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RESUMO

A implementacgé&o de biorrefinarias é uma etapa essencial na busca por
uma economia circular, bem como na diminuicio da dependéncia por
combustiveis fosseis. Nesse contexto, a biomassa lignoceluldsica se apresenta
como uma promissora fonte de energia em biorrefinarias, uma vez que se trata
de uma matéria prima extremamente abundante e rica em agucares que podem
ser convertidos em biocombustiveis e uma ampla gama de compostos
quimicos. A xilose é o segundo aclUcar mais abundante em biomassas
lignocelulésicas, ficando atrds apenas da glicose. A eficiente utilizacdo dessa
pentose por microrganismos ainda € um dos grandes desafios que permeiam a
utilizacao da biomassa em biorrefinarias.

Saccharomyces cerevisiae € um dos principais organismos utilizados
em processos fermentativos industriais. Entre os desafios relacionados a
utilizacdo dessa levedura para conversdo de xilose em bioprodutos esta o
transporte de xilose. Nesse trabalho, foram prospectados genes putativos
codificantes para novos transportadores de acucares, em especial a xilose.
Trés novos genes codificantes para transportadores foram clonados em
plasmideos epissomais e inseridos na levedura S. cerevisiae EBY.VW4000. A
linhagem expressando o gene codificante para o transportador denominado
Saico apresentou a recuperacdo de crescimento em glicose, bem como a
capacidade de internalizar xilose. Para avaliar a capacidade de consumo de
xilose pela linhagem expressando o transportador Saico, foi construida uma
linhagem contendo também o gene xylA (xilose isomerase de Piromyces sp), 0
qual permite o catabolismo de xilose por S. cerevisiae. Essa nova linhagem, em
altas densidades celulares (5 - 10 g.L™"), foi capaz de fermentar xilose e glicose
concomitantemente, produzindo xilitol (rendimento de 0,62 = 0,07 g por g de
xilose) e etanol, enquanto a linhagem apenas com a via da isomerizacao néo
conseguiu consumir xilose ou glicose nas mesmas condi¢cdes fermentativas.

Nesse trabalho foi descoberto um novo transportador de acucares.
Esse transportador é originario do fungo Saitoella complicata, e apresenta uma
identidade 46,42% de similaridade com o transportador Hxt11l de S. cerevisiae.
Essa novidade abre possibilidades para constru¢cées de linhagens mais

robustas, com o objetivo de evitar o perfil diauxico observado geralmente em S.
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cerevisiae. O consumo simultdneo de glicose e xilose é essencial para a
diminuicdo do tempo de fermentacéo, aumentando a produtividade do processo

e diminuindo as chances de contaminac¢des generalizadas.

Palavras-chave:  Engenharia  genética, transportador, xilose,

Saccharomyces cerevisiae, Saitoella complicata
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ABSTRACT

The implementation of biorefineries is an essential step towards the
development of a more circular economy, as well as to the decrease fossil fuels
dependence. In this context, lignocellulosic biomass is a promising feedstock
once it is rich in sugars that can be converted into different biofuels and
chemical compounds. Following glucose, xylose is the second most abundant
sugar in plant biomass, and its efficient utilization by microorganisms is still a
major challenge to the implementation of biorefineries for lignocellulosic
biomass.

Saccharomyces cerevisiae is one of the main organisms involved in
fermentative industrial processes. The transport of xylose is a major bottleneck
in the utilization of this yeast for the conversion of xylose into bioproducts. In
this work, new putative genes coding for xylose transporters were prospected.
Three new genes were cloned in episomal plasmids and inserted in the
EBY.VW4000 Saccharomyces cerevisiae strain. The strain containing the gene
coding for the Saico transporter was able to recover growth on glucose
phenotype, as well as the ability to internalize xylose. To evaluate xylose
consumption capacity, a strain harbouring not only the Saico transporter, but
also the genes xylA (coding for Piromyces sp. xylose isomerase) and XKS1,
introducing a xylose catabolism pathway was constructed. This new strain,
under high cell densities (5 - 10 g.L™), was able to simultaneously consume
glucose and xylose, producing xylitol (with a productivity of 0,62 + 0,07 g per g
of xylose) and ethanol, while the negative control strain was not able of
consuming any of the sugars in the same conditions.

In this work, a new sugar transporter was discovered. This transporter
is originally from the fungus Saitoella complicata, and presents an identity
46,42% similar to Hxtll from S. cerevisiae. This novel transporter opens up
possibilities for the construction of more robust strains, with the objective of
avoiding the diauxic profile generally observed in S. cerevisiae when using
glucose and xylose simultaneously. The co-fermentation of both sugars is
essential for reducing fermentation time, optimizing the process productivity and

decreasing chances of bacterial contamination.
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Keywords: Genetic engineering, transporter, xylose, Saccharomyces

cerevisiae, Saitoella complicata
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1 INTRODUCAO

1.1 BIORREFINARIAS

A vasta utilizacdo de combustiveis fésseis ao longo dos anos foi
responsavel pela geracdo de diversos problemas, sejam eles de natureza
ambiental, socioecon6mica e até mesmo geopolitica. A fim de diminuir a
dependéncia pela utilizacdo do petréleo para a obtencdo de biocombustiveis e
outros compostos quimicos, vem-se buscando novas fontes renovaveis ao
redor do mundo. Nesse contexto, a implementacdo de biorrefinarias tem se
tornado cada vez mais atraente, sendo trabalhada por diversos grupos.

O conceito de biorrefinaria € baseado na integracdo de processos para
a utilizacdo de biomassa e sua conversdo em combustiveis, energia e
compostos quimicos (Almeida et al. 2012). Esse é um conceito que vai de
encontro a ideia de uma economia circular, fundamentada na diminuicdo de
residuos e poluicdo, reutilizacdo de materiais e energia, bem como na
regeneracao gradativa da biosfera (Ellen MacArthur Foundation 2013).

A importancia da implementagéo de biorrefinarias pode ser confirmada
pela criagdo de uma tarefa especifica a esse tema pela Agéncia Internacional
de Energia (IEA 2009). O crescente numero de publicacdes relacionadas a
esse tema também vem aumentando exponencialmente na ultima década,
sendo que maior parte dessas publicacdbes estda relacionada ao
desenvolvimento de novas tecnologias e processos (Bauer et al. 2017).

Em resumo, em uma biorrefinaria a matéria prima passa por processos
de pré-tratamento para a liberacdo de acUcares, que posteriormente seréo
utilizados pelos microrganismos, as fabricas vivas, para sua conversao em

produtos de interesse (Hong & Nielsen 2012) (Figura 1).

17



Biomassa Lignocelulésica

I *Fisico

*Quimico

*Fisico-quimico
‘ *Bioldgico

Hidrolise

4

Hidrolisado Hidrolisado
Cé6 C5

K-> -
Fermentacgao

Biocombustiveis, compostos quimicos, polimeros

Figura 1. Conceito basico de uma biorrefinaria. A biomassa vegetal é pré-
tratada e hidrolisada para liberacdo de aclcares que serdo fermentados por
microrganismos para a obtencdo de compostos quimicos. A partir do pré-
tratamento e hidrélise de celulose sdo obtidos hidrolisados C6, ricos em
hexoses, enquanto pela hemicelulose séo obtidos C6 e C5, ricos em hexoses e
pentoses, respectivamente. Importante citar que durante os passos de pré-
tratamentos a hemicelulose e lignina podem ser solubilizadas, facilitando a
acdo de enzimas hidroliticas no passo posterior. Adaptado de Hong & Nielsen
2012.
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Para a implementacdo desses sistemas de producéo, a utilizacdo de
biomassa lignocelulésica é uma alternativa que vem sendo amplamente
avaliada, devido seu alto potencial renovavel e energético. Entre as vantagens
de se utilizar essa biomassa estdo: a maior equidade em sua distribuicdo
geografica quando comparada a distribuicdo de combustiveis fésseis; a
diminuicdo da competicdo com a industria alimenticia (Nordhoff 2007); o baixo
custo; seus processos associados sdo extremamente menos NOCiVOS ao meio
ambiente que a queima de combustiveis fosseis, entre outros (Hahn-Hagerdal
et al. 2006).

A biomassa é proveniente principalmente de residuos agroindustriais,
como, por exemplo, bagaco e palha de cana de acucar, palha de milho, palha
de trigo, entre outros. Sua composicdo é essencialmente fibras de celulose
envoltas por hemicelulose intercaladas com lignina (Figura 2A). A celulose
compreende entre 35 a 51% dessa biomassa e é composta por monémeros de
glicose unidos por ligacbes f3-1,4-glicosidicas formando uma longa cadeia
polissacaridica (Saha 2004, Almeida et al. 2007).

A hemicelulose, por sua vez, representa 19 a 34%, sendo um polimero
heterogéneo formado por pentoses e hexoses (Figura 2B). As pentoses,
representam até 20% dos aclUcares presentes na biomassa lignocelulésica,
sendo a xilose o segundo carboidrato mais abundante na natureza, ficando
atrds apenas da glicose. Isso representa seu alto potencial para ser utilizado
em biorrefinarias, principalmente por ser o principal agtcar na hemicelulose em
varias biomassas (Tabela 1) (Saha et al. 2004, Almeida et al. 2011).

A lignina é uma macromolécula complexa, composta principalmente
por unidades de fenilpropano, ligadas comumente por ligacbes éter.
Representando cerca de 21 a 32%, essa estrutura tem a fungdo de conferir
integridade e protecdo a lignocelulose (Figura 2) (Saha 2004, Almeida et al.
2007).
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Parede celular vegetal Celulose Hemicelulose Lignina

Outros 1-5%

OH

Celulose 35-51% .
Glicose

H,OH H,OH HO H
H H H,
OHO
’?P HO OH OH

Galactose Manose Ramnose

H H
H HOH,C
H H

Hemicelulose 19-34%

Lignina 21-32% Xilose Arabinose
R
Cinzas 0-2% - “J?ﬁ
Compostos
fendlicos

Figura 2. Organizacdo e composicdo da biomassa lignoceluldsica. A.
Organizagdo da biomassa lignocelulésica, composta por fibras de celulose
envoltas por hemicelulose intercalada com lignina. B. Composi¢cao percentual
dos componentes da biomassa lignocelulésica, bem como os monémeros
presentes em cada por¢cao. Adaptado de Almeida et al. 2007.
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Tabela 1. Composicdo de diferentes matérias primas lignoceluldsicas.
Estdo representadas as porcentagens de diferentes polissacarideos
componentes dessa biomassa. NR = N&o reportado. Adaptado de Almeida et
al. 2011.

Material Glucana Manana Galactana Xilana Arabinana Lignina  Referéncia
Palha de milho Ohgren
_ 36.1 1.8 2.5 21.4 3.5 17.2
(Americna) et al. 2007
Palha de milho Ohgren
_ 36.8 0.3 2.9 22.2 55 21.2
(Italiana) et al. 2007
Bagaco de Carrasco
43.3 NR NR 24.3 2.0 22.8
cana-de-acucar et al. 2010
_ Rémond
Palha de trigo 41.2 NR NR 26.1 - 19.1
et al. 2010
Wiselogel
Palha de arroz 34.2 NR NR 24.5 NR 11.9 1996

A fim de se disponibilizar os monémeros dessa matéria prima para
processos de conversdo, a biomassa deve passar por processos de pré-
tratamento e hidrélise. O pré-tratamento € a etapa que visa diminuir a
recalcitrancia da biomassa e liberar os polimeros para a acdo de enzimas
hidroliticas, que gquebram os polimeros nos mondémeros (Figura 1). Esse pré-
tratamento pode ser de diversos tipos, como: fisico, quimico, fisico-quimico e
biolégico. Cada um desses pré-tratamentos apresenta vantagens e
desvantagens proprias, fazendo com que o tipo de pré-tratamento utilizado
deve ser escolhido de acordo com 0s processos em que o material sera

empregado (Sharma et al. 2017).

1.2 CONVERSAO DE ACUCARES EM PRODUTOS DE INTERESSE

Os mondmeros obtidos a partir dos processos de pré-tratamento e
hidrolise da biomassa podem ser convertidos em uma ampla gama de

compostos. A crescente utilizacdo de diferentes leveduras, Saccharomyces e
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nao-Saccharomyces como Komagataella phaffii, Scheffersomyces stipitis e
Kluyveromyces marxianus vem ampliando cada vez mais a diversidade dos
compostos obtidos, bem como possibilitando variagbes nos processos
fermentativos e substratos utilizados. Isso se deve ao fato de que cada
microrganismo apresenta suas vias metabdlicas e padrbes regulatérios
préprios (Mattanovich et al. 2014).

Apesar do bioetanol ainda ser o produto de maior protagonismo, na
tentativa de obter maiores rendimentos e mais energia, combustiveis como
butanol e isobutanol vem crescendo no cenario biotecnolégico. Além da
obtencdo de biocombustiveis, leveduras também podem ser utilizadas como
fabricas de proteinas heterélogas. A levedura metilotréfica K. phaffii apresenta
enorme potencial nessa area, sendo responsavel pela producédo de compostos
gue podem ser utilizados em diversos setores, como por exemplo na inddstria
farmacéutica e alimenticia (Mattanovich et al. 2014). Acidos organicos,
isoprenoides e metabdlitos secundarios sdo exemplos de compostos obtidos

gue apresentam vasta utilizacdo na sociedade moderna.

1.3 CENARIO BRASILEIRO

Segundo dados da Associacdo de Combustiveis Renovaveis
(Renewable Fuels Association - RFA), o Brasil € o segundo maior produtor de
etanol no mundo, sendo responsavel por 26% da producdo mundial, ficando
atras apenas dos Estados Unidos.

O etanol pode ser de primeira geracdo, quando € obtido a partir de
fontes vegetais, como a cana-de-agucar e milho, o que leva a um embate com
a utilizacdo dessas fontes voltadas para o setor alimenticio (UNCTAD 2016).
Por outro lado, o etanol de segunda geracdo, € assim denominado quando
obtido a partir da biomassa lignocelulésica, proveniente principalmente de
residuos agroindustriais, como o0 bagaco da cana-de-acUcar e palha de milho
(Dias et al. 2012, Jansen et al. 2017).

