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RESUMO 

A fermentação de xilose, o segundo açúcar mais abundante em materiais 

lignocelulósicos, é uma etapa crítica para viabilidade econômica da produção de etanol 

de segunda geração. O presente trabalho descreve estratégias de modificação 

genética e de adaptação metabólica usadas na obtenção da primeira linhagem 

industrial de Saccharomyces cerevisiae recombinante desenvolvida no país, capaz de 

fermentar a xilose presente em hidrolisados lignocelulósico, com via da xilose 

isomerase integrada ao genoma. Como resultado, foi desenvolvida uma linhagem 

recombinante robusta capaz de converter de forma eficiente ambos os açúcares, xilose 

e a glicose, presentes no hidrolisado, obtendo-se alta concentração de etanol, 46 g/L, 

com produção do xilitol < 0,15 g/L. Esta levedura diploide foi construída de forma a 

estar adequada às condições de aplicação industrial, com a integração múltipla do 

gene XylA de Piromyces sp., interrupção das duas cópias do gene da aldose redutase 

endógena (GRE3) com cópias extras do gene codificador da xiluloquinase 

(XKS1::Δgre3), e remoção de todas as marcas de seleção dominantes. A linhagem se 

mostrou capaz de converter a xilose presente no hidrolisado com os melhores 

rendimentos já relatados, Yp/s=0,48 g de etanol/g de xilose, em escala de bancada de 

1L, com alta tolerância a inibidores (4,6 g/L ácido acético). E comprovou o papel da 

adaptação metabólica no ajuste metabólico para a melhora na utilização da xilose. 

Além dessa abordagem, o presente trabalho também trouxe o ineditismo de 

desenvolver, por meio de desenho racional, um transportador Hxt3 endógeno com a 

mutação T210V capaz de transportar xilose. O papel da alteração deste resíduo e seu 

equivalente homólogo se mostrou uma característica conservada entre Hxt3 e Hxt5. O 

transportador Hxt3 mutante foi capaz de restaurar o crescimento de levedura hxt-null 

(EBY.VW4000) em xilose permitido um maior crescimento em comparação com os 

demais transportadores testados. Por fim, foram indicados novos potenciais 

transportadores derivados de Hxt3, Hxt5 e Hxt7 evoluídos em xilose que mostram uma 

melhora no crescimento e consumo de açúcares pela levedura hxt-null, expressando 

individualmente cada permease. A combinação das duas abordagens desenvolvidas 

aqui pode ser o caminho para o aumento da produtividade das futuras fermentações 

industriais para produção de etanol de lignocelulose. 



 

 

ABSTRACT 

 

Xylose is the second most abundant sugar in lignocellulosic materials and improved 

fermentation of this pentose is a crucial step for cost-effective cellulosic ethanol 

production. With this goal, we describe in this work rational metabolic engineering and 

evolutionary strategies in order to obtain the first Brazilian recombinant industrial 

Saccharomyces cerevisiae strain capable of efficient xylose fermentation. The genetic 

modifications included the integration of multiple copies of the Piromyces sp. xylose 

isomerase gene (XylA) and the disruption of both copies of endogenous GRE3 (aldose 

reductase) with the yeast xylulokinase (XKS1::Δgre3). All dominant markers were 

excised by using Cre recombinase. The resulting recombinant strain efficiently converts 

xylose and glucose sugars present in lignocellulosic hydrolysate to high ethanol titer 

(46 g/L), low xylitol (<0,15 g/L) and was able to convert hydrolysate xylose to ethanol 

with a yield of 0.49 g ethanol/g xylose (the highest yield reported to date) even at high 

inhibitor concentration (4,6 g/L acetic acid). Evolutionary engineering of the 

recombinant strain proved to be essential to improve xylose utilization. We also 

introduced a mutation (T210V) in the HXT3 hexose transporter, which enabled it to 

transport xylose, an unprecedented result. Rational design showed a conserved effect 

in both Hxt3 and Hxt5. The mutated Hxt3 transporter restored growth on xylose in an 

hxt-null strain (EBY.VW.4000) with enhanced growth compared to other endogenous 

hexose transporters tested. By using xylose evolution, we obtained potential new 

evolved Hxt3, Hxt5 and Hxt7 transporters that allowed improved growth on xylose by 

the hxt-null strain expressing each permease individually. The combination of the two 

approaches described in this work should pave the way for higher productivity of 

second generation lignocellulosic fermentation.  
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UNICA = União da Indústria de Cana-de-açúcar 

UV = ultravioleta 

YNB = yeast nitrogen base (base nitrogenada de levedura) 

XDH = xilitol desidrogenase 

XI = xilose isomerase 

XK = xiluloquinase 

XR = xilose redutase 

W = watt (unidade de potência) 
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1. Introdução 

1.1 Cenário Energético mundial 

A demanda mundial por energia continua crescendo rapidamente ao longo dos 

últimos anos, em grande parte pelo acentuado crescimento da população global e a 

industrialização dos países em desenvolvimento. A matriz energética mundial é baseada 

em combustíveis fósseis, sendo 32,4% de petróleo, 27,3% de carvão mineral, 21,4% de 

gás natural e apenas 10,0% de biomassa renovável (IEA, 2012). Os biocombustíveis, 

como o biodiesel e o etanol, representam 4,9% do consumo global de combustíveis (IEA, 

2012)  

O consumo exagerado de combustíveis fósseis ao longo dos anos, especialmente 

em núcleos urbanos, vem acumulando altos níveis de poluição e gases de efeito estufa 

(GEE) na atmosfera. Associado aos impactos ambientais do uso dos combustíveis 

fósseis, como o aumento na temperatura global e as mudanças climáticas associadas ao 

acumulo de CO2 e GEE, estão as questões políticas e sociais da distribuição das reservas 

de petróleo remanescentes (Dashtban et al., 2009).  

Este cenário abre perspectivas para o crescimento do uso de tecnologias de 

conversão de biomassas renováveis em químicos, biocombustíveis, energia térmica e 

elétrica, no conceito de biorrefinaria (Pereira Jr et al., 2008). Além do estimulo pela 

conscientização ambiental do uso de fontes renováveis, acordos governamentais 

estabelecem metas de longo prazo para a inserção crescente dos biocombustíveis na 

matriz de combustíveis. Como exemplo desses acordos, a União Europeia, em resposta à 

Diretiva Europeia sobre Energias Renováveis, espera ter 10% de sua frota movida a 

combustíveis renováveis em 2020, dos quais 5,6% seriam de etanol (EU, 2009).  

Atualmente, o etanol, o biodiesel e o biogás já fazem parte da matriz energética 

nacional ─ o primeiro chegou a ser responsável por mais de 40% do combustível da frota 

que circulava no país em 2009 (Jank & Nappo, 2009). O Brasil se destaca no cenário 

mundial como o segundo maior produtor de etanol, a partir de um processo com 

balanço positivo em créditos de carbono quando comparado ao etanol de milho 
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(Macedo et al., 2008), com redução de 61% na emissão de GEE quando comparada à 

gasolina (EPA, 2010) 

A produção de etanol no Brasil na safra de 2014/2015 atingiu 28,66 bilhões de 

litros e se estima o processamento de 655,16 milhões de toneladas (t) de cana de açúcar 

na safra atual (2015/2016), o que levaria a uma produção 0,5% menor que na safra 

anterior (CONAB, 2016). A expectativa do setor é de que esta produção continue 

crescendo, aonde se espera em 2020 chegar a exportar mais de 20% da produção 

nacional (COGEN, 2009).  

O etanol obtido pela fermentação do caldo de cana de açúcar, do amido do 

milho, do trigo, da beterraba, ou de qualquer substrato nos quais os açúcares são 

facilmente extraídos, é considerado como de primeira geração (Gray et al., 2006). Os 

processos de primeira geração já são considerados processos industriais maduros, de 

baixo risco. Entretanto, tomando-se como base o processo de etanol brasileiro, a partir 

da cana de açúcar, de toda a biomassa produzida apenas 1/3, corresponde à fração que 

é convertida no processo a etanol, restando 2/3 correspondendo a um resíduo, formado 

principalmente por bagaço e palha (Nandy et al., 2002).  

A usina de etanol pode ser considerada uma biorrefinaria, uma vez que, além do 

etanol, gera uma gama de bioprodutos. Para 1 tonelada de cana processada, 100 a 150 

kg de açúcar refinado, 70-90 L de etanol, 300 kg de bagaço e 980 L de vinhoto são 

gerados (Nandy et al., 2002). Este último, para o qual não há mercado formado, é usado 

para fertirrigação das próprias lavouras de cana e parte usada para produção de biogás 

(Bai et al., 2008). Estima-se que 80-90% do bagaço produzido atualmente seja usado 

para cogeração de energia elétrica pela queima do bagaço, tornando a unidade 

autossuficiente, e deixando um residual de 10-20% que poderia ser aplicado para outras 

tecnologias. Além dos produtos citados, a partir da fermentação ainda se aproveita o 

excedente de leveduras e o CO2. O primeiro entra no mercado da indústria alimentícia 

ou para ração animal devido ao seu alto conteúdo proteico. Já o gás carbônico, que nas 

usinas mais novas é capturado, é valorizado pela indústria de refrigerantes e produtos 

químicos (Rodrigues, 2011). 
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O bagaço da cana, assim como a palha da cana, do milho e do trigo, resíduos não 

aproveitados para o etanol de primeira geração, são materiais lignocelulósicos 

compostos essencialmente de celulose, hemicelulose e lignina. Os dois primeiros são 

polímeros de açúcares, no caso da celulose, composto de monômeros de D-glicose 

ligados por ligações β-1-4 glicosídicas (CARPITA, 1996), e no caso da hemicelulose, um 

heteropolímero, principalmente composto de D-xilose, um açúcar de 5 carbonos (Lee, 

1997). As tecnologias de produção de etanol de segunda geração a partir de resíduos 

agroindustriais têm como objetivo a liberação desses monômeros, e a utilização dos 

mesmos na fermentação a etanol.  

1.2 Etanol de Lignocelulose 

O Brasil possui uma diversificada gama de biomassa residual de composição 

lignocelulósica, tendo o bagaço de cana de açúcar como o mais representativo, não só 

pelas quantidades geradas, como pela facilidade logística. O bagaço de cana de açúcar já 

se encontra acumulado na própria instalação industrial e o etanol de segunda geração 

poderia se beneficiar da mesma rede de distribuição de produto do etanol da 1ª 

geração. Logo, a disponibilidade deste resíduo nas usinas, o coloca como uma excelente 

matéria-prima para a produção de biocombustíveis e bioprodutos de segunda geração 

(Pereira Jr. et al., 2008). 

De acordo com a composição dos resíduos lignocelulósicos apresentados na 

tabela 1, observa-se o grande potencial de conversão destes materiais em seus 

respectivos açúcares, uma vez que mais de 50% da composição dos mesmos poderia em 

teoria ser convertidos a açúcares e fermentados a etanol (Pereira Jr. et al., 2008). 

Tabela 1: Composição química dos resíduos lignocelulósicos.  

 CELULOSE 
(%) 

HEMICELULOSE 
(%) 

LIGNINA 
(%) 

PROTEÍNA 
(%) 

CINZAS 
(%) 

Bagaço de cana de açúcar 30-36 28-30 18,4 3 2,4 

Palha de arroz 32-47 19-27 5-24 - 12,4 

Palha de trigo 35-47 2-30 8-15 3,1 10,1 

Palha de milho 42,6 21,6 8,2 5,1 4,3 

 
Fonte: Sarkar et al. 2012 
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O processo de conversão dos componentes lignocelulósicos dessas biomassas 

residuais, majoritariamente glicose e xilose, requer uma etapa de desestruturação da 

fibra, pré-tratamento, aliado ao uso de enzimas celulolíticas. De acordo com o pré-

tratamento escolhido, por exemplo, a hidrólise ácida diluída, é possível se recuperar 

uma corrente rica em xilose, sem a necessidade da adição de enzimas xilanásicas, 

requerendo apenas o uso de celulases para a hidrólise da celulose em glicose (Pereira Jr. 

et al., 2008). 

As tecnologias de pré-tratamento foram extensivamente estudadas nas últimas 3 

décadas, incluindo processos físicos, físico-químicos e biológicos (Sun & Cheng, 2002; 

Pereira Jr. et al., 2008). A maioria dos processos em escalonamento hoje no mundo, 

para as tecnologias de etanol de segunda geração, contempla etapas de pré-tratamento 

físico e/ou físico-químicos, gerando correntes de xilose que podem ou não estar 

associadas a correntes ricas em glicose. Porém, um dos gargalos a ser vencido na 

fermentação desses hidrolisados é a formação de inibidores gerados durantes estes 

processos termicamente ou quimicamente intensos. Dependendo da severidade do pré-

tratamento, tem-se a formação de ácido acético, 2-furaldeído (furfural), 5-

hidroximetilfurfural (HMF), e compostos fenólicos, derivados da degradação da 

hemicelulose, xilose, glicose e da lignina, respectivamente. A proporção destes 

componentes varia de acordo com o processo de pré-tratamento escolhido, e suas 

concentrações no hidrolisado podem inibir o processo fermentativo (Hah-Hägerdal et 

al., 2007; Almeida et al. 2011; Ask et al., 2013).  

 

1.2.1 Rotas biotecnológicas para produção de etanol 2G 

Várias rotas biotecnológica para produção de etanol a partir de resíduos 

lignocelulósicas vêm sendo estudadas hoje no mundo, as 5 principais estratégias de 

processo estão esquematizadas na figura 1, sendo elas: 1) sacarificação e fermentação 

separadas (SHF), 2) sacarificação e fermentação simultâneas (SSF), 3) sacarificação e 

cofermentação (SCF), 4) sacarificação e cofermentação simultâneas, e 5) bioprocesso 

consolidado (CPB) (Laluce et al.,  2012) 
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Figura 1: Diferentes estratégias de processo para etanol de segunda geração. 
Destacado em vermelho a etapa de cofermentação. 

No SHF, as etapas de sacarificação e fermentação ocorrem em reatores 

diferentes o que permite a realização de cada etapa em suas condições ótimas, por 

exemplo, de temperatura. Por outro lado, apresentam um custo de capital superior pela 

menor integração das etapas e pode levar a inibição das enzimas pelo substrato 

formado na etapa de hidrólise. Além disso, a contaminação por outros micro-

organismos é facilitada uma vez que o processo é lento, levando por vezes mais de um 

dia, e gera uma solução açucarada rica em glicose (McMillan et al., 2004). 

No SSF, há a integração das etapas de sacarificação a de fermentação, o que 

reduz o risco de contaminação uma vez que o açúcar livre no meio é próximo a zero, 

pelo consumo imediato do açúcar formado pelo micro-organismo. Isso também 

mantém as enzimas desreprimidas. Além deste fator, a presença de etanol sendo 

produzido no meio também protege da contaminação (McMillan et al., 2004). Porém, 

como geralmente a temperatura ótima de fermentação não corresponde a mesma 
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temperatura ótima para atuação das enzimas, a taxa de hidrólise enzimática pode ser 

prejudicada, por não estar na temperatura ótima. 

No SSCF, tem-se a sacarificação e a fermentação das duas correntes de açúcar 

ocorrendo no mesmo reator, o que implica na utilização de um micro-organismo que 

possa cofermentar (consumindo tanto açúcares C5, quanto C6). O maior nível de 

integração reduz os custos de capital e simplifica o processo (Teixeira et al., 2000; 

McMillan et al., 2004). Como variação deste processo, há a possibilidade da 

cofermentação ocorrer separada da sacarificação, como no SHF, porém com a 

fermentação conjunta das duas correntes (SCF). Essa variação permite a integração da 

etapa de fermentação, utilizando um micro-organismo capaz de fermentar açúcares C5 

e C6, entretanto permite também a sacarificação nas condições ótimas da enzima. 

Por fim, o processo mais integrado e biotecnologicamente mais longe de se 

obter alta produtividade e escalonamento até momento, é o bioprocesso consolidado, 

no qual, o micro-organismo além de produzir as enzimas responsáveis pela sacarificação 

da biomassa, simultaneamente ocorre o processo de sacarificação e co-fermentação 

(Laluce et al., 2012). Estratégias intermediárias nesta direção estão sendo 

desenvolvidas, com a expressão de celulases em leveduras (Fugita et al.,2004, Den Haan 

et al.,2006; Amorim, 2013, revisado recentemente por Kricka et al., 2014). Como prova 

de conceito, comprovou-se a possibilidade da cofermentação da xilose e celobiose em S. 

cerevisiae geneticamente modificada (com via para consumo de xilose), com a 

expressão de um transportador de celobiose e expressão intracelular da enzima β-

glicosidase, que quebra este açúcar intermediário da sacarificação da fibra celulósica em 

glicose (Ha et al.,2010). Desta forma, com a quebra da celobiose em glicose ocorrendo 

apenas dentro da célula, não há competição entre glicose e xilose pela entrada na 

célula, o que facilita a assimilação da xilose pela levedura (Ha et al., 2010). 

Para a viabilidade econômica da produção de etanol de 2ª geração é essencial o 

aproveitamento das pentoses existentes na biomassa (Weber et al., 2010). Em todas as 

estratégias citadas, para o aproveitamento integral dos açúcares gerados, precisa-se de 

um micro-organismo robusto capaz de fermentar a corrente de xilose, estando ela 

associada ou não a uma corrente rica em glicose.  
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Embora quase todas as bactérias e alguns fungos, como Scheffersomyces stipitis 

(Pichia stipitis), Pachysolen tannophilus, Candida shehatae e Kluyveromyces marxianus, 

Clostridium sp, Bacillus macerans, Thermoanaerobacter ethanolicus, Monilia sp., 

Neocallimastix sp., Trichoderma reesei e Fusarium oxysporum, Spathaspora 

passalidarum, sejam capazes de crescer em xilose, não são adequados a produção 

industrial, embora alguns sejam capazes de realizar o bioprocesso consolidado (CPB). 

Esses micro-organismos apresentam baixas taxas de produtividade, ou a produção 

concomitante de outros supbrodutos, ou ainda requerem condições estritas de aeração 

que são difíceis de controlar na escala industrial (Teunissen et al., 1991 apud Boles & 

Wiedemann, 2009; Laluce et al., 2012, Su et al., 2013). Por outro lado, a levedura 

Saccharomyces cerevisiae é uma excelente produtora de etanol, muito empregada na 

indústria fermentativa, por ter alta produtividade, robustez e estar bem adaptada às 

variações dos ambientes industriais (Della-Bianca & Gombert, 2013). Entretanto, é 

incapaz de fermentar xilose eficientemente (Hahn-Hägerdal et al., 1994; Matsushika et 

al., 2009). Nas últimas décadas, esta levedura foi alvo para diferentes estratégias de 

engenharia genética de forma a permitir a fermentação de xilose por esta levedura 

(revisado por Van Vleet & Jeffries, 2009; Cai et al., 2012; Kim et al., 2013; Moysés et al., 

2016 e Zhao et al., 2016)  

 

1.3 Leveduras Industriais 

A levedura S. cerevisiae vem sendo utilizada pelo homem em diversos processos 

biotecnológicos ao longo de muitos séculos. Essa “domesticação” fez desse micro-

organismo um dos mais importantes modelos de estudos genéticos e bioquímicos, 

tornando-se um dos sistemas eucarióticos mais conhecidos (Braus, 1991; Nevoigt, 2008, 

Feldmann, 2010). O conhecimento fundamental da fisiologia de S. cerevisiae resultou 

em um número extraordinário de linhagens de laboratório, derivadas por seleção, 

mutação ou manipulação genética (Ostergaard et al., 2000; Nevoigt, 2008). Por outro 

lado, sua ampla aplicação industrial ao longo de décadas levou à seleção de linhagens 

mais resistentes a diversas condições ambientais como pressão osmótica, variações de 

pH, altas concentrações de etanol, contaminações microbianas, variações de 
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temperatura, presença de inibidores, e até mesmo a pressão a qual é submetida pela 

altura das dornas de fermentação industrial (Zaldivar et al., 2002; Silva-Filho et al., 2005; 

Basso et al., 2008, Della-Bianca & Gombert, 2013). Apesar do intenso uso de linhagens 

laboratoriais como modelos para testes de conceito devido à facilidade de sua 

manipulação genética (Nevoigt, 2008), sua aplicação industrial é, porém, limitada uma 

vez que estas cepas perderam as características que conferem robustez, fundamentais 

para a persistência nos ambientes industriais (Wheals, et al., 1999; Zaldivar et al., 2002; 

Della-Bianca & Gombert, 2013). 

Apesar das vantagens das leveduras industriais, que as tornam modelos ideais 

para a manipulação genética para aplicação em novos processos biotecnológicos em 

escala industrial, elas são geneticamente mais complexas. O longo processo de seleção 

no ambiente industrial foi provavelmente responsável pela alta complexidade genética 

destas linhagens, que muitas vezes são poliploides, característica que dificulta sua 

manipulação genética (Gueiros, 2006; Lucena et al., 2007; Carreto et al., 2008). A partir 

do sequenciamento de leveduras industriais brasileiras (Argueso et al., 2009; Babrzadeh 

et al., 2012), foram observados diversos polimorfismos e alta heterozigozidade quando 

comparadas às linhagens de laboratório para as quais foram direcionados os esforços de 

desenvolvimento das principais ferramentas de manipulação genética. 

Frente ao desafio de se manipular geneticamente leveduras industriais, Reis 

(2012) abriu caminho para a compreensão da complexidade genética da linhagem JP1, 

uma levedura da indústria canavieira da Região Nordeste (Silva-Filho at al., 2005). Neste 

trabalho, foram construídas ferramentas genéticas para a modificação desta levedura, 

que se mostrou diploide e homotálica. Foi desenvolvida uma linhagem de JP1 

auxotrófica para uracila (duplo mutante ura3), e a construção de vetores para remoção 

de marcas dominantes com o sistema Cre-loxP, que se mostrou funcional em JP1 (Reis 

et al., 2012b). 

Hoje, algumas ferramentas moleculares estão disponíveis para a manipulação de 

leveduras industriais (Takahashi et al., 2003; Schuller & Casal, 2005; Borges, 2009 e Reis, 

2012), como vetores para integração em múltiplas cópias em regiões delta (δ) (Borges, 

2009) e estratégias de recombinação baseadas no sistema Cre-loxP (Guldener, 1996), 
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que permitem a integração ectópica nas sequências repetitivas TYδ e a reciclagem de 

marcas dominantes, respectivamente. As regiões δ são sequências de aproximadamente 

50 pb amplamente espalhadas ao longo do genoma da levedura como resultado da 

movimentação de transposons tipo Ty1 (Feldman, 2010). Por não serem essenciais, são 

ótimos alvos para eventos de integração em múltiplas cópias. 

 S. cerevisiae possui status GRAS. Por questões de biossegurança, para aplicação 

em grande escala de uma levedura geneticamente modificada de classe de risco 1, 

como é o caso de S. cerevisiae, é interessante que a mesma não possua marcas 

dominantes e a capacidade de transferir os genes heterólogos para linhagens selvagens.  

Recentemente, a CTNBio, liberou a utilização de uma levedura geneticamente 

modificada (OGM) para produção industrial de etanol, para a empresa BioCelere (Diário 

Oficial de 11 de dezembro de 2013, parecer 3877/2013). Esta foi a primeira levedura 

autorizada no pais para a produção de etanol de segunda geração em grande escala. 

Curiosamente, a linhagem em questão, foi desenvolvida pela DSM (uma empresa de 

origem holandesa), porém, seu desenvolvimento foi descrito por Kyuper et al. (2005b), 

sendo portanto, uma linhagem de laboratório, derivada de CEN.PK102-3A com o 

genótipo MATa/MATa (diploide, oriunda de hibridização com ela mesma, não 

esporulante) (ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3D::hphMX pUGPTPI-TKL1 

pUGPTPIRPE1 KanloxP-PTPI::(-40,-1)RKI1 {pAKX002,p415ADHXKS}). Logo, o único gene 

desta levedura que é heterólogo é o codificador da xilose isomerase (XylA), oriundo do 

fungo não patogênico Piromyces sp., as demais construções foram para aumento da 

expressão dos genes naturais de levedura XKS1, TAL1, TKL1, RPE1 e RKI1 e deleção do 

gene GRE3. De acordo com o relatório apresentado a CTNBio (disponível no site da 

CTNBio), esta levedura foi submetida a diferentes estratégias de evolução, para 

tolerância a ácido acético e inibidores do hidrolisado, porém não há informações do 

desempenho desta linhagem em hidrolisado na literatura. Entretanto, ela abre 

precedente a que novas linhagens, como a que foi desenvolvida no presente trabalho, 

mais rapidamente sejam autorizadas para uso comercial. 

 Dentro deste aspecto, uma estratégia de remoção de marcas de seleção 

dominantes (resistência a drogas) amplamente utilizada em S. cerevisiae é o sistema 
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baseado na ação da recombinase Cre (sistema Cre-loxP), usado para remover marcas 

flanqueadas por sítios loxP (Carter & Delneri, 2010).  

 A sequência loxP (ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT) é encontrada 

no sítio lox do genoma do bacteriófago P1. Essa sequência é formada por dois 

palíndromos invertidos de 13 pb e uma sequência central de 8 pb, totalizando 34 pb. As 

duas sequências palindrômicas são sítios de ligação para a enzima recombinase Cre 

enquanto que os 8 pb centrais funcionam como espaçador e direcionam a sequência. 

Duas sequências que estejam orientadas na mesma direção ao serem recombinadas 

produzem um sítio único de loxP com liberação do fragmento interno entre elas 

(esquema na figura 2, Sauer, 1996; Carter & Delneri, 2010). 

 A recombinase Cre proporciona a excisão por recombinação sítio-específica. A 

vantagem desse sistema é que vários eventos de excisão podem ocorrer 

simultaneamente após a indução da expressão da recombinase, entretanto, a presença 

de múltiplos sítios próximos pode levar a deleção de regiões indesejadas (Sauer, 1996; 

Carter & Delneri, 2010). A levedura EBY.VW4000, teve 18 transportadores de hexoses 

nocauteados através de deleções sequenciais usando o sistema Cre-lox (Wieczorke et 

al.,1999), entretanto, recentemente, com o sequenciamento desta levedura que vem 

amplamente sendo usada para estudo de transportadores, constataram que houve 

vários eventos de recombinação, inclusive com perda de braços cromossômicos e 

grandes deleções (Solis-Escalante et al., 2015) 
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Figura 2: Esquema simplificado do Sistema cre-lox em leveduras. 

 

Outro aspecto relevante na modificação genética das leveduras industriais para 

aplicação em grande escala nos processos biotecnológicos é a estabilidade das 

modificações. Reis (2012) construiu a primeira cepa de JP1 geneticamente modificada 

para utilização de xilose na qual  os genes responsáveis por conferir este fenótipo estão 

sendo expressos a partir de vetores epissomais que, a longo prazo e em larga escala, 

poderiam ser perdido da população. Além disso, há a possibilidade de transferência 

horizontal desses vetores que, somados à existência de marcas dominantes, tornam 

esta levedura ainda não adequada para uma aplicação industrial. A integração dos genes 

e a remoção das marcas de seleção são aspectos fundamentais para aplicação industrial 

em larga escala e foram objetivos do presente trabalho. 

1.4 Fermentação de xilose por Saccharomyces cerevisiae 

Muitos esforços têm sido feitos para se obter linhagens de S. cerevisiae que 

possam cofermentar todos os açúcares existentes na biomassa lignocelulósica. A partir 

da década de 90, diversos grupos investiram na engenharia metabólica de S. cerevisiae 

mostrando a viabilidade de introduzir uma via metabólica para xilose em S. cerevisiae 

interligada com a via das pentoses fosfato (PPP) (Ho & Brainard, 1998; Jeffries, 2006). 



Introdução 
 

 12 

Como S. cerevisiae é capaz de metabolizar xilulose a etanol através da ligação da via PPP 

com a via glicolítica Embden-Meyerhof, duas estratégias foram abordadas (figura 3): 

 1) introdução das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) 

presentes na via de metabolismo de xilose em S. stipitis (P. stipitis) e em outras 

leveduras. 

 2) introdução da enzima xilose isomerase (XI) presentes em procariotos e nos 

fungos Piromyces sp. e Orpinomyces sp. (Harhangi et al., 2003; Madhavan et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Resumo das vias de utilização de xilose para etanol por S. cerevisiae 
geneticamente modificada. XI=xilose Isomerase, XK=xiluloquinase, XR=xilose redutase, 
XDH=xilitol desidrogenase e HXT=transportador de hexose da família Hxt. 

Glicose Xilose 

Hxt 

S. stipitis 
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A XR e a XDH são oxidorredutases e têm especificidade por diferentes cofatores 

(NADPH e NAD+) que precisam ser regenerados para manter o balanço redox na célula 

(figura 3). A levedura S. stipitis, por exemplo, depende de pequenas quantidades de 

oxigênio para recuperar o equilíbrio redox e poder eficientemente fermentar xilose por 

essa via (Van Djken et al., 1986; Pereira Jr et al., 2008; Nevoigt, 2008;). A utilização 

desses genes em S. cerevisiae não foi suficiente para permitir a eficiente fermentação da 

xilose em anaerobiose, acumulando grandes quantidades de xilitol (Kotter et al., 1990 

apud Brat et al., 2009; Kotter & ciriacy 1993; Ho & Brainard, 1998; Eliasson et al., 2001).  

A estratégia de introdução da XI de origem bacteriana ou de Piromyces sp. se 

mostrou mais independente das condições aeração, uma vez que esta enzima não 

depende de cofatores (Kuyper et al., 2003; Van Maris et al., 2007). A XI é uma enzima 

dependente cátions divalentes, como Co2+, Mn2+ ou Mg2+, dependendo de sua origem, 

mas que facilmente são encontrados no citoplasma (Van Maris et al., 2007). 

Ambas as estratégias foram capazes de gerar leveduras que metabolizam e 

crescem bem em xilose como única fonte de carbono e são capazes de fermentar xilose 

a etanol. Mas apesar dos vários esforços, ainda não foram desenvolvidas linhagens 

capazes de converter xilose a etanol tão eficientemente como convertem glicose.  

