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RESUMO 

 

Sarmiento JCR. Avaliação da expressão de genes da via de Weimberg sobre o 

catabolismo de xilose na linhagem produtora de PHAMCL Pseudomonas sp. 

LFM046. [dissertação (Mestrado em Microbiologia]. São Paulo: Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016 

 

Pseudomonas sp. LFM046 produz polímeros biodegradáveis da família dos 

polihidroxialcanoatos (PHA), com composição monomérica variada e com teor 

controlável, o que permite grande variedade de aplicações. A produção de PHA a 

partir de xilose, presente na hemicelulose, tem sido proposta como forma de reduzir 

custos de produção. No entanto, esta linhagem é incapaz de utilizar xilose 

eficientemente como fonte de carbono. Neste trabalho, após submeter LFM046 a 

subcultivos sucessivos frente a xilose como única fonte de carbono, foi selecionado 

o clone LFM1525, que demonstrou maior concentração de crescimento em 

comparação à linhagem parental, após 10 dias de incubação em meio mineral sólido 

com xilose como única fonte de carbono (MMX). Outra estratégia adotada foi a 

avaliação do operon xylXABCD, codificador da via de Weimberg, responsável pelo 

catabolismo de xilose em Caulobacter crescentus, na linhagem LFM046, mediante 

sua expressão heteróloga. Para isto, primeiro foi avaliada a proposta in silico pela 

Análise de Balanço de Fluxos (FBA), utilizando uma rede metabólica elaborada 

para representar a linhagem LFM046 contendo o operon, e simulando situações de 

produção de PHA associada e não associada ao crescimento. Estas simulações 

geraram distribuições de fluxos coerentes com dados relatados na literatura, 

indicando que, em nível estequiométrico e de balanço de massas, a proposta é 

factível, viabilizando-se a construção das linhagens recombinantes. A partir do 

plasmídeo de expressão p3cR foram construídos os vetores p3cR-X1 – contendo o 

operon xylXABCD – e p3cR-X2 – contendo o operon junto com o simporter de 

Burkholderia sacchari, xylE. Os recombinantes obtidos por eletrotransformação 

foram testados ao longo de 15 dias em diferentes meios de cultura contendo xilose. 

A avaliação da transcrição por RT-PCR das construções confirmou a 

funcionalidade do promotor tac, contudo o novo sequenciamento indicou a presença 

de substituições nucleotídicas no vetor p3cR-X2. Baseados nestes resultados, 

sugere-se que eventos pós-transcricionais tenham afetado o catabolismo de xilose. 

No entanto, foi evidente a melhora quanto ao consumo de xilose e produção de 

biomassa nos recombinantes contendo o vetor p3cR-X1. Finalmente, a partir de 

uma cultura de LFM046, submetida a congelamento e descongelamentos a -80 oC, 

foi detectado um único clone capaz de crescer em xilose. Em 2015 foi descrita P. 

taiwanensis, naturalmente capaz de utilizar a xilose pela via de Weimberg, que 

possui um operon composto por três genes, menor em comparação ao de 

Caulobacter, mas apresentando alta identidade com três proteínas deste. A busca 

no genoma de LFM046 por genes codificadores de proteínas homólogas a XylX, 

XylA e XylD, identificou duas proteínas com 58 e 74% de identidades com XylA, e 

uma proteína com 38% de identidade com XylD. Estes resultados podem subsidiar 

o entendimento dos resultados obtidos neste trabalho, bem como a proposição de 

novas estratégias para o melhoramento do uso de xilose por LFM 046. 



 

 

Palavras-chave: Catabolismo de xilose. Engenharia metabólica. Via de 

Weimberg. Pseudomonas sp. LFM046. Análise de Balanço de Fluxos. 



 

ABSTRACT 

 

Sarmiento JCR. Evaluation of gene expression of the Weinberg pathway on the 

xylose catabolism in the de PHAMCL-producing strain Pseudomonas sp. LFM046. 