Grande parte do etanol produzido no Brasil € de primeira geracao, o
que resulta em altas quantidades de residuos produzidos. Na safra 2015/16,
foram produzidos 166,40 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar
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(IEA 2017). Isso ilustra o grande potencial que o Brasil apresenta para a

utilizacéo da biomassa lignoceluldsica.

1.4 DESAFIOS PARA A UTILIZACAO DA BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA

Entre as principais desvantagens e desafios encontrados na realizagéo
dos pré-tratamentos abordados anteriormente, estdo as condicfes extremas
empregadas, bem como a producdo de compostos inibitorios, toxicos aos
microrganismos fermentadores (Figura 2B) (Klinke et al. 2004, Palmqgvist &
Hahn-Hagerdal 2000). Os compostos: 2-furaldeido (furfural) e 5-hidroximetil-2-
2-furaldeido (HMF) sdo dois dos principais compostos inibitérios (Palmqvist &
Hahn-Hagerdal 2000). Eles s&o gerados pela degradacdo de hexoses e
pentoses devido as grandes temperaturas e pressdes empregadas nos
diferentes tipos de pré-tratamento (Palmqvist & Hahn-Hagerdal 2000). Além
deles, os acidos metanoico e levulinico, gerados pela degradacéo do furfural e
HMF, bem como compostos fendlicos produzidos pela quebra da lignina, sao
responsaveis por inibir a atividade de leveduras (Ulbritch et al. 1984, Palmqvist
& Hahn-Hagerdal 2000).

Outros desafios da utilizacdo da lignocelulose estdo ligados a
incapacidade dos principais microrganismos utilizados em processos
industriais, especialmente Saccharomyces cerevisiae, fermentarem pentoses
eficientemente para a obtencdo de bioetanol (Moyses et al. 2016). Essa
incapacidade pode estar ligada a uma auséncia de vias metabdlicas
enddégenas no microrganismo, como € o caso de S. cerevisiae. Existem
leveduras capazes de fermentar xilose até a producdo de bioetanol. No
entanto, as enzimas da via metabdlica utilizam diferentes cofatores, o que gera
um desbalanco metabdlico, secrecao de xilitol e reducdo do consumo de xilose
(ver tépico 1.6).

Outro desafio e etapa limitante na utlizacdo de hidrolisados
lignocelulésicos para obtengdo de produtos por S. cerevisiae, sobretudo o
bioetanol, é o transporte de xilose. Esse trabalho se direcionara ao estudo e

otimizacao dessa etapa nesse microrganismo.
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1.5 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

7

A levedura S. cerevisiae € um dos principais modelos de estudo
existentes. Entre organismos eucariotos, o genoma de S. cerevisiae foi 0
primeiro a ser completamente sequenciado (Goffeau et al. 1996). Além disso,
esse microrganismo é amplamente utilizado em diversos processos industriais,
como por exemplo na producédo de paes, cervejas, vinhos e biocombustiveis,
fazendo com que esses processos ja sejam voltados e adaptados para a
utilizacdo dessa levedura. Esses aspectos, associados a alta disponibilidade de
ferramentas biotecnolégicas, como plasmideos e protocolos préprios, faz com
que S. cerevisiae seja uma plataforma altamente atrativa a ser utilizada em
diferentes ramos de pesquisas cientificas (Giersch & Finnigan 2017).

Diversas caracteristicas nativas dessa levedura justificam o alto
potencial de sua utilizacdo no estabelecimento de uma biorrefinaria baseada na
utilizacao de biomassa lignoceluldsica. Uma delas € capacidade de crescer sob
diferentes condicbes de aeracdo, em especial condicdes de anaerobiose,
observada em reatores durante processos industriais (Paes & Almeida 2014). A
tolerancia a baixos niveis de pH também é uma caracteristica vantajosa, uma
vez que diminui as chances de contaminacfes bacterianas (Paes & Almeida
2014). Outro diferencial dessa levedura é a tolerancia a alguns compostos
toxicos gerados no processo de pré-tratamento da biomassa.

Entretanto, apesar de ser capaz de utilizar a maior parte das hexoses
presentes na biomassa lignocelulésica, essa levedura é incapaz de fermentar
as pentoses disponibilizadas nessa matéria-prima, seja por motivos

metabdlicos, ou pelo transporte desses mondmeros para o meio intracelular.

1.6 UTILIZACAO DE XILOSE POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Apesar do alto potencial industrial de S. cerevisiae, a inabilidade de

fermentar pentoses naturalmente ainda é um desafio para sua utilizacdo no
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aproveitamento da biomassa lignocelulésica. Por esse motivo, diversos grupos
de pesquisa direcionaram esforcos para a obtencdo de linhagens
recombinantes capazes de fermentar esse acucar. Existem duas vias
metabdlicas principais para a utilizacdo de xilose: a via da Xilose Redutase -

Xilitol Desidrogenase (XR-XDH) e a via da Xilose Isomerase (XI) (Figura 3).
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Figura 3. Vias metabdlicas de utilizacdo de xilose. Estdo representadas as
vias da Xilose Redutase - Xilitol Desidrogenase e da Xilose Isomerase.
Adaptado de Moyses et al. 2016.

Em geral, a via XR-XDH é encontrada naturalmente em leveduras e
fungos filamentosos. Nessa via a xilose entra na célula e € convertida em xilitol
pela enzima xilose redutase. Em leveduras, essas enzimas sao codificadas
pelo gene XYL1 e utiizam NADPH e/ou NADH, com uma maior preferéncia
pelo primeiro (Lee 1998, Kuyper et al. 2004, Zhang et al. 2012). Em seguida, o
xilitol é oxidado a xilulose por meio da enzima xilitol desidrogenase, codificada

pelo gene XYL2. Por sua vez, essa enzima utiliza NAD" exclusivamente. Dessa
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maneira, € gerado um desbalanco de cofatores, resultando em um acumulo de
xilitol e diminuindo a producdo de etanol (Kuyper et al. 2004, Zhang et al.
2012).

A via da xilose isomerase, codificada pelo gene xylA, por sua vez, €
encontrada principalmente em bactérias, apesar de ser descrita em algumas
poucas espécies de fungos, tais como Piromyces sp. (Harhangi et al. 2003,
Kuyper et al. 2003). Essa via apresenta a vantagem de converter a xilose
diretamente para xilulose por meio de isomerizacdo. Dessa maneira, diminui-se
0 acumulo indesejado de xilitol, bem como o desbalanco de cofatores, uma vez
gue essa enzima nao utiliza cofatores na reacéo (Kuyper et al. 2004, Kuyper et
al. 2005). De forma geral, o uso da via XI € benéfico por produzir menos xilitol e
obter maiores rendimentos quando comparados com a via XR-XDH (Li et al.
2016b). Por outro lado, a utilizacdo da via XR-XDH é responsavel por obter
maiores taxas de produtividade em comparacdo com a via Xl (Li et al. 2016b).

Basicamente, as duas vias se baseiam na conversdo da xilose em
xilulose, que sera fosforilada a xilulose-5-fosfato pela enzima xiluloquinase e
seguird os passos do metabolismo pela via das pentoses-fosfato e glicélise
(Moyses et al. 2015). A fim de permitir a utilizacdo de xilose por S. cerevisiae,
foram realizados diversos trabalhos envolvendo engenharia genética voltada
para a expressao de genes codificando para as enzimas das vias metabdlicas
(Chu & Lee 2007, Moyses et al. 2015).

Entre as estratégias de insercdo dos genes codificantes para as
enzimas da via XR-XDH em S. cerevisiae, pode ser destacada a expressao de
genes originarios de Pichia stipitis (atualmente denominada Scheffersomyces
stipitis), que € a mais usualmente expressa, juntamente com a superexpressao
do gene XKS1, codificante para a xiluloquinase de S. cerevisiae, permitindo o
consumo de xilose e producao de etanol (Eliasson et al. 2000). No entanto, o
desbalanco de cofatores citado anteriormente € uma grande preocupacao para
a utilizacdo dessa via. A alteracdo de preferéncia dos cofatores e a adicdo de
aceptores de elétrons estéo entre algumas das tentativas de se esquivar desse
problema (Moyses et al. 2015).

JA para a via de aproveitamento via Xl, o gene xylA do fungo
Piromyces sp. foi o primeiro a ser expresso e apresentar alta atividade em S.

cerevisiae (Harhangi et al. 2003, Kuyper et al. 2003). No entanto, a formacéo
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de xilitol e baixas atividades da xiluloquinase fizeram com que estratégias
adicionais fossem utilizadas nesses casos. Entre elas estdo: a superexpressao
do gene XKS1 e de alguns genes da via das pentoses-fosfato, bem como a
delecdo do gene GRE3, que codifica uma aldose redutase inespecifica

enddgena em S. cerevisiae (Kuyper et al. 2015).

1.7 TRANSPORTE DE XILOSE

Como dito anteriormente, o transporte de xilose para o meio intracelular
€ uma das etapas essenciais no processo fermentativo por microrganismos
(Moyses et al. 2016, Sharma et al. 2018). A fim de entender o funcionamento
dos transportadores em microrganismos, primeiro € necessario o entendimento
geral acerca dessas proteinas, suas estruturas e funcionamentos.

O transporte de acUcares atraves de membranas celulares é
considerado o primeiro passo para a realizagdo das principais atividades
metabdlicas de um organismo. As estruturas responsaveis por esse passo sao
proteinas de membrana, pertencentes principalmente a superfamilia MFS
(Major Facilitator Superfamily) (Quistgaard et al. 2016). O termo MFS foi citado
primeiramente em 1993 quando analises bioinformaticas de diferentes grupos
de proteinas revelaram que todos faziam parte de uma grande superfamilia de
transportadores (Marger & Saier 1993). Em 2012, essa superfamilia ja era
composta por 74 familias, distribuidas em praticamente todos os filos de
organismos existentes (Reddy et al. 2012).

Esses transportadores podem ser divididos em trés grupos baseado no
modo de transporte: i) uniporte, no qual apenas um substrato é transportado, ii)
antiporte, no qual um cosubstrato € transportado na direcdo contraria ao
substrato principal e iii) simporte, no qual o substrato é transportado com um

ion acoplado (Figura 4).
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Uniporte Simporte Antiporte

Figura 4. Tipos de transporte realizados por proteinas da superfamilia
MFS. As proteinas podem transportar apenas uma molécula principal
(Uniporte) ou uma molécula acoplada a um cosubstrato na mesma direcéo
(Simporte) ou em direcBes contrarias (Antiporte) através da membrana celular.
O circulo preto representa o substrato principal transportado, como uma
molécula de acucar. O circulo cinza representa o cosubstrato, como por

exemplo um ion. Adaptado de Quistgaard et al. (2016).

Dentro dessa super-familia, a maior e mais importante, envolvida no
transporte de acucar nos mais variados seres vivos é a familia Sugar Porter
(Saier Jr 2002). A estrutura dos transportadores pertencentes a essa familia é
muito bem definida e conservada (Saier Jr 2002).

Essas proteinas séo divididas em dois dominios, o dominio N-terminal,
composto por 6 segmentos transmembrana (TM1 a 6) e o dominio C-terminal,
também composto por 6 segmentos (TM7 a 12) (Figura 5) (Hirai et al. 2002,
Yan et al. 2015, Quistgaard et al. 2016). Esses segmentos sado hélices,
agrupadas em quatro grupos de trés segmentos (TMs 1,2,3, TMs 4,5,6, TMs
7,8,9 e TMs 10,11,12), nas quais os primeiros segmentos (TMs1, 4, 7 e 10)
estdo posicionados no centro da estrutura (Quistgaard et al. 2016) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo estrutural do transportador GLUT3. O transportador de
glicose GLUT3 pode ser usado como modelo para representar os demais
membros da familia Sugar Porter. Estdo representadas as visfes: lateral
(esquerda), extracelular (direita superior) e citoplasmatica (direita inferior). Em
roxo esta representado a primeira trinca de segmentos transmembrana (TMs 1,
2 e 3), em azul claro a segunda trinca (TMs 4, 5 e 6), em verde a terceira (TMs
7, 8 € 9) e em amarelo esta representado a quarta trinca (TMs 10, 11 e 12). As
esferas negras representam o substrato transportado, no caso, a glicose.
Adaptado de Quistgaard et al. 2016.

Sabe-se que durante a passagem de um substrato através de uma
membrana ocorrem ciclos de mudancas conformacionais na proteina. O
modelo classico aceito é chamado de "Rocker-Switch model" (Quistgaard et al.
2016). Nesse modelo, a estrutura rigida da proteina alterna entre dois estados
conformacionais, podendo estar aberta para o meio intracelular ou aberta para
0 meio extracelular (Quistgaard et al. 2016). Essas mudancas ocorrem por
meio da rotacdo dos eixos dos dominios N e C da proteina como estruturas
rigidas.
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Um modelo mais recente, chamado de "Clamp and Switch model",
sugere a existéncia de uma conformacéao ocluida (Quistgaard et al. 2016). Esse
modelo sugere que essas mudangas sao muito mais complexas, envolvendo
uma torcao dos primeiros segmentos transmembrana de cada trinca (TMs 1, 4,
7 e 10), além de tor¢cdes nos segmentos seguintes (Quistgaard et al. 2016)
(Figura 6).
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Figura 6. Representagcdo do modelo "Clamp-and-Switch". Esse modelo
sugere um ciclo de estados conformacionais que um transportador deve passar
durante o transporte de um substrato. Esses estados sédo (de cima para baixo):
exterior aberto; interior ocluido e exterior ocluido; interior aberto. Nas caixas
tracejadas estdo destacadas as porgOes intracelulares dos segmentos
transmembrana TM4 e TM10, bem como as porc¢des extracelulares das hélices
TM1 e TM7, que sdo responsaveis pelos estados ocluidos do transportador.
Adaptado de Quistgaard et al. 2016).

Outra caracteristica presente em todos os membros da familia Sugar
Porter € o dominio helical intracelular (ICH). Esse dominio € caracterizado por

3-4 hélices entre os dominios N e C, aléem de uma pequena hélice no dominio
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C-terminal. Acredita-se que esse dominio exerce funcdo importante na ocluséo

do portao intracelular do transportador (Sun et al. 2012, Yan 2015).

