY270, como esperado. Além disso, as linhagens com delecdo do gene TPI/1 e duplo mutantes nao
produziram etanol. Entretanto, nem todas as linhagens foram capazes de consumir toda a glucose,
portanto os resultados sao expressos de maneira mais adequada em termos de rendimento de etanol

por grama de glucose consumida. A Figura 62 apresenta os resultados de rendimento.
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Figura 62. Grafico do rendimento de etanol a partir da glucose, em meio YNB, em linhagens selvagens e
modificadas. Azul-claro refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério.
abedelfahl ) inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de rendimento diferentes estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os sinais +, - e * correspondem a presenca do gene original, delecéo
do gene e gene complementado, respectivamente.

Pelo grafico do rendimento pode-se comprovar que as linhagens JAY270, AFY109 e AFY511
tiveram o maior rendimento, de 0,37 g/g. Além disso, de acordo com a analise estatistica, a linhagem
AZY531 também esta entre as maiores produtoras. As linhagens com delegdo do gene ADH1 tiveram
um rendimento entre 0,20-0,29 g/g.

Os valores de consumo de glucose, produgcao e rendimento de glicerol sdo mostrados na
Tabela 13.

Tabela 13. Valores da média do consumo de glucose, produgdo e rendimento de glicerol obtido no teste
fermentativo em meio YNB para cada linhagem.

Linhagem Consumo de Producao Rendimento %

9 Glucose (g/L)  Glicerol (g/L) (9/9) Teobrico
JAY 270" 24.89 0.55 0.02 4.29
FGY 031! 25.70 0.61 0.02 4.64
FGY 050" 25.03 0.99 0.04 7.78
FGY 042" 25.10 1.29 0.05 10.04
FGY 073" 22.91 0.91 0.04 7.75
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AZY 335° 20.17 2.31 0.11 22.44

AZY 531" 23.32 0.93 0.04 7.81
AZY 672° 22.82 5.41 0.24 46.51
AZY 773° 7.96 3.00 0.38 73.92
AZY 872° 10.26 3.37 0.33 64.42
FY 23 17.86 0.10 0.01 1.05
AFY 109’ 17.72 0.37 0.02 4.08
AFY 511" 22.99 0.94 0.04 8.00
AFY 634° 11.25 2.24 0.20 39.01
AFY 640° 15.05 2.57 0.17 33.45
AFY 733° 9.54 2.91 0.31 59.83
AFY 833" 9.72 3.20 0.33 64.50

abedeldfll | inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de
rendimento diferentes estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p <
0,05).

Os dados da producéo de glicerol foram convertidos em graficos de barra e sdo apresentados
na Figura 63.
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Figura 63. Grafico da producéo total de glicerol em meio YNB das linhagens selvagens e modificadas. Azul-
claro refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério. Os sinais +, - e *
correspondem a presencga do gene original, delecdo do gene e gene complementado, respectivamente.
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As linhagens selvagens produziram entre 0,10 e 0,55 g de glicerol, compativeis com os dados
da literatura, ja as linhagens FGYs produziram ao redor de 1 g de glicerol. Pode-se observar que a
linhagem que produziu maior quantidade de glicerol foi a linhagem AZY672, Aadh1. Entretanto, nem
todas as linhagens foram capazes de consumir toda a glucose, portanto os resultados podem ser
mais bem expressados em termos de rendimento de glicerol por grama de glucose consumida. A

Figura 64 apresenta os resultados de rendimento.
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Figura 64. Grafico do rendimento de glicerol a partir da glucose, em meio YNB, em linhagens selvagens e
modificadas. Azul-claro refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério.
abedelohil | inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de rendimento diferentes estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os sinais +, - e * correspondem a presenca do gene original, delecéo
do gene e gene complementado, respectivamente.

Quando se apresentam os dados de rendimento, pode-se verificar que a linhagem AZY773,
industrial e duplo mutante, foi a linhagem capaz de fazer a melhor conversao de glucose a glicerol,
chegando ao redor de 74% do maximo tedrico. Ja a linhagem duplo mutante de laboratério alcangou
um rendimento de apenas 60% do maximo tedrico. As linhagens selvagens tiveram rendimentos ao
redor de 0,02 g/g, proximo aos obtidos na literatura. Entre as linhagens Aadh?1 o rendimento foi
bastante variado, sendo possivel observar que as linhagens deletadas com o cassete ADH1pCORE
tiveram menores rendimentos de glicerol quando comparadas com as linhagens deletadas com o
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cassete ADH1-HYG. O rendimento para os mutantes Atpi1 ficou em 0,33 g/g, tanto para a linhagem
industrial quanto para a linhagem de laboratério.

Apods a analise de todos os dados pode-se concluir que as modificagdes realmente foram
capazes de desviar o fluxo metabdlico do etanol para o glicerol. As figuras 65, 66, 67, 68 e 69
mostram a evolugéo do desvio do fluxo metabdlico com as diversas modificagbes genéticas, nas

leveduras industriais, através do consumo da glucose e da produgéo de etanol e glicerol.
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Figura 65. Grafico do perfil de produgdo em meio YNB da linhagem FGY073, industrial, que possui apenas o
gene URA3 deletado.

A linhagem FGYO073 apresentou um perfil caracteristico, consumindo quase toda a glucose e
produzindo grande quantidade de etanol e pequena quantidade de glicerol. Apesar de ser um perfil
caracteristico a linhagem tem uma taxa de consumo de glucose muito menor do que a levedura
industrial JAY270.
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Figura 66. Grafico do perfil de produgdo em meio YNB da linhagem AZY672, industrial, Aura3, apés a delegao
do gene ADH1.

A linhagem AZY672 corresponde ao mutante Aadh7, e apds essa primeira modificagdo ja é
possivel observar a inversdo da producgao. A linhagem consumiu toda a glucose, entretanto passou a

produzir mais glicerol do que etanol.
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Figura 67. Grafico do perfil de produgdo em meio YNB da linhagem AZY531, industrial, Aura3, Aadh1, apds a
complementacdo com o plasmideo YEpADHA1.

A linhagem AZY531 demonstra a complementagdo dos genes ADH1 e URA3. A linhagem
passa a apresentar novamente o perfil de produgdo caracteristico, consumindo toda a glucose e
produzindo grande quantidade de etanol e pouco glicerol. A glucose foi consumida em menos de 20

horas, enquanto a linhagem FGY031 levou mais de 30 horas para consumir a mesma quantidade.
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Figura 68. Grafico do perfil de produgdo em meio YNB da linhagem AZY872, industrial, Aura3, apds a delegao

do gene TPI1.

A linhagem AZY872 possui um perfil bem diferenciado, consumindo apenas 10 gramas de

glucose em 20 horas. Além disso, ndo houve producio de etanol, sendo toda a glucose convertida

em glicerol.
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Figura 69. Grafico do perfil de produgdo em meio YNB da linhagem AZY773, industrial, Aura3, apds a delegao

dos genes ADH1 e TPI1.
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A linhagem AZY773 possui um perfil similar ao da linhagem AZY872, mas consumiu menos
de 10 gramas de glucose em 20 horas. Apesar disso, foi capaz de produzir maior quantidade de

glicerol que a linhagem AZY872. Essa linhagem também nao apresentou producgéo de etanol.

5.9 Fermentagcao em meio YEPD

Foi realizado outro teste fermentativo, mas desta vez em meio YEPD. Por ser um meio
complexo, ndo possibilita a retirada da uracila de sua composigéo, portanto as linhagens com o
plasmideo YEpADH1 nao foram utilizadas nesse teste. Além disso, como o teste anterior nao
mostrou diferencas entre linhagens hapléides e dipléides, foram escolhidas apenas algumas
linhagens para a realizagcdo desse teste. As linhagens utilizadas nessa fermentacao estdo na Tabela

14. Todos os testes foram realizados em triplicata e o desvio padrao foi calculado.

Tabela 14. Linhagens utilizadas para teste fermentativo em YEPD.

Linhagem Gendtipo

AFY 109 laboratdrio - diploide - ura3-52, leu2A1

JAY 270 industrial — diploid

FGY 073 industrial - dipldide - Aura3

AFY 634 laboratorio - dipléide - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY 640 laboratorio - diploide - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE - URA3 (K.lactis)
AZY 672 industrial - diploide - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

AZY 335 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1pCORE - URA3 (K. lactis)
AFY 833 laboratério - dipldide - ura3-52, leu2A1,Atpi1 com TPI1-KAN

AZY 872 industrial - dipléide - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AFY 733 industrial - diploide - Aura3, Aadh1, Atpi1

AZY 773 industrial - dipléide - Aura3, Aadh1, Atpi1

As amostras foram retiradas a cada duas horas e a densidade 6tica (DO) foi medida, dando

origem a curva de crescimento celular mostrada na Figura 70.
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Figura 70. Curva de crescimento em meio YEPD.

Também em meio YEPD, a linhagem JAY270 apresenta, ndo apenas uma

taxa de

crescimento maior, mas também uma formacio de biomassa muito maior em relagcdo a todas as

outras linhagens. Entretanto, nesse meio é possivel distinguir grupos mais bem formados no que

tange ao crescimento. As linhagens com delecdo do gene ADH1 apesentam um crescimento

intermediario enquanto as linhagens com a delecdo do gene TPI1 e os duplo mutantes ndo

apresentam crescimento.

Para uma melhor visualizagdo das diferencas de crescimento entre as

linhagens FGYO073, AFY109 e Aadh1 apresenta-se a Figura 71, grafico da curva de crescimento
apenas com as linhagens FGY073, AFY109, AZY335, AZY672, AFY634 e AFY640.
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Figura 71. Curva de crescimento em meio YEPD com as linhagens FGY073, AFY109, AZY335, AZY672,

AFY634 e AFY640.
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Pela Figura 71 pode-se observar que as linhagens com o gene ADH1 deletado pelo cassete
ADH1pCORE (AFY634 e AZY672) apresentaram maior formagao de biomassa do que as linhagens
transformadas com o cassete ADH1-HYG, confirmando que, mesmo em meio sem limitacdo de
uracila, a auséncia do gene URA3 possui um efeito negativo sobre o crescimento. Com um inéculo
maior, a fase de adaptagcdo e a menor taxa de crescimento das linhagens Aadh1 presentes no teste
anterior ndo acontecem, nao sendo visivel uma diferencga significativa de perfil de crescimento entre
as linhagens FGYO073 e as linhagens Aadh1.