Trabalhos como os de Kuyper et al. (2005) e Sonderegger & Sauer (2003) 

mostram a importância da evolução metabólica e o papel da modificação de alguns 

outros genes do metabolismo, para aumento da eficiência de utilização de xilose. A 

introdução da XI sem a etapa de evolução metabólica gera uma levedura com menor 

capacidade de fermentar xilose quando comparada com a via XR/XDH (Bettiga et al., 

2008) 

Vários estudos foram realizados envolvendo a superexpressão do gene 

codificador da XK, de genes envolvidos na via das PPP e deleção do gene GRE3, que 

codifica uma aldose redutase que desvia a via de xilose para formação de xilitol (Van 

Maris et al., 2007). A superexpressão do gene da XK se mostrou positiva no aumento do 

fluxo metabólico de xilose, aumentando a formação de etanol (Ho & Brainard, 1998; 

Wahlbom et al., 2003a). Em 2001, Traff et al. confirmaram a redução de xilitol e melhora 
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do fluxo de xilulose para o metabolismo central, pela combinação da deleção de GRE3 e 

super expressão de XK em uma cepa com XI bacteriana. 

O gene GRE3 de S. cerevisiae, presente no cromossom VII, codifica uma aldose 

redutase dependente de NADPH, que pode atuar com uma XR (figura 3), levando a 

xilose presente no citoplasma a xilitol (Traff et al., 2001). Inclusive, quando 

superexpresso, em conjunto com o gene da XDH, a aldose redutase endógena é capaz 

de permitir o crescimento em xilose (Toivari et al., 2004), porém de forma menos 

eficiente do que pela expressão de genes da XR e da XDH de outros fungos. 

Muitas tentativas de se expressar XI bacterianas em S. cerevisiae foram feitas, ao 

longo de décadas, com genes de Bacillus subtilis, Lactobacillus pentosus, Clostridium 

thermosulfurogenes e E. coli, mas não conseguiram produzir enzimas ativas (Brat et al., 

2009). A primeira XI bacteriana que se mostrou ativa foi a de Thermus thermophilus 

(Walfridsson et al., 1996), entretanto sua atividade era muito baixa a 30°C, uma vez que 

sua temperatura ótima era de 80°C. Posteriormente rodadas de mutagênese e seleção 

melhoraram a atividade na temperatura de crescimento da levedura, mas ainda assim 

não era suficiente para permitir a eficiente fermentação de xilose pela levedura (Lonn et 

al., 2003). 

A partir de uma seleção de mais de 15 XI bacterianas expressas em S. cerevisiae, 

foi descoberta uma enzima de Clostridium phytofermentans que se mostrou com 

atividades próximas as da XI de Piromyces sp., com a vantagem de não ser tão inibida 

por xilitol quanto esta última (Ki=15mM e Ki=5mM, respectivamente) (Brat et al., 2009). 

 Um dos melhores resultados já reportados para a produção de etanol a partir de 

xilose, vem de uma cepa com XI de Piromyces sp. que teve todos os genes da via PPP 

superexpressos, o gene GRE3 deletado, seguido de uma longa evolução metabólica em 

aerobiose, microaerobiose e anaerobiose (Kuyper et al., 2005). 

Dos muitos trabalhos publicados com o desenvolvimento de S. cerevisiae 

geneticamente modificadas para metabolização de xilose, na sua maioria as 

modificações foram realizadas a partir de linhagens de laboratório (tabela 2, Cai et al., 

2011). Ambas as estratégias de rotas metabólicas continuam sendo usadas para o 
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desenvolvimento de novas linhagens, com foco em: 1) melhorias das linhagens para 

aumentar os rendimentos e produtividade, buscando reduzir o efeito da diauxia das 

fermentações com xilose e glicose; 2) realizar as modificações em linhagens industriais; 

3) tornar as leveduras mais resistentes aos inibidores; 4) introdução de vias utilização de 

arabinose, segundo açúcar mais abundante na hemicelulose (Oreb et al.,2012); e 5) 

expressão de transportadores de celobiose e gene da β-glicosidase intracelular (Ha et 

al., 2010). 
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Tabela 2: linhagens de S. cerevisiae recombinante reportadas para fermentação 
de xilose (adaptado de Cai et al. 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

XR= xilose redutase, XDH= xilitol desidrogenase, XI= xilose isomerase, GDP1= gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de 

Kluyveromyces lactis, GFX1= transportador de C. intermédia, GND1= 6-fosfogluconato desidrogenase, GRE3= aldose redutase, 

ScXK= xiluloquinase de S. cerevisiae, TAL1= transaldolase, TKL1=transcetolase, ZWF1= glicose-6-fosfato desidrogenase, SUT1= 

transportador de P. stitipis, RKI1= ribose 6-fosfato-cetoisomerase. P e G sobrescritos correspondem a genes em plasmídio (P) ou 

integrados no genoma (G). Ps, PIS, Os, SC e Tt antes de cada gene corresponde a genes de originais de P. stipitis, Pyromices sp., 

Orpinomyces sp., S. cerevisiae e Thermus thermophilus, respectivamente. 

  Condições da fermentação anaeróbica  

Cepa Cepa de 
origem 

Genótipo meio Xilose 
(g/L) 

Biomassa 
(g/L) 

Tempo 
(h) 

Etanol 
(g/L) 

Referências 
 

H1691 CEN.PK 2 PsXRG,PsXDHG, ScXKP Mínimo 50 5 88 6 Toivari et al.(2001) 

H2674 CEN.PK 2 PsXRG,PsXDHG, ScXKG Mínimo 50 3,8 120 7 Verho et al. (2003) 

H2673 CEN.PK 2 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, GDP1P Mínimo 50 3 120 9 Verho et al. (2003) 

H2723 CEN.PK 2 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, ΔZWF1 Mínimo 50 4,2 120 9 Verho et al. (2003) 

H2684 CEN.PK 2 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, GDP1P, 
ΔZWF1 

Mínimo 50 1,9 120 16 Verho et al. (2003) 

TMB3001 CEN.PK 113-
7A 

PsXRG,PsXDHG, ScXKG Mineral 50 5 70 15,5 Jeppsson et al.(2002) 

TMB3255 TMB3001 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, ΔZWF1 Mineral 50 5 70 21 Jeppsson et al.(2002) 

TMB3008 CEN.PK 2-1C PsXRG,PsXDHG, ScXKG, ΔGND Mineral 50 5 70 19 Jeppsson et al.(2002) 

TMB3057 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXKG, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, ΔGRE3 

Mineral 50 5 67 17 Karhumaa et al.(2007) 

TMB3413 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXKG, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, ΔGRE3 

Mineral 10 2 118 2,6 Runquist et al. (2009) 

TMB3411 CEN.PK 2-1C PsXRP,PsXDHP, ScXKG, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, GXF1G 

ΔGRE3 

Mineral 10 2 118 2,4 Runquist et al. (2009) 

TMB3001 C1 TMB3001 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, 
mutação e seleção 

Minimo 10 NR NR 2,5 Sonderegger & Sauer 
(2003) 

1400 (pLNH32) 1400 PsXRP,PsXDHP, ScXKP Complexo 50 30 47 17 Ho &Brainard (1998) 

TMB3399 USM21 PsXRG,PsXDHG, ScXKG Mineral 20 3,7 18 1 Wahlbom et al.(2002) 

TMB3400 TMB3399 PsXRG,PsXDHG, ScXKG, 
mutação e seleção 

Mineral 50 5 96 17 Karhumaa et al.(2007) 

MA-R4 IR-2 PsXRG,PsXDHG, ScXKG Complexo 45 2,8 48 15,3 Matsushika et 
al.(2009) 

MA-R5 IR-2 PsXRG,PsXDH(D207A/I208R/F
209S)G, ScXKG 

Complexo 45 2,8 48 16,2 Matsushika et 
al.(2009) 

TMB3102 CEN.PK 2-1C TtXIP, ΔGRE3 Mineral 50 10 70 10,5 Traff et al.(2001) 

TMB3104 CEN.PK 2-1C TtXIP, ScXKP, ΔGRE3 Mineral 50 10 70 0 Traff et al.(2001) 

INVSc1/pRS406/p
WOXYLA 

INVSc1 OsXIP Mínimo 50 5 140 19,5 Madhavan et 
al.(2009a) 

INVSc1/pRS406XKS/ 
pRS405/pWOXYLA 

INVSc1 OsXIP, ScXKG, Mínimo 50 5 140 20 Madhavan et 
al.(2009a) 

INVSc1/pRS406XKS 
pILSUT1/pWOXYLA 

INVSc1 OsXIP, ScXKG, SUT1G, Mínimo 50 5 140 19 Madhavan et 
al.(2009a) 

ADAP8 INVSc1/ 
pRS406XKS 
pILSUT1/ 
pWOXYLA 

OsXIP, ScXKG, SUT1G, 
Adaptação em xilose 

Complexo 20 5 116 6,4 Madhavan et 
al.(2009b) 

TMB3066 CEN.PK 2-1C PisXIP, ScXKG, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, ΔGRE3 

Mineral 50 5 67 21 Karhumaa et al.(2007) 

RW202-AFX CEN.PK113-
5D 

PisXIP, adaptação em xilose Mineral 20 1,8 114 8,2 Kuyper et al.(2004) 

RWB217 CEN.PK 102-
3A 

PisXIP, ScXKP, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, ΔGRE3 

Mineral 20 1,7 44 8,4 Kuyper et al.(2005a) 

RWB218 RWB217 PisXIP, ScXKP, TAL1G, 
TKL1G,RKI1G, RPE1G, ΔGRE3 
Adaptação xilose e glicose 

Mineral 20 1,85 24 8 Kuyper et al.(2005b) 

BWY10Xyl Barra Grande CpXIP, Adaptação em xilose Mineral 25 3,2 138 10 Brat et al.(2009) 

H131-A3-ALCS  CpxylA, xyl3, TAL1, TKL1, 
RPE1, RKI1, evoluida  

Mineral 40 0,05 17 30 Zhou et al.,(2012)  
 

CIBTS0735  PisxylAp,XKS1,TAL1,TKL1,RPE1
,RKI1,Δarg1,Δgre3,GXF1, 

evoluida 

Complexo 40 0,63 17,5 24 Diao et al. (2013) 

GS1.11-26 HDY.GUF5 CpxylA,XKS1,TAL1,TKL1,RPE1,
RKI1,HXT7,AraT,AraA,AraB,Ar

aD,TAL2,TKL2, evoluida 

Complexo 35
 
  

1,3 16,1 17 Demeke et al. (2013) 
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Observa-se na tabela 2 que bons rendimentos e produtividades já foram 

alcançados com algumas das linhagens desenvolvidas (destacados em vermelho), com 

base na concentração de etanol e o tempo das fermentações observados na tabela 2. 

Entretanto, todos os resultados destacados na tabela, foram obtidos em meio sintético, 

sem a presença de inibidores, que estão presentes nos hidrolisados de segunda geração. 

Apesar dos bons rendimentos, observa-se em geral tempos de fermentação muito 

longos, o que representa aumento de custo do processo e maiores riscos de 

contaminação.  

Ainda são poucos os trabalhos com fermentações usando os substratos reais 

para a produção de etanol de lignocelulose (Diao et al., 2013; Demeke et al., 2013a ; 

Parreiras et al., 2014; Ko et al., 2016). O desempenho das leveduras frente aos 

hidrolisados foi inferir as fermentações em meio sintético, com produtividades muito 

menores. A levedura desenvolvida por Diao et al. (2013), por exemplo, que como pode 

ser vista na tabela 2, apresentava um dos melhores resultados, levando apenas 17 horas 

para utilizar toda a xilose do meio, em fermentações com hidrolisado levou mais de 150 

horas de processo, com uma queda de produtividade de 0,8 g/l/h para 0,1 g/l/h. 

Portanto, é fundamental que a avaliação das leveduras para segunda geração seja 

realizada não só em meio sintético, mas principalmente em substratos reais, com seus 

inibidores e em condições as mais próximas possíveis do processo industrial.  

Muitas vezes, apenas as modificações genéticas racionais de um micro-

organismo não oferecem o padrão desejado, sendo necessária a alteração em outros 

pontos das rotas metabólicas da levedura. Pela dificuldade de se identificar e prever 

cada alteração pontual do metabolismo que seria necessária, uma alternativa é fazer 

uso da adaptação metabólica, com base nos princípios da seleção natural. A 

comparação de RW217 e RW218 (Kuyper et al., 2005; tabela 2) mostra o papel da 

adaptação metabólica, permitindo uma redução expressiva do tempo de fermentação. 

Adicionalmente, a avaliação das alterações globais de expressão ocorridas na levedura 

adaptada por técnicas avançadas de sequenciamento de alto desempenho como RNA-

seq ou pela técnica de microarray de DNA, fornecem importantes informações para 

futuros pontos racionais de melhoramento genético. (Nevoigt, 2008; Kim et al., 2013). 
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Nos últimos anos, a maioria dos trabalhos com desenvolvimento de novas 

linhagens, algumas delas partindo de linhagens industriais (Demeke et al. 2013, Diao et 

al., 2013), incluíram etapas de adaptação metabólica, e demostraram a importância da 

mesma para obtenção dos resultados observados (Lee et al.2014). Alguns trabalhos com 

evolução das linhagens fermentadoras de xilose observaram o aumento da expressão de 

genes de transportadores, indicando que uma vez obtendo leveduras com rápida 

metabolização de xilose, o transporte da xilose pode ser um fator limitante (Wahlbom et 

al., 2003b; Kuyper et al, 2005b; Vilela et al.,2015). Diao et al. (2013) obteve 

fermentações de xilose em meio sintético, com consumo quase total da xilose em 24 

horas, por uma levedura que também teve o transportador de xilose, GXF1 de Candida 

intermedia, introduzido. Dentro desta linha, alguns trabalhos vêm sendo desenvolvidos 

no sentido de comparar e identificar melhores transportadores de xilose que possam 

ser futuramente expressos em S. cerevisiae (Colabardini et al. 2014, Farwick et al. 2014; 

Nijland et al., 2014). 

 

1.5 Transportadores de açúcares 

Na década de 80 foi descrito o primeiro transportador de monossacarídeos em 

leveduras (GAL2, que codifica uma permease de galactose) (Tschopp et al., 1986). A 

partir daí, 20 genes de transportadores de açúcares foram identificados em S. cerevisiae, 

por complementaridade funcional (tabela 3). Pela forte homologia da sequência de 

aminoácidos e conservação estrutural dos transportadores, principalmente com relação 

a 5 motivos presentes em quase todos os transportadores, independente de seus 

mecanismos de ação e substrato (Saier et al.,1996; Leandro et al.,2009). 
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Tabela 3: Transportadores de açúcares da família HXT 

Transportador substrato Km (mM) Similaridade Referência 

Hxt1 
570aa 
[DF] 

Glicose 100 86% Htx3 Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997); Liu 
et al. (2004) Frutose >300 

Manose ND 

Hxt2 
567aa 
[DF] 

Glicose 10; 1,5; 
60; 83 

81% hxt3 
69% Gal2, 
HXT6 e HXT7 

Kruckeberg & Bisson (1990); Reifenberg et al. 
(1997); Kruckeberg et al. (1999); Maier et al. 
(2002) Frutose 19 

Manose ND 

Hxt3 
567aa 
[DF] 

Glicose 60 86,4% hxt1 
75% hxt6-7 e 
htx4 

Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997); Liu 
et al. (2004) Frutose 125 

Manose ND 

Hxt4 
560aa 
[DF] 

Glicose 9 86% Hxt6 e 
hxt7 

Johston et al. (1994); Reifenberg et al. (1997); Liu 
et al. (2004) Frutose 52 

Manose ND 

Hxt5 
592aa 
[DF] 

Glicose 10 72% hxt1 Kruckeberg (1996); Diderich et al. (1997); Liu et 
al.  (2004) Frutose 40 

Manose >100 

Hxt6 e Hxt7 
570aa 
[DF] 

Glicose 1-2 99,7% entre 
eles 
83% hxt4 

Kruckeberg (1996); Reifenberg et al. (1997);  
Boles & Hollenberg (1997);  Liu et al. (2004)  Frutose 2,6-4,6 

Manose ND 

Hxt8 
569aa 
[DF] 

Glicose ND 70% Hxt6-7 e 
hxt4; 67% 
Gal2  

Kruckeberg (1996); Wieczorke et al. (1999) 

Frutose ND 

Manose ND 

Hxt9 e Hxt11 
567aa 
[DF] 

Glicose ND 97% ente 
eles 
71% Hxt6-7 

Kruckeberg (1996);Wieczorke et al. (1999); Liu et 
al. (2004) Frutose ND 

Manose ND 

Galactose ND 

Hxt10 
546aa 
[DF] 

Glicose ND 79% Hxt2 
 

Kruckeberg (1996);  Boles & Hollenberg (1997); 
Wieczorke et al. (1999) Frutose ND 

Manose ND 

Galactose ND 

Hxt12 ND ND >97% Hxt11 * Kruckeberg (1996); Boles & Hollenberg (1997); 

Hxt13 e Hxt17 
564aa 
Hxt15 e Hxt16 
567aa[DF] 

Glicose ND 90-99% entre 
os 4 
<58% outros 
Hxts 

Kruckeberg (1996);  Boles & Hollenberg (1997); 
Wieczorke et al. (1999) 

Frutose ND 

Manose ND 

Hxt14 
540aa[DF] 

Galactose ND <38% com 
outros HXts 

Kruckeberg (1996);  Boles & Hollenberg (1997); 
Wieczorke et al. (1999) 

Gal2 
574aa[DF] 

Glicose 2 72% Hxt6-7 Nishizawa et al. (1995); Kruckeberg (1996); 
Reifenberg et al. (1997);  Boles & Hollenberg 
(1997) Galactose 3 e >20 

Rgt2 
763aa 
[s/ transporte] 

Sensor  de 
glicose 

 60%Snf3 Kruckeberg (1996); Özcan & Johnston (1999) 

Snf3 
884aa 
[s/ transporte] 

Sensor de 
glicose 

 26-30% Hxts Kruckeberg (1996); Özcan & Johnston (1999) 

 

 
*sequência interrompida pela adição de 2pb, proteína selvagem não expressa. 
Adaptado de Leandro et al. (2009) 
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A principal família de transportadores de açúcares em S. cerevisiae é a família 

HXT (transportadores de hexoses); esta família de proteínas é composta por Hxt1-17p, 

Gal2p e dois sensores de glicose Rgt2p e Snf3p (Boles & Hollenberg, 1997). Estes dois 

últimos, apesar de não serem capazes de transportar açúcares, parecem ter divergido 

do grupo de forma a atuar como receptores sinalizando quanto à concentração de 

açúcares no meio extracelular (Özcan et al., 1998). Esta sinalização influência os níveis 

de expressão de genes na célula ligados a via glicolítica, inclusive, levando a indução ou 

inibição da expressão dos próprios HXTs (Özcan et al., 1998). 

Os transportadores de S. cerevisiae atuam no transporte de açúcares para 

dentro da célula, de acordo com a concentração do mesmo no meio extracelular, por 

difusão facilitada (DF), um mecanismo independente de energia (lagunas, 1993 apud 

Leandro et al., 2009). Outras leveduras, como S. stipitis, também possuem 

transportadores que por transporte ativo, realizam o transporte contra o gradiente de 

açúcar, geralmente acoplado a um transporte simultâneo de próton(s) e induzidos pela 

baixa concentração de açúcares extracelular.  

Os transportadores de hexose mais importantes em S. cerevisiae são HXT1-4, 5, 6 

e 7, pois são os únicos que conseguem restabelecer sozinhos o crescimento em glicose 

de levedura nocaute para os outros transportadores (Reifenberg et al., 1997). Hxt7 é o 

transportador mais expresso na célula, correspondendo a um transportador de alta 

afinidade, reprimido em altas concentrações de glicose. Hxt1 e Hxt3 são 

transportadores de baixa afinidade e tem expressão induzida por glicose. Hxt2 também 

tem alta afinidade por glicose e é induzido apenas em baixas concentrações de glicose 

sendo reprimido tanto em alta de glicose quanto na ausência deste açúcar, inclusive, em 

alta de glicose a célula elimina por endocitose estes transportadores presentes na 

membrana. Hxt5 e Hxt4 são ambos de média afinidade, o primeiro é regulado pelo 

crescimento celular e não pela concentração de açúcar no meio, enquanto o segundo é 

induzido em baixa concentração de glicose e reprimido em alta (Leandro et al. 2009). 

De acordo com Rintala et al. (2008) a expressão dos transportadores HXT é 

influenciada pela concentração de oxigênio no meio. Sendo aumentada em condições 

de baixo oxigênio, porém é reduzida na ausência de oxigênio. Fermentações geralmente 
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são realizadas em condição de anaerobiose. Nesta condição, o transporte de xilose 

pelos transportadores nativos de S. cerevisiae, podem estar sendo limitados pela baixa 

expressão dos mesmos. A superexpressão de transportadores com promotores 

constitutivos pode minimizar este efeito.  

1.5.1 Transportadores de xilose 

Os transportadores da família Hxt são regulados por glicose e a concentração de 

O2 (Rintala et al.,2008). Estudos de fermentação de xilose por leveduras recombinantes 

com a via de xilose introduzida, e mesmo as adaptadas para crescimento em xilose, 

apontam que um dos principais gargalos para a fermentação de xilose possivelmente 

seria a entrada de xilose na célula (Runquist et al.,2010; Cai et al., 2012). 

Subtil & Boles (2012) comprovaram que o transporte de xilose para dentro da 

célula é limitado pela inibição competitiva dos transportadores nativos de S. cerevisiae 

por glicose. A partir de uma linhagem de S. cerevisiae nocaute para via glicolítica (4 

hexoquinases deletadas) capaz de crescer em xilose (via exógena para xilose 

introduzida), observaram que o crescimento desta levedura era inibido pelo aumento da 

concentração de glicose no meio em relação a xilose, mesmo sem a glicose ser 

metabolizada. 

Além disso, na ausência de glicose HXT1, HXT4 e GAL2 têm a transcrição limitada ou 

bloqueada, e Hxt7 e Hxt5 parecem ser os principais responsáveis pela internalização da 

xilose, quando esta é a única fonte de carbono. 

Diversos grupos vêm buscando identificar transportadores de xilose que possam 

ser expressos em S. cerevisiae, com destaque para transportadores de S. stipitis, 

Candida intermedia, fungos filamentosos como Tichoderma reesei, Neurospora crassa e 

Aspergillus nidulans (Hector et al., 2008; Leandro et al., 2008; Runquist et al., 2009; Du 

et al., 2010; Colabardini et al., 2014). Devido ao fato desses micro-organismos serem 

capazes de crescer e, em alguns casos, até fermentar xilose, esperava-se encontrar 

transportadores específicos para xilose com alta afinidade. Mais de 80 genes putativos 

para transportadores de açúcares já foram testados em expressão heteróloga em S. 

cerevisiae, entretanto, mais de 70% deles não se mostraram funcionais, e mesmo 
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aqueles que foram expressos pela levedura, apenas 3 apresentavam maior afinidade por 

xilose que glicose, sendo portanto transportadores específicos de xilose (tabela 4)( 

Weierstall et al., 1999; Hector et al., 2008; Jeffries, 2009; Du et al. 2010; Young et al. 

2011, Young et al. 2013; Ferreira et al., 2013; Wang et al.,2015;) Na tabela 4 são 

apresentados os transportadores que foram expressos em S. cerevisiae com seus 

parâmetros cinéticos em relação ao transporte de xilose e glicose. Outra abordagem 

também utilizada foi a evolução destes transportadores, por mutagênese e seleção em 

xilose ou evolução por crescimento em leveduras nocaute para transportadores nativos. 

Mais de 50 transportadores já foram testados em S. cerevisiae, e este número cresce a 

cada dia conforme mais genomas são sequenciados e novos transportadores putativos 

são descritos. Alguns trabalhos conseguiram sucesso em aumentar a atividade destes 

transportadores, porém, quando expressos em S. cerevisiae na presença de glicose e 

xilose, ainda apresentavam maior afinidade por glicose do que por xilose (Saloheimo et 

al., 2007; Hector et al., 2008; Leandro et al., 2008; Runquist et al., 2009; Young et al., 

2011). Os transportadores heterólogos, mesmo os com afinidade aumentada para 

xilose, quando comparados à capacidade natural de Hxt7 de transportar xilose, sua 

atividade é inferior à deste transportador nativo (Jojima et al., 2010; Young et al., 2011).  

Alguns avanços foram alcançados na redução da diauxia das fermentações de 

xilose e glicose em S. cerevisiae pela superexpressão de HXT7. Oreb et al. (2012), citam 

ter obtido um transportador evoluído de Hxt7 com maior afinidade por xilose que por 

glicose, pela substituição de apenas um aminoácido no resíduo T213. Este mesmo grupo 

desenvolveu uma estratégia para evolução e seleção de transportadores em S. 

cerevisiae, a partir de uma linhagem em que todos os transportadores Hxts nativos 

foram deletados e a via glicolítica nocauteada (4 hexo/glicoquinases deletadas) (Farwick 

et al., 2014). Com esta linhagem, pela introdução de um transportador específico e a via 

metabólica do açúcar para o qual se esperava evoluir o transportador, a seleção e 

evolução foi obtida forçando-se a levedura a repiques sucessivos no açúcar alvo 

adicionando-se crescentes concentrações de glicose no meio. Dessa forma, ao final do 

processo, se obteve um transportador que tem a capacidade de transportar o açúcar 

alvo mesmo na presença de glicose no meio.  
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Kasahara et al. (2011) estudaram a estrutura da proteína Hxt7 em busca de 

resíduos importantes para o reconhecimento do substrato e transposição do mesmo 

para dentro da célula. Neste estudo, a partir da substituição de resíduos nas posições 

alvo, glicina 209 (G209) e treonina 213 (T213), estudaram o efeito dessas modificações 

na capacidade de transporte na presença de diferentes açúcares, associados às 

mudanças estruturais do transportador. Concluíram que G209 é um resíduo chave para 

determinação da alta afinidade de transporte e que T213 é um resíduo importante no 

reconhecimento do substrato, ambos situados na cavidade de translocação do açúcar. A 

substituição do resíduo T213 por cisteína (C) ou valina (V) levou a uma alteração na 

estrutura do poro, afetando a distância entre os resíduos D340 e T213, na figura 4a é 

apresentada a estrutura hipotética da proteína Hxt7 selvagem.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estrutura 3D de HXT e efeito da substituição do resíduo T213 na afinidade por 
diferentes açúcares (fonte: Kasahara et al., 2011). A) Estrutura central 3D hipotética de Hxt7. 
Estrutura gerada pelo programa MODELER com base na similaridade de sequência e 
alinhamento de Hxt7 com GlT como estrutura de referência, vista lateral. B) Especificidade do 
substrato de Hxt7 selvagem, T213V e T212C mutantes. Atividade foi medida por 5 s com 1 mM 
d[14C] glicose como substrato na presença dos açúcares indicados na concentração de 20mM. 
2DG= 2-deoxiglicose, D-Glc=D-glucose, Fru= frutose, Man= manose, 3OMG=3-o-metil-D-glicose, 
Xyl=xilose, 6DG=6-deoxiglicose, Gal=galactose , L-Glc= L-glicose. 

 

Corroborando com a citação de Oreb et al. (2012), no estudo de Kasahara 

(2011), de acordo com a figura 4b, pode-se observar que a afinidade do transportador 

por glicose diminui na presença de xilose, enquanto a atividade é similar ao 

transportador selvagem quando apenas glicose está presente. Apesar de Oreb et al. 

(2012) não discutirem qual substituição levou ao aumento da afinidade por xilose, e o 

A B 
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estudo de Kasahara et al. (2011) não discutir sobre este aspecto, ele dá indícios de que a 

substituição do resíduo T213 por valina, pode ser importante na transformação do 

transportador de alta afinidade por glicose em um transportador com maior afinidade 

por xilose, comparado a sua versão selvagem. 

O resíduo T213 de Hxt7 está em uma região da sequência de aminoácidos 

extremamente conservada entre os Hxts, o que sugere papel similar nos 

transportadores desta família. Apesar de Hxt7 ser o transportador mais estudado para 

superexpressão em leveduras geneticamente modificadas para fermentação de xilose 

(Apel et al.,2016), talvez não seja o transportador ideal para a fermentação em processo 

de batelada. No processo de fermentação em batelada, as concentrações de açúcar no 

início do processo são em geral altas, reduzindo ao longo do tempo pelo consumo dos 

mesmos. No início do processo de batelada há a indução principalmente de 

transportadores de baixa afinidade por glicose, uma vez que a mesma é abundante, 

enquanto ao final do processo há a participação principalmente de transportadores de 

alta afinidade, quando a concentração de glicose no meio é baixa. A fermentação da 

xilose na presença de glicose é retardada até que a concentração de glicose esteja baixa, 

condição em que se observa a diauxia. Para garantir que a xilose seja consumida no 

início do processo e seu consumo seja concomitante com a glicose um transportador de 

xilose de baixa afinidade seria suficiente, contanto que a finidade por xilose fosse 

superior a de glicose. Ao final do processo, um transportador de alta afinidade por xilose 

seria mais eficiente, entretanto, na completa depleção da glicose, os próprios 

transportadores nativos de glicose (Hxt6 e 7) são capazes de transportar xilose. Se 

compararmos com os valores de Vmax de Hxt7 com os demais transportadores (tabela 

4), nota-se que a velocidade de assimilação da xilose por este transportador ainda é 

superior aos demais transportadores heterólogos, o que inclusive permite fermentações 

com consumo similar ao de glicose quando os mesmos são expressos constitutivamente 

em leveduras hxt-nocaute (Gonçalves, et al., 2014). Entretanto a afinidade (1/Km) por 

glicose é mais de 200 vezes maior do que a de xilose, levando a um atraso da 

fermentação quando os açúcares estão juntos (Gonçalves, et al., 2014). 

Dentro desta ótica, o presente trabalho estudou a evolução de transportadores 

de alta, baixa e média afinidade (Hxt7, Hxt3 e Hxt5) de forma a torná-los capazes de 
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transportar xilose mais eficientemente para dentro da célula. A estratégia envolveu a 

substituição do resíduo T213 (ou seu equivalente homólogo) por Valina, seguida de 

evolução por crescimento em xilose e 2-deoxiglicose (análogo à glicose), gerando 

pressão competitiva pelo transporte entre estes dois açúcares.  

