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RESUMO

RAMOS, T.G.S. Producdo de Acido Xilénico utilizando linhagens
recombinantes de Komagataella phaffii. 2019. 92 f Tese (Tecnologia Bioldgica)

— Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

A biomassa lignocelulésica quando desconstruida libera principalmente
hexoses e pentoses. As hexoses podem ser usadas para a producéo de etanol
enquanto que as pentoses podem ser usadas para a producdo de acidos
organicos, agregando valor a toda a cadeia de producédo de etanol. O &cido
xilénico € um acido organico que pode ser utilizado como substituto do acido
glucdnico nas industrias alimenticias, quimica, farmacéutica e de construcao
civil. Uma das maneiras de se produzir esse acido é por rota microbiana
usando a enzima xilose desidrogenase. Ele ja foi produzido em linhagens
recombinantes de Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Pichia
kudriavzevii. A levedura Komagataella phaffii € bastante usada para
modificacdes genéticas, por possuir diversas ferramentas que facilitam essas
manipulacdes, e possui a capacidade de tolerar baixos pH. Nesse trabalho
foram identificados novos genes que codificam para xilose desidrogenase
(XDH) através de andlises filogenéticas. Esses novos genes (denominados
xylB-ap, xylB-bs, xyIB-FM e xylIB-hl) foram clonados sob controle do promotor
constitutivo pGAP (gliceraldeido 3-P desidrogenase) e depois inseridos no
genoma da levedura Komagataella phaffii. Linhagens recombinantes foram
selecionadas a partir do perfil de producdo de acido xilénico para cada gene.
As melhores linhagens obtidas, P1HL2 e P2BS6, foram caracterizadas em
diferentes condicbes experimentais, incluindo variacbes nas condicbes de
aeracao e meios de cultura. A melhor produgéo ocorreu em biorreator, no modo
batelada com meio FM22 suplementado com xilose 40g/L e glicerol 10 g/L.
Para a linhagem P1HL2 a maior producéo de acido xilénico foi de 38,4 g/L com
um rendimento de 0,98 g/g. Para a linhagem P2BS6 a maior producéo de acido
xilénico foi de 36,2 g/L com um rendimento de 0,95 g/g. Também foi medida a
capacidade das linhagens P1HL2 e P2BS6 de produzirem &cido xilbnico
usando hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar como meio de cultura. A

linhagem P2BS6 foi capaz de produzir 11 g/L de acido xilbnico e teve um



rendimento de 0,4 g/g, em frasco. J4 a linhagem P1HL2 foi capaz de produzir
13,4 g/L de é&cido xilénico e teve um rendimento de 0,5 g/g, em frasco e 19,3

g/L, de acido xilénico, e obter um rendimento de 0,68 g/g em biorreator.

Palavras-chave: Acido xilénico. Komagataella phaffi.  Xilose
desidrogenase. xylB-ap, xylB-bs, xylB-FM e xylB-hl. P2BS6. P1HL2.

Hidrolisado de bagaco de cana-de-acgucar.



ABSTRACT

RAMOS, T.G.S. Production of Xylonic Acid Using Recombinant lines of
Komagataella phaffi. 2019. 92 f Ph. D Thesis (Biological Technology) — Instituto

de Quimica, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Lignocellulosic biomass when deconstructed mainly releases hexoses
and pentoses. Hexoses can be used for the production of ethanol while the
pentoses can be used for the production of organic acids, adding value to the
entire ethanol production chain. Xylonic acid is an organic acid that can be used
as a substitute for gluconic acid in the food, chemical, pharmaceutical and
building industries. This acid can be produced by microbial route using the
enzyme xylose dehydrogenase. It has already been produced, by microbial
route, in several microorganisms, such as: Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae and Pichia kudriavzevii. The yeast Komagataella phaffii is widely
used for genetic modification, because it has several tools that facilitate these
manipulations, and has the capacity to tolerate low pH. These characteristics
make it a target microorganism for the production of xylonic acid. In this work
new genes coding for xylose dehydrogenase (XDH) were identified using the
template sequence of Caulobacter crescentus bacteria. These new genes
(xylB-ap, xylB-bs, xylB-FM and xyIB-hl) were cloned into the pGAPZB vector
and then inserted into the genome of the yeast Komagataella phaffii.
Recombinant strains were selected from the xylonic acid production profile for
each gene. With the best lineages of the two best genes, P1HL2 and P2BS6,
the bioreactor lineages were characterized with controlled temperature,
agitation, aeration and pH conditions using FM22 medium supplemented with
40 g / L xylose and 10 g / L glycerol. For the lineage P1HL2 the highest
production of xylonic acid was 38.4 g / L in a yield of 0.98 g / g. For the P2BS6
line the highest production of xylonic acid was 36.2 g/ L in ayield of 0.95 g/ g.
The ability of the P1HL2 and P2BS6 lines to produce xylonic acid using
sugarcane bagasse hydrolyzate as the culture medium was also measured. The
P2BS6 strain was able to produce 11 g/ L xylonic acid and had a yield of 0.4 g /
g, in flask. The P1HL2 strain was able to produce 13.4 g / L xylonic acid and



had a yield of 0.5 g / g in a flask and 19.3 g / L xylonic acid to give a yield of O,
68 g/ g in bioreactor.

Keywords: Xylonic acid. Komagataella phaffii. Xylose dehydrogenase.
xylB-ap, xylB-bs, xyIB-FM and xyIB-hl. P2BS6. P1HL2. Sugarcane bagasse
hydrolyzate.
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ABREVIACOES

DNA Acido Desoxirribonucleico

EC Enzyme Commission Number

EDTA Acido Etilenodiamino Tetra-acético

g gramas

XDH Xilose desidrogenase

HCI Acido Cloridrico

kDa Kilodéaltons

Kg Quilogramas

LB Meio de Cultura Luria Bertrani

MgSO, Sulfato de Magnésio

KH,PO, Fosfato de Potassio Monobasico
Ko:HPO, Fosfato de Potassio Dibasico

NaCl Cloreto de Sédio

(NH4)SO, sulfato de aménio

CacCl,.2H,O cloreto de calcio dihidratado
K,SO, sulfato de potassio

MgS0,4.7H,0O sulfato de magnésio heptahidratado
CuSQ4-5H,0 sulfato de cobre pentahidratado
Nal lodeto de sodio

MnSO4-H,O Sulfato de Manganés hidratado
Na,Mo0O4-2H,O Molibdato de sodio dihidratado
HsBO3; Acido bérico

CaS04:-2H,0 Sulfato de calcio dihidratado

CoCl, 6H,0O Cloreto de cobalto hexahidratdo
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ZnCl, Cloreto de zinco
FeSO, 7H,O Sulfato de ferro heptahidratado
H,SO, Acido sulfirico

NCBI National Center for Biotechnology Information
BLASTx Basic Local Alignment Search Tool

kV Kilovolts

WUF Microfarads

M Molar

mL Mililitros
pL  Microlitros
MeOH Acetonitrila

UPLC Ultra-Performance Liquid Chromatography
HPLC High-Performance Liquid Chromatography

pb Pares de Bases

°C Graus Celsius

YNB Base nitrogenada de levedura sem aminoacidos e sulfato de

amonio

13



1 SUMARIO

220 1\ 3370 0 0109 o 0 16

REVISAO BIBLIOGRAFICA......oesmmuemssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssasass 18
2.1  BIOMASSA LIGNOCELULOSICA weoveevusueesssssssesssssmssssssssmssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
2.2 USO DA BIOMASSA EM BIOPROCESSOS .euuuureesssmmresssssnmsesssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 20
2.3 XILOSE EM BIOPROCESSOS c.vvuuuureessusmsesssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessssssssesssssassnes 24
2.4 ACIDOS ORGANICOS...ovvssssmesserseessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssseess 26
2.5  PRODUGAO DE ACIDO XILONICO cvvvvvrrrssssemesssssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssseeee 27
2.6 KOMAGATAELLA PHAFFIL cousveoouseseeesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 32

KIN 013 ) 2 N 070 1Y 35
3.1 OBJETIVO GERAL. st ssssss s ssss s ss s besss st sssssssssssssssss assssssssssssssssssssssssssanes 35
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..vcureeuresseesseessesssesssessssssssessssssssesssssssesssessssssssssssssssssssessssssssssssessssses 35

4  MATERIAIS E METODOS........cocvummmimsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 36
4.1 MICRORGANISMOS veverssmreessssssesssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 36
4.2 VETORES cocuuureeessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnnes 36
4.3 MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES w.uuuvvvvuumnsesssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnnes 38
4.4 IDENTIFICAGCAO DE POSSIVEIS GENES QUE CODIFICAM PARA XDH......commmrreermmmseesesnn 41
4.5 CELULA COMPETENTE DE E. COLI POR ELETROPORAGAO. .....umsrvessmsesessssssssssssssesssssssnns 42
4.6 TRANSFORMAGAQ DE E. COLI cuvvevrrmrreerssmmsessssmssssssssmssssssssmssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 42
4.7 MINIPREP E MAXI PREP w.ccooourresssmsesssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssnsess 42
4.8 CLONAGEM DOS GENES XDH NO VETOR DE EXPRESSAO PGAPZB........ccoouvvermrmerrerrrinn. 43
4.9 ANALISE DE RESTRIGAQ ovvvvvuumreesssssesssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesess 44
4.10  TRANSFORMAGAO DE K. PHAFFII ccovvvssessersssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanenes 44
4.11 SELECAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO..ccuuumreesssmmreeesssssssssssnnnes 46
4.12  PRODUGAO DE ACIDO EM FRASCO vcvvurmmresssssmsesssssmsssssssmmsssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssns 46
4.13  ANALISE DO EFEITO DE COSUBSTRATO NA PRODUGAO DE ACIDO XILONICO.......cccne... 47
4.14 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM

BIORREATOR NO MODO BATELADAL.....c s sas s s s sns s sa s s sass s sne s 47

14



4,15 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM
BIORREATOR NO MODO BATELADA ALIMENTADA .vvuuuumevessssssssnssssssssssssnesssssssssssnsssssssssssssnesssssssssssssessssssssns 48

4,16 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM
HIDROLISADO DE BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR EM FRASCO w....ovvvvmummmeeessssssssssesssssssssssssessssssssssssnessssssssns 49

4.17 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM

HIDROLISADO DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR EM BIORREATOR ...vcoreurerrerstresssssssssssssssssssssssssassaneans 50
5 RESULTADOS ....ociitiirisersmsssssnssnssssssssssssssssssnssssssssnssssssssssssnsssssnsansssssassssssssssssnssnssassnsssssans 51

5.1 IDENTIFICAGAQ DE NOVAS XDH....oorirerererteresie st ee st sess s et ssess s ssesssssnsnsens 51

5.2 CLONAGEM DOS GENES XYLB NO VETOR DE EXPRESSAO PGAPZB ... 55

5.3 OBTENCAO DE LINHAGENS RECOMBINANTES DE K. PHAFFII PRODUTORAS DE ACIDO
D€ 1 70 ) 1) (o T 57
5.4 COMPARACAO DOS EFEITOS DE GLICEROL E GLICOSE NA PRODUCAO DE ACIDO

D€ 1 70 ) 1) (o 1 60

5.6 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM BIORREATOR
BATELADA ALIMENTADA ...oc ittt s s s s 66

5.7 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM
HIDROLISADO DE BAGAGO DE CANA-DE-ACUCAR ..vorveurirnmessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 68

5.8 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS PRODUTORAS DE ACIDO XILONICO EM BIORREATOR

COM HIDROLISADO DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR ................................................................................. 71
6 DISCUSSAD....oieieiessessessesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssessesssssessessessessessesssssessessessessens 74

A 00), 08 1010 T 79

8 TRABALHOS PUBLICADOS ....eeeieeseeseesessssssessesssesssssssssessesssessessssssessesssessessssssessssases 80

8.1  PEDIDO DE PATENTE ttueeteuietressesessesessssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssssssssssnsassssssssssssssses 80

8.2 CAPITULO DE LIVRO cvtvseeiieesessesssssessssssesesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssesesassssssens 80

9  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....overeureesessesssessesssessessesssessesssessessesssessessssssessesases 81

1O ANEXOS ...uoeereereesessessesssessesssessesssessessssssessesssessesssessessesssessesssessessessessesssessesssessesssessessssans 87

15



2 INTRODUCAO

A demanda mundial por fontes de energia renovaveis tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Uma das principais fontes de energia
renovavel € a biomassa lignocelulésica, a qual engloba matéria organica na
forma de residuo agroindustriais e da produgcdo agricola. A biomassa
lignocelulésica pode ser desconstruida em seus componentes basicos, 0s
mondmeros de acucares, de cinco e de seis carbonos (C6 e C5), e de lignina.

O acucar C6 que é liberado com a quebra da lignocelulose é facilmente
convertido por microrganismos em bioprocessos, como por exemplo,
fermentado pela levedura Saccharomyces cerevisiae para a producédo de
etanol. Ja a xilose, acucar C5, também liberada na quebra da hemicelulose ndo
e facilmente convertido a produtos de interesse por microrganismos de
interesse industrial, como é o caso da levedura S. cerevisiae.

Para agregar valor & cadeia de producdo de bioetanol surge a
alternativa de producéo de acidos organicos utilizando a xilose como substrato.
Os acidos organicos tém diferentes aplicacdes industriais, especialmente, nas
industrias alimenticias, farmacéuticas e quimicas como real¢cadores de sabor,
antimicrobianos e bloco construtores, respectivamente. O &cido xilénico é um
acido de cinco carbonos produzido a partir de xilose e pode ser aplicado na
indUstria, como um substituto do acido glucénico que € produzido a partir da
glicose um acgucar utilizado na alimentagdo humana.

Neste trabalho, a fim de se produzir acido xilbnico a partir de
hidrolisados lignoceluldsicos ricos em xilose foram construidas linhagens
recombinantes de Komagataella phaffii. Inicialmente, foram identificados novos
possiveis genes que codificam para xilose desidrogenase (XDH) a partir de
analises filogenéticas empregando sequéncias de dados publico. Esses novos
genes foram sintetizados e clonados no vetor de expressao sobre controle do
promotor constitutivo pGAP (gliceraldeido 3-P- desidrogenase). Apoés
transformacdo genética da levedura K. phaffii, foram selecionadas linhagens
produtoras de &cido xildnico. Finalmente, linhagens produtoras de acido

xilénico foram caracterizados em diferentes condi¢ces de producéo.

16



Os resultados aqui obtidos demonstram pela primeira a capacidade de
linhagens de Komagataella phaffii produzirem acido xilénico, e em especial a
utilizacdo dessa levedura para conversdo de acuUcares em hidrolisado de

bagaco de cana de acucar.
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2.1 Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica €é formada por fibras de celulose
emaranhadas por hemicelulose e lignina (Figura 1). A lignocelulose esta
associada a parede celular das células vegetais proporcionando-lhes
sustentacdo. A quantidade de celulose, hemicelulose e lignina presente na
parede celular varia de acordo com cada planta (Tabela 1). O bagaco de cana,
por exemplo, € constituido por 10-25% de lignina, 40-60% de celulose e de 30-
40% de hemicelulose (CGEE 2010).

A celulose, por estar presente na parede celular dos vegetais, € o
polissacarideo mais abundante na Terra. E um homopolissacarideo formado
por moléculas de D-glicopiranose ligadas umas as outras por ligacdes do tipo
B-1,4. Ela pode ser hidrolisada em unidades menores chamadas de celobiose,
que por sua vez, pode ser convertida em residuos de glicose (KUMAR; SINGH;
SINGH, 2008) (Figura 1). A glicose € o acucar C6 (acucares com 6 carbonos)
mais utilizado por organismos como fonte de carbono.