1.8 TRANSPORTADORES DE XILOSE EM S. CEREVISIAE

O transporte de acucares em S. cerevisiae é realizado essencialmente
pelos transportadores de hexose (Hxtl a Hxtl7 e Gal2) e por transportadores
especificos de maltose (Brondjik et al. 2001, Alper et al. 2016). Os
transportadores de hexose sdo membros da familia Sugar Porter, assim como
o transportador GLUT3, exemplificado na sec¢éo anterior (Figura 5).

Os transportadores HXT apresentam alta afinidade a glicose, sendo
também capazes de transportar outros acucares, como xilose e galactose com
menor afinidade. Em S. cerevisiae, sado existentes 18 transportadores de
hexose, dos quais Hxtl a Hxt7 e Gal2 sao responsaveis pela internalizacdo de
glicose por meio de difusdo facilitada, caracterizando um uniporte
(Reinfenberger et al. 1997, Moyses et al. 2016). Eles podem ser divididos entre
transportadores de alta afinidade: Hxt6, Hxt7 e Gal2, apresentando uma
constante de Michaelis (Km) entre 1 e 2 mM de glicose (Reinfenberger et al.
1997, Moyses et al. 2016). Existem também transportadores de afinidade
intermediaria, com o Km por volta de 10 mM, como Hxt2, Hxt4 e Hxt5
(Reinfenberger et al. 1997, Moyses et al. 2016). E por udltimo, existem
transportadores de baixa afinidade por glicose, com o Km entre 50 e 100 mM,
entre eles estdo Hxtl e Hxt3 (Reinfenberger et al. 1997, Moyses et al. 2016).

Entre esses transportadores, sabe-se que Hxtl, Hxt4, Hxt5, Hxt7 e
Gal2 também sdo capazes de transportar xilose (Hamacher et al. 2002). No
entanto, a afinidade e velocidade de reacao para esse substrato € muitas vezes
menor quando comparado com 0S mesmos parametros para glicose. Como
exemplo, podemos citar os transportadores Gal2 e Hxt7, que apresentam um
Km de 1,5 e 0,5 mM por glicose, enquanto essas constantes sdo de 225,6 e

200,3 mM para o transporte de xilose (Tabela 2) (Farwick et al. 2014).
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Tabela 2. Parametros cinéticos dos principais transportadores endégenos de Saccharomyces cerevisiae (Sc) envolvidos

no transporte de xilose. Adaptado de Moyses et al. 2016

_ Glicose Xilose
T 1ad Linhagem/ Referanci
ransportador eferéncia
P Construcao plasmidial Km (mM) Vmax Km (mM) Vmax
(nmol .mint.mg™) (nmol .mint.mg™)
ScHxtl H2219/pYX212-HXT1 NR NR 8808 750 £ 94 Saloheimo et al. 2007
ScHxt4 H2219/pYX212-HXT4 NR NR 170 £ 120 190 + 23 Saloheimo et al. 2007
ScHxt7 EBY.VW4000/pRS62N-HXT 05+0.1 26 £ 1.1 200.3 £13.2 67 +2 Farwick et al. 2014
ScHxt7 EBY.VW4000/pRS62N- .
10.8 £1.0 473+1.2 169.9 + 26.3 24.1 £1.6 Farwick et al. 2014
(N370S) HXT7-N370S
ScHxt11 DS68625/pRS313-HXT11 334+21 156.4+7.6 84.2+10.0 84.6 +2.4 Shin et al. 2015
ScHxt11 DS68625/pRS313-HXT11- .
194.4 + 47.9 238.6 £ 7.4 46.7 + 2.7 76.2+4.8 Shin et al. 2015
(N366T) N366T
ScGal2 EBY.VW4000/pRS62N-GAL2 15+0.2 27.2+0.9 225.6 £ 115.8 91.3+3.2 Farwick et al. 2014
EBY.VW4000/pRS62N-
ScGal2 (N376F) ND ND 91.4+89 37.3+1.3 Young et al. 2013
GAL2-N376F
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Essa disparidade entre afinidades faz com que, em meios contendo os
dois aclcares, a levedura comece a consumir xilose apenas quando a glicose
esta praticamente esgotada do meio. O consumo em duas fases é denominado
como consumo diauxico (Aduse-Opoku & Mitchell 1988, Kuyper et al. 2005).
Essa inibicdo competitiva do consumo de xilose na presenca de glicose é
indesejada em processos industriais, uma vez que contribui para a diminuicao
da produtividade e eficiéncia na formacao de produtos (Apel et al. 2016).

A fim de abordar essa questéo, diversas estratégias foram utilizadas a
fim de permitir um consumo eficiente de xilose por S. cerevisiae. Entre elas,
destacam-se a otimizacao de transportadores enddgenos para o transporte de
xilose, utilizando-se de métodos de evolucdo adaptativa e alteracdes
mutagénicas (Apel et al. 2016). Entre os casos de melhor sucesso, foram
realizadas alteracdes mutagénicas de aminoacidos nos transportadores Hxt7 e
Gal2, resultando na diminuicdo da inibicdo do transporte de xilose na presenca
de glicose (Farwick et al. 2014). Estudos envolvendo transportadores
enddgenos de S. cerevisiae também revelaram a capacidade de alguns
transportadores cripticos, como Hxtll, de promover o crescimento dessa
levedura na presenca de xilose (Shin et al. 2011). Outras estratégias mais
ousadas, como a criacdo de uma proteina quimérica composta pela porgdo N-
terminal de Hxt3 e C-terminal de Hxt6 também permitiu, juntamente com a
insergcédo de uma via de catabolismo de xilose, o crescimento de S. cerevisiae
nessa pentose (Nijland et al. 2014).

Algo em comum nesses trabalhos foi a observacdo que a asparagina
na posicdo 370 de Hxt7 é um residuo conservado em diferentes
transportadores, e que sua mutacdo geralmente é responsavel por alteracdes
de seus parametros cinéticos, favorecendo o transporte de xilose, enquanto a
afinidade por glicose diminui. Isso indica uma importancia nessa regido para o
transporte desses acguUcares, abrindo ainda mais o leque de estudos a serem
feitos a partir de transportadores ja nativos de S. cerevisiae (Tabela 2) (Young
et al. 2013, Farwick et al. 2014, Shin et al. 2015).
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1.9 TRANSPORTADORES DE XILOSE EM OUTROS ORGANISMOS

Outra estratégia € a expressao de transportadores heterdlogos. Alguns
organismos como S. stipitis, Candida intermedia, Arabidopsis thaliana, entre
outros, utilizam naturalmente a xilose. Entre essas espécies, algumas realizam
o transporte por meio de difusdo facilitada e outras por simporte (Moyses et al.
2016, Sharma et al. 2018).

A difusdo facilitada, realizada pelos Hxt, € um tipo de transporte
passivo, no qual uma molécula atravessa uma membrana de acordo com um
gradiente de concentracdo, sem a utilizacdo de energia (Reinfenberger et al.
1997, Alberts et al. 2010). Por outro lado, o simporte € um tipo de transporte
ativo no qual uma molécula é transportada contra um gradiente de
concentracéo utilizando energia (Alberts et al. 2010). Os transportadores de
acucar do tipo simporte sado considerados transportadores ativos secundarios,
no qual a energia utlizada ndo advém do ATP, e sim do gradiente
eletroquimico gerado pelos ions H* no interior e exterior da célula (Ramos et al.
1976, Alberts et al. 2010, lancu et al. 2013).

Tendo em vista a habilidade em transportar xilose, diversos estudos
foram direcionados para o isolamento de genes codificantes para
transportadores de xilose em outras espécies e posterior expressao em S.
cerevisiae. Entre os diversos transportadores heterdlogos expressos em S.
cerevisiae, alguns merecem ser destacados. Ente eles, os transportadores
An25, de Neurospora crassa, e Xyp29, de S. stipitis foram os Unicos
facilitadores com atividade exclusiva para xilose (Km = 175.7 £ 21.4 e 56 + 9.4,
respectivamente) (Du et al. 2010). O transportador Xutl, também nativo de S.
stipitis, merece destaque, uma vez que foi capaz de transportar xilose com uma
afinidade e velocidade maior de reacdo do que para o transporte de glicose
(Ferreira et al. 2013).
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1.10 CRIACAO DA LINHAGEM EBY.VW4000

Para a realizacdo de estudos de transportadores, o desenvolvimento
de linhagens especificas, sem os transportadores nativos de S. cerevisiae foi
uma etapa essencial. Isso é vantajoso por permitir uma analise individual dos
transportadores, esclarecendo suas atividades cinéticas e seus efeitos
fisiolégicos nessa levedura (Solis-Escalante et al. 2015).

Nesse contexto, a linhagem EBY.VW4000 é considerada uma das mais
populares, sendo a base de muitos estudos envolvendo o transporte de
acucares nessa levedura. Esta linhagem foi obtida a partir da linhagem
laboratorial CEN.PK2-1C, na qual a delec&o dos 18 transportadores de hexose
(Hxt 1-17 e Gal2), bem como de outros 3 transportadores foi responsavel por
abolir completamente o crescimento dessa levedura em glicose, frutose,
galactose ou manose (Wieczorke et al. 1999). O crescimento em maltose néo
foi afetado por essas delecdes, possibilitando a utilizacdo desse acUcar pela
levedura. Ela apresenta marcas de selecdo auxotroficas para histidina, leucina,
triptofano e wuracila, possibilitando a utilizacdo de mudltiplos plasmideo
(Wieczorke et al. 1999).

No entanto, apesar de ser essencial na analise funcional e cinética de
novos transportadores, as muitas delecdes realizadas implicaram em grandes
alteracdes no genoma dessa levedura (Solis-Escalante el al. 2015). Desse
modo, essa linhagem ndo é capaz de apresentar alta capacidade e eficiéncia
fermentativa, fazendo com que os transportadores sejam inseridos em
linhagens mais robustas a fim de analisar seu efeito em condi¢cBes
fermentativas mais severas.

Apesar desses esfor¢os, ainda néo foi encontrado um transportador
capaz de realizar o transporte de xilose a niveis que permitam a cofermentacéo
com glicose de forma eficiente, ou seja, com cinéticas semelhantes para ambos

0s acucares.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Melhorar geneticamente linhagens de S. cerevisiae para eficiente
cofermentacdo de glicose e xilose por meio da expressdo de novos

transportadores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ |dentificar e caracterizar novos transportadores de acguUcar.
e Analisar o perfil fermentativo de linhagens recombinantes de S.

cerevisiae expressando novos transportadores na presenca de glicose

e/ou xilose.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MEIOS DE CULTURA E TAMPOES

Tampao de Eletroforese SB 20X
8 g de NaOH
45 g de H3BO3, para um pH 8.0

Completar com dH,O para um volume total de 1 L

Tampéao Hidrogenoftalato de Potassio (5X)

25,5 g de Hidrogenoftalato de potassio
5,5 g de KOH

pH ajustado para 5,5

Completar com dH,O para 500 mL
Esterilizado por autoclave

LB
1% Cloreto de Sddio

0,5% Extrato de Levedura

1% Peptona

pH 7,2 (ajustado com NaOH)

2% Agar Bacteriologico em caso de meio solido

Suplementa¢cdo com 100 ug/mL de ampicilina quando necessario

Esterilizado por autoclave

YPM

1% Extrato de Levedura

2% Peptona

2% Maltose

pH: 7,2

2% Agar Bacteriologico em caso de meio solido

YNB 10X

1,7% YNB (Sigma-Aldrich®) sem sulfato de aménia e sem aminoacidos
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5% Sulfato de Amobnia

Esterilizado por autoclave

YNBGHU

YNB 1X

2% Glicose
Histidina 100 mg.L™
Uracila 100 mg.L™

YNBMH

YNB 1X

2% Maltose
Histidina 100 mg.L™

YNBMHU

YNB 1X

2% Maltose
Histidina 100 mg.L™
Uracila 100 mg.L™

HISTIDINA E URACILA

Utilizados em concentracéo final 100 mg.L™

Esterilizados por filtro de 0,2 um

SOLUCAO ESTOQUE DE ACUCAR (200 g.LY) (MALTOSE, GLICOSE,
XILOSE, SACAROSE, FRUTOSE)
Maltose, Glicose, Xilose, Sacarose e Frutose

60 g de acucar
Completar para 300 mL de dH,O

Esterilizado por autoclave
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3.2 LINHAGENS

As linhagens de microrganismos utilizadas nesse trabalho estédo
listadas na Tabela 3. A linhagem laboratorial de S. cerevisiae EBY.VW4000 foi
utiizada como organismo base para as outras linhagens construidas
(Wieczorke et al. 1999). Essa linhagem ndo apresenta o0s principais
transportadores de hexose (Hxt 1-16 e Gal2), sendo incapaz de crescer em
qualquer fonte de aguUcar, sendo maltose. Ademais, EBY.VW4000 apresenta 4
marcas de selecdo auxotroéfica: histidina, leucina, triptofano e uracila.

Para os fins de clonagem e amplificacdo de plasmideos construidos, a

linhagem de bactéria utilizada foi a linhagem de Escherichia coli DH10B.

Tabela 3. Linhagens de leveduras utilizados nesse trabalho.

Linhagem Gendtipo Referéncia

CEN.PK2-1C hxt13::loxP
hxt15::loxPhxt16::loxP hxt14::loxP
hxt12::loxP hxt9::loxP hxt11::loxP

EBY.VW4000 hxt10::loxP hxt8::loxP hxt4-1-5::loxP

Wieczorke et al.

1999
hxt2::loxP hxt3-6-7::loxP
gal2::(ura3/FOA)stl1::loxP agtl::loxP
mph2(ydI247w)::loxP mph3(yjr160c)::loxP
EBY.VW4000; p424-GPD, p425-GPD-
EBY — Hxt11 Este trabalho
Hxt11
EBY.VW4000; p424-GPD, p425-GPD-
EBY - Canta Este trabalho
Canta
_ EBY.VW4000; p424-GPD, p425-GPD-
EBY - Saico _ Este trabalho
Saico
EBY.VW4000; p424-GPD, p425-GPD-
EBY - Torde Este trabalho
Torde
EBY - p42590 EBY.VW4000; p424-GPD, p425-GPD Este trabalho
EBY.VW4000; p424-GPD-XI, p425-GPD-
EBY - XIXK - Saico Este trabalho
Saico, p426-TEF-XK
EBY.VW4000; p424-XI, p425, p426-TEF-
EBY — XIXK — p425@ Este trabalho

XK
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33 SELECAO DOS GENES QUE CODIFICAM PARA POSSIVEIS
TRANSPORTADORES

Para selecéo dos genes utilizados nesse trabalho, foi feita uma analise
filogenética utilizando como transportador de referéncia o transportador Hxt11
de S. cerevisiae (Cddigo JGI: 5480|Saccel) (Shin et al. 2015). Sessenta e duas
sequéncias de 28 diferentes organismos, sobretudo fungos, foram recuperadas
por analises de similaridade com Hxtll. Essas analises foram conduzidas
utilizando o modelo de correcdo Poisson. Foi entdo construida uma arvore
filogenética por meio de alinhamento no programa MAFFT (Nakamura et al.
2018) e construcdo por meio do software fasttree (Price et al. 2009).