Farwick et al. (2014) recentemente desenvolveram um trabalho similar, 

inicialmente focando no transportador Hxt7 e Gal2. Neste trabalho, a partir de uma 

levedura nocaute para transportadores de açúcares e com a via de utilização de glicose 

interrompida, ele testou tanto a substituição racional de T213 por 7 aminoácidos (A, G, 

V, S, C, D e N) quanto a evolução de mutações espontâneas pelo crescimento em xilose 

com gradativo aumento de glicose. E observou pela evolução que em HXT5 houve 

substituição espontânea de T234 por S (equivalente a T213 do HXT7) porém, como 

houve dificuldade na evolução de HXT7, nenhuma mutação espontânea foi observada. 

Já quando da substituição racional, a substituição de T213 por glicina, serina e 

asparagina mostraram melhoras no transporte de xilose na presença de glicose. Apesar 

de buscarem testar também a substituição por valina, conforme sugerido no presente 

trabalho, no trabalho de Farwick et al. (2024) foram usados primers randômicos para as 

substituições A/G/V e avaliada a substituição apenas após a seleção e adaptação em 

xilose e glicose, portanto é possível que a substituição de T213V não tenha surgido pelo 

PCR degenerado. 

Neste mesmo trabalho, as mutações hxt7 (N370S) e resíduo homólogo em Gal2 

(N376F), levaram a transportadores que não mais permitiam o crescimento da levedura 

em glicose. Entretanto, as mutações também levaram a redução da velocidade de 

transporte da xilose (tabela 5). Novos estudos aliando a caracterização estrutural dos 

transportadores (Kasahara et al., 2011), a homologia entre as sequências e a estratégia 

de evolução dos mesmos em leveduras nocaute para transportadores de hexose, 

trouxeram novas mutações em regiões chave, como hxt7 (F79S) (Apel et al., 2016), 

Hxt36 (N367I) e Hxt36 (N367A) (Nijland et al., 2014). Curiosamente as mutações que 

levaram a completa abolição do consumo de glicose, foram ou no resíduo T213 de Hxt7 

ou seu homólogo equivalente em outro transportador, ou no resíduo N370 de Hxt7 ou 

seu equivalente. Os mesmos resíduos que já haviam sido identificados anteriormente 

por Kasahara et al. (2011) como os resíduos chave tanto para a afinidade por glicose e 
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pela seletividade, nos estudos estruturais. A mutação pontual do resíduo T213 por 

valina, uma mutação que ainda não emergiu dos estudos de evolução deste 

transportador, foi então alvo do presente estudo. 
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Tabela 4: Parâmetros cinético dos principais transportadores de glicose/xilose 
expressos em S. cerevisiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transportador Linhagem  Características da linhagem Xilose  Glicose Referência 

Km 

(mM) 

Vmax  

(nmol/min/mgDCW) 

Km 

(mM) 

Vmax 

(mmol/min/mgDCW))) 

 

ScHxt1 
H2219/pYX212-

HXT1 
hxt1-7gal2 880 ± 8 750 ± 94  NR   NR   [1] 

ScHxt1  KY73/HXT1mnX-pVT hxt1-7gal2 NR   NR  46  NR  [2] 

ScHxt2 H2219/pYX212-hxt2 hxt1-7gal2 260 ± 130 340 ± 10  NR   NR   [1] 

ScHxt2  KY73/HXT2mnX-pVT hxt1-7gal2 NR    NR 3.3   NR   [2] 

ScHxt4 
H2219/pYX212-

HXT4 

hxt1-7gal2 

170 ± 120 190 ± 23   NR    NR  

 [1] 

ScHxt7 
H2219/pYX212-

HXT7 
130 ± 10 110 ± 7   NR   NR 

ScHxt7 
EBY.VW4000/pRS62

N-HXT7 
hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

ydl247w yjr160c 

200.3 ± 13.2 67 ± 2 0.5 ± 0.1 26 ± 1.1 

 [3] 

ScHxt7 (N370S) 
EBY.VW4000/pRS62

N-HXT7-N370S 
169.9 ± 26.3 24.1 ±1.6 10.8 ±1.0 47.3 ± 1.2 

ScHxt7 

KY73/HXT7mnX-pVT 

 

hxt1-7gal2 

 

 NR   NR 0.67 ± 0.05 610 ±60 *  [2] 

ScHxt7 (T213V)  NR  NR  0.40 ± 0.02 120 *   [4] 

ScHxt7 (D340C)  NR   NR 0.43 ±0.05  430 ±40*  [2] 

ScHxt7 JBEI-9012/HXT7 
hxt1-7gal2 

 
161 ±22 101,6 NR NR 

[12] 

ScHxt7 

(F79S) 
JBEI-9011/ HXT7m 

hxt1-7gal2 

 
228 ±45 186 NR NR 

ScGal2 
EBY.VW4000/pRS62

N-GAL2 
hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

ydl247w yjr160c 

225.6 ± 15.8 91.3 ± 3.2 1.5 ±0.2 27.2 ± 0.9 [3] 

ScGal2 (N376F) 
EBY.VW4000/pRS62

N-GAL2-N376F 
91.4 ± 8.9 37.3 ± 1.3 ND BD [3] 

CiGxf1 
TBM3201/pHxt7-

GXF1 hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

48.6  ± 6.5 64.19 2.0  ± 0.6 10.5 

 [5] 

CiGxs1 
TBM3201/pHXT7-

GXS1 
0.4  ± 0.1 6.5 ±1.5 

0.012 ± 

0.004 
4.3 ±0.3 

CiGsx1 
EBY.VW4000/ 

p414-TEF-CiGXS1 

hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

ydl247w yjr160c 

0.026 ± 

0.066 
0.0072 NR NR 

[9] 
CiGsx1 

F38I39M40 

0.721  

±0.116 
0.015 NR NR 

SsSut1 RE700/YEpSUT1 hxt1-7 145  ± 1.0 132 ± 1.0 1.5  ± 0.1 45.0 ± 1.0   [6] 

SsSut4 
EBY.VW4000/pRS31

6-TDHp-SUT1 

hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

ydl247w yjr160c 

hxt1-17 gal2 

stl1 agt1 mph2 mph3 

ydl247w yjr160c 

16.6 ± 0.3 122 ± 2.4 1.3 ± 0.1 105 ±4.2 

  [7] 

SsXut1 
EBY.VW4000/pRS31

6-TDHp-XUT1 
0.46 ±0.02 116 ± 5.8 0.91 ±0.01 80 ± 1.0 

SsXyp29 
EBY.VW4000/pRS42

9-HXT7p-XYP29 
56 ±9.4 

0.69 ± 

0.04 
BD BD 

[8] 

NcAn25 EBY.VW4000/pRS42

9-HXT7p-AN25 

 

175.7 ± 21.4 0.61± 0.05 BD BD 

NcAn25.R4.18 28.2± 6.3  6.5 ± 0.3   [13] 

DhXylh 
W303-1A/pRS42K-

XYLH 
 1.4† 1.6† NR NR [10] 

ScHxt36 

DS715054/pRS313-

HXT7p-HXT36 

 108 62.5 6 60 

[11] ScHxt36 (N367I) glk1 hxk1 hxk2 gal1 40 23 ND ND 

ScHxt36 (N367A)  25 29 171 71 

 *Vmax = рmol/10
7
cells/5s. DWC= peso seco, NR= não reportado; ND, não detectavel; BD, abaixo do limite de  detecção; 

†
Km e Vmax  foram calculados 

desconsiderando a influência do sistema de transporte endogeno.[1]Saloheimo  et al. 2007; [2] kasahara et al. 2010; [3] Farwick et al. 2014; [4] 

kasahara et al.  2011; [5] Leandro  et al. 2006; [6] Weierstall et al. 1999; [7] Jeffries et al. 2015; [8] Du et al. 2010; [9] Young et al. 2013; [10] Ferreira et 

al,. 2013; [11] Nijland et al.,2014; [12] Apel et al., 2016 e [13] wang et al;.2015. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Este projeto tem como objetivo geral o desenvolvimento de uma linhagem 

industrial de S. cerevisiae capaz de fermentar xilose para a produção de etanol a partir 

de resíduos lignocelulósicos.  

2.2 Objetivos específicos 

 Construção de cassetes de integração para os genes xilose isomerase (XI) e 

xiluloquinase (XK).  

 Integração do cassete de expressão de XI nas sequências delta da linhagem 

industrial de S. cerevisiae JP1. 

 Integração do cassete de expressão de XK nos dois alelos do gene GRE3 

(deleção de GRE3).  

 Remoção sequencial das marcas de seleção dominantes por meio do sistema 

Cre/lox de excisão por recombinação. 

 Adaptação metabólica em meio contendo xilose em condições de aerobiose 

e anaerobiose. 

 Estudo das cinéticas de crescimento e fermentação em meio sintético e em 

hidrolisado de bagaço de cana. 

 Clonagem de genes codificadores de transportadores de alta, baixa e média 

afinidade por glicose.  

 Testar a hipótese de que a mutação pontual em T213 de Hxt7 e seu 

equivalente homólogo nos demais transportadores, melhoraria a capacidade 

de transportar xilose. 

 Evolução dos transportadores em pressão competitiva de xilose e 2-

deoxiglicose. 

 Comparação da eficiência no transporte de xilose dos transportadores em 

levedura mutante null para transportadores de açúcar. 
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2.3 Estratégia 

 

 

Cura do vetor pYRCre 

I- Integração dos genes para 
metabolismo de xilose 

Integração do cassete XI 

nas seqüências delta 

Construção de cassete 

para integração 

multicópias da XI  

Transformação com o plasmídio pYRCre 

e remoção da marca de seleção  

Mutação sítio dirigida 

HXT7 T213V (ou homólogo) 

Integração do cassete XK 

no locus GRE3 

Evolução metabólica da 

cepa resultante em meio 

com xilose 

Teste de fermentação em 

meio sintético 

Evolução dos 

transportadores em meio 

D-deoxiglicose e xilose 

Teste de fermentação em 

hidrolisado de bagaço de cana 

Transformação de 

EBY.VW4000  (com  XK eXI) p/ 

expressão  dos transportadores  

Transformação com o plasmídio pYPCRE 

e remoção da marca de seleção  

Cura do vetor  pYRCre 

II - Estudo dos transportadores de 

xilose 

Clonagem de genes de 

transportadores HXT3, 5 e 7 

xilose  

Avaliação dos 

transportadores em 

crescimento em glicose e 

xilose  
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3. MATERIAIS 

3.1 Micro-organismos utilizados 

 Escherichia coli linhagem DH5-α (Invitrogen) – endA1 gyrA96 thi-1 

hsdR17supE44 relA1 ΔlacU169 (φ80lacZΔM15) IU169 dcoR phoA. 

 Escherichia coli linhagem XL10 Gold (Stratagene) - Tetr Δ(mcrA)183 

Δ(mcrCBhsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB 

lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr ] 

 Saccharomyces cerevisiae linhagem JP1 (industrial) 

Linhagem industrial isolada em 2005 na usina Japungu (Paraíba) produtora de 

bioetanol no nordeste brasileiro (Silva-Filho et al., 2005). 

 Saccharomyces cerevisiae EBYVW4000 (Wieczorke et al.,1999), 

linhagem criada a partir de CEN.PK2-1C, pela deleção sequencial de 18 

transportadores de açúcares. Esta linhagem é capaz de crescer em maltose, porém é 

incapaz de crescer em glicose, frutose ou galactose. 

Genótipo: MATα leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-Δ1 MAL2-8c SUC2 hxt17Δ 

hxt13Δ::loxP hxt15Δ::loxP hxt16Δ::loxP hxt14Δ::loxP hxt12Δ::loxP hxt9Δ::loxP 

hxt11Δ::loxP hxt10Δ::loxP hxt8Δ::loxP hxt514Δ::loxP hxt2Δ::loxP hxt367Δ::loxP gal2Δ 

stl1Δ::loxP agt1Δ: :loxP ydl247wΔ: :loxP yjr160cΔ::loxP snf3Δ::loxP rgt2Δ::loxP 

3.2 Enzimas 

 Enzimas de restrição 

As enzimas EcoRI, SalI, BamHI, XhoI, HindIII, EcoRV, BglI, SacII e HpaI foram 

fornecidas pela New England Biolabs, Promega, QBiogene e Fermentas Life Sciences e 

utilizadas como indicado pelos fabricantes. 

 RNAse A 

RNAse A (“DNAse-free”)             10 mg/mL 

Acetato de sódio pH 4,8                 50 mM 
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Fervida em banho-maria por 10 minutos 

 Ligases 

T4 DNA ligase – New England Biolabs 

T4 DNA ligase – USB Corporation 

T4 DNA ligase – kit pGEM®-T System I (Promega) 

 Fosfatases 

Para as reações de desfosforilação de vetores linearizados com apenas uma 

enzima foi utilizada a enzima fosfatase alcalina antártica (Antarctic Phosphatase) da 

New England Biolabs, conforme especificação do fabricante. Esta enzima remove grupos 

fosfato da extremidade 5’ diminuindo a taxa de religação dos vetores linearizados 

 Polimerases 

 Nas reações em cadeia da polimerase (PCR) nas quais o produto de PCR foi 

usado para clonagem do gene de interesse foi utilizada a DNA polimerase de alta 

fidelidade Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase da empresa New England Biolabs. Nas 

reações de PCR com objetivo de confirmação dos insertos foi utilizada a Easy taq DNA 

polimerase (Labtrade Brazil). 

    

3.3 Marcadores de DNA 

 DNA de fago λ digerido com EcoRI e HindIII 

 2-Log DNA ladder (0,1-10 kb)(New England Biolabs) 

 1 kb Plus ladder (Invitrogen) 

 O’ Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas) 

3.4 Kits 

 QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) – utilizado para extração e purificação 

de DNA de gel de agarose. 

 QIAquick PCR purification kit (Qiagen) – utilizado para purificação dos 

produtos de PCR. 



Materiais 
 

 32 

 Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) – utilizado para 

purificação dos produtos de PCR. 

 DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing – utilizado no 

sequenciamento. 

 

3.5 Ferramentas de Bioinformática 

 

Busca de sequências de DNA, RNA, Proteína e Genoma:  

GenBank (NCBI) - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

Saccharomyces Genome Database (SGD) - http://www.yeastgenome.org/) 

Uniprot- (http://www.uniprot.org/) 

 

Desenho de Iniciadores (primers): 

Primer3Plus–(http://www.bioinformatics.nl/cgi-in/primer3plus/primer3plus.cgi/) 

 

Cálculo do conteúdo de G+C: 

 “Genomics %G~C Content Calculator”  -  

(http://www.sciencebuddies.org/mentoring/project_ideas/Genom_GC_Calculat

or.shtl) 

 

Análises de restrição:  

NEBcutter V2.0 - (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) 

 

Manipulação de sequências: 

The Sequence Manipulation Suite (http://bioinformatics.org/sms/index.html) 

 

Alinhamento: 

BLAST- (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

ClustalW - (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) 
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3.6 Vetores 

pPICZαA (invitrogen) - vetor comercial que possui a marca Sh ble (resistência a 

zeocina)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática do mapa do vetor comercial pPICZαA 

pPICKα (Batista, 2012) - Vetor construído no laboratório de Biologia Molecular 

da UnB pela substituição da marca Sh ble do vetor pPICZαA pela marca KanR obtida por 

PCR com a enzima Phusion® usando como template o vetor comercial pPICK9 

(Invitrogen). 

 

Figura 6: Representação esquemática do mapa do vetor pPICKα.  
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pT (Borges, 2009) – Vetor integrativo construído no laboratório contendo as 

sequências Tyδ, para integração nas regiões delta presentes em S. cerevisiae. 

 

Figura 7: Representação esquemática do mapa do vetor pT 

pYRCre (Reis, 2012) - Vetor construído em laboratório com cassete para 

expressão de Cre recombinase (2,1 kb), onde a Cre recombinase está sob controle do 

promotor induzível do gene GAL1. Vetor replicativo com marca de seleção higromicina 

B. 

 

Figura 8: Representação esquemática do mapa do vetor pYRCre. 
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pBCPX (Reis, 2012)- Vetor construído no laboratório contendo cassete da xilose 

isomerase (para a região promotora e terminadora do cassete de expressão foram 

utilizados 1480 pb da região upstream ao gene PGK1 e 276 pb donwstream), 

flanqueados por 100 pb do 5’ e 3’ do gene CAN1. Vetor de clonagem, obtido a partir do 

vetor comercial pBlueScript® II SK (Stratagene)  

 

Figura 9: Representação esquemática do mapa do vetor pBCPX. 

pGXKSPGI (Reis, 2012)- Vetor construído no laboratório contendo cassete da 

xiluloquinase - XKS1 - (região promotora do gene PGI e terminadora do próprio gene 

XKS1). Vetor de clonagem, obtido a partir do vetor comercial vetor pGEM®T (Promega). 
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Figura 10: Representação esquemática do mapa do vetor pGXKSPGI. 

pBGRE (Reis, 2012) - Vetor construído no laboratório contendo região 5’(230 pb) 

e 3’ (220 pb) do gene GRE3 (codifica uma Aldose Redutase). Vetor de clonagem, obtido 

a partir do vetor comercial pBlueScript® II SK (Stratagene).  

 

 

Figura 11: Representação esquemática do mapa do vetor pBGRE. 
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3.7 Meios de cultura e soluções 

Todos os meios de cultura e soluções utilizados para cultivo de micro-organismos 

foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos ou, quando indicado, em 

filtros 0,22 µm 25 mm estéril (Millipore). 

3.7.1 Meios e soluções para cultivo de micro-organismos 

 Meio Luria-Bertani (LB) 

Peptona caseína   1,0% (p/v) 

Extrato de levedura   0,5% (p/v) 

NaCl    1,0% (p/v) 

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio sólido foi adicionado 15 g/L de ágar 

bacteriológico. 

 

 Meio SOB 

Extrato de levedura    0,5% (p/v) 

Peptona de caseína      2% (p/v) 

NaCl            0,0584% (p/v) 

KCl                           0,0186% (p/v) 

O pH ajustado para 7,2. 

 

 Meio YPD 

Extrato de levedura   1,0% (p/v) 

Peptona de caseína   2,0% (p/v) 

Glicose    2,0% (p/v) 

O extrato de levedura e a peptona (meio 2YP) foram autoclavados 

separadamente da glicose. Depois misturados numa proporção de 1:1. Para o meio 

sólido foi adicionado 15 g/L de ágar bacteriológico. Para preparo de levedura 
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Competente, utiliza-se uma variação deste meio, chamado YPDA, pela adição de 

adenina (para a concentração final 80 mg/L). 

 

 YNB (sem aminoácidos) 

Yeast Nitrogen Base without Amino Acids (Difco)        0,167% (p/v) 

NH4SO4                                                                                  0,5% (p/v) 

 

* Esterilização por filtração (membrana 0,22µm). Foi preparada uma solução 

estoque 10X concentrada, armazenada a 4°C protegida da Luz. Para meio sólido foi 

adicionado 15 g/L de ágar bacteriológico. Antes do uso foi adicionado ao meio 2% - 5% 

do açúcar apropriado (ex. glicose), como fonte de carbono. 

 

 Solução estoque de ampicilina 500X (50 mg/mL) 

Ampicilina                                50 mg 

Água destilada (q. s. p.)  1 mL 

*Esterilizada por filtração. 

 

 Solução estoque do antibiótico  geneticina G418 (50 mg/mL) 

G418                                         50 mg 

Água destilada (q. s. p.)  1 mL 

*Esterilizada por filtração. 

 

 Solução estoque do antibiótico zeocina (100 mg/mL) 

Este antibiótico foi obtido da Invitrogen na concentração de 100 mg/mL 
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 Solução estoque do antibiótico canamicina (30 mg/mL) 

Canamicina                                         30 mg 

Água destilada (q. s. p.)   1 mL 

*Esterilizada por filtração. 

 

 Solução estoque do antibiótico higromicina B (50 mg/mL) 

Este antibiótico foi obtido da Invitrogen na concentração de 50 mg/mL 

 

3.7.2 Soluções e tampões para técnicas de DNA recombinante 

Extração de DNA plasmidial 

 Tampão Tris-EDTA (TE) 

Trizma base (pH 8,0)            25 mM 

EDTA                                       10 mM 

 

 Solução II  

NaOH                                       0,4 M 

SDS                                           2,0% (p/v) 

Misturados no momento do uso numa proporção de 1:1. 

 Solução III 

Acetato de potássio 5M                                  60 mL 

Ácido acético glacial                                        11,5 mL 

Água destilada                                                  28,5 mL 

O pH foi ajustado para 4,8 - 5,2. 

 

Análise de ácidos nucléicos em gel de agarose 

 Tampão Tris-Borato EDTA (TEB) 10X 
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Trizma base                                          1,78 M 

Acido bórico                                         1,78 M 

EDTA                                                      0,16 M 

O pH foi ajustado para 8,4. 

 Tampão Tris-acetato EDTA (TAE) 20X 

Trizma base                                           40 mM 

EDTA                                                        1 mM 

A solução teve seu pH ajustado para 8,5 com ácido acético. 

 

 Tampão de amostra para DNA 5X 

TAE 20X    50,00% (v/v) 

Glicerol    30,00% (v/v) 

Azul de Bromofenol   0,25% (p/v) 

Xilenocianol    0,25% (p/v) 

 

 Solução de brometo de etídeo 

Brometo de etídeo   1,0% (p/v) 

Água destilada (q. s. p.)  100 mL 

 

 Extração de DNA de levedura 

 Tampão Sorbitol-EDTA (SE) 

Sorbitol    0,9 M 

EDTA     100 mM 

O pH da solução foi ajustado para 7,5 

 

 Solução de liticase 

Liticase (Sigma) 100 mg/mL em água. 
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 Solução TE20 

Trizma base    10 mM 

EDTA     20 mM 

O pH da solução foi ajustado para 7,5 com ácido clorídrico 2 M. 

 

Transformação de S. cerevisiae  

 

 Tampão One-step  

Acetato de lítio (estoque 1M) 0,2 M  

PEG 4000                 40% (p/v)  

DTT                  100 mM 

Soluções estéreis preparadas separadamente e misturadas no momento do uso. 

 

3.8 Primers 

Na Tabela 5 estão listados os primers, com suas respectivas sequências, 

temperatura de anelamento (Tm) e sítios de restrição. Os códons de iniciação e 

terminação da tradução estão em negrito, assim como a sequência loxP. Os primers 

foram desenhados a partir de sequência depositadas no banco de dados NCBI e SGD 

(Saccharomyces Genome Database), e das próprias sequências dos vetores usados neste 

trabalho. Todos os primers foram sintetizados pela empresa IDT sendo dissolvidos em 

Tris-HCl 4 mM (pH 8,0) para solução estoque. A solução de trabalho foi diluída em H2O 

milliQ para uma concentração de uso de 5 μM ou 10 μM. 
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Tabela 5: Sequências dos primers utilizados nas reações de PCR. 

Produto Primer 
Sequência (5' → 3') 

 
Tm 
(°C) 

Sítio 

Xilose 
Isomerase 

XIF 
 

CGAATTCACAATGGCTAAGGAATACTTC 78,0   

XIR TTATTGGTACATAGCAACGATAG 62,0  

Actina 
(Real time PCR) 

ACT-F GATTGGCCGGTAGAGATTTGACT 56,8  

ACT-R AAGTCCAAGGCGACGTAA 55,1  

Xilose 
isomerase 

(real time PCR) 

XI-F GTTCAAGCCTGGATGGAAATCA 55,5  

XI-R AGCTCTAGGCATAGCGTCCA 57,9  

 
GRE3 (aldose 

redutase) 
 

GREF1 ACGAGCTCGTTAACATATTTCATTATCGGAACTCTAG 60  SacI/ HpaI 

GRER1 
 

TTGGATCCATCCGCGGCCCAATCGTCTTGAAGGATTG 62,0 
BamHI/ 

SacII 

GREF2 
 

TTGGATCCGCCTGTGGTGTCATCCACG 
 

62,0 BamHI  

GRER2 GTGGTACCGTTAACGTTGAAATGGAAGCTGCTATTA 60 
 

KpnI / HpaI  
 

Fusão 5’GRE-
Kan-XK-3’GRE3 

 
 
 
 

KPGI-F 

TGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAA
GGCTTTAATTTGCAAGCTAGATCTATAACTTCGTATA
ATGTATGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGGTCGAC

GGTATCGATAAGCTTG 
 

70 
BglII 

 

XKG3-R 

TACCGTTAAC GTTGAAATGG AAGCTGCTAT 
TAATATCCCG ATAGATATCC GGTTACTCAA 
ATGATTTTGG GACCGCTTTG CTCTCTTGGT 
GTCTATTTTA GGCCGCGGGATTGGATCCG 

 

66  

 
Gene de 

resistência a 
G418 

(Canamicina) 
ou Zeocina 

 

ZeoBlasF3 
CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG

TTATAGATCTCCCACACACCATAGCTTCAAAATG 
66,1 

 
BglII/ 

BamHI 
 

ZeoBlasR3 
CGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAG

TTATAGATCTAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAG 
66,6 

BglII/ 
BamHI 

 

Xiluloquinase 

XKSF 
TCTCGAGTTAATGTTGTGTTCAGTAATTCAGAGA  

 70 XhoI 

XKSR 
TGGATCCGCGGTCTCTCTCGTTGCTGGTCGCTCACCCT 

92 
BamHI/ 

SacII 
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Cassete HXT em 
Y2STEF 

5’p356Sac1_F 

CCATGATTACGAATTCGAGCTC 

 

53 SacI 

3’p356Hind3_R 
ACAGCTGCGGCCAGTGCCAAGCTT  

62,5 
PvuII/ 
HindIII 

Amplificação do 
HXT5 HXT3 e 

HXT7 

5F_ hxt7 

 

GGATCCATGTCACAAGACGCTGCTATTG 
61,4 BamHI 

3’R_hxt7 

 

GCGGCCGCTTATTTGGTGCTGAACATTCTCT 
64,4 NotII 

5F_ hxt5 
AGATCTATGTCGGAACTTGAAAACGCTC 

 

   58,5 BglII 

3’R_hxt5 
GCGGCCGCTTATTTTTCTTTAGTGAACATCCTTT 

62 NotI 

5F_ hxt3 
GGATCCATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCC 

61 BamHI 

3’R_hxt3 
GCGGCCGCTTATTTCTTGCCGAACATTTTCTTG 

64,4 NotI 

Primers 
mutagênicos 

para 
transportadores 

HXT7, HXT5 e 
HXT3 

mut5’ hxt7 
CCAATTGATGATTGTTGCCGGTATTTTC 

 57  

mut3’ hxt7 
GAAAATACCGGCAACAATCATCAATTGG 

 
57  

mut5’ hxt5 
TACCAATTAATGATCGTTTTCGGTATCTTT 

 
54,8  

mut3’ hxt5 
AAAGATACCGAAAACGATCATTAATTGGTA 

 
54,8  

mut5’ hxt3 
CCAACTGATGATTGTCTTGGGTATTTTC 

 
57  

mut3’ hxt3 
GAAAATACCCAAGACAATCATCAGTTGG 

57  

Inseção região 
homologia ao 
promotor TEF1 

tef_hxt7_F 
TTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAA
TTACAAAGGATCCATGTCACAAGACGCTGCTATTG 

61,4 BamHI 

Inseção região 
homologia ao 
terminador PGK 
do cassete HXT 

tPGK_hxt7_R 

CCTTACCTTC CAATAATTCC AAAGAAGCAC 
CACCACCAGTAGAGACATGGGCGGCCGCTTATTTGGT
GCTGAACATTCTCT 

64,4 NotI 

Inseção região 
homologia ao 
promotor TEF1 

tef_hxt3_F 

TTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTTAA
TTACAAAGGATCCATGAATTCAACTCCAGATTTAATAT
CTCC 

61 BamHI 

Inseção região 
homologia ao 
terminador PGK 
do cassete HXT 

tPGK_hxt3_R 

CCTTACCTTCCAATAATTCCAAAGAAGCACCACCACCA
GTGAGACATGGGCGGCCGCTTATTTCTTGCCGAACAT
TTTCTTG 

64,4 NotI 
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Os primers para Real Time PCR foram desenhados usando a ferramenta 

Primers3Plus. Foram estabelecidas as seguintes regras para o desenho dos primers para 

qRT-PCR: fragmento amplificado com tamanho entre 50 e 150 pb; Tm de 55-60°C; 

porcentagem de C+G entre 20-80%; foram evitadas repetições consecutivas da mesma 

base (mais de 4), principalmente de G e os 4 nucleotídeos da extremidade 3’ não devem 

ter mais do que 2 C e/ou G.  
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4. MÉTODOS 

4.1 Digestão de DNA com enzimas de restrição 

As digestões foram realizadas conforme instruções dos fabricantes das enzimas. 

O tempo de incubação, os tampões, as temperaturas de reação, as concentrações de 

DNA e enzima variaram de acordo com o material a ser digerido e a eficácia da enzima. 

Geralmente, foram utilizadas 10 U de enzima para cada 5 μg de DNA, incubados a 37°C 

por 3 h. Teve-se o cuidado de observar se o volume da enzima não tinha ultrapassado 

10% do volume final da reação, com a finalidade de evitar a degradação inespecífica do 

DNA pela enzima, devido aos níveis de glicerol. 

4.2 Precipitação do sistema de digestão 

A precipitação dos sistemas de digestão foi realizada adicionando-se acetato de 

sódio a uma concentração final de 0,3 M no sistema. Após homogeneização, foi 

adicionado o equivalente a 2,5 volumes do sistema de etanol 100%. A mistura foi 

incubada em água-gelo por 30 min-1h. Realizou-se então uma centrifugação a 12.000 x 

g por 30 min a 4°C. O precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol 

70% gelado e novamente submetido a centrifugação a 4°C por 20 min. Após secagem 

por exposição ao ar, o precipitado foi ressuspendido em 20 μL de H2O. 

4.3 Purificação e eluição de fragmentos de DNA em gel de agarose 

Após digestão dos plasmídios com as enzimas de restrição apropriadas, os 

fragmentos de DNA contendo as sequências de interesse foram aplicados em gel de 

agarose e submetidos a eletroforese. Os fragmentos de DNA de interesse foram 

recortados do gel e purificados utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction, conforme as 

especificações do fabricante.  

