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RESUMO

Os oligossacarideos do leite humano (HMOs) possuem papel
fundamental no desenvolvimento de recém-nascidos os protegendo contra
toxinas e patdégenos. O HMO encontrado em maior abundancia € a 2'-fucosil-
lactose (2'FL), sendo também o acucar mais estudado e utilizado para
suplementacado de féormulas neonatais. A sua via de sintese de novo utiliza
como molécula precursora a manose, um epimero C2 da glicose. A forma
polimérica desse acgucar, a manana, esta presente em diversas biomassas
vegetais como a semente de acai, principal residuo da producéo de polpa de
acai. A hidrdlise das sementes de acai realizada pelo INT, recuperou mais de
90% dos agucares presentes na semente em suas fragcbes monoméricas
fermentaveis, principalmente manose. Dessa forma, o principal objetivo deste
estudo foi utilizar manose como fonte de carbono disponivel a fim de
estabelecer uma nova rota tecnoldgica para produgédo de 2'FL. A levedura que
mostrou maior velocidade especifica de crescimento em hidrolisado (0.0468 h
'Y e a menor diferenca cinética entre a utilizagdo de glicose e manose foi a
levedura Kluyveromyces lactis. Ademais, crescimentos em frascos mostraram
pouca diferenca cinética entre crescimento em manose (0.324 h™") e glicose
(0.348 h™") nessa espécie. Esses resultados associados a caracteristicas
fisiolégicas da espécie como o crescimento em lactose, uma das moléculas
necessarias para sintese da 2'FL, tornam K. /lactis um organismo promissor
para o processo visado. Dessa forma, trés cassetes de expressao génica foram
construidos para possibilitar a conversao da manose em 2'FL. Os genes gmd e
fcl de Escherichia coli, cujas expressdes possibilitam a sintese de GDP-fucose,
foram inseridos em cassetes de expressao e clonados no plasmideo pKLAC2.
Adicionalmente, foi inserido ao vetor o gene da fucosiltransferase WcfB de
Bacteroides fragilis otimizado para expressdo em K. lactis que permite a
conversao de GDP-Fucose em 2'FL. A cepa GG799 de K. lactis foi entédo
transformada com os plasmideos pFUC e p2WF e colbnias selecionadas por
crescimento em acetamida. Clones foram verificados em relagdo a presencga
dos genes no genoma da levedura. No entanto, analises preliminares de HPLC

nao detectaram 2’FL em meio contendo lactose.



ABSTRACT

Human milk oligosaccharides (HMOs) play an essential role in neonatal
development, as they stimulate bifidobacterial growth and protect newborns
from toxins and pathogens. 2'-fucosyllactose (2'FL) is the predominant and
most studied HMO in human milk and therefore, it's used as a supplement for
infant formula. The de novo biosynthesis pathway of 2'FL utilizes mannose, a
C2 epimer of glucose, as a precursor. Mannan is a polymeric version of this
sugar and is present in many agriculture feedstocks such as the agai seed, the
main byproduct in the fruit's pulp processing. The acgai seed's hydrolysis
conducted by INT was successful to recover more than 90% of the sugars
present in the seed in their monomeric form, predominantly mannose. For that
reason, the main goal of this study was to utilize mannose as a substrate in
order to establish a new technological route for 2'FL production. The yeast
Kluyveromyces lactis presented the highest specific growth rate in the seed
hydrolysate (0.0468 h™') and the least kinetic difference between the use of
glucose and mannose as substrate. Furthermore, shake flask cultivations of this
species exhibited a similiar kinetic between growth in mannose (0.324 h™") and
glucose (0.348 h™'). These results combined with well-established molecular
editing tools and differential traits from K. lactis physiology such as the ability to
consume lactose, a component of 2'FL, indicates that this species is a strong
candidate for 2'FL production. Therefore, three expression cassettes were
constructed to enable the conversion of mannose into 2'FL. The expression of
the genes gmd and fcl from Escherichia coli allows GDP-fucose synthesis and
consequently, these genes were introduced into expression cassettes and then
inserted into pKLAC2 plasmid. Additionally, it was also inserted the gene for
WcfB fucosyltransferase from Bacteroides fragilis, optimized for K. lactis
expression, which permits GDP-fucose conversion into 2'FL. The K. lactis strain
GG799 was transformed with the assembled plasmids pFUC and p2WF and
colonies were selected by growth in acetamide. As a result, clones were verified
for the presence of the genes gmd and fcl integrated into their genomes.
However, preliminary HPLC analysis did not identify 2'FL in culture medium

containing lactose.



1. INTRODUCAO

1.1 Oligossacarideos do Leite Materno e a 2'-fucosil-lactose

Os oligossacarideos de leite humano (HMOs) sao glicanas abundantes
no leite materno e de dificil digestdo, que quando em contato com o cdlon
humano funcionam como fibra dietética e promovem a proliferacdo de
bifidobactérias e o desenvolvimento de uma microbiota intestinal saudavel
(BODE, 2012; GOTOH et al., 2018). Além disso, os HMOs também sdo os
principais elementos que diferem o leite humano ao de outras espécies e
possuem papel importante para nutricdo, no desenvolvimento do sistema
imune e como possiveis fatores que impedem a adesdo de patdogenos a
microbiota intestinal conferindo protegdo ao neonatal (BODE, 2012; KULINICH;
LIU, 2016).

Além disso, a amamentacao contribui para o desenvolvimento neuronal
do recém-nascido e é considerada uma questdo de saude publica, sendo
recomendada como forma exclusiva de nutricdo nos primeiros seis meses de
vida pela organizacdo mundial da saude (WHO) (EIDELMAN; SCHANLER,
2012; MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016). Entretanto, a utilizagdo do leite
materno ¢é influenciada por diversos fatores e o seu uso como forma exclusiva
de alimentagc&o nos primeiros meses nem sempre é possivel (KOZHIMANNIL
et al., 2014) Por exemplo, em 2007, somente 13% da populagdo alvo nos
Estados Unidos conseguiram amamentar durante seis meses (EIDELMAN;
SCHANLER, 2012). Também nos Estados Unidos, 24% dos servigos de
maternidade administram féormula infantil como suplemento a recém-nascidos
nas 48h apos o parto e 67% dos bebés dependem de férmulas infantis para
parte de sua nutricdo apos 3 meses de idade (EIDELMAN; SCHANLER, 2012;
MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016). Tais dados reforcam a necessidade de
assimilar componentes benéficos presentes no leite materno, como os HMOs,

as formulas infantis.



Dentre os diversos HMOs identificados, a 2'-fucosil-lactose (2'FL) é o
mais abundante chegando na concentragdo de 3 g/L no leite materno nos 3
primeiros meses de lactagdo (CASTANYS-MUNOZ; MARTIN; PRIETO, 2013;
CHATURVEDI et al., 2001). Ademais, é a segunda glicana mais abundante,
somente em menor quantidade que a lactose. A 2'FL € um trissacarideo neutro
composto por unidades de D-Glicose, D-galactose e L-fucose (Figura 1) e sua
formagdo € proveniente do alongamento da lactose com monossacarideos
fucosilados (CASTANYS-MUNOZ; MARTIN; PRIETO, 2013). Dessa forma, a
presenga marcante da 2'FL no leite materno torna esse agucar o maior alvo de
estudos terapéuticos entre os HMOs com fortes evidéncias do seu papel na
modulagdo do sistema imune e de sua fungdo prebidtica (REVERRI et al.,
2018; STORM et al., 2019). A 2'FL é também associada in vitro a protegéo
contra diversos patdgenos responsaveis por diarreias em criangas pequenas
(MORROW et al., 2004; NEWBURG et al., 2004).

LACTOSE
OH OH |ga<;ao B1-4
Ligagdo a-1,2
OH

aH

Figura 1 - Estrutura molecular da 2'-fucosil-lactose composta por trés agucares: D-Galactose,
D-Glicose e L-Fucose, sendo evidenciada a ligagdo a-1,2 entre os residuos de galactose e
fucose e a ligagéo 31-4 entre os residuos de galactose e fucoseglicose.

Tendo em vista seus beneficios a saude humana e sua capacidade de
aproximar em composicao e em funcao as féormulas neonatais ao leite materno,
existe interesse comercial de produgcdo dessa molécula com intuito de
suplementar alimentos para recém-nascidos (REVERRI et al.,, 2018). A

industria de compostos para férmulas neonatais foi avaliada em 16,7 bilhdes de



dolares em 2019 e esta projetada para uma taxa de crescimento anual de 7,3%
até 2025 (MARKETSANDMARKETS, 2019). Nos ultimos 3 anos, a Autoridade
de Seguranga Alimentar Européia (ESFA) e a Agéncia de alimentos e drogas
(FDA) atestaram a seguranga de microrganismos geneticamente modificados
produtores de 2'FL, de forma a complementar de forma eficiente as diferentes
vias de sintese de 2'FL ja existentes e assim suprir a crescente demanda
(LSRO, 2017; TURCK et al., 2019).

1.2 Vias de Sintese de 2'FL

De forma geral, os HMOs possuem lactose em sua extremidade redutora
e sao elongados por monémeros de glicose, galactose, fucose, N-
acetilglicosamina e acido sialico (KUNZ et al., 2000). Durante a sintese de
oligossacarideos a-1,2 fucosilados, um monémero de GDP-L-Fucose atua
como doador de residuo de fucose a uma molécula de galactose.
Especificamente para a 2'FL, a fucose € adicionada a uma galactose unida a
glicose por ligacédo B1-4 e difere de outros HMOs a-1,2 fucosilados, onde a
fucose é adicionada a um residuo de galactose unido a N-acetilglicosamina por
ligacdo B1-3 (CASTANYS-MUNOZ; MARTIN; PRIETO, 2013). Essa reacéo é
conduzida pela enzima fucosiltransferase 2 (FUT2) que é codificada por gene
expresso em todas as mulheres com fendtipo secretor (também conhecido
como fator Se+) (ORIOL; LE PENDU; MOLLICONE, 1986).

Uma forma de se obter comercialmente 2’FL é por meio de rotas
quimicas, enzimaticas ou quimico-enzimaticas (AGOSTON et al., 2019;
ALBERMANN; PIEPERSBERG; WEHMEIER, 2001). Esses consistem na
utilizacdo de moléculas precursoras, conhecidas como "building blocks", que
sdo modificadas a partir da adicao de catalisadores a uma reagdo. A rota
enzimatica utiliza enzimas de origem biolégica como catalisadores da reacéo
para sintese de intermediarios ou composto final, porém em um ambiente
diferente de sistemas bioldgicos, com condigdes controladas e otimizadas para
melhor atividade enzimatica. Esses métodos possibilitam maior rendimento e

pureza de produto final, porém seu escalonamento tem custo elevado visto o



alto custo de purificagdo de intermediarios utilizados na rota quimica e o alto

custo de enzimas purificadas na rota enzimatica (CHEN, 2018).

Dessa forma, a rota de sintese mais estudada para produgao de 2'FL
consiste na utilizagdo de microrganismos como plataforma de expressdo de
genes heterdlogos. Essa estratégia ja foi explorada com a utilizacdo de
bactérias e leveduras (Tabela 1) (LEE et al., 2012; YU et al., 2018) e, em um
caso, o processo pode ser escalonado para um volume de 75 L de crescimento
(CHIN et al., 2017). Duas vias metabdlicas podem ser inseridas por tecnologia
de DNA recombinante para a sintese desse oligossacarideo em sistemas
biolégicos: a via de salvacéo de fucose e a via de sintese de novo (Figura 2). As
duas vias tém como ponto em comum a produg¢ao de GDP-L-Fucose, que apos
a introducdo de uma 2'-Fucosiltransferase consegue agir como doador do
residuo de fucose a molécula de lactose. Até o momento, mais de 10
organismos produtores de 2'FL ja foram construidos com concentragdes finais
variando entre 0.56 g/L e 24 g/L (Tabela 1). As modificacbes mais recorrentes
envolvem a super expressao de genes das vias salvage e de novo e os genes

envolvidos no transporte e metabolismo da lactose.
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Figura 2 - Vias metabdlicas de sintese de GDP-fucose utilizadas para a produgdo de 2'FL. A
via de sintese salvage (em azul) depende da adigdo de fucose ao meio, enquanto a via de
sintese de novo (em vermelho) pode ser obtida a partir de diferentes fontes de carbono como a
glicose e o glicerol. Enzimas da via: HK — Hexoquinase; GPI — Glicose-6-fosfato isomerase;
MPI — Manose-6-fosfato isomerase; PMM — Fosfomanomutase; GMPP — Manose-1-fosfato
guanilitransferase; GMD — GDP-manose 4,6-desidratase; GMER — GDP-L-fucose sitase; FKP —
L-fucoquinase/ GDP-L-fucose fosforilase.



Tabela 1 - Principais cepas de microrganismos produtoras de 2'-fucosil-lactose em estudos de 2012 até o presente. Em Vermelho, genes presentes na via de
sintese de novo de GDP-fucose e em Azul genes presentes na via salvage de sintese da mesma molécula.

Cepa

Organismo

Fucosiltransferase

Genes Expressos

JM109

gwBC-F2

AL M15
BCGW-D3F

ALF YA_FF

AL YA
BCGW-W

Escherichia coli

Escherichia coli
JM109

Escherichia coli
BL21star(DE3)

Escherichia coli
BL21star(DE3)

Escherichia coli
BL21star(DE3)

fucT2 de H. pylori

fucT2 de H. pylori

fucT2 de H. pylori +

3 Aspartatos

fucT2 de H. pylori

WcfB de B. fragilis

Genes [, [IfE€, (ENTE),

(E. coli K12) dentro do plasmideo
pBGCW

Genes [, TeEtE, (RN,
(E. coli K12) e (B. fragilis)
integrados no genoma. fucl e fucK

deletados.

Genes FfiF|, T, (ENT:,
(E. coli K12) dentro do plasmideo
pBGCW. Disrupgao do operon

lacZ.

Gene ({88 (B. fragilis) dentro do
plasmideo FF. Delegdo do operon

lacZ.

(<=L Yo mdlwcaGlimanB!
(E. coli K12) dentro do plasmideo
pBGCW. Delecéo do operon lacZ.

Fonte de Carbono 2'FL Total Produtividade Referéncia
Volumétrica de 2'FL

14,5 g/L de Lactose 1,23 g/L - (LEE et al., 2012)

26,42 g/L de Glicerol. Alimentacdo 20,28 g/L 0,57 g/L.h™ (BAUMGARTNE

com Glicerol a 629.08 g/L e Lactose R et al., 2013)

a 150 g/L.

20 g/L de Glicerol. Alimentagdo com 6,4 g/L 0,118 g/L.h™ (CHIN et al,

glicerol a 800 g/L associada a pH. 20 2015)

g/L de Lactose.

20 g/L de Glicerol. Alimentagdo com 23,1 g/L 0,389 g/L.h™ (CHIN et al,

glicerol a 800 g/L associada a pH. 25 2016)

g/L de Lactose e 25 g/L de Fucose.

20 g/L de glicerol

20 g/L de Glicerol. Alimentagdo com 15,4 g/L 0,530 g/L.h™ (CHIN et al,

glicerol a 800 g/L associada a pH. 20 2017)

g/L de Lactose.




BL21AlaczZ
AlonAwcaJ

D452-
2_LFF

D452 -gwf

HS07

HY28

Escherichia coli

BL21(DE3)

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae

Y. lipolytica

FucT2 de H. pylori

FucT2 de H. pylori

FucT2 de H. pylori

FucT2 de H. pylori

SUMOstar® tag

FucT2 de H. pylori
SUMOstar® tag

Genes [, [IfE€, (ENTE),

(E. coli K12) dentro do plasmideo
pET-CBGF, manA e rcsA dentro
do plasmideo pACYC-AA, zwf e
pntAB dentro do
pCOLA-zwf-pntAB e lacY dentro
do plasmideo pCDF-futAY.

plasmideo

Genes [[§Y de B. fragilis dentro do
plasmideo pRS425GPD_BF_fkp

e LAC12 de K. lactis dentro do
plasmideo pRS423GPD_LAC12.

Genes [t e de E. coli K12
dento dos plasmideos pRS423-
pGPD-gmd e pRS425- pGPD-
wcaG. Gene LAC12 de K. lactis

integrado no genoma.

Genes e de E. coli
(expressao
LAC12 de K. lactis integrado no

genoma.

plasmidial). Gene

Genes [k e de M. Alpina e
LAC12 de K. lactis integrados no

genoma.

36 g/L de Glicose e 12 g/L de

Lactose.

20 g/L de Glicose, 40 g/L de Etanol, 2

g/L de Lactose e 2 g/L de Fucose

40 g/L de Glicose e 3 g/L de Lactose

Glicose limitante em

alimentada e 10 g/L de Lactose.