A hemicelulose € um polimero formado por diferentes monémeros de
acucares (pentose e hexoses) ligados uns aos outros por diferentes tipos de
ligacbes (BERGENSTRAHLE et al., 2010). Hemiceluloses sdo normalmente
mais faceis de hidrolisar quando comparadas com a celulose, porém certas
estruturas oligoméricas sdo recalcitrantes devido as suas ramificacdes
complexas e aos seus padroes de acetilagdo (AGGER; VIKS@-NIELSEN;
MEYER, 2010). A hemicelulose, segundo maior componente da parede celular,
quando hidrolisada libera diversos acucares, C6 e C5 (acUcares de 5
carbonos). Desses acUcares, a pentose xilose é o que se encontra em maior
porcentagem, quase 60% da hemicelulose (Figura 1).

A lignina € uma macromolécula hidrofébica constituida por trés unidades
basicas de monoligndis: cumérico, coniferilico e sinapilico (Figura 1). Na
lignocelulose, a lignina esté ligada aos carboidratos por ligagdes do tipo éter ou
éster (CHEN; DIXON, 2007).
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Figura 1: Principais componentes da lignocelulose.

Tabela 1: Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina de diversos tipos
biomassas (Adapatado de (KIM, 2018).

Bagaco Celulose Hemicelulose Lignina Referéncias

(%) (%) (%)

Cana- 43.1 31.1 11.4 (MARTIN;

de- KLINKE;

acucar THOMSEN,
2007)

Palha 37.0 22.7 18.6 (KIM et al,

de 2016)

milho

Palha 31.1 22.3 13.3 (CHEN et al.,

de 2011)

arroz

Palha 30.2 21.0 17.0 (BALLESTEROS

de trigo et al., 2006)

Palha 30.9 21.5 22.1 (GARCIA-

de CUBERO et al.,

centeio 2009)

Cevada 33.6 37.2 19.3 (KIM; TAYLOR,;
HICKS, 2008)

Capim 29.5 20.3 17.8 (LI et al., 2010b)

elefante

Sorgo 27.3 13.1 14.3 (LI etal., 2010a)

doce
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2.2 Uso da biomassa em bioprocessos

A producdo de combustiveis e quimicos a partir de fontes renovaveis é
desejado por reduzir impactos ambientais e por reduzir a dependéncia do
petréleo. O etanol produzido no Brasil e nos Estados Unidos, a partir da cana-
de-acucar e milho, respectivamente, € um bom exemplo de sucesso nesse
sentido. Porém a demanda brasileira e mundial por combustiveis e quimicos
renovaveis aumenta a cada ano. A producdo de etanol de segunda geracéo, o
qual é baseado no uso de lignocelulose, tem sido a principal opcao avaliada
para aumento da producdo. A lignocelulose é atraente por ser um substrato
barato e disponivel mundialmente o qual engloba, entre outros, residuos
agroindustriais (ASSUNCAO; CGEE, 2010).

O Brasil produz milhdes de toneladas de residuos agroindustriais
anualmente, no ano de 2017/18 a producgdo de cana-de-agUcar alcangcou mais
de 640 milhdes de toneladas, gerando aproximadamente 160 milhdes de
toneladas de bagaco (UNICA, 2018). Assim, o desenvolvimento de processos
de producdo de etanol de biomassa lignocelulosica representa uma grande
oportunidade para aumentar a producdo de etanol. Estima-se que se etanol
fosse produzido a partir da lignocelulose do bagaco de cana, a quantidade
produzida aumentaria em aproximadamente 40% por unidade de area plantada
com cana-de-acucar (STAMBUK et al.,, 2008). Mas para isso, 0 Brasil ainda
precisa desenvolver rotas tecnoldgicas para o desenvolvimento do processo de
producao.

Diferentes configuracdes de processo tém sido propostas para a
producdo de etanol de biomassa lignocelulésica. Entretanto algumas etapas
sdao comuns independentemente do tipo de biomassa, microrganismo e
hidrolise do substrato utilizados, sendo elas i) o pré-tratamento, ii) a hidrélise e
iii) a fermentacéo.

O pré-tratamento tem por objetivo reduzir a recalcitrancia da biomassa e
facilitar o processo de hidrélise. Na hidrélise os polimeros celulose e
hemicelulose (dependendo do pré-tratamento) sdo quebrados por enzimas
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hidroliticas a seus monémeros. Na fermentacdo, os acucares sdo finalmente
convertidos a etanol (Figura 2) (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).
Microrganismos sao essenciais tanto no processo de hidrolise da
biomassa quanto na fermentacdo. Na hidrolise eles atuam como produtores de
enzimas hidroliticas, enquanto na fermentagcdo sdo essenciais para a
conversao dos aclcares a etanol/ outros metabolitos (MEHTIO et al., 2016).
Embora monémeros de hexose sejam eficientemente utilizados pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual é utilizada na producéo industrial
de etanol, a eficiente bioconversado de pentoses a etanol continua sendo uma
barreira tecnolégica (KIM et al., 2013). Entre as pentoses, encontra-se a xilose,
que é o C5 mais abundante no planeta. No bagaco de cana, por exemplo, a
xilana (polimero de xilose) corresponde a aproximadamente 33% do total de
aclcares disponiveis para fermentacdo (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).
Portanto, a utilizacdo de leveduras capazes de fermentar esse agucar em
condi¢cbes industriais permitirdA um aumento significativo no rendimento de
etanol do processo. De fato, fermentacdo de hidrolisados de biomassa com
linhagens microbianas capazes de fermentar xilose resultaram em maior
concentracgdo final, rendimento e produtividade de etanol ao final do processo

em escala laboratorial (KIM et al., 2013).
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Figura 2 : Esquema demonstrando as principais fases para o processo de producéo do
bioetanol no Brasil

O desenvolvimento de biorefinarias é baseado na integracdo de
processos de conversdo de biomassa para a producdo de combustiveis,
energia e produtos quimicos. Dentro desta linha, diversos grupos tém
trabalhado no conceito de biorrefinarias, onde cada fragcdo da biomassa pode
ser empregada em um processo diferente (ALMEIDA; HONG E NIELSEN,
2012). De fato, a valorizacdo da biomassa através da producdo de metabdlitos
microbianos via processos fermentativos tem sido substancialmente avaliada
(MENON E RAO, 2012), inclusive plantas piloto ou industriais para producao de
biocombustiveis e outros quimicos de origem renovavel ja estdo em operacao
em diferentes partes do mundo. Citando-se, por exemplo, butanol e etanol
lignocelulésico, isobutanol, acido 3-hidroxipropibnico, &cido succinico, 1,3-
propanodiol, antibidtico cefalexina e vitamina B2 (riboflavina) e outros quimicos
(HONG E NIELSEN, 2012).

Além do apelo ambiental para producdo de quimicos renovaveis, deve-
se considerar que o mercado mundial de produtos quimicos envolve valores
em torno de USD 100 bilhdes ao ano, onde cerca de 3% desse montante diz

respeito aos bioprodutos, ou derivados da biomassa, havendo uma estimativa
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de aumento desta participagcdo total para 25% até o ano 2025
(VIAJAYENDRAN, 2010).

No Brasil, esforcos tém sido feitos de modo a se levantar o potencial
econdmico da biomassa lignocelulésica segundo a visédo da utilizacdo de fontes
renovaveis para o desenvolvimento de uma quimica sustentavel nacional
(CGEE, 2010). Porém, o numero de trabalhos voltados exclusivamente para o
aproveitamento tecnolégico dos coprodutos e residuos agroindustriais ainda €
pequeno, excetuando-se aqueles mais voltados para a obtencdo de etanol
lignocelulésico (ou etanol de segunda geragdo). Neste contexto, € importante
destacar que i) a industria quimica brasileira importa quase que em sua
totalidade compostos de alto valor agregado para uso, principalmente, em
quimica fina, ndo tendo tecnologia nacional desenvolvida que possa inverter o
déficit atual deste setor, acima de USD 25 bilhdes no ano de 2011 (ABIQUIM);
i) a necessidade de intermediarios de sintese, principalmente para farmaco-
quimicos, pode abrir oportunidades tdo interessantes quanto a busca por
bloco-construtores.

Desta forma, o aproveitamento da xilose presente na fracdo
hemicelulosica, por exemplo, remanescente da producdo de etanol
lignoceluldsico da biomassa de cana, oferece uma excelente oportunidade para
o maior desenvolvimento de biorrefinarias no Brasil. A producédo de quimicos a
partir da xilose evitara a eliminagéo de residuos e simultaneamente ajudara na
viabilizacdo econdmica do processo de producdo de biocombustiveis, além de
dar suporte ao desenvolvimento da industria quimica brasileira. Neste sentido,
bioprocessos que visem a utilizacdo da xilose para producdo de compostos
quimicos com ampla aplicabilidade na industria e que tenham sido pouco
explorados por empresas nacionais ou multinacionais e/ou grupos de pesquisa,
gue detém varias patentes na area, terdo maior chance de sucesso. Grandes
empresas da area quimica como Braskem, Dow, Evonik e Petrobras, tém
apostado no uso da xilose para a obtencdo de “produtos verdes” em
substituicAo a petroquimicos ndo renovaveis. Neste contexto, bloco-

construtores se destacam na busca pelo desenvolvimento de rotas de sintese.
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2.3 Xilose em bioprocessos

Conforme mencionado anteriormente, a xilose é uma pentose
encontrada na parede celular de plantas. Enquanto que a glicose €
amplamente utilizada por diversos organismo, a xilose é utilizada por um
namero restrito de microrganismo (KIM; WOO, 2018).

A xilose pode ser utilizada para a producdo de biocombustiveis (etanol)
(MATSUSHIKA et al., 2009), polidis (d-arabitol e d-xilitol) (ERICKSON;
NELSON; WINTERS, 2012)., glicolipideos (MONDALA et al., 2013), quimicos
de interesse (furfural e 2,3-butanodiol) (CELINSKA; GRAJEK, 2009). e Acidos
organicos (acido acético e acido xilénico) (TOIVARI et al., 2012b) (Figura 3),
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Figura 3: Xilose e exemplos de compostos que podem ser obtidos, por
microrganismos, a partir da xilose.

O etanol pode ser produzido de forma natural, a partir da xilose, por
certos tipos de microrganismo tais como Spathaspora passalidarum e
Scheffersomyces stipitis (VERAS; PARACHIN; ALMEIDA, 2017). Atualmente

existem diversos estudos que visam melhorar essa producédo de etanol, a partir
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de xilose, usando essas duas leveduras. Outra linha de estudos para viabilizar
a producao de etanol usando a xilose como substrato € a modificacdo genética
de S. cerevisiae. Essa levedura ndo é capaz de utilizar a xilose para a
producdo de etanol apesar de possuir 0s genes da via oxo-redutiva de xilose
(MATSUSHIKA et al., 2009).

Tanto o xilitol quanto o arabitol sdo polidis que podem ser formados
usando xilose como substrato. Esses polidis possuem aplicacbes nas nas
industrias alimenticias e farmacéuticas e podem ser usados para adocicar,
texturizar, humectar e estabilizantes (ERICKSON; NELSON; WINTERS, 2012).
Para a producdo destes polidis podem ser usadas algumas leveduras tais
como Debaryomyces hansenii (KUMDAM; NARAYANA MURTHY; GUMMADI,
2013), Pichia manchurica (SUNDARAMOORTHY; GUMMADI, 2019) e
Komagataella pastoris (ARAUJO et al., 2017).

O 2,3-butanodiol € um quimico que pode ser usado como base para a
fabricacdo de diversos outros produtos tais com: borrachas, agentes
anticongelantes e aditivos para combustiveis (CELINSKA; GRAJEK, 2009).
Para a producao do 2,3-butanodiol em microrganismos, usando a xilose como
substrato, a levedura S. cerevisiae foi modificada geneticamente primeiro para
a producéo do quimico e depois para a utilizacdo da xilose (KIM et al., 2017). A
bactéria Enterobacter aerogenes também foi modificada para a produgédo de
2,3-butanodiol a partir de xilose (UM et al., 2017).

A producdo de glicolipideos, a partir de microrganismos vem sendo
estudada como uma fonte para a producdo de biocombustivel usado na
aviacdo, pois foi visto que microrganismos que conseguem acumular lipideos,
tidos como oleaginosos, podem ter até 80% do seu peso seco na forma de
lipideos (MONDALA et al., 2013). As leveduras Rhodotorula glutinis (BABAU et
al.,, 2013), Candida curvata (EVANS; RATLEDGE, 1983) e Trichosporum
cutanaeum (HU et al., 2011), assim como os fungos Mortierella isabelina (GAO
et al., 2013a) e Cunninghamella echinullata (FAKAS et al., 2009) estdo sendo
estudados para melhorar a sua producdo de lipideos usando xilose como
substrato.

A xilose também pode ser usada por microrganismos para producao de
acidos organicos. O acido xilénico € um exemplo de acido organico que pode

ser produzido a partir de xilose e utilizado como um substituto do &cido
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glucénico nas industrias quimicas, alimenticias e de constru¢do (TOIVARI et
al., 2012b). Dentre os microrganismos que foram modificados para a sua
producdo encontra-se as leveduras: S. cerevisiae (TOIVARI et al., 2012a) e
Pichia kudriavzevii (TOIVARI et al., 2013) e a bactéria E. coli (LIU et al., 2012).

2.4 Acidos Organicos

Acidos organico sdo compostos organicos com propriedades acidas que
possuem o grupo funcional carboxila (COOH). A maioria dos acidos organicos,
sdo acidos fracos e podem ser produzidos por organismos. Comercialmente,
acidos organicos podem ser produzidos por rotas quimicas ou biologicas e
podem ter diversos usos na induastria. Os acidos citrico, latico, gluconico,
acético e succinico sdo alguns exemplos de acidos organicos (Figura 4) (DE
LEDERKREMER; MARINO, 2003).
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Figura 4: Estrutura quimica de alguns dos principais acidos organicos.

Acido latico pode ser usado na producéo de biopolimeros tais como o
polilactato (PLA). Diversos microrganismos podem ser usados na producédo de
acido latico tais como as bactérias do acido latico (Lactic Acid Bacteria - LAB) e

fungos do género Ryzopus. Uma vantagem na producdo de &cido latico por
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rota microbiana em relacdo a rota quimica é que os microrganismos produzem
a forma pura de D ou L acido latico, enquanto que a rota quimica sempre
produz uma mistura racémica dos isémeros de acido latico (CHEN; NIELSEN,
2016). Diversos microrganismos ja foram modificados para a producdo de
acido latico entre ele a levedura K. phaffii (DE LIMA et al., 2016).

Acido citrico foi o primeiro acido organico produzido por microrganismos
em escala industrial. Sua produgéo usa o fungo filamentoso Aspergillus niger
em um processo de fermentacdo submersa. O acido citrico pode ser usado na
industria alimenticia para a conservacdo de alimentos e amaciamento de
carnes. Nas industrias farmacéutica e cosmética como antioxidante em cremes
para a pele (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).

O é&cido succinico pode ser usado na producéo de 1,4-butanodiol (BDO),
poliesters biodegradaveis e do solvente tetrahidrofurano (THF). Atualmente a
bactéria E. coli modificada geneticamente é utilizada para a producdo em
escala industrial desse acido. Ainda se utiliza glicose obtida de cana-de-acucar
ou milho para a producdo do acido succinico porém existe uma pressao para
gue passe a se utilizar matérias ndo-alimenticios como biomassa e glicerol
(ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2015).