Também foi construida uma matriz de similaridade utilizando o software
MegaX (Kumar et al. 2018), na qual sequéncias com maior homologia sdo mais
proximas a 0 e sequéncias com menor homologia sdo mais proximas a 1.

Em seguida, foram realizadas analises de alinhamento entre as
sequéncias proteicas estudadas utilizando o software PRALINE (Heringa
1999). Esse alinhamento permitiu a identificagdo de aminoacidos
correspondentes a asparagina na posicdo 366 de Hxtll. Para a sintese
comercial dos genes, todos os transportadores tiveram essa asparagina
mutada para uma treonina. O programa PRALINE também foi utilizado para
uma predicdo dos dominios transmembrana e estrutura secundaria dos
transportadores analisados (Kebsch & Dander 1983, Jones 1999, Kall et al.
2005).

3.4 CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO

Os vetores utilizados nesse trabalho estéo listados na Tabela 4.

Os genes de transportadores foram sintetizados por empresa privada
(GenOne Biotechnologies) e clonados em plasmideo de expressdo de
Komagataella phaffii, pGAPZB.

Para expressdo em S. cerevisiae, 0s genes foram clonados em
plasmideo epissomal de expresséo p425, controlado pelo promotor constitutivo
GPD e terminador CYC1l (Mumberg et al. 1995). Esse plasmideo é
caracterizado por apresentar a marca de selecdo auxotrofica TRP1,

responsavel por restaurar a sintese de triptofano a organismos auxotroficos

40



para essa marca. O plasmideo também apresenta a marca de resisténcia a
ampicilina, permitindo E. coli crescer na presenca desse antibidtico.

As restricbes dos genes dos transportadores, bem como a linearizagéo
do plasmideo p425-GPD foram feitas com as enzimas Pstl e BamHlI.

Foram utilizadas enzimas Fast Digest Restriction Enzyme (Thermo
Scientific) e os protocolos foram realizados de acordo com o manual do
fabricante (Tabela 5). Os fragmentos da reacéo de restricdo foram analisados
por eletroforese, utilizando gel de agarose 0,8% (m/v), tampédo SB 1X e 90 V.
Para analise dos géis eletroforéticos, foi utilizado o marcador molecular
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).

Em seguida, os fragmentos de interesse foram purificados por meio do
kit Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit. Apds purificados, os
fragmentos foram ligados por meio de enzima T4 DNA Ligase 5 Weiss U/uL
(Thermo Scientific), também seguindo o protocolo descrito no manual do
fabricante (Tabela 6), e transformados em Escherichia coli para amplificacao

dos plasmideos.

Tabela 4. Vetores utilizados nesse trabalho

Plasmideo Descricao Referéncia
PGPD'TCYC1 ampR, TRPl,
p424 — GPD o Mumberg et al. 1995
2 porigin
Pcpp-Teye, ampR, LEUZ2,
p425 - GPD o Mumberg et al. 1995
2 p origin

Pepp-XIPiromyces-Tcyc,

p424 - Xl o Paes 2015
ampR, TRP1, 2 p origin
Prer-XKSaccharomyces-

p426 — XK Tcve, ampR, URAS, 2 p Paes 2015

origin
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Tabela 5. Protocolo para digestao plasmidial.

Componente Volume (uL)
Agua Milli-Q 14
10X Tampaéao Fast Digest
DNA Plasmidial (até 1 pg) 2
Enzima FastDigest 1
Volume final 20

Tabela 6. Protocolo para reacgéao de ligagéao.

Componente Quantidade
Vetor Linearizado 100 ng
Inserto 3 :1 (inserto : vetor)
T4 DNA Ligase 5 Weiss U/uL (Thermo 1 Weiss U
Scientific)
ddH,0 Para volume total = 20 uL

35 TRANSFORMACAO BACTERIANA

A transformacéo bacteriana foi realizada utilizando protocolo padréao de
biologia molecular (Maranhdo 2016). Foram utilizadas bactérias E. coli da
linhagem DH10B eletrocompetentes. Foram adicionados 100 - 200 ng do
plasmideo ou da reacéo de ligacao, as células foram incubadas em gelo por 5
minutos, transferidas para cubetas de eletroporacéo e foi aplicado um pulso de
1800 V. Imediatamente apdés o choque, foi adicionado 1 mL de meio LB, a
suspensao foi passada para um microtubo de 1,5 mL e incubado a 37°C por 1
hora. Passado o tempo de incubacéo, as células foram plaqueadas em meio

LB com o antibiético apropriado e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.
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3.6 EXTRACAO PLASMIDIAL

ApGs o processo de transformagéo, os plasmideos foram extraidos de
E. coli por meio de minipreparacdo. Foi utilizado o kit GeneJet Plasmid
Miniprep Kit, da empresa Thermo Scientific, seguindo as recomendac¢fes do

fabricante.

3.7 TRANSFORMACAO DE S. CEREVISIAE

As transformacdes de levedura nesse trabalho foram realizadas por
choque térmico. O protocolo utilizado foi adaptado de Gietz & Schiestl (2007).
Foi feito um pré-inéculo de S. cerevisiae em 5 mL de meio YPM, que foi
incubado overnight a 28°C e 200 rpm. No dia seguinte, 1 mL do pré-inéculo foi
inoculado em 50 mL de YPM. As células foram crescidas por 3 geracfes para
alcancarem a densidade celular desejada. Ap6s centrifugacdo a 4000 g por 5
minutos, as células foram ressuspendidas em agua estéril e aliquotas de 1 mL
foram feitas em tubos Eppendorf de 1,5 mL. As aliquotas foram centrifugadas a
velocidade méxima em centrifuga de bancada, o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de LiAc 100
mM e incubado a 30°C por 15 minutos. Apds a incubacéo, a suspenséo foi
centrifugada, o sobrenadante retirado e foram adicionados, nessa ordem: 240
pL de PEG (50% p/v), 36 pL de LiAc 1 M, 52 pL de ssDNA 2 mg/mL, 30 pL de
agua Milli-Q e 400-700 ng de DNA a ser utilizado. Apdés a adicdo dos
reagentes, a suspensao foi vortexada vigorosamente, incubada a 30°C por 30
minutos, seguido por uma incubacdo de 20 minutos a 42°C. Em seguida, as
células foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido e o pellet foi
ressuspendido em agua estéril e incubado a 30°C por 2 horas. As células foram

entdo plagueadas em meio de selecédo adequado.

3.8 VERIFICACAO DOS TRANSFORMANTES POR PCR DE COLONIA

A selecdo de transformantes foi feita por meio de selecéo auxotrofica
no caso de leveduras ou pela resisténcia a antibiotico, para a selecdo de

bactérias. Também foram realizadas reacdes de PCR (Rea¢do em Cadeia da
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Polimerase) de col6nia. Para bactérias, uma col6nia foi inoculada diretamente

no tubo de reacéo de PCR e as etapas de desnaturagéo foram feitas a 98°C.

Para leveduras, as colonias foram inoculadas inicialmente em 10 pL de NaOH

0,02 M em tubo de PCR incubados a 99°C por 10 minutos. Apds a incubacao,

os tubos foram centrifugados por 2 minutos em centrifuga de bancada. Foram

utilizados 2 pL dos sobrenadantes como DNA molde. Os oligonucleotideos e

condig¢des utilizadas estdo especificados nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Oligonucleotideos utilizados nesse trabalho.

Oligonucletideo Sequéncia (5' — 3") Descricao Referéncia
Amplificacdo do
caccagaacttagtt promotor GPD a
p423-F ) N Paes 2015
tcgac partir de sua regido
3I
Amplificacdo do
gcgtgaatgtaagc _
terminador CYC a Paes 2015
p423-R gtgac _ »
partir de sua regido
5I
gtggccca Amplificacao do
. Kuyper et al.
Spel -xylA - F gccggccaaaatgg gene XylA a partir 2003
ctaaggaatatttc de sua regiao 3'
Amplificacao do
aatctagatattg _ Kuyper et al.
Sal -xylA —R gene XylA a partir
gtacatggcaacaatag N 2003
de sua regiao 5'
Amplificacéo do
gactagtatgt ~ Kuyper et al.
Spel 5’- XKS1-F gene XKS1 a partir
tgtgttcagtaattcag - 2005
de sua regido 3'
Amplificacdo do
tgcagtcgac _ Kuyper et al.
3'XKS1- Sall-R gene XKS1 partir de
attttagatgagagtcttttcc 2005

sua regiao 5'
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Tabela 8. Reagentes utilizados no preparo de uma reacao de PCR.

Reagente Volume (uL)

5X GoTaq Reaction Buffer 5
dNTPs 10mM 1
MgCl, 50 mM 3
Primer Forward 10 uM 1
Primer Reverse 10 uM 1

Enzima GoTaq (5 U/ uL) (Promega) 0,125
DNA Molde 2

Agua 11,875
Total 25

3.9 CARACTERIZAC}AO FENOTIPICA DAS LINHAGENS

RECOMBINANTES

3.9.1 Teste de crescimento em placas contendo diferentes fontes de carbono

A partir de células recém-plaqueadas, as leveduras foram crescidas em
5 mL de meio YNBMHU por 24 horas. Foram feitas duas lavagens e as células
foram ressuspendidas em agua para a DO600,, final ser igual a 2. Foram
feitas diluicbes seriadas de 10, 100 e 1000x. Dessas diluicdes, foram
plagueados 20 pL em placas contendo os meios soélidos desejados: YNB
suplementado com histidina e uracila, contendo como fonte de carbono 20 g.L™
de maltose, ou de frutose, ou de glicose, ou de sacarose, ou 40 g.L™ de xilose.
As placas foram mantidas em estufa a 28°C. Ap6s 7 dias de crescimento, as
placas foram analisadas por contador de coldnia automatico Scan® 1200
(Interscience™) e fotografadas utilizando o software Scan®, da mesma marca.

3.9.2 Acumulo de xilose intracelular

As leveduras foram recuperadas a partir de estoque de glicerol mantido
a -80°C e plaqueadas em meio solido YNB contendo 2% de maltose e 100
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ug.L™? de histidina e uracila (YNBMHU). Nesse momento foram utilizadas as
leveduras EBY-Transportador, nas quais os plasmideos inseridos conferem a
habilidade de produzir triptofano e uracila, suprindo as necessidades
auxotrdficas da linhagem. As placas foram incubadas em estufa a 28°C por 72
horas. Entdo, foram feitos pré-indculos em 5 mL de meio YNBMHU e
incubados a 28°C e 200 rpm por 48 horas. Os indculos foram transferidos para
50 mL do mesmo meio. Apds 24 horas de crescimento nas mesmas condigdes,
as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com agua destilada estéril
e inoculadas em 50 mL de meio YNB + Xilose (40 g.L™) + Histidina + Uracila
em Erlenmeyer de 125 mL. As células foram crescidas a 28°C e 200 rpm,
sendo retiradas aliquotas de 5 mL nos tempos: 30 minutos, 60 minutos, 120
minutos e 24 horas apds o inéculo. As aliquotas foram lavadas duas vezes em
agua destilada, ressuspendidas em agua deionizada e mantidas em shaker a
37°C e 250 rpm durante 48 horas. A concentragdo celular durante o
experimento foi de aproximadamente 1,5 g.L?. Os sobrenadantes das
suspensdes celulares foram analisados em HPLC. Xilose e xilitol foram
medidos para a andlise do acUcar acumulado intracelularmente. (Hector et al.
2008, Du et al. 2010, Wang et al. 2015a)

3.9.3 Curva de crescimento em glicose

Para teste de crescimento em glicose como Unica fonte de carbono, as
linhagens testadas foram recuperadas de estoque a -80°C e plaqueadas em
meio YNB + Maltose + His + Ura e crescidas por 48 horas em estufa a 28°C.
Foi entdo feito um pré-inéculo em 10 mL de meio YNBMHU, crescido por 48
horas em shaker a 28°C e 200 rpm. As células foram entdo lavadas duas vezes
e transferidas para 50 mL de meio YNB + Glicose (20 g.L™") + His + Ura
(YNBGHU) em frascos Erlenmeyer de 125 mL e foram incubados em shaker a
28°C e 200 rpm. A cada 24 horas de experimento foram retiradas aliquotas

para determinagcéo de DO600,, e metabdlitos.
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3.9.4 FermentacgOes com alta densidade celular

Nessa etapa, foram utilizadas as linhagens EBY-XIXK-Saico e EBY-
XIXK-p425@, as quais carregam trés plasmideos, necessitando apenas a
suplementacdo com histidina. As linhagens foram inoculadas em 10 mL de
meio YNBMH em tubo Falcon de 50 mL e incubadas em shaker a 200 rpm e
28°C por 24 horas. As células foram entéo transferidas para 250 mL do mesmo
meio de crescimento em Erlenmeyer aletado de 1 L. Apds 48 horas de
crescimento, as células foram lavadas duas vezes, as densidades celulares
foram uniformizadas, buscando-se trabalhar com DO600,, = 15 (6,6 g.L™ de
células). As células foram entdo inoculadas em 50 mL de meio YNB,
suplementado com histidina e xilose e/ou glicose, em frascos de 125 mL.
Foram realizadas fermentacdes e cofermentacdes com diferentes quantidades

de acucares, conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Quantidades de xilose e glicose utilizadas nas fermentacdes
com alta densidade celular.

Tipo de Fermentagé&o Xilose (g.L™) Glicose (g.L™)
Cofermentacéo 5 5
20 20
20 10
30 15
Fermentacao 10
15

As fermentacgdes foram realizadas em triplicata a 28°C e 200 rpm.