[Master thesis (Microbiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo; 2016 

 

Pseudomonas sp. LFM046 produces biodegradable polymers of the family of 

polyhydroxyalkanoates (PHA), with varying monomer composition and 

controllable content, which confers wide variety of applications. The production of 

PHA from xylose, present in hemicellulose, has been proposed to reduce production 

costs. However, this strain is unable to utilize xylose efficiently as a sole carbon 

source. In this work, after subjecting LFM046 to successive subcultures in a 

mixture of glucose and xylose, the clone LFM1525 was selected, which showed 

higher growth compared to the parental strain after 10 days of incubation in solid 

mineral medium with xylose as sole carbon source (MMX) Another strategy 

adopted was the evaluation of xylXABCD operon, coder of the Weimberg pathway, 

responsible for xylose catabolism in Caulobacter crescentus, in the LFM046 strain, 

through its heterologous expression. For this, first the in silico proposal was 

evaluated by Flux Balance Analysis (FBA), using a metabolic network elaborated 

to represent the LFM046 strain containing the operon, and simulating situations 

of growth associated PHA production and non-growth-associated production. 

These simulations generated consistent flux distributions in comparison with 

reported data, indicating that, at stoichiometric and mass balance levels, the 

proposal is feasible, enabling the construction of the recombinant strains. From 

the expression plasmid (p3cR), the p3cR-X1 vector – containing the operon 

xylXABCD - and the p3cR-X2 vector – containing the operon with the symporter of 

Burkholderia sacchari, xylE – were constructed. The recombinants obtained by 

electrotransformation were tested over 15 days in different culture media 

containing xylose. The evaluation of transcription by RT-PCR confirmed the 

functionality of the tac promoter, however a new sequencing of construction p3cR-

X2 indicated the presence of nucleotide substitutions. Based on these results, was 

suggested that post-transcriptional events have affected xylose catabolism. 

However, the improvement in xylose consumption and biomass production in 

recombinants containing the p3cR-X1 vector was evident. Finally, from a culture 

of LFM046, subjected to freezing and thawing at -80 °C, a single clone capable of 

growing in xylose was detected. In 2015, P. taiwanensis was described as naturally 

capable of using xylose by the Weimberg pathway, which has an operon composed 

of three proteins, reduced in comparison to operon present in Caulobacter, but 

presenting high identity with three gens of it. Searching in LFM046 genome for 

XylX, XylA and XylD homologous proteins, two proteins with 58 and 74% identity 

with XylA, and a protein with 38% identity with XylD was identified. These results 

can support the understanding of the results obtained in this work, as well as the 

proposal of new strategies for the improvement of the use of xylose by LFM 046. 

 

 



 

Keywords: Xylose catabolism. Metabolic engineering. Weinberg pathway. 

Pseudomonas sp. LFM046. Flux Balance Analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os Polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres naturais produzidos por 

algumas espécies bacterianas a partir de matérias-primas renováveis e 

acumulados sob a forma de grânulos intracelulares, sendo utilizados por estas 

como reserva de carbono, energia ou equivalentes redutores por diversas bactérias 

(Anderson, Dawes 1990). PHA são sintetizados majoritariamente, mas não 

obrigatoriamente em condições de excesso de fonte de carbono e limitação de 

nutrientes essenciais, como por exemplo, nitrogênio, fósforo, ferro, magnésio, 

potássio ou oxigênio, etc. Estes grânulos podem representar até 80% em peso da 

biomassa bacteriana e sendo utilizados por estas quando há escassez de carbono 

e/ou energia para o seu crescimento celular (Prados, Maicas 2016). 

 

Os PHA, são polímeros biodegradáveis, biocompatíveis e não tóxicos (Valappil 

et al., 2006) que apresentam diferentes propriedades físicas: termoplásticas (como 

por exemplo os PHA de cadeia curta - PHASCL), elastoméricas (como por exemplo 

os PHA de cadeia média - PHAMCL) ou propriedades intermediárias (PHASCL - 

PHAMCL), dependendo do conteúdo e tipo de monômeros na cadeia principal do 

polímero, características que os colocam como candidatos a substituir os plásticos 

de origem petroquímica  (Lu et al., 2004).  