4.4 Ligação dos fragmentos de DNA 

Nos sistemas de ligação, as concentrações de DNA (razão molar vetor:inserto) 

variaram entre 1:3 e 1:6. O sistema foi incubado a uma temperatura de 16°C por pelo 

menos 14 h, ou por 2 h e 30 min a 25°C. A quantidade de T4 DNA ligase para cada 

sistema de ligação foi feita de acordo com as recomendações de cada fabricante. 
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4.5 Desfosforilação dos vetores para ligações não direcionadas 

Para sistemas de ligação não direcionados de fragmentos de DNA foi necessário 

desfosforilar as extremidades do vetor linearizado. A reação de desfosforilação foi 

realizada utilizando-se 100 ng DNA, 1 U da enzima Antarctica Phosphatase (New 

England Biolabs) e tampão fornecido pelo fabricante. O sistema foi incubado a 37°C por 

30 minutos e seguido de inativação da enzima a 65°C por 15 minutos. 

 

4.6 Transformação de bactéria 

Preparo das células quimicamente competentes 

O preparo de células de E. coli competentes pelo método de choque térmico 

com cloreto de rubídio foi realizado a partir de modificações do proposto originalmente 

por (Hanahan, 1983 apud Sambrook et al., 2001). As células da linhagem de E. coli foram 

inoculadas em 5 mL de meio SOB e incubadas a 37°C, sob agitação (200-250 rpm), por 

12-16 horas. Uma alíquota de 2 mL do pré-inóculo foi adicionado a 50 mL de meio SOB. 

A cultura de células foi incubada a 37°C sob agitação (250 rpm), até atingir a OD600 de 

0,2-0,3. Em seguida transferida para tubos de centrifugação estéreis, incubando-os no 

gelo por 15 min. Após a incubação, as células foram coletadas por centrifugação (3.000 

g por 5 min a 4°C), e o sedimento foi ressuspendido em 16 mL de tampão de 

transformação I pH 5,8 (12 g/L RbCl; 9,9 g/L MnCl2·4H2O; 1,5 g/L CaCl2·2H2O; 150 mL 

glicerol 100%; 30 mL 1 M acetato de potássio [pH 7,5]). A solução de transformação I foi 

esterilizada por filtração com pH ajustado para 5,8 com 0,2 M ácido acético. Após adição 

da solução de transformação I as células foram incubadas novamente por 15 min no 

gelo e submetidas a uma nova centrifugação (mesmas condições). As células foram 

então ressuspendidas em 4 mL de tampão de transformação II pH 6,5 (1,2 g/L RbCl; 11 

g/L CaCl2·2H2O; 150 mL glicerol 100%; e 20 mL de 1M MOPS [pH 6,8]), esterilizado por 

filtração e ajustado o pH com KOH. Alíquotas de 100 μL de células por tubo foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio liquido e estocadas a -80°C. 
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Transformação das células quimicamente competentes 

Para transformação, o sistema de ligação foi adicionado a uma alíquota de 

células competentes (até 10% do volume de células) e incubados no gelo por 30 

minutos. O sistema de transformação foi submetido a choque térmico de 42°C durante 

90 segundos ou a 37°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 1 mL de meio LB e as 

células foram incubadas por 1 hora a 37°C. Um volume de 20 μL, 200 μL e o pellet 

restante de células foram semeadas em placas de Petri com meio LB-ágar e o antibiótico 

apropriado, ampicilina (100 μg/mL), canamicina (50 μg/mL), ou em meio LB-águar (baixo 

sal, 0,5% NaCl) com zeocina (25 μg/mL). 

 

4.7 Preparação de DNA plasmidial por lise alcalina (adaptado de Sambrook et 

al., 2001 e Birboim & Dolly ,1979) 

Preparação de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep) 

Colônias individuais de bactéria foram inoculada em 5 mL de meio LB contendo o 

antibiótico adequado e cultivadas a 37°C por 16 a 20 horas sob agitação de 200 a 250 

rpm. Estas células foram coletadas por centrifugação a 10.000 g por 2 minutos a 4°C, 

descartando-se o sobrenadante. Opcionalmente, o sedimento foi lavado com 500 μL de 

STE, para remoção de excesso de meio LB, seguida de mais uma etapa de centrifugação 

nas condições anteriores. O sedimento foi ressuspendido em 200 μL de TE (10 mM Tris-

HCl [pH 8,0] e 0,1 mM EDTA), e adicionou-se 360 μL de solução II recém preparada (0,2 

M NaOH e 1% SDS). A amostra foi homogeneizada, com cuidado, por inversão do tubo e 

incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 300 μL 

de solução III pH 5,2 (3 M acetato de sódio e 2 M ácido acético) gelada ao lisado, 

procedendo-se nova homogeneização por inversão do tubo, gentilmente. A amostra foi 

então incubada no gelo por 5 minutos e submetida a centrifugação a 10.000 g por 5 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 750 μL de 

isopropanol. A solução foi homogeneizada por inversão e submetida a uma nova 

centrifugação a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 200 μL de TE. Foram adicionados 110 μL acetato de amônio 7,5 M e 
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misturou-se o sistema vigorosamente por aproximadamente 1 min seguida de nova 

centrifugação (10.000 g/10 min) e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O 

DNA foi precipitado pela adição de 750 μL de etanol 100% gelado seguindo-se 

centrifugação a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o 

precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol 70% gelado. Após 

secagem por exposição ao ar, o precipitado foi diluído em 50 μL de TE ou H2O milliQ 

com RNAse A (20 μg/mL). O DNA plasmidial foi estocado a -20°C até o uso. 

Alternativamente, em alguns casos (ex. para sequenciamento) foi usado o Kit comercial 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) conforme orientação do fabricante.  

 Preparação de DNA plasmidial em média escala (midi-prep)  

O procedimento foi o mesmo do descrito para a preparação de plasmídios em 

pequena escala. Apenas os volumes das soluções utilizadas foram ajustadas ao volume 

de cultura de 50 mL. A análise e a estocagem do material, também seguiram os 

procedimentos da mini-preparação. Em alguns casos, foi utilizado o kit QIAGENtip100-

500 (Qiagen), seguindo-se as instruções do fabricante. 

 

4.8 Extração do DNA total de Saccharomyces cerevisiae 

As linhagens foram crescidas até a fase estacionária em 40 mL de meio YPD em 

um frasco de 250 mL. As células foram coletadas por centrifugação a 3.000 x g durante 5 

min a temperatura ambiente e ressuspendidas em 3 mL de tampão SE. Em seguida foi 

adicionado 10 µL da solução de liticase (20 mg/mL), sendo essa suspensão de células 

incubada a 37°C. Após 60 min de incubação, a suspensão foi coletada a 3.000 g durante 

5 min e as células ressuspendidas em 3 mL de TE20. A seguir foi adicionado 0,5 mL de 

SDS 10% sendo agitado por inversão do tubo e incubado a 65°C durante 30 min. Ao final 

do período de incubação foi adicionado 1,5 mL de acetato de potássio 5 M, e a 

suspensão incubada no gelo por 30 min. A seguir a suspensão foi submetida a 

centrifugação a 10.000 g a 4°C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

foi lavado com 5 mL de etanol 70% e coletado a 10.000 g por 5 min. Após secar foi 
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ressuspendido em 200 µL de TE acrescido de 4 µL de RNAse A a 4 mg/mL. O DNA foi 

quantificado em gel de agarose 0,8% e estocado a -4°C. 

 

4.9 Análise dos ácidos nucleicos em gel de agarose 

A eletroforese em gel de agarose utilizada para análise dos fragmentos de DNA 

foi feita de acordo com Sambrook et al. (2001). O gel foi preparado com agarose na 

concentração de 0,8-1,0% (p/v) e em tampão de corrida TAE 1X, adicionado de brometo 

de etídeo para concentração final de 0,5 μg/mL, depois de derretido. As amostras e os 

marcadores moleculares foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese com 

voltagem ajustada entre 1 a 5 V/cm. Para visualização das bandas de DNA, o gel foi 

exposto à luz ultravioleta.  

 

4.10 Transformação de Saccharomyces cerevisiae  

Transformação Rápida 

As transformações da levedura S. cerevisiae com os vetores de expressão foram 

realizadas utilizando o método de transformação em fase estacionária descrito por Chen 

et al. (1992). A levedura foi crescida por 12-16 horas em meio YPD a 30°C sob agitação 

de 250 rpm até atingir a fase estacionária. Um volume de 200 μL de células foi coletado 

por centrifugação a 10.000 g por 10 segundos sendo ressuspendido em tampão One 

Step, ao qual foram adicionados de 100 a 2000 ng de DNA plasmidial, para um volume 

final de 100 μL. As células foram incubadas a 45°C durante uma hora e semeadas em 

placas de meio mínimo SD (YNB + 2% glicose). No caso da seleção com G418, 

Higromicina ou Zeocina, após a incubação a 45°C, o tampão One Step foi removido por 

centrifugação e foi adicionado 1 mL de meio YPD ao sistema, sendo incubado por 2hs 

em shaker a 30°C. Posteriormente, as células foram semeadas em placas de meio 

mínimo SD (YNB + 2% glicose) com o antibiótico apropriado (200 µg/mL de G418, 200 

µg/mL zeocina ou 200 µg/mL de higromicina B). As placas foram incubadas em estufa a 

30°C por 72 horas. 
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Transformação de alta eficiência 

Uma colônia da levedura foi inoculada em 5 mL de meio YPDA e incubada a 30°C, 

sob agitação de 200 rpm, por 12-16 horas. Foram adicionados 2,5 x 108 células em 50 

mL de meio pré-aquecido 2YPDA para uma concentração final de 5 x 106 células/mL. As 

células foram incubadas a 30°C sob agitação (200 rpm) até atingir a concentração de no 

mínimo 2 x 107 células/mL. Enquanto isso, 1 mL do DNA carreador (DNA de esperma de 

Salmão – 2 mg/mL) foi desnaturado em água fervente por 5 minutos e colocado no gelo 

com água imediatamente. Após as células atingirem a densidade desejada (~4 h), elas 

foram sedimentadas (3.000 g/ 5 min/20°C) e, em seguida, ressuspendidas em 25 mL de 

água estéril. Esta etapa foi feita duas vezes. Uma nova centrifugação foi feita com as 

células agora ressuspendidas em 1 mL de água estéril sendo, então, transferidas para 

um tubo de microcentrífuga para uma nova coleta (3.000 g/30 s). As células foram 

ressupendidas em 1 mL de água estéril e dispensadas em alíquotas de 100 μL. Após 

outra centrifugação (3.000 g/30 s) as células foram ressupendidas em 336 μl do seguinte 

mix: 

Componentes                                 Volume (μL) por transformação 

PEG 3350 50%(p/v)                                             240 μL 

Acetato de Lítio 1M                                              36 μL 

DNA carreador (2 mg/mL)                                    50 μL 

                                                                       Total  336 μL 

Foi adicionado DNA num volume total de 34 μL. As células foram ressuspendidas 

vigorosamente e incubadas num banho a 42°C por 40 min. Após o choque térmico as 

células foram sedimentadas (3.000 g/30 s) e ressupendidas em 1 mL de água estéril. 

Foram semeadas em meio MD no volume máximo de 150 μL por placa de células 

transformadas. No caso de seleção por antibiótico, as células sedimentadas foram 

ressuspendidas em 1 mL de meio YPD e incubadas a 30°C por 2-3 h. Posteriormente, 

foram semeadas em placa contendo meio YPD com o antibiótico adequado. As placas 

foram incubadas a 30°C por 48 h (Gietz & Schiestl, 2007). 
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4.11 Sequenciamento e análise da sequência do DNA 

As reações de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automático 

MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foi utilizado cerca de 100 ng de DNA, 5 pmoles 

dos primers apropriados e o kit DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing. O DNA 

utilizado no sequenciamento foi quantificado por espectrofotometria utilizando 

equipamento Nanodrop2000 (Thermo Scientific). A qualidade da sequência obtida no 

sequenciamento automático foi analisada utilizando as ferramentas de bioinformática: 

Phred, Phrap, CAP3 disponíveis na página: www.unb.br/ib/cel/biomol. Depois da análise 

da qualidade, as sequências foram comparadas com o programa BLAST para análise de 

identidade com sequências já depositadas no GenBank. 

4.12 Reação de PCR 

As condições que foram utilizadas para a realização das reações de PCR estão 

representadas na tabela 6 e o ciclo da PCR listado em seguida. 

Tabela 6. Reagentes utilizados na PCR.  

Reagentes                                                       Concentração final                             

dNTP (2,0 mM) 10X                                               200 mM  

Tampão 10X                                                             1X  

MgCl2 (50 mM)                                                        2,0 mM  

Taq DNA polimerase                                               0,04 U  

Primers 5’ (5 μM)                                                     0,2 μM 

Primers 3’ (5 μM)                                                     0,2 μM 

DNA Molde                                                                ≤10 ng 

Ciclo da PCR: 

Desnaturação inicial 94°C 1min →→[Desnaturação 94°C 45 s - 1 min→ 

Anelamento 50-60°C, 30 - 45 s→ Extensão 72°C 1 min/kb] ↖(Ciclo - 30 vezes) →→, 

Extensão final 72°C , 3x tempo de extensão→→ 4°C ∞ 
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Para a polimerases de alta fidelidade, Phusion® DNA polimerase (Finnzymes) as 

condições adotadas foram as recomendadas pelo fabricante. 

4.13 PCR de Colônia 

  

As colônias recombinantes foram coletadas, uma a uma, com a ponta de um 

palito e dissolvida em 5 μL de H2O. Em seguida, foi feito um mix da reação de PCR com 

os reagentes em comum e, posteriormente, distribuídos nos tubos com as colônias 

dissolvidas. A condição da reação esta descrita na tabela 7 e o ciclo em seguida. 

Tabela 7. Reagentes utilizados na PCR de colônia, volume e concentração final 

na reação. 

Reagentes                                       Volume por reação                  Concentração final 

dNTP (2,0 mM) 10X                                 1,5 μL                                      200 μM 

Tampão 10X                                              1,5 μL                                              1X 

MgCl2 (50 mM)                                        0,6 μL                                          2 mM 

Taq DNA polimerase (5 U/μL)             0,04 μL                                       0,013 U 

Primers 5’ (5 μM)                                     0,6 μL                                           2 μM 

Primers 3’ (5 μM)                                     0,6 μL                                           2 μM 

H2O  milliQ                                               5,16μL                          

Total do mix                                                10μL 

Colônia + H2O milliQ                                  5 μL                                      

Total                                                             15 μL 

 

Ciclo da PCR 

Desnaturação inicial 94°C 3min →→[Desnaturação 94°C , 1 min→ Anelamento 50-60°C, 

30 - 45 s→ Extensão 72°C 1 min/Kb] ↖(Ciclo - 30 vezes) →→, Extensão final 72°C , 3x tempo de 

extensão→→ 4°C ∞ 
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4.14 Purificação dos produtos de PCR 

Para purificação dos produtos de PCR foram utilizados os kits QIAquick PCR 

purification kit (Qiagen) ou Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), 

seguindo-se as recomendações do fabricante. 

 

4.15 Real Time PCR (qRT-PCR) - SYBR Green 

A Quantificação relativa do número de cópias gênicas foi feita pela técnica de 

Real Time qRT-PCR utilizando o equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied 

Biosystems), com o kit de detecção Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e 

quantificação absoluta no equipamento Rotor-Gene Q da (Qiagen). A reação e o ciclo 

foram os recomendados pelo fabricante. Para uma reação de 10 μL, foram adicionados 

5 μL de SYBR Green 2X, 0,8 μL do par de primers na concentração de 50 μM, 2 μL do 

DNA genômico, e completando-se o volume com H2O milliQ, e nas mesmas proporções 

para reações de 20 μL. O programa para a reação foi: 95°C por 20 s, 40 ciclos de 95°C 

por 3 min e 60°C por 30 s. A especificidade do produto formado foi verificada por meio 

da curva de dissociação feita logo após a reação conforme o programa: 95°C/15 s, 

60°C/1 min, 95°C/15 s e 60°C/15 s. A análise dos dados foi feita pelo método 

comparativo CT (ΔΔCT) (Livak & Schmittgen, 2001), para a quantificação relativa e pelo 

método da curva padrão para a quantificação. As reações foram feitas em triplicata.  

Para a construção da curva padrão foi usado o plasmídeo pBCPX (para XI) e o 

Y2STEF (para URA3), ambos foram digeridos com NotI, de forma a linearizá-los, foram 

quantificados e diluídos de forma a obter soluções na faixa de 109 a 105 moléculas do 

plasmídeo. Foi adicionado 1uL de glicogênio 20 ng/μL na água milliQ usada para as 

diluições sucessivas para evitar perdas de DNA por absorção no plástico. Para o cálculo 

do número de moléculas foi usada a equação abaixo: 

Y=                 X (g/μL) DNA                                     x 6,022x1023 
      Tamanho do vetor linear (kb) x 649 
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4.16 Remoção da Marca de Seleção (Cre recombinase) 

Para remoção da marca de seleção flanqueada pelo loxP foi usado o protocolo 

descrito por Carter & Delneri (2010). Uma colônia da levedura contendo o cassete de 

seleção flanqueado por sítios loxP e o vetor pYRCre foi inoculada em 5 mL de meio 

YPRaf (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% rafinose) com 200 μg/mL higromicina 

B. A cultura foi incubada a 30°C, sob agitação (~200 rpm), durante a noite. No dia 

seguinte a quantidade de célula necessária para iniciar o inóculo com uma OD600 = 0,3 

foi submetida a centrifugação (3.000 g/5 min) e lavadas com H2O destilada estéril. Após 

uma nova centrifugação as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPGal (1% 

extrato de levedura, 2% peptona, 2% galactose) com 200 μg/mL higromicina B. A cultura 

foi incubada a 30°C por 3 horas sob agitação. Posteriormente 1 mL da cultura foi 

semeada em meio YPD. As células foram incubadas a 30°C por 24 h. Posteriormente as 

células foram repicadas para uma nova placa de YPD para obter se colônias isoladas.  

4.17 Curva de crescimento celular em microplaca 

Foram feitos pré-inóculos em 10 mL de meio YPD com adição de G418 para o 

estudo dos transportadores ou em meio YPX (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% 

xilose) para JPXIXK, crescidas a 30 °C sob agitação de 200 rpm por 20 horas. As células 

crescidas foram lavadas em água estéril no mínimo 2 vezes e inoculadas para um OD 

(600nm) inicial de 0,05 em 2 mL meio YPX (com adição de G418 para estudo de 

transportadores, por poço na microplaca de 12 poços. As leituras da OD a 600nm foram 

feitas pelo leitor de placas Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, 

Inc, Winooski, VT, EUA) utilizando o software Cen5 v2.07, com leituras a cada 30min e 

curvas de crescimento de 72 a 96 horas. 

4.18 Adaptação metabólica 

Adaptação de JPXIXK em meio com xilose 

A levedura recombinante JPXIK1 foi crescida inicialmente em meio YPDX (1% 

extrato de levedura, 2% peptona, 2% xilose e 0,5% glicose), para obtenção de biomassa 

para início da adaptação. E sempre que necessário ao descongelamento de alíquotas de 
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repiques anteriores os mesmos foram inicialmente crescidos neste meio para 

recuperação das células previamente ao início da adaptação. As células foram 

inoculadas em meio YPX para uma OD (600nm) de 0,2 em um volume final de 50 mL em 

frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, crescidas a 30˚C a 200 rpm. O crescimento foi 

monitorado por leitura de OD (600nm) e sempre que a cultura atingia OD entre 1,5 e 

2,5, era realizada a passagem para um novo meio, para uma OD inicial de 0,2. Assim 

foram realizados repiques sucessivos. Nos primeiros repiques o meio YPX continha 20 

g/L de xilose. Quando crescimento atingiu um µ de 0,14, foi realizado um repique 

apenas alterando a concentração de xilose do YPX, para 10 g/L. E os repique seguintes 

foram todos com 50 g/L de xilose. A partir do repique 19, foi iniciado o crescimento 

anaeróbico, realizado com o mesmo volume de 50 mL, em frasco tipo de penicilina, com 

septo de borracha e lacre, com uma agulha de seringa com filtro de algodão hidrofóbico 

espetado, de forma a permitir a saída de CO2. Os meios da condição anaeróbica foram 

purgados com N2, antes da transferência do inóculo, e as amostragens foram realizadas 

com auxílio de uma seringa, de forma a minimizar a entrada de oxigênio. Após 5 

repiques anaeróbicos em YPX 5%, o crescimento passou a ser realizado em meio mínimo 

(YNB 1X + 0,5 g/L sulfato de amônia) com 5% xilose com adição de 0,01g/L ergosterol + 

0,42 g/L Tween 80 (solução estoque diluída em etanol). Ao final, foram realizados dois 

últimos crescimentos em meio mínimo em aerobiose, conforme início da adaptação. Os 

clones foram isolados em placa com meio YPX e, paralelamente, em meio mínimo com 

5% xilose. Clones com crescimento mais rápido foram selecionados e semeados em um 

segundo repique em placas com meio mínimo. A cada repique uma alíquota da 

população crescida foi preservada em glicerol 25% em freezer a - 80 ˚C. 

 

A taxa específica de crescimento (µ) foi calculada de acordo com a equação 

abaixo 

µ =    2,303(LogN-logN0) 
                   (t-t0) 
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Estudo dos transportadores 

A proposta do trabalho foi obter diferentes transportadores a partir das 

sequências originais de HXT3, HXT5 e HXT7, através da modificação pontual do 

aminoácido T213 (treonina) do Hxt7 pela valina (V) (e seu correspondente homólogo 

nos demais transportadores), e através da evolução da levedura em meio com xilose e 

2-deoxyglicose. O 2-deoxyglicose é um análogo da glicose, que pode competir com a 

xilose na entrada na célula, porém não é metabolizado na via glicolitica. 

A adaptação metabólica e evolução dos transportadores foi realizada a partir do 

repique sucessivo do crescimento da levedura EBYXI contendo cada um dos 

transportadores em microplaca de 12 poços num volume final de 2mL. Os primeiros 10 

repiques foram realizados por crescimento em meio YPX com adição de G418, 

realizando a passagem para uma nova placa com uma OD (600 nm) inicial de 

aproximadamente 0,1. Cada repique foi realizado aproximadamente a cada 4 dias no 

início da adaptação e mais ao final a cada 48hs, garantido a passagem no início da fase 

estacionária do crescimento. Após os primeiros 10 repiques em meio com YPX, uma vez 

que as leveduras apresentavam rápido crescimento em xilose, foram adicionadas a cada 

repique sucessivo, concentrações crescentes: 0,1 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L, 5 g/L e 12 g/L de 2-

deoxiglicose no meio YPX com 10 g/L de xilose. Esta última concentração 

correspondendo à razão equimolar entre os açúcares. Ao longo de todo o processo foi 

adicionado G418 de forma a evitar a perda do plasmídeo com os genes da XI e XK. A 

cada repique uma alíquota das culturas crescidas foi preservada em glicerol 25% em 

freezer a - 80˚C. 

Ao final do processo foram isolados clones para cada uma das leveduras com 

seus respectivos transportadores em meio YPX-ágar (com G418), conforme 

esquematizado na figura 12. 
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Figura 12: Representação esquemática da estratégia de evolução dos transportadores 
e isolamento das linhagens EBYHXT. Linhagens antes da adaptação: HXT3=EBYHXT3, 
HXT3M=EBYHXT3M, HXT5=EBYHXT5, HXT5M=EBYHXT5M HXT7M=EBYHXT7M.Linhagens isoladas 
após a adaptação em xilose: 3X=EBYHXT3X, 3MX= EBYHXT3MX, 5X= EBYHXT5X, 5MX= 
EBYHXT5MX, 7MX=EBYHXT7MX. Linhagens intermediárias da evolução 5Mi= EBYHXT5Mi, 
7Mi=EBYHXT7Mi. Linhagens isoladas ao final da evolução: 3A= EBYHXT3A, 3MA= EBYHXT3A, 5A= 
EBYHXT5A, 5MA= EBYHXT5MA, 7MA= EBYHXT7MA. 

 

A comparação dos transportadores foi realizada pelo crescimento em YPX e 

YPDX, com avaliação do crescimento por leitura de OD a 600nm e avaliação do consumo 

de acúcares por HPLC. O crescimento foi realizado em placas de 24 poços com 1 mL de 

volume final e inóculo inicial de 0,05 de OD 600nm, a partir do pré-inóculo crescido em 

YPD e lavadao 3X com água estéril. O crescimento das microplacas de 12 poços e 

eventualmente de 24 poços foi realizado a 30˚C em shaker a 200 rpm. 
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4.19 Curva de biomassa (Absorbância 600nm X peso seco) 

Foi construída a curva de biomassa (peso seco) por densidade ótica da linhagem 

JPXIXK30.1. Para tal, as células foram crescidas por 20 horas em meio YPX (2% Peptona, 

1% extrato de levedura e 2% xilose) em shaker a 250 rpm, 32°C. As células foram 

coletadas (3.000x g, 5 min), lavadas três vezes em água estéril e ressuspendidas em um 

volume equivalente ao volume originalmente coletado. Em seguida foram realizadas 

diversas diluições sucessivas, e lidas as absorbâncias no leitor de densidade ótica 

(comprimento fixo 600mm). 

 Para determinar o peso seco, 20 mL da cultura de células, lavadas, foram 

filtrados em membranas de acetato de celulose 0,22 µm (Millipore). As membranas com 

e sem a biomassa foram secas em estufa a 90°C, até estabelecer peso constante, e 

posteriormente pesadas. Tanto as leituras de OD, quanto o peso das membranas foi 

realizado em triplicata o que pode ser visto na figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Curva de biomassa: Absorbância a 600 nm X peso seco da linhagem 

JPXIXK30.1 
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4.20 Fermentação em biorreator 

Foram realizadas as fermentações em reator BioFlo 110 (New Brunswick 

Scientific Co., Inc.) em vaso de volume nominal de 1,3L, com Volume útil de 800mL. As 

células microbianas foram crescidas em frascos tipo Erlenmeyer em meio YPX ( 1% 

extrato de levedura, 2% peptona e 2% xilose), no período de 30 a 48 h, em shaker a 250 

rpm, na temperatura de 30°C, e em seguida, a biomassa foi coletada a 3000 g por 5 min, 

lavadas com água estéril e ressuspendidas em um volume final de 10 mL para 

inoculação no reator de maneira a atingir a concentração final de 1,3 a 1,6 g/L de células 

microbianas. No início da fermentação foi adicionado 50 ng/mL de antibiótico byozin 

(PROZYN) e 0,01g/L ergosterol + 0,42g/L Tween 80 (solução estoque diluída em etanol). 

Nas fermentações em meio YPX (5,5% xilose) ou YPDX (5,5% xilose e 2% glicose) 

o meio foi previamente autoclavado e purgado por 1 h com N2 para gerar condição 

anaeróbica. Entretanto, ao longo do processo não houve entrada de gás de forma a 

evitar possível evaporação do meio e carreamento de etanol. No caso da fermentação 

do hidrolisado, o mesmo não foi esterilizado e a condição de anaerobiose foi mantida 

pelo próprio consumo do oxigênio pelas células microbianas nas primeiras horas de 

processo. O pH foi monitorado e controlado em pH 6,0 pela adição automatizada de 

KOH 1M ou HCL 1M. As fermentações foram realizadas com temperatura controlada a 

30˚C, com agitação de 200 rpm. Foram realizadas amostragens a cada 3 horas, 

separando amostras para monitoramento da biomassa e amostras para avaliação dos 

metabólitos por HPLC, que foram submetidos imediatamente a centrifugação a 10.000 g 

e o sobrenadante foi congelado a -20˚C. 

Para fermentações do hidrolisado lignocelulósico foi usado hidrolisado de 

bagaço de cana de açúcar gerado na planta piloto (procedimento interno da empresa) 

armazenado em câmara fria. Previamente aos testes de fermentação o hidrolisado foi 

sacarificado. A corrente liquida rica em xilose foi neutralizada com hidróxido de amônia 

até atingir pH 5,0 e adicionada de sólido rico em celulose (celulignina), também 

neutralizado a pH 5,0. O sólido foi adicionado ao longo do processo de sacarificação por 

72 h usando-se a enzimas comerciais Cellic Ctec 3 (Novozymes) adicionada no início do 

processo e o tenso ativo PEG (5%) junto com o sólido. Após a etapa de sacarificação, o 
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hidrolisado sacarificado foi coletado (5.000 g/20 min) para separação da fração sólida e 

recuperação da fração líquida correspondente ao meio sacarificado (C5 e C6) livre de 

sólidos, usado nas fermentações. 

Na tabela 8, está representada uma caracterização do hidrolisado sacarificado, 

livre de sólidos, gerado de acordo com o procedimento descrito acima, usado na 

fermentação. 

 

Tabela 8: Caracterização hidrolisado de bagaço de cana sacarificado gerado no CENPES 
(Petrobras). Composição determinada por HPLC. 

 

 

 

 

 

  

Para estes experimentos cabe ressaltar que não houve suplementação do 

hidrolisado com nutrientes ou sais, nem carreados pelo inóculo, uma vez que o mesmo 

foi lavado e ressuspendido em água estéril. Os micronutrientes e fontes de nitrogênio 

são derivados da própria matéria prima (bagaço de cana) e da neutralização do 

hidrolisado com hidróxido de amônio, quando há a formação de sulfato de amônio no 

meio em alta concentração (aproximadamente 1 g/L). Para garantir a comparação dos 

resultados entre lotes diferentes de hidrolisados, caso necessário, é corrigida a 

concentração de açúcares, com adição de glicose e/ou xilose (sólido, diluído 

diretamente no hidrolisado) de forma a atingir as concentrações padronizadas. 

Os parâmetros de acompanhamento da fermentação foram: glicose, xilose, 

xilitol, acetato, lactato, arabinose, glicerol, HMF, furfural e etanol, avaliados por HPLC 

(Cromatografia de alta performance). As condições cromatográficas foram: 
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Fase Móvel: H2SO4 5 mM 

Fluxo: 0,700 mL.min-1 

Temperatura: 65˚C 

Detector: RID a 35˚C 

Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H 

Vol. de injeção: 20 µL. 