O acido glucbnico pode ser encontrado naturalmente em plantas, frutas
e mel ou produzido por diferentes microrganismos como: Pseudomonas ovalis,
Gluconobacter oxydans, Penicillium funiculosum e Aspergillus niger
(RAMACHANDRAN et al., 2006). Atualmente, a industria utiliza o fungo
Aspergillus niger em um processo de fermentacdo submersa para a produgéo
desse acido, usando glicose como substrato e a enzima glicose oxidase. O
acido glucbnico pode ser usado nas industrias alimenticias, quimicas,
farmacéuticas e de construcao civil (SINGH; KUMAR, 2007).

2.5 Produgéo de Acido xilénico

O acido xilénico comecou a ser estudado a partir de 1990. Suas
propriedades quimicas fazem desses &cidos um possivel substituto para o
acido glucénico. O acido xildnico pode ser utilizado na industria alimenticia

para conservar 0s alimentos e para realcar sabores; na industria quimica, como
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bloco construtor e precursor de varios outros quimicos de interesse tais como:
1,2,4-butanotriol, que pode ser usado para a producdo de polimeros; na
industria farmacéutica como antimicrobiano, e na industria de constru¢cdo como
um agente dispersante do cimento (TOIVARI et al., 2012b).

Uma das vantagens na substituicdo do &cido gluconico pelo acido
xilbnico é que a xilose ndo é utilizada como alimento pelos seres humanos,
como acontece com a glicose. Outra vantagem da utilizacéo do acido xilénico &
que por possuir um alto valor de mercado potencial ele pode agrega valor a
producdo do bioetanol nas biorefinarias, tornando assim todo o processo mais
economicamente viavel (TOIVARI et al., 2012b).

O acido xilénico € um acido organico fraco, que pode ser obtido por via
quimica (Figura 5) ou por via microbiana com a enzima xilose desidrogenase
(Figura 6). A producdo do acido xilénico pela via quimica envolve a eletro-
oxidacdo da D-xilose usando eletrodos de platina ou ouro em meio alcalino. A
via quimica de producédo do acido xilénico também é utilizada para sintese de
outros acidos organicos, em menor escala, como acido glicérico, formico e
glicolico (GOVERNO et al., 2004). A producéo de acido xilénico por via quimica

ainda esta em escala laboratorial.
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Na via microbiana, o acido xildnico € produzido pelo intermédio da
enzima xilose desidrogenase (Figura 6). Desidrogenases (EC 1) sdo enzimas
oxiredutoras que fazem a transferéncia de ions de hidrogénio para uma
molécula aceptora. As desidrogenases podem atuar em diferentes substratos
levando a uma maior especificacdo da enzima tais como alcool desidrogenase
(EC 1.1.1.1 e 2), glicerol desidrogenase (EC 1.1.1.6) e a xilose desidrogenase
(EC 1.1.1.175 e 179).

A xilose desidrogenase vai atuar na D-xilose oxidando-a a xilolactona
usando NAD™ ou NADP™ como cofatores da reacéo. Numa segunda reacéo a
xilolactona vai ser hidrolisada gerando acido xilénico. Essa segunda etapa da
reacdo ocorre de maneira espontanea, ou também, pode ser realizada pela
enzima xilolactanase (TOIVARI et al., 2012b).

A via de oxidacdo da xilose € mais comumente encontrada em Archaea
mas também € possivel ser encontrada em algumas bactérias e fungos
(VALDEHUESA et al., 2018). A producéo de acido xilénico por microrganismos
€ possivel porque este € um intermediario da via metabdlica de assimilacao de
xilose naturalmente encontrada em alguns microrganismos, 0S quais sao
capazes de utilizar esse acucar com fonte de carbono. De fato, apds a
formacdo do acido xilbnico o mesmo € convertido em &cido 2-ceto-3-deoxi-D-
xilénico (KDX), pela acdo da enzima xilonato desidratase. O KDX € entdo
convertido em (glicoaldeido e piruvado, sendo esses dois compostos
assimilados pelo ciclo celular (Figura 7). Em outros microrganismos, a xilose &

assimilada por via redutiva, empregando as enzimas xilose redutase/xilitol
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desidrogenase ou xilose isomerase, as quais resultam na formagé&o de xilulose-
5-P (Figura 7). Este ultimo é metabolizado via das pentoses fosfato e glicolise

levando a formacé&o de piruvato.

(=P
T %
2
+0" 0 ) e}

_1

O ne

O D Xilose  Quw
e L
[

Q ©
o . 2] e >
Q\g c& CH,OH @PQ\? W © 3z =
& ‘ S BT 2 T
) H——0H d _OH pe} Xilose lc e
& Xilosc E N z T
OH=——H o o2 e © O Desidrogzna z —
ol Fe® > 2 5 73 >0
Ho—r— o —_ =1
Xilcse To,
CH.OH isomerase
B Xilolaclona [e)
Xilito! %, om
y I
'l;/‘ L 1y o]
"@%‘9'%/ % CH i
050‘% o) Xilolactanas
% OH\/U\)\/OH N
\ IO
o Acido F2
Xilulose xilénico e g ‘o

ADP

T
+ o Xilonato dehidratase

e

) .
xiluloquinase :

o
L
5-xilulose-5-fosfato
Metabolismo A
celular
( via das pentoses,

ciclo TCA, etc...}

o
OH
OH

CH,OH

O

Q

Acido 2-ceto-3 deoxi-D-
xildnica

2-ceto-3-deoxi xilanato
aldolase

Glicoaldeido Piruvato

Figura 7: Principais vias do metabolismo de xilose encontrado em microrganismos: via
oxido-redutora (seta azul); via da isomerase (seta roxa) e via oxidativa (seta laranja).

Caulobacter crescentus, Gluconobacter oxydans, Pseudomonas fragi,
Trichoderma reesei, Aspergillus niger e Acetobacter sp. sdo alguns
microrganismos capazes de produzir 4cido xilénico naturalmente. Nas bactérias
a xilose desidrogenase ou glicose desidrogenases ficam no periplasma e usam
a piroloquinolona quinol (PQQ) ou NADP(") como cofatores para transferir
elétrons ao citocromo ¢ na cadeia respiratoria (TOIVARI et al., 2012b).

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro microrganismo
modificado geneticamente para a producao de acido xilénico. Primeiramente foi
introduzido o gene de xilose desidrogenase, XYD1l oriundo do fungo
filamentoso Trichoderma reesei. A levedura foi capaz de produzir 3,8 g/L de

acido xilénico. Em seguida o0 mesmo grupo deletou o gene GRE3 da levedura
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(ortélogo do gene que codifica para xilose redutase), porém nao foi visto uma
melhora na producdo de &cido (TOIVARI et al., 2010). Em seguida foi
introduzido o gene xylB, que codifica para uma xilose desidrogenases da
bactéria C. crescentus. A levedura foi capaz de produzir 17 g/L de acido
xilénico. Para melhorar a producédo de acido, o grupo deletou o gene GRES3,
natural da levedura, e expressou o gene de xilolactanase xylC, também de C.
crescentus. Com isso a producédo final de acido xilénico alcancou 43 g/L de
acido xilénico e um rendimento de 0,8 g/g (Tabela 2) (TOIVARI et al. 2012a).

Escherichia coli foi a primeira bactéria modificada geneticamente para
produzir acido xildnico. O grupo usou 0s mesmos genes (xylB e xylC) de C.
crescentus empregados em S. cerevisiae. ApOs 0s primeiros testes decidiu-se
interromper os genes xylA e xylB, naturais da bactéria, que codificam para
xilose isomerase e xiluloquinase para que nao houvesse um desvio da xilose
para essa segunda via metabdlica. Com isso o grupo foi capaz de ter um
rendimento de 0,98 g/g de acido xilénico (Tabela 2) (LIU et al. 2012).

Kluyveromyces lactis foi modificada usando o gene XYLD1 de T. reesei
que codifica para uma xilose desidrogenase. Em seguida o grupo fez a delecao
dos genes xyll e xyl2, naturais de K. lactis, que codificam para uma xilose
redutase e uma provavel xilitol desidrogenase, respectivamente em duas
linhagens diferentes. Foi visto que a linhagem que sofreu a delecdo do gene de
xilose redutase favoreceu a producdo de acido enquanto que a linhagem que
sofreu a delecédo do gene de xilitol desidrogenase diminuiu sua produgédo. Ao
final a levedura foi capaz de produzir acido xilénico com um rendimento de 0,6
g/g (Tabela 2) (NYGARD et al. 2011).

A bactéria Klebsiella pneumoniae foi modificada para a coproducgéo de
acido gluconico e &cido xilénico. A bactéria ja possuia a via de oxidagdo de
xilose, necessaria para producdo de acido xilénico, por tanto foi somente
deletado o gene gag, que codifica para uma gluconato desidrogenase, para
que assim a bactéria fosse capaz de acumular os acidos xilénico e glucénico
produzidos. A linhagem recombinante de K. pneumoniae foi capaz de chegar a
um rendimento de 1.0 g/g, o que equivale ao maximo tedrico, de acido xilénico
usando hidrolisado de bambu (Tabela 2) (WANG et al.,2016).

A levedura Pichia kudriavzevii também foi modificada para a producéo

de acido xilénico, usando o gene xylB de C. crescentus, e chegou a um
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rendimento de 1.0 g/g de &cido e produtividade de 1.4 gL h*empH55e 1.2
g.L™.h" em pH 3 (Tabela 2)(TOIVARI et al.,2013).

Mais recentemente a levedura Candida glycerinogenes foi modificada
usando o gene xyIB de C. crescentus. O grupo modificou o promotor pGUKAd,
gue é induzido em pHs baixos usando o promotor do gene de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (pGAP) combinado com uma sequéncia do gene de
guanilatoquinase (pGUK1) para a producdo do acido. C. glycerinogenes foi
capaz de produzir 38 g/L de acido em um pH de 2.5 (Tabela 2) (JI et al.,

2017a).

Tabela 2: Microrganismo modificados para a producado de acido xildnico. Parametros
de producéo e genes empregados.

Microrganismo  Genes Organismo Rendimento  Produtividade Referéncias
expressos  doador (9ax/Ty) (g.L™h™
Saccharomyces xylB e xylIC  Caulobacter 0.8 0.36 (TOIVARI et
cerevisiae crescentus al. 2012a)
Escherichia coli  xyIB e xylC  Caulobacter 0.98 1.09 (LIU et al
crescentus 2012),
Kluyveromyces  XYLD1 Trichoderma 0.6 0.16 (NYGARD et
lactis reesei al. 2011)
Klebsiella gag Klebsiella 1.0 * (WANG et
pneumoniae pneumoniae al.,2016)
Pichia xylB Caulobacter 1.0 1.40 (TOIVARI et
kudriavzevii crescentus al.,2013)
Candida xylB Caulobacter 0.76 0.79 Jr et al,
glycerinogenes crescentus 2017b)

2.6 Komagataella phaffii

O género Komagataella foi proposto em 1995 por Yamada et al. ap6s
analises das sequéncias de D1/D2 de rRNA para reclassificar a levedura
previamente conhecida como Pichia pastoris. Dentro desse novo género,
criado para acomodar a espécie Pichia pastoris, estdo inseridas as espécies
Komagataella pastoris, Komagataella phaffi e Komagataella pseudopastoris
(KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). As trés espécies de Komagataella
nao demostram diferencas visiveis nos testes de fermentacdo e assimilacdo
comumente usados em taxonomia de leveduras, por essa razdo a espécie K.
phaffii foi classificada dentro a espécie K. pastoris até que analises nas
sequencias de
(KURTZMAN, 2005).

rDNA provaram que elas eram espécies diferentes
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Assim como as outras espécies do género Komagataella, K. phaffii
possui a capacidade de crescer utilizando metanol como substrato. Essa
capacidade se d& pela presenca dos genes AOX1 e AOX2, que codificam para
enzima alcool desidrogenase (AOX). Na presenca de metanol esses genes sdo
ativados, produzindo a enzima AOX, que faz a oxidagdo do metanol a
formaldeido e gerando perdxido de hidrogénio durante esse processo. Toda
essa etapa de oxidacdo do metanol se passa dentro de peroxissomos
espalhados dentro da levedura ja que o peréxido de hidrogénio € toxico para a
célula (CREGG et al., 2000).

A capacidade da levedura de metabolizar metanol aliada com a sua
capacidade de chegar a altas densidades celulares, sua capacidade de n-
glicosilar similar a de células de mamiferos, e técnicas de manipulacdo
genéticas similares as de S. cerevisiae fizeram da K. phaffii um sistema alvo
para a expressao de enzimas heterdlogas (CREGG et al., 1998).

Além de capacidade de utilizacdo de metanol como fonte de carbono, K.
phaffii também consegue usar o glicerol de maneira eficiente como fonte de
carbono para o seu crescimento. Uma possivel explicacdo para essa eficiente
utilizacdo do glicerol é a presenca de 4 genes, no genoma da levedura, que
codificam para protéinas de simporte H*/ glicerol (MATTANOVICH et al., 2009).

Para se fazer uso de técnicas de manipulacdo genética um dos
promotores mais utilizados € o AOX, derivado dos genes aoxl e aox2. Esse
promotor € usado em vetores de expressdo induzidos pelo acréscimo de
metanol ao meio de cultura, o que permite um controle da expressao do gene
alvo pela indugcdo com metanol. Esse tipo de expressdo pode ser vantajoso
qguando o gene de interesse se mostra toxico para a levedura. O vetor pPICZaA
€ um exemplo de vetor de expressdo em K. phaffii que utiliza o promotor AOX
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

Outro tipo de promotor existente para expressdo em K. phaffii € o GAP.
Esse promotor esta presente no gene GAP que codifica para a enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Ele € um promotor constitutivo, ou seja,
0 gene alvo ndo precisa do acréscimo de uma molécula indutora no meio de
cultura para a sua ativacao, ele é continuamente expresso. O vetor pGAPZB é
um exemplo de vetor de expressdao em Komagataella phaffii que utiliza o
promotor GAP (CREGG et al., 2000).
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Foi apenas ap0s o sequenciamento do seu genoma que K. phaffii
comegou a ser usada para producdo de metabdlitos por engenharia
metabdlica. O primeiro metabdlito produzido em K. phaffii foi a superexpressao
de S-adenosil-L-metionina (SAM), um componente do metabolismo de enxofre
que age como doador de metil em diversas reacdes bioquimicas (HE et al.,
2006). A partir de entdo diversos metabolitos comecaram a ser produzidos em
K. phaffii tais como: D-arabitol e xilitol (CHENG et al., 2014), isobutanol e
isobutil (SIRIPONG et al., 2018) e acido 6-metil-salicilico (GAO et al., 2013b).

DE LIMA et al., (2016) conseguiu, de maneira eficiente, produzir acido
latico usando a levedura K. phaffii, modificada geneticamente, como organismo
hospedeiro. Eles utilizaram o gene LDHb proveniente de Bos taurus na
levedura e avaliaram a producao do acido. Em seguida um novo transportador
de lactato chamado PAS foi introduzido e a capacidade de producdo de &cido
latico, da levedura, foi novamente avaliada e comparada com a capacidade de
uma linhagem utilizando o transportador Jenlp. Esse estudo reforca a
capacidade dessa levedura de produzir, eficientemente, acidos organicos.

Apesar de possuir em seu genoma 0S genes necessarios para o0
metabolismo de xilose, a levedura K. phaffii ndo consegue utilizar a xilose como
fonte de carbono para o seu crescimento. Essa caracteristica aliada a sua
capacidade de crescimento em baixos pH tornam ela uma forte candidata a

producéo de acido xilénico (LI et al., 2015).
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver processo de producdo de acido xilénico com linhagens

recombinantes de Komagataella phaffii.