Glicose limitante em

alimentada e 10 g/L de Lactose.

batelada

batelada

9,12 g/L

0,503 g/L

0,56 g/L

15 g/L

24 g/l

0,0058 g/L.h™"

0,22 g/L.h"

0,44 g/L.h"

(HUANG et al.,
2017)

(YU et al., 2018)

(LIU et al., 2018)

(HOLLANDS et

al., 2019)

(HOLLANDS et
al., 2019)




A via salvage consiste na introdugdo de fucose ao sistema e na atividade
da enzima bifuncional L-fucoquinase / GDP-L-Fucose pirofosforilase (fkp) que
associa uma molécula de GTP a fucose produzindo GDP-L-Fucose. Ja a via de
sintese de novo utiliza GDP-manose como precursor para formacdo de GDP-L-
fucose a partir de duas enzimas que catalisam uma reacdo de desidratacédo e
uma reacao de oxirreducdo (Figura 3). Dessa forma, a via de sintese de novo
implica no mesmo custo energético de ATP e GTP que a via salvage, porém
requer maior potencial redutor, visto que utiliza o cofator NADPH. Também, GDP-
manose intracelular é obtida a partir de manose-6-fosfato e essa por sua vez é
produzida a partir de frutose-6-fosfato com a acdo de uma isomerase. Todos os
modelos microbiologicos implementados utilizando a via de sintese de novo
dependem dessa reagao, visto que utilizam glicose ou glicerol como fonte de
carbono para crescimento (Tabela 1). Também, a manose-6-fosfato € um
intermediario da via e sua forma defosforilada pode ser utilizada diretamente
como fonte de carbono para crescimento. Entretanto, o uso da manose para
crescimento microbiolégico ndo € bem explorado na literatura, mesmo com a
existéncia de biomassas vegetais ricas em sua composigdo e biodisponiveis
como a semente de acai (RAMBO; SCHMIDT; FERREIRA, 2015).

10



A) GDP MANOSE 4,6-DESIDRATASE

o]
N )‘l\/w

HN -, HN
< LD nS
HZNJ\N N Reacdo de desidratacdo H;NJ\‘N/“N
2 9 o] T — -
A O O-R-0-P-0"("7 : H3iCy_O._.0-P-0-P-0" |
HO HO HO S, \ Lj\ OH HO HO;—"OH
HO* N~ ~OH HO OH 0P~y oH
OH ’ HO
GDP-MANOSE GDP-4-DEIDRO-6-DEOXI-D-MANOSE
H_ _H
o)
H,0
B) GDP-L-FUCOSE SINTASE
o]
My - M
- Reacdo de oxireducdo (epimerizacao) HIN SN ri
25 = HyC, 0.0 SN:/ (;No ~° )
[ om0 oo ,‘r,«I . L‘ 2 0 ud o
GDP-4-DEIDRO-6-DEOXI-D-MANOSE - s GDP-L-EUCOSE
"l - N- N H+ il NA’ N
M O P-o—b-0 \f'c ? N O ;c—g—ro—;—o" o 7
wd ‘oH L o © nwd oH S HO ©
O=P-OH O=P-OH

NADPH o NADP+ o

Figura 3 — Conversédo de GDP-manose em GDP-fucose. Duas reagdes geralmente adicionadas na
utilizagao da via de sintese de novo de GDP-fucose tem como substrato inicial a manose. A) Etapa
catalisada por uma enzima GDP-manose 4,6-desidratase também conhecida como GMD,
liberando uma molécula de agua. B) Etapa de oxiredu¢cdo dependente de NADPH por uma
epimerase redutase também conhecida como GDP-L-fucose.

1.3 A Semente de Agcai como Biomassa Oportuna para Utilizagao em
Bioprocessos

O acgai (Euterpe oleracea) é um fruto tradicionalmente utilizado na culinaria
da regido Norte e sua produgdo historicamente mobiliza a economia local,
contabilizando por maior parte da produgédo nacional (ROGEZ, 2000; SANTANA,
A. C. DE; PESSOA, J. D. C.; SANTANA, 2012). Nos ultimos anos, o acai foi
popularizado globalmente como uma alternativa de alimentagdo saudavel e com
acao antioxidante e antienvelhecimento (JENSEN et al., 2008; RODRIGUES et
al., 2006), aumentando a demanda no mercado interno e internacional do produto.
Somente no estado do Para, em 2018, a produgédo de acai alcangou 1.439.249
toneladas (SEDAP, 2018). O principal residuo gerado apos o processamento da
fruta € a semente, que representa em torno de 85% do peso total do fruto
(PESSOA et al.,, 2010; POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009). Essas sementes sdo

frequentemente descartadas e seu descarte incorreto resulta na poluicdo de
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centros urbanos e, consequentemente, em alagamentos e assoreamento de rios
da regido (FAPESP, 2013; FREITAS, 2010).

A disponibilidade dessa biomassa, e o0 aumento do interesse em explorar
novas fontes lignocelulésicas (HOOGWIJK et al., 2003) propulsionaram estudos
nacionais que visam estabelecer uma aplicacédo econémica para as sementes do
acai (FREITAS, 2010; LIMA MESQUITA, 2013; LUCZYNSKI, 2008). Entre as
aplicagdes ja estudadas para as mesmas, estdo a extracdo de polifendis, que
possuem diversas propriedades biologicas benéficas a saude, e a sua utilizagado
como recurso energético (DA SILVA CRISTINO CORDEIRO et al., 2018; ITAI et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2006). Além disso, a caracterizagao estrutural da
semente mostrou que 53,8% de sua composi¢cao é de manana e isso corresponde
a 80% dos carboidratos totais da semente madura (MONTEIRO et al., 2019;
ROGEZ, 2000). Recentemente, foi descrito a recuperagédo de 146 g/L de manose
a partir da semente de acai, com a utilizagcdo de hidrdlise acida associada a
quebra da manana por enzimas hidroliticas (MONTEIRO et al., 2019). Esse
processo realizado pelo laboratorio de biocatalises do Instituto Nacional de
Tecnologia apresenta um rendimento de 96,8% de recuperacdo da manose
presente na semente e garante a disponibilidade dos agucares complexos em

suas fragcbes monomeéricas, prontos para futuras aplicacoes.

A manose € um epimero C2 da glicose e esta presente em sua forma
polimérica, a manana, em diferentes biomassas vegetais e de fungos
(BUCKERIDGE, 2010; SANDIN, 1987; SCHELLER; ULVSKOV, 2010). A manana,
por sua vez, pode ser encontrada em sua forma linear como também associada a
glicose e a galactose em forma de glucomanana, galactomanana ou
galactoglucomanana (MOREIRA; FILHO, 2008). Esse polimero € um dos
principais compostos da fragdo hemiceluldsica vegetal compondo entre 15-20%
da massa total de coniferas — ou softwoods — e sua quebra por enzimas -
mananases e [-manosidases de linhagens de Aspergillus é bem caracterizada
(MALHERBE et al.,, 2014). Visando o melhor aproveitamento de biomassas
vegetais, é descrito na literatura a construcdo de cepas de S. cerevisiae

produtoras dessas enzimas para possibilitar o consumo da manose presente na
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fragdo hemicelulésica e a sua conversdao em etanol (ISHIl et al.,, 2016;
MALHERBE et al., 2014). Além disso, também ja foi descrito o co-consumo de
manose e glicose por Lipomyces starkeyi a partir de biomassa de levedura para
producdo de lipideos (YANG et al., 2014). Entretanto, a predominancia de
manose na maior fragdo de biomassas abundantes ndo €é comum e
consequentemente seu uso para crescimento microbiolégico e a aplicagéo

tecnologica do seu metabolismo ainda é pouco explorada (HARA et al., 2017).

Essa hexose quando associada a GDP na forma de GDP-D-manose, é
essencial para producdo de carboidratos estruturais e modificacoes pos-
traducionais de proteinas, estando presente na camada externa polissacaridica
de diversos microrganismos patogénicos (ENGEL; SCHMALHORST; ROUTIER,
2012). Esse agucar também & um intermediario na formagdo de GDP-L-fucose,
GDP-D-talose e GDP-D-ramnose (LI et al., 2018). Dessa forma, a manose
presente em sua forma monomérica quando assimilada pode ser diretamente
direcionada a produgao de oligossacarideos como a 2'FL a partir da sua via de
sintese de novo. Tais fatores tornam vantajosa a utilizacdo do hidrolisado da
semente de agai (HSA) como substrato para crescimento de microrganismos

geneticamente modificados para produzir quimicos de alto valor agregado.

1.4 A Levedura Kluyveromyces lactis como Produtora de 2'FL

A escolha de um microrganismo como biocatalisador de uma rota
tecnoldgica deve ser feita de acordo as especificagdes do processo desejado. O
HSA proposto como matéria orgénica de trabalho € utilizado em estado liquido
para cultivo de células em suspensédo. Entre os sistemas de expressao heteréloga
possiveis para este tipo de cultivo estdo presentes sistemas em procariotos
(bactérias) e em eucariotos (leveduras e células de mamiferos). Visto a
necessidade de organismos mais resistentes ao ambiente industrial e de um
processo escalonavel dependente da taxa de crescimento celular, € preferivel a
escolha de um microrganismo modelo entre bactérias e leveduras ja que o
processo de sintese sugerido n&o justifica como organismo de expresséo células

de mamifero, um processo mais oneroso e com varias dificuldades tecnoldgicas
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para ser escalonado (FERRER-MIRALLES et al., 2009; GLACKEN;
FLEISCHAKER; SINSKEY, 1983).

O processo de produgcdo de um componente para suplementacdo de
formula infantil implica na implementacdo do mesmo dentro da industria
alimenticia, a qual possui extenso histérico de utilizagado de leveduras (QUEROL,
AMPARO; FLEET, 2006). O sistema de expressao em Escherichia coli — sistema
bacteriano mais utilizado e com maior sucesso na producdo de 2'FL — pode
acarretar na presenga de endotoxinas no produto final (WALLACE et al., 2016) e
consequentemente pode ser uma barreira para esta industria ja que € necessaria
a remogado de todos os possiveis compostos alergénicos. Ademais, existem
diversas linhagens de leveduras ja adaptadas para o processo produtivo
alimenticio e diferente dos sistemas de expressao bacterianos, nado estao
suscetiveis a contaminacéo por fagos (BLOUNT; WEENINK; ELLIS, 2012). Outro
fator que corrobora o uso de leveduras € o teor acido do hidrolisado da semente,
visto que geralmente esses organismos apresentam crescimento 6timo em pH
acido (MOUNTNEY; GOULD; WEISER, 1988).

Por muito tempo, a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada
como plataforma para producdo de alimentos (BEATO et al., 2016). Seu carater
respiratorio crabtree-positivo associado a tragos fisiologicos excepcionais da
espécie a tornam um organismo com grande potencial para fermentacao etilica
(MOHD AZHAR et al., 2017; PFEIFFER; MORLEY, 2014). Tal fato associado a
facil manipulagdo de seu genoma através de recombinagdo homologa,
propulsionaram a adogao de S. cerevisiae como organismo modelo e essa € hoje
a espécie de levedura com fisiologia mais estudada e caracterizada (HANSON,
2018; KARATHIA et al., 2011). Assim, diversos processos de producdo de
enzimas recombinantes utilizando S. cerevisiae como hospedeira sao aplicados
em escala industrial (NANDY; SRIVASTAVA, 2018). Em contrapartida, o avango
no estudo fisiologico de demais organismos possibilitou o desenvolvimento de
novas ferramentas de edicdo molecular e expressdo génica em leveduras
classificadas como ndo convencionais (do inglés “Non conventional yeasts” -

NCY), o que tornou possivel a aplicagéo industrial de outras espécies e salientou
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vantagens dessas em relagdo a S. cerevisiae (MILTON et al., 2018; WAGNER;
ALPER, 2016; WOLF, 1996). Por exemplo, a via para produgao de 2'FL quando
introduzida em Yarrowia lipolytica, uma levedura NCY, resultou numa
concentragao final de 25 g/L, quase 10 g/L a mais do que a produ¢do da mesma

via quando inserida em S. cerevisiae (HOLLANDS et al., 2019).

Dentro do grupo de NCY, a levedura Kluyveromyces lactis tem despontado
como hospedeiro promissor para producao heterdloga de proteinas em escala
industrial (SPOHNER et al., 2016). Inicialmente identificada como Saccharomyces
lactis por possuir morfologia similar a Saccharomyces cerevisiae, K. lactis
compartilha com S. cerevisiae alguns tragos genéticos classicos como o ciclo de
vida hapldéide estavel e a possibilidade de fazer analises a partir de tétrades
(BONEKAMP; OOSTEROM, 1994; RODICIO; HEINISCH, 2013). Assim, esse
organismo € proposto por alguns autores como organismo modelo para trabalho e
€ uma das NCY mais estudadas tendo seu genoma completamente sequenciado
(CHUZEL et al., 2017; DUJON et al., 2004). Um desafio inicial na sua utilizacdo
para estudos € a preferéncia da espécie por reparo ndo homoélogo (NHEJ) do
DNA, o que dificulta a transformacédo por recombinagdo homdloga e resulta
atualmente numa menor quantidade de dele¢des anotadas em cepa isogénica
quando comparado a S. cerevisiae (RODICIO; HEINISCH, 2013; WAGNER;
ALPER, 2016). Porém, técnica ja bem estabelecida para integragdo no genoma a
partir de homologia através de locus LAC4 modificado e cepas com delegdo do
gene Klku80 envolvido no reparo NHEJ permitem contornar esse problema
(KOOISTRA; HOOYKAAS; STEENSMA, 2004; KRIJGER et al., 2012). Ademais,
K. lactis ndo possui o genoma duplicado como S. cerevisiae e, portanto, possui
menor redundancia de genes e padrbes de expressao génica diferentes em
relagdo ao metabolismo central (RODICIO; HEINISCH, 2013; WOLFE; SHIELDS,
1997).

O cultivo de K. lactis em larga escala ja € bem estabelecido e crescimentos
em quimostato conseguem ser atingidos com essa espécie, sendo possivel
evidenciar nos mesmos que seu maior diferencial em relagcdo a S. cerevisiae diz
respeito ao metabolismo energético (DIAS et al., 2018; INCHAURRONDO,;
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FLORES; VOGET, 1998; KIERS et al., 1998). Enquanto S. cerevisiae apresenta
perfil crabtree positivo e conduz fermentacdo etilica em aerobiose, K. lactis
apresenta perfil crabtree negativo e possui metabolismo respiratério mais ativo.
Também classificada na literatura como crabtree-positiva em curto prazo, K. lactis
produz etanol em aerobiose quando introduzida alimentagcdo de um agucar a uma
cultura limitante e quando ha limitagcbes na via respiratéria do microrganismo
(HAGMAN; SALL; PISKUR, 2014; MERICO et al., 2009). Entretanto, a produgéo
de etanol nesse organismo difere da observada em S. cerevisiae pois esta
relacionada ao controle fino por alcool desidrogenases mitocondriais que regulam
o balango entre o NAPH produzido pela via das pentoses fosfato (PPP), que é
mais ativa em K. lactis, e o NADP+ produzido através de NADPH desidrogenases
mitocondriais (GONZALEZ SISO; FREIRE PICOS; CERDAN, 1996; OVERKAMP
et al., 2002; SALIOLA et al., 2006; TARRIO et al., 2006). Dessa forma, as
concentracdes de etanol produzidas dependem do metabolismo respiratorio e
quando suprida concentragado de oxigénio ideal, ndo € possivel ver formagao de
etanol por essa espécie em batelada (KIERS et al., 1998; MERICO et al., 2009).
O acumulo de NADPH proveniente da alta atividade da PPP e o menor desvio de
carbono para producao de etanol no metabolismo respiratério, permitem o
crescimento em maiores densidades celulares e a maior produgdo de enzimas
recombinantes nessa espécie (SPOHNER et al., 2016). Também, altas
concentracdes de NADPH sao essenciais para a producao de 2'FL e favorece a

adocéo de K. lactis como organismo de producéo (LEE et al., 2012).

