Construcao de levedura Saccharomyces
cerevisiae capaz de fermentar xilose
para producao de etanol

Introducao

Devido a demanda brasileira e mundial por novas fontes de combustiveis renovaveis
varios estudos sdo feitos para a producdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica
(STAMBUK et al, 2008). O desenvolvimento de linhagens microbianas para a produgdo
de etanol lignoceluldsico torna-se necessario para melhor aproveitamento dos residuos
agroindustriais e de lixo urbano. A levedura Saccharomyces cerevisae ndo é naturalmente
capaz de fermentar a pentose xilose, portanto a fermentagdo dos agucares presentes em
hidrolisados de biomassa por essa levedura restringe-se as hexoses (ALMEIDA et al., 2011;
GEDDES et al., 2011). Como a xilose representa grande parte dos aglcares presentes em
hidrolisados de biomassa, linhagens recombinantes de S. cerevisiae capazes de converté-
la a etanol vem sendo construidas pela superexpressdo da via catabdlica de xilose nessa
levedura.

O objetivo desse trabalho é a constru¢do de uma linhagem de S. cerevisiae capaz de
fermentar xilose a etanol. Para tanto, os genes codificantes para xilose reductase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH) de Schefersomyces stipitis, e xilulokinase (XK) de S. cerevisiae
serdo expressos em linhagem laboratorial dessa levedura.

Métodos

A levedura S. cerevisae capaz de fermentar xilose foi construida utilizando a via de
assimilagdo de xilose composta de xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) de S.
stipitis. A enzima xiluloquinase (XK) enddgena de S. cerevisiae também foi superexpressa.
Inicialmente, os cassetes de expressdo para XR e XK foram obtidos pela digestdo com XK
por Sac | e Xho | dos vetores pRH185 e pRH195, respectivamente (HECTOR et al., 2011).
Para construgao do cassete de expressao para XDH, o gene Xil2 foi amplificado a partir do
DNA genémico de S. stipitis com oligonucleotideos especificos. Posteriormente, o gene foi
clonado no vetor p426-TEF sob regulagdo do promotor TEF e terminador CYC1, gerando o
plasmideo p426-XDH. Finalmente, este plasmideo foi linearizado com a enzima Sac | e os
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cassetes de expressdao para XR e XDH previamente obtidos foram ligados a este. O vetor
resultante, p426-XR-XDH-XK foi utilizado para transformacdo de S. cerevisiae CEN.PK.

Resultados e Conclusoes

O plasmideo epissomal p426-XR-XDH-XK contendo cassetes de expressdo para XR,
XDH e XK foi construido com sucesso. Linhagem recombinante de S. cerevisiae foi obtida
apos transformacdo com esse plasmideo. A linhagem foi capaz de crescer em meio minimo
contendo xilose como Unica fonte de carbono, demonstrando a correta expressdo dos
genes. AvaliagOes das taxas de crescimento e perfil fermentativo da linhagem confirmaram
a capacidade de utilizagdo de xilose pela linhagem, porém a taxas foram uma ordem de
magnitude abaixo das observadas para glicose. Utilizagdo de estratégias de evolugdo
adaptativa serdo aplicadas na linhagem para melhorar seu consumo de xilose.
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