3.2 Objetivos especificos

1) Identificar genes que codificam para xilose desidrogenase (XDH);

2) Construir linhagens recombinantes de K. phaffi expressando
diferentes genes que codificam para XDH,;

3) Avaliar a capacidade de producdo de &cido xilénico pelas linhagens
recombinantes em frasco;

4) Avaliar a capacidade de producéo de acido xilénico pelas melhores
linhagens recombinantes em biorreator;

5) Avaliar capacidade de producdo de acido xilébnico pelas linhagens
recombinantes utilizando hidrolisado de biomassa de cana-de-aglcar como

substrato.
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4 MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

4.1 Microrganismos

As linhagens microbianas utilizadas nesse estudo foram:
Escherichia coli XL10GOLD:

TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB laclqZzDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]. (Os genes
listados possuem mutacdes significantes nos alelos. Os genes localizados no
F~ episoma, entretanto, sdo do tipo selvagem a menos que sejam indicados de

forma diferente.)

K. phaffii X-33: Prototrofica de GS115 (Invitrogen).

4.2 Vetores

Vetores de clonagem

Os vetores pMAT contendo o0s genes que codificam para
desidrogenases foram recebidos da empresa GENEONE. Como exemplo,
apresenta-se o mapa do vetor contendo o gene XDH-CC (Figura 8).
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Figura 8: Mapa do vetor de clonagem em E. coli pMAT.

Vetor de expressao

O vetor de expressao para K. phaffii utilizado foi o pGAPZB (Figura 9)
(Invitrogen). O plasmideo pGAPZB €& um vetor bifuncional que pode ser
utilizado tanto em bactérias como em leveduras. Apresenta como marca de
selecdo o0 gene de resisténcia a zeocina. Além disso, possui 0 promotor

constitutivo GAP e a regido terminadora AOXtt.
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Figura 9: Mapa do vetor de expressédo em K. phaffii pGAP.

4.3 Meios de cultura e solucdes

FM22
4,29% KH,PO

0,5% (NH)SO4

0,2% CaCly.2H;0
1,43% K,SO,

1,17% MgS04.7H,0
PTM4

0,2% CuSO4-5H,0;
0,008% Nal

0,3% MNnSO,-H,0
0,02% NazMoO4-2H,0
0,002% H3BOs;

0,05% CaS0,4-2H,0
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0,05% CoCl, 6H,0
0,7% ZnCly;

2,2% FeSO4- 7TH,O
0,01% H»S0O4

0,02% biotina

LB

Peptona 1%

NaCl 1%

Extrato de levedura 0,5%
Agar 1,5%

LB baixo sal

Peptona 1%

NaCl 0,5%

Extrato de levedura 0,5%
Agar 1,5%

YPD

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%

Glicose 2%

YP

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%

YPDS

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%

Glicose 2%
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e Sorbitol 1 M
« Agar 2%

SOB

Triptona 2%

» Extrato de levedura 0,5%
« NaCl 0,05%

» KCI 250 mM 1%

* MgCl; 2 M 0,5%

Hidrolisado C5 diluido 20%

* O hidrolisado foi centrifugado
* O sobrenadante foi filtrado

e O pH foi ajustado para 5,5

* Autoclavado

* Diluido para 20% em fluxo laminar

Composicao do Hidrolisado

O hidrolisado utilizado nesse estudo foi obtido pelo pre-tratamento por
explosdo a vapor de bagaco de cana-de-agucar, seguido por hidrdlise acida da

fracdo hemicelulosica.

Tabela 3 Composicdo do Hidrolisado utilizado

Celobiose Glicose Xilose Acido acético Furfural 5-HMF
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1,85 5,08 95,24 21,62 3,13 0,38

Ao longo desse trabalho foram utilizados genes que codificam para
xilose desidrogenase provenientes de bactéria e de fungos. Para os genes

provenientes de bactérias usou-se italico minusculo (ex: xylB-ap) e quando o
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gene € proveniente de fungo usou-se italico maiusculo (ex: xylB-FM). Esses
genes foram clonados em plasmideos (ex: pGAP- xylB-ap) que por sua vez
foram inseridos na levedura K. phaffi. Assim foram geradas linhagens (ex:
P1BS6) de K. phaffii modificadas.

METODOS

4.4 ldentificacdo de possiveis genes que codificam para XDH

Primeiramente as sequéncias de aminoacidos das xiloses
desidrogenases da bactéria Caulobacter crescentus e do fungo Trichoderma
reesei foram utilizadas como molde para buscas de sequéncias com diferentes
graus de similaridade no banco de dados NCBI (www. blast.ncbi.nlm.nih.gov).
A ferramenta BLASTXx foi utilizada para permitir a busca por sequéncias de
DNA do banco.

A partir dos resultados de similaridade, sequéncias de proteinas com
grau de identidade de 50 a 70% de diferentes espécies foram escolhidas para
construcdo de arvores filogenéticas. Foi montada uma arvore filogenética
empregando o programa Geneious (Biomatters), utilizando sequéncias
derivadas de bactérias e outra com sequéncias de fungos. Para tanto, foi feito
um alinhamento das sequéncias utilizando o método Muscle e a partir desse
alinhamento foram geradas as arvores: Modelo de distancia genética: Jukes-
Cantor; Método de construcdo das arvores: Neighbord-Joining; Método de
reescalonamento: Bootstrap; Geracdo aleatoria: 376, 575; NuUmero de
replicatas: 1000; Porcentagem de suporte limite: 50.

A partir das arvores filogenética, sequéncias génicas foram escolhidas

de forma a representar diferentes ramos.

4.5 Preparo de célula competente de E. coli para eletroporacao

Para a transformacdo da bactéria E coli com os plasmideos de
interesse, antes foi preciso preparar as células para torna-las aptas a receber

um DNA externo. Para tanto, foi seguido o seguinte protocolo de preparacao de
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células competentes para eletroporacdo adaptado (SAMBROOK AND
RUSSEL; 2001).

Foi feito um pré-indculo de 5 mL de meio LB e incubado no shaker a 37
°C e 200 rpm por 16 horas. Apds esse periodo 4 mL do pré-indculo foram
inoculados em 2 L de meio SOB. Os frascos foram novamente incubados no
shaker a 37 °C e 200 rpm até a ODgq atingir 0,5-0,6, e em seguida incubados
no gelo por 30 minutos. As células foram centrifugadas a 5000 x g por 20
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em
500 mL de glicerol 10% gelado. As células foram centrifugadas, pela segunda
vez, & 5000 x g, por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e pellet
foi ressuspendido em 120 mL de glicerol 10% gelado. As células foram
centrifugadas, pela terceira vez, a 5000 x g, por 20 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado e pellet foi ressuspendido em 2 mL de meio SOB
gelado. Por dultimo as células competentes foram aliquotas em tubos
eppendorfs, congeladas em banho de gelo seco com nitrogénio liquido e

armazenadas em frezzer - 80 °C para serem usadas posteriormente.

4.6 Transformacédo de E. coli

A transformacdo de plasmideos ou sistemas de ligacao foi feita pela
técnica de eletroporacdo. Utilizou-se uma adaptacdo do protocolo
(SAMBROOK AND RUSSEL; 2001) em que se emprega 2 uL de DNA (80 ng/
pL) e 100 pL de E. coli XL10GOLD competentes. A eletroporacao foi realizada
em cubeta com os seguintes parametros elétricos: 1,8 kV, 25 uF e 200 Q. A
seguir, as células foram ressuspensas em 1 mL de meio LB e incubadas a 37
°C por 50 minutos. Foram, entdo, plaqueadas em placas com LB agar,
suplementado com o antibiético de interesse, ampicilina (100 pg/mL) ou
Zeocina (25 pg/mL), e deixadas na estufa 37 °C por 16 horas.

4.7 Miniprep e Maxi prep
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O DNA plasmidial dos transformantes bacterianos foi extraido usando o
kit de miniprep da Invitrogen (K2100-10) seguindo o seguinte protocolo de
extracdo de DNA plasmidial.

Do in6culo, 3 mL foram centrifugados a 10.000 x g por 2 minutos. O
sedimentado foi ressuspenso em 250 pL de solugdo R3 com Rnase A. Foi
adicionado 250 pL de solugdo L7 e deixado por 5 minutos na bancada.
Adicionou-se 350 pL de solucdo N4 e centrifugou-se por 10 minutos a 12.000 x
g. O sobrenadante foi transferido para a coluna acoplada a um novo tubo e
centrifugou-se por 1 minuto a 12.000 x g. O sobrenadante foi descartado e a
coluna foi lavada com 700 pL de solucdo W9 e centrifugou-se por 1 minuto a
12.000 x g. Apos a coluna foi lavada com 40 pL da solucdo TE e centrifugada
por 1 minuto & 12.000 g. O DNA plasmidial foi entdo armazenado a -20°C

O DNA plasmidial dos transformantes foi extraido usando o kit de
maxiprep. da Qiagen (K2100-10) seguindo o protocolo de extracdo de DNA
plasmidial do fabricante. O protocolo segue no mesmo modelo do de miniprep

descrito acima, porém utilizando maiores volumes.

4.8 Clonagem dos genes XDH no vetor de expressdo pG APZB

Para a ligacdo dos genes que codificam para XDH (xylB-ap; xyIB-bs;
xylB-bx; xyIB-cs; xylB-fm e xyIB-hl) no vetor de expressao foi utilizado 1 uL do
vetor pGAP (50 ng/uL) (Invitrogen), 7 pL de DNA (10 ng/uL), 1 pL de tampéo
10X T4 ligase (Thermo Scientific), 1 uL da ligase T4 (Thermo Scientific) (Tabela
4). A ligacédo foi deixada a 22 °C por 16 horas e depois 5 pL foram usados na
transformacdo de 100 pL de E. coli XL10GOLD competentes. As ceélulas
transformadas foram plaqueadas em placas de LB low salt agar contendo

zeocina [25 pg/mL] como antibiético, e deixadas na estufa 37 °C por 16 horas.

Tabela 4: Reacéo de ligacdo dos genes no vetor pPGAPZB.

Solucédo Quantidade Marca
Enzima T4 DNA ligase 1puL Thermo Scientific
Tampao 10X T4 1uL Thermo Scientific
Vetor pGAPZB 1uL -
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DNA 7 pL -
Total 10 pL -

Ligacao incubada por 16 horas a 4 °C.

4.9 Andlise de restricao

De forma geral, os plasmideos obtidos utilizando o kit de minipreparacao
foram digeridos conforme descrito na Tabela 5. Um gel de agarose 0,8%

corado brometo de etideo foi usado para visualizar a digestéo.

Tabela 5: Digestdo com as enzimas de restricdo para a confirmacdo da clonagem no vetor
pGAPZB.

Solucédo Quantidade Marca

Enzima EcoR | 0,5 uL Thermo Scientific
Enzima Xba | 0,5 uL Thermo Scientific
Tampao 10X Tango 4 uL Thermo Scientific

DNA plasmidial (90-100 3 uL -

ng/ uL)
Agua ultrapura 12 L -
Total 20 L -

Digestéo incubada por 2 horas a 37 °C.

4.10 Transformacao de K. phaffii

Os plasmideos pGAPZB-xylB obtidos foram linearizados através de
reacao de digestdo usando as enzimas de restricdo BspH | (xyIB-bs; xyIB-bx;
xyIB-cs; xyIB-FM e xyIB-hl ) ou Avr Il (xylB-ap ), incubada por 4 horas a 37 °C

(Tabela 6). Um gel de agarose 0,8% foi usado para visualizar a digestao.
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Tabela 6: Digestdo para a linearizacdo do vetor pGAPZB com os genes que codificam
para XDH clonados.

Solugéo Quantidade Marca
Enzima BspH I/ Avr I 2 uL Thermo Scientific
Tampao 10X O/ Tango 4 uL Thermo Scientific
DNA plasmidial (1 mg/ uL) 15 uL -
Agua ultrapura 19 pL -
Total 40 pL -

Digestéo incubada por 4 horas a 37 °C.

K. phaffii X-33 foi transformada por eletroporagdo utilizando os
plasmideos linearizados pGAPZB (pGAP-xyIB-ap; pGAP-xyIB-bs; pGAP-xyIB-
bx; pGAP-xyIB-cs; pGAP-xylIB-FM e pGAP-xyIB-hl) e seguindo o protocolo
abaixo descrito que foi adaptado do manual da Invitrogen (Cat. no. V195-20).

Foram feitos dois indculos da linhagem de X-33 de 250 mL de YPD e
incubados no shaker & 30 °C até atinguir a ODggo de 1,3. A seguir as células
foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado,
o pellet foi ressuspendido em 500 mL de agua destilada estéril gelada e as
células foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o pellet foi ressuspendido com 250 mL de agua destilada estéril
gelada e as ceélulas foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido com 20 mL de sorbitol
1M estéril gelado e as células foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos.
Por fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1 mL de
sorbitol 1M estéril gelado.

Foram colocados no gelo, as células competentes, o DNA e as cubetas
de eletroporacédo. Depois 5 yL do DNA linearizado foi misturado com 80 pL
células, e o sistema incubado por 5 minutos. A aliquota das células foi
transferida, junto com o DNA, para a cubeta de eletroporacdo. Com o
eletroporador ajustado para 2.500 volts, 25 pF, 400 Q, as células foram
submetidas ao choque elétrico. Em seguida 1 ml de sorbitol 1 M foi adicionado
, as células foram passadas para um frasco de 1.5 mL e incubadas a 30 °C por
2 hora. Por ultimo, as células transformadas foram plaqueadas em meio YPDS

agar com zeocina [100 ug/mL] e incubadas na estufa 30 °C por 3 dias.
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4.11 Selecao das linhagens produtoras de acido xild  nico

Para selecdo de linhagens produtoras de acido xilénico os
transformantes foram inoculados em meio liquido contendo xilose e a producéo
analisada em UPLC. Para tanto, linhagens de cada gene (xylB-ap; xylB-bs;
xylB-FM e xyIB-hl) foram ent&o cultivados no shaker a 30 °C, com agitacdo de
200 rpm por 48 horas, em falcons de 50 mL, inicialmente, contendo 5 mL de
meio YPD com zeocina [100 ug/mL]. Essas células foram centrifugadas a 2000
X g por 10 minutos, o meio de cultura descartado e as células lavadas com
agua destilada. Depois as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio YNB
1% suplementado com 20 g/L de xilose. Entédo, os frascos foram incubados no
shaker a 30 °C com agitacdo de 200 rpm por 48 horas. Ao final foram coletadas

amostras de 2 mL para as analises no UPLC.

As amostras referentes a producdo de acido xildbnico de todas as
linhagens construidas foram analisadas por UPLC (Marca: Waters, modelo
UPLC Acquity PDA), utilizando o detector fotodiodo de varredura (PDA). As
condicdes de analise das amostras foram: coluna HSS T3 (1,8 ym; 2,1 x 150
mm); fase movel, solvente A (Tampao KH,PO,4, 0,01 M, pH 2,0), solvente B
(MeOH); fluxo 0,3 mL min™*; volume da injecéo 1 pL; temperatura da coluna 30

T e temperatura ambiente para as amostras.

4.12 Producao de acido xilénico em frasco

Cada linhagem produtora de acido xildénico foi inicialmente inoculada em
Erlenmeyers de 100 mL contendo 10 mL de meio mineral FM22 suplementado
com glicerol 40 g/L, cultivados no shaker a 30 °C, com agitacdo de 200 rpm por
16 horas. As células foram coletadas com uma centrifugacédo de 1500 x g por
15 minutos. O meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas com
agua destilada e centrifugadas nas mesmas condi¢cdes. As células foram
inoculadas em 50 mL de meio mineral FM22 com 40 g/L de xilose e 1 g/L de
glicerol, biotina 0,2 g/L e iniciou-se a fermentacdo com uma ODgy de 1.
Incubou-se a 30 C, com uma agitacdo de 200 rpm e por 72 horas. Foram
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coletados pontos diarios para serem analisados por UPLC-PDA e HPLC-RI,

posteriormente, e 1 g/L de glicerol foi adicionada a cada 24 horas.