Outro fator que contribui para a escolha dessa levedura é a sua utilizagao
industrial, onde a mesma é amplamente descrita na literatura como segura e
possui classificacdo GRAS pela FDA (COENEN et al., 2000; RODICIO;
HEINISCH, 2013; ZHAN et al., 2014). Até 2016, aproximadamente 100 proteinas
heter6logas haviam sido produzidas em K. /actis com principais aplicagées dentro
da industria alimenticia e farmacéutica (SPOHNER et al., 2016). A sua utilizagédo
mais extensa € na industria alimenticia, especificamente na produgao de sua B-
galactosidase enddgena para o mercado de restrigdo alimentar de lactose e na
producdo de quimosina recombinante para produgédo de queijo (ALMEIDA et al.,
2014; CZERMAK et al., 2004; GUERRERO et al., 2015; VAN DEN BERG et al.,
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1990). Tal fato evidencia o trago fisiolégico mais marcante da espécie que € o
consumo de lactose, um dos componentes da 2'FL (Figura 1). Os genes
envolvidos nesse processo ja sdao bem descritos e seus elementos genéticos
como o promotor altamente induzivel por lactose do gene LAC4 e o gene para
transportador de lactose LAC12 ja foram inseridos em outras espécies
(DOMINGUES; GUIMARAES; OLIVEIRA, 2010). Assim, quando associada a
introducéo de lactose intracelular, o consumo de manose por K. lactis é proposto

neste estudo como rota tecnoldgica para produgéo de 2'FL (Figura 4).

HO .
e Kluyveromyces lactis

(@)
OHO OH

OH

MANOSE-6P =

MANOSE-1P =% GDP-MANOSE

GDP-4-DEIDRO-6-
FRUTOSE-6P =p GLICOLISE DEOXI-MANOSE
x {
/ s GDP-FUCOSE
K

LACTOSE 2'-FUCOSILLACTOS

Figura 4 - Consumo de manose acoplado ao metabolismo de lactose em K. lactis para produgéo
de 2'FL a partir da via de sintese de novo de GDP-fucose. Em vermelho, desvio da via de
producéao de 2'FL para o metabolismo energético.

2. JUSTIFICATIVA

E de extrema importancia desenvolver tecnologias capazes de solucionar a
poluicdo causada por sementes de acai descartadas de maneira errbnea na

regido Norte do Brasil sendo que um dos maiores obstaculos na utilizagdo dessas
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sementes € a falta de valor econébmico das mesmas. A produgdo de 2'FL
utilizando hidrolisado de semente de agai surge entdo como uma possibilidade
para agregar valor na cadeia de produc¢do de agai com concomitante reducao de
residuo gerado. Além disso, o processo de sintese da 2'FL conduzido em K. lactis
contribui com a industria nacional como a unica rota biotecndlogica de produgéo
dessa molécula, favorecendo também o custo do produto final sem taxas de

importacao.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Construir cepa K2W de Kluyveromyces lactis com via sintética capaz de
converter manose presente no hidrolisado da semente do agai (HSA) em 2'FL, um

oligossacarideo de aplicagdo na industria alimenticia.

3.2 Objetivos Especificos

* Estudar o genoma de K. lactis a fim de identificar os genes que
precisam ser inseridos na levedura para producéo de 2'FL.

* Delinear padrao de crescimento de K. /actis utilizando o HSA como
unica fonte de carbono assim como utilizando somente manose
como fonte de carbono.

* Construir vetor de expressdo p2WF para producdo de 2'FL,
contendo os cassetes de expressao de gmd, fcl e WcfB

* Inserir sistema de expresséo construido no genoma da cepa GG799
de K. lactis

* Confirmar a integragao do sistema construido na cepa GG799 de K.
lactis e a estabilidade da mesma.

* Detectar producdo de 2'FL por HPLC, a partir de clones

transformados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismos

Todos os microrganismos utilizados durante a realizacdo deste estudo

estao listados na tabela 2.

Tabela 2 - Cepas de microrganismo utilizados neste estudo.

Cepa Espécie Modificagoes Origem
Bactérias
DH5-a Escherichia coli - MCLAB (Molecular
Cloning Laboratorires)
DH10-B Escherichia coli - MCLAB (Molecular
Cloning Laboratorires)
Leveduras
GG799 Kluyveromyces lactis - NEB
JP1 Saccharomyces cerevisie - (DA SILVA FILHO et
al., 2005)
GS115 Pichia pastoris - Invitrogen
K2w Kluyveromyces lactis GG799 + p2WF Este Estudo

4. 1.2 Vetores Utilizados e Construidos

As etapas de clonagem e subclonagens realizadas neste estudo foram
conduzidas com a utilizacdo de plasmideos vetores listados na tabela 3.
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Tabela 3 - Plasmideo vetores utilizados neste estudo.

Vetor

Descrigao

Referéncia

pGEM®-T
Easy

Vetor linearizado com pontas T que permite
a ligagao de produtos de PCR
poliadenilados

Promega

p424GPD

Vetor com sitio de multipla clonagem entre
a regiao promotora GPD e o terminador
CYC utilizado para construgao do cassete
de expressao do gene gmd

ATCC

p424TEF

Vetor com sitio de multipla clonagem entre
a regiao promotora TEF e o terminador
CYC utilizado para construgao do cassete
de expresséao do gene fcl

ATCC

pKLAC2

Vetor para integragcdo de genes no genoma
de células da cepa GG799 de
Kluyveromyces lactis

NEB

pGEM-G

Vetor derivado do pGEM-T Easy contendo
o gene gmd amplificado do genoma da
cepa K12 de E. coli

Este estudo

pGEM-F

Vetor derivado do pGEM-T Easy contendo
o gene fcl amplificado do genoma da cepa
K12 de E. coli

Este estudo

pGEM-CG

Vetor derivado do pGEM-T Easy contendo
o cassete de expresséo do gene gmd

Este estudo

pGEM-CF

Vetor derivado do pGEM-T Easy contendo
o cassete de expresséo do gene fcl

Este estudo

p424GPD-G

Vetor derivado de p424GPD contendo o
cassete de expresséo do gene gmd

Este estudo

p424TEF-F

Vetor derivado de p424TEF contendo o
cassete de expresséo do gene fcl

Este estudo

PKLACG

Vetor derivado de pKLAC2 contendo o
cassete de expresséo do gene gmd

Este estudo

pFUC

Vetor derivado de pKLACG contendo o
cassete de expresséo do gene fcl

Este estudo

pBSK-WcfB

Vetor contendo o gene sintético WcfB de B.
fragilis

Este estudo

p2WF

Vetor derivado de pFUC contendo o gene
WcfB de B. fragilis

Este estudo
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4.1.3 Oligonucleotideos Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo possuem

sequéncias em suas extremidades do sitio de acdo catalitica de diferentes
enzimas de restricdo, sendo referidos como ponta de restricdo na tabela 4.

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR deste estudo. Em vermelho, sitio de
ancoragem para restricdes nas extremidades da sequéncia. Em azul, sitio de agao catalitica para
enzima de restricao.

Oligonucleotideo Iniciadores

Nome |Sequéncia Ponta de
restricao

gmdF |ATCC CGG GTT ATGACT CCAGCGC Smal

gmd R |[GGAC TAG TAT GTC AAA AGT CGC TCT CAT |Spel

fcl F CAG AAT TCT TAC CCC CGA AAG CG EcoRI

fcl R CAG GAT CCA TGA GTA AAC AAC GAG TTT TT |BamHI

CasgF |GTC AGATCTATAGGG CGAATTGGGT Bglll

Casg R [CGC AGA TCT CAC TAA AGG GAA CAA AAG Bglll

CasfF |TA CCT GAG GCT CAC TAT AGG GCG AAT TG |Bsu36l
CasfR |TA CCT CAG GCG CAATTAACC CTC ACT AA |Bsu36l
WcfB F |CAT ATG TTG TAC GTC ATC TTG AGA Ndel
WcfB R |AGG CCT TTA CAT GTT CTT CTT CCT Stul

4.1.4 Meios de Cultivo

Meio Minimo [MM]

(NH4)2S04 0,5% (p/v)
MgS0O47H,0 0,05% (p/v)
KH2PO4 0,3% (p/v)
Fonte de carbono 2% (p/v)

pH ajustado para 5,0

As fontes de carbono utilizadas na formulagcdo deste meio variaram entre
Glicose (MMD), Manose (MMM) e HSA (MMA). Quando utilizado o HSA

como fonte de carbono, o calculo foi estipulado para a concentracio final
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de 2% de manose baseado nas concentragdes do hidrolisado obtidas por
HPLC.

UAB

Acido Citrico 0,18%  (p/v)
CaCl2H,0 0,002% (p/v)
(NH4)2HPOy4 1,26%  (p/v)
MgSO47H,0 0,05%  (p/v)
KCI 0,09%  (p/v)
Elementos traco 0,435% (viv)
Fonte de carbono 4% (p/v)

pH ajustado para 5,0

Os elementos traco foram diluidos no meio a partir de solugao estoque

previamente filtrada com filtro de 0,22 pm.

As fontes de carbono utilizadas na formulagcdo deste meio variaram entre
glicose, manose e o HSA. Quando utilizado o HSA como fonte de carbono,
o calculo foi estipulado para a concentracdo final de 4% de manose

baseado nas concentragdes do hidrolisado obtidas por HPLC.

YP

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Fonte de carbono 2% (p/v)

As fontes de carbono utilizadas na formulagcdo deste meio variaram entre
Glicose (YPD) e Manose (YPM).

Para YP agar, € adicionado agar até a concentragao final de 1,5% (p/v)

LB
Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
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NaCl 1% (p/v)

Para LB agar, € adicionado agar até a concentragéo final de 1,5% (p/v)

SOB

Triptona 2% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCL 0,05% (p/v)
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM

pH ajustado para 7,2
Os sais MgCI2 e KCI foram diluidos no meio a partir de solugéo estoque
1M previamente filtrada com filtro de 0,22 um.

Para SOB agar, é adicionado agar até a concentragao final de 1,5% (p/v)

YNB Acetamida

YNB sem sulfato de amdnio e aminoacidos 0,27% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
Acetamida 5mM

O YNB sem sulfato de amonio e aminoacidos e a acetamida foram diluidos
no meio a partir de solugdes estoques 10X e 100X respectivamente,
filtradas com filtro de 0,22 pm.

Para YNB Acetamida agar, é adicionado agar até a concentracgéo final de
1,5% (p/v)

YNB 10x
YNB sem sulfato de amdnio e aminoacidos 27% (p/v)

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

4.1.5 Antibidtico
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* Ampicilina 1000x
Ampicilina 100 mg/mL

Para meios contendo ampicilina, € adicionado 1 yL/mL

4.1.6 Solucgdes

* Glicose 10X
Glicose 20% (p/v)

* Manose 10X
Manose 20% (p/v)

e HSA

O hidrolisado utilizado neste estudo foi produzido e fornecido pelo
laboratorio de biocatalises (Labic) do Instituto Nacional de Tecnologia
(INT). Os acucares presente no HSA sao os seguintes: manose, glicose,
xilose, galactose e arabinose (MONTEIRO et al., 2019). A composi¢ao do
HSA utilizado para o crescimento em frasco foi de 32,175 g/L de manose,
0,53 g/L de arabinose e 0,37 g/L de glicose. A composicdo do HSA
utilizado para o crescimento em biorreator de 1,3 L foi de 101,8 g/L de
manose e 6,84 g/L de glicose.

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

* Elementos traco

CuS045H,0 0,6% (p/v)
Nal 0,008% (p/v)
MnSO4 0,3% (p/v)
Na;Mo0O42H,0 0,02%  (p/v)
H3BO; 0,002% (p/v)
CoCly 0,05% (p/v)
ZnCly 2% (p/v)
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FeSO47H,0 6,5% (p/v)
Biotina 0,02% (p/v)
H2SO4 (95-98%) 0,5% (v/v)
Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

Xgal

Xgal 4% (p/v)
IPTG

IPTG 34,03% (p/v)
MgCl, 1M

MgCl; 9,52% (p/v)
Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

KCI 1M

KCI 7,45%  (p/v)
Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.
Acetamida 100X

Acetamida 59%  (p/v)
Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

BSA

BSA 0,5% (p/v)
Brometo de Etidio

EtBr 1% (p/v)

Marcador molecular para DNA
1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ (100pb-15Kb)
1Kb DNA Ladder, Kasvi (250pb-10Kb)
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NaOAc 3M

NaOAc 24,6%

Solugao |

Glicose 50mM
Tris-Hcl 25mM pH 8
EDTA 10mM pH 8

Solucgao Il
NaOH 0,2M
SDS 1% (p/v)

Solucgao lll
KAc 3M

Acido acético glacial 11,5% (v/v)

LiAc 1M
LiAc 6,6%

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

PEG

PEG 3350 50%
NaCl 1M

Nacl 5,8%
EDTA 0,5M

EDTA 2H,0 18,61%

pH da solugéo ajustado para 8,0 com NaOH.

Tris-Hcl 1M
Tris Base 12,11%

pH da solugéo ajustado para 8,0 com HCI.

(P/V)

(p/v)

(P/v)

(P/v)

(P/v)
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Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

* SDS 100X
SDS

e Fenol / Cloroférmio / Acido Isoamilico
Fenol
Cloroférmio

Acido Isoamilico

e Acido Sulftirico 5 mM

Acido Sulfurico

4.1.7 Tampdes

* Tampao de PCR (Phoneutria) 10X
KCI
Tris HCI pH 8,4
Triton X-100

* Tampao TBE
Tris Base
EDTA
Acido Bérico

pH da solugédo ajustado para 8,0.

* Tampao de Amostra
TE 20X
Glicerol

Azul de Bromofenol

e Tampao TE 10X

10%

25%
24%
1%

0,049%

500 mM
100 mM
1%

10,78%
0,58%
0,55%

50%
30%
0,25%

(p/V)
(P/v)
(P/v)

(p/v)

(viv)

(P/v)
(p/V)
(P/V)

(V/v)
(v/v)
(p/v)
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EDTA 0,5M pH 8,0
Tris-HCI 1M pH 8,0

2% (v/v)
10% (v/v)

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

Tampao CCMB80
NaAc 1M pH 7,0

CaCl,2H,0
MnCl,4H,0
MgCl,6H,0

Glicerol

0,1% (V/v)
1,18%  (p/v)
0,4% (p/v)
0,2% (p/v)
10% (V/v)

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 ym.

Tampao de Transformacgao

PEG 3350
LiAc 1M

DNA carreador (Esperma de Salmao)

DNA plasmidial

Tampao de Lise para Levedura

Triton 100X
SDS 100X
NaCl 1M
EDTA 0,5M
Tris-HCI 1M

240 yL
36 uL
50 yL
34 uL

360 pL

2% (V/v)
10% (v/v)
10% (V/v)
0,2% (v/v)
1% (v/v)

Tampao de ligagao (Thermo Fisher Scientific®) 10X

Tris-HCI
MgCl,
DTT
ATP

pH 7,8

400 mM
100 mM
100 mM
5mM
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4 1.8 Enzimas

As seguintes enzimas foram utilizadas durante diferentes etapas deste

estudo:

* Taq DNA Polimerase (Phoneutria)
* T4 DNA Ligase (Invitrogen)
* RNAse A (ThermoFischer)

* FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermofischer)

Além dessas

enzimas,

foram

também

utilizadas as

seguintes

endonucleases de restricdo para as reacdes de restricido enzimatica feitas

neste estudo, listadas na tabela 5.

Tabela 5 - Endonucleases de restricdo utilizadas neste estudo.

Enzima Sitio de Tampao (Thermo | Temperatura Tempo de
Clivagem &’-3' | Fischer Scientific®) Incubamento
Spel AICTAGT Fast Digest Green |37 °C 5 minutos
Smal CCCIGGG Fast Digest Green |37 °C 5 minutos
EcoRI GIAATTC Fast Digest Green |37 °C 15 minutos
BamHI GIGATCC Fast Digest Green |37 °C 5 minutos
Bglll AIGATCT Buffer O 37 °C 1-16 horas
Bsu36l CCITNAGG Buffer Tango 37 °C 1-16 horas
Stul AGGICCT Buffer B 37 °C 1-16 horas
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Ndel CAITATG Buffer O 37 °C 1-16 horas

BspHI TICATGA Buffer O 37 °C 1-16 horas

Xhol CITCGAG Fast Digest Green |37 °C 5 minutos

Sacll CCGCIGG Buffer Tango 2X 37 °C 10 minutos - 1 hora
4.1.9 Kits

 GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) — purificacéo e
limpeza de solugdes contendo DNA

 GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) — purificagdo de
DNA a partir de bandas de gel de agarose

4.1.10 Equipamentos

Todas as amostras contendo material genético foram quantificadas com o
equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) e todas as leituras de
densidade 6ptica foram realizadas com o equipamento SpectraMax M2 Microplate
Reader (Molecular Devices®) utilizando cubetas de plastico transparentes de 12,5
mm X 12,5 mm — A leitura foi realizada com emissdo de onda a 600nm em
temperatura ambiente e utilizando agua destilada como branco e liquido de

diluicdes.