 

Uma das grandes dificuldades na produção de PHA é o valor da fonte de 

carbono utilizada durante a sua produção. PHA são produzidos normalmente a 

partir de açúcares, principalmente glicose, que são substratos de alto valor 

agregado, impactando no preço final do biopolímero e consequentemente 

inviabilizando este bioprocesso, tornando-o não competitivo quando comparado ao 

sistema de produção de baixo custo de polímeros, que usam tradicionalmente 

derivados de petróleo como precursores no processo (Lopes et al., 2009b; Rodríguez-

Contreras et al., 2015). A fim de resolver este problema, fontes de carbono 

alternativas vêm sendo utilizadas, como por exemplo o bagaço de cana, que é um 

resíduo agroindustrial derivado da produção do etanol, que em média 25% de sua 

massa seca é hemicelulose. Por safra podem-se obter valores na ordem de 107 
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toneladas de xilose após hidrólise do bagaço (Hahn-Hägerdal et al., 2007; Kondo et 

al., 2013; Laluce et al., 2012). Baseado em isto, uma análise econômica realizada 

no contexto de uma bioRefinaria, revelou que seria viável e sustentável a 

integração de dois processos: 1) a produção de PHA a partir da xilose presente no 

bagaço de cana e 2) a produção de etanol por leveduras sendo utilizada a glicose 

como fonte de carbono, reduzindo os custos com a matéria prima na produção 

destes bioprodutos (Raicher 2011; Silva et al., 2014). 

 

Deste modo, xilose como matéria-prima apresenta-se como uma alternativa 

promissora para a geração de diversos bioprodutos, sendo estudada no  Laboratório 

de Bioprodutos para produção de PHA (PHASCL e PHAMCL) por diferentes linhagens 

bacterianas com o intuito de ampliar o nosso conhecimento acerca das vias 

metabólicas utilizadas por estas linhagens para a produção de biopolímeros (Lopes 

et al., 2014; Lopes et al., 2011; Lopes et al., 2009a; Lopes et al., 2009b). Estudos 

anteriores do grupo, tiveram como resultado o isolamento de linhagens 

bacterianas, em solo de canavial, acumuladoras de PHA, e entre estas, a linhagem 

de Pseudomonas sp. LFM046 apresentou uma alta eficiência na conversão de 

carboidratos a PHAMCL, alcançando de 60-70% da biomassa desta (Gomez et al., 

1996). Uma vez que esta linhagem não é capaz de utilizar a xilose como fonte de 

carbono para a produção de PHA, ferramentas de engenharia metabólica tem sido 

utilizadas com o objetivo de reverter esta característica nesta linhagem.  

 

Estudos deste tipo já foram realizados anteriormente para capacitar ou 

mesmo melhorar a utilização da xilose em alguns microrganismos, como por 

exemplo, em leveduras e algumas linhagens bacterianas tais como, Escherichia 

coli, Clostridium sp. e Propionibacterium sp. (Cherix 2015; Lee et al., 2016; Peng 

et al., 2015; Wei et al., 2016). O potencial de inserir ou modificar vias da degradação 

de xilose (clonando ou inativando genes) em algumas bactérias tem sido avaliado 

(Cherix 2015). Análises dos genomas de algumas espécies capazes de utilizar xilose 

indicaram a presença da via da xilose isomerase em Burkholderia sacchari e E. coli 

(David, Wiesmeyer 1970) e da via de Weimberg em Herbaspirillum seropedicae e 
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Caulobacter crescentus, sendo esta última amplamente descrita na literatura 

(Stephens et al., 2007b; Stephens et al., 2007a). 

 

 Meijnen e colaboradores (2009) obtiveram bons resultados ao clonar genes da 

via de Weimberg em Pseudomonas tolerante a solventes para capacitá-la a 

consumir xilose como única fonte de carbono. Este trabalho serviu como referência 

para o desenvolvimento deste estudo visando tornar Pseudomonas sp. LFM046 

uma linhagem produtora de PHAMCL a partir de xilose.  

 

Com o intuito de economizar tempo e dinheiro com reagentes, avaliar ou 

mesmo prever se a inserção ou a deleção de genes, bem como outras modificações 

genéticas, serão viáveis à célula bacteriana, simulações in silico podem ser 

previamente realizadas. As simulações são realizadas a partir da utilização de 

modelos metabólicos “core” ou em escala genômica para a linhagem em estudo, 

construídos a partir de um conjunto de equações estequiométricas, definidas pela 

caracterização de proteínas inferidas a partir de dados da anotação gênica de seu 

genoma. Isto é conhecido como biologia de sistemas, uma área focada na construção 

de modelos in silico baseados nos metabolismos, representados pelas reações 

químicas dos sistemas biológicos, utilizando também a informação proveniente do 

genoma, validados com dados experimentais (Becker et al., 2007). Assim, testes in 

vitro podem ser realizados baseados em previsões efetuadas pelo modelo, dando 

indícios do possível comportamento do sistema biológico para assim antecipar 

diferentes situações ou até diminuir o número de testes experimentais a serem 

realizados. 