As amostras referentes ao consumo de glicose, glicerol e acido aceético
de todas as linhagens construidas foram analisadas por HPLC (Marca: Waters,
modelo UPLC Acquity RI), utilizando o detector de indice de refracdo (RI). As
condicbes de analise das amostras foram: coluna Aminex HPX-87H; fase
movel, solvente A (acido sulfurico 5 mM), solvente B (MeOH); fluxo 0,6 mL min
! volume da injecdo 10 uL; temperatura da coluna 45 T e temperatura de 10

T para as amostras.

4.13 Andlise do efeito de cosubstrato na producdod e acido xilénico

Foram inoculadas uma colbnia de cada linhagem, P2BS6, P1HL2, em
25 mL de meio de cultura (YP+ glicose e YP+ glicerol). Os pré-indculos foram
armazenados no shaker 30 °C, 200 rpm por 24 horas. A ODgy dos pré-
in6culos, foi medida, e a partir disso foi calculado para que cada indculo
comecasse com uma ODggo = 2,0. As células, entdo, foram centrifugadas a
4000 x g por 15 minutos e ressuspendidas em 50 mL de meio de cultura (FM22
+ xilose 40 g/L + glicose 20 g/L ou FM22 + xilose 40 g/L + glicerol 20 g/L). Foi
medida a ODgoy de cada ind6culo e uma aliquota de 1 mL foi retirada e
armazenada no frezzer -20 °C (To). Em intervalos a ODggo de cada indculo, foi
medida, e uma aliquota de 1 mL foi retirada, centrifugada e o sobrenadante
armazenado a -20 °C, para posterior analises no HPLC e UPLC.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.14 Caracterizacdo das linhagens produtoras de aci do xilébnico em

biorreator no modo batelada

As linhagens de interesse foram inicialmente inoculadas em 100 mL de
meio YPG em Erlenmeyer de 1L e incubados no shaker a 30 °C, com agitacao
de 200 rpm por 24 horas. ApOs esse periodo, as células foram coletadas por

centrifugacdo a 1500 x g por 15 minutos e lavadas com agua destilada.
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Finalmente, foram inoculados em 500 mL de meio de sais FM22 em
fermentador multifors (Infors HT, suica) para uma ODeq inicial de 1 para cada
fermentador.

O meio de sais FM22 suplementado de 40 g/L de xilose, 10 g/L de
glicerol e 0,5 mL de PTM4 foi acrescentado em cada fermentador. O pH da
fermentacdo foi mantido em 5.0 (sem alimentacdo com ar) ou 55
(completamente aerdbica) com adicdo de KOH 3M, e agitacéo de 400 rpm. O
cultivo foi mantido em condi¢cGes de oxigenacéo limitada (sem alimentacédo com
ar sintético) ou completamente aerébica (fluxo de ar sintético de 0,8 L min™). O
ar sintético € composto por 20% de oxigénio puro e 80% de nitrogénio puro.

Amostras para averiguacdo de biomassa e metabdlitos foram retiradas
em intervalos regulares de tempo. A biomassa foi medida utilizando
espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices). Para peso seco foram
retiradas aliquotas de 5 mL do pré-indculo e do final da fermentacdo, essas
aliquotas foram armazenadas numa estufa 60 °C, para que a agua evaporasse
e entdo o peso seco, de cada aliquota, foi medido e calculado. Para analise de
metabdlitos, a amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 15 minutos e o
sobrenadante coletado e armazenado a —20 °C para posterior analise em
UPLC-PDA e HPLC-RI.

O consumo de xilose foi estimado de forma indireta, para todos os
experimentos, utilizando os dados de xilose inicial do meio menos os dados

producdo de acido xilénico.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.15 Caracterizacdo das linhagens produtoras de aci do xildbnico em

biorreator no modo batelada alimentada

Para cada linhagem foram feitos um inoculo, usando 100 mL de meio
YPG em um frasco aletado de 1 L. Os inoculos foram armazenados no shaker
& 30°C e 200rpm por 24 horas. Os fermentadores foram montados, 300 mL de
meio FM22 foram inseridos em cada reator, 600 mL de meio de alimentacdo

(0,25% de FM22 + 100 g de xilose e 5 g de glicerol) foi colocado no frasco de
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alimentacdo e 150 mL de KOH 3M foi colocado no frasco de base, para cada
fermentador. Os in6culos das linhagens P2BS6 e P1HL2 foram centrifugados,
as células ressuspendidas em 6 mL de glicerol 20 g/L + PTM4 e usadas para
inocular os reatores. A temperatura dos reatores foi ajustada para 30 °C,
agitacdo de 400 rpm, pH 5.5, e fluxo de ar de 0,8 L min™. Ao longo do
experimento foram retirados pontos de cada cultivo, a ODgg foi medida e as
amostras foram armazenadas no frezzer -20°C. Ao final das 12 horas foi
iniciada a fase de alimentacéo e a bomba foi acionada para um fluxo constante
de 6% por 48 horas. Amostra de 5 mL de cada inéculo, e do final da
fermentacdo foram retiradas para fazer o peso seco. Essas amostras foram
centrifugadas, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de agua destilada e os tubos
armazenados na estufa 60 °C até a secagem completa do material.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.16 Caracterizacdo das linhagens produtoras de aci do xilbnico em
hidrolisado de bagac¢o de cana-de-agucar em frasco

Cada linhagem produtora de acido xilénico foi inicialmente inoculada em
Erlenmeyers de 1 L contendo 100 mL de meio YPD suplementado com glicose
40 g/L e zeocina [100 ug/mL] , cultivados no shaker a 30 °C, com agitacdo de
200 rpm por 16 horas. As células foram coletadas com uma centrifugacao de
1500 x g por 15 minutos. O meio de cultura foi descartado e as células foram
lavadas com agua destilada e centrifugadas nas mesmas condic¢des. As células
foram inoculadas em 50 mL de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar
suplementado com xilose para uma concentracao final de 40 g/L e glicose para
uma concentracédo final de 10 g/L, e iniciou-se a fermentacdo com uma ODgoo
de 20. Incubou-se a 30C, com uma agitacéo de 200 r pm por 96 horas. Foram
coletados pontos diarios para serem analisados por UPLC-PDA e HPLC-RI,
posteriormente.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

49



4.17 Caracterizacdo das linhagens produtoras de aci do xildbnico em

hidrolisado de bagac¢o de cana-de-agucar em biorreat  or

As linhagens selecionadas foram inicialmente inoculadas em 100 mL de
meio YPD em Erlenmeyer de 1 L e incubados no shaker a 30 °C, com agitacéo
de 200 rpm por 24 horas. ApGs esse periodo, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 1500 x g por 15 minutos e lavadas com agua destilada.
Finalmente, foram inoculados em 500 mL de hidrolisado de bagaco de cana-
de-acucar 20% suplementado com xilose para uma concentracdo final de 40
g/L e glicose para uma concentracao final de 10 g/L no fermentador multifors
(Infors HT, suica) e uma ODgg inicial de 10 para cada fermentador. O pH da
fermentacao foi mantido em 5.5 com adicdo de KOH 3M, a agitacdo de 400
rpm. O cultivo foi mantido em condi¢cdes de oxigenacdo aerodbica (fluxo de ar
sintético de 0,8 L min™%).

Amostras para averiguacdo de biomassa e metabdlitos foram retiradas
em intervalos regulares de tempo. A biomassa foi medida utilizando
espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices). Para peso seco foram
retiradas aliquotas de 5 mL do pré-indculo e do final da fermentacdo, essas
aliquotas foram centrifugadas a 2000 g por 15 minutos, o sobrenadante foi
ressupendido em agua destilada e armazenado numa estufa 60 °C, para que a
agua evaporasse e entdo o peso seco, de cada aliquota, foi medido e
calculado. Para analise de metabdlitos, a amostra foi centrifugada a 14.000 x g
por 15 minutos e o sobrenadante coletado e armazenado a —20 °C para
posterior analise em UPLC-PDA e HPLC-RI.

Os experimentos foram realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS

Esse trabalho se desenvolveu em duas etapas principais: a primeira
consistiu na identificacdo de enzimas que convertem xilose a acido xilénico e a
engenharia da levedura K. phaffii com os respectivos genes. A segunda etapa,
consistiu na otimizagdo do processo de producdo de &cido xilbnico pelas

linhagens recombinantes

5.1 Identificacdo de novas XDH

Com o objetivo de identificar novos genes que codificam para xilose
desidrogenases (XDH), duas arvores filogenéticas foram construidas utilizando
sequéncias de bactérias (Figura 10) e de fungos (Figura 11). Para tanto,
sequéncias de XDH previamente conhecidas (gene xylB de Caulobacter
crescentus para as bactérias e o gene XYLD de Trichoderma reesei pra os
fungos) foram utilizadas como molde para identificacdo de outras putativas no
banco de dados NCBI utilizando a ferramenta BLASTx. Com base na arvore
obtida com as sequéncias bacterianas (Figura 10) foram escolhidas 5
sequéncias que possivelmente codificam para XDH, as quais foram
denominadas xyIB-ap, xylB-bs, xyIB-bx, xylB-cs e xyIB-hl (Tabela 7). Com base
na arvore obtida com as sequéncias fungicas (Figura 11), foi escolhida 1
sequéncia que possivelmente codifica para uma XDH, denominada xylB-FM
(Tabela 7).

O gene cs da bactéria Caulobacter segnis é o que apresenta maior grau
de identidade (87,10%) com o gene controle xylB-cc pertencente a bactéria
Caulobacter crescentus (Tabela 7). Na arvore filogenética podemos ver que
eles também foram agrupados mais proximos (Figura 10). Considerando que
os dois vem do mesmo género, Caulobacter, isso ja era esperado. Ja os genes
xylB-ap e xyIB-hl, pertencentes as bactérias alpha proteobacterium e
Halomonas lutea respectivamente, foram 0s que apresentaram menor grau de
identidade com o controle (51,63% e 52,42%) (Tabela 7).

Os genes escolhidos foram sintetizados por empresa terceirizada e

entregues clonados no vetor comercial pMAT (Figura 8). A Tabela 7 resume as
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principais caracteristicas dos genes selecionados. A Tabela 8 mostra o grau de
similaridade entre as sequéncias bacterianas escolhidas. O gene fungico
escolhido (FM) apresenta identidade de 39.76% com a de T. reesei.
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Figura 10: Arvore filogenética construida com sequéncias de possiveis XDH de bactérias. As sequéncias escolhidas para serem empregadas neste trabalho
estdo destacadas em vermelho. A sequéncia do fungo filamentoso Trichoderma reesei foi usada como grupo externo.
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Figura 11: Arvore filogenética construida com sequéncias de possiveis XDH de fungos filamentosos. A sequéncia escolhida para
trabalho é destacada em vermelho. A sequéncia da bactéria Caulobacter crescentus foi usada como grupo externo.
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Tabela 7: Genes xylIB escolhidos para expressao em K. phaffii.

Identificagc&o

ap

bs

bx

cc

Cs

FM

hl

Microrganismo
de origem
alpha
proteobacterium

Brevundimonas
subvibrioides

Burkholderia
xenovorans

Caulobacter
crescentus

Caulobacter
segnis

Fomitiporia
mediterranea
Halomonas
lutea

Tamanho

(pb)
846

780

828

768

771

1182

792

Filo

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Basidiomycota

Proteobacteria

Classificacdo

Bactéria
gram-
negativa
Bactéria
gram-
negativa
Bactéria
gram-
negativa
Bacteria
gram-
negativa
Bactéria
gram-
negativa
Fungo
filamentoso
Bactéria
gram-
negativa

Tabela 8: Identidade entre as sequéncias de aminoac
selecionadas

idos das XDH bacterianas

cc cs ap hl bs bx
cc 100
cs 87,10 100
ap 51,63 52,44 100
hl 52,42 51,00 51,38 100
bs 70,16 69,76 49,20 51,98 100
bx 59,68 59,27 47,73 52,55 64,29 100

5.2 Clonagem dos genes xyIB no vetor de expressao pGAPZB

Os genes selecionados foram sintetizados por empresa especializada

e clonados no vetor pMAT (Figura 8). Para clonar os genes (xylB-ap, xyIB-bs,

xylB-bx, xylB-cc, xylB-cs, xyIB-FM e xyIB-hl) no vetor de expresséo pGAPZB,

primeiramente foi realizada a digestdo do pMAT com as enzimas EcoR | e

Xba I, para a liberacdo de cada gene. Posteriormente, os fragmentos génicos

foram purificados e ligados ao pGAPZB previamente digerido com as

mesmas enzimas. Os genes foram clonados, no vetor pGAPZB em fase com
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his tag. Apoés transformacao de E. coli, foram selecionados 10 transformantes
de cada gene para andlise da clonagem. Para confirmar a inser¢cdo dos
genes que codificam para XDH no vetor de expressdao pGAPZB foi feita
digestdo do DNA plasmidial com as enzimas EcoR | e Xba I. No gel podem
ser vistas duas bandas para cada restricao: uma de 2.9 Kb, que corresponde
ao vetor pGAPZB e outra que corresponde ao gene de XDH inserido (Figura
12). Com isso foi possivel confirmar a correta clonagem dos genes xylB-ap,
xylB-bs, xyIB-bx, xylB-cc, xylB-cs, xylB-FM e xylB-hl, com tamanhos
respectivos de 846 pb, 780 pb, 828 pb, 771 pb, 1182 pb e 792 pb.

O trabalho com o gene xyIB-cc teve que ser descontinuado, pois ap6s
varias tentativas nao foi possivel confirmar a clonagem do mesmo no vetor de

expressado pGAPZB.

Figura 12: Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% para confirmacao da
clonagem dos genes xylB no plasmideo pGAP-xyIB.DNA plasmidial intacto (I) ou digerido
com EcoR | e Xba | (D) das linhagens pGAP-XDH. A identificacdo de cada gene é indicada
no gel. Setas azuis: 3000pb; setas verdes: 1000pb; seta vermelha: 500pb; M: marcador 1Kb
plus (Thermo Scientific);
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5.3 Obtencéo de linhagens recombinantes de K. phaffii produtoras de

acido xilénico

Para obter linhagens recombinantes de K. phaffii produtoras de acido
xilénico, os genes que codificam para XDH clonados no vetor pGAPZB na
etapa anterior foram inseridos na levedura K. phaffi. Para tanto, os
plasmideos pGAP-XDH obtidos foram linearizados com as enzimas de restricao
BspH | (pGAP-xyIB-bs; pGAP-xyIB-bx; pGAP-xyIB-cs; pGAP- xylB -FM e pGAP-
xylB-hl) ou Avr Il (pGAP-xyIB-ap), purificados e posteriormente transformados
na levedura. Para a selecdo das linhagens produtoras, 16 transformantes
capazes de crescer em meio seletivo com zeocina, para cada gene, foram
inoculados em meio YNB suplementado com 20 g/L de xilose e 1 g/L de
glicerol. Os transformantes foram denominados por P1 ou P2 (placa de
transformacéo) seguido pelo nome de origem do gene (HL, BS, etc) seguido
do numero do transformante selecionado. Apdés 48 horas, a producao de
acido xilonico foi analisada utilizando UPLC-PDA. Foram confirmadas as
producdes de acido xildnico em linhagens expressando os genes xylB-ap,
xylB-bs, xyIB-FM e xyIB-hl (Figura 13).