3.10 DETERMINACAO DA BIOMASSA CELULAR

A metodologia a seguir foi adaptada de Knychala 2017.

Para determinacdo da biomassa celular da linhagem de S. cerevisiae
utilizada nesse trabalho, foi realizado um pré-inéculo em 10 mL de meio YPM,
crescido a 28°C e 200 rpm por 24 horas. As células foram entéo inoculadas em
100 mL do mesmo meio em frasco Erlenmeyer de 250 mL. Apés 24 horas de
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crescimento, a DO600,,, foi medida. Volumes de 5, 10 e 15 mL, em duplicata,
foram filtrados em membrana de nitrocelulose de 0,45 um por meio de bomba a
vacuo. As membranas foram pesadas antes da filtracdo das células. ApGs duas
lavagens com agua destilada, as membranas foram secadas em estufa a 55°C
por 72 horas. Dessa maneira foi possivel obter o peso seco das células em g.L
! (Xg . L-1) e o Fator de Conversao (FC) a ser utilizado nos experimentos
(Equacbes 1 e 2).

(1) X g t-1=[(Mmc - M) / V] . 1000

X ¢ 11 = Peso seco das células em g.L™;

Mme = Massa da membrana com células filtradas, em gramas;
mm = peso da membrana antes da filtragem, em gramas;

V = Volume filtrado em mL

(2) FC=Xg. 11/ DO600m
FC = Fator de convers&o de DO600,, para massa seca em g.L™;
DO600,, = Absorbancia medida a 600 nm;

Logo, para 0os proximos experimentos, a absorbancia das amostras foi medida
a 600 nm, e entdo esse valor foi multiplicado pelo FC, obtendo-se assim a

biomassa celular (Equacéo 3).

(3) Bcelular = Abs600 nm. FC
Beeluiar = Biomassa celular, em g.L™

Abs600,,n = Absorbancia da amostra a 600 nm.

3.11 ANALISE DE METABOLITOS

Os metabdlitos foram analisados por método HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia). Foram retiradas aliquotas de 1 mL dos
experimentos realizados. Duzentos e cinquenta microlitros dessas aliquotas
foram diluidos em 750 pyL de agua deionizada, para uma diluicdo final de 4

vezes. As amostras foram analisadas em sistema HPLC para os metabdlitos:
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etanol, glicerol, glicose, xilose e xilitol. O equipamento usado foi o Acquity
HPLC H Class Waters, equipado com coluna Aminex® HPX-87H (empresa Bio-
Rad) mantida a 45°C durante a o processo de andlise. A fase movel utilizada

foi acido sulfdrico 5 mM a um fluxo de 0,6 mL/minuto.

3.12 CONSTRUCAO DE MODELOS TRIDIMENSIONAIS

Os modelos tridimensionais dos transportadores foram construidos
pelo portal RaptorX, utilizando a opcao: RaptorX Structure Prediction (Peng &
Xu 2011, Wang et al. 2012, Ma et al. 2013). As estruturas foram visualizadas e
editadas por meio da utilizacdo do software PyMol (Schrodinger®©),
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4 RESULTADOS

41 SELECAO DOS GENES PUTATIVOS CODIFICANTES PARA
TRANSPORTADORES

A fim de se escolher novos transportadores que permitam o transporte
de xilose por S. cerevisiae, foram selecionados novos genes putativos a partir
de uma analise de similaridade em banco de dados. Para isso, o transportador
Hxt11l (Shin et al. 2011) foi utilizado como base para a identificacdo de genes
semelhantes em fungos de interesse (Figura 7). Essa escolha foi baseada na
associacdo desse transportador a uma maior afinidade por xilose do que por
glicose, indicando seu potencial para a utilizagdo no aproveitamento de
hidrolisados lignocelulésicos, por meio de cofermentacdo dos acucares (Shin et
al. 2011).

A partir da arvore filogenética e matriz de distancia construidas, foram
escolhidos 3 genes putativos: um gene com homologia alta, um com homologia
intermediaria e um com baixa homologia em relacdo a Hxtll. Foram entdo
escolhidos os transportadores: 132|Tordel, oriundo de Torulaspora delbrueckii,
com alta homologia a Hxtll (0,15 substituicGes por sitio), 23154|Cantal,
pertencente a Candida tanzawensis de homologia intermediaria (0,47
substituicbes por sitio) e 63870|Saicol, de Saitoella complicata e que
apresenta baixa homologia ao gene de referéncia (0,74 substituicées por sitio)
(Figura 7) (Tabela 10) (Tabela 11).

Tabela 10. Estimativas de divergéncia evolutiva entre as proteinas
utilizadas nesse trabalho. Na matriz estdo retratados o nuamero de
substituicdes de aminoacidos por sitio.

Hxtll | Torde | Canta | Saico

Hxt11l

Torde 0,15

Canta 0,47 0,43

Saico 0,74 0,74 0,75

50



0,20

27984|Picst3
4{ 27983|Picst3
64741|Picst3

000373|A5
66414|Picst3
L 23154|Cantal A
000471|Schlig

966|Lodelo1

—ij 419|CIaIu1 2
37583 |Metbi1
105528|Cante
13623|Hypbu1
004563|Meycar
5293|Meygu
003863|A9
1574|Debha

_|j 1 66494|Hypbu1
4476|Cantal

2941|Debha1
004654 |Meycar
5196|Meygu1

32466|Metbi1

— ——— 1266]|Lodelo1
L 1267|Lodelo1

127376|Cepall 1
478196|Cepfr1 1

48593|Pacta1 2

36644|Picpal
—{=2c0iiCanan
815|Kurcal

| 71456|Picme2

66929|Dekbr2
13736|Hanpo2
5697|Canar1
27459|Canar1

2222|Sacce

— [ 0oaioacesd
3130|Torde1

{ 3027|Kazaf1
3028|Kazaf1
_: 3024| Kazaf1
4100|Sacce1
2922|Torde1
I_|:41 78|Kazaf1
4304 |Kazaf1
4{ L 3657|Kazaf1
3023|Kazaf1
3022|Kazaf1
543|Kazaf1
3055|Sacce
1375|Sacce1
1376|Saccel

3211|Sacce1
L 5480|Sacce1 4
3132|Torde
L | A

3133|Torde1

151099|Cepal 1

]

68500|Nadfu1

70401|Yarli1

R

104960|Ascrui

4286|Schpo
4446|Tapde1 1

63870|Saico1 A

Figura 7. Arvore filogenética com os 63 genes codificantes para

transportadores de membrana prospectados nesse trabalho. A arvore foi

construida por meio de alinhamento em programa MAFFT e construida pelo

software Fasttree (Nakamura et al. 2018; Price et al. 2009). Os triangulos

vermelhos representam os genes utilizados nesse trabalho.
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Tabela 11. Genes que codificam para transportadores selecionados nesse
trabalho.

Organismo de Tamanho NCBI Reference
Gene ) Mutacao
origem (pb) Sequence
Saccharomyces
HXT11 o 1727 N366T NP_014486.1
cerevisiae
Candida
tanzawensis
CANTA1 1679 N354T XP_020063167.1
(Suhomyces

tanzawensis)

Saitoella
SAICO1 _ 1502 N315T XP_019026310.1
complicata
Torulaspora
TORDEL1 B 1727 N365T XP_003681684.1
delbrueckii

Foi demonstrado que uma mutacdo na treonina de posicdo 366 €
responsavel por alterar a cinética e afinidade do transportador Hxtl1,
aumentando a afinidade por xilose enquanto a afinidade por glicose diminuiu
significativamente (Shin et al. 2011). Sendo assim, para identificar se este
residuo de aminoacido se encontrava conservado nas sequéncias
selecionadas, por meio do software PRALINE, foi realizado um alinhamento
entre as quatro sequéncias dos transportadores a serem trabalhados (Figura
8).

Segundo o alinhamento, em todas as posi¢6es correlatas a posicéo
366 de Hxtll se localizava uma asparagina. Logo, todas as sequéncias
sintetizados para esse trabalho tiveram a asparagina mutada para uma
treonina, resultando em: 23154|Cantal Mutacdo: N354T; 63870|Saicol
Mutacdo: N315T; 5480|Saccel Mutacdo: N366T; 3132|Tordel Mutacao: N365T
(Figura 8) (Tabela 11).

A partir desse alinhamento também foi possivel observar o grau de
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos dos transportadores. Assim
como a arvore e a matriz de distancia indicaram, as proteinas Hxtll e Torde
sdo bastante similares, enquanto o transportador Canta apresenta menor

similaridade entre os dois anteriores. Saico por sua vez é bastante diferente
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das outras trés proteinas (Figura 8). O alinhamento revelou, em porcentagem,
as similaridades entre as sequéncias de aminoécidos prospectadas em relacao
a Hxtll, sendo elas: Torde: 78,98%; Canta: 55,58%; Saico: 46,42%. Esses
resultados vao de acordo com as diferencas observadas na matriz de distancia
construida (Tabela 10).

Em geral, as regibes N e C terminal sdo as por¢gbes menos
conservadas entre as proteinas (Figura 8).
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de transportadores selecionados
nesse trabalho. O alinhamento foi realizado pelo software PRALINE (Heringa
1999). Em destaque (caixa preta) estdo os aminoacidos referentes a
asparagina na posicdo 366 de Hxtll, os quais foram mutados para uma
treonina nos genes sintetizados. Azul escuro: menos conservado (0); Verde:
intermediario (5); Vermelho: mais conservado (10).
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A partir da utilizacdo do software PRALINE, também foi feita uma
predicdo dos segmentos transmembrana dos transportadores estudados
(Figura 9) (Kall et al. 2005). Foi observado que as 4 proteinas sdo compostas
por 12 dominios transmembrana, sendo que as regifes correspondentes a
esses dominios apresentam um grau de conservacao relativamente alto (Figura
9). Em média, os segmentos transmembrana observados sdo compostos por
20 aminoéacidos. E importante notar uma clara divisio entre os dominios N
(composto pelos TMs 1 a 6) e C (TMs 7 a 12). Esses dois dominios sdo
separados por uma regido de 68 residuos de aminoacidos, formadores do
dominio ICH.

Também foi feita uma predicdo da estrutura secundaria das proteinas.
Assim como o esperado, a maior parte dessa regido € formada por longas
hélices, que vao formar uma estrutura tubular, pela qual passaréo as moléculas
transportadas. Também fica visivel a presenca de 4 hélices entre os dois
dominios (Figura 10).

Acerca da estrutura geral da proteina, nota-se que os aminoacidos que
flanqueiam os segmentos transmembrana séo, em geral, aminoacidos bastante
hidrofilicos como: arginina (R), treonina (T), aspartato (D), glutamina (Q) e
acido glutamico (E). Isso indica que essas por¢cdes marginais provavelmente
estdo em contato com o citoplasma e matriz extracelular. Enquanto os
segmentos transmembrana sdo caracterizados por aminodcidos mais
hidrofébicos, uma vez que ndo ficam em contato com o0 meio aquoso que

cercam a membrana celular.
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Figura 9. Predicdo dos dominios transmembrana dos transportadores
utilizados nesse trabalho (Kall et al. 2005). Os aminoacidos destacados em
verde sdo as posi¢cdes dos segmentos transmembrana, enumerados nas caixas
pretas antes de cada segmento. Nota-se que os aminoacidos mutados estao
presentes no dominio transmembrana 8 em todos os transportadores
analisados.
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Figura 10. Predicdo da estrutura secundéaria dos transportadores
utilizados nesse trabalho. Foram utilizadas as metodologias DSSP (Kebsch &
Dander 1983) e PSIPRED (Jones 1999). Em vermelho estdo destacados os
segmentos peptidicos que assumem a conformacéo helicoidal, em azul as
estruturas que assumem a estrutura de folha-B pregueada e sem destaque
estdo os aminoacidos que nao formam nenhuma dessas estruturas, formando
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as alcas que conectam as hélices. Foram observadas, além das hélices
correspondentes aos 12 segmentos transmembrana, 4 hélices entre o
segmento 6 e 7, além de uma pequena hélice na porcdo C terminal,

caracterizando o dominio ICH.

4.2 CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS DE EXPRESSAO

Nesse trabalho, escolheu-se expressar o0s transportadores de
membrana em plasmideos epissomais sob o0 controle de promotores
constitutivos fortes, como o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) e o
fator de elongacdo EF-1 alfa (TEF). Inicialmente, os genes sintetizados foram
clonados no plasmideo p425-GPD (Mumberg et al. 1995) (Figura 11). A mesma
estratégia foi utilizada para todos os genes (Tabela 12)

Apbs a digestéo, ligacdo dos fragmentos e transformacdo em E. coli, foi
feita uma extracdo plasmidial e restricdo dos plasmideos com as enzimas
BamHI e Pstl para verificacdo da correta integracdo dos genes nos plasmideos.
Os tamanhos esperados dos genes sédo: HXT11: 1727 pb, CANTAL1: 1679 pb,
SAICO1: 1502 pb e TORDEL: 1727 pb. Uma andlise eletroforética dessas
restricbes revelou a presenca dos genes em seus tamanhos corretos (Figura
12).

Tabela 12. Plasmideos de expressdo em S. cerevisiae construidos nesse
trabalho.