A Figura 72 apresenta apenas o crescimento das linhagens AFY833, AZY872, AFY733 e
AFY773. Pode-se observar que as linhagens com o gene TPI1 deletado e com os genes ADH1 e
TPI1 deletados continuaram estaveis durante todo o experimento, mesmo tendo comegado com uma

OD ao redor de 1,5, o que comprova a incapacidade dessas linhagens de crescer em meio com

glucose.
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Figura 72. Curva de crescimento em meio YEPD com as linhagens AFY833, AZY872, AFY733 e AFY773.

Foi realizada a média dos dados das ftriplicatas e os valores de consumo de glucose,
producdo e rendimento de etanol sdo mostrados na Tabela 15. Todos os rendimentos foram
calculados como quantidade de glicerol ou etanol produzida por quantidade de glucose consumida e

sdo apresentados com base em 1 grama de glucose.

Tabela 15. Valores da média do consumo de glucose, producdo e rendimento de etanol obtido no teste
fermentativo em meio YEPD para cada linhagem.

Consumo de  Produgao

Linhagem Glucose (g/L)  Etanol (g/L) Rendimento % Tedrico
JAY 270° 22.93 9.62 0.42 82.28
FGY 073%° 22.95 8.95 0.39 76.50
AZY 335" 23.00 5.60 0.37 73.29
AZY 672° 23.05 5.18 0.36 69.63
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AZY 773° 3.73 0.00 0.00 0.00

AZY 872° 12.93 0.00 0.00 0.00
AFY 109%° 22.90 9.15 0.40 78.34
AFY 634° 22.96 547 0.37 72.35
AFY 640 22.89 5.52 0.37 73.01
AZY 733° 2.49 0.00 0.00 0.00
AFY 833° 13.05 0.00 0.00 0.00

2229 inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de rendimento

diferentes estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

O grafico comparando os rendimentos de etanol pode ser visualizado na Figura 73, como
novamente nem todas as linhagens foram capazes de consumir toda a glucose esse € um parametro

comparativo melhor do que a producgao total.
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Figura 73. Grafico do rendimento de etanol a partir da glucose, em meio YEPD, em linhagens selvagens e
modificadas. Azul-claro refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério.
abedels | inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de rendimento diferentes estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os sinais +, - e * correspondem a presenga do gene original, delegdo do
gene e gene complementado, respectivamente.

Pelo grafico do rendimento pode-se comprovar que, no meio YEPD, a linhagem JAY270
possui um rendimento acima de todas as outras. As linhagens Aadh1 tiveram pequenas diferengas de
rendimento em relacdo a fermentagcdo em YNB, entretanto a tendéncia foi mantida. As linhagens

Atpi1 e duplo mutantes ndo produziram etanol.
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Os valores de consumo de glucose, producao e rendimento de glicerol sdo mostrados na
Tabela 16.

Tabela 16. Valores da média do consumo de glucose, produgdo e rendimento de glicerol obtido no teste
fermentativo em meio YEPD para cada linhagem.

Linhagem Consumo de Glucose (g/L) Produgéao Glicerol (g/L) Rendimento % Tedrico
JAY 270° 22.93 0.66 0.03 5.66
FGY 073° 22.95 0.89 0.04 7.62
AZY 335' 23.00 2.97 0.13 25.30
AZY 672° 23.05 4.99 0.22 42.49
AZY 773° 3.73 1.33 0.36 69.84
AZY 872° 12.93 3.81 0.29 57.81
AFY 109° 22.90 0.61 0.03 5.21
AFY 634% 22.96 4.43 0.19 37.86
AFY 640° 22.89 3.85 0.17 32.99
AZY 733° 2.49 0.63 0.25 49.79
AFY 833° 13.05 4.07 0.31 61.11

abe@eTe | inhagens seguidas pela mesma letra ndo tém valores de rendimento diferentes estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

O grafico de rendimento de glicerol pela glucose consumida é apresentado na Figura 74.
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Figura 74. Grafico do rendimento de glicerol a partir da glucose, em meio YEPD, em linhagens selvagens e
modificadas. Azul-claro refere-se as linhagens industriais, enquanto azul-escuro as linhagens de laboratério. Os
sinais +, - e * correspondem a presenga do gene original, delecdo do gene e gene complementado,
respectivamente.
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Através da analise dos dados de rendimento em glicerol pode-se verificar que a linhagem
AZYT73, industrial e duplo mutante, foi a linhagem capaz de fazer a melhor conversao de glucose a
glicerol, em meio YEPD, chegando a 0,36 g/g. A linhagem de laboratério com a mesma modificagao
teve um rendimento de apenas 0,26 g/g. As linhagens selvagens mantiveram valores de rendimento
compativeis com a literatura. Entre as linhagens Aadh? o rendimento foi novamente bastante variado,
e mais uma vez foi possivel observar que as linhagens deletadas com o cassete ADH1pCORE
tiveram menores rendimentos de glicerol quando comparadas com as linhagens deletadas com o
cassete ADH1-HYG. O rendimento para os mutantes Atpi1 ficou ao redor de 0,31 g/g, tanto para a
linhagem industrial quanto para a linhagem de laboratdério.

Os perfis de consumo de glicose e de produgao de etanol e glicerol foram muito similares aos
obtidos no teste com meio YNB. As Figuras 75 e 76 mostram o perfil produtivo das linhagens JAY270
e AFY109, respectivamente e as Figuras 77 e 78 o perfil produtivo das linhagens AFY733 e AZY773,

respectivamente.
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Figura 75. Grafico do perfil de producdo da linhagem de laboratdrio AFY109.
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JAY 270
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Figura 76. Grafico do perfil de producéo da linhagem industrial selvagem JAY270.

As linhagens JAY270 e AFY109 apresentaram um perfil caracteristico, consumindo toda a
glucose e produzindo grande quantidade de etanol e pequena quantidade de glicerol. Entretanto, é
possivel observar as diferencas na taxa de consumo de glucose e de produgao de etanol entre as
duas linhagens. Enquanto a linhagem AFY109 leva 10 horas para esgotar a glucose do meio, a

linhagem JAY270 necessita de apenas 6 horas para consumir a mesma quantidade de glucose.
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Figura 77. Grafico do perfil de produgao da linhagem AZY733, de laboratério, apds a delegdo dos genes ADH1
e TPI1.
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AZY 773 - Aura3, Aadh1, Atpi1
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Figura 78. Grafico do perfil de produgédo da linhagem AZY773, industrial, Aura3, apos a delegdo dos genes
ADH1 e TPI1.

As linhagens AFY733 e AZY773 possuem um perfil bem diferenciado, consumindo menos de
5 gramas de glucose em 12 horas. Além disso, ndo ha producio de etanol, sendo toda a glucose
consumida convertida em glicerol. A linhagem industrial, entretanto € capaz de converter a glucose
em glicerol com maior eficiéncia.

A analise dos quatro graficos permite perceber a maior capacidade de producdo das

linhagens industriais em comparac¢ao com as linhagens de laboratdrio.
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6. Discussao

6.1 Delecao de genes por integracao homéloga

Dentre os métodos de transformacao de leveduras a eletroporacdo é o mais rapido e facil,
entretanto a eficiéncia desse método varia de acordo com a linhagem utilizada (Ausubel et al. 2003).
Além disso, a eficiéncia da transformagdo que é de 10° transformantes/ug DNA para plasmideos
circulares, cai para 10? transformantes/ug DNA quando se pretende a recombinagdo homdloga com
cassete linear (Ausubel et al. 2003). A transformacao de leveduras S. cerevisiae de laboratério por
eletroporacdo € relativamente facil, uma vez que essas linhagens ja foram extensivamente
estudadas. Entretanto, para a linhagem industrial JAY270, derivada da PE-2, um screening maior é
necessario para a obtencdo de mutantes por recombinagdo homologa. Isso pode ser devido a
caracteristicas inerentes da linhagem, uma vez que ela foi isolada do processo industrial de
fabricagdo do etanol, um ambiente extremamente competitivo e com vario fatores de estresse, como
altas temperaturas, baixo pH e estresse osmético causado pelas altas concentragbes de agucares e
sais. (Basso et al. 2008)

Outro ponto importante € o tamanho da regidao de homologia utilizado nos cassetes. Quanto
maior a regido de homologia, mais facilmente ocorre a recombina¢cdo homoéloga. Isso foi observado
na transformagao das linhagens com os cassetes ADH1-HYG e ADH1pCORE. A transformagao com
o cassete ADH1pCORE, com uma regido de apenas 43 pb, gerou sempre um nuimero muito menor
de transformantes para todas as linhagens. Apesar de terem sido tentadas varias transformacgdes

com esse cassete na linhagem FGY042 nao foi possivel a obtengao de transformantes.

6.2 Obtencao dos mutantes

A obtencao de mutantes para o gene ADH1 foi conseguida através de diversas tentativas de
transformacao e do aumento do screening para verificacdo dos transformantes.

Entretanto, apos a delecao do gene ADH1 houve um decréscimo na taxa de crescimento das
linhagens, fendmeno descrito por Drewke, Thielen, & Ciriacy 1990 e Cordier et al. 2007. Essa
reducao pode ser devida a taxa insuficiente de reducdo de NADH pelo GPD1 e/ou a acumulagao de
acetaldeido (Cordier et al. 2007).

Além da dificuldade inerente ao processo de transformacdo das leveduras, a diminuicdo da
taxa de crescimento das linhagens Aadh? impossibilitou a realizacdo de transformacbes
consecutivas. A alteracdo da taxa de crescimento pode ser critica para a boa eficiéncia da
eletroporacdo, uma vez que as células devem estar na fase exponencial, na qual a parede celular é
menos densa, para que a eletroporacao seja bem sucedida.

A obtencdo de mutantes para o gene TPI/1 também necessitou de um screening grande,
principalmente porque as linhagens demoram muito mais tempo para crescer e formaram colénias
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menores. Isso pode ser devido a necessidade de crescer essas linhagens em meio com etanol como
fonte de carbono.