Das 16 colbnias analisadas para o gene xylB-ap, somente 3 se
mostraram capazes de produzir acido xildbnico e mesmo assim em
concentracbes abaixo de 1 g/L (Figura 13A). As colbnias expressando o0s
genes xylIB-bs, xylB-FM e xyIB-hl apresentaram maior producao e variacao de
producdo de acido xilénico entre eles (Figura 13 B, C e D). Isso pode ser
explicado pela possibilidade de mdltiplas copias dos genes terem sido
inseridas no genoma de alguns desses clones, gerando assim uma possivel
maior producdo de &cido. A maior producdo de acido xilbnico com as
linhagens expressando os genes xylB-bs e xyIB-FM foi de 4,77 g/L e 3,69 g/L,
respectivamente, com os transformantes P2BS6 e P1FM?7.

A linhagem P1HL1, do gene xyIB-hl, foi a que mais produziu &cido
xilénico (8,4 g/L) dentre todas colonias de todos os genes analisados na
selecéo (Figura 13 D).
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Figura 13: Producéo de acido xildnico pelas linhagens selecionadas expressando os
genes ap (A); bs (B); fm (C) e hl (D) e destacando as duas melhores linhagens (quadrado
vermelho) de cada gene. A escala de cada gene foi mantida diferente para facilitar a
visualizacédo dos dados.

Para confirmar a capacidade de producdo de &cido xilénico pelas
linhagens obtidas, as duas linhagens de cada gene com maior producao
(P1AP7; P2APS8; P1BS2; P2BS6; P1FM7; P2FM2; P1HL1 e P1HL2) foram
selecionadas para novos experimentos de fermentacdo. Cada clone foi
cultivado em frasco Erlenmeyer, em meio de cultura FM22 suplementado
com xilose 40 g/L, glicerol inicial de 1 g/L e biotina. A cinética de fermentacao
foi acompanhada em intervalo regulares de tempo por 72 horas e a cada 24
horas foi adicionado 1 g/L de glicerol nos inéculos. A biomassa e a producao
de &cido xilénico foram medidos (Figura 14).

O crescimento das 8 linhagens analisadas foi semelhante, sendo
caracterizado por um pico de crescimento seguido de uma estabilizacdo e um
novo pico de crescimento (Figura 14B). Esse padrdo pode ser explicado pelo
acrescimo de 1 g/L de glicerol a cada 24 horas no meio de cultura. O glicerol
foi acrescentado, para permitir o crescimento das células, pois as leveduras
nao sao capazes de usar xilose como fonte de carbono.

As linhagens expressando o gene xylB-ap (P1AP7 e P2AP8), que no

experimento de selecdo tinham demonstrado a menor producdo de acido
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dentre todos os clones analisados, ndo apresentaram nenhuma produgéo de
acido xilénico nesse experimento (Figura 14A). Por outro lado, as linhagens
expressando o gene xylB-hl (P1HL1 e P1HL2) confirmaram a melhor
producdo de acido xilénico, i.e. maior concentracdo (cerca de 6 g/L) (Figura.
13A). Da mesma forma, a produgéo com as linhagens expressando o gene
xylB-bs ( 3,44 g/L para a linhagem P2BS6 e 3,25 g/L para a linhagem P1BS2)
foi maior que para o gene xylB-FM ( 0,3 g/L para a linhagem P1FM7 e 0,4
g/L para a linhagem P2FM2), o qual apresentou uma producéo
significativamente baixa quando comparada com o experimento anterior (3,96
g/L para a linhagem P1FM7 e 3,44 g/L para a linhagem P2FM2) (Figura 14A).
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0 4!!!‘4@
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B)
=X=C-
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=C=P1HL1
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 14: Producdo de acido xildbnico (A) e crescimento (B) por linhagens
recombinantes de K. phaffii. As linhagens P1AP7; P2AP8; P1BS2; P2BS6; P1FM1; P1FM7;
P1HL1 e P1HL2 foram cultivados em meio FM22 suplementado com xilose (40 g/L) e glicerol
(1 g/L a cada 24h).
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Com base nos resultados nesse experimento, a linhagem P2BS6, do
gene xylB-bs, e a linhagem P1HL2, do gene xylB-hl foram selecionadas para
0S préoximos experimentos. Esses se mostraram os melhores produtores de

acido xilénico dos dois melhores genes.

5.4 Comparacéo dos efeitos da adicao de glicerol ou glicose na

producao de acido xilénico

A levedura K. phaffii € capaz de crescer usando tanto glicose quanto
glicerol com fontes de carbono. Para verificar se a fonte de carbono utilizada
para o crescimento da levedura poderia interferir na producdo de acido
xilénico, foi feito um experimento crescendo as linhagens P2BS6 e P1HL2 em
meio FM22 suplementado com xilose e glicose ou glicerol. Esses clones
foram selecionados por serem as melhores linhagens dos dois melhores
genes produtores de acido xilbnico nos experimentos passados. Cada
linhagem foi cultivada em frasco Erlenmeyer contendo meio FM22
suplementado com 20 g/L de glicose ou 20 g/L de glicerol, e a cinética de
fermentacdo foi acompanhada por 96 horas. A biomassa e a producao de

acido xilénico foram medidos em intervalos regulares de tempo (Figura 15).
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Figura 15: Biomassa (M) e producéo de acido xilénico (A) por linhagens recombinantes de K.
phaffii P2BS6 (A e B) e P1HL2 (C e D). As linhagens P2BS6 e P1HL2 foram cultivados em
meio FM22 suplementado com xilose (40 g/L) e glicose 20 g/L (A e C) ou glicerol 20 g/L (B e
D). Os experimentos foram realizados em duplicata e os gréaficos exemplificam o perfil
visualizado para cada linhagem.

Para a linhagem P2BS6 a suplementacdo do meio com glicose ou
glicerol ndo fez diferenca significativa no crescimento e na producao de acido
xilbnico (Figura 15 A e B). Com a adi¢do de glicose, a producédo de &cido
xilbnico foi de 17,1 + 0,21 g/L e a producdo do composto na presenca de
glicerol foi de 17,5 + 0,14 g/L. Ja para a linhagem P1HL2 a fonte de carbono
resultou em uma diferenca significativa na producao de acido xilénico (Figura
15 C e D). Com glicose a producéao foi de 12,3 + 1,06 g/L ja com glicerol foi de
22,8 + 3,53 g/L, um aumento de quase 2 vezes na producao de acido xilénico.
N&o houve diferenca significativa no crescimento, da linhagem P1HL2, com
as diferentes fontes de carbono. Por esse motivo foi escolhido fazer as

fermentacdes em biorreator utilizando glicerol como fonte de carbono.
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5.5 Caracterizacdo das linhagens produtoras de acid o xilbnico em

biorreator

As linhagens P2BS6 e P1HL2 que foram as melhores produtoras de
acido xilénico foram escolhidas para avaliagdo em biorreator. O biorreator
permite  melhor controle das condicdes experimentais, tais como:
temperatura, pH e aeracdo, o que possivelmente pode favorecer a producao
de acido xilénico. Como a utilizacdo de glicerol como substrato favorece a
producdo do &acido, os experimentos foram realizados em meio FM22
suplementado com xilose 40 g/L e glicerol 20 g/L. A linhagem controle foi
comparada nas mesmas condicoes.

As fermentacdes iniciais foram realizadas com e sem oxigenacao. A
levedura demonstrou baixa taxa de crescimento e de produgédo de
metabolitos. A formacdo de biomassa, a producdo de &cido xilénico e o
consumo de xilose e glicerol para as linhagens P1HL2, P2BS6 e controle sé&o
mostrados na Figura 16. O controle negativo (C-) teve um crescimento similar
ao das linhagens expressando as xilose desidrogenases, porém nao houve a
producdo de &cido xilénico, como era esperado (Figura 16A). As linhagens
P2BS6 e P1HL2 tiveram uma producao de acido xilénico final de 0,9 g/L e 2,1
g/L respectivamente (Figura 16 B e C). Além disso, rendimento e
produtividade de acido xilénico foi extremamente baixo para ambas as
linhagens (Tabela 9).
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Figura 16: Biomassa (M), consumo de glicerol (O) e producéo de acido xilénico (A)
por linhagens recombinantes de K. phaffii controle (A), P2BS6 (B) e P1HL2 (C). Os As

linhagens P2BS6 e P1HL2 e o controle foram cultivados em meio FM22 suplementado com
xilose (40 g/L) e glicerol (20 g/L).
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Tabela 9: Resultados de fermentacdo em biorreator com oxigénio limitado das
linhagens P2BS6, P1HL2 e controle. Valores médio e desvio padrao para consumo de xilose
e parametros de producéo de acido xilénico sdo apresentados.

Linhagem Xilose Acido Xilose final Rendimento  Produtividade
inicial (g/L)  Xildnico (g/L) (g/L) (Jax/Ty) (g.L™h™
C- 39,248 0 49,248 0 0
BS 32,62 09+ 31,72 0,027 + 0,0041 +
0,14 0,0042 0,0002
HL 40,306 21+ 38,206 0,052 + 0,0053 +
0,21 0,0049 0,001

O rendimento da linhagem P2BS6 foi de 0,027 g/g e sua produtividade
foi de 0,0041 g.L*.h*, enquanto que a linhagem P1HL2 mostrou um
rendimento de 0,052 g/g e a produtividade de 0,0053 g.L™>.h™* (Tabela 9).

Baseado nos resultados anteriores, decidiu-se aumentar a aeracédo do
sistema. Para tanto, ar sintético foi injetado no biorreator constantemente
durante a fermentacdo num fluxo de 0,8 L min™". O aumento da aeracéo
favoreceu a atividade metabdlica das diferentes linhagens, as quais foram
capazes de consumir todo o glicerol fornecido (Figura 17). A linhagem P2BS6
produziu 36,2 g/L de acido xilénico e a linhagem P1HL2 produziu 38,4 g/L. A
linhagem expressando o gene xyIB-hl além de apresentar a maior producéo
também foi o0 que comecgou a producdo de &acido xilénico mais cedo. Em
experimentos passados (Figuras 15-16), a linhagem expressando o gene
xylB-hl sempre demonstrou melhor capacidade de producdo de &cido
xilénico.

Para esse experimento o rendimento obtido pela linhagem P2BS6 foi
de 0,94 g/g e para a linhagem P1HL2 foi de 0,98 g/g (Tabela 10).
Comparando-se com os rendimentos obtidos no experimento em frasco de
producdo de &acido xilénico (Figura 14A), que foram de 0,11 g/g para a
linhagem P2BS6 e de 0,165 g/g para a linhagem P1HL2, pode-se ver um

significativo aumento.
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Figura 17: Biomassa (W), consumo de glicerol (O) e producéo de acido xilénico (A)

por linhagens recombinantes de K. phaffii controle (A), P2BS6 (B) e P1HL2 (C). As linhagens
P2BS6 e P1HL2 e o controle foram cultivados em meio FM22 suplementado com xilose (40
g/L) e glicerol (10 g/L).
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Tabela 10: Resultados de fermentacdo em biorreator aerébico das linhagens
P2BS6, P1HL2 e controle. Valores médio e desvio padrdo para consumo de xilose e
parametros de producao de acido xilbnico sdo apresentados.

Linhagem Xilose Acido  Xilénico  Xilose Rendimento Produt ividade
inicial (g/L) produzido (g/L) final (g/L)  (Jax/dy) (g.L™h™

C- 31,31 0 31,31 0 0
BS 38,604 36,2 + 2,404

3,32 0,94 + 0,028 +

0,09 0,003

HL 39,368 38,4 + 0,968 0,98 + 0,028 +

1,91 0,05 0,006

5.6 Caracterizacdo das linhagens produtoras de &cid o xilénico em
biorreator batelada alimentada

Com o intuito de melhorar a produtividade das linhagens P2BS6 e
P1HL2 foram realizadas novas fermentacdes em biorreator dessa vez
utilizando batelada alimentada.

Cada linhagem foi cultivada em biorreator contendo inicialmente meio
FM22 suplementado com 20 g/L de glicerol. Apos 12 horas foi iniciada a fase
de alimentacao, que durou cerca de 24 horas e na qual foi utilizado 600 mL
de meio de alimentacao (0,25% de FM22 + 100 g de xilose e 5 g de glicerol).
Esse meio foi inserido com a bomba acionada para um fluxo constante 6%
por 48 horas nos biorreatores. A cinética de fermentacédo foi acompanhada
totalizando 72 horas de experimento. A biomassa, a producdo de &cido
xildnico e consumo de glicerol foram medidos em intervalos regulares de

tempo (Figura 18).
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Figura 18: Biomassa (M), consumo de glicerol (O) e producao de acido xilénico (A)
por linhagens recombinantes de K. phaffii P2BS6 (A) e P1HL2 (B). As linhagens P2BS6 e
P1HL2 foram cultivados em meio FM22 suplementado com glicerol (20 g/L) e depois de 12
horas alimentados com 600mL de meio de alimentacédo (0,25% de FM22 + 100 g de xilose e
5 g de glicerol).

Tabela 11: Consumo de xilose, rendimento e produtividade das linhagens P2BS6 e
P1HL2 da fermentac&o em biorreator batelada alimentada.

Linhagem Xilose Acido Xilénico Xilose final Rendimento  Produtividade
inicial produzido (g/L) (g/L) (9ax/9x) (g.Lnh™
(g/L)
BS 11,34 10+ 3,32 1,34 0,881 + 0,023 +
0,29 0,009
HL 10,43 93+ 1,13 0,891 + 0,028 +
0,35 0,034 0,005
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Para tentar melhorar a produtividade das linhagens foram feitas duas
fases no biorreator: Uma primeira fase de crescimento, sem xilose so glicerol,
para obter uma maior concentracdo de biomassa antes de comecar a
producdo do acido xilénico. Nos experimentos anteriores a biomassa inicial
era de aproximadamente 0,8 g/L enquanto que na batelada alimentada, a
biomassa foi maior que 5 g/L para as duas linhagens (Figura 18). Na segunda
fase comecou a alimentacdo com meio contendo xilose para a producéo do
acido xilénico.

Apesar da estratégia montada, é possivel observar que o glicerol foi
consumido completamente em menos de 40 horas para a linhagem P2BS6
(Figura 18A), enquanto que para a linhagem P1HL2 existe glicerol residual no
final das 72 horas do experimento (Figura 18B).

Além disso, foi visto que ao final a produtividade foi de 0,023 g.L™ .h™
para a linhagem P2BS6 e de 0,028 g.L™.h™ para a linhagem P1HL2 (Tabela
11). Se compararmos esses valores com os valores obtidos na batelada sem
alimentacdo (0,028 g.L*.h* para ambas as linhagens), ndo houve uma
melhora para a linhagem P1HL2 e houve uma queda para a linhagem
P2BS6. Além disso, os rendimentos de producdo de &cido xildbnico foram
menores para ambas linhagens.

Foram feitos experimentos testado um aumento na concentracdo de
glicerol do meio de alimentagéo, de 5 g para 50 g, e uma alimentacdo por
pulsos, no qual apds as primeiras 12 horas de crescimento foi iniciada a
etapa de alimentacédo a cada 24 horas, por 48 horas ( dados ndo mostrados).
Porém a produtividade das linhagens P1HL2 e P2BS6 foi ainda pior do que

os dados apresentados no experimento mostrado.

5.7 Caracterizacdo das linhagens produtoras de acid o xilénico em

hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar

Decidiu-se testar a capacidade de producdo de &cido xilbnico das
linhagens P2BS6 e P1HL2 em condi¢cdes mais proximas de uma biorrefinaria
utilizando hidrolisado obtido de bagaco de cana-de acUcar. Para tanto as

linhagens P2BS6, P1HL2 e controle negativo foram inoculados em frasco
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Erlenmeyer e a cinética de fermentacdo foi acompanhada. O hidrolisado de
bagaco de cana-de-agucar (diluido 5x), utilizado possuia por volta de 1 g/L de
glicose; 20 g/L de xilose e 4 g/L de acido acético. Ele foi suplementado com
glicose e xilose para que suas concentracdes finais ficassem por volta de 20
g/L e 40 g/L, respectivamente.