 

Dado então: (1) o potencial de Pseudomonas sp. LFM046 na produção de 

PHAMCL; (2) a disponibilidade de xilose oriunda de bagaço de cana; e (3) trabalhos 

anteriores provando que a via de Weimberg sustenta o metabolismo de outras 

Pseudomonas, o presente trabalho teve como objetivo clonar e avaliar o 

funcionamento de genes envolvidos na via de catabolismo de xilose, mais 

especificamente, genes da via de Weimberg, de Caulobacter crescentus, na 

linhagem de Pseudomonas sp. LFM046.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

Os poliésteres são polímeros naturais ou sintéticos com grupos éster 

funcionais na cadeia principal. A maior parte dos poliésteres naturais é sintetizada 

por diferentes espécies de plantas e bactérias (Mokhtarzadeh et al., 2016). Um 

grupo de polímeros de origem bacteriana, conhecidos como PHA são acumulados 

em grânulos intracelulares de reserva de energia por numerosas espécies (Figura 

1), mais expressivamente quando nutrientes essenciais para o crescimento, tais 

como nitrogênio, enxofre ou fosfatos, encontram-se em concentração limitada e 

existe um excesso de fonte de carbono disponível (Prados, Maicas 2016).  

 

Figura 1 - Célula bacteriana contendo grânulos de PHA 

Fonte: Adaptada de Rita C. Paro Alli – IPT. 

 

2.1 Polihidroxialcanoatos (PHA) 

 

Os PHA são biopoliésteres alifáticos que consistem geralmente de 3-, 4-, 5- e 

6-ácidos hidroxicarboxílicos (Figura 2) (Mokhtarzadeh et al., 2016), e podem ser 

produzidos a partir de diversos substratos e matérias primas renováveis, como o 

açúcar de cana, materiais amiláceos e óleos vegetais (Anderson, Dawes 1990; 

Vanzin 2008).  
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Figura 2 - Fórmula química geral dos PHA 

R: cadeia alquílica de 1-11 átomos de carbono. Fonte: adaptada de (Rehm 2010). 

 

Desde a descoberta da primeira espécie bacteriana capaz de produzir 

biopolímero, Bacillus megaterium, são descritos na literatura mais de 300 

linhagens diferentes produtoras de PHA e mais de 150 monômeros diferentes (tais 

como hidroxibutirato e hidroxivalerato) (Huang et al., 2016). Segundo Steinbuchel 

e Valentin (1995) os PHA são divididos em dois grandes grupos: PHA contendo 

monômeros de cadeia curta (PHASCL – monômeros C3 a C5 na cadeia principal) e 

PHA contendo monômeros de cadeia média (PHAMCL – monômeros C6 a C14 na 

cadeia principal). 

 

Dependendo da extensão da cadeia e do tipo de monômeros na cadeia 

principal do polímero, estes podem apresentar diferentes propriedades físicas: 

PHASCL possuem propriedades termoplásticas, enquanto PHAMCL apresentam 

propriedades elastoméricas. PHA constituídos por ambos tipos de monômeros 

(PHASCL e PHAMCL) têm chamado muita atenção devido às propriedades 

intermediárias em comparação com aqueles contendo apenas um dos tipos de 

monômero (Lu et al., 2004). No entanto, devido à especificidade das enzimas 

envolvidas no acúmulo de PHA, este tipo de polímero é mais difícil de ser 

naturalmente acumulado em grandes quantidades (Mendonça et al., 2014; 

Mendonça 2010), além de ser sintetizado por um número menor de bactérias, 

dificultando a sua produção em escala industrial. 

 

Outras características físicas a serem destacadas é que os PHA apresentam 

uma cristalinidade que varia entre 30% e 70%, temperatura de fusão de 50 °C a 

180 °C, são insolúveis em água e atóxicos. Todas estas características fazem os 

“bioplásticos” (PHA) comercialmente relevantes e bastante atrativos, sendo vistos 
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como uma alternativa renovável e biodegradável para substituir plásticos 

derivados de petróleo (Rehm 2010; Valappil et al., 2006). Materiais produzidos com 

bioplásticos possuem uma grande aplicabilidade e podem ser usados na indústria 

de embalagens, na área médica, farmacêutica, na agricultura, indústria alimentar, 

como matéria-prima para produtos químicos, bem como na produção de tintas 

(Valappil et al., 2006). 