Além da obtencao de transformantes por recombinagao homodloga, também foram realizadas
transformagdes com os plasmideos. As linhagens Aadh1 foram transformadas com o plasmideo
YEpADH1 e, apesar do déficit de crescimento gerado pela delegdo, a transformagao do plasmideo
ocorreu sem problemas, provavelmente devido a maior eficiéncia na transformagéo de plasmideos.
Entretanto, mesmo considerando essa maior eficiéncia ndo foi possivel a transformacido do
plasmideo YEpGPD1 nas linhagens duplo mutantes Aadh1 e Atpi1. A delecdo desses dois genes
modifica ainda mais o perfil de crescimento da linhagem, ndo sendo possivel identificar uma fase

exponencial bem definida.

6.3 Producao de etanol e glicerol em linhagens selvagens e modificadas

O rendimento maximo tedérico de glucose a etanol é 0,51 g/g (Basso et al. 2008), entretanto
esse rendimento nunca é alcangado, pois sempre ha o desvio de parte da glucose para outras rotas,
como formacgéo de biomassa. O rendimento normalmente atingido industrialmente para fermentagao
alcodlica com S. cerevisiae esta ao redor de 90% do maximo tedrico (0,46 g/g).

As linhagens de laboratdrio tiveram um rendimento de etanol entre 0,34-0,37 g/g (YNB) e 0,4
g/g em YEPD. Um rendimento mais baixo para essas linhagens ja era esperado, uma vez que
possuem inumeras modificagdes no genoma e estdo adaptadas as condigbes de laboratério.

Os rendimentos de glicerol ficaram ao redor de 0.2 g/g. A linhagem apresentou formacao de
biomassa e taxa de crescimento intermediarios.

A linhagem JAY270, como esperado, teve o maior rendimento em ambos os testes
fermentativos com um 0.42 g/g (82%).

O rendimento de glicerol normalmente encontrado na fermentagéo alcodlica € de 0,1 g/g
(Cordier et al. 2007). Ambos os rendimentos obtidos para a linhagem JAY270 estdo abaixo desse
valor (maximo de 0.03 g/g), entretanto, como o teste foi realizado em condi¢des controladas e com
baixa concentracao de glucose nao houve fatores de estresse. Além disso, a produgao de biomassa
e a taxa de crescimento da linhagem foram muito superiores a das outras linhagens em ambos os
testes. Essa superioridade em todos os aspectos ja era esperada, uma vez que essa linhagem foi
isolada e caracterizada por ser robusta e 6tima produtora de etanol, além de produzir menos glicerol
(Basso et al. 2008).

As linhagens FGY (JAY270 com a mutagcao Aura3) apresentaram um rendimento de etanol
nao sO abaixo daquele apresentado pela JAY270, como também abaixo dos rendimentos da
linhagem de laboratério (0,25-0,35 g/g em YNB e 0,39 g/g em YEPD).

Os rendimentos de glicerol ficaram, em ambos os meios, ao redor de 0,04 g/g. Entretanto, a
maior diferenga com relacdo a linhagem JAY270 foi na formacao de biomassa. Em meio YNB, as
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linhagens FGY cresceram 65% a menos que a linhagem JAY270, enquanto em meio YEPD essa
diferenga cai para 30%. Isso indica que o gene URAS influencia outros processos celulares além da
sintese de uracila, uma vez que esta foi suplementada em ambos os meios. O aumento de
crescimento pela insergédo do gene URAS3 ja foi reportado para linhagens de S. cerevisiae (Chopra,
Sharma, & Ganesan 1999).

6.3.1 Delegéo do gene ADH1

Os rendimentos de literatura obtidos para delecdo do gene ADH1 estéo entre 0,19 g glicerol/g
glucose e 0,29 g etanol/g glucose (Cordier et al. 2007) e 0,26 g glicerol/g glucose e 0,18 g etanol/ g
glucose (Drewke, Thielen, & Ciriacy 1990).

As linhagens AFY634 e AZY672, que tiveram o gene ADH1 deletado com o cassete ADH1-
HYG tiveram, respectivamente, rendimentos de glicerol ao redor de 0,195 g/g e 0,23 g/g e
rendimentos de etanol de 0,24 g/g e 0,21 g/g. Os rendimentos encontrados estdo dentro das faixas
estabelecidas na literatura. A linhagem industrial teve um rendimento em glicerol maior que a
linhagem de laboratério. A formacao de biomassa ficou comprometida apos a delecdo do gene ADH1.

A producao de etanol mesmo apds a delecdo do gene ADH1 é explicado pela presenca de
outros trés genes de alcool desidrogenases (ADH3, ADH4 e ADH5) capazes de converter acetaldeido
em etanol. A maior formacao de glicerol, juntamente com a diminuigdo do crescimento, deve-se ao
acumulo de NADH uma vez que o acetaldeido ndo estd sendo convertido em etanol, gerando
também acumulo deste composto téxico (Cordier et al. 2007). O NADH sobressalente € oxidado a
NAD pela reagdo concomitante de redugao da dihidroxiacetona fosfato pela enzima glicerol — 3
fosfato desidrogenase em glicerol- 3 fosfato, que é entdo desfosforilado gerando glicerol (Drewke,
Thielen, & Ciriacy 1990). Entretanto, a enzima glicerol-3 fosfato desidrogenase pode néo ser capaz
de converter toda a DHAP (dihidroxiacetona fosfato), gerando, além do acumulo desse composto,
desbalango redox, que pode afetar o crescimento celular (Cordier et al. 2007).

As linhagens AFY640 e AZY335, que tiveram o gene ADH1 deletado com o cassete
ADH1pCORE tiveram, respectivamente, rendimentos de glicerol ao redor de 0,17 g/g e 0,12 g/g e
rendimentos de etanol de 0,225 g/g e 0,265 g/g. Os rendimentos de glicerol para essas linhagens
estdo abaixo dos citados na literatura. Dessa vez, a linhagem de laboratdrio teve um rendimento em
glicerol maior que a linhagem industrial. A formag¢ao de biomassa nao foi afetada, entretanto o perfil
de crescimento foi modificado.

A diferenga de resposta das duas linhagens sé pode ser devida a inser¢gao do gene URA3 de
K. lactis, presente no pCORE, no genoma dessas linhagens, indicando, mais uma vez, que o gene

URA3 tem um papel importante nos processos celulares.
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6.3.2 Complemetagao do gene ADH1

A complementagcdo do gene ADH1 visa a verificagdo da capacidade de recuperagao das
caracteristicas originais da linhagem. Como o plasmideo também possui o gene URA3, foi possivel
realizar, concomitantemente, a complementagédo desse gene. Os rendimentos obtidos para as
linhagens AFY511 e AZY531 foram, respectivamente, 0,37 g etanol/ g glucose e 0,36 g etanol/ g
glucose e 0,04 g glicerol/ g glucose para ambas as linhagens. Os rendimentos de etanol foram
significativamente iguais aos obtidos para a linhagem industrial, comprovando que a complementagao
do gene ADH1 foi bem sucedida. A formacao de biomassa também foi aumentada, chegando a um
crescimento maior que as linhagens FGY, precursoras dessas linhagens. Isso comprova o papel
fundamental do gene URA3 na formacgédo de biomassa em S. cerevisiae. Apesar de produzir uma
quantidade de biomassa bem maior que as linhagens FGY, as linhagens AFY511 e AZY531 nao
produziram tanta biomassa quanto a linhagem JAY270. Entretanto, como comprovado, a
complementacido tanto do gene ADH1 quanto do gene URAS3 foi bem sucedida. Entretanto, a
complemetacéo foi realizada com um plasmideo do tipo YEp, que € um plasmideo com alto niumero
de cépias, o que pode ter causado um efeito deletério no crescimento celular. A superexpressao do
gene ADH1 ja foi relacionada com uma diminuicdo na formag¢ao de massa celular (Gutiérrez-Lomeli
et al. 2008).

6.3.3 Delegao do gene TPI1

Os rendimentos de glicerol da literatura para a delegdo do gene TPI variam enormemente de
0,12 a 0,44 gramas glicerol por grama de glucose, de acordo com o tipo de cultivo.

A delegédo do gene TPI1 causou uma modificagdo metabdlica tdo grande que as linhagens
AFY833 e AZY872 passaram a ser incapazes de produzir etanol, resultando em um valor nulo de
rendimento. As duas linhagens tiveram um rendimento de glicerol 0,33 g/g em meio YNB. Ja em meio
YEPD a linhagem AFY833 teve um rendimento de glicerol de 0,31 g/g enquanto a AZY872 teve um
rendimento de 0,31 g/g.

Apesar de terem tido uma alta conversao de glucose em glicerol, as linhagens praticamente
nao apresentaram crescimento. Essa incapacidade de crescer em glucose como unica fonte de
carbono deve-se ao acumulo de dihidroxiacetona fosfato. A acumulacao de DHAP pode ter algumas
consequéncias no metabolismo celular, como diminuicao de ATP intracelular e aprisionamento de
fosfato inorganico (Compagno et al. 2001). A acumulagao de altos niveis de DHAP inibe a enzima
mio-inositol sintase, codificada pelo gene INO1, responsavel pela sintese de inositol que tem papel

fundamental nas vias de transducao de sinal (Cordier et al. 2007).
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6.3.4 Delegao dos genes ADH1 e TPI1

Nao foram encontrados dados na literatura de rendimento de glicerol para mutantes Aadh? e
Atpit.

Entretanto, como observado na delecao do gene TPI/1, houve uma modificagdo de fluxo
metabdlico levando a produgéo apenas de glicerol. Mais uma vez as linhagens nao foram capazes de
produzir etanol.

O rendimento de glicerol da linhagem AFY733, de laboratdrio, foi de 0,31 g/g em meio YNB e
0,26 g/g em meio YEPD. A linhagem AZY773 obteve rendimentos maiores em ambos os meios,
atingindo uma conversao de 0,36 g/g em meio YEPD e 0,38 g/g em meio YNB. Esse rendimento de
glicerol corresponde a 74% do maximo tedrico.