Tanto a linhagem P2BS6 quanto a linhagem P1HL2 foram capazes de
produzir acido xildnico a partir de hidrolisado, chegando a atingir uma
producdo de 11 ¢g/L e 13,4 ¢g/L, respectivamente, a partir de hidrolisado
(Figura 19) (tabela 12). O rendimento e a produtividade (tabela 12) foram
mais baixas para ambas as linhagens quando comparadas com o0s
experimentos em biorreator (Tabela 10).

E possivel observar também que toda a glicose e o &cido acético
foram consumidos nas primeiras 24 horas de experimento para as duas
linhagens. ApGs 48 horas ocorre uma estabilizacdo no crescimento das duas
linhagens (P2BS6 e P1HL2) o que nao € visto no controle, que por sua vez

mostra sinais de crescimento ao longo de todo o experimento.
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Figura 19: Biomassa (M), consumo de glicose (O), acido acético () e producéo de
acido xilénico (A) por linhagens recombinantes de K. phaffii controle (A), P2BS6 (B) e P1HL2
(C). As linhagens P2BS6, P1HL2 e o controle foram cultivados em bagaco de cana-de-
aclcar 20% suplementado com xilose para concentracdo final de 40 g/L e glicose para a
concentracao final de 12 g/L.
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Tabela 12: Consumo de xilose, rendimento e produtividade das linhagens P2BS6 e
P1HL2 da fermentac&o em frasco utilizando bagaco de cana-de-acucar 20%.

Linhagens Xilose Acido  Xilénico  Xilose Rendimento  Produtividade
inicial produzido (g/L) final (g/L)  (Qax/9y) (g.L™h™
(g/L)
C- 26,742 0 26,742 0 0
BS 27,604 11+ 16,604 0,40 + 0,008 £0
0,57 0,013
HL 27,066 134+ 13,666 0,50 + 0,011 +
1,98 0,074 0,0027

5.8 Caracterizacdo das linhagens produtoras de acid o xilénico em

biorreator com hidrolisado de bagaco de cana-de-acl  car

Como a producdo de &acido xildnico € favorecida em condicdes
controladas, decidiu-se avaliar a capacidade de producdo de acido xilénico
pelas linhagens em hidrolisado de baga¢o de cana-de-agUcar no biorreator.
Foi utilizada apenas a linhagem P1HL2, correspondente ao gene xylB-hl, que
se mostrou ao longo desse trabalho a melhor produtora de acido xilénico. A
linhagem foi cultivada, no biorreator em duplicata, utilizando bagaco de cana-
de-acucar nas mesmas condi¢fes descritas para o experimento anterior. A
cinética de fermentacédo foi acompanhada em intervalo regulares de tempo. A
biomassa, o consumo de glicose e de acido acético, e a producédo de acido
xilénico foram medidos (Figura 20; A e B). O consumo de xilose foi estimado
de forma indireta e representado na tabela 13 junto com o rendimento e
produtividade da linhagem e da sua duplicata.
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Figura 20: Biomassa (M), consumo de glicose (O), acido acético () e producéo de
acido xilénico (A) pela linhagem recombinante de K. phaffii PIHL2 (A) e a sua duplicata (B).
A linhagem P1HL2 e a sua duplicata foram cultivados em bagaco de cana-de-agUcar 20%
suplementado com xilose para concentracdo final de 40 g/L e glicose para a concentracao
final de 12 g/L.

Tabela 13: Consumo de xilose, rendimento e a produtividade da linhagem P1HL2 e a
sua duplicata da fermentagdo em biorreator utilizando bagaco de cana-de-agucar 20%.

Linhagem Xilose  Acido Xilénico  Xilose final | Rendimento  Produtividade
inicial  produzido (g/L) (g/L) (Gax/x) (g.L™h™
(g/L)

HL1 28,184 19,3 8,884 0,68 0,028

HL2 36,582 0 36,582 0 0

Esse experimento foi realizado duas vezes, pois na primeira tentativa
as leveduras tiveram um comportamento de crescimento similar ao
demonstrado em todas as outras fermentacfes, porém quando foi analisada

a producado de acido xilébnico ndo houve a producdo do mesmo (dados nao
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mostrados). Na segunda tentativa apenas uma das duplicatas (HL1) foi capaz
de produzir o &cido xilénico, enquanto que a outra (HL2) mostrou um perfil
igual ao da primeira tentativa (Figura 20). O clone HL1 teve uma producéo de
19,3 g/L de éacido xilénico, um rendimento de 0,68 g/g e uma produtividade de
0,028 g.L™.h? (Figura 20 e tabela 13). Houve aumento de todos os
parametros quando comparado a produgdo em frasco (13,4 g/L, 0,5 g/g e
0,011 g.L".h™, respectivamente) para essa mesma linhagem. Esse aumento
corresponde as expectativas pois, como foi dito no topico anterior, no
biorreator € possivel fazer um maior controle do pH e aeracdo ao longo de

todo o experimento e assim melhorar a producéo de acido xilonico.
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho foram identificadas trés novas xilose desidrogenases,
sendo duas de bactérias: xylB-hl, proveniente da bactéria Halomonas lutea e
xylB-bs proveniente da bactéria Brevundimonas subvibrioides, e uma de
fungo: xyIB-FM, proveniente do fungo filamentoso Fomitiporia mediterranea.
Previamente, foram descritos somente a producao de acido xilénico utilizando
microrganismo geneticamente modificado com os genes xylB de Caulobacter
crescentus (STEPHENS et al.,, 2007) e o gene XYD1 proveniente de
Trichoderma reesei (BERGHALL et al., 2007). Com isso, passaram-se a ser
conhecidos cinco genes para xilose desidrogenase, 0s quais permitiram a
producdo de &cido xildbnico em microrganismos geneticamente modificados,

sendo que mais da metade deles (3) foi descoberta nesse trabalho.

Pela primeira vez, a levedura Komagataela phaffii foi utilizada para a
producao de acido xilénico. Os microrganismos descrito na literatura foram as
bactérias E. coli (LIU et al., 2012) e K. pneumoniae (WANG et al., 2016) e as
leveduras S. cerevisiae (TOIVARI et al., 2010);(TOIVARI et al., 2012a), K.
lactis (NYGARD et al., 2011), C. glycerinogenes (JI et al., 2017b) e P.
kudriazevii (TOIVARI et al., 2013). Nesse trabalho foi provado que a levedura
K. phafii, modificada geneticamente, consegue produzir acido xilénico, a partir
de xilose, e com isso aumenta-se 0 numero de microrganismo disponiveis

para a producao de 4cido xilénico.

Apesar de ser a primeira vez que a K. phaffii foi usada para a producgao
de &cido xilénico, existem na literatura trabalhos que mostram a producao de
acidos organicos nessa levedura. Uma linhagem de K. phaffii expressando o
gene LDHb e o transportador PAS foi capaz de produzir 4cido latico a partir
de glicerol alcancando um rendimento de 0,7 g/g e producdo maxima de 22
g/L de acido latico (DE LIMA et al., 2016). Se considerarmos o rendimento
das linhagens P1HL2 e P2BS6 (0,98 g/g e 0,94 g/g) podemos ver que a
levedura mostra grande potencial para a producdo de 4cidos organicos e em
especial para o acido xilénico. Além disso, a producdo de aproximadamente

40 g/L de acido xilénico indica que a levedura tem boa capacidade de tolerar
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altas concentracdes de acido, conforme previamente indicado (DE LIMA et
al., 2016).

No experimento de fermentacdo em biorreator a linhagem P1BS6
alcancou um rendimento de 0,94 g/g enquanto que a linhagem P2HL1
alcancou um rendimento de 0,98 g/g (Figura 21). Esses rendimentos podem
ser comparados com os da literatura: S. cerevisiae 0,80 g/g (TOIVARI et al.,
2012a); P. kudriavzevii 1.00 g/g (TOIVARI et al.,, 2013); K. lactis 0,6 g/g
(NYGARD et al., 2011), E. coli 0,98 g/g (LIU et al., 2012) e C. glycerinogenes
0,76 g/g (JI et al., 2017a). As duas linhagens conseguiram um rendimento
melhor do que o obtido nas leveduras S. cerevisiae, C. glycerinogenes e K.
lactis e a linhagem P1HL2 obteve um rendimento igual ao o obtido pela
bactéria E. coli.

Apesar de a produtividade das duas linhagens ser baixa (0,028 g.L™.h"
1Y (Figura 21) se comparada com as relatadas na literatura (1.4 g.L™.h* para
a P. kudriavzevii) é preciso ressaltar que o meio de cultura utilizados nos
experimentos foi 0 FM22, que € um meio de cultura mineral minimo enquanto
que o0 meio de cultura utilizado para a P. kudriavzevii, 0 microrganismo com
melhor desempenho da literatura, foi o YPD suplementado com xilose
(TOIVARI et al., 2013). O meio de cultura YPD € um meio de cultura rico e
muito mais caro se comparado com o meio FM22, isso torna 0 seu uso na

industria, para a producdo em larga escala do &cido xilénico limitante.
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Figura 21: Grafico resumindo os dados de producdo de &cido xildnico (A);
rendimento (B) e produtividade (C) alcancados pelas linhagens: P2BS6, contendo o gene
xylB-bs (barras verdes) e P1HL2, contendo o gene xyIB-hl (barras roxas) nos experimentos

realizados ao longo desse trabalho.

E preciso ressaltar que as leveduras S. cerevisiae, K. lactis e a
bactéria E. coli sofreram mais modificacbes que s6 a introducdo dos genes
de XDH para alcancarem maiores valores de rendimento e produtividade (0,8
g/g e 0,36 g.L.h™* para a S. cerevisiae; 0,6 g/g e 0,16 g.L™".h" para K. lactis e
1 g/g e 1.09 g.L .h* para E. coli). No caso de S. cerevisiae foi também
introduzido o gene a enzima xilolactanase e deletados genes da via 0xo-
redutiva natural da levedura além do gene GRE3 (TOIVARI et al., 2012a); na
K. lactis foi deletado o gene de xilose redutase (NYGARD et al., 2011) e em
E. coli foram interrompidos os genes de xilose isomerase e xiluloquinase,
naturais da bactéria além da introducéo do gene de xilolactanase (LIU et al.,
2012). Esses estudos dao ideias de possiveis metodologias que podem ser
aplicadas para melhorar a produtividade e rendimento de acido xilénico nas
linhagens obtidas nesse trabalho. Outras possibilidades, incluem: avaliar
diferentes meios de cultura, por exemplo, emprego de meios ricos;
engenharia das linhagens recombinantes com aumento do nimero de copias
dos genes (algo ainda ndo analisado nesse trabalho); expressdo de

transportadores de xilose.; expressdo de uma lactanase em conjunto com a
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XDH. Empregando essa estratégia, Toivari et al conseguiu aumentar a
producdo de acido xilbnico em linhagens recombinantes de S. cerevisiae
(TOIVARI et al., 2012a).

Além da comprovacdo de que 0s novos genes que codificam para
XDH, propostos no comeco desse trabalho, possuiam atividade e podem ser
usados para a producdo de acido xilénico a partir de xilose, também foram
feitos experimentos para ver a capacidade de producdo do acido utilizando
hidrolisado de bagaco de cana-de-aclucar. As duas linhagens, P2BS6 e
P1HL2 foram capazes de produzir acido xilénico utilizando o hidrolisado.
Empregando a bactéria Gluconobacter oxydans, produtora natural de acido
xilénico, e hidrolisado de palha de milho como substrato, foi possivel produzir
acido xilénico a um rendimento de 0,95 g/g (ZHU et al., 2015). A bactéria K.
pneumoniae, produtora natural de acido xilénico, também foi usada para a
producéo de &cido xilbnico em hidrolisado de bambu. Nesse experimento foi
obtido um rendimento de 0,87 g/g (WANG et al., 2016). O rendimento da
linhagem P1HL2, em biorreator utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar foi de 0,68 g/g. Essas diferencas nos rendimentos obtidos na literatura
em comparagdo com os reportados nesse trabalho podem ser explicadas
pelo fato de que ambos os microrganismos sédo produtores naturais de acido
xildnico e diferencas na composicdo dos hidrolisados e pré-tratamentos
utilizados levando assim a uma diferenca na concentracdo de compostos
inibidores.

Se olharmos o rendimento e a produtividade das linhagens em frasco
utilizando bagaco de cana-de-acgucar (Tabela 12) eles foram mais baixos para
ambas as linhagens quando comparadas com 0s experimentos em biorreator
(Tabela 10), Isso pode ser explicado pois o hidrolisado contém inibidores tais
como acido acético e furfural que ndo estdo presentes no meio FM22, e que
podem atrapalhar a producdo e crescimento da levedura. Outra diferenca,
que também interfere na producdo do acido e, portanto, contribui para essa
baixa no rendimento e produtividade é o fato desse experimento ter sido
realizado em frascos. Experimentos em frasco sdo mais dificeis de se
controlar o pH e oxigenacdo ao longo de toda a fermentacdo e ja foi

demonstrado em experimentos anteriores (Figuras 14A e 17) que o pH tem
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grande importancia para a producdo de &cido xilbnico (TOIVARI et al.,
2012a).

A levedura K. phaffii possui a capacidade de usar tanto glicose quanto
o glicerol como fontes de carbono (MATTANOVICH et al., 2009). Foi
observado uma diferenca na producédo de acido xilénico, na linhagem P1HL2,
quando se usava glicose ou glicerol como co-substratos na fermentacéo
(12,3 g/L e 22,8 g/L, respectivamente). Uma possivel explicacdo para esse
ocorrido pode ser a regeneracao de cofatores quando empregando glicose e
glicerol, o qual em ultima andlise afetaria a atividade da enzima secretada.
Buscou-se confirmar essa hipdtese pela caracterizacdo da atividade
enzimatica total e preferéncia de cofatores das enzimas XDH-HL e XDH-BS
em extratos celulares.

Foram feitas diversas tentativas de medir a atividade enzimatica das
XDH-BS e XDH-HL utilizando o lisado obtido das linhagens, porém, em
nenhum desses ensaios, foi possivel detectar a atividade da enzima (dados
ndo mostrados). No trabalho do grupo (SUZUKI; ONISHI, 1973) foi feita
caracterizacdo de uma XDH NADP" , proveniente de uma Pichia quercuum,
mas que 0s ensaios eram dificeis pois essas espécies de levedura possuem
uma xilose redutase dependente de NADPH acoplada € isso complicava os
ensaios, pois 0S ensaios enzimaticos para detectar atividade XDH s&o
realizados de forma indireta com a deteccao da formacao do NAD(P)H. Para
a realizagdo dos ensaios enzimaticos a enzima XDH precisa estar purificada
se nao corre-se o risco de interferéncia pela acdo da NADPH xilose redutase.
Esse trabalho possivelmente explica o porque das tentativas de medir a
atividade enzimatica, utilizando o lisado celular, terem falhado. Apos essas
tentativas foram realizados experimentos de purificagcdo, mas n&o foram
obtidas enzimas, tanto do gene xylB-bs quanto do xyIB-hl, que estivessem
completamente purificadas e o0s ensaios para deteccdo de atividade

enzimatica continuaram falhando.
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7 CONCLUSAO

Nesse trabalho, 5 novos genes que codificam para xilose
desidrogenase foram identificados (xylB-ap, xylB-bs, xylB-bx, xyIB-cs, xyIB-
FM e xyIB-hl) e a expressao de 3 deles ( xylB-bs, xylB-FM e xyIB-hl), em K.
phaffii, possibilitou a geracdo de linhagens capazes de produzir acido
xilénico.