4.2 Métodos

4.2.1 Crescimentos em Microplaca

O crescimento das diferentes cepas de levedura utilizadas neste estudo
(Tabela 2) foi realizado conforme fluxograma presente na figura 5. Células foram

retiradas de estoque em freezer -80 °C e cultivadas em placa de petri contendo
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meio YPD agar a 30 °C por 60 horas. Colonias isoladas em placas foram
transferidas com auxilio de um palito estéril a 5SmL de meio YPD em tubo falcon
de 50 mL para crescimento inicial a 30 °C e 200 rpm por 24 horas. Apds, 250 uL
desse crescimento foi passado para 5 mL de meio a ser testado (MMA, MMD ou

MMM) em tubo falcon de 50 mL para aclimatagdo ao meio.

YPD AGAR 5ml YPD MEIO DE ACLIMATAGAO

I TRANSFERENCIA COM PALITO 250 ul TRANSFERIDOS

DILUIDOA ODDE 0.1
100 ul por pogo EM MEIO MINIMO

COLETA DE DADOS MICROPLACA DE 96 POCOS
72h

Figura 5 - Fluxo de trabalho para crescimento de microrganismos em microplaca.

Crescimentos em MMA, MMD e MMM foram transferidos para seus
respectivos meios com intuito de diluir suspensao celular a uma ODggonm inicial de
0,1. Imediatamente apos crescimento de aclimatacao ser diluido nessa OD, 100
uL foram adicionados a placa de 96 pocos. As células cresceram a 30°C por 72

horas em agitagdo de 200 rpm com a utilizagao de aparelho eon.

4.2.2 Crescimentos em Frascode 1L

Células de cepa GG799 de Kluyveromyces lactis foram cultivadas em
placas contendo meio YPD agar a partir de estoque em freezer -80 °C a 30 °C por
60 horas. Colbnias isoladas foram transferidas com auxilio de um palito estéril
para 5 mL de meio utilizado em frasco (YPD, YPM, UAB Glicose, UAB Manose e

UAB Acai) em tubo falcon de 50 mL e incubadas em incubadora rotacional a 30
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°C em agitacdo de 200 rom por 24 horas. Apos crescimento, foi transferido
volume necessario da suspensao celular para erlenmeyer aletado de 1 L, a fim de
obter ODeggonm inicial de 0,1. Erlens de 1 L foram ent&o colocados em incubadora
rotacional a 30 °C e agitagdo de 200 rpm por 24 horas. O volume utilizado para
crescimento foi 100 mL, correspondente a 10% da capacidade total do frasco.
Foram retiradas aliquotas de suspensdo celular a cada 2 horas para avaliar

ODgoonm €m espectrofotdmetro.

4.2.3 Crescimentos em Biorreator de 1,3 L

Células de cepa GG799 de Kluyveromyces lactis foram crescidas em
frasco conforme 4.2.2 e durante o periodo exponencial de crescimento, células
foram injetadas em biorreatores de 1,3 L (New Brunswick BioFlo® 115 - Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemanha) na Universidade Catdlica de Brasilia (UCB), de forma
a iniciar o crescimento em OD 0,1 num volume de 500 mL. O crescimento foi
ajustado para rotacdo de pas a 200 rpm e 30 °C de temperatura. A rotagdo das
pas foi ajustada para manter aeragdo minima de 30% de oxigénio dissolvido,
podendo ser ajustada até 700 rom. O pH foi mantido a 5,0 com a utilizagdo de
hidréxido de aménio conectado ao fermentador através de bombas acionadas por
sensores. Amostras de crescimento foram obtidas durante inicio da fase
exponencial de crescimento, a cada duas horas, através de janela de observagéo
com pressao negativa para manter esterilidade do meio de cultivo. As mesmas
foram centrifugadas a 13000 rpm durante 5 minutos e sobrenadante foi mantido a
-20 °C.

4.2.4 Desenho de Oligonucleotideos Iniciadores e Rea¢cdes em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Para obtengdo de oligonucleotideos iniciadores dos genes para produgao
de fucose a serem utilizados em reagdes PCR, foram utilizadas sequéncias de
cepa K12 de Escherichia coli obtida de banco de dados GeneBank e inseridas no
website Primer3 (KORESSAAR, T.; REMM, 2007; UNTERGASSER,
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A.;CUTCUTACHE, |.; KORESSAAR, T.; YE, J.; FAIRCLOTH, B. C.; REMM, M.;
ROZEN, 2012). Com auxilio do programa oligoanalyzer, os pares de
oligonucleotideos iniciadores foram entdo selecionados levando em conta
temperaturas de anelamento e a energia necessaria para formacgdo de
heterodimeros, homodimeros e grampos (do inglés "hairpins"). Os demais
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando sequéncias criadas

neste estudo.

As reacdes de PCR neste estudo foram realizadas em tubo de 0.2 mL com
auxilio de um termociclador. O volume utilizado para as reagdes foi de 20 uL
contendo (a) 2 yL de tampéo de PCR concentrado 10 vezes; (b) 1,6 uL de MgClI2
25 mM; (c) 1,6 pyL de BSA; (d) 1,6 pyL de dNTPs 10 mM; (e) 1 uL de
oligonucleotideo iniciador Forward 10 mM; (f) 1 puL de oligonucleotideo iniciador
Reverse 10 mM; (g) 0,3 pL de enzima Taq DNA Polimerase; (h) 30-50 ng de DNA
molde e agua ultra pura deionizada até completar o volume final desejado. O
termociclador foi ajustado para as seguintes condigbes: (a) 1 ciclo de 96 °C por 5
minutos; (b) 35 ciclos de 96 °C por 30 segundos, seguido de temperatura de
anelamento por 30 segundos e apos 72 °C por 1 minuto correspondente a 1000
pares de base de sequéncia a ser amplificada; (c) 1 ciclo de 72 °C por 10 minutos

e (d) resfriamento indefinido a 4.

4.2.4.1 PCR de Colbnia

Para obtencdo de genes utilizados na construgéo de cassetes, a reagao de
PCR foi construida conforme topico acima com modificagdes em (b) x de MgCI2
25mM e em (h) colbnia foi transferida diretamente a reacdo com auxilio de um
palito ao invés de uma quantidade determinada de material génico. Reagdo no

termociclador também foi alterada em relagdo a (a) 1 ciclo de 100 por 10 minutos.

4.2.5 Tratamento com Endonucleases de Restricao
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As reacdes de restricao por endonucleases realizadas neste estudo foram
conduzidas em tubos de 0,2 mL contendo 20 uL de volume de reagao constituido
por: (a) 2 yL de Buffer indicado por manual da enzima concentrado 10 vezes;

(b) 1 yL de enzima de restricédo 3';

(c) 1 yL de enzima de restricao 5';

(d) 1-2 ug de material genético (vetor ou inserto);

(e) agua ultrapura deionizada necessaria para completar volume final de reagéo.
As reacgOes foram incubadas a 37 °C por tempo referente a recomendado por
manual da respectiva enzima. Em caso de reacgdes de restricdo de corte Unico em
vetores plasmideos circulares, isto é, com a utilizacdo de apenas uma
endonuclease, a letra (c) foi composta por 1 pL de enzima Fosfatase AP
(ThermoFischer) no local de segunda enzima de restricdo. Em caso de restricdo

de insertos com corte unico, a letra (c) ndo fez parte do volume de reacgao.

4.2.6 Analise por Eletroforese em Gel de Agarose

Amostras de materiais genéticos utilizados para constru¢do de engenharia
genética foram todas analisadas em gel composto por malha de agarose. Para a
visualizagdo de materiais genéticos maiores que 5 mil pares de base e restricoes
onde a diferenga entre fragmentos gerados € inferior a 2 mil pares de bases foi
utilizada malha de agarose a 0,8%. Para os demais materiais genéticos foi
utilizado malha de agarose a 1% . A malha a 0,8% foi obtida a partir da adigdo de
0,32g de agarose a 40 mL de tampé&o TBE e a mistura por aquecimento até ponto
de ebulicdo. Brometo de etidio foi adicionado a solucdo antes de solidificacédo
para obter concentragao final de 0,5 pg/mL. Apos solidificar, malha foi colocada
em cuba e submersa em tampao de corrida TBE. Amostras de DNA diluidas em
tampéao de carreamento foram aplicadas no gel juntamente a um marcador "1Kb
plus DNA Ladder" e foi aplicada corrente de 70 Volts 60 minutos. Apds corrida, gel

foi analisado com uso de radiagao UV.
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4.2.7 Purificagcdo de Reacdes de Restricdo com Endonucleases e Produtos de
PCR

As reacbes de restrigdo com endonucleases e materiais genéticos obtidos
por PCR ou retirados de gel de agarose foram purificados de tampdes, sais e
restos de enzimas inativadas utilizando o produto "GenedJet PCR Purification Kit"

(Thermo Scientific) conforme recomendagdes do manual do fabricante.

Alternativamente, as reacbdes de purificagdes acima também foram
realizadas a partir de precipitacdo por acetato de sédio onde € adicionado a
solugcado 2 volumes de isopropanol ou etanol 100% e € adicionado a solucéo
acetato de sodio 3M até a concentragéo final de 0,3M. A solucdo é deixada em
freezer a -20 °C por um pernoite e apds é centrifugada na velocidade maxima da
centrifuga (13400 rpm) por 20 minutos. O sobrenadante € descartado e o pellet
formado é lavado com 1 mL de etanol 70% 2 vezes com centrifugagdes a 13400
rom por 5 minutos. Apos o pellet secar, esse € ressuspendido em quantidade
desejada de H>O Milli-q proporcional a quantidade de material genético

trabalhado e a finalidade do seu uso.

4.2.8 Ligacgéao de Insertos em Vetores

As ligagbes foram conduzidas em tubos de 0,2 mL contendo 10 pyL de
volume de reagdo constituido por: (a) 1 yL de Buffer para T4 DNA Ligase
concentrado 10 vezes; (b) 30 ng de vetor digerido; (c) quantidade de inserto
digerido estipulada para 30 ng de vetor a ser integrado estipulado pelo website
ligationcalculator (LIGATION CALCULATOR, [s.d.]); (d) 1 yL de enzima T4 DNA
Ligase; (e) agua ultra pura deionizada necessaria para completar volume final de

reacao. As reacOes foram incubadas a 4 °C durante a noite.

4.2.9 Preparo de Células Bacterianas Competentes

Células de Eschericha coli de cepa DH5-a e DH10-3 foram manipuladas
conforme método de hanahan com alteragdes (GREEN; SAMBROOK, 2018).
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Células destas cepas foram retiradas de estoque armazenado em freezer -80°C e
cultivadas em meio LB agar. Colonias foram selecionadas e inoculadas em tubos
tipo eppendorf e inoculadas contendo 2 mL de meio SOB. Os tubos foram
incubados em uma incubadora rotaciona a 23 °C em agitagao de 200 rom. Apds
as 16 horas, 1 mL do volume do tubo foi transferido para erlenmeyer de 1L
contendo 250 mL de meio SOB e incubado em incubadora rotacional a 20 °C em
agitacado de 200 rpm por aproximadamente 16 horas até que ODggonm Chegasse a
0.26.

As células foram passadas para tubos 50 mL com fundo cénico pré-
gelados e entéo centrifugadas por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado
e o pellet ressuspendido gentilmente em 20 mL de buffer CCMB80 gelado com
movimentos circulares no gelo. Apés maior parte do pellet ser ressuspendido, 60
mL adicionais do buffer CCMB80 foram adicionados e misturado gentilmente em
movimentos circulares no gelo. A suspensao celular foi incubada no gelo por 20
minutos e transferida rapidamente a tubos pré-gelados em aliquotas de 50 pL e
armazenada a -80 °C. A competéncia das células foi testada com uso de

plasmideos de resisténcia a ampicilina.

4.2.10 Transformacao de Células Bacterianas

Para replicagcdo de plasmideos de colecdo e construidos neste estudo,
foram utilizadas células de Escherichia coli competentes em estoque (4.2.9)
conforme método de hanahan com alteragbes (GREEN; SAMBROOK, 2018). As
aliquotas foram retiradas de freezer -80 °C e descongeladas em banho de gelo
durantes 10 minutos. Apos descongeladas, a quantidade desejada de plasmideo
ou os 10 yL da reagéo de ligacdo foram adicionadas as células e incubado em
gelo. Passados 30 minutos, as células foram submetidas a choque térmico, sendo
inseridas em banho seco a 42 °C entre 90 e 120 segundos e depois retornadas
imediatamente ao gelo por 2 minutos. As células sdo entdo suspensas em 950 pL
de meio SOB e incubadas em incubadora rotacional a 37 °C com agitagédo de 200
RPM durante 1 hora. Apos recuperagao em incubadora rotacional, 100 uyL da

suspensao é cultivado em placa de petri contendo meio LB agar mais marca de
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selecdo (Ampicilina 100 uL/mL) durante 16 horas. A eficacia da transformacéo é

verificada pela presenga de colénias em meio seletivo.

Clones transformantes foram selecionados em meio seletivo por 16 horas a
37 °C em rotagéo de 200 rpm e séo estocados a -80 °C apds a adigéo de glicerol

até concentracéo final de 30 % (v/v)

4.2.11 Extragéao Plasmidial de Bactérias

Os vetores transformados em E. coli foram extraidos apds crescimento
microbiano utilizando protocolo ja descrito (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989). Colbdnias de bactéria contendo plasmideo de resisténcia foram transferidas
de meio seletivo sdlido e transferidas para 5 mL de meio LB em tubo com fundo
conico de 15 mL e incubadas em incubadora rotacional a 37 °C com agitagao de
200 rpm durantes 16 horas. Apoés cultivo, as células foram centrifugadas a 4.500 g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
resuspendidas em 100 pL de solugdo | juntamente a 40 pyL de RNAse A e apés,
foram transferidas a um tubo tipo eppendorf de 2 mL. Foi adicionado 200 uL de
solucao Il feita na hora aos tubos e misturado por inversdo 10 vezes. Apds, 0s
tubos foram transferidos imediatamente a banho de gelo por 3 minutos e entdo
foram adicionados 150 uL de solucao Ill e misturado por inversao. Os tubos foram
centrifugados por 5 minutos na velocidade maxima da centrifuga. O sobrenadante
foi repassado por um outro tubo tipo eppendorf de 2 mL onde foi adicionado 2
vezes do volume de sobrenadante de Etanol 100% gelado e misturado com
auxilio de pipeta. Os tubos foram entdo centrifugados por 5 minutos a 13400 g até
que fosse verificada a presenca de pellet. O sobrenadante foi descartado e pellet
foi entdo lavado com 1 mL de Etanol 70% por centrifugacdo a 13000 g por 5
minutos. Apos centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o procedimento foi
repetido 3 vezes. Apds ultimo descarte, pellet foi deixado em temperatura
ambiente até que todo o etanol houvesse evaporado e foi entdo suspenso em 100
ML de agua ultrapura deionizada. Apos a extracdo, amostras foram quantificadas

com auxilio de um Nanodrop (ThermoFischer).
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4.2.12 Transformagao de Levedura

O plasmideo construido neste estudo foi integrado no genoma de células de
K. lactis cepa GG799 por choque térmico seguindo o protocolo utilizando acetato
de litio e PEG (GIETZ; WOODS, 2002). Colbnias isoladas da cepa GG799 foram
retiradas de placa de YPD e transferidas para 10 mL de meio YPD em falcon de
50 mL. Falcon com células em suspenséo foi inoculado em incubadora rotacional
em rotacdo de 200 rpom a 30 °C por 24h. Apos crescimento, foi verificada a
densidade optica da suspensdo e quantidade calculada para iniciar crescimento
em OD 0.5 foi inoculada em 50 mL de meio YPD em erlenmeyer de 500 mL
aletado. Células foram inoculadas em incubadora rotacional em rotacdo de 200
rom a 30 °C até que a suspenséo atingisse a OD de 2. Suspenséo foi centrifugada
a 3000g por 5 minutos até a formacéao de pellet. O sobrenadante foi descartado e
as células foram lavadas em H,O ultrapura estéril duas vezes onde suspensao
em agua foi centrifugada a 20 °C, 3000g por 5 minutos. O pellet de células foi
entdo suspenso em 1 mL de H,O ultrapura estéril e transferido para tubo plastico
tipo eppendorf de 1,5 mL. Suspenséo foi centrifugada em micro centrifuga a
130009 por 30 segundos e foi descartado o sobrenadante. O pellet foi novamente
suspenso em 1 mL de H,O ultrapura estéril e 100 uL da suspenséo foi transferido
pata novo tubo plastico eppendorf de 1,5 mL. Células foram mais uma vez
centrifugadas em micro centrifuga a 13000g por 30 segundos e foi descartado o
sobrenadante. Foi adicionado ao pellet 360 pL do mix de transformacido e as
células foram ressuspendidas com auxilio de um vortex e em seguida incubadas a
42 °C por 40 minutos para efetuar choque térmico. Apds, foi realizada mais uma
etapa de centrifugagdo a 13.000g por 30 segundos e sobrenadante foi
descartado. O pellet foi suspenso em 1 mL de H,O ultrapura estéril e 200 uL
foram plagueados em YNB Acetamida com auxilio de pérolas de vidro estéreis.
Placas foram colocadas em estufa por 76h e clones foram selecionados conforme

crescimento em meio seletivo.

