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RESUMO

Um polo de biorrefino busca integrar a produg¢ao de uma grande quantidade de
matéria-prima renovavel e de baixo custo com tecnologias de extra¢do e conversao dos
acUcares presentes na biomassa lignocelulésica para a produgdo de etanol e outros
produtos bioquimicos. O etanol de segunda-geracao (2G) ¢ uma promissora alternativa
de utilizacdo desses agucares, gerados a partir de fontes renovaveis de energia. Para
esse fim, o desenvolvimento de linhagens microbianas eficientes capazes de converter
o acucar de cinco carbonos xilose em etanol ¢ fundamental para a viabiliza¢do da
tecnologia de etanol 2G. Previamente, nosso grupo desenvolveu uma levedura
industrial com alta capacidade de fermentar xilose, sendo a primeira levedura
desenvolvida no pais que teve sua liberagdo comercial aprovada e hoje ¢ utilizada na
industria 2G brasileira. O sequenciamento genomico de linhagens isoladas de
experimentos de evolugdo adaptativa independentes identificou mutagdes pontuais que
levaram a inativagdo dos genes ISUI e SSK2, e que conferem as linhagens a capacidade
de consumir xilose. ISU! codifica uma proteina mitocondrial envolvida na montagem
de clusteres de Fe-S, e SSK2 ¢ um componente da via de osmorregulagio MAPKKK.
A inser¢do dessas mutagdes em Saccharomyces cerevisiae viabiliza a fermentagdo de
xilose, sem a necessidade do procedimento de evolucdo. O objetivo desse projeto € a
exploracdo de parceiros de interagdo metabodlica dos genes ISUI e SSK2, visando
reforgar a compreensdo da base genética e da interagdo da complexa rede metabolica
envolvida na fermentacdo de xilose em S. cerevisiae. As informagdes obtidas podem
ser utilizadas na engenharia racional e desenvolvimento de linhagens com maior
capacidade de fermentagao de xilose, apropriadas para serem utilizadas na producao de

etanol 2G.
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1. Revisao de literatura

Visando mitigar o aquecimento global, ¢ imprescindivel o desenvolvimento de
tecnologias que empreguem alternativas renovaveis de energia. Além de barreiras
economicas e tecnoldgicas para o continuo uso do petréleo, como o alto custo para a
extragdo de novas reservas (e.g. pré-sal), a principal motivagdo para o uso de fontes
alternativas sao os prejuizos causados ao meio ambiente pela emissao de gases
causadores do efeito estufa (GHG), principalmente o CO>. Os niveis de CO; na
atmosfera ultrapassaram a alarmante marca de 400 ppm em 2016 (Fig. 1) (Gustavsson
et al., 2017; Abas et al. 2015). Conferéncias envolvendo os principais lideres mundiais
tem motivado a elaboragao de politicas de descarbonizagdo, visando a restruturagao da
matriz energética dos paises signatarios até o final do século para a reducao da emissao
de gases causadores do efeito estufa (Paris agreement, 2015).

O biocombustivel mais utilizado no mundo é o etanol. No Brasil, ele ¢
produzido principalmente através da fermentacdo de aglicares extraidos do caldo da
cana-de-acucar, o chamado etanol de primeira-geracao (1G). Estados Unidos e Brasil
sdo os dois principais produtores mundiais de etanol, responsaveis, respectivamente,
por 56 e 26,85 bilhdes de litros de etanol produzidos em 2015. Esse valor corresponde
a 85,27% da producao mundial (RFA, 2016).

O etanol de segunda-geracdo ¢ produzido a partir dos polissacarideos que
compdem a parede celular vegetal, sendo uma interessante destinagdo de residuos
lignoceluldsicos gerados pela agroindustria, além do uso de culturas dedicadas ao
processo, como ¢ o caso da cana-energia. O material lignoceluldsico, principal
componente da biomassa, ¢ constituido por cadeias de celulose, hemicelulose e lignina,
em concentragdes que variam entre espécies vegetais (Rudolf, 2009). O principal
desafio da segunda-geracdo ¢ o acesso e disponibiliza¢do dos agucares presentes nas
cadeias celuldsicas e hemiceluldsicas, de maneira economicamente vidvel, para
posterior etapa de fermentagdao e produgdao do etanol 2G. A despolimerizagdao do
material lignoceluldsico e liberagdo dos aglcares € realizada pelas etapas de pré-
tratamento e hidrolise enzimatica. O pré-tratamento da biomassa resulta no aumento da
acessibilidade aos polissacarideos constituintes da parede celular vegetal a a¢do das
enzimas hidroliticas, etapa posterior no processo. No pré-tatamento, diferentes
tecnologias podem ser utilizadas, submetendo a biomassa a tratamento quimicos,

fisicos, bioldgicos ou com uma combinacdo desses, removendo e alterando estruturas
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e separando a lignina e a hemicelulose da celulose (Maurya et al., 2015). Na hidrolise
enzimatica, um coquetel de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas ¢ utilizada para

clivar as longas cadeias desses polissacarideos, liberando os agticares monoméricos que

podem ser fermentados pelo micro-organismo.

