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Engenharia Metabolica de Pichia pastoris
para Producao de Acido Xilonico

Introducao

A crise energética e as pressdes ambientais tem gerado interesse industrial pela
biomassa lignocelulésica como fonte de matéria-prima renovavel, devido as suas aplicacGes
para a produgdo de combustiveis e produtos quimicos (LI et al., 2015). A biomassa vegetal
é composta de lignina, celulose e hemicelulose, e quando hidrolisada, pode liberar uma
fracdo substancial de xilose. A xilose é uma pentose, principal componente da hemicelulose,
podendo ser oxidada em acido xil6nico e convertida em etanol ou reduzida ao xilitol
(TOIVIARI et al., 2013). Segundo Werpy e Petersen (2004) o 4cido xilénico ¢ um dos produtos
quimicos desejaveis de ser produzido a partir de agucares. Ele pode ser utilizado na industria
como agente de complexagdo ou quelante, na agricultura, industria alimenticia e produtos
farmacéuticos. A conversdao da xilose em acido xilénico é realizada pela enzima xilose
desidrogenase (XDH). Alguns microrganismos ndo conseguem utilizar a xilose como Unica
fonte de carbono, sendo a levedura Pichia pastoris um desses (INAN et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo construir linhagens recombinantes de P. pastoris
capazes de produzir acido xilénico.

Métodos

A partir de um screening de sequéncias génicas depositadas no NCBI (http://www.
ncbi.nim.nih.gov), possiveis genes codificantes para xilose desidrogenase (XDH) foram
selecionados e sintetizados. Os genes nomeados AM, CO, TM foram digeridos com as
enzimas de restricdo Eco Rl e Xba | e ligados ao vetor integrativo pGAPZ B previamente
digerido com as mesmas enzimas. Escherichia coli XL10-Gold foi transformada e clones
carregando os plasmideos positivos pGAP-AM, pGAP-CO e pGAP-TM foram obtidos. Os
plasmideos foram linearizados com Sac Il e posteriormente utilizados para transformar
a linhagem X33 de P. pastoris. Os transformantes foram selecionados por resisténcia a
Zeocina™e pela integra¢do do gene via PCR.
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Resultados e Conlusoes

Os genes AM, CO, TM codificantes para XDH foram clonados no plasmideo pGAPZB em
E. coli, obtendo os plasmideos recombinantes pGAPZ B-AM, pGAPZ B-CO e pGAPZ B-TM. A
confirmacdo da construcdo destes plasmideos recombinantes foi realizada empregando-se
a digestdo com as enzimas de restricdo Eco Rl e Xbal, resultando na liberagao dos genes
AM, CO e TM e linearizagdo dos plasmideos. Apds a construgdo, os plasmideos foram
linearizados e transformados em P. pastoris. Linhagens expressando os genes AM, CO,
TM foram selecionadas. Finalmente, as linhagens foram crescidas e a produc¢do de acido
xilénico foi avaliada em cultivos de frascos. A produgdo de 4cido xildnico foi positiva para
uma linhagem obtida com rendimentos acima de 50% do maximo tedrico.
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