4.2.13 Extragdo de DNA Gendmico de Leveduras
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O DNA genbmico de leveduras utilizado em reagcbes de PCR (4.2.3) foi
obtido conforme protocolo "bust n grab" com alteragbes (HARJU; FEDOSYUK;
PETERSON, 2004). Colbénias foram transferidas de suas placas para meio liquido
(YPD ou YNB acetamida) e incubadas para crescimento em rotagéo de 200 rpm a
30 °C por 24h. Apds, crescimentos foram centrifugados a 4500g por 10 minutos e
0 sobrenadante foi descartado. Células foram suspensas em 400 uL de tampéo
de lise e transferidas para tubo plastico eppendorf de 1,5 mL. Foram adicionadas
ao tubo pérolas de vidro e tubos foram agitados com vortex por 30 segundos. Os
tubos foram entéo transferidos para freezer -80 °C por 5 minutos e depois foram
colocados em banho seco a 95 °C por 2 minutos. Esse processo de resfriamento
e fervura foi repetido quatro vezes com 30 segundos de agitagdo com vortex entre
cada repeticdo. Apos o ultimo ciclo, amostra foi agitada com vortex por 30
segundos e foi adicionado 200 pL de fenol cloroférmio acido isoamilico (25:24:1).
A amostra foi agitada com vortex mais uma vez e foi centrifugada por 10 minutos
na velocidade maxima da centrifuga (13400 rpm). A fase aquosa na parte de cima
do tubo foi coletada e transferida para outro tubo onde foi adicionado 3 uL de
RNAse A. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Foi
adicionado a amostra 1 volume de fenol cloroférmio acido isoamilico (25:24:1) e
estas foram homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos na velocidade
maxima da centrifuga. A fase aquosa na parte de cima foi coletada e transferida
para outro tubo onde foi adicionado 1 mL de Isoprapanol. A amostra foi deixada
em temperatura ambiente por 10 minutos e depois foi centrifugada a 13000 rpom
por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e pellet foi lavado com
etanol 70% duas vezes. Apds os pellets estarem secos, foram suspensos entre
30-50 pyL de H20 ultrapura. As amostras foram quantificadas com auxilio de um

Nanodrop (ThermoFischer).

4.2.14 Extragdo de Metabdlitos Intracelulares
Para verificar se as células transformadas eram capaz de produzir 2'FL, foi
utilizado protocolo para extragdo de metabdlitos com adaptagdes (CANELAS et

al., 2009). As células foram retiradas de estoque a -80 °C e crescidas em meio
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seletivo YNB Acetamida agar. Coldnias isoladas das transformantes juntamente a
colonias de células ndo transformadas em YPD agar foram transferidas para 25
mL de YP contendo 20 g/L de lactose em frasco haletado de 250 mL e crescidas
durante a noite em incubadora rotacional a 30 °C e 200 rpm. Apds 24 horas de
crescimento, 1 mL de cultura foi transferido para um tubo tipo eppendorf de 2 mL
e centrifugado a 13400 rpm por 10 minutos. O pellet ressuspendido em agua
ultrapura foi armazenado a -20 °C. A partir ainda desse cultivo, uma quantida de
células foi transferida para 50 mL de meio UAB contendo 40 g/L de lactose em
frasco haletado de 500 mL, de forma que o crescimento comegasse numa OD de
0,1. Os frascos foram colocados numa incubadora rotacional e foram crescidos a
30 °C e 200 rpm, tendo 1 mL de cultura retirados nos pontos de Oh e 24h de
crescimento. As amostras foram centrifugadas e os pellets foram ressuspendidos
em agua ultrapura e juntamente ao pellet do crescimento em YP, foi adicionado
micropérolas de vidro aos tubos e esses foram agitados com um vértex durantes
30 segundos. Apds, tubos foram transferidos para freezer a -80 °C por 5 minutos e
depois para banho seco a 95 °C. Esse processo foi repetido 4 vezes e apds 0s
tubos foram centrifugados a 13400 rom por 10 minutos. O sobrenadante foi

transferido para outro tudo e congelado a -20 °C.

4.2.15 Detecgao de Metabdlitos

As amostras de sobrenadante de crescimentos e do conteudo de pellets
foram analisadas com um cromatografo de alta performance (HPLC) (Shimadzu,
Kyoto, Japado) equipado com uma coluna de &acidos organicos HPX-87H
(Shimadzu, Kyoto, Japao) e um detector de indice de refragdo (RI). Foi injetado
no equipamento 20 yL de cada amostra diluida 4 vezes e as amostras foram
eluidas da coluna aquecida a 60 °C com &cido sulfdrico 5 mM em um fluxo 0,6
mL/minuto. As concentracbes de metabdlitos dos sobrenadantes de cultivos em
biorreatores foram aferidas através de curva de calibracdo do equipamento a
partir de padrdao contendo glicose, manose, etanol, glicerol e acetato. A biomassa
de fermentagbes em biorreatores de 1,3 L foi calculada com a férmula (0,0002

mg/L x OD) + 0,0001 mg/L a partir de OD do meio obtida por espectrofotémetro.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo de K. lactis como Plataforma de Conversao de Manose em 2'FL

Para a construcdo de um sistema de expressdo heterdloga eficiente, é
necessario conhecer bem a fisiologia do organismo escolhido como plataforma de
trabalho e as ferramentas de edicdo moleculares existentes para o mesmo. O
primeiro passo para desenhar o sistema de producdo de 2'FL a partir de manose
em K. lactis foi a busca do metabolismo de manose dessa espécie no banco de
dados KEGG (Figura 6) (KEGG, [s.d.]). Tendo essas anotagbes como base, foi
concluido que K. lactis possui a via metabdlica para conversao de manose em
GDP-manose. Entretanto, a levedura precisa de duas reagdes enzimaticas que
permitira converter GDP-manose em GDP-L-fucose. Além disso, é necessaria a
adicdo de uma enzima fucosiltransferase ao organismo para completar a rota de

sintese e possibilitar a conversdo de manose em 2'-FL (Figura 4).
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Figura 6 - Metabolismo de manose anotado no genoma de Kluyveromyces lactis. Conforme as
vias metabdlicas descritas no metabolismo de manose de acordo com a plataforma KEGG, o
organismo Kluyveromyces lactis € capaz de converter Manose em GDP-Manose porém n&o
possui 0s genes para a sintese de GDP-fucose anotados em seu genoma.

As reagdes enzimaticas que precisam ser introduzidas ao organismo sao
obtidas com a inser¢gdao de genes responsaveis pela produ¢cdo das enzimas
ausentes. A primeira reagao necessaria para a conversao de GDP-manose em
GDP-L-fucose € uma reacao de desidratacdo catalisada por uma enzima GDP-
Manose 4,6-desidratase (GMD). A segunda etapa nesse processo é uma reagao
de oxirreducdo por uma enzima GDP-fucose sintase ou GDP-4-ceto-6-deoxi-D-
manose-3,5-epimerase-4-redutase (GMER) (Figura 3). Essas duas enzimas nao
estdo presentes em leveduras, porém fazem parte do metabolismo de
Escherichia. coli visto que GDP-fucose € um componente de parede celular nesse
organismo (STEVENSON et al., 1996). Dessa forma, as cepas de E. coli
construidas para producao de 2'FL produzem as enzimas GMD e GMER a partir
da expressdo ou superexpressdo de seus genes nativos gmd e fcl.

Concomitante, visto a disponibilidade da cepa K12 de E. coli em laboratérios e o

42



emprego dos genes gmd e fcl nas constru¢des bacterianas prévias, esses genes
também foram utilizados nas primeiras construcdes de S. cerevisiae produtoras
de 2'FL (LIU et al., 2018; YU et al., 2018). Apenas o ultimo estudo publicado com
construcao de cepas de leveduras recombinantes para producao de 2'FL explora
uma diversidade de GMD e GMER de outros organismos e nesse é observado
maior producéo de 2'FL em Saccharomyces utilizando os genes gmd e fcl de E.
coli (HOLLANDS et al., 2019).

O ultimo gene necessario para ser introduzido ao vetor deve expressar
uma fucosiltransferase. A variante dessa enzima predominante nos organismos
construidos para produgédo de 2'FL € a FUCT2 de Helicobacter pylori (Tabela 1).
Apesar disso, foi observado maior produgcao de 2'FL na mesma cepa de E. coli
utilizando a enzima fucosiltransferase WcfB de Bacteroides fragillis quando
comparada a FUCT2 de H. pylori (CHIN et al., 2017). Até o inicio deste estudo
presente, s6 haviam sido publicados estudos de producdo de 2'FL em leveduras
expressando o gene para FUCT2. Entretanto, essa enzima possui baixa
solubilidade intracelular e, dessa forma, o gene para WcfB foi escolhido para
expressado em K. lactis. Esse gene, em conjunto ao gmd e o fcl, compde uma via

sintética a ser inserida nesse organismo (Figura 7).
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Figura 7 - Via sintética sugerida para produgdo de 2'FL em Kluyveromyces lactis. Genes
propostos para insergcdo em K. lactis estdo sublinhados e sao responsaveis pela via sintética
representada em verde.

5.2 Crescimentos de Leveduras em Microplaca

O primeiro passo no estabelecimento do processo proposto neste estudo
foi determinar a velocidade de crescimento de K. /actis cepa GG799 em meio
minimo contendo HSA em microplaca durante 72 h. Dessa forma, foi possivel
verificar o comportamento da espécie na fonte de carbono proposta para o
trabalho. Além disso, foi determinado também o perfil de crescimento de mais

duas espécies de leveduras amplamente utilizadas como plataforma de
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expressao heteréloga — Saccharomyces cerevisiae cepa JP1 e Pichia pastoris
(Komagataella phaffi) cepa GS115 — . Foi possivel entdo fazer uma avaliacédo
comparativa do desempenho de crescimento da espécie escolhida com as demais

espécies (Figura 8).
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Figura 8 — Perfil de crescimento de diferentes leveduras em microplaca, utilizando HSA como
substrato durante 72 h. Pontos representam média de valores da triplicata biologica.

Apesar da cepa GS115 de Pichia pastoris crescer no HSA, nao foi possivel
aferir taxa exponencial do seu crescimento. Além disso, o crescimento dessa
espécie também foi inferior ao de S. cerevisiae e de K. lactis. A taxa exponencial
de crescimento em S. cerevisiae s6 comecga apos 30 horas de cultivo, o que
indica uma grande fase lag de crescimento dessa espécie no HSA. Ademais, a
taxa de crescimento especifica de S. cerevisiae em HSA foi inferior a de K. lactis
(Tabela 6)
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Tabela 6 - Velocidades especificas de crescimento aferidas neste estudo.

Organismo Meio de Cultivo Velocidade de Método
Crescimento (p maximo)
S. cerevisiae
MMD 0,0854 Microplaca
S. cerevisiae
MMM 0,1157 Microplaca
S. cerevisiae
MMA 0,0268 Microplaca
K. lactis
MMD 0,0543 Microplaca
K. lactis
MMM 0,0497 Microplaca
K. lactis
MMA 0,0458 Microplaca
K. lactis
YPD 0,2945 Frascode 1L
K. lactis
YPM 0,3318 Frascode 1L
K. lactis
UAB Glicose 0,348 Frascode 1L
K. lactis
UAB Manose 0,324 Frascode 1L
K. lactis
UAB Acai 0,326 Frascode 1L
K. lactis
UAB Glicose 0,1143 Biorreator de 1,3 L
K. lactis
UAB Manose 0,0886 Biorreator de 1,3 L
K. lactis
UAB Acai 0,1749 Biorreator de 1,3 L

*MMD = Meio minimo com dextrose; MMM = Meio minimo com manose; MMA = Meio minimo

com HSA; YPD = Meio YP com dextrose; YPM = Meio YP com manose.
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5.3 Cultivos de K. lactis em Frasco

Uma vez confirmada maior velocidade de crescimento de K. /lactis no HSA,
os demais crescimentos foram conduzidos somente com essa espécie. A
investigacdo do crescimento em escala de frasco (25-100 mL) permite melhores
condicbes de crescimento, como a aeragao, quando comparado ao crescimento
em microplaca, especialmente para uma levedura com fisiologia eficientemente
direcionada ao metabolismo aerdbio como K. lactis. Assim, foi conduzida uma
curva de crescimento de 24 h em frascos haletados contendo meio de sais UAB e
quantia de HSA equivalente a 40 g/L de manose (Figura 9). A escolha do meio
UAB para esse experimento € decorrente da maior presenca de sais e cofatores

em sua formulacdo, o que pode favorecer o crescimento em maior escala.
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Figura 9 - Curva de crescimento de Kluyveromyces lactis em meio UAB utilizando HSA como
substrato. Pontos represetam média de valores da triplicata bioldgica.

O crescimento nesse meio demora 8 horas para atingir fase exponencial e
chega na fase estacionaria apds 18 horas. Visto que o agucar presente em maior
guantidade no hidrolisado é a manose e que seu uso como fonte de crescimento

microbiano ndo é bem descrito na literatura, sua utilizagdo como fonte energética
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foi averiguada de forma comparativa a glicose. Foram conduzidas curvas de
crescimento de 24 h em YP e em UAB contendo somente manose como acgucar

presente assim como em YP e em UAB contendo somente glicose (Figura 10).
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Figura 10 - Curvas de crescimento em frasco de Kluyveromyces lactis em meios contendo glicose
e manose. Pontos representam média de triplicata bioldgica.

As curvas em meio rico (YP) ndo apresentaram padrdo exponencial de
crescimento diferente, porém o crescimento em glicose apresenta perfil de fase
estacionaria mais rapido, perto de 20h. Quando comparado os crescimentos em
meio sintético (UAB), a densidade celular final obtida em glicose € maior que em
manose porém alcanca o estado estacionario mais rapido, perto de 20h, enquanto
em manose ndo ha como confirmar estado estacionario antes de 24h. Entretanto,
para afirmar se os crescimentos diferem ou nao entre si, foi aferida a taxa de
crescimento especifica da fase exponencial de crescimento nas trés diferentes
fontes de carbono (Tabela 6). Como pode ser observado, n&do houve grande
discrepancia na taxa de crescimento especifica em glicose (0,348) quando
comparada as demais. Também, a taxa especifica de crescimento em HSA
(0,326) foi praticamente equivalente com a taxa especifica de crescimento em
manose (0,324).
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5.4 Cultivos de K. lactis em Biorreator de 1,3 L

Visto as velocidades de crescimento similares, aferidas nos crescimentos
em frasco, o proximo passo foi tentar estabelecer o crescimento de K. lactis nos
meios UAB Glicose, UAB Manose e UAB Acai em fermentador de 1,3 L. O
crescimento com controle de pH e aeragao, nos permite melhor entendimento do
metabolismo respiratério quando verificado a distribuicdo de co-produtos
resultantes do crescimento celular. Dessa forma, células da cepa GG799 de K.
lactis em fase exponencial de crescimento foram introduzidas em biorreator de 1,3
L contendo 500 mL de meio. Apds aproximadamente 40 horas de crescimento, foi

possivel tracar perfis fermentativos preliminares para os diferentes meios (Figura
11).
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Figura 11 — Grafico mostrando perfil de co-produtos detectados durante crescimento em biorreator
de 1,3L em A) 500 mL de UAB Manose, B) 500 mL de UAB Agai e C) 500 mL de UAB Glicose. A
cor roxa representa a biomassa formada, a cor representa a concentracdo de manose,
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a cor azul escura representa a concentracdo de (dlicerol, a cor vermelha representa a
concentracao de etanol e a cor representa a concentragao de acetato.

O crescimento preliminar em biorreator apontou velocidades de
crescimento menores do que as aferidas em frasco (Tabela 6). Foi possivel
detectar por HPLC (4.2.15) todos os metabdlitos investigados em padrdo, com
excegdo da glicose consumida em UAB Glicose, o que impossibilitou uma
comparagao preliminar entre rendimentos e produtividades. Foi observado
durante o crescimento em manose, menor formacido de biomassa e maior
acumulo de etanol, acetato e glicerol, quando comparado ao crescimento em
glicose. Além disso, todos os crescimentos mostraram produgédo de etanol apos
aproximadamente 10 horas de cultivo e tanto em glicose como em manose, 0
etanol é consumido apés sua produgao. Em contrapartida, o crescimento em HSA
gerou maior concentragao final de etanol (Tabela 7) sem apresentar perfil de
consumo de etanol. Também, o crescimento em HSA resultou na formacao de
biomassa similar ao crescimento em glicose, porém também ocasionou no
acumulo de acetato e glicerol assim como o crescimento em manose (Tabela 7).
Ademais, o crescimento em manose e HSA aparentam estacionar apos 20 horas

de crescimento enquanto o crescimento em glicose néo.