Entretanto, as células ndo sdo capazes de crescer em meio com glucose, apenas fazem a
bioconversao do agucar em glicerol. O efeito deletério no crescimento € devido a acumulagéo de
DHAP nas células, uma vez que a enzima glicerol-3 fosfato desidrogenase € incapaz de metabolizar
todo o DHAP em glicerol-3 fosfato. Dessa maneira, a superexpressao do gene GPD1, aumentando
sua eficiéncia na conversdao de DHAP em G3P, é capaz de restaurar a habilidade da levedura de
crescer em glucose como fonte de carbono, aumentando ainda mais o rendimento de glicerol (Cordier
et al. 2007).
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7. Conclusao e Perspectivas futuras

Para a realizagdo das modificagbes genéticas na levedura foram construidos os cassetes
ADH1pCORE, ADH1-HYG e TPI1-KAN, todos corretamente, e dois plasmideos: YEpADH1 e
YEpGPD1, que foram sequenciados para confirmagao da construgao correta.

O gene ADH1 foi deletado com os dois cassetes, ADH1pCORE, ADH1-HYG, tanto em
linhagens de laboratério quanto em linhagens industriais. A delecdo desse gene resultou em um
rendimento de glicerol a partir de glicose compativeis com os valores da literatura para as linhagens
de laboratério, entretanto a linhagem industrial AZY672 apresentou um rendimento de 0,24 g/g, 26 %
maior que o rendimento reportado na literatura.

Além disso, a complementacado do gene ADH1, no que diz respeito tanto a produg¢ao quanto
ao rendimento de etanol e glicerol, foi bem sucedida, uma vez que se igualaram aos valores obtidos
para a linhagem selvagem JAY270.

A delecdo do gene TPI1 também foi realizada tanto em linhagens de laboratério quanto
industriais. Essa delecdo resultou em valores de rendimento de glicerol compativeis com a literatura.

A obtengédo de linhagens com ambas as delegdes também foi possivel para as linhagens
industriais e de laboratorio. A linhagem industrial dipléide com os genes ADH1 e TPI1 deletados
(AZY773) foi capaz de produzir glicerol com rendimento de 0,38 g/g, chegando a 74% do maximo
tedrico. Esse resultado foi 22% maior do que o obtido para a linhagem de laboratério AFY733.

As modificagdes genéticas realizadas nas linhagens de levedura resultaram em aumento na
produgao de glicerol e interrupgao da produgao de etanol, devido ao desvio do fluxo metabdlico para
a produgdo de glicerol em detrimento da produgdo de etanol. A producdo de glicerol com altos
rendimentos e em fermentagdes de baixo custo pode ser conseguida através de modificagbes
metabdlicas e do uso de organismos robustos, como as leveduras industriais, que tiveram
rendimentos de glicerol maiores que as leveduras de laboratério com as mesmas delegoes.

A dificuldade de crescimento em glicose apresentada pelas linhagens duplo mutante pode ser
revertida pela superexpressdao do gene GPD1. Além disso, fermentagdes com essas linhagens
simulando condigdes industriais tais como utilizacdo de caldo de cana como substrato, alta
concentracao inicial de acucar e competicdo com micro-organismos contaminantes podem gerar
resultados ainda mais positivos a avaliar a capacidade de utilizacdo dessas linhagens em

fermentagdes industriais.
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9. Anexos

9.1 Lista das linhagens selvagens utilizadas e dos mutantes obtidos

Linhagem Gendtipo

Selvagem

FY 23 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1

FY86 laboratorio - MATo- ura3-52, trp1A63, leu2A1

JAY 270 industrial — dipléide

FGY 050 industrial - dipldide - Aura3

FGY 031 industrial - MATa - Aura3

FGY 042 industrial - MATa - Aura3

Aadh1

AFY311 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY312 laboratorio - MATa - ura3-52, trp1A63, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY321 laboratorio - MAT a - ura3-52, his3A200, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY322 laboratério - MATa - ura3-52, his3A200, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

AFY315 laboratério - MATa - ura3-52, trp1A63, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE — URA3 (K./actis)
AFY325 laboratério - MATa - ura3-52, his3A200, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE — URAS (K./actis)
AZY331 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

AZY332 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

AZY341 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

AZY335 industrial - MATa - Aura3, Aadh1 com ADH1pCORE - URA3 (K. lactis)

Aadh1 - YEpADHA1

AFY511 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, ADH1-HYG, URA3, ADH1
AZY531 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1

AZY532 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1

AZY533 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1

AZY534 industrial - MATa - ADH1-HYG, URA3, ADH1

Atpi1

AFY411 laboratério - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN
AFY412 laboratorio - MATa- ura3-52, trp1A63, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN
AFY421 laboratério - MAT « - ura3-52, his3A200, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN
AZY431 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AZY441 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AZY442 industrial - MATo - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

AZY443 industrial - MATa - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

Aadh1, Atpi1

AFY731 laboratério - MATa- ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpit

AFY732 laboratério - MAT« - ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpi1

AZYT71 industrial - MATa - Aura3, Aadh1, Atpi1

AZYT772 industrial - MAT« - Aura3, Aadh1, Atpit1

diploéides

AFY109 laboratério - ura3-52, leu2A1

FGYO073 industrial - Aura3
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AFY634
AFY640
AZYG672
AFY833
AZY8T72
AFY733
AZYTT73

laboratério - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1-HYG

laboratério - ura3-52, leu2A1, Aadh1 com ADH1pCORE - URAS3 (K. lactis)
industrial - Aura3, Aadh1 com ADH1-HYG

laboratério - ura3-52, leu2A1, Atpi1 com TPI1-KAN

industrial - Aura3, Atpi1 com TPI1-KAN

laboratério - ura3-52, leu2A1, Aadh1, Atpi1

industrial - Aura3, Aadh1, Atpi1

9.2 Tabelas estatisticas (ANOVA)

Anova: fator Gnico — Biomassa YNB

RESUMO
Grupo Contagem  Soma Média  Varidncia

Coluna 1l 17 40.7006 2.394153 1.913057
Coluna 2 17  40.686 2.393294 1.919585
Coluna 3 17 41.094 2.417294 2.018714
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.006303 2 0.003151 0.001616 0.998386 3.190727
Dentro dos
grupos 93.6217 48 1.950452
Total 93.628 50
Anova: fator tnico — Biomassa YEPD
RESUMO

Grupo Contagem  Soma Média Varidncia

Coluna 1l 11 55.04 5.003636 7.6047855
Coluna 2 11 54.01 491 7.58994
Coluna 3 11 55.25 5.022727 7.6977618
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.080079 2 0.040039 0.0052471 0.9947676 3.3158295
Dentro dos
grupos 228.9249 30 7.630829
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Total 229.005 32
Anova: fator tnico — Glicerol YNB
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variéncia

Colunal 17 2.436258212 0.143309307 0.0200358
Coluna 2 17 2.346697459 0.138041027 0.017445416
Coluna 3 17 2.276113392 0.133889023 0.015914595
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ gl mMQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.000757835 2 0.000378918 0.021289179 0.978945 3.190727
Dentro dos
grupos 0.854332992 48 0.017798604
Total 0.855090828 50
Anova: fator tnico - Glicerol YEPD
RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Varidncia

Colunal 11  1.972974268 0.179361297 0.013525938
Coluna 2 11 2.107212105 0.191564737 0.016138965
Coluna 3 11 1987360449 0.180669132 0.012928534
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ gl mMQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.000987611 2 0.000493806 0.03478041 0.965856362 3.31583
Dentro dos
grupos 0.425934373 30 0.014197812
Total 0.426921985 32

Anova: fator Unico — Etanol YNB
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RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variéncia

Colunal 17 3.981813508 0.234224324 0.021146619
Coluna 2 17 4.055227015 0.238542766 0.021657971
Coluna 3 17 3.906989787 0.229822929 0.020096786
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0.000646322 2 0.000323161 0.015412741 0.98471 3.190727
Dentro dos
grupos 1.006422007 48 0.020967125
Total 1.007068328 50
Anova: fator unico — Etanol YEPD
RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Varidncia

Colunal 11  2.684450398 0.244040945 0.037719873
Coluna 2 11 2.668526463 0.242593315 0.03729753
Coluna 3 11 2.685640259 0.244149114 0.037782829
ANOVA

Fonte da

variagdo sQ gl mMQ F valor-P Fcritico
Entre grupos 1.66021E-05 2 8.30105E-06 0.000220772 0.999779 3.31583
Dentro dos
grupos 1.128002312 30 0.037600077
Total 1.128018914 32
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There is a common concept in life: large and complex molecules result from the synthesis
of units that are later joined together. Mankind learned this principle and employed
it to develop language, culture, and technology. This same principle is applied in
the petrochemical industry by fractionating the fossilized carbon chains into small
molecules and then polymerizing them in order to develop synthetic polymers, which are
much more flexible, resistant, and durable than natural polymers. Recent developments
in molecular biology have opened the possibility of modifying organisms in order to
create new biosynthetic routes for the production of monomers that would fit the biggest
challenge in modern society: the production of high quality polymers from renewable
feedstocks. This review focuses on the latest advances in molecular biology and the new
knowledge and technologies that enable the possibility of converting cells into efficient
and sustainable chemical reactors. The first examples of this technological advancement
are already in the market.

Keywords omics approach, synthetic biology, system biology, fermentation, Co, mit-
igation, green polymers

1. Introduction

Fossil oil is the most important energy source for our society and during the last decades
we have faced the concern of depleting our reserves, a threat that was illustrated by the oil
crisis of the 1970s. Nowadays, it has become apparent that fossil oil is still abundant but
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its supply and price are threatened by geopolitical and macroeconomic issues. Moreover,
fossil oil extraction and cracking has resulted in alarmingly high levels of CO; in the
atmosphere, with disastrous consequences for our environment.! The worldwide concern
for this issue was demonstrated by the Nobel Peace Prize of 2007, granted to Al Gore,
ex-Vice President of the United States, and the U.N. Climate Panel “for their efforts to
build up and disseminate greater knowledge about man-made climate change, and to lay
the foundations for the measures that are needed to counteract such change.”?