Tempo de corrida: 25 a 30min 

 

Determinação dos Parâmetros Fermentativos 

 As concentrações inicial e final dos açúcares (no último tempo de 

fermentação amostrado) foram usadas para o cálculo do rendimento de etanol (Yp/s), 

de acordo com a fórmula abaixo, considerando os dois açúcares como substrato 

convertido em etanol. 

 Yp/s = Δ etanol / (Δ glicose + Δ xilose) 

  Para cálculo do rendimento de etanol pelo consumo da xilose, foi 

considerado para cálculo o intervalo de valores de etanol e xilose da fase na qual toda a 

glicose havia sido depletada do meio. 

 A produtividade volumétrica de etanol (g/L.h) foi calculada com base na 

avaliação cinética da curva de produção de etanol, estabelecendo como intervalo de 

tempo usado para o cálculo o ponto em que a curva de produção de etanol atinge seu 

máximo ou o platô. Da mesma forma, a taxa de consumo de xilose (g/L.h-1), também foi 

calculada de acordo com a cinética da curva de consumo deste açúcar, considerando a 

região da curva que precede seu valor mínimo ou ponto em que se atinge um platô.  

A produtividade específica foi calculada pela divisão da produtividade 

volumétrica pela concentração da biomassa inicial g (peso seco de células)/L, obtendo-

se g/g/h. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CONSTRUÇÃO DA LEVEDURA INDUSTRIAL CAPAZ DE FERMENTAR XILOSE 

5.1.1 Integração do cassete XI em múltiplas cópias nas regiões δ da levedura 

industrial JP1 

5.1.1.1 Obtenção da Marca de seleção Kan-LoxP e Zeo-LoxP 

 

A primeira etapa deste estudo foi a obtenção da marca de resistência KanR 

flanqueada pela sequência loxP. Esta marca confere resistência a canamicina em 

bactérias e a gentamicina (G418) em leveduras. 

O gene de resistência kan foi amplificado por PCR com a enzima DNA polimerase 

Phusion® de alta fidelidade, utilizando o par de primers ZeoblasF3 e ZeoblasR3. Estes 

primers foram construídos de forma a adicionar em cada extremidade uma sequência 

loxP, além dos sítios de restrição para BamHI (externo a loxP) e BglII (entre loxP e kan). 

Essa sequência permite a excisão da marca de seleção por recombinação dos sítios loxP 

promovida pela enzima Cre Recombinase, possibilitando a reciclagem desta marca de 

seleção. 

O cassete Kan-loxP (1,7 kb) foi obtido usando o vetor pPICKα como molde, 

gerando um cassete de resistência Kan/G418, com promotor TEF1 para levedura, EM7 

para bactéria e o terminador de transcrição do gene CYC1, além das sequências loxP nas 

extremidades 5’ e 3’ deste cassete (figura 14). 
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 Figura 14: Amplificação do cassete de seleção Kan-loxP. Análise feita por 
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo. 1: produto do PCR (Kan-
loxP); M: Marcador O’ Gene Ruler 1kb Plus Ladder (Fermentas). 

 

Com a mesma estratégia, o cassete de resistência a zeocina foi amplificado por 

PCR usando-se o vetor pPICZαA, que se difere do vetor anterior apenas pela substituição 

do gene kan pelo gene sh ble (resistência a Zeocina), com os mesmos promotores e 

terminadores. Foi obtido um fragmento de aproximadamente 1,3 kb correspondendo ao 

tamanho esperado para o cassete Zeo-LoxP, flanqueado por sequências LoxP nas 

regiões 5’ e 3’ do cassete. 

Tanto o fragmento correspondente ao cassete Kan-loxP obtido na reação de PCR, 

quanto o fragmento correspondente ao cassete Zeo-loxP, foram usados nas estratégias 

que envolveram integração de genes no genoma da levedura industrial JP1. Após a 

purificação, os mesmos foram ligados aos vetores construídos no presente trabalho, e 

descritos a seguir. 

  M         

1 

1,7kb 

 O’ Gene Ruler™ 1 kb Plus  
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5.1.1.2 Construção do vetor pTXI 

O vetor pT foi desenvolvido por Borges (2009) no laboratório de Biologia 

Molecular da UnB. Este é um vetor integrativo que contém um sítio múltiplo de 

clonagem flanqueado por uma região homóloga a sequência do transposon Ty (T1), 

correspondentes à região δ. O primeiro, chamado de TyD, por estar à direita do sítio 

múltiplo de clonagem, e outro, TyE, por estar à esquerda. Internamente a estas 

sequências, há um sítio de corte de restrição pela enzima XhoI, que permite linearizar o 

mesmo, gerando um fragmento que pode ser usado para integração por recombinação 

homóloga nos múltiplos sítios de região δ presentes no genoma de S. cerevisiae.  

Com o objetivo de integrar XI em múltiplas cópias no genoma de S. cerevisiae, o 

cassete de expressão da XI (sob o controle do promotor PGK1) foi extraído do vetor 

pBCPX (Reis, 2012) e clonado no vetor pT, de acordo com a estratégia esquematizada na 

figura 15. 
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Figura 15: Representação esquemática da estratégia utilizada para construção do 
vetor pTXI. 

O plasmídio pBCPX foi cortado sequencialmente com as enzimas SalI, BglI e EcoRI, 

respectivamente nesta ordem, gerando 4 fragmentos: 3,1 kb, 1,5 kb, 1,2 kb e 300 pb 

(figura 16). A enzima BglI foi usada apenas para facilitar o isolamento da banda do  
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BglI/SalI/EcoRI 

Digestão 
EcoRI/SalI 

Ligação 
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cassete da XI no gel de agarose, uma vez que fragmenta o restante do vetor em partes 

menores. O fragmento de 3,1 kb corresponde ao cassete da XI cortado na posição 5’ 

pela enzima de restrição SalI e pela EcoRI na posição 3’. O mesmo foi isolado e eluído do 

gel. O cassete da XI foi em seguida, usado em reação de ligação com o vetor PT 

linearizado pela digestão com estas duas enzimas e precipitado para a remoção de sais e 

enzimas. O sistema de ligação foi usado na transformação de bactérias E. coli 

competentes da linhagem XL10 Gold, semeadas em meio LB sólido contendo 100 µg/mL 

de ampicilina, para a seleção dos clones.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Perfil de restrição de vetor pT e pBCPX (XI). Poço 1: pBCPX intacto, poço 

2: pBCPX digerido com BglI, poço 3: pBCPX digerido com BglI e SalI, poço 4: pBCPX digerido com 

BglI, SalI e EcoRI, poço 5: Marcador O’Gene Ruler 1Kb plus , poço 6: pT digerido com SalI, poço 7: 

PT digerido com SalI e EcoRI, poço 8: pT intacto. 

 

Vários clones foram selecionados aleatoriamente para averiguar se houve ligação 

no vetor de integração. Mais de 70 clones foram avaliados pelo perfil de restrição com 

BamHI após extração de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep), ou por PCR de 

colônia com os primers XIF e XIR. Nenhum clone apresentou o padrão de restrição 

esperado pelo corte com BamHI (3 bandas: 5 kb, 1,3 kb e 300pb) correspondente ao 

vetor pTXI. Portanto, todos os clones avaliados correspondiam ao vetor pT religado.  

A etapa da ligação foi repetida mais 3 vezes variando-se a proporção vetor inserto 

(1:3 a 1:5), obtendo-se grande quantidade de clones com o vetor religado. Em função da 

dificuldade em se amostrar clones contendo o Inserto, foi realizado um teste partindo-
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se do cassete XI e do vetor pT linearizado, ambos isolados do gel, em reações de ligação 

com o vetor desfosforilado e não desfosforilado, com e sem o inserto. Em todos os 

casos foram obtidos vários clones, e novamente, todos os aleatoriamente selecionados 

possuíam o vetor religado. Este estudo indicou que mesmo após a reação de 

desfosforilação do vetor ainda restavam alguns vetores com 5’ fosfato, capazes de se 

religar. Além disso, não pode ser confirmada a digestão total de pT com EcoRI, uma vez 

que o fragmento menor eliminado após a digestão com as duas enzimas seria de apenas 

23 pb, não visível no gel da digestão (figura 16). 

O vetor pT foi sequenciado para elucidar se o sítio múltiplo de clonagem havia 

sofrido alguma recombinação. A sequência da região foi confirmada conforme 

apresentado na figura 17, contendo dois sítios para EcoRI, ao invés de apenas um sítio 

conforme descrito por Borges (2009), porém, em ambos os casos a linearização do vetor 

com as duas enzimas em sequência, SalI e EcoRI, ainda seria possível. Contudo, a 

digestão completa com a segunda enzima não poderia ser confirmada, pois o fragmento 

gerado era muito pequeno para visualização no gel. A grande quantidade de vetores 

religados dá indícios de que a digestão tenha sido parcial. 

 

Figura 17: Mapa do sítio múltiplo de clonagem do PT.  

Com o objetivo de investigar se na população de clones obtidos haviam clones 

com o inserto, uma placa com mais de 300 colônias (da ligação com o inserto) foi lavada 

com 1 mL de meio e utilizada como inóculo para a extração de DNA plamidial. Os 

diversos plasmídios da população foram linearizados com EcoRV, gerando dois 

fragmentos, um de 6,7 kb correspondendo ao vetor pT com o inserto (nomeado pTXI) e 

um mais forte de 3,5 kb correspondendo ao vetor pT religado (figura 18). A presença do 
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inserto na população de plasmídios também foi confirmada por uma reação de PCR com 

o par de primers XIF e XIR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Perfil de restrição dos plasmídios pTXI extraídos da população de clones. M) 
Marcador 2-log DNA Ladder (0.1-10.0kb); 1i) pTXI da população intacto; 1d) pTXI da população 
digerido com EcoRV. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo. 

 

 De forma a aumentar a probabilidade de recuperação do plasmídio pTXI, a 

população de plasmídios foi cortada com a enzima SmaI e em seguida, usados na 

transformação de E. coli XL10-gold. Com isso, se esperava enriquecer relativamente a 

fração de plasmídios no qual o inserto se inseriu no sítio de corte com EcoRI que 

eliminou o fragmento que continha o sítio SmaI (figura 17). Nesse caso, plasmídios 

religados seriam linearizados. 

 Após a transformação foram obtidos vários clones, dos quais 10 foram 

analisados quanto ao padrão de restrição com EcoRV. Três clones apresentaram a banda 

de 6,7 kb correspondente ao pTXI (figura 19a).  

 

 



Resultados e Discussões 
 
 

 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Perfil de restrição dos transformantes pTXI e pTXIKAN. M= 2log DNA 
Ladder (0.1-10.0kb); a) 1i, 2i, 3i, 4i, 5i, 6i, 7i, 8i, 9i, 10i= vetor pTXI do clone 1 ao 10 intacto, 1d, 
2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d, 8d, 9d, 10d= vetor pTXI do clone 1 ao 10 digerido com EcoRV. b) i= vetor 
pTXIKAN do clone 2 intacto, EcoRI= vetor pTXIKAN do clone 2 digerido com EcoRI, XhoI = vetor 
pTXIKAN do clone 2 digerido com XhoI. c) Mapa do vetor pTXIKAN. Gel de agarose 0,8%. 

 

 O clone 2 revelou a banda do plasmídeo linearizado de 6,7 kb que foi isolada do 

gel, purificada e usada diretamente em uma ligação com a o cassete Kan-loxP obtido por 

PCR anteriormente. O sistema de ligação foi usado na transformação de E. coli 

competentes, e os clones foram semeados em meio LB sólido com canamicina. Dois 

clones foram obtidos, os mesmos foram confirmados por PCR quanto a presença da XI e 

digerido com EcoRI de forma a confirmar seu tamanho linear de 8,4 kb (figura 19b). 

 

a) 

c) b) 
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5.1.1.4 Integração da XI em múltiplas cópias 

 

Inicialmente foi realizada uma midiprep para obter mais de 20 µg de DNA do vetor 

pTXI com a marca Kan, denominado pTXIKAN, a partir de uma colônia de E. coli 

contendo o vetor obtido anteriormente. O vetor foi cortado com XhoI, sítio dentro da 

região do Ty, liberando um fragmento de 5,2kb que contém o cassete da XI seguido de 

Kan-loxP, flanqueados pela sequência do Ty (figura 19b). O fragmento foi precipitado e 

usado na transformação de S. cerevisiae JP1, pelo protocolo de transformação de 

leveduras de alta eficiência. 

 Pela presença das regiões Ty nas extremidades 5’ e 3’ do fragmento, a XI poderia 

se integrar em múltiplas cópias por recombinação homóloga nas regiões δ do genoma. 

Após a transformação, 86 colônias de S. cerevisiae foram selecionadas em YPD-ágar com 

200 µg/mL de G418 e semeadas em placas com concentrações crescentes de G418: 200 

µg/L, 500 µg/L, 1000 µg/L, de forma a buscar clones com um maior número de cópias da 

XI integradas (figura 20). Dos 86 clones, 73 foram capazes de crescer na última 

concentração testada, dando indícios de que mais de uma cópia da XI podem ter sido 

integradas em seu genoma.  
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Figura 20: Seleção dos transformantes em crescentes concentrações de antibiótico. 
Clones 1-51A e clones 1-35B crescidos em YPD sólido. Em todas as placas, o número 52 
corresponde ao controle negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem a) placa da seleção inicial dos 
clones pós transformação 200 µg/mL de G418. b) YPD com 200 µg/mL de G418. c) com 500 
µg/mL de G418. d) com 1000 µg/mL de G418. 

 

 Paralelamente, os mesmos clones foram testados em meio YNB sólido com 

Xilose 2% e 5% como única fonte de carbono, crescidos por até 1 mês a 30°C. Alguns 

clones se mostraram capazes de crescer em xilose, o que indica que a XI integrada ao 

genoma encontra-se funcional. O crescimento em xilose se manteve mesmo após um 

segundo repique em meio com xilose como única fonte de carbono, no qual o controle 

negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem, não consegue crescer (Figura 21).  
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Figura 21: Seleção dos transformantes com capacidade de crescer em xilose como única 
fonte de carbono. Clones 2A,7A,12A,13A, 17A, 23A, 26A, 27A, 33A, 38A, 44A, 45A, 47A, 48A, 
50A, e clones 10B, 12B,13B, 15B e 28B crescidos por 14 dias em YNB sólido com 5% de Xilose, 
segundo repique, após crescimento dos mesmo no primeiro repique em YNBX. C- = controle 
negativo, S. cerevisiae JP1. Destacados em amarelo, clones selecionados (13A, 33A e 15B). 

  

5.1.1.5 Remoção da Marca Kan-loxP 

 Com base no crescimento em xilose (figura 21), os clones 13A, 33A e 15B foram 

selecionados para remoção da marca Kan-loxP. A presença da XI integrada foi 

confirmada também por PCR de colônia para os clones com melhor crescimento em 

xilose. Foram escolhidos 3 clones diferentes, pois a posição das integrações no genoma 

pode levar a eventuais deleções e alterações estruturais pela recombinação de sítios 

loxP mais afastados entre si (Carter & Delneri, 2010). 

 Para a remoção da marca, os 3 clones foram transformados com o vetor pYRCre 

pelo protocolo de transformação rápida. Este vetor permite a expressão da recombinase 

Cre induzida por galactose. Após transformação, uma colônia derivada de cada um dos 

clones anteriores foi usada para crescimento e indução da recombinase Cre. 

Posteriormente, foram selecionadas colônias com capacidade de crescer em meio YPD 

sem antibiótico, mas incapazes de crescer em meio YPD com 200 µg/mL G418 (clones 

sem marca Kan-loxP da integração) e 200 µg/mL higromicina B (clones sem o vetor 

pYRCre), indicando a perda do vetor replicativo e a remoção da marca Kan do genoma 

de S. cerevisiae (figura 22). 
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Figura 22: Seleção de clones com a marca de seleção removida. 30 clones derivados do 
clone JPXI13A, JPXI15B e JPXI33A, nomeados JPXI13.1 a 30, JPXI15.1 a 30, JPXI33.1 a 30 de 
acordo com a posição na placa, crescidos em meio YPD sólido sem antibiótico, YPD com 
200µg/mL de G418 e YPD com 200µg/mL de higromicina B. Posição 31 nas placas corresponde 
ao controle negativo, S. cerevisiae JP1 selvagem e posição 32 corresponde ao controle positivo, 
clone 13A, 15B e 33A, respectivamente, transformados com vetor pYRCre (resistentes a 
canamicina e higromicina). 

 

 Paralelamente, foram feitos crescimento dos clones que tiveram a marca 

removida em YNB com 5% xilose como única fonte de carbono, para selecionar clones 

que não tivessem perdido a capacidade de crescer em xilose. A remoção da marca 

poderia recombinar e excluir cassetes de XI integrados em regiões próximas. Os clones, 

nomeados JPXI, com crescimento superior ao controle negativo (JP1 selvagem) foram 

repicados para um segundo crescimento em YNB xilose, aonde o controle negativo não 

cresce. 

  

   13A                                    15B                                   33A 

13A                                     15B                                 33A 

13A                                        15B                                       33A 
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5.1.1.6 Quantificação relativa do número de cópias integradas da XI 

 

 Para avaliar a quantidade relativa de cópias da XI que foi integrada no DNA 

genômico de JP1, foram extraídos o DNA genômico de 3 clones JPXI13.10, JPXI33.11, 

JPXI15.13 (sensíveis a G418 e que crescem em Xilose), de JP1 selvagem e do clone 15B 

(sem remoção da marca Kan). 

 A quantificação foi realizada por PCR em tempo real (qRT-PCR), utilizando o gene 

codificador da actina (ACT1), cuja sequência foi obtida no GeneBanK, como um controle 

endógeno. Para o desenho dos primers referentes ao gene codificador de actina (ACT1) 

e da xilose isomerase foi usada a ferramenta Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) 

obedecendo-se as regras para qRT-PCR. As sequências dos primers também foram 

analisadas no programa Primer Express quanto à formação de estruturas secundárias, 

sendo ajustadas de forma a evitá-las. As regiões amplificadas pelo conjunto de primers 

para actina (ACT-F e ACT-R) e pelo conjunto de primers para xilose isomerase (XI-F e XI-

R) apresentaram tamanho estimado de 133 pb e 144 pb, respectivamente. Como os 

tamanhos foram similares, foi possível usar a amplificação da actina como controle 

endógeno da amplificação, para nivelamento das diferenças correspondentes a 

variações na quantidade de DNA genômico de cada amostra. 

 No gráfico apresentado na figura 23, observa-se que o clone 15B apresentou 

maior número relativo de cópias da xilose isomerase quando comparado, aos clones 

JPXI13.10, JPXI33.11 e JPXI15.13, este último derivado do 15B após a remoção da marca. 

Conforme esperado, todos apresentaram maior número de cópias do que a levedura 

selvagem (controle negativo), que não possui o gene da XI. 

 Com base na amplificação relativa do gene da XI nos clones, estima-se que o 

mesmo estaria em um maior número de cópias no genoma do clone JPXI15B, enquanto 

os clones JPXI13.10, JPXI33.11, JPXI15.13, que tiveram a marca Kan-loxP removida, 

apresentariam um número menor de cópias no genoma. JPXI15B perdeu algumas cópias 

da XI durante o evento de remoção da marca, e isso pode indicar que houve possíveis 

recombinações entre regiões distintas de integração, o que pode alterar outras 

características fenotípicas que no presente trabalho não foram avaliadas.  
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Figura 23: Análise da quantificação relativa do gene XI nas linhagens de S. cerevisiae 
JP1, JPXI13.10, JPXI15.13, JPXI15B e JPXI33.10, por qRT-PCR. O desvio padrão é referente à 
triplicata da reação de PCR.  

 

Uma vez que não foi observada diferença em número de cópias entre os clones 

JPXI13.10 e JPXI33.10. A seleção do clone foi realizada a partir do crescimento em placa 

em YNB xilose 5%. O clone 13.16 foi o que se destacou, e foi usado para as etapas 

seguintes, sendo renomeado apenas como JPXI a partir deste ponto. 

A presença da XI em múltiplas cópias no genoma de JP1 é suficiente para permitir 

que a mesma cresça em xilose como única fonte de carbono. Porém, o crescimento é 

muito lento em placa (mais de 15 dias), provavelmente pela limitação na entrada da 

xilulose na via PPP. Ho & Brainard (1998a) observaram que a enzima xiluloquinase (XK), 

responsável pela primeira etapa na entrada da xilulose na via das PPP apresenta baixa 

expressão quando comparada a expressão das enzimas da via glicolítica. Como etapa 

seguinte, o gene da XK foi superexpresso em JPXI, que apresenta a XI integrada em seu 

genoma. 

JPXI13.10    JPXI15.13     JPXI15     JPXI33.11         JP1   



Resultados e Discussões 
 
 

 76 

5.1.2 Integração da XK no gene GRE3 

5.1.2.1 Construção do Vetor pBGREXKKAN 

 

 Foi concebida a seguinte estratégia com o objetivo de integrar o gene da 

xiluloquinase (XK) em duas cópias no genoma com a concomitante deleção do gene da 

aldose redutase (GRE3) responsável por desviar a via de xilose ao converter a xilose 

intracelular a xilitol (figura 24).  

  

 

Figura 24: Representação esquemática da estratégia utilizada para construção dos 
vetores pBGREXKAN e pBGREXKZEO (adaptado de Reis, 2012). 

Clonagem da XK em 
 pBGREKAN/ pBGREZEO 

Clonagem  
 Kan-loxP/ 
Zeo-loxP 
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O vetor de integração pBGRE foi construído por Reis (2012), contendo 230 pb e 

220pb da sequência da região upstream (GRE5’) e dowstream (GRE3’) do gene GRE3 de 

S. cerevisiae, com base na sequência depositada no GeneBank para a linhagem S288c. 

Este vetor foi usado como ponto de partida para clonagem do cassete da xiluloquinase 

(XK) e das marcas Kan-loxP ou Zeo-loxP, para direcionamento da integração para o locus 

GRE3 da levedura JPXI. 

Inicialmente, o vetor pBGRE foi linearizado com BamHI, desfosforilado e usado na 

reação de ligação com o produto de PCR Kan-loxP, também cortado com a mesma 

enzima. A ligação foi usada para transformação de E. coli competentes e seleção 

diretamente em meio LB com 50 µg/mL de canamicina. Foram obtidos apenas 4 clones, 

entretanto todos possuíam o inserto Kan-loxP, confirmado por análise do perfil de 

restrição dos plasmídeos obtidos. Conforme apresentado na figura 25a, observa-se que 

a digestão dos plasmídeos com BamHI, libera um fragmento de 1,7 kb correspondente a 

Kan-loxP e um fragmento de 3,4 kb correspondente ao vetor pBGRE linear. A mesma 

estratégia foi realizada usando-se o produto de PCR Zeo-loxP, e a seleção dos clones 

diretamente em meio LB com 25 µg/mL de zeocina. Os vetores obtidos foram nomeados 

de pBGREKAN e pBGREZEO, respectivamente.  

O cassete de expressão da XK foi construído por Reis (2012), contendo a região 

promotora do gene PGI de S. cerevisiae S288c, a região codificadora do gene da 

xiluloquinase (XKS1) e o terminador do próprio gene XKS1. O cassete foi excisado do 

vetor pGXKSPGI (Reis, 2012) com a enzima SacII, mesma enzima que foi usada para 

linearizar os vetores pBGREKAN e pBGREZEO. Observa-se, na figura 25b, que a digestão 

do vetor pGXKSPGI com SacII gerou dois fragmentos, um de aproximadamente 2,4 kb 

correspondente ao cassete da XK e um fragmento de 3,1 kb correspondente ao restante 

do vetor. A banda de 2.4 kb foi eluída do gel, purificada e usada em reação de ligação 

com o vetor pBGREKAN e pBGREZEO, ambos previamente digeridos com SacII, 

precipitados e desfosforilados. 
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Figura 25: Análise de restrição do vetor pBGREKAN nos clones 1-4 e do vetor pGXKSPGI. 
a) clones pBGREKAN digeridos com BamHI: 1i: clone 1 plasmídeo intacto, 1d: clone 1 digerido, 
2i: clone 2, plasmídeo intacto, 2d: clone 2 digerido, 3i: clone 3, plasmídeo intacto, 3d: clone 3 
digerido, 4i: clone 4, plasmídeo intacto, 4d: clone 4 digerido. b) vetor pBGREKAN clone 4 
linearizado com SacII, i: intacto, 4/SacII: digerido c) vetor pGXKSPGI digerido com SacII, XK i: 
vetor integro, XK/SacII: digerido. d) mapa do vetor pBGREKAN e) Mapa do vetor pGKSPGI. M: 
marcador 2-Log ladder. 
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 Foram realizadas várias reações de ligação, variando a proporção de vetor:inserto, 

desde 1:2 até 1:10, seguidas de transformação de E. coli e seleção em canamicina ou 

zeocina, de acordo com a marca presente no vetor. Poucos clones (0 a 17) foram 

obtidos nas transformações e nenhum clone continha o inserto (cassete de expressão 

XK).  

 Alternativamente, foi desenvolvida estratégia para construção do cassete de 

deleção GRE3::XKKan-loxP diretamente na levedura (figura 26). De acordo com o 

descrito por Gibson (2009), S. cerevisiae é capaz de ligar um genoma inteiro de 

Mycoplasma por recombinação homóloga, bastando entre os fragmentos conterem 

entre 20-40 pb de sobreposição, com maior sucesso com fragmentos de 80 pb de 

sobreposição. Com base neste trabalho, foi desenhada a estratégia descrita na figura 27, 

a partir de regiões de 100pb de sobreposição.  

 Primeiramente, foi determinada a orientação da marca Kan-loxP no vetor 

pBGREKAN, por PCR com os pares de primers GREF1 e o ZeoblasR3. Como houve 

amplificação do fragmento de 1,9 Kb, foi possível confirmar por PCR a orientação no 

sentido horário (figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Produtos de PCR 5’GRE3KanloxP e XK3’GRE3. 1: fragmento contendo a região 
5’GRE e o cassete Kan-loxP (5’GRE3KanloxP); 2: cassete XK flanqueado por 100bp 3’kan-loxP e 
100bp 3’GRE3 (XK3’GRE3). M: marcador molecular 2-log DNA ladder. Eletroforese em gel de 
agarose 0,8%. 
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Para a construção do cassete de deleção GRE3::XKKan-loxP diretamente na 

levedura, com o mesmo conjunto de primers (GREF1 e o ZeoblasR3), amplificou-se por 

PCR o fragmento contendo a região 5’GRE e o cassete Kan-loxP a partir do vetor 

pBGREKAN (figura 26). Foram desenhados os seguintes primers para a recombinação 

homóloga: KPGI-F (5’tgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggcttta 

atttgcaagctagatctataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatggatccgaggtcgacggtatcgataagcttg) e 

XKG3-R (5’taccgttaacgttgaaatggaagctgctattaatatcccgatagatatccggttactcaaatgattttgggacc 

gctttgctctcttggttctattttaggccgcgggattggatccg). Estes primers permitem a amplificação do 

cassete da XK do vetor pGXKSPGI adicionando, na posição 5’ do cassete, 100 pb de 

homologia com a região terminal da sequência de Kan-loxP, e na posição 3’ do cassete 

da XK, mais 100 nucleotídeos homólogos à região terminal do gene GRE3 (figura 28). 

Desta forma, a levedura foi transformada com os dois fragmentos amplificados por PCR, 

os quais esperava-se que, por recombinação homóloga, se uniriam e integrariam no 

locus GRE3, conforme esquematizado na figura 27. Assim, ocorreria a interrupção do 

GRE3 com a inserção dos cassetes da XK e kan-loxP. 
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Figura 27: Representação esquemática da estratégia para deleção do locus GRE3 e 
integração do cassete XK por recombinação homóloga dos produtos de PCR na levedura. 

 

Os dois produtos de PCR gerados a partir da estratégia apresentada na figura 27 

foram purificados para remoção das enzimas e do template com kit Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-up System (Promega), e reunidos na proporção equimolar 1:1 para um total 

de 1 a 10 µg de DNA usados em cada transformação. A transformação foi realizada com 

a linhagem selvagem JP1 e esperava-se, após a confirmação e remoção da marca de 
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seleção, integrar a xilose isomerase novamente e realizar a seleção diretamente sobre o 

crescimento em xilose. 

Após várias tentativas de transformação da levedura selvagem JP1, alterando-se 

quantidade total de DNA usado na transformação e aumentando-se o tempo de 

incubação a 42°C para 1 hora, foram obtidos alguns clones com capacidade de crescer 

na presença de G418. 

 O gene GRE3 encontra-se em duas cópias no genoma da Levedura, uma vez que 

a linhagem JP1 é diploide (Reis, 2012). De forma a obter clones de JP1 com as duas 

cópias deletadas, os clones obtidos foram crescidos em concentrações crescentes do 

antibiótico G418, assim como descrito anteriormente para XI, seguindo-se a remoção da 

marca de seleção. Dez clones foram selecionados para extração do DNA genômico pelo 

kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega) e avaliados quanto à integração por 

PCR. Foram realizadas reações de PCR com os primers GREFF e GRERR, que se anelam na 

extremidade do gene GRE3, região externa a região usada para a recombinação 

homóloga.  

Dos 10 clones selecionados, dois apresentaram integração dupla (nos dois alelos 

do gene GRE3). Na figura 28, observa-se o resultado do PCR para 2 clones obtidos e a 

linhagem selvagem JP1. A reação com o DNA genômico do clone JPXK38 apresentou um 

produto de PCR para o GRE3 de tamanho equivalente ao gene integro (~1,7 kb), mesma 

banda observada para JP1, e outra de tamanho maior, aonde ocorreu a integração. 