Plasmideo Descricao Referéncia

Pcepp-SCHXT11-Teyc,
p425 — Hxt1l o Este trabalho
ampR, LEU2, 2 p origin

Pepp-CtCANTAL-Tcvc,
p425 — Canta o Este trabalho
ampR, LEUZ2, 2 u origin

. Pcepp-ScSAICO1-Teye,
p425 - Saico o Este trabalho
ampR, LEU2, 2 p origin

Pepp-TATORDE1-Tcyc,
p425 - Torde o Este trabalho
ampR, LEUZ2, 2 u origin

58



BamHI (501)

pGAPZB-Saicol
4317 bp

My<
%, \

Vo
A0x1 term©2

| Digestdo

Pst1(1990) F
BamHI Pstl

~ o
= Ny, / oon . 3;)' N
o & = Ty N 3/ o \‘\\?\\ N
/i W\ Clonagem /&% N\
J \\%‘_\ / ,J
f \ ! i =\
/ A\ f /& 2\
/ L\ I g \
(& o B d° 425-GPD-Saicol L 2
I - 8 ] P - -Saico 4
[ B > 3 v
‘ ] " = \ R
¥/ Digestao P
\ VvV / \ LN
\ £ 9
N ., % < /
\¢ C e, o ¢ /
X RS 4 Ny moter /
N N\ GPD -‘.:4_.,', . \w?‘,’-. #
S s " Pst1 (3427) S
BamHI (3439)

Figura 11. Estratégia utilizada na clonagem dos genes de transportadores
em plasmideo de expressdo em S. cerevisiae. Na imagem esta sendo
representado o gene codificante para o transportador Saico. A mesma

estratégia foi utilizada para todos os 4 genes utilizados.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) confirmando a clonagem
dos genes de transportadores em plasmideo epissomal p425-GDP
utilizando os sitios de restricdo BamHI e Pstl. O marcador molecular
utilizado foi o GeneRuler™ DNA Ladder Mix da empresa Thermo Scientific. Os
tamanhos esperados sdo: HXT11: 1727 pb, CANTAL1: 1679 pb, SAICO1: 1502

pb e TORDEL: 1727 pb.
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4.3 EXPRESSAO DOS TRANSPORTADORES EM S. CEREVISIAE

Apés a construcdo dos plasmideos, foi realizada a transformacéo
desses vetores na levedura S. cerevisiae EBY.VW4000. Em um primeiro
momento, os plasmideos p425-GPD abrigando os genes de transportadores
foram inseridos juntamente com o plasmideo p424-GPD, sendo o0s
transformantes selecionados em meio YNBM + Histidina + Uracila. O
plasmideo p424-GPD foi utilizado na transformacéo para evitar a necessidade
de suplementar o meio com triptofano. Foram entéo geradas 4 novas linhagens
EBY-Transportador (EBY-Hxtl1l, EBY-Canta, EBY-Saico e EBY-Torde), além
de uma levedura controle negativo com os plasmideos p424-GPD e p425-GPD

vazios, ou seja, sem genes codificantes para transportadores (EBY-p4259).

4.4 CARACTERIZACAO DE CRESCIMENTO EM PLACA CONTENDO
DIFERENTES FONTES DE CARBONO

As linhagens de S. cerevisiae EBY-Hxtll, EBY-Canta, EBY-Saico,
EBY-Torde e EBY-p425@0 foram analisadas quanto a sua capacidade de
crescimento em diferentes fontes de carbono. Inicialmente, essas leveduras
foram inoculadas, em diluicbes seriadas, em placas contendo meio minimo, 0s
aminoécidos suplementares e apenas uma fonte de carbono, sendo elas:
frutose, glicose, maltose, sacarose e xilose.

Como esperado, todas as linhagens conseguiram crescer em maltose,
uma vez que o transporte desse agucar ocorre através de transportadores
especificos, codificados por genes MALX1 (X representa um dos cinco loci
MAL presente em S. cerevisiae)(Van Leeuwen et al. 1992, Naumov et al. 1994,
Brondjik et al. 2001, Hatanaka et al. 2009, Henderson & Poolman 2017)
presentes na levedura e, portanto, ndo depende dos transportadores deletados
(Figura 13 B) (Brondjik et al. 2001). Foi entdo observado que, quando avaliado
0 crescimento em glicose e sacarose, apenas as linhagens contendo os
transportadores Canta e Saico apresentaram capacidade de crescimento
(Figura 13D e E).

As linhagens EBY-Hxtll e EBY-Torde ndo foram capazes de crescer

em nenhum acucar. Por ser o controle positivo desse trabalho, esperava-se
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que EBY-Hxtl1 fosse capaz de crescer pelo menos em glicose, uma vez que
esse fendtipo foi observado no trabalho que identificou esse transportador
como um gene criptico pela primeira vez (Shin et al. 2015). Como EBY-Torde
contém o gene mais semelhante a Hxtll, era esperado que essa linhagem
também apresentasse o fendétipo de crescimento.

Quando analisados sob a disponibilidade de frutose ou xilose como
fonte de carbono, nenhuma linhagem apresentou crescimento (Figura 13C e F).
E importante lembrar que nesta etapa a via de metabolismo de xilose ndo havia
sido inserida nas leveduras, impossibilitando uma analise completa do
funcionamento ou ndo dos transportadores para internalizagcédo dessa pentose.

Como esperado, a linhagem controle negativo, construida com os
plasmideos p424-GPD e p425-GPD vazios, apresentou crescimento apenas na
placa contendo maltose como Unica fonte de carbono. Confirmando que essa
linhagem, sem a insercdo de genes codificantes para transportadores, ndo é

capaz de internalizar hexoses (Figura 13).
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Figura 13. Crescimento de linhagens EBY-Transportador em meio solido
contendo apenas um acucar como fonte de carbono. A) Modelo
esquematico do plagueamento e das diluicbes realizadas a partir de um pré-
indculo. Foram testados os diferentes aclicares: B) Maltose 20 g.L™, C) Frutose
20 g.L™, D) Glicose 20 g.L™, E) Sacarose 20 g.L™* e F) Xilose 40 g.L™.
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4.5 ACUMULO DE XILOSE INTRACELULAR

Concomitantemente ao experimento em placas, foi realizado um ensaio
para determinar a capacidade de internalizacdo de xilose pelas linhagens
construidas (Hector et al. 2008, Du et al. 2010, Wang et al. 2015a). Por ainda
nao ter sido inserida a via de aproveitamento de xilose, a soma entre xilose e
xilitol obtidos a partir de analise de metabdlitos em HPLC foi considerada como
a xilose acumulada.

O xilitol foi considerado nessa conta porque S. cerevisiae apresenta o
gene GRE3 em seu genoma, responsavel por codificar uma aldose redutase
capaz de reduzir xilose. Logo, essa levedura é capaz de, nativamente, produzir
pequenas quantidades de xilitol a partir da xilose consumida. A analise de
metabdlitos em HPLC revelou que a linhagem EBY.VW4000 transformada com
o plasmideo contendo o transportador Saico apresentou uma capacidade de
internalizacdo de xilose consideravelmente maior que as outras linhagens
(Figura 14).

A comparacdo das concentracdes de xilose internalizada indica
claramente que o transportador Saico atua no transporte de xilose. De fato, o
acumulo de xilose aumentou de 39,18 * 0,52 MQ.gpeso seco celuiar — €M 30 min
para 75,67 * 4,38 My.Jpeso seco celular L €M 24 horas (Figura 14).

Os transportadores Hxtl1l, Torde e Canta ndo foram responsavies por
permitir a internalizac@o consideravel de xilose nesse experimento (Figura 14).

Uma vez que nesse momento nao foram feitas comprovagdes por meio
de PCRs de colbnia, a selecdo foi realizada apenas pela auxotrofia da
levedura, permitindo serem elaboradas algumas hipéteses acerca do nao
funcionamento dessas linhagens. Apesar de ser um evento raro, a perda de
gene por recombinacdo é uma possivel explicacdo para o ndo funcionamento.
A utilizacdo de dois plasmideos com regibes idénticas, como promotor,
terminador e origem de replicacdo pode contribuir para esse evento de
recombinacdo. Uma PCR de colbnia ou sequenciamento seriam experimentos
capazes de elucidar essa hipotese. Também podem ser feitos estudos dos
transcritos da linhagem, uma vez que o problema pode estar ligado ao sistema
de transcricdo. Tendo em vista esses resultados, os transportadores Canta e

Saico foram escolhidos para serem utilizados nos préximos experimentos.
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Entretanto, isso ndo significa que os demais transportadores escolhidos devam
ser descartados. O ndo funcionamento dessas linhagens nos ensaios
anteriores pode ser decorrente de diversos fatores. E preciso ter certeza que o
gene realmente foi inserido na linhagem, bem como se ele estd sendo
transcrito, ou até mesmo se o transportador ndo esta sofrendo ubiquitinacao e

degradacdo antes de chegar a membrana celular.

90
80
70
60
50
40
30

20

Xilose + Xilitol (mg + Bpeso seco celular'l)

10

EBY-Hxt11 EBY-Canta EBY-Saico EBY-Torde EBY-p4250
Linhagens

Figura 14. Capacidade de internalizacdo de xilose por linhagens de S.
cerevisiae transformadas com genes putativos para transportadores de
xilose. As barras de erro representam as variagdes entre as triplicatas. Azul:

30 minutos, vermelho: 60 minutos, verde: 120 minutos, roxo: 24 horas.
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46 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE CRESCIMENTO DAS
LINHAGENS EBY-CANTA E EBY-SAICO EM GLICOSE

Dado o crescimento das linhagens EBY-Canta e EBY-Saico nos
experimentos com meio solido (Figura 13) e a capacidade de internalizar xilose
por EBY-Saico (Figura 14), foi realizado um experimento para avaliar a cinética
de crescimento das leveduras em meio minimo liquido contendo glicose 20 g.L
! Foi observado que a linhagem EBY-Saico apresentou crescimento e um
consumo de 15,29 + 2,43 g.L™ de glicose em 144 horas. Também foi observada
uma producéo de glicerol de 2,05 + 0,28 g.L™Y. Nenhuma quantidade de etanol
foi detectada (Figura 15A).

Por outro lado, a linhagem EBY-Canta ndo apresentou o mesmo
fenétipo de crescimento observado nos experimentos realizados em meio
sélido (Figura 13D, Figura 15B). Existe a possibilidade de recombinacao dos
plasmideos, uma vez que a linhagem foi replicada e colocada a crescer em
meio liquido, fazendo com que o transportador fosse perdido. Sabe-se que S.
cerevisiae apresenta a tendéncia de realizar recombina¢cdes homologas, e
nesse caso estdo sendo inseridos dois plasmideos (p424GPD e p425-GPD ou
p425-Canta ou p425-Saico) contendo tanto o promotor GPD como o terminador
CYC. Tendo duas sequéncias idénticas, as chances dessa levedura estar
recombinando e mantendo apenas o plasmideo com a marca de selecdo
auxotréfica sdo relativamente altas (Ma et al. 1987, Mizutani 2014, van
Leeuwen et al. 2015). Também ndo pode ser descartada a possibilidade de
contaminacdo no experimento em placas. A realizacdo de novas replicatas
deverdo ser feitas a fim de esclarecer os resultados obtidos, positivos e
negativos.

Conforme esperado, a linhagem controle negativo ndo apresentou
crescimento ou consumo de acgucar (Figura 15C).

Tendo em vista esses resultados, o transportador Saico foi escolhido

para ser utilizado nos testes posteriores.
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Figura 15. Curva de crescimento de linhagens (A) EBY-Saico, (B) EBY-

Canta e (C) EBY-p4250 em glicose. O cultivo foi realizado em meio YNB,
suplementado com uracila e histidina e adicionado de 20 g.L™" de aclcar de
glicose como unica fonte de carbono. Os crescimentos foram iniciados com
uma DO600,, = 2. As barras de erros em A e B representam as variacdes
entre triplicatas. A curva de crescimento com EBY-p425@ foi realizada em
duplicata. Estdo representados nos gréaficos: Biomassa (preto, circulo), Glicerol

(roxo, triangulo) e Glicose (verde, quadrado).
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4.7 FERMENTACOES COM ALTA DENSIDADE CELULAR

A fim de confirmar a funcionalidade do transportador em levedura
capaz de metabolizar xilose, a linhagem EBY.VW4000 foi transformada né&o
apenas com o0s plasmideos p425-GPD-Saico, como também com os
plasmideos p424-XI e p426-XK, introduzindo os genes xylA de Pyromyces sp.
e XKS1 de S. cerevisiae. A introducdo dos genes xylA e XKS1 é responsavel
por permitir a utilizacdo de xilose pelas leveduras por meio da via da Xilose
Isomerase. Nesse passo, foram geradas 2 linhagens: EBY-XIXK-Saico,
contendo a via de aproveitamento de xilose e o transportador Saico, e EBY-
XIXK-p425@ contendo os plasmideos com a via da metabolizacé@o de xilose e o
plasmideo p425-GPD sem transportador. Primeiramente foram inseridos os
plasmideos contendo a via de metabolizacdo da xilose e, em uma segunda
transformacao, foi inserido o transportador e o plasmideo p4254@.

A confirmacgéo da presenca desses plasmideos com 0s genes na nhova
linhagem foi realizada por meio de PCR de colénia (Figura 16). Nessa PCR
foram utilizados oligonucleotideos que amplificam especificamente os genes
xylA e XKS. Além disso, foram utilizados oligonucleotideos responsaveis por
amplificar fragmentos a partir da porgcao terminal 3' do promotor GPD e da
porcao inicial 5' do terminador CYC. Apds o processo de PCR, uma analise
eletroforética revelou, para um transformante, bandas condizentes aos
tamanhos de fragmentos esperados (Figura 16). Dessa maneira, foi possivel
confirmar que os plasmideos e genes foram corretamente inseridos nas
leveduras transformadas. Os tamanhos esperados dos fragmentos séo: 1,4 kb
para o fragmento amplificando xylA e 1,8 kb para o fragmento de XKS1 (Figura
16A). Para a PCR de coldnia amplificando o promotor GPD e terminador CYC,
espera-se que a PCR amplifique dois fragmentos, um relativo ao gene xylA
flanqueado por GPD e CYC e outro relativo ao gene SAICOL1 flanqueado pelo

promotor e terminador (Figura 16B).
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Figura 16. Eletroforese com os produtos da PCR de colb6nia para
confirmacdo da presenca dos genes xylA, XKS1 e SAICO1 na levedura
EBY-XIXK-Saico. (A) Amplificagdo dos genes xylA e XKS. Os controles
positivos utilizados foram os plasmideos p424-XI e p426-XK (descritos na
secdo de materiais e métodos nesse trabalho). (B) Amplificacdo dos genes xylA
e SAICOL1 a partir do promotor GPD e terminador CYC. Como controle postivo
foi utilizado o plasmideo p425-Saico, construido nesse trabalho. A colbnia 3
revelou todas as bandas esperadas, do mesmo tamanho que os controles
utilizados. O marcador molecular utilizado foi 0 GeneRuler DNA Ladder Mix

(Thermo Scientific).
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Apoés a confirmacdo da presenca dos genes na colbénia 3 (Figura 16),
foram realizadas fermentacbes com altas densidades celulares a fim de
mensurar a capacidade fermentativa dessa levedura. Para isso, foram
realizadas fermentacées em meio YNB suplementado com histidina e contendo
xilose como Unica fonte de acucar. Foram realizadas fermentacdes com 10 e
15 g.L! de xilose. A andlise dos metabdlitos por HPLC revelou que essa
linhagem néo foi capaz de consumir xilose quando esse agucar é a Unica fonte

de carbono presente no meio (Figura 17).
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Figura 17. Fermentacdo de EBY-XIXK-Saico (A,B) e EBY-XIXK-p425@ (C,
D) em meio YNB, suplementado com histidina e contendo xilose como
Unica fonte de carbono. As barras de erros representam as variacdes entre
as triplicatas. Estdo representados Figura: Biomassa (preto, circulo), Xilitol

(azul, triangulo) e Xilose (vermelho, triangulo).