In addition to fuels, it has been estimated that about 4% of the world’s annual oil
production serves as feedstock for plastics, while another 4% is used as energy for the man-
ufacture of these commodities.> Thus the plastic industry is also facing the consequences
of volatile oil prices and the new constraints to CO, emissions. Moreover, since chemically
synthesized plastics are often not easily degraded when discarded in nature, their disposal
in large amounts causes further deleterious effects to our environment. Biodegradable plas-
tics have been pointed out as one of the possible solutions to these problems and several
of these plastics have been developed. However, their high production costs have been a
major hindrance to their commercialization. In addition, the complete biodegradation of
these polymers ultimately releases CO; into the atmosphere and the energy used for their
manufacture is lost as heat during this process.

An alternative for this situation is the production of plastics from renewable sources,
which are generally known as bioplastics. With this aim in mind, one possibility is to
employ microorganisms that produce natural polymers, such as polyhydroxyalkanoates
(PHASs), which can be used directly by industry. However, this strategy fails to solve
the problem since these natural polymers lack several desirable traits shown by synthetic
polymers. A more attractive solution would be to find microorganisms that are able to
produce the same monomers employed by the petrochemical industry, such as ethylene,
propylene, or propanediol, but from renewable sources. In this latter case, the standard to
be reached would be equivalent to ethanol fermentation by yeasts, which is produced from
a low cost and renewable feedstock (cornstarch or sugarcane juice), it is simple to achieve,
and is produced with high efficiency. This paradigm has become one of the most important
challenges in many chemical companies around the world.

This review summarizes the most economically relevant advances in the bioplastic
industry to date and outlines the application of systems and synthetic biology for the future
production of bulk chemicals for the petrochemical industry.

2. Plastics and Nature

Polymers are abundantly present in all living things. These natural polymers are widely
varied and play numerous roles in life, ranging from carrying and manipulating essential
information (nucleic acids and proteins), storing energy reserves (starch and glycogen),
and performing structural functions (cellulose, silk, rubber, etc.). The study of natural
polymers has brought to light several interesting characteristics. Most notable is the obser-
vation that homopolymers can have different properties depending on the type of ligation
among monomers. Such is the case of glucose, that when polymerized linearly by g(1-4)
bonds forms the highly resistant cellulose and when the bonds are (1-4) with or without
branching at 8(1-6) it forms starch and glycogen, which are more easily degradable into
its glucose monomers.

Our understanding of the properties and uses of natural polymers, such as rubber,
has led in the last few decades to the production of new man-made polymers designed
for a variety of uses in our daily life. Some of these polymers are semi-synthetic, being
partly derived from a natural resource, with the chain molecule produced in a living tissue
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but later modified chemically into a half-synthetic polymer. Nowadays most polymers are
completely synthetic: the chain molecule or network is built from monomers obtained by a
chemical process.* It was only during the twentieth century that the plastic industry became
independent of the naturally occurring polymer materials and started to develop processes
for producing polymers derived from petroleum cracking.’ The properties of plastics can be
modified through the use of fillers, reinforcing agents, and chemical additives. Because of
their flexibility, durability, and the ease of processing, plastics have found many engineering
applications and have become indispensable materials in our daily life (Table 1).

As can be seen in Table 1, polyolefins are the most diverse group of synthetic polymers
currently used in industry, accounting for ~90% of all plastics manufactured.* Their main
difference when compared to the other polymers is that their backbone is entirely composed
of carbon-carbon single bonds, which are highly stable and thus render great durability
to their products. This characteristic is in contrast to most natural polymers, such as
cellulose, starch, proteins, and nucleic acids, in which the backbone is composed of links
between carbon and other atoms, such as oxygen, or, in the case of rubber, contain carbon-
carbon double bonds that are more susceptible to microbial degradation via oxidation.* In
addition, organisms have developed enzymes to degrade their natural polymers, which have
a predetermined lifespan, and are thus less stable and eventually converted into CO,.

In view of this situation, the next big challenge would be to obtain organisms able to
produce olefins of interest for the plastic industry from renewable carbon sources, which are
photosynthesizing organisms that obtain their carbon from atmospheric CO;. In contrast to
biofuels, in which the vegetal carbon source is quickly burned and released back into the
atmosphere as CO,, its use for the production of highly stable plastics would help mitigate
carbon dioxide pollution by fixing it for a long period of time.

Although nature is widely diverse, it is finite and limited by the diversity of environ-
ments. Moreover, evolution is a long process and even with directed selection pressure,
speciation is a long-term event.% For instance, there are no organisms for which the pro-
duction of olefins such as propylene and ethylene on a large scale had proved advantageous
from the evolutionary point of view. Therefore, since nature has not created these organ-
isms, science must create them. Only recently has this objective become a reality due to
the latest advances in molecular biology.

3. The New Biology

The molecular basis of genetics started with the discovery of the DNA structure in 1953,
followed by the discovery of the genetic code,® which led to the establishment of the central
dogma of molecular biology (Fig. 1a): DNA is transcribed into messenger RNA, which in
turn is translated into proteins and proteins carry out most of the cell’s processes, including
metabolite production.” This dogma indicates the existence of a hierarchical organization
for these molecular processes and since DNA is at the top of this hierarchy it became the fo-
cus of most research. The next big technological breakthrough occurred in the 1970s when
enzymes that could copy, cut, and join specific pieces of DNA were characterized. These
enzymes were then used to generate semi-synthetic DNA molecules with sequence combi-
nations that do not occur in nature. With this technology, biologists were able to use tools to
manipulate molecules marking the beginning of a new era in science: genetic engineering.'’

In genetic engineering the gene is defined as a stretch of DNA composed of two different
regions: the coding region, in which triplets of nucleotides known as codons code for the
amino acids that compose the protein; and the promoter region, which precedes the coding
region and carries the information relating to when the protein is needed in the cell and in
what amount. Genetic engineering can be used to eliminate genes (gene deletion) to increase
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Table 1
Most commonly used plastic polymers
Family Acronym Polymer Monomers Uses
Polyolefins LDPE Low-density polyethylene Ethylene Packaging films, bags, pipes, crates, pails,
bottles
LLDPE Linear low-density Ethylene
polyethylene
HDPE High-density polyethylene Ethylene
PTFE Polytetrafluoroethylene Tetrafluoroethylene, Coatings for chemical process equipment,
hexafluoropropylene, vinyl cable insulation, electrical components,
fluoride, vinyl ether nonsticking surfaces for cookware
PP Polypropylene Propylene Films for packaging, fibers, crates, pipes,
automotive parts
PB Polybutylene Butylene Film for heavy-duty bags, hot water
transport pipers
PVC Polyvinylchloride Vinyl Pipes, gutters, cables, bottles, floor tiles
PS Polystyrene Styrene Foam for packaging, thermal insulation,
coffee cups, household ware
Polyamide PA Polyamide Adipic acid, caprolactam Home furnishings, apparel, tire cord
Polyester PC Polycarbonate Bisphenol A, phosgene Glazing, electrical and electronics, compact
discs, appliances
PETP Polyethylene terephthalate Terephthalic acid, dimethyl Apparel, tire cord, home furnishings , bottles
terephthalate
Acrylic PMMA Polymethyl methacrylate Methyl methacrylate Signs, glazing, lighting, fixtures, sanitary

wares, solar panels, automotive tail and
stoplight lenses
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Figure 1. Central dogma of molecular biology illustrating the differences in RNA and protein
production between a gene with a weak promoter and a gene with a strong promoter. B. Illustration
of the process of gene deletion by homologous recombination. C. Illustration of the process of gene
super-expression by introduction of multiple copies of the target gene.D. Illustration of the process
of gene super-expression by creating a synthetic gene composed by the coding region of the target
gene preceded by a strong promoter.E. Illustration of the creation of a transgenic organism.

the number of proteins coded by a gene (gene super-expression) and also for the introduction
of genes from one organism into another (creation of transgenic organisms). Gene deletion
is accomplished by a process known as homologous recombination: a synthetic piece of
DNA is created that consists of a marker gene (i.e. antibiotic resistance gene) flanked by
small stretches identical to the extremities of the gene to be deleted. When introduced into
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the target cell this synthetic DNA will align with the chromosome due to its identity with
the extremities of the target gene and a natural process known as double crossing-over
will promote the exchange of the marker gene in place of the target gene (Fig. 1b). Gene
super-expression can be accomplished in two ways: by introducing additional copies of the
gene into the genome of the target organism (Fig. 1¢) or by exchanging its natural promoter
for a “strong” promoter, which is the type of promoter found in genes that are more actively
transcribed and thus result in numerous copies of the coded protein (Fig. 1d). In order to
create transgenic organisms, the coding region of interest is fused to the promoter of a
gene from the target organism and then this construct is introduced into the target organism
genome (Fig. le).

The promises of genetic engineering were many: from producing drugs inexpensively
using genetically modified bacteria that could act as biofactories, to gene therapy, and
made-to-order organisms. Some of these promises were soon fulfilled, such as the produc-
tion of human insulin in recombinant Escherichia coli.'' Nevertheless, most of the initial
optimism on genetic engineering was stalled given the fact that genetically manipulated
organisms most often than not failed to behave as anticipated. It was soon realized that in
order to correctly match pieces of DNA and effectively obtain a desired result a complete
understanding of the DNA code was needed, and this need prompted the development of
two major technologies: manual DNA sequencing'? and the polymerase chain reaction that
allows the million-fold amplification of specific DNA stretches.!? These two techniques,
coupled to the advances in computer technology, rapidly led to automated sequencing and
biology entered into the Genome era.

Coordinated by the U.S. Department of Energy and the National Institutes of Health,
the Human Genome Project (HGP) was a 13-year project completed in 2003, two years
ahead of time, 4 having reached the following aims: 1) assess ethical, legal, and social issues
that may arise from the project; 2) improve DNA sequencing technologies by obtaining
the genome of increasingly complex model organisms (the bacterium Escherichia coli, the
yeast Saccharomyces cerevisiae, the worm Caenorhabditis elegans, the fruit fly Drosophila
melanogaster, the plant Arabidopsis thaliana, and the laboratory mouse Mus musculus);
3) improve computational technologies for DNA sequence data analysis, 4) determine the
sequence of 3.2 billion base pairs that compose human DNA, 5) identify the ~23,000 genes
of the human genome, 6) create databases to store these data, and 7) transfer the technology
to the private sector.!> Therefore, the achievements of the HGP far exceed the simple
sequencing of human DNA; it actually set the foundations for a new scientific approach for
biology: molecular biology as an informational science.'®!”