Tabela 7 - Concentracoes finais de metabdlitos presentes em crescimentos em biorreator
de 1,3 L.

Etanol 0,128 g/L 0,911 g/L 0,0538 g/L
Acetato 0,1625 g/L 0,3411 g/L 0,0514 g/L
Glicerol 0,123 g/L 0,147 g/L 0g/L
Biomassa 3,7g/L 53¢g/L 5,7¢g/L

5.5 Construgao do Sistema de Expressao de Genes da Via Sintética para
Producao de 2'FL
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E possivel expressar genes heterdlogos em K. lactis de duas maneiras:
Com a introducao de plasmideos epissomais ou com a integragao direcionada por
homologia ao seu genoma (SPOHNER et al., 2016). Os plasmideos epissomais
sdo vetores autoreplicativos que permitem a expressdo de maior numero de
cdpias dos genes introduzidos. Entretanto, tal expressédo € dependente da marca
de selecdo visto que copias do plasmideo sédo perdidas na auséncia da mesma.
Dentre esses, o vetor disponivel mais utilizado em K. /actis € o plasmideo de 2um
pKD1 isolado da variante drosophilarum da espécie (CHEN, 2018; SPOHNER et
al., 2016). Esse vetor apresenta pouca estabilidade quando comparado aos de
2um de S. cerevisiae e também quando comparado a um vetor de integragéo
como evidenciado na producéo de lisozima em K. lactis (IWATA et al., 2004).
Dessa forma, a estratégia preferivel para expressao génica estavel € a utilizagao
de um vetor direcionado para integracdo ao genoma. O vetor integrativo mais
utilizado nessa espécie € o pKLAC2 disponibilizado por kit comercial da NEB
(NEB, [s.d.]), contendo o promotor do gene LAC4 mutado que possibilita a

replicagéo e clonagem em células bacterianas (COLUSSI; TARON, 2005).

Apoés a escolha do vetor, os genes escolhidos devem ser inseridos em
cassetes de expressdo, compostos por uma unidade promotora e uma unidade
terminadora. No caso dos genes gmd e fcl de E. coli, os cassetes foram montados
com promotores de leveduras fortes e constitutivos de forma que durante todo o
crescimento microbiano ocorra a produ¢ado de GDP-L-fucose. Para o gene WcfB
de B. fragilis, o cassete de expressao foi montado com o promotor de K. lactis
pLAC4 que é fortemente induzido na presencga de lactose. Logo, quando a lactose
for introduzida ao sistema ela ira acarretar forte expresséo da fucosiltransferase e,
consequentemente, a unido da lactose a GDP-L-fucose para producgao de 2'FL. O
sistema foi desenhando para integragdo no genoma de K. lactis cepa GG799
utilizando o plasmideo pKLAC2 como base, onde devem ser inseridos o0s
cassetes de expressao de gmd e fcl. Ao final, a fucosiltransferase WcfB é inserida
no sitio de multipla clonagem sob agcdo do promotor LAC4 para constru¢do do
plasmideo p2WF (Figura 12).
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p2WF

13,810 bp

Figura 12 - Mapa Fisico do plasmideo p2WF.

Dessa forma, o plasmideo p2WF possui sitios 5' e 3' para integracao
direcionada no promotor LAC4 no cromossomo B de K. /actis. Esse plasmideo
também possui sitio para replicacédo em células bacterianas, marca de resisténcia
a ampicilina para bactérias e marca de selecdo dominante amdS, o gene da
acetamidase Aspergillus nidulans, regulado pelo promotor ADH1 de S. cerevisiae
que permite a selegdo em meio com acetamida como unica fonte de nitrogénio
(COLUSSI; TARON, 2005). Tal marca de selegado permite a construgdo de uma
cepa final sem resisténcia a antibiéticos, além de permitir a visualizacido de clones

com mais copias integradas a partir do tamanho das colénias (READ et al., 2007).

5.5.1 Construgdo dos Cassetes de Expressao dos Genes gmd e fcl
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O primeiro passo para criagdo dos cassetes dos genes gmd e fcl foi a
obtengdo desses genes de interesse. Os genes gmd e fcl mais utilizados na
literatura sao provenientes de Escherichia coli, cepa K12 e resultados
significativos sado obtidos em leveduras com a insercéo desses genes (1.5). Os
oligonucleotideos iniciadores fcl F, fcl R, gmd F e gmd R (Tabela 4) foram ent&o
desenhados para amplificagdo dos genes a partir do genoma da cepa K12 de E.
coli, adicionando sitios para enzimas de restricdo em suas pontas. Os genes gmd
e fcl foram entdo amplificados a partir de PCR de colénia (4.2.3.1) nos tamanhos
aproximados de 1130 e 970 pares de base, em acordo com as anotacdes do
genoma da cepa (Figura 13).

Ladder = -
1kb piug Ladder
1Kb plus

1.6Kb ¢

Figura 13 — Produtos de PCR de colbnias da cepa K12 de E. coli. Visualizagdo da corrida de
eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando marcador molecular "1Kb plus" (Invitrogen™) e em
A) produto da reagédo de PCR de colbnia utilizando os oligonucleotideos iniciadores gmd F e gmd
R e em B) produto da reagcéo de PCR de colbnia utilizando os oligonucleotideos iniciadores fcl F e
fcl R.

Apo6s amplificados, os genes foram inseridos no vetor pGEM®-T Easy
(Promega) (Figura 14). O pGEM®-T Easy € um vetor linearizado com a presencga
de uma base nitrogenada timina em extremidades adesivas e isso permite a

ligacdo do vetor a materiais genéticos amplificados por PCR onde ha uma
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adenina adicional ao fim da sequéncia, o que ocorre por erro da taq polimerase. A
insercdo do material genético ao vetor pode ser verificada pela disrup¢do do
operon lac no plasmideo em um sistema de sele¢cao branco-azul com a adigao de

Xgal e IPTG ao meio.

EcoR1/BamH1
Ladder pGEM-T-
1Kb Plus EasyFCL

PGEM-T Easy fcl
4KB

Figura 14 — Restricdo do plasmideo pGEM-F com as enzimas de restricdo EcoRIl e BamHI. A)
Mapa fisico do plasmideo pGEM-F mostrando sitios de restrigdo para EcoRl e BamHI. B)
Visualizagdo da corrida de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio,
mostrando marcado "1Kb plus" (Invitrogen™) e produto de restrigdo do plasmideo pGEM-F com
EcoRI e BamHI.

Para a construgdo do cassete de expressdo de gmd, o plasmideo p424
GPD (ATCC) foi escolhido como base. Dentro desse plasmideo ha uma regido de
multipla clonagem flanqueada por uma regido promotora GPD — promotor
constitutivo forte da via glicolitica de S. cerevisiae — e um terminador CYC. Esse
plasmideo também possui sitio de replicacdo em bactérias e marca de resisténcia
a antibidtico, o que possibilita a clonagem do cassete construido dentro de células
bacterianas. Para insercdo do gene dentro da regido de multipla clonagem, o
gene gmd foi retirado do pGEM com as enzimas Smal e Spel e recuperado apos
separagao por eletroforese. O vetor p424 GPD foi digerido com as mesmas
enzimas e ligado ao gene purificado para montar o cassete de expressédo dentro

do plasmideo. O cassete de tamanho aproximado de 2150 pares de base foi

54



entdo amplificado por PCR com os oligonucleotideos iniciadores Casg F e Casg

R, desenhados para adi¢ao de sitios de restricdo (Tabela 4).

A construgdo do cassete de expressao de fcl seguiu o mesmo fluxo da
construgéo anterior, porém utilizando o plasmideo p424 TEF (ATCC) como base.
Esse plasmideo possui uma regido de multipla clonagem flanqueada por por uma
regido promotora TEF — outro promotor constitutivo forte de fator de
enlongamento da tradugdo em S. cerevisiae — e um terminador CYC. Para essa
construcdo, o gene e o plasmideo foram digeridos com as enzimas de restricdo
EcoRl e BamHI. O cassete de tamanho aproximado de 1760 pares de base
montado dentro do plasmideo foi amplificado por PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores Casf F e Casf R, desenhados também para adigéo

de sitios de restricao (Figura 15).

Ladder

Figura 15 — Produtos de PCR contendo cassetes de expressdo montados. Visualizagao da corrida
de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, mostrando marcador
molecular "Ladder 1Kb plus" (Invitrogen™) e em A) produto de PCR utlizando os
oligonucleotideos iniciadores Casg F e Casg R e o plasmideo p424GPD-G como molde, e em B)
Produto de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores Casf F e Casf R e o plasmideo
p424TEF-F como molde.
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5.5.2 Construgdo de Plasmideo Contendo os Genes gmd e fcl

Uma vez que é possivel sintetizar GDP-fucose com a expressao dos genes
gmd e fcl, os dois cassetes montados neste estudo devem ser inseridos no
genoma de K. lactis para construir de uma cepa recombinante produtora de GDP-
fucose. Assim, para serem introduzidos no genoma da cepa GG799 de K. lactis,
os cassetes foram introduzidos no vetor integrativo pKLAC2. Esse vetor possui
extremidades 5' e 3' do promotor LAC4 e quando linearizado permite a integragéo
do conteudo entre essas duas regides dentro da regido analoga genoma (Figura
16).
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pLAC4 WcfB

Figura 16 - Estratégia de recombinacéo do plasmideo p2WF linearizado com o promotor do gene
LAC4 no cromossomo B de K. /actis, para inser¢do de genes da via sintética de produgao de 2'FL.

Os cassetes de gmd e fcl amplificados por PCR foram introduzidos no vetor
pGEM®-T Easy assim como seus respectivos genes. Apos a introdugdo nesse
vetor, o cassete de gmd foi removido com a enzima de restricdo Bglll e purificado
apos separagao por eletroforese (Figura 17). Da mesma forma, o plasmideo
pKLAC2 foi linearizado com essa enzima e ligado ao cassete resultando na
construcéo do plasmideo pKLACG (Figura 18). Utilizando o mesmo procedimento,

o cassete de fcl foi retirado do vetor pGEM®-T Easy com a enzima de restricdo
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Bsu36l e separado por eletroforese (Figura 17). O plasmideo pKLACG foi entdo
linearizado utilizando a mesma enzima e ligado ao cassete de fcl resultando na
construcao do plasmideo pFUC com as construgcdes necessarias para sintese de
GDP-fucose (Figura 18).

A) B)

Ladder Bglll + pGEM-T Easy

1KB plus cassete de gmd

Ladder Bsu36l + pGEM-T Easy
1Kb plus Cassete de fcl

— S—
— —

Figura 17 — Produtos de restrigdo enzimatica dos plasmideos pGEM-CG e pGEM-CF.
Visualizagéo das corridas de eletreforese em gel de agarose 0,8% mostrando marcador molecular

"Ladder 1Kb plus" (Invitrogen™) e em A) produto de restrigdo do plasmideo pGEMCG por Bglll e
em B) produto de restricdo do plasmideo pGEM-CF por Bsu36l.
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- Ladder pKLACG +
— - | 1Kb plus Bsu36l
Cassete de gmd +

Ladder ‘- oy -
1Kb plus pKLAC2 + Bglll

B Bgil 10Kb -
m- o~
-
Kb e e e

20 -
1.6Kb sy

Figura 18 — Produtos de restricdo enzimatica utilizados na construgdo dos plasmideos pKLACG e
pFUC. Visualizagdo das corridas de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio, contendo marcador "1Kb plus" (Invitrogen™) e em A) produtos da restrigdo de pKLAC2 e do
cassete de gmd por Bglll, utilizados para construgdo do plasmideo pKLACG, e em B) produtos da
restricdo de pKLACG e do cassete de fcl por Bsu36l, utilizados na construgdo do vetor pFUC.

5.5.3 Clonagem do Gene WcfB

Possuindo a construgdo necessaria para a producao de GDP-fucose, o
préximo passo necessario para sintese de 2'FL é a introdugdo de um gene que
expresse uma fucosiltransferase. A fucosiltransferase escolhida neste estudo foi a
WcfB de Bacteroides fragilis e seu gene foi sintetizado com a sequéncia otimizada
para expressao em K. lactis. O gene WcfB utilizado possui 873 pares de base e
foi adquirido dentro do vetor pBSK com origem de replicagdo bacteriana e marca
de resisténcia a antibidtico possibilitando a clonagem e selecdo em bactérias.
Além disso o gene inserido neste vetor foi flanqueado por sitios de restricdo para
as enzimas Stul e Ndel (Figura 19).
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Figura 19 — Mapa fisico do plasmideo pBSK-WcfB, contendo o gene sintético WcfB otimizado
para expressao em Kluyveromyces lactis. Em evidéncia, sitios de restricdo em suas extremidades
5'e 3' para as enzimas Ndel e Stul.

Assim, o gene WcfB foi retirado do vetor pBSK com as enzimas de restricdo
mencionadas e foi separado e recuperado por eletroforese (Figura 20). O
plasmideo pFUC foi tratado com as mesmas enzimas para ser ligado ao gene,
porém inicialmente as ligagbes ndo foram bem-sucedidas. Assim, o protocolo de
ligacdo (4.2.8) foi alterado para utilizacdo de 40 ng de vetor para que fosse
possivel a inser¢gdo do gene ao pFUC resultando no plasmideo p2WF e assim

finalizando a construgao proposta (Figura 12).
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Ndel e Stul
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Figura 20 — Produto de restricdo do plasmideo pBSK contendo gene sintético WcfB com as
enzimas Ndel e Stul. Visualizagao da corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio, contendo marcador molecular "Ladder 1Kb" (KASVI).

5.5.4 Andlises do Plasmideo p2WF por Restricdo Enzimatica

Durante as etapas anteriores, alguns processos foram atrasados por
contaminagao cruzada de pGEM apds recuperagao a partir de gel de agarose. Tal
contaminagdo gerava clones falso positivos com pGEM®-T Easy e em alguns
casos com pGEM®-T Easy e inserto religado. O ultimo pode resultar em falsos
positivos em uma PCR e para confirmar que o plasmideo construido era
correspondente ao esperado pelo mapa fisico (Figura 12), foi feita uma analise
com enzimas de restricdo para confirmar se os padrdes de corte esperados eram

reproduzidos.

Primeiro, o plasmideo foi tratado com as enzimas Bglll e Bsu36l usadas
anteriormente para introducdo dos cassetes de expressao ao plasmideo. Dessa
forma, € possivel visualizar se os cassetes estdo presentes apds separagcao em
gel de agarose. Em seguida, o plasmideo foi tratado com as enzimas Stul e Ndel
para visualizar se € possivel excisar o gene do plasmideo. Apds a corrida de

eletroforese em gel de agarose, foi possivel verificar a presenga dos cassetes e
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do gene inseridos apos excisdo e uma banda correspondente ao tamanho do

plasmideo sem o cassete ou o gene (Figura 21).

Ladder p2WF pP2WF P2WF
1Kbplus +Bglll +Bsu36l +Ndele
Stul

12Kb

2Kb
1.6Kb

850pb

Figura 21 — Produtos de restricdo enzimatica do plasmideo p2WF com enzimas de restricao
utilizadas na construgdo desse plasmideo. Visualizagdo da corrida de eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio, contendo marcador molecular "1Kb plus"
(Invitrogen™).

Também, para confirmar se o plasmideo obtido corresponde a estrutura
correta da sequéncia comercial, outras analises por restricdo foram feitas. As
enzimas de restricdo Bsphl, EcoRI, BamHI e Xhol foram utilizadas nesta etapa. O
corte por BspHI permite a retirada da marca de selecdo de ampicilina do
plasmideo liberando uma regido em torno de 1000 pares de base. As demais
enzimas possuem sitios de restrigdo que permitem visualizar se os genes foram
inseridos na regido esperada. Os cortes realizados mostram o padrao predito pelo

programa SnapGene, com excec¢ao da enzima Xhol (Figura 22).
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Figura 22 - Produtos de restricdo enzimatica dos plasmideos pFUC e p2WF. A) Simulagéo in
silico da corrida de eletroforese a partir do software SnapGene, mostrando fragmentos preditos
para restricdo dos plasmideos pFUC e p2WF por Stul, BspHI, Xhol e BamHI. Visualizagdo das
corridas de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, contendo marcador
"Ladder 1Kb plus" (Invitrogen™) mostrando em B) produtos de restricdo enzimatica do plasmideo
pFUC e p2WF por Stul e BspHI e em C) produtos de restricdo enzimatica do plasmideo pFUC e
p2WF por Xhol e BamHI. D) Mapa fisico do plasmideo p2WF com possivel sitio de restrigdo para
Xhol mutado em evidéncia. E) Simulagao de corrida de eletroforese in silico dos plasmideo p2WF
e pFUC sem sitio de restrigdo para Xhol evidenciado, utilizando o software SnapGene.