Os acucares constituintes das fragdes celulosicas e hemiceluldsicas sdo
formados por cadeias de cinco e seis carbonos. Linhagens selvagens de S. cerevisiae
sdo incapazes de metabolizar as pentoses xilose e arabinose, provenientes da hidrolise
da hemicelulose. Tendo em vista a significativa parcela da hemicelulose na constitui¢cao
da biomassa lignoceluldsica (25-30%), ¢ imprescindivel o desenvolvimento de uma
cepa capaz de metabolizar ambos os grupos de acucares (Hahn-Hégerdal et al., 2007).
Além disso, durante o processo de producao de etanol, parte dos agicares monoméricos
e a lignina, liberados durante a desconstrug¢do da biomassa, acaba sendo convertido em
compostos inibitérios do processo fermentativo, resultando em trés principais grupos
de inibidores: (i) Furanos (e.g. furfural e HMF); (ii) Acidos fracos (e.g. 4cido acético,
férmico e levulinico, principalmente); (iii) Compostos fenolicos (e.g. vanilina, acidos
p-cumarico, feralico, siringico, vanilico e galico, siringaldeido, entre outros) (Almeida
et al., 2007; Ling et al., 2014). Assim sendo, além de um eficiente consumo de xilose,
a linhagem tem que ser tolerante a diversos compostos toxicos presentes no meio de
fermentacdo a fim de produzir etanol de segunda-geracao (Santos et al., 2016a).

Existem duas vias mais estudadas para a construcdo de linhagens modificadas
de S. cerevisiae para fermentagdo de xilose: a via de dois passos utilizando as enzimas
Xilose Redutase — Xilitol Desidrogenase (XR-XDH) e a via Xilose Isomerase (XI). A
interconversao xilose a xilulose utilizando a enzima xilose isomerase (XI) ¢ uma
abordagem mais interessante, ocorrendo em um Unico passo, evitando o desbalanco
redox gerado pela via XR-XDH e a formagdo de subprodutos que diminuem o
rendimento de etanol. No interior da célula, pela acdo da xiluloquinase (XKS/), a
xilulose ¢ fosforilada a xilulose-5-fosfato, a qual pode ser direcionada a via das
pentoses-fosfato (PPP). Xilulose-5-fosfato ¢ metabolizada a gliceraldeido-3-fosfato e
frutose-6-fosfato, componentes da via glicolitica (Embden-Myerhof-Parnas). Esses sdo
convertidos em piruvato, o qual ¢ descarboxilado a acetaldeido e reduzido a etanol.

Nosso grupo publicou em 2016 um trabalho que relata o desenvolvimento de
uma eficiente linhagem fermentadora de xilose, construida a partir da cepa industrial

PE-2 (Santos et al., 2016b). A linhagem foi desenvolvida a partir da expressdo
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heter6loga eficiente do gene que codifica a enzima xilose isomerase, além da
superexpressao dos genes xiluloquinase (XKS1), ribulose 5-fosfato epimerase (RPE1),
ribose 5-fosfato isomerase (RKII), transaldolase (TALI), transcetolase (TKLI), e
delecdo do gene GRE3. A linhagem desenvolvida foi submetida a um processo de
melhoramento via evolugdo adaptativa, atingindo rendimentos de até 0,46 g etanol/ g
xilose (> 90%). Entre as mutacdes geradas durante o processo de evolugao, se destacam
o aumento do nimero de copias da XI e mutacdes que levaram a perda de fun¢do dos
genes ISUI e SSK2 e conferiram a capacidade de fermentar xilose para a cepa evoluida
(Santos et al., 2016b). A evolugao adaptativa tem sido aplicada como um procedimento
necessario a fim de obter linhagens capazes de consumir xilose eficientemente.
Somente com as modificagdes genéticas, as linhagens geradas na literatura ndo
apresentam rendimento e produtividade satisfatorios, impossibilitando seu uso em
escala comercial (Walfridsson et al., 1996; Kuyper et al., 2003; Kyuyper et al., 2005).
Na evolugdo adaptativa, ou engenharia evolutiva, o micro-organismo desenvolvido ¢
submetido a uma pressao seletiva a fim de se alcangar o fendtipo desejado. O processo
de evolugdo ¢ uma estratégia de melhoramento de micro-organismos, onde mutagdes
aleatorias que favorecem o fenotipo tendem a ser fixadas na populagdo e selecionam o
micro-organismo na condicao imposta. O processo de evolucdo para aumento do
consumo de xilose ja foi extensivamente empregado no desenvolvimento de cepas
modificadas de S. cerevisiae, aumentando as taxas de consumo da pentose e
melhorando a performance global (Sonderegger e Sauer, 2003; Demeke et al., 2013;
Diao et al., 2013; Lee et al., 2014, Santos et al., 2016b). Usualmente, as linhagens sao
cultivadas em quimiostato (cultura continua) ou em bateladas sucessivas em meio
contendo xilose como fonte de carbono.