Nowadays, DNA sequencing is one of the most important technologies for biosciences,
which is confirmed by the exponential growth in molecular sequence data. The first com-
plete viral genome sequence (5,000 base pairs) was obtained over a one-year period and
was published in 1977.'% Afterwards, it took almost 20 years until the complete genome
sequence of a free-living organism was published: the bacterium Heamophilus influenzae
(1.8 million base pairs);'° since then and until November of 2008, 4843 different organisms
(2042 viruses, 978 Bacteria, 69 Archea, and 1678 Eukaryotes) have been or are in the
process of being completely sequenced, totaling over 98 billion base pairs of nonredundant
sequence.”?! And, if this growth seems extraordinary, the next few years will witness
an explosion of DNA sequence data due to the recent arrival in the market of the next
generation of sequencers, which were spurred by the announcement in 2004 of a challenge
to sequence a human genome with a 100-fold cost reduction per base pair.?> Compared to
the traditional automated sequencing system based on the technology that gave Fred Sanger
the Nobel Prize in 1980, the two leading next-generation sequencing techonologies, the
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Roche/454 FLX?? and the Illumina/Solexa Genome Analyzer,?* are able to obtain up to ten
thousand and ten millions-fold more sequence information, respectively, in a fraction of
the time and up to 100 times cheaper.?> Even cheaper and faster sequencing technologies
will continue to arise in the near future until the quest for sequencing 1000 human genomes
at the price of US $1,000,00 each becomes a reality,26 and thus DNA sequence data will
continue to grow exponentially.

Although the genomic DNA sequence of an organism provides a wealth of information,
the HGP showed that science was still unable to make sense of a significant portion of it.?’
The understanding of the genome in the genome era was mostly focused on the coding
sequences, which are the stretches of DNA that are effectively transcribed into messenger
RNA and translated into proteins. In organisms with smaller genomes, such as the unicellular
Bacteria and Archea, coding DNA constitutes up to 80% of the genome,?®2%30 while
in multicellular organisms with larger genomes, such as humans, the coding sequence
represents as little as 3%. When discovered, this tendency surprised researchers and clearly
indicated that the noncoding sequences hold the key to understanding one of the main goals
of modern functional genomics: gene regulation and interaction. It is now believed that it
is the evolution of these gene regulatory networks, and not of the genes themselves, which
drives speciation.!’

In order to understand these gene regulatory networks, other processes of the cen-
tral dogma of molecular biology (RNA transcription, protein translation, and metabolite
production) are also being studied using the large-scale approach of genomics, namely: tran-
scriptomics (whole mRNA content), proteomics (whole protein content), and metabolomics
(whole metabolite content). Differently from genomics, in which DNA is a static molecule,
these new “omics” approaches show different results depending on environmental (metabo-
lite concentration, stress factors, chemical gradients, etc.) and intrinsic factors (stage of the
cell cycle, developmental stage, tissue specificity, etc.) affecting the cells at the time of
sample collection.?!3 Thus, specific factors can be selected as variables in order to study
their effect on gene regulation and thus help establish networks of regulatory interactions
among genes. This approach has only recently come to be realized due to the latest advances
in modern bioinformatics technology, which was in turn stimulated by the large amounts
of data generated in the genome era.®

The massive amount of data provided by this type of informational approach to biology
is now leading to a new view of molecular biology: a comprehensive approach that aims
at understanding all genes and interaction networks as a whole, which contrasts with the
previous reductionist approach of studying one gene or a limited set of genes.'®3*17 This
comprehensive approach to molecular biology is called systems biology and its mains
objectives are to gather comprehensive data from all levels of molecular organization
(“omics” approach) for an individual biological system and to integrate these data into a
mathematical model of the system that will allow hypotheses formulation and to predict
outcomes of specific perturbations to the system.!6-3*17:35 Thus, systems biology aims at
integrating discovery science (“omics” data) and hypothesis-driven science (mathematical
modeling) in order to improve the understanding of the molecular mechanisms of life.!®
Figure 2 illustrates the sequential appearance and accumulation of scientific publications
regarding genomics, transcriptomics, proteomics, systems biology, and synthetic biology
over recent years.

Systems biology has brought new life to genetic engineering, since it is expected that
this comprehensive approach coupled to the aid of computer-based mathematical modeling
will allow scientists to effectively predict the outcome of deliberate genetic manipulations,
thus finally enabling the production of made-to-order organisms. This radical approach to
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Figure 2. Timeline indicating the appearance and increase of scientific papers with “Omics” as
keyword and showing how the increase in these data led to the systems and synthetic biology
approaches. In October of 2008 the total number of papers with these keywords were: 197,279 for
genome, 8,965 for transcriptome, 5,314 for proteome, 3,221 for systems biology, and 227 for synthetic
biology (source: Pubmed Central).

genetic engineering is known today as Synthetic Biology (Synbio). Although the term was
first coined in 1980 to describe some of the first genetically engineered microorganisms,®
Synbio as it is understood today can be approached in two ways: by creating artificial life
from scratch using synthetic molecules, or by borrowing engineering concepts to generate
interchangeable natural parts that can be effectively used to manipulate organisms that
behave in a predictable manner.?” Independently to the approach, the final aim of synthetic
biology is to understand the molecular basis of life by acquiring the ability to build it, thus
paraphrasing the Nobel Physics laureate Richard Feynman who once wrote “which I cannot
create, I do not understand.”38

In addition to systems biology, Synbio is also based on the concept of metabolic engi-
neering, which has been defined as “the improvement of cellular activities by manipulation
of enzymatic, transport, and regulatory functions of the cell with the use of recombinant
DNA technology;”** however, the main difference is that in Synbio such “improvement”
could go as far as completely modifying the cell’s metabolism.

Currently, the approach to Synbio most widely explored consists of developing a
foundational technology that would enable the design and engineering of biological systems
using natural interchangeable parts. An example of this approach is MIT’s Biobricks
Intiative.*? Biobricks are standardized and functionally annotated DNA stretches that may
be arranged in specific combinations to execute a predetermined function.*! In addition
to standardization, another essential technology needed for Synbio to fulfill its maximum
potential is the production of cheap and accurate large molecules of synthetic DNA. In the
1980s when the first DNA synthesizers appeared, up to 50 nucleotides could be sequentially
polymerized in 17 hours with an error rate of 5 per 100 nt.*> Nowadays, new technologies
are able to obtain specific sequences of up to 30,000 nts, enough to synthesize any gene
or combination of a few genes. More recently, the J. Craig Venter Institute has pioneered
several techniques to produce long and accurate stretches of DNA, including the recent
announcement of obtaining a whole synthetic chromosome with sequence identical to the
bacterium Mycoplasma genitalium, which is 582,970 bp long.** This new technology is
called synthetic genomics and constitutes an important breakthrough for the production of
synthetic DNA.

The current interest in Synbio is fueled by the numerous applications these synthetic
organisms could have in every aspect of human technological advancement, ranging from
cutting edge medical treatments for incurable diseases to the production of clean biofuels
and bioremediation agents that would help rid the environment of pollutants. Nowadays,
the concepts of systems and synthetic biology are integrated in order to obtain organisms
with novel characteristics. In this case, the process of mathematical modeling arising from
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a systems biology approach can be fed continuously with new data derived from genetically
manipulated organisms so that the predictions of future perturbations become more accurate
until the desired characteristic is obtained.

As an example of the potential application of the new biology concepts to the green
chemistry movement, Amyris Biotechnologies produced an engineered strain of the yeast
Saccharomyces cerevisiae that is able to convert glucose into a precursor of the antimalarial
drug artemisin, which is a compound that occurs at low concentrations in the plant species
Artemisia annua L. After dozens of genetics modifications, the resulting engineered yeast
was able to produce up to 100 mg.L~! of artemisic acid that is excreted into the growth
medium and is easy to purify;** however, artemisic acid is a fine chemical to be produced at
low volumes. This situation contrasts with the production of bulk chemicals for the plastic
industry that has a market of 100 million* tons per year and that must be economically
competitive with the traditional petrochemical routes in order to reach the market.

4. The New Biology and Bioplastics

The application of the new biology concepts to the bioplastic industry has only re-
cently begun and two main routes for their production are being explored: by producing
the whole polymer or by producing monomers that will undergo subsequent chemical
polymerization.*6

Among the naturally produced polymers with characteristics suitable for the bioplas-
tic industry the most widely studied are polyhydroxyalkanoates (PHAs). PHAs are types
of polyesters produced by a wide variety of bacteria and actinomycetes and stocked as a
carbon reserve material in the form of intracellular granules. PHAs were first described in
1926 by Lemoigne and since then, an overwhelming number of different polyhydroxyalka-
noates, comprising about 150 different hydroxyalkanoic acids as constituents, have been
isolated from bacteria.*’ PHAs are grossly divided into short chain length (PHAscl), with
thermoplastic properties and medium chain length (PHAmcl), with elastomer properties.*®
Their structural diversity, biodegradable and biocompatible properties, and the possibility
of being synthesized from renewable carbon sources have placed PHAs on the spotlight as
candidates to replace synthetic plastics,*>>° with the first PHA consumer product launched
in 1990 in Germany.>!