O padrao de corte observado pela enzima Xhol possui um fragmento a
menos do que o esperado e um fragmento num tamanho n&o predito. Esse
fragmento no tamanho destoante possui o tamanho de dois fragmentos
combinados, indicando que o corte no inicio da regido promotora GPD predito
pela sequéncia nédo estd ocorrendo. Para verificar se esse padrdo de corte
observado ocorria somente nesse plasmideo construido, foi simulado o perfil de

restricdo dos plasmideos p2WF e pFUC com a perda do sitio de restricdo
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estipulada (Figura 22). O padréo de corte predito se assemelha aos resultados
obtidos com a restricdo dos plasmideos e posteriormente foi verificado que a
sequéncia do promotor GPD obtida para construcdo do cassete também néo

possui o sitio para o corte por Xhol.

5.6 Construcao da Cepa K2W de Kluyveromyces lactis

Os plasmideos montados neste estudo (Tabela 3) para serem integrados
no genoma de K. lactis necessitam ser linearizados pela enzima Sacll que corta o
plasmideo nas extremidades das regides 5' e 3' do promotor e elimina a regido de
clonagem e selegado bacteriana. Tal fato ndo foi levado em consideragdo quando
desenhada a estratégia de amplificacdo do gene gmd a partir do genoma de E.
coli (4.2.4) e consequentemente os plasmideos montados pFUC e p2WF

possuem um sitio de Sacll adicional presente na sequéncia do gmd (Figura 23).

[0) Start Smal (4} Sacll (555) (1130} Spel End (1135)
00T =

Figura 23 — Mapa fisico da sequéncia do gene gmd e dos plasmideos pFUC e p2WF mostrando
sitio de restrigdo para a enzima Sacll presente no gene gmd, circulado em vermelho.

Como uma alternativa para integracdo, durante o protocolo de
transformacao de levedura (4.2.12), o material genético utilizado para transformar
as células foi o plasmideo circular intacto. Plasmideos circulares podem

recombinar com uma unica regido de sequéncia reciproca, porém numa
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frequéncia inferior a fragmentos Ilineares (ORR-WEAVER; SZOSTAK;
ROTHSTEIN, 1981). Uma das desvantagens desse processo é ndo saber em
qual regiao reciproca do genoma a sequéncia estara integrada e por conseguinte
também ndo saber se a integracdo sera estavel ou se ocorrera da forma
esperada. Utilizando esse método para transformar a levedura com o plasmideo
pFUC, foi possivel verificar poucas coldnias na placa e n&o foi possivel confirmar

por PCR a presenga dos dois genes em seus genomas.

Outra estratégia utilizada para integracéo dos plasmideos foi a de restricao
parcial. De acordo com o site da ThermoFischer, A enzima Sacll apresenta entre
20-50% de atividade no buffer Tango concentrado 2X. Assim, utilizando essas
condicbes foi observado que de acordo com a atividade parcial da enzima, é
possivel separar por eletroforese fragmentos liberados em caso de 3 cortes,
fragmentos liberados em caso de corte duplo (uma delas sendo a desejada para

uso) e o plasmideo linearizado em diferentes regides (Figura 24).
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Figura 24 - Restrigdo parcial do plasmideo p2WF. A) Mapa fisico do plasmideo p2WF com
destaque para os sitios de restricbes para a enzima Sacll e todos os possiveis fragmentos
liberados em caso de corte duplo ou triplo. O fragmento desejado no caso do corte duplo azul esta
em evidéncia. B) Corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo,
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mostrando marcador molecular "Ladder 1Kb plus” (Invitrogen™) e produto da restricdo parcial do
plasmideo p2WF. O fragmento desejado esta em evidéncia com uma seta vermelha.

As restricdbes parciais de cada plasmideo foram entdo purificadas e
utilizadas como material genético para o protocolo de transformacao de levedura.
Com essa condicao foi possivel obter maior quantidade de col6nias nas placas de
selecao com acetamida. Essas colbnias foram repassadas com auxilio de um
palito para outra placa com meio seletivo para inserir maior pressao seletiva as

colonias e garantir a estabilidade da integragdo da sequéncia doada ao genoma.

5.7 Confirmagao de Clones Transformados

Apo6s o protocolo de transformacio, as colbnias que cresceram em meio
seletivo YNB Acetamida agar (4.2.12). As coldnias transformantes foram
repassadas para uma nova placa de meio seletivo contendo divisérias
numeradas. Clones isolados foram crescidos em meio seletivo YNB acetamida e
congelados a -80 °C. Os clones congelados foram entdo cultivados em placa de

meio seletivo a partir do estoque a -80 °C. (Figura 25).
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Figura 25 - Selecdo de clones transformantes de Kluyveromyces lactis em meio seletivo YNB
Acetamida.

O DNA das colbnias transformadas com o plasmideo pFUC e com o
plasmideo p2WF foi utilizado como molde para PCR a fim de verificar se o
plasmideo havia de fato integrado no genoma. Primeiramente, foi feito protocolo
para deteccdo do cassete de gmd utilizando os oligonucleotideos iniciadores
Casg F e Casg R. ApoOs realizar esse protocolo utilizando o plasmideo pFUC
como molde, foi verificado que esse par de oligonucleotideos iniciadores permite
a amplificacdo ndo sé do cassete de gmd como o de fcl. Nao foi possivel
amplificar o cassete de gmd utilizando o DNA de nenhuma colénia como molde,
porém em uma das coldnias transformadas com o plasmideo p2WF foi possivel
ver amplificacdo de uma banda num tamanho préximo ao do cassete de fcl
(Figura 26). Além disso foram vistas diversas bandas de amplificac&o inespecifica

em tamanhos menores.
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Figura 26 - Produtos de PCR utilizando o DNA gendmico de leveduras trasnformadas e os
oligonucleotideos iniciadores Casg F e Casg R. A) Mapa fisico do plasmideo p2WF mostrando as
regibes de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores Casg F e Casg R e evidenciando a
amplificagdo dos dois cassetes. B) Corrida de eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio, mostrando marcador "Ladder 1Kb plus" (Invitrogen™) e produtos de PCR.
Circulado em vermelho, fragmento no tamanho do cassete de fcl.

A amplificagdo de um fragmento no tamanho do cassete de expressao do
gene fcl foi visto como um indicativo de que o plasmideo estava integrado nessa
colonia. Dessa forma, foram escolhidas mais uma colénia transformada com o
plasmideo p2WF e mais duas coldnias transformadas com o plasmideo pFUC
para verificar a presenga dos genes gmd e fcl. Utilizando o DNA das col6nias
transformadas com o plasmideo p2WF, foi possivel amplificar os dois genes no
tamanho correto, enquanto com o DNA das colbnias transformadas com o
plasmideo pFUC ndo houve amplificagdo no tamanho correto do gene gmd
(Figura 27). Entretanto, em nenhuma coldnia foi possivel amplificar o gene WcfB

com os primers wcfF e wcfR.
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Figura 27 — Produtos de PCR utilizando o DNA gendémico de leveduras transformadas e os
oligonucleotideos iniciadores gmd F, gmd R, fcl F, fcl R, wefB F e wcfB R. Em vermelho,
amplificagbes a partir de DNA gendémico de colbnias transformadas com o plasmideo pFUC. Em
branco, amplificagdes a partir de DNA gendmico de colbnias transformadas com o plasmideo
p2WF. Visualizagdo da corrida de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio, contendo marcador molecular "1Kb plus" (Invitrogen™).

5.8 Deteccao de 2'-fucosil-lactose

A presenca dos genes gmd e fcl confirmada em uma das colbnias indica
uma possivel construgcao da cepa K2W capaz de produzir 2'FL sob a induc¢ao de
lactose. Esse clone foi entdo congelado e estocado para possibilitar futuros
cultivos e avaliar a produgao de 2'FL. Apds crescimento dessa coldnia em lactose,
o sobrenadante e o pellet foram analisados por HPLC (4.2.15). Os resultados das
amostras de sobrenadantes em YP e em UAB apéds 24 h da coldnia transformada
foram sobrepostos com os resultados das amostras de uma colbnia nao

transformada (Figura 28).
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Figura 28 - Cromatograma de deteccdo dos compontos presentes no sobrenadante dos
crescimentos em lactose na coluna HPX-87H, a partir de detector por refracao, mostrando em A)
corrida do sobrenadante de crescimento da cepa K2W modificada com p2WF e em B)
sobrenadante de crescimento da cepa controle GG799.

Nao foi possivel identificar diferenca de perfis cromatograficos entre as
duas amostras, nem uma area de integracdo adicional na amostra da colénia
transformada, indicando que a essa colonia ndo produz 2'FL. Entretanto, tal
afirmacdo nao pode ser feita pois ndo foi possivel obter um padrdo, que permite
visualizar em qual tempo ocorre a deteccdo de 2'FL e se a mesma esta

sobreposta com a area de outro composto.

6. DISCUSSAO

A utilizagao eficiente de residuos industriais e biomassas lignoceluldsicas
aplicada a cadeia produtiva € um passo essencial na transi¢ao para bioeconomia
(IEA, 2014). Atualmente, a producdo de biocombustiveis de segunda geragao
desempenha um papel importante nesse passo, visto sua melhor performance
ambiental na utilizacdo de biomassas quando comparada a producdo de
biocombustiveis de primeira geracdo (FLEMING; HABIBI; MACLEAN, 2006). Esse
processo geralmente consiste do uso da fragdo celuldsica, composta por glicose,

para produgdo de biocombustiveis por microrganismos, visando assim, diminuir a
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dependéncia de recursos fosseis (BERNDES; HANSSON, 2007). Quando
possivel, o uso da fracdo hemicelulésica € geralmente associado ao mesmo
proposito da fracao celuldsica. Em contrapartida, este estudo explora a utilizagcao
de manose — um agucar abundante na fracdo hemicelulésica — a partir de uma
rota bioquimica desse acucar, visto que até o momento existem poucas

aplicagdes tecnoldgicas do mesmo.

Assim, a rota tecnoldgica construida neste estudo pode ser empregada
para valorizar diferentes biomassas com alto teor de manana. A manana esta
presente principalmente em sementes e na fragdo hemicelulésica de coniferas e,
dessa forma, pode servir como fonte para extracdo de manose em producgdes
nacionais como a de 6leo de palmiste (DAUD; JARVIS, 1992). O mesmo ¢é obtido
a partir da améndoa do fruto da palma, onde essa € prensada e a torta gerada
possui conteudo de fibra rico em manose, sendo uma biomassa abundante no
territorio nacional visto que o brasil € um dos dez maiores produtores mundiais de
palma (ABDELTAWAB; KHATTAB, 2018; ABRAPALMA, 2020). Outro residuo de
semente produzido no Brasil é a borra residual do café, onde o Brasil € o maior
produtor mundial dessas sementes e ja é descrito processo de recuperagédo de
manose a partir dessa borra (NGUYEN et al., 2019; VOLSI et al., 2019). Além
disso, o processo kraft para producao de polpas celulésicas a partir de cavacos
de coniferas do género Populus, apresentam alto teor de manose (BUZALA et al.,
2015). O cultivo de coniferas no Brasil € composto majoritariamente de
Eucalyptus spp. e Pinus spp. para o setor de papel e celulose (FRANCISCO
JURADO BELLOTE et al., 1998). No caso de Pinus radiata, a maior parte de sua
fragdo hemicelulésica é composta por galactomanana e a mesma pode ser
extraida a partir dos cavacos de madeira antes do processo kraft para producao
de polpa celuldsica (REYES et al., 2013). Tais exemplos enfatizam a necessidade
de mais estudos e desenvolvimento de tecnologias para aplicagdo da manose

presente em residuos vegetais nacionais como a semente de acgai.

Dentre os estudos existentes na utilizacdo de manose para crescimento
microbiano, foi observado em S. cerevisiae expressando B-mananases para

conversdo de manose em etanol, uma maior fase lag de crescimento em manose
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quando comparada a glicose (ISHIl et al., 2016). Essa fase lag extendida em
manose também foi observada para essa espécie nos crescimentos em
microplaca realizados neste estudo. Ademais, crescimentos da levedura
Lipomyces starkeyi utilizando manose e glicose para crescimento mostraram que
nao ha diferenca cinética de utilizacido desses acgucares para crescimento nessa
espécie (YANG et al.,, 2014). O mesmo foi observado para K. lactis nos
crescimentos realizados neste estudo e dessa forma, esse organismo foi
escolhido para o consumo da manose presente no HSA. Um fator que poderia
influenciar nesse consumo, € a presenca de compostos inibitérios para o
crescimento microbiano resultantes do processo de tratamento de biomassas
lignocelulésicas como aménio furfural e o acido acético (HELLE et al., 2003; LIU,
2011). O acido acético é considerado um inibidor de crescimento microbiano,
onde a adaptacdo de microrganismos a esse composto ja foi realizada para
producdo de etanol, e esta presente em pequenas quantidades no HSA (LIU et
al., 2017; MONTEIRO et al., 2019). Entretanto, nos crescimentos realizados neste
estudo, nao foi observada inibicao do crescimento de K. /lactis em HSA decorrente

da presencga de acido aceético.

Apesar da manose ser o agucar predominante no HSA, esse também
possui em menores concentragdes glicose, xilose, arabinose, galactose e
possivelmente ramnose (MONTEIRO et al., 2019; RAMBO; SCHMIDT,;
FERREIRA, 2015). Dessa forma, o co-consumo dos diferentes agucares no HSA
€ uma caracteristica desejavel para aplicagdo biotecnolégica do mesmo. Neste
estudo, a levedura que apresentou maior velocidade de crescimento nessa fonte
de carbono foi Kluyveromyces lactis. Concomitante com a literatura, leveduras do
género Kluyveromyces apresentam maior vantagem na co-utilizagdo de agucares
quando comparadas a S. cerevisiae, onde ja foi descrito o crescimento de
Kluyveromyces marxianus em xilose, xilitol, arabinose e celobiose (NONKLANG et
al., 2008; SPOHNER et al., 2016).

Uma outra vantagem proposta neste estudo para utilizagdo de K. /actis € a
preferencia pela respiragdo ao invés da fermentacdo (perfil crabtree-negativa).

Entretanto, durante todos os crescimentos em biorreatores realizados com essa
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espécie, foi verificado o acumulo de etanol, glicerol e acetato. A produgédo de
etanol e acetato em K. lactis ja foi proposta como um mecanismo para
manutengdo do balango redox neutro, quando o oxigénio é limitante, e pode
indicar desbalanco redox e limitagcdbes do metabolismo respiratério durante esses
crescimentos (SALIOLA et al., 2007). Além disso, o consumo de etanol sem
crescimento diduxico em K. lactis foi estipulado como uma razdo para desbalango
redox e menor crescimento, o que justificaria menor densidade celular final
observada no crescimento em manose, onde houve maior consumo de etanol,

quando comparado aos demais crescimentos (SALIOLA et al., 2007).

Dessa forma, o acumulo de etanol em todos os crescimentos em
biorreatores e a manose n&o consumida em sua totalidade, indicam um déficit no
metabolismo respiratério durante o cultivo e explicaria a menor velocidade
especifica de crescimento em relacdo as observadas em frasco. O padrao
respirofermentativo aqui observado ja foi visto também em cultivo continuo em
diluicdes proximas a velocidade de crescimento aferidas aqui, quando o oxigénio
foi limitante (KIERS et al., 1998). As producdes de etanol verificadas aqui
ocorreram no inicio da fase exponencial de crescimento e concomitante, o
aumento da aeragdo manualmente para 60% durante esse periodo de
crescimento resultou em producao nula de etanol (DIAS et al., 2018). Assim, um
fator importante para ser verificado no crescimento de K. lactis, sdo os elementos
que permitam o metabolismo respiratorio eficiente. Entre esses, estdo os sais e
vitaminas que devem ser adicionados ao meio de cultivo durante o crescimento
microbiano, de forma que n&o haja limitagbes no metabolismo respiratorio do
microrganismo e desvio de carbono para etanol (VERDUYN et al.,, 1992).
Também, a deficiéncia de fosforo no meio é relacionada a maior producédo de
etanol pela espécie e a suplementagcdo do meio com acido nicotinico € associada
ao melhor desempenho do metabolismo respiratorio e, consequentemente, a
auséncia de etanol (INCHAURRONDO; YANTORNO; VOGET, 1994; KIERS et
al., 1998).