A partir do sequenciamento de apenas duas linhagens evoluidas, em
experimentos paralelos, identificamos mutacdes nos genes ISUI e SSK2, que eram
responsaveis pela capacidade adquirida de fermentagado de xilose (Santos et al., 2016b).
Os genes pertencem a vias diferentes e ndo obviamente associadas ao metabolismo de
carboidratos. ISUI ¢ componente da via mitocondrial de montagem de clusteres de Fe-
S e SSK2 e componente da via MAPKKK de resposta a estresse osmotico.
Concomitantemente, outro grupo publicou um resultado semelhante, reforcando a
hipotese do nosso grupo. Sato et al. (2016) identificou os genes ISUI, HOGI e IRA2

como responsaveis pela capacidade de fermentar xilose pela linhagem produzida por
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seu grupo. Somente com a analise de duas linhagens fomos capazes de comecar a
elucidar a base genética que regula a fermentagdo de xilose em S. cerevisiae, passo
essencial para a viabilizagdo da tecnologia 2G. Mesmo sendo pertencentes a vias
metabolicas distintas, a combinacdo das mutagdes identificadas em ISUI e SSK2 na
linhagem LVY?70, tiveram efeito sinérgico conferindo a linhagem uma assimilagao

mais eficiente de xilose em comparagao com as duas mutacdes isoladas (Santos et al.,
2016b) (Fig. 1).
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Figura 1. Consumo de xilose ¢ produgdo de etanol pelas linhagens contendo mutagdes nos
genes ISUI e SSK2. A combinacdo das mutagdes conferiu a linhagem LVY 70 uma capacidade
superior de assimilagdo de xilose (Santos et al., 2016b).

2. Objetivo

O projeto tem como objetivo a engenharia genética racional de S. cerevisiae e
manipulagdo direta da via de formagdo de clusteres de Fe-S ¢ MAPKKK, visando a

otimizagao da fermentacao de xilose e produgdo de etanol de segunda-geracao.

2.1 Objetivos especificos

- Identificagdo de alvos metabolicos da via de formacao de clusteres de Fe-S e

MAPKKK;
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- Construgdo de cassetes de expressao génica para a superexpressao ou delecao
de genes candidatos de interesse;
- Transformacdo da cepa industrial evoluida fermentadora de xilose LVY34.4
(Santos et al., 2016b).
- Transformagao da cepa industrial ndo evoluida LVY27 (Santos et al., 2016b);

- Fermentagao comparativa das cepas desenvolvidas e analise dos resultados.

3. Metodologia

3.1 Linhagens utilizadas e condi¢des de crescimento

Para os experimentos de clonagem e multiplicagdo dos plasmideos sera
utilizada a linhagem bacteriana de Escherichia coli DH5a (Stratagene®). Quando
necessario, a linhagem seré ativada a 37 °C por esgotamento em meio de cultura LB
(Luria-Bertaini).

As linhagens de S. cerevisiae serdo cultivadas em meio YPD (10 g/L de extrato
de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glicose) e incubadas a 30 °C, 200 rpm.
Transformantes de S. cerevisiae serdo selecionados em meio YNB (6,7 g/L de yeast
nitrogen base without aminoacids, Difco), suplementado com drop-out sem uracila ou

em meio YPD suplementado com 300 pg/ml de zeocina.