Enquanto, para o clone JPXK26 observa-se uma única banda de mesmo tamanho da 

banda superior de JPXK38, indicando a integração nas duas cópias do gene. O clone 

JPXK26 teve o cassete kan-loxP removido do genoma, conforme realizado 

anteriormente para os clones JPXI, dando origem ao clone JPXK26.24. Observa-se na 

figura 28, que após a remoção da marca de seleção (clone JPXK26.24), há uma redução 

de tamanho do fragmento amplificado para os dois alelos de GRE3. Porém, os tamanhos 

não condizem com a integração da XK. Esperava-se um aumento de tamanho do 

fragmento amplificado para aproximadamente 5,3 kb com a integração dos cassetes da 

XK e de Kan-loxP no locus GRE3, e um fragmento de 3,2 kb após a excisão da marca de 

seleção, o que não foi observado. Logo, a integração observada provavelmente 



Resultados e Discussões 
 
 

 83 

corresponde a integração a partir de uma possível contaminação com o plasmídeo 

pBGREKAN usado como molde na reação de PCR, uma vez que o tamanho esperado 

com a entrada só do cassete kan-loxP seria de aproximadamente 2,5 kb. Ao final, foi 

obtido o clone JPXK26.24, que apresenta os dois alelos do gene GRE3 deletado, porém 

sem a integração da xiluloquinase nem da xilose isomerase. Este clone, denominado a 

partir de então JPΔGRE, pode ser útil para futuros estudos com expressão epissomal da 

xilose isomerase, de forma a evitar a inibição da mesma por xilitol. 

 

 

Figura 28: PCR do gene GRE3 genômico de JP1 selvagem, clones JPXK26, JPXK38 e 
JPXK26.24. Marcador 2-log DNA Ladder (NEB). Reações de PCR usando o par de primers GREFF e 
GRERR. 

Foram realizadas novas tentativas de integração usando ambos os fragmentos 

isolados do gel, para evitar a presença mesmo que residual do DNA molde. E nenhum 

clone foi obtido. 

 Após o insucesso na estratégia alternativa testada, buscou-se uma terceira 

estratégia para construção do plasmídeo pBGREXKKAN a partir da recombinação in vitro 

e transformação de E. coli XL 10 gold. 

    3kb 
    2kb 
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Para amplificar o cassete de expressão da XK, foi feita uma reação de PCR 

contendo o par de primers GREXKF e GREXKR (contendo cada um 15pb de homologia ao 

vetor pGXKSPGI) e o vetor pGXKSPGI como molde (figura 25).  

O produto de PCR de aproximadamente 2,5 Kb (Figura 29, poço 1) foi purificado 

e ligado ao vetor de integração pBGREKAN, previamente digerido com a enzima de 

restrição SacII (Figura 25). O sistema de ligação foi feito pelo método de In-fusion, 

conforme instruções do fabricante (In-Fusion® HD Cloning Kit, Clontech). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Análise do produto de PCR para o cassete de expressão da XK. 1) fragmento 
correspondente ao cassete contendo o promotor PGI, o gene da enzima xiluloquinase (XKS1) 
e a região terminadora do gene XKS1. 2) controle negativo (reação contendo como molde o 
vetor pBGREKAN. 3) controle negativo (reação sem DNA molde). M) marcador de massa 
molecular O’gene Ruler 1 Kb plus. 

 

Bactérias da linhagem XL-10 Gold foram transformadas com o sistema de ligação 

contendo o vetor pBGREKAN e o inserto cassete da XK, e posteriormente semeadas 

em meio LB sólido com canamicina. Vários clones foram selecionados 

aleatoriamente para avaliar se houve ligação no vetor de integração. Para isso, 

reações de PCR de colônia foram feitas utilizando o par de primers GREF1 e GRER2, 

1       2      3      M 

2,0 Kb 
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os quais se anelam nas extremidades mais externa da região GRE3 presente no vetor 

(5’GRE e 3’GRE). O tamanho do produto de PCR esperado é de aproximadamente 4,6 

kb, o qual pode ser observado na figura 30 (poço 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Análise de PCR de colônia dos clones obtidos da transformação com o 
sistema de ligação pBGREKAN/PGIXKS. Poços 1 a 21) clones obtidos na transformação. M) 
marcador de massa molecular O’gene Ruler 1 Kb plus. 

 

Em adição à PCR, sistemas de digestões foram feitos para confirmar o perfil 

de restrição da construção obtida. A colônia correspondente ao clone 6 (poço 6, 

figura 30) foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo canamicina, crescida por 20 

horas a 37°C para a extração de DNA plamidial (Wizard® Plus Minipreps DNA 

Purification System, Promega). Após a purificação do vetor, o mesmo foi digerido 

com as enzimas SacII e HpaI separadamente. Os tamanhos aproximados esperados 

após a digestão com a enzima SacII são de 2,5 kb e 5,0 kb (Figura 31A, poço 2) e com 

a enzima HpaI são de 4,6 Kb e 2,9 kb (Figura 31B, poço 2).  
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Figura 31. Análise do perfil de restrição da construção pBGREXKKAN. 1) vetor 
pBGREXKKAN intacto. 2) pBGREXKKAN digerido com SacII (A) ou HpaI (B). M) marcador de 
massa molecular O’gene Ruler 1 Kb plus. 
 

 

Integração o gene da XK e deleção de GRE3 

 

Após a confirmação dos perfis de restrições de pBGREXKKAN (figura 31), 30 µg 

do vetor foram digeridos com a enzima HpaI, e utilizados para transformar a 

linhagem de S. cerevisiae JPXI. As células foram recuperadas por 3 horas em meio 

YPD líquido a 30°C e posteriormente semeadas em meio YPD-ágar contendo 300 

µg/mL de G418 e novamente incubadas a 30°C por 72 horas. 

Foram obtidos cinco clones após a transformação. Os mesmos foram repicados 

para uma nova placa em meio YPD-ágar contendo 300 µg/mL de G418, confirmando sua 

capacidade de crescer após 48 horas em uma alta concentração do antibiótico, podendo 

indicar uma possível integração nos dois alelos do GRE3. Esses clones foram inoculados 

em 1 mL de YPD e incubados a 30°C por 24 horas e o DNA total de cada clone foi isolado 
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e quantificado. Reações de PCR contendo 10 ng de DNA total e diferentes combinações 

de primers iniciadores foram feitas para a confirmação da integração do cassete 

GRE3::XKkan-loxP no locus GRE3 (Figura 32). As combinações de primers e tamanhos 

esperados dos produtos de PCR estão descritos na tabela 9 abaixo.  

Tabela 9. Descrição dos pares de primers utilizados e os tamanhos dos 

produtos de PCR esperados. 

 

 

 

 

Pares de primers Tamanho do produto de PCR esperado 

GREFF x GRERR ~ 5,4 Kb 

GRERR x ZeoF ~ 2,0 Kb 

GREF1 x ZeoR ~ 4,4 Kb 

XKR x ZeoR ~ 4,2 Kb 
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Figura 32: Confirmação da integração do cassete GREXKKAN no locus GRE3 por 
reações de PCR. As reações foram feitas usando os pares de primers GREF1 e ZeoR (A), 
GRERR e ZeoF (B), GREFF e GRERR (C) e XKR e ZeoR (D). Foram usados como moldes DNA 
totais dos clones JPX13.16 (poços 1), JP1 (poços 2), clones 1 a 5 (poços 3 a 7) e reações sem 
DNA molde como controles negativos (poços 8). 

 

 

Com base no resultado da figura 32, o clone 1 (poço 3) foi selecionado, uma 

vez que aparentemente ocorreu integração nos dois alelos de GRE3 com uma única 

banda amplificada de 4,6 kb correspondente ao GRE3 interrompido (figura 32C). 

Para a remoção da marca Kan-loxP, o clone 1 foi transformado com o vetor 

pYRCre pelo protocolo de transformação rápida.  

Após a indução da recombinase Cre, foram selecionadas colônias com 

capacidade de crescer em meio YPD-ágar sem antibiótico, mas incapazes de crescer em 

meio YPD-ágar com 200 µg/mL G418 (clones sem marca Kan-loxP da integração) e 200 

µg/mL higromicina B (clones sem o vetor pYRCre), indicando a perda do vetor replicativo 
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e a remoção da marca de resistência a G418 do genoma de S. cerevisiae (figura 33). O 

clone JPXIXK1.1.2, denominado a partir de então JPXIXK1, foi selecionado para iniciar 

etapa de adaptação metabólica em meio contendo xilose como única fonte de carbono.  

 
 
 

 

 

 

 

 
Figura 33: Crescimento dos transformantes após a indução da recombinase Cre em 

meio YPD, com e sem G418 ou higromicina B.  A) YPD sem antibiótico; B) YPD com 200 µg/mL 
de G418; C) YPD com 200 µg/mL de higromicina B. 1 a 49= clones JPXIXK1.1.1 a JPXIXK1.1.49; 
50= controle clone JPXIXKKANCRE (resistente a G418 e a higromicina); B) 51= JPXIXKKAN 
(resistente a G418).  

Ao final da etapa de construção genética, a levedura JPXIXK1 possui o gene da XI 

integrado em regiões δ espalhadas no genoma da levedura, o gene da XK em duas 

cópias extras integradas no genoma no lócus GRE3 (GRE3::XK) e consequentemente, os 

dois alelos do gene GRE3 interrompidos. Na figura 34a, observa-se o fragmento de 1,7 

kb correspondente ao gene GRE3 integro tanto no poço JP1 e quanto para JPXI13.16 

(DNA genômico de JP1 selvagem e do clone JPXI13.16 usados como molde, 

respectivamente). Já para o clone JPXIXKKAN (resistente a G418), houve a amplificação de 

um fragmento de aproximadamente 5,3 kb, correspondendo a inserção do cassete de 

deleção GRE3::XK-kan-LoxP. Para o clone JPXIXK1 observa-se um produto de PCR de 

aproximadamente 3,2 kb, confirmando a excisão do cassete de resistência kan-loxP. De 

forma complementar, na figura 34b, observa-se a confirmação por PCR da presença da 

XI nos clones JPXI13.16 e JPXIXK1 (tamanho esperado 1,3 kb), da XK no locus GRE3 

apenas em JPXIXK1 (tamanho esperado 3,2 kb). Confirmou-se a orientação do cassete 

da XK no sentido invertido em relação ao gene GRE3, a partir da amplificação usando os 

primers GREFF (que se anela à região 5’ de GRE3) e o XKF (que se anela à região 5’ de 

XKS1) gerando um fragmento amplificado de 2,8 kb observado para JPXIXK1 (figura 34c 

e 32d). 
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Figura 34: Confirmação por reações de PCR da integração da XK, da XI e remoção da 

marca kan. A) reações foram feitas usando os pares de primers GREFF e GRERR. Foram usados 
como molde o DNA genômico dos clones JPX13.16 (JPXI), JP1, JPXIXKKAN (XKKAN, clone 1 antes 
da remoção da marca de seleção), controle negativo (ct-, sem DNA molde) e JPXIXK1 (clone 
selecionado após a remoção da marca de seleção). B) reações de PCR com par de primers XIF e 
XIR (XI, poços a direita do marcador) e reações usando os pares de primers GREFF e GRERR. 
Foram usados como molde o DNA total dos clones JPXI13.16 (JPXI) e JPXIXK1 e controle negativo 
(Ct-, sem DNA molde). C) confirmação da orientação do cassete da XK, PCR com os primers 
GREFF e XKF, DNA dos mesmos clones usados em A. D) representação esquemática da 
orientação do cassete no lócus GRE3 de JPXIXK1 M) marcador molecular O’gene Ruler 1 Kb plus. 
Eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

O clone JPXIXK1 foi preservado em glicerol 25% em freezer a -80˚C, e uma 

alíquota foi usada para dar início a etapa de adaptação metabólica. A cada repique 
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novos estoques foram preservados, correspondendo as populações JPXIXK2, JPXIXK3 e 

assim por diante. Sempre que necessário, uma alíquota do repique anterior foi 

descongelada e crescida diretamente em meio líquido YPDX0,5 (glicose 0,5%, xilose 1%, 

extrato de levedura 1% e peptona 2%), para dar sequência a etapa de adaptação.  

 

 

5.1.3 Adaptação Metabólica 

Inicialmente buscou-se realizar a adaptação metabólica a partir de repiques 

sucessivos em meio mínimo (YNB) com 2% de xilose, como única fonte de carbono, 

conforme realizado por Reis (2012) para a linhagem derivada de JP1 com a expressão 

epissomal da via para xilose, e outros trabalhos similares (Kuyper, 2005; Zhou, 2012; 

Lee, 2014; Klimack,2014; Qi et al., 2015; Apel, 2016). Foi observada uma taxa de 

crescimento (µ) de 0,009 h-1 para o primeiro repique de JPXIXK1, valor similar ao µ de 

0,008 encontrado por Reis (2012) para a linhagem com expressão epissomal dos 

mesmos genes. O crescimento inicial foi muito lento, levando mais de uma semana para 

atingir densidade ótica (OD) próxima a 1, o que favoreceu o aparecimento de 

contaminações microbianas reincidentes ao longo da adaptação. Com base em 

trabalhos recentes que obtiveram sucesso na adaptação metabólica usando meio rico 

(YPX), inclusive com variação da concentração de açúcares (Demeke, 2012; Diao, 2013; 

Hector et al., 2013; Kim et al. 2013; Parreiras et al. 2014), a adaptação metabólica foi 

reiniciada a partir do crescimento em meio YPX, com concentrações de xilose de 10 a 50 

g/L.  

Apesar do indiscutível papel da adaptação metabólica em melhorar fenótipos 

desejáveis pelo crescimento em meios seletivos, não existem métodos padronizados 

para processos de adaptação. Cada trabalho usa um número de ciclos de repiques, ou 

número de gerações, tamanho do inóculo, fase de crescimento para o repique e além de 

condições de crescimento diferentes (aeróbico, anaeróbico, semianaeróbico, em 

batelada, reator de crescimento contínuo). O trabalho de Lee et al. (2014) demonstrou 

que a fase de crescimento usada na adaptação influencia a velocidade e o tempo em 
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adaptação para selecionar as características desejadas, sendo mais vantajoso manter os 

crescimentos sempre na fase exponencial, com transferência de um inóculo baixo para 

o crescimento seguinte (0,5% do volume). Com o intuito de realizar as transferências 

ainda na fase exponencial, no presente trabalho, os crescimentos foram iniciados com 

uma OD de aproximadamente 0,2 com crescimento na faixa de 1,0 a 2,5 de OD. Na 

figura 35, observa-se o processo de adaptação realizado ao longo de 62 dias (30 

repiques sucessivos). Durante o processo foram exploradas diferentes condições de 

pressão seletiva, de forma a evitar que a adaptação em condição constante leve a 

mutações com perda de funções que são importantes em resposta a flutuações 

ambientais (Kvitek & Sherlock, 2013). As alterações nas condições também poderiam 

possibilitar a seleção de outras características que em conjunto melhorariam o 

desempenho da levedura para a fermentação de xilose. No início da adaptação, foi 

usado o meio YPX (2% xilose) em frascos tipo Erlenmeyer de 250mL com volume de 

50mL de forma a garantir condição aeróbica, de forma a selecionar por uma 

metabolização mais rápida da xilose. Nesta primeira fase, o µ da população passou de 

0,09 h-1 (em YPX) para 0,14 h-1 em 13 repiques, comparável as taxas de crescimento 

relatadas por Kuyper et al. (2005a), Diao et al. (2013), e Zhou et al. (2012a), que estão 

entre as melhores já relatadas (0,12 h-1, 0,187 h-1 e 0,20 h-1, respectivamente). Em 

seguida, utilizou-se um meio YPX com 1% de xilose. Com esta concentração baixa de 

xilose, o transporte de xilose para dentro da célula pode ser limitante, uma vez que a 

afinidade por xilose dos transportadores de glicose é baixa (Runquist et al., 2010, 

Hamacher, 2002). Esperava-se com esta pressão seletiva favorecer na população 

leveduras que tenham alguma vantagem em relação a internalização de xilose. E em 

seguida um meio YPX com 5% de xilose, para garantir que a população não tenha 

perdido a capacidade de crescer em alta concentração de xilose. As concentrações 

usadas na adaptação tentaram cobrir as faixas de açúcares que se espera ter durante a 

fermentação do hidrolisado lignocelulósico. Após 19 repiques aeróbicos, iniciou-se uma 

etapa de adaptação anaeróbica (em YPX), uma vez que a adaptação aeróbica poderia 

não ser suficiente para a obtenção de leveduras com boa capacidade fermentativa (Reis, 

2012; Klimack, 2014). Por fim, a população foi submetida ao crescimento anaeróbico em 

meio mínimo (YNB) com 5% de xilose, para que ao final da adaptação fosse capaz de 
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crescer mais rapidamente em meio mínimo, característica observada nos dois últimos 

crescimentos apresentados na figura 35 (crescimento aeróbico em meio mínimo). A taxa 

de crescimento em meio mínimo que era de 0,009 h-1 para JPXIXK1 no início da 

adaptação, ao final do processo de adaptação metabólica passou a 0,10 h-1 na 

população. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Adaptação metabólica através de repiques sucessivos ao longo do tempo. O 
gráfico apresenta de forma linear a absorbância a 600 nm do meio de cultura ao longo do 
crescimento da população em adaptação, cada queda de Absorbância no gráfico corresponde a 
um novo repique. Variações na composição do meio e condição de aeração estão destacadas no 
gráfico.  

 

 

Ao longo do processo adaptativo, foi avaliado o consumo de xilose em alguns 

pontos, permitindo o crescimento até a fase estacionária, após a transferência. No 

repique 11, por exemplo, foi comprovado que a população apesar de crescer em um 

meio rico, usava a xilose como principal fonte de carbono. Houve o consumo de 7,32 g/L 

de xilose e foram gerados 3,6 g/L de biomassa, fechando o balanço de carbono em 

98,4%. Na fase anaeróbica, no repique 26, foi observada a formação de 5,8 g/L de etanol 

no meio, confirmando que a população era capaz de fermentar xilose a etanol.  

xilose :           20g/L                                      10g/L                                                                              50g/L  

YNB  aeróbico 

Repiques:                                                                 10                                                            20                                                                                                                 30 
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Ao final do processo adaptativo a população foi semeada em YPX-ágar, para 

isolamento dos clones com crescimento superior. Paralelamente também foram 

semeadas placas com meio mínimo com xilose 2%. A figura 36 mostra o primeiro clone 

selecionado, e observa-se variação no crescimento na população existente. O primeiro 

clone isolado foi nomeado JPXIXK30.1, e foi usado em comparação com a linhagem 

JPXIXK1 original quanto ao crescimento em YPX (figura 37). Nota-se que pela curva de 

crescimento gerada no Epoch 2 Microplate Spectrophotometer, com medidas a cada 30 

min, é possível evidenciar a mudança no perfil de crescimento em YPX. Apesar de uma 

fase lag mais longa de JPXIXK30.1, para a fase exponencial observa-se uma taxa de 

crescimento superior da linhagem adaptada, com um µ calculado de 0,27 h-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: placa de seleção e isolamento dos clones adaptados.  Clones com 
crescimento mais rápido em YPX (A) e crescimento em meio mínimo com xilose (B), como única 
fonte de carbono. Destacado em vermelho o clone JPXIXK30.1, e em verde JPXIXK30.2. 
 

A)                                                                               B) 
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Figura 37: Comparação do perfil de crescimento das linhagens JPXIXKX1 e JPXIXK30.1 
em meio YPX. Curva de crescimento realiza, em placa de 12 poços com volume final de 2mL a 
30˚C. Leituras de absorbância a 600 nm foram feitas no Epoch 2 Microplate Spectrophotometer 
a cada 30min. Ensaio em triplicata. 
 

 

 

Dois clones que cresceram mais rapidamente em xilose na placa de seleção em 

YPX (JPXIXK30.1 e JPXIXK30.2), foram semeados em placas com meio mínimo com 2% 

xilose, assim como mais alguns clones promissores que cresceram diretamente nas 

placas de meio mínimo com xilose (figura 36b).  

 

Com base na comprovada melhora na capacidade de crescimento em xilose da 

linhagem adaptada, foi realizado um PCR em tempo real (qRT-PCR) de forma a avaliar de 

maneira absoluta o número de cópias integradas do gene da XI, uma vez que a 

integração pode ter ocorrido em múltiplas cópias no genoma. Na figura 38, é 

apresentado o resultado do número de cópias amplificadas nas reações de qRT-PCR 

para cada linhagem testada tanto do gene URA3 (um controle endógeno), quanto para o 

gene XYLA (gene da XI), para a mesma amostra. Pela relação do número de cópias 
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obtidas para cada gene, pode-se estimar o número de genes da XI integrados, já que 

URA3 se encontra em duas cópias no genoma de JP1 e demais cepas derivadas, uma vez 

que é diploide (Reis, 2012). Esta comparação só foi possível, pois a curva padrão para os 

dois genes (Figura 38) apresentaram eficiência próximo a 1, os tamanhos dos 

fragmentos amplificados são similares, e as amplificações das amostras estavam na 

mesma faixa da curva padrão. Entretanto, a amplificação para duas amostras, 

JPXIXK30.1 e JPXI13.10, ficou próxima ao ponto mais baixo da curva padrão, com um 

desvio grande entre as triplicatas da mesma amostra, logo, não é possível afirmar que 

os valores superiores de cópias do gene da XI em relação a URA3 são realmente 

diferentes (p-valor >0,05, teste t de student). Por outro lado, para as demais amostras as 

diferenças observadas foram significativas (p<0,05, teste t de student), e as médias 

foram representativas. Observa-se que JPXI13.16 apresenta 3 cópias do gene da XI 

integradas no genoma, enquanto a linhagem JPXIXK1, derivada de JPXI13.16 (com 

integração da XKS e posterior remoção das marcas de seleção) apresenta 1 cópia do 

gene, observada pela amplificação quase duas vezes superior para o gene URA3 (figura 

38). Logo, houve perda de genes da XI nesta linhagem. No processo de remoção de 

marcas de seleção pelo sistema cre-lox, pode ter ocorrido recombinação de sítios loxP 

cicatriciais próximos (Solis-Escalante et al., 2015), ou ainda pela recombinação de 

regiões Ty de integrações próximas. O baixo número de cópias da XI corrobora com o 

crescimento lento de JPXIXK1 em meio mínimo com xilose como única fonte de 

carbono. Entretanto, a linhagem adaptada JPXIXK30.2 apresenta aproximadamente 2 

cópias do gene da XI integradas, o que significa que houve uma duplicação deste gene 

durante o processo de adaptação. 
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Figura 38: Real time PCR para quantificação absoluta do número de cópias integrada 
do gene da XI. A) Número de cópias amplificadas por reação para cada amostra. B) Relação da 
amplificação do gene da XI pela amplificação para URA3 para cada amostra. C) curva padrão 
obtida para cada gene, pontos da curva em azul e pontos em vermelho correspondendo às 
amostras. 

 
 A duplicação gênica é o mecanismo mais frequentemente usado na evolução, 

principalmente quando o aumento do gene leva a vantagens adaptativas em pressão 

seletiva (Ames, 2010). Song et al. (2014), mostraram que as duplicações e deleções não 

são randômicas e existem “sítios frágeis” no genoma de S. cerevisiae. Sítios como os 

elementos Ty, que estão flanqueando o cassete da XI no presente trabalho, são sítios 

preferenciais para quebra e recombinação em S. cerevisiae, tanto para deleção quanto 

para duplicação (Song, 2014). Demeke et al. (2015) observaram duplicações em tandem 

de genes que codificam a XI (no caso deste estudo CpXylA) como consequência da 
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adaptação metabólica em xilose de uma linhagem industrial na qual os genes para 

metabolização de xilose foram integrados no genoma da levedura, mesmo em regiões 

sem elementos repetitivos. Neste trabalho, um novo mecanismo envolvendo DNA 

circular extracromossomal (eccDNA) com sequências de replicação autônomas (ARS) foi 

descrito, sendo capaz de mediar a integração de cópias extras do cassete da XI em 

tandem no locus da cópia original, na levedura adaptada. A duplicação do gene da XI 

parece prover vantagens adaptativas para o crescimento em xilose, sendo também 

observado por outro estudo de Zhou et al. (2012), identificando a duplicação da XI como 

o principal evento de recombinação durante a evolução. No caso de JPXIXK30.2, a 

presença dos elementos Ty flanqueando o cassete da XI pode ter favorecido esta 

duplicação, e é possível inclusive que outros clones ainda não avaliados quanto ao 

número de integrações, possam apresentar um número maior. 

Ao longo do processo adaptativo, as células foram avaliadas periodicamente 

quanto a possíveis variações morfológicas, de forma a avaliar também a existência de 

células com brotamentos e características parentais típicas do crescimento em fase 

exponencial. Conforme observado na figura 39, imagem do último crescimento do 

processo adaptativo, as células apresentam morfologia condizente com a linhagem JP1, 

linhagem que tem como característica formar pequenos agregados com múltiplos 

brotamentos (observação pessoal). Ao longo do processo, foi observado de forma 

pontual o aparecimento, tanto de algumas poucas células com volume maior, quanto 

células com aspecto bacilar,ainda que de forma esporádica (menos de 5% das células). 

Reis (2012) também observou durante a adaptação a presença de células com formato 

bacilar, que voltam ao formato típico de S. cerevisiae em meio rico, correspondendo 

provavelmente a uma resposta a estresse. 
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Figura 39: Aspecto morfológico do crescimento final do processo adaptativo. Meio 

mínimo (YNB) com 5% de xilose. Microscopia ótica, aumento de 1000X.  
 
 
 
 

5.1.5 Estudo da capacidade Fermentativa em meio com xilose 

 

 A primeira avaliação da capacidade fermentativa em anaerobiose foi realizada 

ainda ao longo da adaptação, para avaliar a capacidade geral da população em 

fermentar xilose. Para tal, foi realizado um crescimento de inóculo em YPX, diretamente 

do repique 21 (5 mL do meio crescido, para amostrar boa parte da diversidade). A 

Fermentação foi realizada em batelada em reator de 1L com (Vf=800 mL) de meio rico 

(YP) adicionado de aproximadamente 55 g/L de xilose e 20 g/L de glicose (figura 40a). 

Esta concentração de açúcares simula a corrente rica em C5 gerada no processo de 

etanol 2G da Petrobras. Observa-se já nesta etapa que a população é capaz de 

fermentar xilose com rendimento (Y etanol/xilose) de 0,40 g/g, 78% do redimento 

teórico (0,51 g/g, McMillan, 1993). Apesar de baixa produtividade de etanol da xilose 

(Q=0,06 g/l/h-1, nas primeiras 48 h, considerando etanol produzido após extinção da 

glicose), quase toda xilose consumida foi sendo convertida majoritariamente a etanol, o 

que é um ótimo resultado, considerando que a população ainda estava em etapa de 

adaptação. O cálculo do balanço de carbono, considerando o consumo de 18 g/L de 

glicose, 14,5 g/L de xilose e produção de 13,3 g/L de etanol, 3 g/L de biomassa, além da 

formação de xilitol, glicerol e ácido acético (0,83 g/L, 1,43 g/L e 0,55 g/L, 



Resultados e Discussões 
 
 

 100 

respectivamente) fechou em 99,4%, o que significa que todos os componentes 

principais foram analisados. Outra observação determinante para continuidade do 

processo adaptativo, manutenção da rápida capacidade de fermentar glicose, 

característica parental.  

 Os dois primeiros clones selecionados ao final da adaptação foram avaliados 

quanto a capacidade fermentativa (JPXIXK30.1, JPXIXK30.2) nas mesmas condições 

citadas acima, e em meio apenas com xilose. Os perfis cinéticos da fermentação são 

apresentados na figura 40. Ao contrário do esperado, os perfis foram muito similares ao 

reportado para a população, sem uma aparente melhora nos rendimentos ou 

produtividade em relação ao perfil da população ainda no início da adaptação 

anaeróbica. Nota-se apenas que para o clone JPXIXK30.2, não houve formação de xilitol, 

enquanto para JPXIXK30.1 a produção de xilitol ficou entre 0,8 e 1,2 g/L. Outra 

observação é que a presença da glicose no meio levou a um consumo maior da xilose ao 

longo do processo, o que pode ser justificado tanto pelo aumento na biomassa inicial 

nas primeiras 8 horas, quanto pela indução dos transportadores de açúcares na 

presença de glicose. 
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A)                                                                               B) 

 

 

 

 

 

 

 

C)                                                                               D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Cinética da fermentação anaeróbica em meio sintético em Reator 
instrumentado de 1L.  Meio YPDX 5,5% xilose e 2% glicose e meio YPX 5,5% xilose, volume 
final=800mL, Inóculo inicial de 1,6g/L de células, pH=6,0. A) população JPXIXK21 em YPDX; B) 
clone recombinante adaptado JPXIXK30.1 em YPDX; C) clone recombinante adaptado JPXIXK30.1 
em YPX; D) clone recombinante adaptado JPXIXK30.2 em YPDX.  

 
 Frente a baixa melhora na capacidade fermentativa observada para estes dois 

primeiros clones, foi selecionado um terceiro clone JPXIXK.F1, que foi selecionado com 

base no seu crescimento comparativo em placa em meio mínimo com 5% xilose. Esta 

segunda seleção visou buscar clones que teriam melhorado a capacidade de crescer em 

meio mínimo, que foi a última etapa da adaptação metabólica. Nota-se na figura 36b, 

que o crescimento em placa (YNB + 5% xilose) do clone JPXIXK.F1 foi superior ao de 

JPXIXK30.1 e 30.2 (que foram crescer com mais tempo), e similar a outros clones 

também promissores selecionados em meio mínimo, que poderão ser testados 

futuramente. 

YPX                                                                                              YPDX 

YPDX                                                                                              YPDX 
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 Na figura 41, observa-se o perfil cinético da fermentação do hidrolisado 

lignocelulósico de bagaço de cana por JPXIXK.F1. Este hidrolisado foi obtido na planta 

piloto do CENPES (Petrobras), de acordo com o procedimento padrão da empresa 

(informação interna da empresa). Seguindo-se da etapa de sacarificação (hidrólise 

enzimática com celulases) sem separação da corrente rica em xilose, com posterior 

remoção dos sólidos residuais do processo de sacarificação por centrifigação. Esse 

hidrolisado rico em açúcares C6 e C5 (aproximadamente 6,5% e 5%, respectivamente) e 

com baixo teor de sólidos foi usado diretamente na fermentação, sem suplementação 

com nutrientes, correspondendo a um processo de SCF (figura 1). O hidrolisado 

otimizado pelo CENPES (Petrobras) apresenta concentração alta de ácido acético 

(aproximadamente 5g/L), porém baixa concentração dos demais inibidores da 

fermentação, 5-HMF e furfural (0,008 g/L e 0,019 g/L, respectivamente) quando 

comparado ao obtido em outros processos (tabela 10). Porém os ácidos fracos são os 

inibidores que parecem ser mais críticos para a eficiência dos processos fermentativos 

com leveduras para etanol de segunda geração (Bellissimi et al., 2009; Zhao et al., 

2016). O ácido acético presente no meio, afeta o metabolismo das leveduras ao 

acidificar o meio intracelular, uma vez que na forma ácida, o mesmo passa facilmente 

através da membrana celular (Tanaka et al., 2012). 