Accumulation of PHAs in the bacterial cell occurs when a carbon source is in ex-
cess and at least one other nutrient essential for growth has been depleted.*’ The bacterium
Alcaligenes eutrophus is capable of accumulating up to 80% (w/w) of the PHA polyhidroxy-
butyrate (PHB) when glucose is provided as a carbon source.’! Other microbial genera capa-
ble of accumulating PHAs are:Bacillus, Pseudomonas, Rhodopsuedomonas, Protomonas,
Aeromonas, Thiococcus, Rhodococcus, Corynebacterium, Ralstonia, Burkholderia, Chro-
mobacterium, Nocardia, and Rhizobium.>'>>>3 The current application of synbio to PHAs
production aims at introducing new metabolic pathways to broaden the range of substrates
or to transfer the PHA-producing ability of certain organisms into others that are easier
to culture. One example is the production of PHA by recombinant E. coli harboring the
A. eutrophus PHB biosynthetic genes. This research showed promising results, since the
engineered E. coli strain produced over 80 g.L.~! of PHB with productivity greater than
2 g.L".h_1 in fed-batch cultures, which is comparable to the results obtained with A.
eutrophus.*6-5443

Another naturally produced polymer is starch, which is one of the most widely avail-
able carbon stock reserves in plants. Starch has been combined with man-made monomers



19:15 24 April 2009

Downloaded At:

94 J. Rincones et al.

that render properties desirable for the plastic industry.3>-3 One of these polymers is com-
mercially known as Plastarch Materials (PSM) and is produced by Teinnovations Inc. The
polymer is a biodegradable resin consisting of more than 80% corn starch. During the fab-
rication process, corn starch is mixed with cellulose and unspecified enzymes and reagents
for condensation and polymerization in order to create PSM crystals. These crystals are
submitted to extrusion and generate PSM grains.’’” PSM has various applications including
food packaging, industrial packaging, medical products, and disposable items. It also has a
high heat tolerance, which makes it fit for many thermoforming, injection molding, blown
film, and foaming applications.® Other trademarks based on the same principle include
DuPont™ Biomax®,% Ever Corn Resin,* and Cereplast Compostables® resins.®! DuPont
uses the technology from Plantic® Technologies to manufacture the Biomax® . The process
consists of modifying the high amylose starch through a process called hydroxypropy-
lation, which retards retrogadration and plasticizes the starch.®>% Until now, no genetic
modifications have been applied to improve the production of starch and all advances in
the use of this polymer have been made from the chemical point of view.

In spite of the advantages of being “green,” biopolymers such as PHB and PSM, are still
expensive to produce and face concerns regarding their intrinsic quality, sometimes due to
being composed by heterogeneous mixtures of carbon chains. Moreover, they are not easily
processed into products comparable to the ones obtained by the petrochemical industry*®
and there is a clear limitation to their natural diversity. In addition, their biodegradability
implies the return to the atmosphere of the CO, captured in the production of renewable
carbon sources, and this is an undesirable trait due to our current concerns regarding the
atmospheric levels of CO,.

In view of these limitations, there is a growing tendency towards developing green
processes for the production of monomers similar or identical to the ones produced by the
petrochemical industry, since there would be no need to change or adapt the technologies
used for their downstream processing. An important aspect of the development of this
approach of monomer production from renewable carbon sources is that it promotes the
integration between the fields of biology and chemistry in order to obtain the desired
final product, and this interaction is beneficial to all involved since it opens new fields of
multidisciplinary studies.

Up until now, this second strategy has included polymers made from monomers that are
naturally produced by microorganisms on a relatively large scale, and the first attempts at
applying the new biology concepts to their improvement aim at expanding the substrates that
can be used for their production, to increase their productivity, or to reduce the production
costs related to large-scale anaerobic culture. It has been shown that it is possible to produce
significant amounts of several monomers of interest for the plastic industry by fermentation
using natural or genetically engineered microorganisms and these have been reviewed
elsewhere.> (Table 2) However, only four of these biological processes are efficient and
economically competitive with the standard petrochemical route to be currently marketed
in the plastic industry: 11-amino-undecanoic acid (PA11), sebacic acid (PA6,10), lactic
acid (PLA), and 1,3-propanediol (PPT) and will be discussed in greater detail here.

4.1. Polyamides (Bio-PAs)

The development of polyamides started with Carothers, in 1935, who first synthesized
nylon-6,6—a polyamide of hexamethylene diamine and adipic acid.** In 1939 the DuPont
Company started the commercial production of nylon-6,6 and its conversion into fibers. At
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Table 2

Most efficient production bioprocess reported to date for obtaining monomers for the plastic industry and their polymers.

Monomer Most efficient process Polymer Max.Y (%) Ref.
Sebacic acid Sebacic acid is obtained Polyamide 6.10 10 67,66
o} directly from castor beans
O)‘\/\/\/\/\( OH
H
(o) [-NH-(CH,) ¢-NH-CO-(CH,)s-CO-],
11 amino-undecanoic acid Ricinoleic acid is obtained Polyamide 11 22 o7
o OH  from castor beans
HaN — [-NH-CO- (CH2)10-]n—
Lactic acid Glucose continuous Polylactic acid and 18 7
1° o mieroorganims g §
HO )Y . _{,O \I)J\ o )}ro + .
OH CH, o "
polylactic glycolic acid
(o] CHa (@]
o W/U\O)YO\)J\O/\H/O{‘ )
CH, o o ”
1,3-Propanediol Glucose fermentation by Polypropylene terephthalate 13.5 80,82,83
genetically modified E. coli Q C +
HOMOH «1T-C COO—(CH2i»-0O .

(Continued on next page)
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Table 2

Most efficient production bioprocess reported to date for obtaining monomers for the plastic industry and

their polymers. (Continued)

Monomer Most efficient process Polymer Max.Y (%) Ref.
1,2-Propanediol Glucose fermentation by Polyester 0.79 3
Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum CHs

CHj
HaC
n?<0 °
OH CHR gy
H 3C CHS
Fumaric acid Sugar fermentation by Polybutylene fumarate 7 84
O Rhizopus sp. )
HO . .
o o
Succinic acid Glucose fermentation by Polybutylene succinate 992 8536
o genetically modified E. coli o o
HOS " on J :
(@) * 2 © @O T n
Adipic acid Glucose fermentation by Nylon-6,6 3.57 87
genetically modified E. coli
to muconic acid and H H
N N *
i~ chemical conversion to * ‘{/ g Wn
HOOC " 4COCH adipic acid o O

Max. Y: Maximum yield reported.
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the same time, Schlack (Germany) developed polyamides by ring-opening polymerization
of cyclic lactams, and nylon-6 derived from caprolactam.®

Recent efforts based on green petrochemistry concepts have led to the development of
Polyamide 11 (PA 11) or Nylon 11, which is derived from vegetable oil. It is produced by
Arkema under the trade name Rilsan from the ricinoleic acid (C18) that is the main fatty
acid found in castor bean 0il.%®> To make PA11, ricinoleic acid is first cleaved into molecules
with 7 and 11 carbon atoms by steam cracking and the C11 acid is then aminated, thus
resulting in the monomer 11 amino-undecanoic acid that is polymerized to form PA11.6*
PA 11 is not biodegradable and its properties are similar to PA 12, but since it can be partly
derived from a renewable carbon source it has a lower environmental impact, consumes less
nonrenewable resources, and has superior thermal resistance. It is used in high-performance
applications such as automotive fuel lines, pneumatic airbrake tubing, electrical anti-termite
cable sheathing, oil and gas flexible pipes, control fluid umbilicals, sports shoes, electronic
device components, and catheters.

Another polyamide, PA-6.10, is currently being produced by BASF under the trade-
name Ultramid® BALANCE composed of 60% of sebacic acid derived from castor oil. In
order to obtain sebacic acid, the ricinoleic acid present in castor oil is cleaved a high temper-
ature (250-300°C) in a concentrated alkali (80%) reaction, in aqueous solution, and in the
presence of a thinning agent.®® Sebacic acid is then condensed with hexamethylene diamine
to form nylon 6,10.%7 This polymer combines a relatively low density polyamide with good
low-temperature impact resistance and has great dimensional stability due to its reduced
capacity for water absorption.®® The current market for Rilsan™ PA11, Rilsan™ PA12
(synthetic), and Ultramid® BALANCE is about 7% of the global market of polyamides. In
2006, the demand for PA compounds or polymers reached 863,000 tons and is expected
to grow to 986,000 tons in 2010, with an increase of 4.4% annually. However, the special
group of bio-derived polyamides 11, 12, and 6 is expected to grow faster, about 7-8%
annually.®

4.2. Polylactic Acid (PLA)

PLA (polylactic acid) is a polyester of lactic acid units. Lactic acid is an appropriate
monomer for the polymer industry due to its carboxylic acid and alcohol groups that
allows the formation of ester bonds. Given its biocompatibility, superior thermal/mechanical
properties, and transparency of the processed materials, PLA is widely used in medical
applications such as wound closure, surgical implants, reabsorbable sutures, tissue culture
and, more recently, in packaging.”’

The primary feedstock for the polymerization of lactic acid is its cyclic dimer dilactide
(3,6-dimethyl- p-dioxane-2,5-dione). Dilactide is formed by dehydration in the presence
of weakly basic catalysts, such as zinc and tin oxides,”"”> and is obtained preferably
from the L-isomer of lactic acid, due to the higher yield and superior physical properties
of the resulting polymer, such as a high degree of crystallinity and tensile strength.”®
Polymerization of dilactide is usually performed by using ring-opening polymerization
initiated by a multivalent metal alkoxide, such as Tin(I)Butoxide.”* Given the isomer
specificity of the process, currently worldwide production of L-lactic acid is based on sugar
fermentation since bioprocesses are stereoisomer selective.”?

Anaerobic fermentation of lactic acid from glucose or pure starch is mainly performed
by bacteria of the genus Lactobacillus, although the genera Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
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Vagococcus, and Weissella® have also been reported as lactic-acid producing strains.”

As a means to reduce production costs, starchy hydrolysates obtained from corn, cas-
sava, barley, wheat, and potatoes have also proven to be suitable substrates for lactic acid
fermentation.” L-Lactic acid production by fermentation is considered high, reaching con-
centrations of up to 180 g.L~! and productivities of ~2 g.L=!.h~!.7® However, due to the
high cost associated with the anaerobic culture conditions needed to produce lactic acid
in bacteria of the genus Lactobacillus, advances have also been made in metabolic engi-
neering of more easily grown microorganisms, such as the yeast Saccharomyces cerevisiae.
A laboratory strain of S. cerevisiae was genetically modified by deleting both pyruvate
descarboxylase genes followed by the insertion of two copies of the lactate dehydrogenase
gene; this modification resulted in a yeast strain able to produce 82.3 g.L~! lactic acid,
with a conversion percentage of up to 81.5% from glucose’’ (Ishida, 2006). In spite of
these advances, productivity and conversion rates have remained higher in Lactobacillus,
and consequently, the yeast process has not been adopted by industry.

Nevertheless, Bio-PLA is currently among the most economically viable bioplastics,
as illustrated by the announcement on December 4, 2007, by Cargill and Teijin Limited
of Japan that all required regulatory approvals for the 50/50 NatureWorks LLC joint ven-
ture have been received and they intend to produce 140,000 tons/year of lactic acid for
the synthesis of a PLA-based biopolymer marketed worldwide as Ingeo™.”® Nowadays,
commercialization of Ingeo” ™ constitutes, approximately, 0.02% of the plastic market.”