Como o consumo de glicose favorece o metabolismo microbiano e
aumenta as taxas de conversao de xilose (Olofsson et al. 2008, Runquist et al.
2010), decidiu-se avaliar o desempenho da linhagem em experimentos de

fermentacdo com a presenca glicose e xilose como fontes de carbono. Para
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tanto foram realizadas fermentacbes em batelada usando diferentes
concentracbes dos acgucares e altas densidades celulares. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Foram realizadas quatro fermentacdes utilizando
as linhagens EBY-XIXK-Saico e EBY-XIXK-p425@. A DO600,, inicial utilizada
nas fermentacdes variou de 13 a 20.

Ao analisar os resultados, confirmou-se que a linhagem controle nao foi
capaz de consumir nem glicose e nem xilose, conforme esperado (Figura 18 E;
F; G; H). Observou-se que, em concentracdes iguais, 0s acucares Ssao
consumidos concomitantemente pela linhagem S. cerevisiae EBY-XIXK-Saico
(Figura 18A e B). ApGs 120 horas de fermentacdo com aproximadamente 25
g.L™" de acucar disponivel, a linhagem conseguiu consumir 60% da glicose e
53% de xilose disponivel, enquanto consumiu praticamente todo acucar
presente no meio apdés o mesmo periodo de tempo, quando disponibilizado
apenas 5 g.L™ dos aclcares (Figura 18A e B, Figura 19A e B).

Nas fermentaces com aproximadamente duas vezes mais xilose que
glicose, novamente observou-se que o consumo dos dois acgUcares ocorre
concomitantemente, e 0 aumento das concentracdes ndo alterou o perfil de
consumo dos acUcares (Figura 18C e D, Figura 19C e D). A velocidade e
quantidade do consumo dos acuUcares foi maior quando suas concentracfes
iniciais eram maiores (Tabela 13). Ao longo de todos o0s processos
fermentativos, ndo foi observada uma alteracdo significativa no crescimento
celular. Além disso, o principal produto obtido nessas fermentacg6es foi o xilitol,
alcancando um rendimento de 0,62 + 0,07 (Tabela 13). Em fermenta¢cbes com
aproximadamente 25 g.L™ de glicose e xilose, foi observada uma pequena
producdo de etanol (Figura 18B). No entanto, diferentemente da curva de
crescimento realizada anteriormente, apenas com a presenga de glicose como

fonte de acucar, ndo foi observada a producao de glicerol.
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Figura 18. Cofermentacéo das linhagens EBY-XIXK-Saico (A, B, Ce D) e
EBY-XIXK-p425@ (E, F, G e H). As fermentacdes foram realizadas em frasco e
sob as condicbes: 28°C e 200 rpm em meio sintético com a adicao de histidina,
glicose e xilose em diferentes concentracdes. As barras de erros representam
as variacoes entre as triplicatas realizadas para cada fermentacéo. Em F estéo
reportados os dados em duplicata devido a uma contaminagdo em uma
replicata. Biomassa (preto, circulo), Etanol (laranja, losango), Glicose

(quadrado, verde), Xilitol (azul, tridangulo) e Xilose (vermelho, triangulo).
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Figura 19. Consumo de acUcares por EBY-XIXK-Saico (A, B, Ce D) e EBY-
XIXK-p4259 (E, F, G e H). As barras brancas representam as quantidades
totais de aclUcares presente no inicio da fermentacdo. Em azul estdo
representadas as quantidades de acucares consumidos apds 166 horas. As
porcentagens representam a propor¢do entre agucar consumido e acgucar

disponivel.
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Tabela 13. Cofermentacédo de xilose e glicose pela linhagem EBY.VW4000 transformada com plasmideos contendo os
genes para o aproveitamento de xilose via XI-XK, além do transportador Saico.

Acucar Inicial

Acucar Consumido

Velocidade de Consumo

(g.Lh (g.Lh (g.L*.hh Xilitol Rendimento -
Produzido  Xilitol/Xilose P(md”t_'l‘"dh"’_‘?)e
. . . . . _ (g.L?Y g.g9? 9-9°-
Glicose Xilose Glicose Xilose Glicose Xilose
5,62+027 6,35+ 0,40 5,57 + 0,26 5,90 + 0,45 0,03+0,00 0,03+ 0,00 3,64+021 0,620,07 0,0 £0,0
23,9+1,91 22,32+221 16,65 + 3,07 13,27 + 3,17 0,10 +0,02 0,08 + 0,02 803+1,26 0,61+0,06 0,01+0,01
9,05+0,34 15,03+ 1,57 7,63 +0,37 6,65 + 1,01 0,05+0,00 0,04+ 0,01 2,48+0,05 0,38+0,06 0,0+0,0
15,41+ 1,40 26,34 +1,07 11,17 + 0,96 9,32 + 1,07 0,07+0,01 0,06 + 0,01 4,84+0,87 0,53+0,15 0,0+0,0
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4.8 MODELAGEM TRIDIMENSIONAL DOS TRANSPORTADORES

A modelagem tridimensional revelou estruturas muito semelhantes
entre eles. Além dessa modelagem ser feita de acordo com homologias com
um transportador base, a organizacdo dessa proteina € bastante conservada
dentro da superfamilia MFS. No entanto, podemos ter mais uma confirmacgéo
que esses transportadores seguem o0 modelo de 12 segmentos
transmembrana, divididos em 4 trincas e 2 dominios (Figura 20).

A predominancia de hélices coloca em evidéncia a estrutura tubular, na
qual as hélices se organizam de maneira a criar uma espécie de tunel para a
passagem de moléculas (Figura 20).

Também pode ser observada a presenca do dominio intracelular helical
(ICH), formado por hélices conectando os dominios N-terminal e C-terminal,
juntamente com uma hélice na por¢cdo C-terminal dessa proteina (Figura 20).
Esse dominio é caracteristico de proteinas pertencentes a familia Sugar Porter
e forma um tipo de portdo na porcéo citoplasméatica desse transportador (Figura
20).
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Figura 20. Representacado tridimensional dos transportadores utilizados
nesse trabalho. (A) Hxtll, (B) Torde, (C) Canta e (D) Saico. Estéo
representados os segmentos transmembrana: TMs 1-3 em azul, TMs 4-6 em
verde, TMs 7-9 em vermelho e TMs 10-12 em amarelo. O dominio ICH esta
representado em laranja. Estdo representadas as perspectivas: lateral
(esquerda), extracelular (centro) e intracelular (direita).
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5 DISCUSSAO

Nesse trabalho, foi encontrado, a partir de analises bioinformaticas, um
transportador responsavel por permitir a utilizacdo de xilose por S. cerevisiae
qguando fermentada juntamente com a glicose. O progresso apresentado nesse
trabalho pode oferecer uma nova abordagem para estudos que visam um
aproveitamento concomitante de xilose e glicose em processos fermentativos.
Previamente, foram identificados outros transportadores de xilose com essa
capacidade. Porém, esse foi o primeiro transportador identificado da espécie
Saitoella complicata, uma levedura cujo parente mais proximo é a levedura
Schizosaccharomyces pombe (Riley et al. 2016).

Primeiramente, foram selecionados, entre os 63 transportadores
prospectados, 3 novos candidatos a transportadores de xilose. Foram
realizados alinhamentos e predi¢cdes dos segmentos transmembrana (TMs) a
partir das sequéncias proteicas. Esses estudos revelaram que essas novas
proteinas apresentam grande chance de pertencerem a superfamilia MFS
(Major Facilitator Superfamily). Entre essas caracteristicas esta, assim como na
maioria das proteinas dessa superfamilia, a presenca de 12 dominios
transmembrana (Reddy et al. 2012; Quistgaard et al. 2016). Esses TMs estao
separados em dois dominios, o dominio N, composto pelos segmentos 1 a 6, e
o dominio C, composto pelos segmentos 7 a 12 (Yan 2015). Além disso, pode-
se ainda inferir que essas proteinas facam parte da familia SP (Sugar Porter), a
maior e mais importante familia de transportadores de acucar (Saier Jr 2002).
Essa inferéncia pode ser feita a partir da presenca de um dominio helical
intracelular (ICH), formado por quatro hélices entre os dominios N e C, além de
uma pequena hélice na por¢do C terminal (Yan 2015). Esse dominio esta
presente em todas as proteinas presentes na subfamilia Sugar Porter (Deng et
al. 2014). O ICH é uma estrutura extremamente importante para garantir que o
portdo intracelular esteja firmemente fechado quando o transportador se
apresenta aberto para o meio extracelular (Deng et al. 2014, Yan 2015).

Apés a selecdo e analise bioinformatica, os novos genes foram
sintetizados por empresa privada. No entanto, essa sintese foi feita com uma
mutacdo de asparagina para treonina na posicdo 366 de Hxtll foi alterada

para uma treonina. Essa mutacgéo foi identificada como um fator de alteracéo
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cinética favorecendo o transporte de xilose, enquanto a afinidade por xilose foi
aproximadamente duas vezes maior (de Km = 84,2 para Km = 46,7) a afinidade
por glicose diminuiu aproximadamente 6 vezes (de Km = 33,4 para 194,4)
(Shin et al. 2015). Apesar da afinidade por xilose ndo ser tao alta, a diminuicao
da afinidade por glicose pode representar uma condicdo extremamente
vantajosa em casos de cofermentacdo, nos quais a presenca de glicose no
meio, a principio, ndo inibira o transporte da xilose para o meio intracelular.
Para uma melhor comparacéo, estudos cinéticos ainda devem ser realizados
com o0s transportadores sintetizados nesse trabalho, principalmente o
transportador Saico. Essa asparagina, localizada no segmento transmembrana
8, apesar de ndo participar diretamente na ligacdo ao substrato, j& apontou
aumentos na capacidade de transporte de xilose em transportadores como
Hxt1l e XylE (Sun et al. 2012, Shin et al. 2015). Outro estudo indicou esse
mesmo sitio, nos transportadores Gal2 e Hxt7 de S. cerevisiae, como essencial
para a mudanca de afinidade de acucares (Farwick et al. 2014). A mutacéo
desse aminoacido em levedura contendo o transportador quimérico Hxt36
também foi responsavel pela alteracdo da afinidade pelos dois acUcares
(Nijland et al. 2014). Isso indica que a afinidade por substratos ndo esta
exclusivamente ligada a amino&cidos de ligacao direta, mas também pode ser
fortemente influenciada por aminoacidos envolvidos nos processos de
transicdo de estado dos transportadores. Futuros estudos analisando esses
fatores sdo extremamente importantes para maior elucidacdo acerca desse
tema.

Foi escolhido expressar os transportadores em S. cerevisiae por meio
de plasmideo de expressdo epissomal, sob o controle de um promotor
constitutivo forte. Foi escolhido o vetor p425, com o promotor gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GPD). Essa escolha foi feita baseada em estudos que
ja haviam demonstrado que essa combinacdo era eficiente para a expressao
de transportadores em S. cerevisae. Young et al. em 2011 utilizaram a
linhagem EBY.VW4000, transformada com os genes de metabolismo de xilose
XYL1 e XYL2 de S. stipitis, para avaliar o funcionamento de 23 transportadores
heterélogos e 3 transportadores nativos e seus efeitos em S. cerevisiae (Young
et al. 2011). Nesse trabalho, utilizaram dois plasmideos sob o controle do

promotor TEF e um sob promotor GPD. De qualquer maneira, isso demonstrou
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a capacidade dessa linhagem de S. cerevisiae de expressar multiplos
plasmideos, sendo alguns sob o controle de um mesmo promotor. Essa
capacidade foi observada em diversos outros trabalhos, que também se
utilizaram da expressdao de diferentes plasmideos carregando genes
codificantes para transportadores (Li et al. 2016, Wang et al. 2015a, Wang et
al. 2015b).

Apesar de se tratar de uma levedura relativamente sensivel, a
linhagem EBY.VW4000 (Wieczorke et al. 1999) se apresentou como uma
ferramenta eficiente para o estudo de novos transportadores. Considerando o
alto grau de modificagBes genéticas realizadas nessa levedura (Solis-escalante
et al. 2015), essa linhagem nao é robusta a ponto de permitir a obtencao de
resultados e aplicacdo de condicdes semelhantes aquelas utilizadas em
processos industriais (Young et al. 2011). Para isso, um passo futuro a ser
tomado é a utilizacdo do transportador em uma linhagem de S. cerevisiae
industrial ou uma linhagem laboratorial robusta, j& condicionada ao
aproveitamento de xilose.

As linhagens expressando os transportadores EBY-Hxt11, EBY-Torde,
EBY-Canta e EBY-Saico também foram testadas para crescimento em glicose
em meio sélido, onde EBY-Canta e EBY-Saico apresentaram crescimento
bastante semelhante, enquanto nenhuma outra linhagem foi capaz de crescer
nessa condi¢cdo. Isso indica que a levedura expressando o transportador Canta
ou Saico foi capaz de transportar glicose suficiente para sustentar seu
metabolismo. Porém, quando testadas para frutose, todas as linhagens foram
incapazes de crescer. Sabe-se que o transporte dessa hexose é realizado
pelos mesmos transportadores de glicose, no entanto sua menor afinidade pela
frutose faz com que esse acucar seja utilizado em estagios finais em casos de
cofermentacdo. Essa condicdo é indesejada em casos de producao de vinho
por exemplo, uma vez que a frutose residual é responsavel por conferir uma
docura ao vinho maior do que a desejada (Berthels et al. 2006, Guillaume et al.
2007). De qualquer maneira, podemos inferir que Canta e Saico ndo sao
capazes de transportar esse monossacarideo.