O acetato é hoje reconhecido como um dos principais inibidores gerados na 

desconstrução da biomassa lignocelulósica, uma vez que os processos de pré-

tratamento já foram ajustados para reduzir a degradação de açúcares a furaldeídos 

(Furfural e 5-HMF). Por outro lado, a liberação do acetato está intrinsicamente 

relacionada à melhora na capacidade de desconstrução da biomassa, objetivo final do 

processo, uma vez que é componente da hemicelulose presente na cana de açúcar.   
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Tabela 10: Concentração de inibidores em diferentes hidrolisados lignocelulósicos 
descritos na literatura: (Adaptado de Zhao et al.,2016) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Conforme observado na figura 41, a linhagem JPXIXK.F1 foi capaz de fermentar o 

hidrolisado, com eficiência superior as outras linhagens testadas anteriormente em 

meio rico. Houve consumo de 64 g/L de glicose, 40 g/L de xilose e obteve-se uma 

concentração final de etanol de 46 g/L e baixa formação e xilitol ≤ 0,15. A glicose é 

consumida logo nas primeiras 16 horas do processo, enquanto a xilose teve seu 

consumo gradual até atingir concentrações próximas a 10 g/L no meio, restando uma 

concentração residual deste açúcar ao final da fermentação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41: Cinética da fermentação anaeróbica do hidrolisado lignocelulósico pela 

linhagem JPXIXK.F1 em reator instrumentado de 1L. Fermentação anaeróbica do hidrolisado de 
bagaço de cana em reator instrumentado Bio Flo110 (New Brunswick) de 1L, Volume final de 
800 mL, sem adição de nutrientes. Inóculo inicial de 1,6 g/L de células, crescido em YPX. pH=6,0.   
  

Substrato pré-tratamento Referências

ácido acético Furfural 5-HMF

Corn stover Ácido sulfúrico diluido 4,3 6,7 1,2 Qin et al. (2012)

Corn stover Steam-explosion 3,3 0,15 n.d Lu et al. (2010)

Corn stover Steam-explosion 1,7 2,2 0,44 Du et al. (2010)

palha de  arroz Sulfato diluído 1,5 0,13 0,05 Silva et al. (2010)

palha de  trigo NaOH diluído 3,59 n.d n.d Toquero and Bolado (2014)

Spruce (conífera) Pré-tratamento por sulfito n.d 0,3 0,15 Zhu et al. (2009)

coqueiro-de-dendê Hidrotermico 6,4 3,3 0,3 Zakaria et al. (2016)

Spruce (conífera) Steam-explosion catalizado SO2 4,79 1,09 1,57 Demeke et al. (2013a)

palha de  trigo e feno (50/50) NaOH diluído 0,7 n.d n.d Demeke et al. (2013a)

Arundo donax Steam-explosion 6,8 0,32 0,4 Demeke et al. (2013a)

Spruce (conífera) Ácido sulfúrico diluido 6,3 1,1 3,4 Koppram et al. (2012)

* n.d: não detectado

Principais inibidores (g/L)

Steam explosion catalisado SO2 

Steam explosion catalisado SO2 
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Apesar do consumo sequencial dos açúcares, foram atingidas taxas de conversão 

altas para a xilose, com rendimento de 0,48 g etanol/g de xilose consumida, 

considerando apenas fase após a completa depleção da glicose. Este valor é o maior 

reportado na literatura para conversão de xilose a etanol, chegando próximo do valor 

teórico 0,51 g/g (McMillan, 1993), ainda mais quando consideramos a conversão de 

açúcares presentes em hidrolisados (tabela 11). Foram atingidos valores de 

produtividade em 48 horas de 0,8 g/L/h e produtividade específica de 0,5 g/g peso 

seco/h, no mesmo período, com taxa de consumo de xilose de 0,30 g/g peso seco/h até 

as 96 horas de processo. 

A baixa produção de xilitol observada no processo, quando comparada a alta 

concentração de xilitol produzida pela linhagem JP1 com a mesma via expressa em vetor 

epissomal (6 a 7 g/L no meio) (Reis, 2012), suporta a estratégia escolhida de deleção do 

GRE3, e indica que aldose redutase codificada por este gene era a principal responsável 

pelo desvio da via da xilose para formação de xilitol. 

 

Na tabela 11, estão apresentados os melhores resultados obtidos pelas 

leveduras recombinantes reportadas até então, com a via da XI, tanto para hidrolisados 

quanto para meio sintético. Nota-se que JPXIXK.F1, permanece entre os melhores senão 

o melhor resultado em termo de concentração final de etanol e conversão de xilose do 

hidrolisado, principalmente se considerar a concentração de xilose presente no meio em 

relação a glicose, o total de xilose convertida a etanol e a concentração de inibidores do 

hidrolisado. A titulação final de etanol (46 g/L) em hidrolisado só é comparável ao 

trabalho de Diao et al. (2013) e Demeke et al. (2013), entretanto, há uma diferença de 

escala considerável com o primeiro trabalho, uma vez que a fermentação foi em volume 

de 30 mL, e no caso da levedura GS1.11-26, ela só foi capaz de fermentar a xilose do 

hidrolisado com baixa concentração de ácido acético. Outro aspecto relevante, foi a 

ausência de suplementação do hidrolisado no presente trabalho, enquanto na 

fermentação realizada por Demeke et al. (2013), houve suplementação com 1% extrato 

de levedura e 2% peptona. 
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Atingir concentrações de etanol superiores a 4%, de forma a reduzir o gasto 

enegético envolvido na destilação, é um dos gargalos encontrados pelas fermentações 

para etanol de segunda geração, tanto pelos processos apresentarem hidrolisados 

diluídos em açúcares, quanto pela própria capacidade cofermentativa das linhagens em 

utilizar a fração rica em xilose (Gerbrandt et al., 2016). A fermentação com JPXIXK.F1 

conseguiu obter concentrações de etanol no meio, condizentes com os requerimentos 

necessários a destilação industrial deste meio fermentado.  
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Tabela 11: Desempenho de leveduras S. cerevisiae recombinantes com a via da 
XI em fermentações anaeróbicas em hidrolisado lignocelulósicos e meios sintéticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conc. Final 

(g/L) Rendimento Produtividade

glicose xilose etanol etanol (g/g) g/L/h

Ac. acético, 4,6 46,3 0,49 (xilose)

0,44 (mix)

Ac. acético 1,0

Fenólicos, 0,8
alta [C] celular 

OD=20

Furfural, 0,2

Ac.  acético, 6,1

fenólicos, 1,3

Furfural, 0,6

Palha de trigo e 

feno, pré-tratamento 

alcalino

68,2 28,2 Ac. acético, 0,7 45,12 0,48 2,86 1,17(24h)

Manose, 15,0

Ac. acético, 4,8
Demeke et 

al ., 2013a

HMF, 1,1;

Furfural, 1,6

GLBRCY 128
xylA/XYL3/TAL1/

evolved

corn stover, pré-

tratamento AFEX 
60 30 30 0,39 0,75(40h) 0,18 0,37 (40h)

Parreiras et 

al.,  2014

82,3 46,7 Ac acético, 8,4 51,8 0,36 (xilose) 0,43 (120h) 0,04(120h) 0,05 (120h)
Diao et al., 

2013 em frasco (30mL)

HMF, 2,6
0,40 (mix) 0,94 (48h) 0,05 (48h) 0,12 (48h)

Meio sintético Condições

CEN.PK-

RWB217

xylA/TAL/XKS/RK

I/RPE/TKL/ Δgre3
20 20 17 0,43

20 20 15,7 0,4

100 25 47,1 0,38

CEN.PK- 

RWB218

xylA, XKS1, TKL1, 

RPE1, RKI1, 

Δgre3,  evoluida 

(70 dias)

Batelada anaeróbica 

em reator, meio 

sintético

40 0,41 1,2 0,49

SXA-R2P-E

xylA*3 , tal1 , 

XKS1 , Δgre3, 

Δpho13  Evoluida 

(24 dias)

Batelada anaeróbica 

em reator, meio 

sintético

40 16,2 0,45 0,98 0,44
Lee et al ., 

2014

H131-A3-CS

xylA, xyl3, TAL1, 

TKL1, RPE1, RKI1, 

evoluida 

(160 dias)

Batelada anaeróbica 

em reator, meio 

sintético

40 0,43 0,94 0,4

H131-A3-ALCS

xylA, xyl3, TAL1, 

TKL1, RPE1, RKI1, 

evoluida 

(160 dias)

Batelada anaeróbica 

em reator, meio 

sintético

40 0,41 1,87 0, 77

Batelada anaeróbica 

em frasco (30mL), 

YPX

40 17,5 0,44 2,5 1,09

Batelada anaeróbica 

em frasco (30mL), 

YPDX

80 40 53,3 0,44 5 2,22

*em cinza, valores estimados pelo gráfico. Taxa de consumo específico de xilose  e produtividade específica  = (g/g
-1

 peso seco celulas h
-1

)

2,5 0,14 (48h)
2suplementado 

com YP(1% 

extrato de 

levedura e 2% 

peptona)

Kuyper et 

al ., 2005b

Zhou et al., 

2012

Ko et al ., 

2016

64 47 0,8 (48h) 0,3 (96h) 0,5 (48h)

Obs

JPXIXK30.F1

xylA/Δgre3/XKS1

/ evoluida

bagaço de cana, pré-

tratamento ácido 

diluido

Presente 

trabalho

1
não houve 

considerável 

acrescimo de 

etanol pelo 

consumo da 

xilose.

Diao et al., 

2013

CIBTS0735

CIBTS0735

corn stover, pré-

tratamento não 

relatado 

Linhagem Características Tipo de Hidrolisado

Açúcares iniciais 

(g/L)

inibidores (g/L Referência

Taxa de 

consumo de 

xilose 

(g/g−1 h−1)

Produtividade 

específica 

etanol 

(g/g−1 h−1)

0,38(48h)

0,37

 

xylA/XKS1/TAL1/

TKL1/RPE1/RKI1/

Δarg1/Δgre3/GXF

1/ evoluida

 

xylA/XKS1/TAL1/

TKL1/RPE1/RKI1/

Δarg1/Δgre3/GXF

1/ evoluida

0,431

Batelada anaeróbica 

em reator, meio 

sintético, mix de 

açúcares
CEN.PK-

RWB218

xylA/TAL/XKS/RK

I/RPE/TKL/ Δgre3

/ evoluida

20,7 0,46

17,7 0,43

GS1.11-26

xylA/XKS1/TAL1/

TKL1/RPE1/RKI1/

HXT7/AraT/AraA

/AraB/AraD/TAL

2/TKL2/ evoluida

 spruce 

(conífera),steam-

explosion catalizado 

(SO2) 

48,9 10,1 302

SXA-R2P-E

xylA

∗

3/TAL1/XK

S1/ Δgre3/ Δpho1

3/ evoluida

Palha de arroz, pré-

tratamento ácido 

diluido

carvalho, pré-

tratamento ácido 

diluido

27,7 20,2

26,8 16

0,48 
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Outro aspecto interessante é a persistência ao longo da adaptação, de leveduras 

com diferentes fenótipos em relação a capacidade fermentativa de xilose. No processo 

de adaptação, foram criados ambientes de forma a selecionar clones com habilidade de 

crescer em anaerobiose e em meio mínimo, a exemplo de JPXIXK.F1. Entretanto, a 

dificuldade em realizar o isolamento dos clones em condições similares, pode levar ao 

isolamento de clones tolerantes às condições anteriores, porém mais adaptados a 

condições aeróbicas, como parece ser o caso de JPXIXK30.1 e JPXIXK30.2. Klimacek et al. 

(2014) comprovou que na população de leveduras adaptadas anaerobicamente, 

existiam indivíduos com diferentes taxas de crescimento específico, e que a seleção dos 

clones em meio anaeróbico pode reduzir o esforço amostral para obtenção do fenótipo 

selecionado.  

No presente trabalho, não foram avaliados os demais clones que apresentaram 

fenótipo similar a JPXIXK.F1 no crescimento em meio mínimo, que podem 

eventualmente serem melhores do que JPXIXK.F1 na fermentação de xilose. Todas as 

colônias isoladas foram preservadas em freezer a -80˚C, assim como o a população do 

último repique anaeróbico, que poderão ter a diversidade avaliada em trabalhos 

futuros. O presente trabalho também abre caminho para novos estudos quanto a 

avaliação das alterações genotípicas que levaram ao fenótipo diferenciado de JPXIXK.F1 

em relação a linhagem parental, que poderá fornecer informações relevantes sobre o 

papel de novos genes no metabolismo de S. cerevisiae, importantes na fermentação de 

xilose. 

A robustez da levedura JPXIXL30.F1, na fermentação de hidrolisado 

lignocelulósico, provavelmente deve-se ao background industrial desta linhagem. Nota-

se na tabela 11 que esta linhagem se mostrou a mais tolerante a hidrolisados com alta 

concentração de ácido acético, mantendo a melhor taxa específica de consumo de 

xilose e rendimento de etanol, tanto considerando o rendimento relativo ao consumo 

da xilose quanto para o rendimento total (Ye/s, todos os açúcares). A linhagem JP1 foi 

comparada a outras linhagens industriais brasileiras e se mostrou a mais termotolerante 

entre as linhagens testadas (CAT-1, PE-2, BG-1 e levedura de panificação), com 

consequente maior produção de glicerol, biomassa e etanol quando crescida a 37˚C 
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(Della-Bianca & Gombert, 2013). Nota-se na figura 42 que, logo no início do processo, 

foram gerados aproximadamente 4 g/L de glicerol, entretanto, na fase de consumo 

apenas da xilose não se observou considerável acréscimo de glicerol. As leveduras 

industriais apresentaram melhor desempenho que as de laboratório quanto à tolerância 

a altas concentrações de álcool e quanto ao estresse ácido. Esta última, foi a 

característica que mais as destacou em relação as leveduras de laboratório, indicando 

ser a pressão seletiva mais relevante no ambiente industrial (Della-Bianca & Gombert, 

2013), que pode estar relacionada a tolerância ao ácido acético observada no presente 

trabalho. A termotolerância e resistência a variações de pH parecem características 

coerentes com a própria variação ambiental que historicamente esta levedura vem 

tolerando no processo de etanol de 1ª geração, ainda mais sendo isolada do Nordeste 

(Silva-Filho et al. 2005; Della-Bianca et al. 2013). Estas duas características, aliadas a 

robustez na tolerância aos inibidores presentes no hidrolisado, observada no presente 

trabalho, sugere um grande potencial de aplicação da linhagem JPXIXK.F1 em outras 

configurações de processo, como o SSCF (figura 1), no qual temperaturas mais elevadas 

são vantajosas ao processo.  

Recentemente, PE-2 e CAT-1 foram modificadas para fermentação de xilose pela 

via da XR/XDH e testadas na fermentação de um hidrolisado de sabugo de milho (“corn 

cob”) sintético simulado, com 1,7 g/L de glicose, 30g/L de xilose, 2,6g/L de ácido acético 

2.3 g/L, 1,2 g/L de furfural e 0,1 g/L de HMF (Romani et al., 2015). Obtiveram 

produtividade de etanol de 0,16 g/l/h em condição microaeróbica, em 48 horas, 

atingindo a produção de 8,1 g/L de etanol e 4,6 g/L de xilitol. A linhagem recombinante 

de PE-2 foi melhor do que a derivada de CAT-1 no consumo de xilose. Essa linhagem 

industrial recombinante se mostrou também superior à linhagem de laboratório com a 

mesma construção. O que corrobora a importância do background das linhagens 

industriais na maior tolerância as condições estressantes, como a fermentação de 

hidrolisados lignocelulósicos. Entretanto, esta linhagem industrial derivada de PE-2, 

apresenta desempenho inferior à desenvolvida no presente trabalho, e produz grande 

quantidade de xilitol durante o processo, mesmo em condições de aeração favoráveis. 

Comparativamente, a linhagem JPXIXK.F1 se encontra numa etapa a frente em relação a 

possibilidade de aplicação industrial, uma vez que a mesma não apresenta marcas 
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dominantes de seleção e todas as construções foram integradas no genoma da 

levedura, ao passo que a expressão da via XR/XDH em PE-2 é epissomal (Romani et al. 

2015). 

O resultado obtido com JPXIXK.F1, demostrou a importância da evolução 

metabólica no ajuste do metabolismo de xilose para produção de etanol. E comprovou 

que a introdução apenas do gene da XI, com superexpressão da XKS1 e deleção de GRE3 

aliadas à adaptação metabólica são suficientes para obtenção de uma linhagem 

industrial recombinante para eficiente fermentação de hidrolisados lignocelulósicos 

ricos em xilose. 

Apesar do ótimo resultado em termos de rendimento e capacidade de conversão 

de xilose a etanol, observa-se ao final da fermentação um residual de xilose da ordem 

de 10g/L e uma desaceleração no consumo deste açúcar. Acredita-se que este perfil seja 

em função da limitação de transporte deste açúcar pelos transportadores inespecíficos 

de S. cerevisiae para este açúcar. A expressão de transportadores com maior afinidade 

por xilose pode vir a solucionar esse problema e talvez aumentar a produtividade, 

levando a um consumo mais rápido e integral da xilose presente no meio. 
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5.1 ESTUDO DE TRANSPORTADORES DE XILOSE 

5.2.1 Construção dos vetores de expressão dos transportadores 

 

A levedura S. cerevisiae possui 34 proteínas pertencentes a família de permeases 

de açúcares, sendo 18 delas transportadores de hexoses (Hxt1-17 e Gal2), dos quais 

Hxt1, hxt2, hxt4, hxt5, hxt7 se mostraram capazes de transportar xilose e recuperar o 

crescimento de leveduras nocaute para os transportadores de glicose, com vias de 

consumo de xilose introduzidas (Hamacher et al., 2002; Saloheimo et al., 2007). De 

forma similar, no presente trabalho se estudou o desenvolvimento de transportadores 

com diferentes capacidades de transportar xilose, com base no crescimento em meio 

com xilose. Os genes de transportadores de açúcar foram testados na levedura S. 

cerevisiae EBY.VW4000 (Wieczorke et al., 1999), uma levedura nocaute para todos os 

transportadores de glicose da família HXT (Δhxt1-17) e GAL2, sendo incapaz de crescer 

em glicose. A levedura foi gentilmente cedida pelo Prof. Eckhard Boles da Universidade 

de Frankfurt. Esta levedura foi transformada, pelo protocolo de transformação rápida, 

com um vetor epissomal contendo os cassetes da XI e da XK (Reis, 2012), que a torna 

capaz de crescer em xilose, uma vez que lhe seja reintroduzido um transportador capaz 

de transportar este açúcar para dentro da célula (levedura nomeada de EBYXI). Esta 

levedura permite a seleção e análise dos transportadores de xilose, com base na 

capacidade de crescimento da mesma em meio com xilose. Como controle, foi realizada 

a introdução do mesmo vetor epissomal, porém sem os cassetes da XI e da XK, linhagem 

nomeada de EBY280, conferindo em ambos os casos resistência ao antibiótico G418. 

Foram testados 3 transportadores da família HXT de S. cerevisiae, Hxt3 (baixa 

afinidade), Hxt5 (média afinidade) e Hxt7 (alta afinidade). Os mesmos foram 

amplificados do próprio DNA genômico de JP1, por PCR com a enzima taq polimerase de 

alta fidelidade e ligados ao vetor comercial pBlueScript® II SK (Stratagene) previamente 

digerido com EcoRV e clonados em E.coli XL10-gold (Figura 44a) 
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O alinhamento das sequências proteicas dos três transportadores, a partir da 

sequência obtida no Genebank para a levedura S. cerevisiae S288C (figura 42), mostra 

um alto grau de homologia entre as sequências, principalmente na região próxima ao 

resíduo T213 de Hxt7. Esta observação indica um possível efeito similar da substituição 

de T213V e seu equivalente homólogo nos demais transportadores. Para alteração do 

resíduo T213 (treonina) do Hxt7 pela valina (V), e do mesmo aminoácido nas suas 

posições correspondentes a esta região conservada nos outros 2 Hxts (figura 42), foram 

construídos primers mutagênicos para os 3 transportadores, com a substituição de 2 

bases do códon para Treonina, levando a troca para o códon da valina, mantendo no 

mínimo 10 bases homóloga antes e depois da substituição, permitindo o anelamento 

dos primers.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Alinhamento da sequência proteica dos transportadores Hxt7, Hxt3 e Hxt5. 
Destacado em vermelho na sequência acima, o resíduo T213 do Hxt7 e região conservada 
equivalente de Hxt5 e Hxt3. Apresentado na figura apenas parte da sequência alinhada 
(resíduos 1 a 270, de aproximadamente 570 resíduos de aminoácidos da proteína completa). 
Alinhamento realizado com o programa Uniprot, com base na sequência depositada no 
Genebank para S. cerevisiae S288C. 
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Dando continuidade a construção dos vetores de expressão com os genes dos 

transportadores, os vetores (pBluescript II SK) com os genes dos transportadores foram 

digeridos com BamHI e NotI para HXT3 e HXT7, e com BglII e NotI no caso de HXT5 

(sítios presentes nos primers usados na amplificação dos mesmos). Na figura 44a, 

observa-se a liberação do fragmento correspondendo a região codificadora de HXT3 e o 

HXT7 (ambos com aproximadamente 1,7 kb) e um fragmento de 2,9kb correspondendo 

ao vetor pBluescript II SK. Os fragmentos foram extraídos do gel e usados em ligação 

com o vetor Y2STEF, derivado do vetor YEP352, contendo a marca auxotrófica URA3, 

promotor TEF1 da S. cerevisiae S288c, o terminador PGK e gene da eGFP (entre o 

promotor e o terminador) flaqueado pelos sítios BamHI e NotI (Paiva, 2016). O Vetor 

Y2STEF foi digerido com estas mesmas enzimas de forma a eliminar o fragmento 

correspondente a eGFP (700pb) (figura 44a), foi extraído do gel e usado na construção 

do vetor Y2STEF3, 5 e 7, conforme esquema apresentado na figura 43. 
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Figura 43: Representação esquemática da estratégia utilizada para construção dos 
vetores Y2STEF5, Y2STEF3 e Y2STEF7. 
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Após inúmeras tentativas de ligação e clonagem dos genes do HXT5, HXT3 e HXT7 

ao vetor Y2STEF, apenas clones com HXT5 foram confirmados por digestão com EcoRI e 

HindIII, liberando o cassete HXT5 de aproximadamente 2,5Kb (figura 44b). 

Recentemente, Farwick et al. (2014) citou a mesma dificuldade de clonagem destes 

transportadores, que parecem ser tóxicos para E. coli, exigindo crescimento em baixa 

temperatura para reduzir a expressão do gene. Foram realizadas clonagens com as 

linhagens de E. coli XL10-gold e DH5-α, com crescimento a 30°C, que foi o único 

protocolo que permitiu a obtenção de clones, porém, quando realizada a seleção por 

extração de DNA plamidial e digestão, tanto para HXT3 quanto para HXT7, todos os 

clones apresentavam versões recombinadas do vetor. 

O vetor Y2STEF5 foi usado para transformação de S. cerevisiae EBYXI e EBY280, 

pelo protocolo de transformação rápida e foram obtidos vários clones capazes de 

crescer sem a adição de uracila ao meio. Para a transformação, as células foram 

crescidas em YP maltose 1% com 200 µg/mL de G418, e após a transformação, 

semeadas em placas com meio mínimo com 1% de maltose, suplementado com 20 mg/L 

de triptofano, 20 mg/L de histidina e 30 mg/L de leucina (sem uracila).  

Para a construção dos vetores Y2STEF3 e Y2STEF7, e a construção dos vetores com 

as regiões codificadoras mutadas (T213V), optou-se pela construção desses vetores 

diretamente na levedura, por recombinação homóloga. Primeiramente, testamos esta 

alternativa para construção do vetor com o HXT5 mutado. Foram construídos primers 

que se anelam ao promotor TEF1 e ao terminador PGK presentes no vetor Y2STEF. Os 

novos primers foram usados em combinação com os primers mutagênicos em duas 

reações distintas de PCR, de forma a gerar dois produtos de PCR, um com a parte do 

promotor TEF1 (+ de 200 pb) e a região codificadora de HXT5 (até 10 pares de base após 

a mutação) e outro produto de PCR com parte da região codificadora de HXT5 (10 pb 

antes da mutação) até a região do promotor PGK (+ de 200 pb. Esperava-se recombinar 

a região homologa ao promotor e o terminador de cada produto de PCR com o vetor 

Y2STEF que apresenta a região do promotor e do terminador completa, além da 

recombinação entre os produtos de PCR, na região de aproximadamente 30 pb de 

homologia, correspondendo a região da mutação sítio dirigida. Apenas quando os 3 
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eventos de recombinação ocorrem há o fechamento do vetor de expressão com o gene 

do transportador completo, que poderia permitir o crescimento na ausência de uracila 

e, caso o transportador fosse funcional, o crescimento em glicose. 

O próprio vetor Y2STEF5 linearizado com EcoRV e desfosforilado foi usado como 

DNA molde para os produtos de PCR. O vetor Y2STEF linearizado com as duas enzimas 

BamHI/NotI (com a liberação do fragmento correspondente a eGFP) foi isolado do gel 

de agarose e purificado sendo posteriormente usado junto com os dois produtos de PCR 

(também isolados do gel de agarose e purificados, figura 44c), para a transformação de 

alta eficiência das leveduras EBYXI e EBY280. Foram usados numa proporção molar de 

1:5:5 (vetor: produto PCR 5A: produto de PCR 5B) somando um total de 

aproximadamente 1 µg de DNA para essa transformação. Como controle foi usado o 

próprio vetor Y2STEF linearizado e o vetor circular (controle positivo da transformação). 

O crescimento e a seleção foram realizados conforme descrito anteriormente para o 

Y2STEF5. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Confirmações da clonagem de HXT3 e HXT7 em pBlueScript II SK, clonagem de 
HXT5 em Y2STEF e PCR mutagênicos de HXT5. A) Digestão com BamHI/NotI de pBLueScript II SK 
com genes HXT3 ou HXT7. 7D: miniprep do clone 7.5 (pBHXT7) digerido, 7I: pBHXT7 integro; 3D: 
miniprep do clone 3.5 (pBHXT3) digerido. 3I: pBHXT3 Integro. B) Digestão Y2STEF5 com EcoRI e 
HindIII, para liberação do cassete HXT5, vetor digerido e integro (a direita). C) PCR mutagênico 
de HXT5, 5A: promotor + região 5’ HXT5 até a região mutada (aprox. 1,1 kb), 5B: região 3’ do 
HXT5 a partir da região mutada + terminador (aprox. 1,5kb), controle negativo (sem DNA, poço 
do meio); M: Marcador molecular O’ Gene ruler 1 kb plus. 

M           Y2STEFHXT5     Y2STEFHXT5
BamHI/NotI Integro

M      PCR1    controle   PCR2

A                                                               B                                C

M    1     2    3    4

M     7D    7I    3D    3I               M        Y2STEF5      Y2STEF5                                 M             5A                         5B   
                                                                  EcoR1/HindIII         
       

 

A)                                    B)                                                     C)         
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Após a transformação de EBYXI e EBY280, foram obtidos vários clones  com HXT5 

mutado, nenhum clone nos controles negativos e alguns clones no controle positivo 

(Y2STEF circular). Todos os clones obtidos das transformações com HXT5 original e com 

HXT5 mutado foram testados quanto à capacidade de recuperar o crescimento em 

glicose, e paralelamente em meio mínimo com maltose, suplementado com os 

aminoácidos nas quais a EBYXI é deficiente, exceto uracila. De forma complementar, foi 

avaliado o crescimento sem a suplementação dos aminoácidos, para confirmar o 

fenótipo parental. Na tabela 12, há um resumo dos fenótipos esperados para cada 

construção. Conforme esperado, houve crescimento dos clones com HXT5 (EBYXI ou 

EBY280 + Y2STEF5) e HXT5M (EBYXI ou EBY280+ Y2STEF5M) em meio mínimo (Ura-, 

Leu+, Trip+ e His+) com glicose, enquanto os controles sem o transportador foram 

incapazes de crescer em glicose. Nenhum clone foi capaz de crescer na ausência de 

triptofano, leucina e histidina, apesar de todos terem crescido em meio com maltose 

suplementado com os 4 aminoácidos, confirmando o fenótipo parental. Na figura 45 

observa-se o crescimento dos diferentes clones obtidos e dos controles em YP maltose 

2% e YP glicose 2%, aonde nota-se que apenas os clones com HXT5 ou HXT5M foram 

capazes de crescer em glicose. Como controle positivo das placas, foi usada a levedura 

selvagem JP1 e como controles negativos para crescimento em glicose as linhagens 

EBYXI e EBY280. Conforme esperado, observa-se na figura 45, que o plasmídeo Y2STEF 

sem HXT5 não restabelece a capacidade de EBYXI crescer em glicose. Logo, as leveduras 

que conseguem crescer em glicose apresentam o gene de HXT5 e HXT5M sendo 

expressos e funcionais. 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussões 
 
 

 117 

Tabela 12: Fenótipos esperados no crescimento das linhagens em meio mínimo 

Linhagens Ura- His- Leu- Trip- glicose maltose xilose 

EBY.VW4000 - - - + - 

EBYXI - - - + - 

EBY280 - - - + - 

EBYHXT5 + - + + + 

EBYHXT5M + - + + + 

EBY280HXT5 + - + + - 

EBY280HXT5M + - + + - 

EBYXI +Y2STEF + - - + - 

EBY280 +Y2STEF + - - + - 

JP1 + + + + - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45: Análise fenotípica dos transformantes de EBYXI e EBY280. Crescimento em YP 
+ maltose (A) e YPD (B). 1: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF5, 2: EBYXI controle 
(transformação sem DNA), 3: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF+ mais os produtos de PCR 
para HXT5M, 4: EBYXI transformada com o vetor Y2STEF, 5: JP1 Selvagem, 6: EBY280 
transformada com o vetor Y2STEF + os produtos de PCR para HXT5 mutado, 7: EBY280 controle 
(transformação sem DNA), 8: EBY280 transformada com o vetor Y2STEF5. 