3.2 Identificacao dos alvos metabdlicos de interesse

A escolha dos alvos metabolicos para a construcdo dos cassetes de expressao
génica para a superexpressdo ou delecdo dos genes de interesse sera realizada
inicialmente de acordo com os parceiros de interacdo dos genes ISUI e SSK2,
identificados previamente como associados ao metabolismo de xilose. ISUI ¢
componente da via mitocondrial de montagem de clusteres de Fe-S e SSK2 ¢
componente da via MAPKKK de resposta a estresse osmotico. Os genes componentes
das mesmas vias ou de associacdo direta (figura 2) serdo putativos alvos de

manipulacdo génica para otimizagao do consumo de xilose.
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Figura 2. Rede de interagdo metabolica dos genes ISU! e SSK2 (yeastgenome.org).

3.3 Construcao dos plasmideos

Para a construcdo dos cassetes serd utilizada a técnica descrita por Gibson et al.
(2009), que consiste na fusao de fragmentos de DNA com um mix das enzimas T5
exonuclease, Taq ligase e DNA polimerase em uma unica reacao. O cassete utilizara o
plasmideo pRS426 como molde, linearizado com a enzima BamHI. Os fragmentos
serdo amplificados usando a Phusion DNA polymerase (NEB). A correta construcao de
cada cassete para superexpressao sera verificada por sequenciamento Sanger.

Para o processo de sele¢dao e combinagao de multiplas integragdes, sera utilizado
o sistema Cre/loxP (Gueldener et al., 2002). O gene URA3, flanqueado sequéncias /oxP
na mesma orientacao, nas duas extremidades, permite que esse marcador seja reciclado
em todos os cassetes de superexpressdo. Para a superexpressdo, o gene a ser testado
serd flanqueado pelo promotor forte e constitutivo 7DH 1. Para delegdo, sequéncias de
homologia a regido promotora e terminadora do gene a ser deletado seré inserido nas

extremidades upstream e downstream do gene que codifica resisténcia a zeocina.

3.4 Construcio das linhagens

Os cassetes amplificados utilizando a enzima Phusion DNA polymerase (NEB)
serdo purificados através do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Os amplicons serdo utilizados na transformacao da levedura utilizando o
método de acetato de litio descrito por Gietz e Schiestl (2007). As linhagens LVY27 e

LVY34.4, derivadas da cepa industrial de S. cerevisiae PE-2, serdo utilizadas para o
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desenvolvimento das linhagens. A selecdo dos transformantes sera realizada conforme

descrito no item 3.1.

3.5 Ensaio fermentativo

O ensaio fermentativo para comparacgao das cepas sera realizado em meio YPX
(10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 50 g/L de xilose), em condigdes
semi-anaerdbicas, utilizando garrafas seladas de 100 mL e volume de trabalho de 80
ml, iniciando a cultura com OD de aproximadamente 1,0 (0,25 g DCW/L). A
temperatura e velocidade de agitagdao serdo mantidas constantes, respectivamente, em
30°C e 150 rpm. Todos os experimentos serdo realizados em triplicata. Amostras serao
retiradas para medir OD e para posterior analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Para a determina¢do do peso seco, as células serdo coletadas por
centrifugacdo, lavadas duas vezes e secadas a 65°C, conforme descrito anteriormente

(Santos et al., 2016b).

3.6 Quantificacdo dos produtos da fermentacio

A quantificagdo de glicose, xilose, xilitol, glicerol, acido acético e etanol serad
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando o
cromatografo Alliance (Waters) com detector de indice de refracao (Waters 2414) e
detector de matriz de fotodiodo (Waters 2998) a 280 nm. As amostras serdo analisadas
por HPLC-RI utilizando a coluna de exclusdo i6nica HPX-87H (300mm x 7,8mm,
BioRad®), aquecida em forno a 35 °C, HoSO4 5 mM como fase movel a uma vazao de
0,6 mL/min. Uma curva padrao com as concentragdes conhecidas com compostos de
interesse também serdo analisadas pelo mesmo procedimento. As concentracdes dos
compostos nas amostras serdo determinadas por comparagdo das areas dos picos

cromatograficos obtidos com as curvas de calibracao.

4. Cronograma

10 20 30 40 50 60

Atividades Bi | Bi | Bi | Bi | Bi | Bi

Sele¢do dos alvos metabdlicos de interesse
Desenho dos primers

Construgdo dos cassetes de expressao génica
Transformacao das linhagens de S. cerevisiae
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Fermentacdo comparativa
Elaboragao de relatorio cientifico
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