Por outro lado, no ensaio realizado com o dissacarideo sacarose como
Gnica fonte de carbono, as linhagens EBY-Canta e EBY-Saico voltaram a

apresentar o fenotipo de crescimento. O metabolismo de sacarose em S.
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cerevisiae se inicia no periplasma celular, por meio da atividade da enzima
invertase, codificada pelo gene SUC2, responsavel pela hidrélise de sacarose
em frutose e glicose (Marques et al. 2016). Logo, é possivel inferir que a
sacarose presente no meio estd sendo hidrolisada e apenas a glicose
proveniente dessa reacdo esta sendo transportada e aproveitada pela célula.
Por ultimo, foi realizado um ensaio contendo xilose (40 g.L™") como
Unica fonte de carbono. Assim como esperado, nenhuma linhagem demonstrou
crescimento nas placas, isso ocorre pelo fato de néo ter sido inserido uma via
de metabolizacdo da xilose. Esses ensaios foram 6timos indicativos que 0s
genes CANTAL e SAICO1 realmente codificam transportadores de membrana
funcionais em S. cerevisiae. Por outro lado, apenas esse experimento nao
permite o descarte dos outros genes investigados, uma vez que a selecdo dos
transformantes nessa etapa foi feita apenas por meio de selecao auxotroéfica.
Dessa maneira, ndo € possivel confirmar se os genes realmente ndo séo
funcionais nessa linhagem ou se ocorreu algum problema durante a construcéo

dos plasmideos.

Um ensaio rapido demonstrou que as leveduras EBY-Hxtll, EBY-
Canta e EBY-Torde ndo sdo capazes de internalizar xilose, enquanto a
linhagem EBY-Saico apresentou um transportador ativo (Figura 14). Esse
resultado foi semelhante ao obtido por Wang et al. 2015a, onde o transportador
Mgt05860p de Meyerozyma guilliermondii foi clonado e expresso em
EBY.VW4000. Outro trabalho que se utilizou desse mesmo método foi Du et al.
2010, no qual foi utilizada a mesma linhagem EBY.VW4000 para a andlise de
transportadores An25 e Xyp29 oriundos, respectivamente, de Neurospora
crassa e Pichia stipitis (S. stipitis). Nesse caso, as leveduras contendo os
transportadores An25 e Xyp29 conseguiram acumular aproximadamente 0,7 e
0,6 mg.mL™ ap6s 24 horas a uma DO600,, = 10 (Du et al. 2010). Nos ensaios
de Saico foram utilizadas DO600,, = 3,5, acumulando em média 0,1 mg.mL™
apos 24 horas.

Quando o crescimento foi avaliado na presenca de glicose em meio
liquido, EBY-Saico manteve o fenotipo de crescimento. Enquanto isso, EBY-
Canta néo apresentou o mesmo fenotipo observado em meio sélido. A insercao

de plasmideos contendo os mesmos promotores e terminadores pode ter
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contribuido para uma possivel recombinacdo realizada pela linhagem EBY-
Canta, resultando na perda do gene e da capacidade de crescimento em
glicose.

A linhagem EBY-XIXK-Saico, a qual possui a via de metabolizacdo de
xilose, ndo foi capaz de utilizar essa pentose para crescimento quando
cultivada em meio contendo esse acucar como Unica fonte de carbono. Por
outro lado, quando na presenca de xilose e glicose no meio, essa levedura
apresentou a habilidade de fermentar os dois acucares concomitantemente.
Isso € um fenodtipo extremamente interessante, uma vez que em pProcessos
industriais,  principalmente  envolvendo  hidrolisados de  biomassa
lignoceluldsica, sdo utilizadas misturas de substratos (Hahn-Hagerdal et al.
2007).

A observacdo do consumo da xilose apenas na presenca de glicose vai
de acordo com as observagdes de diversos trabalhos, nos quais foram
relatados que a glicose exerce uma influéncia direta na regulacdo do
metabolismo de xilose (Olofsson et al. 2008, Runquist et al. 2010). A presenga
de glicose é responsavel por estimular o metabolismo de xilose, isso ocorre
uma vez que o0 metabolismo dessa hexose garante a presenca de
intermediarios como: glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato e metabdlitos C3
(Boles et al. 1996, Meinander et al. 1999). A presenca desses intermediarios
também é responsavel por induzir a atividade de diferentes enzimas glicoliticas
(Boles et al. 1996, Meinander et al. 1999). Nesse caso, o metabolismo da
glicose também pode estar sendo chave para a regeneracdo de NADPH,
cofator de maior preferéncia na reducao da xilose pelo GRE3 enddgeno, por
meio da via das pentoses-fosfato, explicando o xilitol como principal produto
dessas fermentagoes.

Outra questédo levantada pelo consumo da xilose apenas na presenca
de glicose pode ser o tipo de transporte realizado por esse transportador. Uma
delas € que o transportador em questdo pode ter uma atividade de transporte
ativo secundario, na qual a molécula de agucar é transportada juntamente com
0 acoplamento de um ion H* a partir da energia gerada por um potencial
eletroquimico. Ao encontrar apenas xilose no meio, as células utilizam suas
reservas de energia no transporte dessa pentose, mas nao consegue suportar

0S proximos passos do metabolismo (Wang et al. 2015a). Por outro lado, na
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presenca de glicose, essas leveduras podem realizar o processo de glicolise,
gerando energia e fons H*, capazes de participar no transporte dos dois
monossacarideos (Leandro et al. 2006). Isso pode explicar o consumo bastante
parecido tanto de xilose quanto de glicose, sendo que em todas as
fermentacdes foi observada uma quantidade pouco maior de glicose
consumida do que a xilose. No entanto, nenhuma dessas teorias podem ser
confirmadas até que sejam realizados experimentos voltados a essa questéo.
Um ensaio envolvendo a medicdo do influxo de prétons em células ou
membrana, durante adicdo glicose e/ou xilose no meio seria uma maneira
possivel de elucidar o tipo de transporte realizado por essa proteina (Leandro
et al. 2006). O acompanhamento do pH ao longo dos processos fermentativos
também nos daria indicios acerca dessa questéao.

A partir desses resultados e andlises, também €& possivel imaginar que
a afinidade pelos agucares é bastante parecida, no entanto, apenas um estudo
cinético desses transportadores seria capaz de elucidar melhor essa questao.

O principal produto resultante das cofermentacdes com alta biomassa
foi o xilitol, o qual foi convertido com rendimento que variou de 0,39 a 0,62 g.g
! A conversdo de xilose em xilitol é realizada pela xilose redutase, uma aldose
codificada pelo gene GRE3 enddgeno de S. cerevisiae (Kuhn et al. 1995).

Ndo foi observado um aumento significativo na biomassa e,
diferentemente da curva de crescimento utilizando apenas glicose, ndo foi
observada a producao de glicerol. Quando a co-fermentacao foi realizada em
meio contendo aproximadamente 20 g.L™* dos dois agticares houve a formacao
de uma pequena guantidade de etanol, que diminuiu ap6s algumas horas. As
taxas de consumo dos acucares foram parecidas com um trabalho de Li et al.
2016. Nesse trabalho a linhagem EBY.VW4000 foi utilizada para analisar a
modificacdo do transportador GXS1 de Candida intermedia para permitir a

coutilizacao de glicose e xilose (Li et al. 2016).
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6 CONCLUSAO

Nesse trabalho, a levedura EBY.VW4000 foi utilizada para analisar o
funcionamento de novos transportadores. Foram identificados trés possiveis
novos transportadores por meio de andlises filogenéticas. O transportador
Saico se mostrou funcional em levedura S. cerevisiae, permitindo a
cofermentacio de glicose e xilose por essa levedura. E o primeiro
transportador identificado da espécie Saitoella complicata e da familia
Protomycetaceae.

Diante desses resultados, podemos concluir que nesse trabalho foi

descoberto um novo transportador de agucares.
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7 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, Saico é um
transportador heter6logo promissor e pode ser utilizado na construcdo de
linhagens mais robustas e adequadas. Dessa maneira, sera possivel analisar a
viabilidade da utilizacdo desse transportador em futuros processos industriais.

Além da utilizacdo de outras linhagens de S. cerevisiae, outras
estratégias podem ser empregadas para a otimizacdo desse transportador.

Entre elas, o bloqueio do processo de ubiquitinacdo se apresenta como
uma das principais estratégias. Sabe-se que alguns transportadores, sobretudo
aqueles de baixa afinidade, sdo endocitados e degradados em vacuolos em
situacdes de baixos niveis de glicose (Snowdon & van der Merwe 2012, Roy et
al. 2014). Existem trabalhos nos quais modificacfes dos residuos de lisina
presentes nas extremidades C- e N- terminal dos transportadores resultaram
em melhoras na utilizacdo de xilose, indicando que essa é uma preocupacao a
se levar em conta na utilizacdo de transportadores em S. cerevisiae (Nijland et
al. 2016, Knychala 2017).

O funcionamento dos outros transportadores prospectados nesse
trabalho devem ser mais investigados. As constru¢des plasmidiais, bem como
as linhagens geradas devem ser checadas novamente, por meio de
sequenciamento ou metodologias mais adequadas para garantir que 0s genes
estdo presentes e suas sequéncias estdo integras dentro do plasmideo

construido.
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8 RESUMO PARA PUBLICO GERAL

Entre os grandes desafios da ciéncia nos dias de hoje, um dos maiores
€ a diminuicdo da utilizacdo de fontes de energia nao-renovaveis. As fontes
nao-renovaveis sdo aquelas que nado serdo geradas pela natureza durante um
longo periodo de tempo, ou seja, sdo fontes finitas. Entre essas fontes estéo:
petroleo, gas natural e o carvdo mineral. Elas séo utilizadas em industrias para
a obtencdo de uma ampla gama de produtos, como por exemplo combustiveis
(gasolina e diesel) e compostos derivados (plastico, borracha, entre outros).
Esses processos sdo altamente poluentes e liberam substéncias tdxicas na
atmosfera, contribuindo para o chamado Efeito Estufa, além de provocar
diversos maleficios a saude humana. A distribuicdo de maior parte dessas
matérias € restrita a poucas regides, gerando diversos conflitos ambientais,
sociais e econdmicos em decorréncia de disputas envolvendo o acesso a
essas reservas.

A sociedade atual ainda € extremamente dependente dessas fontes
nao renovaveis, e a busca por fontes alternativas vem se tornando cada vez
mais urgente. Em contraste as fontes citadas no paragrafo acima, existem as
fontes de energia renovaveis. Esse tipo de fonte é regenerada pela natureza
em curtos periodos de tempo, entre eles podem ser citadas a energia solar e
biomassa. Entre eles, a biomassa vem chamando bastante atencdo de uma
parte da comunidade cientifica. Um tipo especial, chamado biomassa
lignocelulésica é extremamente interessante porque € formada pelas partes
nao comestiveis das plantas, como a palha do milho, o bagaco da cana-de-
acucar, gramineas e madeira. Essa biomassa apresenta diversos acucares,
como glicose, xilose, arabinose, galactose e manose, e outros compostos
quimicos.

Durante as ultimas duas décadas, os componentes das biomassas
lignoceluldsicas foram utilizados em diversas pesquisas para a obtencdo de
produtos interessantes, como biocombustiveis (bioetanol e biodiesel). A
obtencéo desses produtos é realizada por diversos microrganismos. Entre eles,
estdo as leveduras, um tipo de fungo que esta altamente presente nas nossas

vidas ha muito tempo. Elas séo utilizadas como fermentos biolégicos e estéo
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envolvidos na producéo de cervejas e vinhos. Entre elas, a levedura da espécie
Saccharomyces cerevisiae se apresenta como uma das grandes protagonistas.

As leveduras sédo capazes de produzir produtos por um conjunto de
reacdes quimicas que ocorrem em seu interior, melhor conhecidas pelo termo
metabolismo. De acordo com seu metabolismo, a levedura é capaz de utilizar
0s agUcares presentes na biomassa lignocelulésica e transformé-los em outros
compostos quimicos. Cientistas sdo capazes de modificar e manipular o
metabolismo dessas leveduras para que elas passem a produzir novos
compostos, ou que produzam compostos naturais mais eficientemente. Esta
area é conhecida como Engenharia Metabdlica, e pode produzir modificacdes
no funcionamento natural da levedura, ou introduzir material genético de outros
organismos na levedura de interesse.

Uma das estratégias que a engenharia genética foca seus esforcos é
no transporte de acucares pela célula. Os agucares sao a principal fonte de
energia das células, e logo, dos microrganismos. Este transporte de agucares é
realizado por proteinas especiais conhecidas como transportadores. Este grupo
de proteinas € bastante diverso, podendo ser especificos para alguma
molécula em especial ou conseguirem transportar mais de um tipo de molécula.

Em Saccharomyces cerevisiae, 0 bioetanol pode ser obtido a partir do
aproveitamento de glicose, o acucar mais abundante em biomassas
lignoceluldsicas e utilizado amplamente por todos os microrganismos. No
entanto, diversas técnicas de engenharia genética foram capazes de induzir em
S. cerevisiae a producao de bioetanol a partir de xilose que é o segundo acucar
mais abundante na biomassa lignocelulésica, mas poucos organismos sao
capazes de utilizar eficientemente. Seguindo essa ldgica, os transportadores de
Saccharomyces cerevisiae apresentam uma alta preferéncia pelo transporte de
glicose, enquanto o transporte de xilose é realizado em segundo plano, apenas
qguando a glicose ja foi praticamente totalmente utilizada. Isso faz com que
processos envolvendo esses dois agucares levem um tempo maior para que
ambos sejam completamente utilizados.

Esse trabalho teve o objetivo de buscar um novo transportador, que
seja capaz de transportar xilose e glicose a velocidades parecidas. Para isso,
foi utilizado uma linhagem especial de S. cerevisiae, que ndo apresenta 0s

transportadores naturais, permitindo a analise dos novos transportadores.
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Neste trabalho, foi descoberto um novo transportador de aguUcares,
capaz de permitir a levedura utilizar glicose e xilose ao mesmo tempo, sem a
preferéncia por um ou outro. Apesar de ser um trabalho inicial, a descoberta
desse transportador € uma novidade e abre a possibilidade de sua utilizacdo
para otimizar linhagens ja empregadas na inddstria, para a producédo de novos
compostos, e para o aproveitamento de novas matérias primas ricas em xilose

gue atualmente ndo sao aproveitadas em todo seu potencial.
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