5. Polypropylene Terephthalate (Bio-PPT)

1,3-Propanediol (1,3-PD) is used as a building block for polyesters, polyethers and
polyurethanes.®#! 1,3-PD, or propylene glycol, is one of the oldest known anaerobic
fermentation products of glycerol by a large number of bacterial genera, including Cit-
robacter, Clostridium, Enterobacter, Klebsiella, and Lactobacillus.3* Over the past few
decades, the interest in 1,3-propanediol has been increasing significantly. In 1995, Shell
Chemical Company announced the commercialization of a new polyester based on tereph-
thalic acid and 1,3-PD: poly-propylene terephthalate (PPT) or Corterra™, with applications
in the fiber and textile industry. In view of the higher demand for 1,3-PD, Shell, and De-
gussa developed and patented chemical synthesis pathways for 1,3-PD production from
petrochemicals, more economically viable than its production from glycerol.3*3! Corterra
is polymerized from 1,3PD and either purified teraphthalic acid (PTA) or dimethyl teraph-
thalate (DMT) by melt-polymerization in two steps. The first step consists of a esterifica
tion between 1,3-PD and PTA or a transesterification between 1,3-PD and DMT to obtain
a mixture of 3-hidroxypropyl-teraphthalate and oligomers. The second step is a polycon-
densation in vacuo of the esterification or transesterification product, which removes the
polycondensation byproducts 1,3-PD and water.3

The economic relevance of 1,3-PD coupled to the wealth of information regarding the
fermentation of this monomer by microorganisms dating from 1937% prompted research
aiming at improving 1,3-PD production from renewable raw materials. The result of this
research constitutes the most significant success to date of a biopolymer: Sorona™. The
story of Sorona began in 1995, when DuPont and Genencor, one of the largest biotech-
nology companies in the world, signed a cooperation agreement to develop a biotechno-
logical pathway for the production of 1,3-PD from glucose, using a recombinant strain of
Escherichia coli. The rationale behind changing glycerol to glucose as the feed-stock basis
for the fermentative 1,3-PD production was to obtain a significant reduction in the costs of
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JointVenture: Polymer-gradeand

biocatalystin pilot

DulsontTate & Lyle
Collaboration BioProducts

Figure 3. Timeline for the microbial production of Bio-1,3-PD using genetically modified Es-
cherichia coli from idea conception until commercial fabrication of Sorona™ (Adapted from®!).

the raw materials, thus rendering the final product more competitive with the established
petrochemical route. As a result, an E. coli strain was modified for production of glyc-
erol from dihydroxyacetone phosphate (DHAP) by the introduction of the genes glycerol
3-phosphate dehydrogenase (gpdl) and glycerol 3-phosphate phosphatase (gpp!) of Sac-
charomyces cerevisiae. The obtained glycerol is then metabolized into 1,3-PD by the action
of glycerol dehydratase and oxidoreductase enzymes which are expressed by genes of K.
peneumonie and E. coli, respectively.3? This process has been revealed in a series of patents
and applications.?*°1:9293 Once the successful biotechnological process was developed,
DuPont and Tate & Lyle established a joint venture: DuPont Tate & Lyle BioProducts with
the goal of producing the poly-propylene terephthalate (PPT) fibers called Sorona, from
corn sugar.”* In only 12 years, the final product reached the market, estimated at 100 million
Ibs/year® (Fig. 3).

Sorona’s production of bio-1,3-PE from glucose constitutes the first example of an inte-
grated systems and synthetic biology approach that resulted in the creation of a biosynthetic
process that is twice more efficient than the standard petrochemical process. Moreover, this
process has low energy requirements that result in lower greenhouse gas emissions when
compared to the petrochemical process.”® It has been estimated that for every 50,000 ton
of bio-1,3-PE produced, the equivalent to 10 million gallons of gasoline can be saved, or
enough to fuel 22,000 cars.®” Such a remarkable success illustrates the power of the systems
and synthetic biology approach for the production of bulk chemicals for the petrochemical
industry.

6. Brazilian Ethanol Fermentation as a Model for Green Petrochemistry

As exemplified above, the fermentation of commodities is the great objective to be reached
by the petrochemical industry> and the standard to be reached is that of Brazilian ethanol
fermentation by the yeast S. cerevisiae, which uses sugarcane sucrose as substrate. The
industrial ethanol fermentation process is simple, and is mostly accomplished by batch
fermentation.”® The short (6-10 h) fermentation times allow the yeasts to be recycled up
to three times a day for as long as 200 days.”® This process shows two main characteristics
that are highly desirable for the fermentation of commodities: 1) is made in open reactors
without the need of astringent sterilization processes, since the yeast has evolved a system
of rapid ethanol production and high ethanol tolerance (10-12%) and this compound is able
to control most of the contaminants'® and 2) although ethanol fermentation is anaerobic in
nature, the process can be carried out without the need of atmosphere control due to the fact
that the yeast-gene regulation system is able to perceive the presence of fermentable sugars
in the media and turns off the genes responsible for molecular respiration.'°! Nowadays,
the USA and Brazil produce 35.4 million cubic meters'®? per year of ethanol from corn
or sugarcane juice and this technology is becoming increasingly significant in the biofuels
industry, as illustrated by the numerous research initiatives sponsored in this area.!®3
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This natural process of ethanol fermentation by the yeast is used by man for the indus-
trial production of ethanol and the current challenge is to substitute the natural evolution
of these desirable traits for a directed evolution that would mimic these characteristics but
promote the production of compounds that are not produced naturally and thus are not part
of the natural evolution of these organisms. Regarding this it has recently been discovered
that industrial ethanol fermentation in Brazil is carried out by wild strains different from
the cultured inoculated strains; these wild strains are able to rapidly outgrow the inoculums
and account for the country’s industrial ethanol production.'® This fact has been a major
hindrance to the genetic manipulation of yeasts for industrial purposes because the use
of laboratory strains, which are easier to manipulate, results in their substitution for wild
strains once they are placed inside the large-scale fermenting vats.'® This observation
illustrates that evolution is a major factor to be considered in any Synbio project and that
the microorganism strains best adapted for industry should be used as the basic genetic
framework for further molecular modifications. Regarding this Brazil has one of the most
promising microbial diversity currently characterized and this resource is considered as
part of the country’s natural patrimony.

In addition to the creation of new microorganisms, the fermentation of new commodi-
ties would not become a reality unless there is a large supply of fermentable biomass able
to substitute a large part of the 3,952.8 million ton/year!% of the petroleum based industry.
Brazil’s tropical sun, abundant water supply, and great expanses of arable land make it ideal
for biomass production. For instance, Brazil has become the largest sugarcane producer in
the world'® and the first largest producer of ethanol from sugarcane juice by the yeast S.
cerevisiae.'% Although the United States produces more ethanol per year using corn starch,
it has been estimated that the carbon balance for sugarcane is more favorable than for corn,
it is cheaper, and does not compete with food production.!®® Moreover, Brazil is the first
exporter of cellulose pulp, and cellulose is considered the greatest source of glucose for
fermentation.'%”-1% Although the processes for obtaining fermentable sugar from cellulose
are still expensive, Brazil is pioneering the establishment of industrial-scale acid pyrolysis
of cellulose'® ! and is committed by means of resources in the order of 10 million USD
annually!!'! devoted to research in all areas relevant to maintain its world leadership in the
ethanol industry. These pre-existing resources render Brazil as a strategic start point for
future research in green petrochemistry and thus constitute an example to follow by other
tropical countries.

This strategic advantage of Brazilian sugarcane production was recently demonstrated
by the joint venture agreement between Amyris Biotechnologies and the Brazilian Crystal-
sev (a fuel distributor) and Santelisa Vale (an ethanol refiner) announced in 2008. Amyris
has created a yeast strain able to convert sugarcane juice into ultrapure diesel (composed
only by the hydrocarbon farnacene), which is compatible with current motor engines. The
joint venture agreement aims at placing this new product in the market by 2010 through
the creation of a pilot plant in Sao Paulo State, where most of the Brazilian ethanol is
produced.'!?

Following this example, the use of ethanol fermentation by yeast is already being
applied directly to the plastic industry. Polyethylene is built from ethylene monomers, and
ethanol can be converted into ethylene by dehydration. Bio-derived polyethylene (Bio-
PE) is chemically and physically identical to traditional PE. Although Bio-PE does not
biodegrade, it can be recycled. An advantage of Bio-PE is that it can considerably reduce
greenhouse gas emissions. The Brazilian petrochemical group Braskem recently acquired
the certification of a 100% green Bio-PE produced from sugarcane ethanol.!'® It has
been estimated that the production of one ton of Bio-PE removes from the environment
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2.5 ton of carbon dioxide, while the traditional petrochemical route results in emissions of
3.5 ton.!'* Braskem plans to introduce commercial quantities of its first bio-derived high
density polyethylene in 2010 to be used in packaging, such as bottles and tubes, and has
also developed a technology to produce bio-derived butene, required to make the linear low
density polethylene types used in film production.!'!

7. Conclusion

Volatile oil prices and the constraints to CO, emissions are pushing the petrochemical
industry towards the creation of high quality plastics from renewable sources. The first
possibility explored was the production of natural and biodegradable polymers from mi-
croorganisms; however, it was quickly realized that these natural polymers lack several
desirable traits shown by synthetic polymers and that biodegradation is not desirable since
the carbon returns to the atmosphere in the form of CO,. Nowadays, it seems apparent
that the ideal solution would be to produce the same monomers currently employed by the
petrochemical industry from microorganism fermentation of renewable plant resources. In
this case, the CO, fixed in the vegetal carbon source would be incorporated into highly
stable plastics and would thus help mitigate carbon dioxide pollution by fixing it for a long
period of time. The recent advances in molecular biology have finally enabled the creation
of new microorganism capable of producing these synthetic monomers, and thus open great
opportunities for the bioplastic industry. Due to the availability of sun, water, arable land,
and the climatic conditions suitable for sugarcane production, which in contrast to corn
does not compete with food production, tropical countries such as Brazil have a strategic
advantage and begin to show promising results in the production of bioplastics.
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