Tanto o conteudo de fésforo quanto o acido nicotinico estdo relacionado

com a sintese de NADPH, que é abundante em K. /actis devido a alta expressao
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da PPP. Essa via € um dos principais caminhos na oxidacdo de hexoses nessa
espécie e, diferente de S. cerevisiae, ainda consegue crescer quando a via
glicolitica é bloqueada (GONZALEZ SISO; FREIRE PICOS; CERDAN, 1996).
Também, quando o gene KIZWF1, responsavel pela primeira etapa da PPP, é
deletado, a espécie tem o crescimento afetado, diferente de S. cerevisiae
(SALIOLA et al., 2007). Tal fato € importante para ser considerado na produg¢ao
microbiolégica de GDP-fucose e 2'FL, visto que é descrito na literatura a
importancia de altas concentragdes intracelulares de NADPH para a sintese dos
mesmos (LEE et al., 2012). A possibilidade de aumentar a producédo de 2'FL a
partir de modificagdes visando suprir demandas de NADPH, também ja foi
descrita em cepa de bactéria com a introdu¢do de genes como o zwf, analogo ao
KIZWF1 (HUANG et al., 2017).

Também na producgao de 2'FL, o transporte de lactose ao meio intracelular
€ uma etapa fundamental do processo. O gene LAC12 de Kluyveromyces lactis,
que codifica o transportador de lactose da espécie, foi inserido em todas as
leveduras ja construidas para a sintese de 2'FL (HOLLANDS et al., 2019; LIU et
al., 2018; YU et al., 2018). O sistema de indugado por lactose, entretanto, ainda
nao foi explorado na sintese dessa molécula em leveduras. Tal construgdo
permite acoplar a introdu¢cdo de lactose ao meio com a producdo de uma
fucosiltransferase e por conseguinte a sintese de 2'FL quando presente a GDP-
fucose. Essa estratégia resulta em altas produtividades em bactérias com o
operon lac deletado (CHIN et al., 2015, 2016, 2017), porém exige que a fonte de
carbono para crescimento seja completamente depletada antes da indugéo visto
que o sistema de inducdo por lactose normalmente é reprimido por glicose
(INADA; KIMATA; AIBA, 1996). Em contrapartida, foi observado que a cepa
GG799 de K. lactis obtém expressao génica eficiente sob a acdo do promotor
pLAC4, induzivel por lactose, sem repressao por glicose (SCHAFFRATH,;
BREUNIG, 2000; SPOHNER et al., 2016).

Dessa forma, o gene da fucosiltransferase WcfB foi inserido sob agc&o do
promotor pLAC4 neste estudo, o que permite a indugao da expressao do mesmo

antes da deplecdo completa dos acgucares do meio. Essa fucosiltransferase é
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proveniente de B. fragilis e sua utilizagdo quando comparada a FucT2 em bactéria
contendo a via de sintese de novo de 2'FL, resultou numa maior produtividade da
molécula (CHIN et al.,, 2017). Sua atividade s6 é verificada in vivo, o que
impossibilita sua agdo quando secretada e de um processo enzimatico com a
mesma purificada (ALBERMANN; PIEPERSBERG; WEHMEIER, 2001; CHIN et
al., 2017). Por outro lado, a fucosiltransferase FucT2 — a enzima mais bem
caracterizada e amplamente utilizada para esse processo — € responsavel pela
maior produtividade volumétrica de 2'FL descrita, porém utilizando a via salvage
(BAUMGARTNER et al., 2013). A utilizagdo dessa enzima também resultou na
producdo de difucosil-lactose em bactérias e leveduras, diminuindo a
concentracgéao final de 2'FL (CHIN et al., 2017; YU et al., 2018). Além disso, essa
enzima possui baixa solubilidade intracelular e os melhores resultados utilizando a
mesma adicionam alguma sequéncia adicional "tag" para aumentar sua
solubilidade e consequentemente sua eficiéncia catalitica (CHIN et al., 2015;
HOLLANDS et al., 2019).

Os demais genes manipulados neste estudo, gmd e fcl, codificam para via
de sintese de novo de GDP-fucose. Mesmo resultando em menor producio
volumétrica de 2'FL em bactérias, tal via apresenta vantagem econdémica sob a
via salvage, ja que ndo ha necessidade de adicdo de fucose ao meio e esse € um
composto oneroso para o processo (HUANG et al.,, 2017). Além disso, uma
produtividade volumétrica competitiva ao processo em bactéria ja foi obtida a
partir da insergdo da via de sintese de novo de 2'FL em levedura (HOLLANDS et
al., 2019).

Assim, os plasmideos construidos neste estudo para insergcdo na cepa
GG799 de K. lactis possuem dois cassetes de expressédo desses genes contendo
promotores de expressao constitutiva de S. cerevisiae. Tais promotores como
pGAP1, pTEF1, pGPD1 e pPGK1 ja foram previamente inseridos em K. lactis e
os mesmos foram capazes de atingir altos niveis de transcricdo (ROSA et al.,
2013; SAKHTAH et al.,, 2019). Os cassetes possuem também uma regido
terminadora CYCA1, visto que na literatura é descrito a necessidade de um

eficiente sinal de término da transcri¢cao para evitar a colisao transcricional de dois
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genes localizados em regides proximas (PRESCOTT; PROUDFOOT, 2002).
Observando também que os dois cassetes possuem a mesma regido terminadora
de 248 pb, esses foram colocados de forma intercalada a marca de selecéo
amdS, de forma que caso haja a recombinacdo homdloga entre essas duas

regioes, a levedura remova também a marca de selegao.

A transformacédo de K. lactis pode ser realizada por choque térmico ou por
eletroporagdo a partir de protocolos ja descritos e modificados para maior
eficiéncia (WOLF, KLAUS; BREUNIG, KARIN; BARTH, 2003). Especificamente
para cepa GG799 de K. lactis, o choque térmico é recomendado para
transformacado, pois as células ja sdo disponibilizadas termocompetentes pelo
fabricante do kit. Quando comparada a eficiéncia de transformacdo nessas
células, utilizando protocolos de choque térmico e de eletroporacao, os primeiros
resultaram numa maior eficiéncia e assim em maior numero de clones
transformados (VIEIRA GOMES, 2016). Além disso, também é descrito para essa
cepa maior numero de transformantes com multiplas copias integradas quando
utilizado a marca de selecdo amdS ao invés do antibidtico G418, amplamente
utilizado para selecdo nessa espécie (READ et al.,, 2007). Entretanto, tais
protocolos para a cepa GG799 levam em consideragdo apenas a integragao
direcionada por homologia no promotor LAC4, contendo os bragos de homologia

num DNA linear.

O DNA utilizado para o protocolo de transformagao neste estudo foi,
alternativamente, o plasmideo tratado ineficientemente pela enzima de restricdo
Sacll ou o plasmideo montado intacto. Apesar de ser possivel verificar clones
transformantes e selecionados em acetamida utilizando o plasmideo intacto para
transformacdo, ndo foi possivel confirmar a presenga dos genes inseridos. A
transformacdo com plasmideo intacto circular ja foi descrita em Hansenula
polymorpha, que possui preferéncia por reparo ndo homodlogo NHEJ, com
eficiéncia menor que fragmentos lineares (FABER et al., 1994; KIM et al., 2003).
Entretanto, neste estudo n&o foi possivel confirmar a integracdo em K. /actis

utilizando essa técnica.
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A transformacdo com o plasmideo cortado com Sacll em tampao
inadequado para a enzima acarretou em maior numero de clones, onde foi
possivel verificar a presenca de dois genes. Porém, nao foi possivel confirmar a
insercdo de alguns elementos da construgdo inserida como o gene da
fucosiltransferas WcfB e o cassete de gmd. Isso pode ser explicado pela
preferéncia por reparo NHEJ em K. lactis e consequentemente, menor eficiéncia
de integracéo direcionada (KOOISTRA; HOOYKAAS; STEENSMA, 2004; STARK;
MILNER, 1989; ZEEMAN; STEENSMA, 2003). O reparo NHEJ é essencial para o
reparo de quebras cromossomais e resulta em integracbes randémicas
(TSAKRAKLIDES et al.,, 2015). Assim, €& possivel que os transformantes
selecionados em acetamida possuam insercdo de fragmentos menores da
restricdo parcial contendo a marca de selegdo amdS. A integracdo nao
direcionada de fragmentos de p2WF contendo a marca de sele¢cdo amdS implica
também na possibilidade da marca de selegdo estar integrada com genes

préximos a mesma no plasmideo construido, como o gmd e o fcl.

A integragdo direcionada por reparo usando homologia apresenta
dificuldades em K. lactis quando comparada a S. cerevisiae, visto que na ultima, a
recombinacédo ocorre com apenas 40 pb de homologia em cada ponta enquanto
na primeira pelo menos 400 pb de homologia s&do necessarios (KOOISTRA,;
HOOYKAAS; STEENSMA, 2004; WOLF, KLAUS; BREUNIG, KARIN; BARTH,
2003). No processo de reparo por K. lactis, existe competicdo entre rad52p,
envolvida no reparo por homologia, e o heterodimero ku, envolvido no reparo
NHEJ (HABER, 1999). O aumento na eficiéncia da integragdo por homologia ja foi
descrito a partir da delecdo do gene KIKu80 e possibilitou integracao direcionada
utilizando entre 50 e 100 pb de homologia (KOOISTRA; HOOYKAAS;
STEENSMA, 2004). Entretanto, cepas deletadas para esse mecanismo de reparo
sdo propensas a instabilidade gendémica (TSAKRAKLIDES et al., 2015). Uma
alternativa ja proposta € o tratamento com hidroxiuréia pré-transformacao, que
permite a sincronizacido do ciclo celular, onde foi possivel aumentar a eficiéncia
de integracao direcionada em K. lactis (TSAKRAKLIDES et al., 2015). Outra forma
também descrita para aumentar a eficiéncia de recombinagao direcionada em K.

lactis é a utilizagdo do plasmideo Ti (do inglés, "Tumor-Inducing") de
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Agrobacterium tumefaciens, onde a utilizagdo do mesmo resultou em eficiéncia 10
vezes superior a integracdo de um vetor introduzido por eletroporagao
(BUNDOCK et al., 1999).

Apods crescimento em lactose, nao foi possivel verificar a detecgcao de 2'FL
em HPLC devido a falta de um padrdo da molécula e a mesma configuragao de
perfis cromatograficos entre as amostras de sobrenadante do cultivo de células
selvagens e transformadas. Em estudos prévios de leveduras modificadas para
producao de 2'FL, foi verificado que a maior parte da 2'FL produzida nao é
secretada ao meio e fica mantida intracelular (HOLLANDS et al., 2019). Assim,
também é possivel que a baixa produgao no sobrenadante quando diluida para
corrida de HPLC n&o tenha possibilitado a visualizagcdo clara de uma area de
detccao diferente entre as amostras controle e transformada. Os lisados celulares
para detecgado de compostos intracelulares nesses mesmos estudos foram todos
feitos de forma mecanica com utilizacdo de beads ou de choque térmico. Porém,
a partir do protocolo utilizado neste estudo, ndo foi possivel verificar perfil de
detccdo em HPLC quando comparado a agua, revelando que o método nao foi

eficaz para detecgdo de compostos intracelulares (Dado n&do mostrado).

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, foi possivel crescer diferentes espécies de leveduras
utilizando somente manose como fonte de carbono e também utilizando o
hidrolisado de uma biomassa vegetal onde a manose € predominante. A levedura
Kluyveromyces lactis n&o apresentou fase lag extendida no crescimento em HSA
ou diferencga estatistica entre a velocidade de crescimento em glicose e manose,
0 que evidencia a possibilidade de estabelecer bioprocessos baseados no

consumo de manose.

Entretanto, para a obtencdo do mesmo, é necessario estabelecer o
crescimento microbiano em batelada utilizando manose como fonte de
crescimento. Dessa forma, os crescimentos em biorreator realizados neste estudo

deverao ser reexecutados a fim de descrever os principais co-produtos na
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utilizacdo de manose para crescimento e as principais diferengas no consumo
desse acucar, como possiveis diferencas no conteudo intracelular de GDP-
manose entre células crescidas em glicose e manose. Tais dados permitirdo o
desenho de novas estratégias na engenharia de microrganismos para utilizagéo
da manose. Além disso, a metodologia para crescimento e o meio de cultivo
devem ser reformulados para suprir demandas metabdlicas da espécie, sendo
proposto a suplementacdo com acido nicotinico em experimentos em maior
escala (DIAS et al., 2018; KIERS et al., 1998).

O plasmideo p2WF, contendo os genes que compdem a via sintética
proposta para introdugdo em K. lactis, foi confirmado a partir de restricbes
enzimaticas porém, o promotor GPD obtido a partir do plasmideo p424GPD
apresenta divergéncias com a sequéncia presente no NCBI, onde ndo é
observado o corte por Xhol. Ademais, a integragdo desse plasmideo no genoma
da cepa GG799 de K. lactis ndo pode ser confirmada, ja que nao foi possivel
verificar a amplificagdo por PCR do gene WcfB e do cassete de expressao de

gmd a partir do genoma de cepas transformadas.

Para possibilitar a maior quantidade do plasmideo p2WF linearizado por
Sacll sem os demais fragmentos de restrigao parcial, o sitio de Sacll presente no
gene gmd pode ser deletado com a técnica de PCR de sobreposigédo (em inglés,
"Overlap PCR"). Apds o sitio ser deletado, o cassete devera ser re-inserido no
plasmideo p2WF no lugar da construgéo antiga. Dessa forma, sera possivel fazer
novas transformagbes com maior quantidade de DNA alvo para integracdo e
aumentar o direcionamento para recombinagcdo homdloga, possivelmente sem
interferéncia pelo mecanismo de reparo NHEJ. Entretanto, outras técnicas podem
ser empregadas para novas tentativas de integragao do plasmideo p2WF, como a
o tratamento com hidroxiuréia pré-transformacéo (TSAKRAKLIDES et al., 2015) e
a utilizacdo do plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens para direcionar a
sequéncia alvo (BUNDOCK et al., 1999).

Também, para deteccdo de 2'FL em HPLC, € necessario a investigagao de

adaptacdes no protocolo utilizado para avaliar conteudo intracelular ou a
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utilizacdo de uma nova metodologia que permita investigar a presenga de
conteudos intracelulares como a espectrometria de massa associada a
cromatografia liquida (LC/MS). Uma futura modificacdo que pode ser adicionada
ao processo, € a introducdo do transportador CDT2 de Neurospora crassa, que
previamente possibilitou a maior quantidade de 2'FL no conteudo extracelular
(HOLLANDS et al., 2019).

A amplificagdo dos genes gmd e fcl por PCR utilizando o DNA de colénias
transformantes, pode significar na construgdo de uma cepa produtora de apenas
GDP-fucose ao invés de 2'FL. Apds estabelecido o processo de deteccido de
compostos extracelulares, as mesmas amostras podem ser analisadas por HPLC
para deteccdo de GDP-fucose com a utilizacdo de uma coluna C18 eluida com
acetonitrila, conforme protocolos utilizados na deteccdo dessa molécula
(BAUMGARTNER et al., 2013; HUANG et al., 2017).

Apods a construgdo p2WF deste estudo ser integrada no genoma de K.
lactis, demais modificagdes podem ser introduzidas a cepa K2W para otimizar a
producédo de 2'FL. A delegdo do operon lac em bactérias resultou em maiores
produtividades dessa molécula e assim, a delegdo do gene LAC4, que expressa a
enzima [-galactosidase e permite o consumo de lactose em K. lactis, € uma
possivel modificagdo a ser introduzida no sistemas descrito aqui. Outra possivel
modificagdo € a superexpressao de genes enddgenos responsaveis na sintese de
GDP-manose, ja resultou em maior produgcdo de proteina recombinante
previamente (UCCELLETTI et al., 2005). Ao fim da construcédo final, também sera
necessario avaliar se a galactose € capaz de modular a expressao do sistema
induzivel por lactose da construgdo integrada (RODICIO; HEINISCH, 2013;
ZACHARIAE; KUGER; BREUNIG, 1993).

Finalmente, a construgdo da cepa K2W de Kluyveromyces lactis é um
passo importante para valorizagdo de um residuo vegetal na produgao nacional e,
consequentemente, para bioeconomia nacional. A implementacdo da rota
tecnoldégica proposta aqui permitira maiores elucidagbes sobre a produgao de

oligossacarideos por microrganismos e sobre a produgéo de 2'FL por leveduras.
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