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Engenharia metabdlica de Pichia pastoris
para producao de acido glicérico

Introducao

A producdo de biodiesel aumentou consideravelmente no mundo, passando de 4
milhdes de m3 para 19 milh&es de m* entre 2005 e 2010. Como a producdo de biodiesel
resulta na formagdo de glicerina bruta na propor¢do de 10:1 m?® a valoragdo desse coproduto
é de importancia para a economicidade da cadeia produtiva. Desta forma tem sido proposta
a conversdo da glicerina por rota microbiana a produtos quimicos com maior valor agregado
(ALMEIDA et al., 2012). A glicerina pode ser convertida a acido glicérico, o qual pode ser
utilizado em industrias quimicas, farmacéuticas e na producdo de polimeros e surfactantes
(HABE et al., 2009a). A producdo de acido glicerico se da pela oxidacdo da glicerina por
desidrogenases. Desidrogenases ndao sao enzimas altamentes especificas, podendo oxidar
diferentes substrados (HABE et al., 2009b).

Neste trabalho, novas glicerol desidrgoenases foram identificadas por analises
filogenéticas e utilizadas para construir linhagens de Pichia pastoris capazes de produzir
acido glicérico.

Métodos

Genes codificantes de glicerol desidrogenase GDH foram identificados com base
em anadlises filogenéticas de sequéncias disponiveis no banco de dados NCBI. Para
tanto, sequencias de enzimas previamente descritas foram utilizadas como padrdo em
alinhamentos na base de dados. Posteriormente, as sequencias obtidas foram utilizadas
para construcdo de arvores filogenéticas, a partir das quais genes de interesse foram
selecionadas para sintese. Os genes CC, AP e BS foram sintetizados e depois clonados no
vetor de expressao pGAPZB, gerando os plasmideos pGAP-CC, pGAP-AP, pGAP-BS. Cada um
dos plasmideos foi linearizado com a enzima de restricdo Pme | e utilizado para transformar
P. pastoris X-33. Transformantes positivos foram selecionados e a producdo de acido glicérico
avaliada em fermentag¢des contendo glicerol. O acido glicérico produzido foi identificado e
quantificado por cromatografia liquida.
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Resultados e Conclusoes

Os genes de glicerol desidrogenase CC, AP e BS foram identificados por analises
filogenéticos. Apds sintese, trés genes foram clonados no vetor de expressao pGAPZB para
P. pastoris. Posteriormente, os plasmideos com os genes de interesse foram transformados
na levedura, gerando linhagens capazes de produzir acido glicérico. Fermentagdes em
condi¢des aerdbicas demonstraram a eficiéncia das linhagens construidas de produzirem
acido glicérico.
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