 

A                                                                        B a) YP maltose                           b)             YPD 
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Uma vez confirmado o sucesso da recombinação e construção do plasmídeo com 

transportador mutado diretamente na levedura, a mesma estratégia foi usada para os 

transportadores HXT7 e HXT3, tanto para construção dos plasmídeos com transportador 

mutado quanto para a sequência original de cada gene.  

Para a recombinação dos genes dos transportadores com o vetor Y2STEF 

linearizado com BamHI/NotI (figura 47) foram desenhados primers com 50pb de 

homologia com o promotor TEF1 (e homologia a região 5’ de HXT3 ou HXT7) e 50pb de 

homologia com o terminador PGK (e homologia com a região 3’ do HXT3 ou HXT7). 

Ambos foram usados em reações de PCR com os vetores pBHXT3 ou pBHXT7 

(pBlueScript II SK + HXT3 ou HXT7, figura 43), obtendo-se os produtos de PCR do 

tamanho esperado (figura 47). Os mesmos primers foram usados em conjunto com os 

primers mutagênicos para cada transportador, de acordo com o esquema da figura 46, 

gerando dois produtos de PCR. Tanto os produtos de PCR quanto o vetor linearizado e 

desfosforilado foram isolados do gel de agarose e usados conforme descrito para a 

transformação usando HXT5 mutado. Entretanto, a seleção dos clones foi feita 

diretamente pelo crescimento em meio mínimo com glicose (suplementado Ura-, Leu+, 

Trip+ e His+). 
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Figura 46: Representação esquemática da estratégia usada para construção dos 
vetores Y2STEF7, Y2STEF7M, Y2STEF3 e Y2STEF3M. Os produtos do PCR mutagênico e do PCR 
das sequências originais dos genes HXT foram recombinados com o vetor Y2STEF linearizado 
BamHI/NotI em S. cerevisiae EBYXI, gerando os plamídeo Y2STEF3, 3M, 7 ou 7M na levedura. 
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Figura 47: Digestão de Y2STEF, PCR dos genes dos transportadores originais e 
fragmentos com região mutada para recombinação e ligação em S. cerevisiae. A) Y2STEF 
digerido BamHI/NotI e integro. B) PCR do gene HXT7 (7ori) e HXT3 (3ori) com primers para 
recombinação homóloga; C) PCR mutagênico de HXT3, 3A: 50pb do promotor + região 5’ HXT3 
até a região mutada, 5B: região 3’ do HXT3 a partir da região mutada + 50 pb do terminador, C- : 
controle negativo (sem DNA); D) PCR mutagênico de HXT7, 7A: 50 pb do promotor + região 5’ 
HXT3 até a região mutada, 7B: região 3’ do HXT3 a partir da região mutada + 50 pb do 
terminador; e PCR de HXT7 original (7ori) e repetição de 3A (vide c) ; C- :controle negativo (sem 
DNA) M: Marcador molecular 2-Log DNA ladder. Eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

Após a transformação de EBIXI foram obtidos poucos clones, mesmo após 

repetidas tentativas. Entretanto, foram obtidos clones EBYHXT3, EBYHXT3M e 

EBYHXT7M. Os 3 clones tiveram seus fenótipos confirmados, assim como descrito 

anteriormente para HXT5 e HXT5M. Infelizmente não foi possível obter clones portando 

o transportador Hxt7 selvagem.  

A presença dos transportadores também foi confirmada pela amplificação dos 

cassetes de expressão, a partir dos primers que se anelam no vetor, na região externa 

ao cassete HXT (figura 48a). 

 

 

Poços                    Tamanhos esperados 
HXT7 original                1,8kb 
7A                                    0,7kb      
7B                                    1,1kb 
HXT3  original               1,8 kb 
3A                                   0,7kb 
3B                                   1,1kb 
Y2STEF BamHI/NotI     5,9kb+0,7kb 
 

   M     Y2STEF    Y2STEF                M             7ori             3ori                            M          C-     3A        3B             M          3A        7ori    7A   7B                    
                   D               I                                                      
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Figura 48: Amplificação por PCR dos genes dos transportadores presentes em EBYXIHXT. 
A) produto de PCR correspondente ao cassete HXT7 (7ori), HXT5 (5ori), HXT5M (5M), HXT3 (3ori) 
e HXT5M (5M) com primers que se anelam ao vetor, região externa (tamanho esperado 2,5 kb). 
B) produto de PCR correspondente ao gene HXT5M e HXT7M de clones intermediários da 
evolução (5mi e 7mi), respectivamente (tamanho esperado,1,7 kb). Foram usados como DNA 
molde, em cada caso, o DNA total de EBYXIHXT extraído pelo método rápido. C- : controle 
negativo (sem DNA); M: Marcador molecular 1 kb DNA ladder (Promega). Eletroforese em gel de 
agarose 0,8%. 

 

5.2.2 Comparação entre os transportadores 

Cada linhagem EBYXIHXT construída apresenta um plasmídeo epissomal com a XK 

e a XI e outro plasmídeo contendo o gene do transportador. Como todos os 

transportadores estão sob a regulação do mesmo promotor constitutivo TEF1 e os 

genes já se mostraram funcionais em glicose, as diferenças na capacidade de 

crescimento da levedura devem corresponder a uma melhor eficiência do transporte e 

não na diferença na expressão dos transportadores. Logo, a comparação entre os 

transportadores pode ser realizada a partir do acompanhamento da velocidade de 

crescimento da levedura em meio com xilose como única fonte carbono, ou 

alternativamente pela velocidade de consumo deste açúcar. 

De forma a avaliar a capacidade de crescimento de EBYHXT5 e 3 frente as 

linhagens portando os respectivos transportadores mutados, foi realizado crescimento 

comparativo em placa de 12 poços em meio YPX (2% xilose) e YP (sem xilose) (com 

 3 kb→ 

 1,5 kb→ 

3 ori    3M    5ori    5M    7M      M       c-   Y2STEF            M        c-                   5mi    7mi 

A)                                                                                   B) 

1 kb ladder  
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200µg/mL G418). Na figura 49, nota-se que houve um pequeno crescimento em meio YP 

de todas as linhagens, uma vez que o pré-inóculo foi crescido em meio rico YPD. As 

células foram lavadas 3 vezes antes de serem usadas no experimento, mas sabe-se que 

S. cerevisiae quando crescida em meio rico é capaz de armazenar carboidratos de 

reserva (François & Parrou, 2001). Apesar deste pequeno crescimento, que rapidamente 

entra em fase estacionária, observa-se expressivo crescimento de EBYHXT5, 5M e 3M, 

demonstrando que estes transportadores são capazes de transportar xilose. Quando se 

compara o crescimento entre EBYHXT5 e EBYHXT5M, nota-se que a versão mutada do 

transportador parece ter uma capacidade de transporte melhorada em relação a sua 

versão original (figura 49). Para HXT3 e HXT3M a diferença no crescimento é ainda mais 

evidente, uma vez que HXT3 parece não ser capaz de transportar xilose, ou se sim, com 

baixa eficiência, caso se considere o pequeno crescimento que aparece após 60 horas. 

Hxt3 é um transportador de glicose de baixa afinidade que em estudos anteriores 

não se mostrou capaz de transportar xilose e restabelecer o crescimento de levedura 

nocaute para transportadores (Saloheimo et al., 2007). Logo, o resultado apresentado 

na figura 49 corrobora com o relatado na literatura. Entretanto o ligeiro crescimento ao 

final da do estudo indica que a pressão seletiva em crescimento em meio com xilose 

pode vir a selecionar variantes mutadas deste transportador que venham a permitir o 

transporte deste açúcar. 

O resultado observado para o crescimento de EBYHXT3M, comparativamente ao 

crescimento da linhagem portando o gene selvagem HXT3, comprova que a mutação 

pontual do resíduo T210V torna o transportador Hxt3 capaz de transportar xilose. Essa 

descoberta é algo inédito, nunca antes reportado. Por meio do desenho racional, com 

base na homologia entre os transportadores, este trabalho desenvolveu um novo 

transportador de hexose capaz de transportar xilose. E comprovou o papel da mutação 

pontual no resíduo T210V de Hxt3 e seu homólogo em Hxt5 na melhora do transporte 

de xilose por estes transportadores. 
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Figura 49: Crescimento comparativo de EBYHXT3, 3M, EBYHXT5 e 5M. Meio YPX 2% de 
xilose e meio YP (sem xilose) nos controles, em microplaca de 12 poços, temperatura de 30˚C, 
sob agitação. Em vermelho HXT3 ou 5 mutados, em azul HXT3 ou 5 com sequências originais. 
Curvas pontilhadas correspondem aos respectivos controles. 

Quando comparamos o crescimento observado entre as leveduras com HXT5M e 

HXT3M, observamos que HXT3M permitiu um crescimento maior e mais rápido do que 

HXT5M para as mesmas condições, indicando uma capacidade de transporte superior, 
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uma vez que o background das leveduras, vetor e cassete de expressão são os mesmos, 

excetuando-se a região codificadora do gene.  

A superexpressão dos transportadores HXT capazes de transportar xilose em 

leveduras recombinantes fermentadoras de xilose mostraram melhora na fermentação 

pela expressão constitutiva de cada um deles em separado (Sedlak & Ho, 2004). 

Entretanto, apesar de aumentar a produtividade, o consumo dos açúcares na 

cofermentação ainda foi sequencial, devido a maior afinidade dos transportadores 

nativos por glicose. 

   

5.2.3 Evolução dos transportadores 

Buscando-se obter ainda mutações que possam gerar um transportador com 

maior afinidade por xilose do que por glicose, as 5 linhagens de EBYHXT obtidas foram 

submetidas a evolução, por 10 repiques sucessivos em YPX, seguido do acréscimo 

gradativo de 2-deoxiglicose (2-DOG) no meio. Este açúcar é análogo da glicose, sendo 

transportado para dentro da célula como a glicose, porém, a levedura não consegue 

metabolizar este açúcar pela via glicolítica, não o usando para seu crescimento. Desta 

forma, a levedura que conseguisse crescer em meio com xilose e 2-DOG em 

concentração equimolar (última condição da evolução), deveria ter um transportador 

que teria preferência ao transporte de xilose (que permite o crescimento celular) a 2-

DOG. Assim, esperava-se obter um transportador que não fosse inibido 

competitivamente por glicose (ou 2-deoxiglicose).  

 Sreenath & Jeffries (1999) utilizaram 2-deoxiglicose para seleção de linhagens de 

S. stipitis com melhor capacidade de crescer em xilose, uma vez que este açúcar 

bloqueia a via glicolítica. Oreb et al. (2012), conseguiram evoluir um transportador para 

arabinose através de um sistema de screening e evolução de transportadores similar ao 

proposto neste trabalho, porém, ao invés de bloquear quimicamente a via glicolítica, 

deletaram 4 genes de hexoquinases da via glicolítica. Neste caso, a evolução do 

transportador foi obtida, submetendo a levedura a crescer sob crescente concentração 

de glicose no meio em competição com a arabinose. A combinação dessas duas 
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estratégias, uso de 2-deoxiglicose e crescimento sob pressão competitiva dos açúcares, 

parece um caminho mais simples na evolução de um transportador com maior afinidade 

por xilose, uma vez que não implica na deleção de mais genes, numa linhagem que já 

sofreu diversas deleções (Solis-Escalante et. al.,2015).  

As cinco linhagens (EBYHXT3, 3M, 5, 5M e 7M) foram inicialmente submetidas a 10 

repiques sucessivos em meio YPX (com G418), de forma a melhorar a capacidade de 

crescimento em xilose. Conforme esperado, ao longo desta adaptação a levedura 

EBYHXT3 foi quem apresentou um crescimento menor no início, porém em poucas 

transferências seu crescimento passou a ser similar ao das outras linhagens. Ao final 

desta primeira adaptação, foram isoladas colônias em placa YPX (com G418), nomeadas 

EBYHXT3X, 3MX, 5X 5MX e 7MX. A segunda etapa da evolução foi realizada, 

adicionando-se sucessivamente 0,1 g/L, 0,5 g/L, 1g/L, 5 g/L e 12g/L de 2-DOG no meio 

YPX (1% xilose), a cada repique. Ao final desta etapa, foram isoladas colônias em placa 

com YPX (com G418), nomeadas EBYHXT3A, 3MA, 5A, 5MA e7MA. Alternativamente 

foram isolados também duas linhagens do crescimento com 5g/L de 2-DOG, nomeadas 

de EBYHXT5Mi e EBYHXT7Mi, que tiveram a presença do gene do transportador 

confirmado por PCR a partir do DNA total extraído pelo método rápido (Moriya et al., 

2006) (Figura 48b). Para os demais isolados não houve amplificação na reação de PCR, 

nem com reações com os primers internos dos transportadores, nem com os primers 

que se anelavam no plasmídeo.  

A avaliação final da evolução destes transportadores foi realizada pela capacidade 

da levedura crescer na presença de glicose e xilose, e pela avaliação do consumo desses 

açúcares. Foi feito o crescimento em placas de 24 poços, em triplicata, em meio YPX e 

em meio YPDX (a 30°C e 200 rpm), e acompanhados os crescimentos por 13, 22 e 72h 

(YPDX) e 48h (YPX). O ponto de 13h (YPDX) e 48h (YPX), foramusados para comparação 

do consumo dos açúcares por todas as 17 linhagens obtidas neste trabalho. Nas figuras 

49 e 50, estão apresentados os resultados obtidos para este ensaio. 
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Figura 50: comparação do crescimento e consumo de açúcares pelas linhagens portando 
o transportador HXT selvagem (o) e mutado (M), das diferentes etapas da adaptação. 
Crescimento em placas de 24 poços em meio YPDX (com G418), Vf= 1 mL. Inóculo inicial de 0,05 
OD (600nm). Amostragens em 13, 22 e 72 horas de crescimento para leitura de OD 600nm e 
13horas para avaliação dos açúcares. Controle= meio não inoculado. Pré-inóculo crescido em 
YPD, (lavado 3X). Crescimento a 30°C e 200rpm em shaker. Análise de açúcar residual realizado 
por HPLC. Barras de desvio correspondem ao erro padrão, teste realizado em triplicata. 
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Figura 51: comparação do crescimento e consumo de xilose pelas linhagens portando o 
transportador HXT selvagem (o) e mutado (M), das diferentes etapas da adaptação. 
Crescimento em placas de 24 poços em meio YPX (com G418), Vf= 1 mL. Inóculo inicial de 0,05 
OD (600 nm). Controle= meio não inoculado. Pré-inóculo crescido em YPD, (lavado 3X). 
Crescimento a 30°C e 200 rpm em shaker, por 48 horas. Análise de açúcar residual realizado por 
HPLC. Barras de desvio correspondem ao erro padrão, teste realizado em triplicata. 

Conforme observado nas figuras 49 e 50, as linhagens adaptadas (EBYHXT3A, 3MA, 

5A, 5MA e 7MA), obtidas após a pressão seletiva do crescimento em 2-DOG, cresceram 

muito lentamente nos dois meios testados, indicando que o transportador presente 

nestas linhagens pode ter sofrido mutações que o tornaram menos seletivo por glicose, 

porém também influenciaram na capacidade de transporte de ambos os açúcares. 

Farwick et al. (2014), Nijland et al.  (2014) e Wang et al. (2015) obtiveram em estudos 

parecidos transportadores com uma mutação pontual (região homóloga ao resíduo 

N370 de HXT7) que apresentavam maior afinidade por xilose do que o transportador 
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selvagem. Porém, em todos os casos foi observado que esta alteração levava também a 

uma redução na capacidade de crescimento da levedura. No presente estudo observou-

se um crescimento tardio (72h). Esta característica também foi observada no pré-

inóculo e nas placas de isolamento dos clones.  

Como não foi possível confirmar por PCR a presença dos transportadores ao final 

da evolução, foi realizada a análise para estes clones do consumo de açúcares no tempo 

de 72 h do experimento anterior. Como resultado, houve consumo dos açúcares, com 

preferência a glicose, apesar do consumo de parte da xilose, por todos. Confirmando 

que o transportador ainda se encontra funcional nas linhagens, apesar da aparente 

reduzida capacidade de transporte. 

A tendência de redução na capacidade de transporte também pode ser observada 

pela redução do consumo de açúcares por EBYHXT5Mi se comparada a EBYHXT5MX, 

aonde há um consumo equivalente de xilose, porém para a primeira esse consumo 

ocorre ainda na presença de glicose. Esta primeira foi isolada do repique (YP 1% xilose e 

0,5% 2-DOG) que antecede ao isolamento das linhagens adaptadas.  

Para todas as linhagens com os transportadores, nota-se uma melhora no 

consumo de xilose após a primeira etapa da adaptação em meio com xilose que 

acompanhado de um maior crescimento quando comparado com as linhagens de antes 

da adaptação (gráficos YPX, figura 50). A diferença que não é tão evidente no meio 

YPDX, mas nota-se uma pequena melhora no consumo da xilose quando comparado aos 

respectivos transportadores antes da linhagem ser adaptada, mesmo ainda sendo 

sequencial ao consumo da glicose.  

Apel et al. (2016), recentemente descreveu a evolução do transportador Hxt7 com 

uma estratégia similar, por crescimentos sucessivos apenas em xilose, e obteve uma 

levedura (Δhxt) com o transportador Hxt7 com mutação no resíduo F79S. Este 

transportador apresenta afinidades similares ao selvagem, mas com aumento de 2 vezes 

no Vmax (186,4 nmol.min-1.mg-1). Como não houve mudança na afinidade, o 

transportador ainda dá preferência ao transporte de glicose ao de xilose. Entretanto, a 

expressão deste transportador comparado ao selvagem permitiu um mais rápido 
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consumo da xilose em meio com glicose e xilose, da mesma forma como o observado no 

presente trabalho. 

Entretanto, as diferenças na capacidade de transporte pela etapa de adaptação 

apenas em xilose, só se confirmariam com o isolamento dos respectivos plasmídeos e 

reintrodução na levedura EBYXI não adaptada. Caso a velocidade de transporte não 

fosse o fator limitante ao crescimento, e sim o ajuste das vias metabólicas para 

consumo da xilose, a diferença observada poderia ser reflexo de um ajuste metabólico 

da linhagem e não mutações no transportador. 

A levedura EBYXIHXT apresenta dois plasmídeos, um com resistência a ampicilina e 

canamicina (plasmídeo com cassetes de XK e XI) e o plasmídeo Y2STEFHXT com 

resistência apenas a canamicina. A partir do DNA total extraído das linhagens finais foi 

realizada a transformação de células de E. coli competentes, semeadas em LB sólido 

com ampicilina. Os vários clones obtidos foram em seguida palitados para duas placas 

de comparação, uma com LB+canamicina e outra com ampicilina, para identificar clones 

que fossem sensíveis a canamicina e resistentes a ampicilina (contendo o vetor com 

transportador). Dos vários clones obtidos nenhum se mostrou sensível a canamicina. 

Todos os cultivos e a transformação foram realizados a 30°C, já que na etapa de 

construção dos vetores não foi possível obtenção de clones de E. coli com o vetor para 

HXT7 e HXT3. Como alternativa poderia se “curar” a levedura do vetor com resistência a 

canamicina (e G418), antes de tentar recuperar os vetores Y2STEFHXT.  

A busca por transportadores de xilose com maior afinidade por xilose do que por 

glicose parece ser um caminho muito longo ainda a ser percorrido. A redução da 

afinidade por glicose parece estar de alguma forma ligada a capacidade de transporte 

para ambos os açúcares (Nijland et al. 2014, Farwick et al., 2014). 

Considerando a superexpressão com promotores constitutivos, mesmo com maior 

afinidade do transportador por glicose, a escolha HXT3M, parece interessante. 

Gonçalves et al. (2014), observou que superexpressão do transportador de baixa 

afinidade Hxt1 em uma linhagem hxt-nocaute permitiu um consumo mais mais eficiente 

das correntes com xilose e glicose juntas, quando comparada a superexpressão de Hxt2, 
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Hxt5 e Hxt7, apesar de não levar ao completo consumo dos açúcares.  Em sendo o 

HXT3M um transportador também de baixa afinidade, sua capacidade de transportar 

glicose quando em baixa concentração é reduzida, portanto, é possível que inicie mais 

cedo o consumo da xilose quando comparado, por exemplo, a um transportador de alta 

afinidade, como Hxt7, capaz de se ligar a glicose mesmo em concentrações muito 

baixas. 

 Para estratégias de processo de etanol 2G envolvendo a cofermentação, como o 

SCF (figura 1), em batelada simples, conforme testado no presente trabalho, a 

expressão conjunta de HXT3M e transportadores heterólogos de alta afinidade por 

xilose, como GXf1 (Diao et al.,2013), pode ser uma combinação conveniente para 

permitir alta produtividade. O HXT3M permitiria uma maior capacidade de transporte 

quando os açúcares estivessem em alta concentração no meio, enquanto poderia se 

beneficiar da atuação dos transportadores de alta afinidade por xilose para o consumo 

do residual de xilose na fermentação, mesmo com baixa Vmax. 

Em outras estratégias de processo como o SSCF (figura 1), com a sacarificação (C6) 

concomitante a cofermentação (Laluce et al.,2012), na qual o uso de JPXIXK.F1 seria 

mais promissor por tolerar temperaturas mais altas quando comparada as linhagens de 

laboratório e as demais industriais testada por Della-Bianca & Gombert (2013), a 

limitação do transporte de xilose durante a fermentação pode ser um fator ainda mais 

crítico. Em processos de SSCF a concentração de xilose no meio seria alta no início, 

enquanto a concentração de glicose seria baixa, ou bem próxima a zero, pelo consumo 

imediato da mesma, conforme esse açúcar é formado no meio pela quebra da celulose. 

De acordo com a afinidade dos transportadores presentes na levedura, o consumo da 

xilose pode ser favorecido pela quase ausência de glicose livre e alta concentração de 

xilose, além da indução dos transportadores endógenos pela concentração baixa de 

glicose. Entretanto, se forem transportadores de alta afinidade por glicose, como o 

Hxt7, mesmo em baixa concentração, a glicose ainda seria preferencialmente 

transportada em detrimento a xilose. Pelo perfil de consumo de xilose pela JPXIXK.F1 

em concentrações baixas ou na ausência de glicose (figura 41), transportadores de alta 

afinidade por glicose parecem ser os principais responsáveis pela internalização da 
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xilose. Em SSCF com JPXIXK.F1, caso hxt7 fosse o principal responsável pelo consumo de 

xilose, se esperaria que o transporte da xilose fosse mais inibido em SSCF do que no 

caso estudado (SCF), aonde chega a completa ausência de glicose no meio.  

 Na fermentação do hidrolisado por JPXIXK.F1 (figura 41) observou-se que a maior 

velocidade de consumo de xilose e produção de etanol ocorrem logo após o consumo 

total da glicose. Este fator, possivelmente se justifica pela presença de transportadores 

induzidos pela presença de glicose. Na ausência de glicose, HXT5 e HXT3 não só são 

inibidos, como também removidos da membrana e degradados. Como a fermentação da 

xilose por JPXIXK.F1 depende apenas dos transportadores endógenos, é possível que o 

residual de xilose observado seja por limitação dos transportadores, uma vez que têm 

baixa afinidade por xilose. 

No entanto, a estratégia de superexpressão de transportadores com melhorada 

capacidade de transporte, como o HXT3 mutado construído no presente trabalho, ou 

ainda, caso comprovado, os HXT3Mx, HXT5x, HXT5Mx e HXT7Mx, parece ser promissora 

no aumento da produtividade dos processos fermentativos com a levedura JPXIXK.F1. 
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6. CONCLUSÕES 

Os objetivos do presente trabalho foram alcançados, com o desenvolvimento da 

primeira levedura industrial desenvolvida no país, capaz de fermentar hidrolisado 

lignocelulósico, com vias integradas ao genoma e sem marcas de resistência, portanto, 

adequada a aplicação nos processos para etanol de segunda geração. 

A linhagem JPXIXK.F1 se mostrou uma levedura robusta com taxas de 

rendimento de etanol superior ao reportado na literatura até a presente data para 

fermentação de hidrolisados lignocelulósicos com alta concentração de ácido acético. 

A integração dos genes da XI e da XK com deleção de GRE3 associado a 

adaptação metabólica se mostrou suficiente para o desenvolvimento de uma boa 

linhagem cofermentadora.  

A adaptação metabólica exerceu um papel fundamental no ajuste metabólico 

necessário a melhora de crescimento e da capacidade fermentativa da levedura 

selecionada. 

A etapa de isolamento dos clones após a adaptação, e o screening dos mesmos 

exige especial atenção, uma vez que em meio a população existem fenótipos diferente 

coexistindo. 

De forma inédita, a partir do desenho racional, foi desenvolvido um 

transportador HXT3 mutado capaz de transportar xilose com melhor eficiência que os 

demais transportadores testados. Corroborando a importância do resíduo T210 no 

transporte da xilose. E esta característica é conservada entre os transportadores da 

mesma família. 

Foram gerados transportadores de alta, média e baixa afinidade por glicose com 

aparente melhora no transporte de xilose e possíveis mutações que os tornaram mais 

eficientes no transporte de xilose. Entretanto, as mutações envolvidas no aumento 

relativo da afinidade do transportador por xilose em detrimento a glicose, parecem 

estar de alguma forma relacionadas, aonde a redução da afinidade a glicose afeta 

também a capacidade de transporte de xilose. 
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O presente trabalho, além de apresentar um componente acadêmico pelas 

informações novas que foram geradas sobre as alterações no metabolismo de S. 

cerevisiae necessárias para utilização de xilose, também tem um forte componente de 

inovação tecnológica com aplicação em uma das áreas mais importantes da economia 

nacional, a produção de biocombustíveis. A linhagem desenvolvida é considerada uma 

tecnologia estratégica pela Petrobras, e fortalece a interação entre a indústria e 

academia, no sentido de buscar a viabilidade econômica e aumento da escala da 

produção de etanol de segunda geração no país. 
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8. Anexos 

8.1 Anexo 1: Lista de Linhagens desenvolvidas no trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linhagens Característica Referência

EBY.VW4000

MATα leu2‐3,112 ura3‐52 trp1‐289 his3‐Δ1 MAL2‐8c SUC2 hxt17Δ hxt13Δ::loxP 

hxt15Δ::loxP hxt16Δ::loxP hxt14Δ::loxP hxt12Δ::loxP hxt9Δ::loxP hxt11Δ::loxP 

hxt10Δ::loxP hxt8Δ::loxP hxt514Δ::loxP hxt2Δ::loxP hxt367Δ::loxP gal2Δ stl1Δ::loxP 

agt1Δ: :loxP ydl247wΔ: :loxP yjr160cΔ::loxP snf3Δ::loxP rgt2Δ::loxP Wieczorke et al. ,1999

EBYXI EBY.VW4000 + pYXIXK (XylA, XKS1 , KanR) presente trabalho

EBY280 EBY.VW4000 + pY280 ( KanR) presente trabalho

EBY280HXT5 EBY280 + Y2STEF5 (HXT5 , URA3 ) presente trabalho

EBY280HXT5M EBY280 + Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3 ) presente trabalho

EBYHXT5 EBYXI + Y2STEF5 (HXT5 , URA3 ) presente trabalho

EBYHXT5x EBYHXT5 adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho

EBYHXT5A EBYHXT5X evoluida em xilose e 2-DOG presente trabalho

EBYHXT5M EBYXI+ Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3 ) presente trabalho

EBYHXT5Mx EBYHXT5M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho

EBYHXT5Mi EBYHXT5MX evoluida em xilose e até 0,5%  2-DOG presente trabalho

EBYHXT5MA EBYHXT5MX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho

EBYHXT3 EBYXI+ Y2STEF5 (HXT3 , URA3 ) presente trabalho

EBYHXT3x EBYHXT3 adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho

EBYHXT3A EBYHXT3X evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho

EBYHXT3M EBYXI+ Y2STEF5 (HXT3 mutado T210V, URA3 ) presente trabalho

EBYHXT3Mx EBYHXT3M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho

EBYHXT3MA EBYHXT3MX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho

EBYHXT7M EBYXI+ Y2STEF5 (HXT5 mutado T234V, URA3 ) presente trabalho

EBYHXT7Mx EBYHXT5M adaptada em 10 repiques em xilose presente trabalho

EBYHXT7Mi EBYHXT5MX evoluida em xilose em até 0,5%  2-DOG presente trabalho

EBYHXT7MA EBYHXT5MX evoluida em xilose e 2-DOG final presente trabalho

JP1 linhagem industrial, diplóide, homotálica (MAT a/α) Silva-filho et al., 2005

JPΔGRE gre3Δ::loxP/gre3Δ::loxP presente trabalho

JPXI JP1 +  XylA presente trabalho

JPXIXK1 JPXI + gre3Δ::XKS1 / gre3Δ::XKS1 presente trabalho

JPXIXK30.1 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho

JPXIXK30.2 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho

JPXIXK.F1 JPXIXK1 adaptada em 30 repiques em xilose presente trabalho
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8.2 Anexo 2: Artigo publicado 

 



ANEXOS 
 

 154 

 



ANEXOS 
 

 155 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 156 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 157 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 158 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 159 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 160 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 161 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 162 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 163 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 164 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 165 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 166 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 167 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 168 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 169 

 

 

 

 

 

 



ANEXOS 
 

 170 

 

 

 

 



 

 171 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Não são as espécies mais fortes que sobrevivem, nem as mais 
inteligentes, e sim a que melhor se adapta às mudanças.” 

 

Charles Darwin ( por.Leon C. Megginson)   

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Frase proferida por Leon C. Megginson, professor da Louisiana State University, num discurso em 
1963, onde apresenta a sua interpretação da ideia central de "A Origem das Espécies" de Charles 
Darwin. 

 

http://pensador.uol.com.br/autor/leon_c_megginson/