As linhagens expressando os genes xylB-bs e xylB-hl foram as
melhores produtoras de acido. Em biorreator as linhagens P1HL2 e P2BS6
chegaram a uma producdo de acido xildnico de 38,4 g/L e 36,2 gL,
respectivamente, partindo do meio de cultura FM22 suplementado com 40 g/L

de xilose e 10 g/L de glicerol.

Pela primeira vez, a levedura K. phaffii foi utilizada para a producéo de
acido xilénico. Isso faz com que o trabalho desenvolvido seja inédito e
confirme o potencial dessa levedura para producdo de acidos organicos em

altas concentracdes.
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8 TRABALHOS PUBLICADOS

Os resultados gerados nessa tese permitiram a publicacdo dos seguintes

documentos.

8.1 Pedido de patente

Numero do processo: BR 102018 001359 9

Natureza da patente: Patente de invencao (PI)

Titulo da invengdo: KOMAGATAELLA PHAFFII RECOMBINANTE
PRODUTORA DE ACIDO XILONICO E METODO PARA A PRODUCAO DE
ACIDO XILONICO A PARTIR DE XILOSE

Resumo: A presente invencdo descreve um novo e inventivo método de
producdo de acido xildnico a partir de xilose utilizando microorganismos
recombinantes. A invencdo ainda prové moléculas de acido nucléico e outros
elementos, método de producdo de microorganismos recombinantes, assim
COmMO 0S microorganismos que incorporem tais elementos, demonstrando sua
efetividade na sintese de &acido xildnico e ilustrando uma das diversas

possibilidades de aplicacao

8.2 Capitulo de livro

Titulo do livro:  Non-conventional Yeasts: from Basic Research to Applications
Capitulo: Chapter 2. Biotechnological application of non-conventional yeasts for
xylose valorization

Editora: Springer Books
Manuscrito em preparacao
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10 ANEXOS

10.1 Sequéncia de DNA dos genes:

xylB-ap

ATGGTTAACGCTGGTAACAGAACTGGTTTCAGATTGACTATCTCCTACT
TGTTCGGTGCTGACACTATGGCTATCGACGCTATCTACCCATCCTTGAAGGGT
AAGACTGTTTTGATCACTGGTGGTGGTTCCGGTATTGGTGAGGCTTTGACTA
GAGCTTTCATTGACCAGGGTGCTAAGGTTGGTTTCTTGGACTACGACCAACA
AGCTTCCCAGGCTTTGATTGCTGACATCAACTCTCCAAACTTGCACTTCGAG
TACTGTGACTTGAGAGACATCGACGCCTTGCAGGCTTCTGTTAGAGCTGTTT
CTGCTCAGTTGGGTGCTATCAGAGTTTTGGTTAACAACGCTGCTAGAGATGA
CAGACACTCCTTGGCTTCCGTTACTTCTGAATACTTCGACGAGAGAATCGCT
ACAAACTTGAAGCACCAGTTGTTCGCTGCTCAAGCTGTTGCTCCACAAATGG
CTGAAGCTGGTGGTGGATCTATCATCAACATGGGTTCCACATCCTGGTTGAT
TGGTCAAGGTGGTATGCCATGTTACACTACTGCTAAGTCCGCTGTTCAGGGT
TTGACTAGAGGTTTGGCTAGAGATTTGGGTCCAGACAACATCAGAGTTAACT
CCGTTATCCCAGGTTGGATCATGACTCAGAGACAGGTTGACATGTGGTTGAC
TGAAGAGTCCGAGAAAGAATTGATGCAGAGACAGTGTGTTAAGAGAAAGTTG
GTTCCAGAGGACATTGCTAGATTCGTTTTGTTCATGGCTTCCGACGAAGCTG
GTGCTTGTTCTAACCAGTCTTACATCGTTGACGGTGGTTGGGTTGTCGACTC
TAGAATTAATTAATGGAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTG
C

xyl|B-bs

ATGTCCGGTGCTGTTTACCCATCTTTGAAGGGTAGATTGGTTGTTGTT
ACTGGTGGTGGTTCCGGTATTGGTGCTGCTTTGACTGAAGGTTTCGCTAGAC
AAGGTGCTAGAGTTATCTTCTTGGACAGAGCTGAAGCTGAGTCCAGAGAATT
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GGCTGAAAGATTGGCTGACTGTTCCCCAGGTCCAGTTTTCAGATCTTGTGAC
TTGTTGGACTTGGGTGCCTTGCAGACTGCTTTGGCTGGTATTATGGCTGAGC
ACGGTCCAATCGACGTTTTGTTGAACAACGCTGCTAACGACGACAGACACA
CTTTGGCTGAAGTTACTCCAGCTTACTGGGACGACAGAATCGGTGTTAACTT
GAGACACTTGTACTTCGCTGCTCAGGCTGTTGCTCCAGGTATGAGAGCTAGA
GGTAGAGGTGTTATCTTGAACTTGGGTTCCATCTCCTGGCACTTGGGTTTGC
CAGATTTGTCCATCTACGAGACTGCTAAGGCTGGTATCGAGGGTATGACTAG
AGCTTTGGCTAGAGAATTGGGTACTGACGGTGTTAGAGTTGCTTGTATCGTT
CCAGGTAACGTTAGAACTCCAAGACAGATGAAGTGGTACACTCCAGAAGGT
GAGGCTGAAATCGTTGCTGCTCAATGTTTGAAGGGAAGAATCGAGCCACAA
GACGTTGCTGCTTTGGCTTTGTTCTTGGCTTCTGACGACGCTAGATTCATCA
CTGGTCACGAGTACTTCGTTGACGCTGGTTGGAGAGTCGACTCTAGAATTAA
TTAATGGAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGC

xylB-bx

ATGTACTTGTTGTCCTACCCAGAGCAAGTTGACTACCCAATGTCCTAC
GCTATCTACCCATCTTTGTCCGGTAAGACTGTTGTTATCACTGGTGGTGGTT
CCGGTATTGGTGCTGCTATGGTTGAAGCTTTCGCTAGACAAGGTGCTAGAG
TTTTCTTCTTGGACGTTGCTGAGGACGACTCCTTGGCCTTGCAACAATCTTT
GTCTGATGCTCCACACCCACCTTTGTTCAGAAGATGTGACTTGAGATCCGTT
GACGCTATCCACTCTGCTTTCGCTGGTATCGTTGAAATCGCTGGTCCAATCG
AGGTTTTGGTTAACAACGCTGGTAACGACGACAGACACGAGGTTGATGCTA
TTACTCCAGCTTACTGGGACGAGAGAATGGCTGTTAACTTGAGACACCAGTT
TTTCTGTGCTCAGGCTGCTGCTGCTGGTATGAGAAAGATTGGTAGAGGTGT
TATCTTGAACTTGGGTTCCGTTTCCTGGCACTTGGCTTTGCCAAACTTGGCT
ATCTACATGTCCGCTAAGGCTGGTATCGAGGGTTTGACTAGAGGTTTGGCT
AGAGATTTGGGTGCTGCTGGAATCAGAGTTAACTGTATCATCCCAGGTGCT
GTTAGAACTCCAAGACAGATGCAATTGTGGCAATCTCCAGAATCCGAGGCT
AAGTTGGTTGCTTCCCAGTGTTTGAGATTGAGAATCGAGCCAGAGCACGTT
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GCTAGAATGGCTTTGTTCTTGGCTTCTGACGACGCTTCCAGATGTTCTGGTA
GAGACTACTTCGTTGACGCTGGTTGGTACGGTGAAGTCGACTCTAGAATTA
ATTAATGGAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGC

xylB-cc

ATGTCCTCTGCTATCTACCCATCCTTGAAGGGTAAGAGAGTTGTTATCA
CTGGAGGTGGTTCCGGTATTGGTGCTGGTTTGACTGCTGGTTTTGCTAGACA
AGGTGCTGAGGTTATCTTCTTGGACATTGCTGATGAGGACTCCAGAGCTTTG
GAAGCTGAATTGGCTGGTTCTCCAATCCCACCAGTTTACAAGAGATGTGACT
TGATGAACTTGGAGGCTATCAAGGCTGTTTTCGCTGAGATTGGTGACGTTGA
CGTTTTGGTTAACAACGCTGGTAACGACGACAGACACAAGTTGGCTGATGTT
ACTGGTGCTTACTGGGACGAGAGAATCAACGTTAACTTGAGACACATGTTGT
TCTGTACTCAGGCTGTTGCTCCAGGTATGAAGAAACGTGGTGGTGGTGCTG
TTATCAACTTCGGTTCTATTTCCTGGCACTTGGGTTTGGAGGACTTGGTCTTG
TACGAGACTGCTAAGGCTGGTATCGAGGGTATGACTAGAGCTTTGGCTAGAG
AATTGGGTCCAGACGACATCAGAGTTACTTGTGTTGTTCCAGGTAACGTTAA
GACTAAGAGACAAGAGAAGTGGTACACTCCAGAGGGTGAGGCTCAAATCGT
TGCTGCTCAATGTTTGAAGGGTAGAATCGTTCCAGAGAACGTTGCTGCTTTG
GTTTTGTTCTTGGCTTCTGACGACGCTTCCTTGTGTACTGGTCACGAATACT
GGATTGACGCTGGTTGGAGAGTCGACTCTAGAATTAATTAATGGAGCACAAG
ACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGC

xylB-cs

ATGTCCTCTGCTATCTACCCATCCTTGAAGGGTAAGAGAGTTGTTATC
ACTGGAGGTGGTTCCGGTATTGGTGCTGGTTTGGTTGCTGGTTTCGTTAGA
CAAGGTGCTGAGGTTATCTTCTTGGACATCGTTGACGCTGACTCCCAAGCTT
TGGTTGCTGAATTGTCTAAGGACGCTGTTATCGCTCCAGTTTACAAGAGATG
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TGACTTGATGGACATCGACGCTTTGAAGGCTACTTTCGCTGAGATTGGTGAC
GTTGACGTTTTGGTTAACAACGCTGGTAACGACGACAGACACTCTTTGGCTG
ATTTGACTCCAGCTTACTGGGACAACAGAATCGGTGTTAACTTGAGACACAT
GGTTTTCGCTGCTCAGGCTGTTGCTGGTGGTATGAAGAAACGTGGTGGTGG
TGCTATCATCAACTTCGGTTCTATTTCCTGGCACTTGGGTTTGGAGGACTTG
GTCTTGTACGAGACTGCTAAGGCTGGTATCGAGGGTATGACTAGAGCTTTG
GCTAGAGAATTGGGTCCAGACGACATCAGAGTTACTTGTGTTGTTCCAGGT
AACGTTAAGACTAAGAGACAAGAGAAGTGGTACACTCCAGAAGGTGAGGCT
GAAATCGTTAAGGCTCAGTGTTTGAAGGGTAGAATCTTGCCAGACCACGTT
GCTTCATTGGTTTTGTTCTTGGCTTCTGACGACGCTTCCTTGTGTACTGGTC
ACGAATACTGGATTGACGCTGGTTGGAGAGTCGACTCTAGAATTAATTAATG
GAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGC

xyIB-hl

ATGACTCACCCATCTGCTAGATACCCATCCTTGGAGCAGAGAGTTGT
TTTCATCACTGGTGGTGGTTCCGGTATTGGTGCTGCTTTGACTAGAGCTTTC
CACAGACAAGGTGCTAGAGTTGTTTTTGTTGACATTGCTAAAGAGGCTTCCA
AGGCTTTGGTTGAAGAGTTGGAATTGGAGACTGGTAGAGCACCATGTTTCG
AGTTCTGTGACATCAGAGATGTTGAGGCCTTGCAGTCCACTATCGTTAGAGT
TGGTGAGACTTTGGGTCCAATCAGAGTTTTGATCAACAACGCTGCTAACGAC
GACAGACACGATTGGAGAGATGTTGACGTTGCTTACTGGGACGAGAGAATG
TCCTTGAACTTGAGACCAATGTTCTTCACTATCCAGGCTGTTGCTGAGCAGA
TGAGAGAAGCTGGTGGTGGATCTATCATCAACTTCGGTTCCATCTCCGTTAG
ATTGGCTTTGGGTGATATGGCTGCTTACGTTTCTGCTAAGGCTGCTGTTCAC
GGTTTGACTAGATCTTTGGCTAGAGACTTGGGTCCACACGGTATCAGAGTTA
ACACTTTGGTTCCAGGTTCCGTTATGACTGAGAGACAGTTGGAGAAGTGGA
TTGGTCCAGAAGATGAGGCTAACATTCAGGCTCACCAGTGTTTGAAGGTTA
GATTGGAGGCTGAGCACATTGCTCCAGCTGCTTTGTTTTTGGCTGCTGACG
ACTCTGCTCAGATTTCCGCTCAAGAAATTCCAGTTGATGGTGGTTGGGGTGT
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CGACTCTAGAATTAATTAATGGAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCG
CTCACTGC

xy|B-FM

ATGTCTGCTGCTAAGCCATTCGTCTTGCACTGGGGTATTATTGGTGCT
GGTGGTATCTCCTCCAGATTCGTTGAGGATTTGGTCTTGCACCCAGAGGGT
AGAGGTACTACTGATGTTGCTCATGCTGTTGCTGCTGTTGGTTCCAGATCTT
TGGATAAGGCTCAAGAGTTCATCCAAAAGTACTGTCCAGAGGGTGGTTTCG
CTCAAAAGGCTGGTTTGACTTCCACTAAGTCCGTTGCTAGAGGTTCCTACGC
TGAAGTTTACTCCGATCCAAACGTTGACATCATCTACGTTGGTACTCCACAC
TCCTGTCACTTCGAGGATGCTAAGAACGCTTTGGATGCTGGTAAGCACGTTT
TGTTGGAGAAGCCAGCTACTTTGAACCAGGCTGAGTTCGAGGTTTTGTCCA
AGTTGGCTAAGTCCAAGAACTTGTTCTTGATGGAAGCTGTTTGGACTAGATT
CTTCCCATTGACTTTCGCTTTGGAGGACGTTTTGTTCAAGCAAGAGGCTATC
GGTGAGATCAGAAGATTGCAATCCGACTTCTCCATCGACTTCATCGACGTTT
TGGACAACGAGTCCCACAGAATGTTGAACATCAACTTGGCTGGTGGTGGTT
TGTTGGACTTGGGTCCATATCCATTGGTTTGGGCTCTGTTGTTGTTGTACAA
CCACCCACAGAACGGTAGAACTCCACCAACTAACATCAAGGCTTCCATGGA
AAAGTACAAGACTGGTGTTGACTTGCACACTAACTGGACTTTGGACTTCCCA
AGAATCGGTAAGACTGGTGCTAGAGCTGTTTTGTCCACTTCCATCAACGTTA
ACTCCCCATTGGACGTTGTTACTAGAATCCAGGGTACTAAGGGTGAGATCTT
GTTGCCATGGGCTACTGCTAGACCAGACAGATTCACTATCAGAAGATCCAA
GGTTGGTAGAGGTCCACAAGAGTACACTGAAGAGATCAAGGTTATCCCAAT
CCAGGGTATGGGTTTGAACTGGGAAGCTGATGCTGTTGCTAGAGACATCAG
AGATGGTAAGATCGAGAACGCTAGAATGCCACACGCTGACACTTTGTTGGA
GTTGGCTATTTTCGACGAGGTTAGAAGACAGGGTGGTTACGTTTTCCCAGA
GGGTATGGAAAAGGTTAAGTTGTCCACTGTCGACTCTAGAATTAATTAACTG
GCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT
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