 

2.2 Fontes renováveis para produção de PHA 
 

Uma das grandes dificuldades na produção de PHA é o impacto do valor da 

fonte de carbono, empregada como substrato, no preço final do produto. 

Geralmente a produção se dá a partir de açúcares de alto custo, principalmente 

glicose, resultando na baixa competitividade desses bioprocessos frente aos 

sistemas de produção de baixo custo de polímeros, que usam tradicionalmente 

derivados de petróleo como precursores no processo (Lopes et al., 2009b; Rodríguez-

Contreras et al., 2015). Não obstante, resíduos agrícolas como os materiais 

lignocelulósicos surgem como alternativa promissora para diminuir o custo de 

produção destes bioplásticos (Zhang et al., 2015).  

 

No Brasil, segundo a União da Indústria de Cana de Açúcar, cerca de 666,824 

milhões de toneladas de palha e bagaço de cana-de-açúcar foram geradas por safra 

na temporada 2015/16 (UNICA, 2016), estando todo este montante disponível para 

ser utilizado como matéria-prima para produção de PHA (Huang et al., 2016; Silva 

et al., 2014). Considera-se que em média 25% (massa seca) do bagaço de cana é 

hemicelulose (Canilha et al., 2012) que é composta por 70-80% de xilose (Brienzo 

et al., 2010; Pessoa Jr. et al., 1997), sendo que pelo menos 50% desta xilose pode 

ser recuperada após hidrólise do bagaço da cana, o que resulta em valores próximos 

da ordem de 107 toneladas de xilose disponíveis por safra.  

 

Raicher (2011) realizou uma análise de viabilidade econômica da produção de 

PHA a partir de xilose, integrando processos de produção de etanol de primeira e 

segunda geração no contexto de uma biorefinaria (Raicher 2011). Se a xilose fosse 
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utilizada para a produção de biopolímero, a glicose poderia ser empregada de forma 

convencional: na fermentação de etanol por linhagens selvagens de levedura, 

podendo-se assim constituir um sistema no qual tanto a produção do etanol de 

segunda geração como a produção de PHA seja sustentável e complementar, 

reduzindo a competição destes produtos pelo uso da mesma fonte de carbono (Silva 

et al., 2014).  

 

A xilose é o segundo açúcar mais abundante na natureza (Beall et al. 1991; 

Lopes et al., 2009b) (Figura 3), pode ser recuperada mais facilmente e em melhores 

rendimentos a partir da hemicelulose por hidrólise ácida, além de custar metade 

do preço do que a mesma quantidade de glicose (Huang et al., 2016; Koller et al., 

2010; Sun, Cheng 2002). Contudo, apesar de alguns microrganismos nativos serem 

capazes de utilizar essa pentose, a maior parte dos organismos não podem 

consumir xilose como fonte única de carbono (Zhang et al., 2015). 

 

Figura 3 - Estrutura química da xilose 

 

2.3 Catabolismo da xilose  

 

O catabolismo eficiente da xilose por microrganismos pode ser um elemento 

chave em processos biotecnológicos a partir de biomassa lignocelulósica. A 

conversão desse carboidrato a substâncias químicas secundárias valiosas, tais 

como bioetanol e plásticos biodegradáveis, é de interesse comercial uma vez que 

podem reduzir perdas associadas a bioprocessamento da lignocelulose (Sekar et al., 

2016). Atualmente são descritas na literatura quatro vias metabólicas para 

utilização microbiana de xilose (Figura 4).  
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Figura 4 - Vias do catabolismo de xilose. Via de Dahms em azul; Via de Weimberg 

em verde; Via da xilose isomerase em laranja; e Via da xilose redutase em roxo 

 

Como se observa na Figura 4, a xilose pode ser degradada através da via de 

Dahms (em azul), onde na última reação da via ocorre a conversão de 2-ceto-3-

desoxi-D-xilonato em piruvato e glicolaldeído (Dahms, Donald 1982). De maneira 

alternativa, este carboidrato pode ser metabolizado através da via de Weimberg 

(em verde), descrita em bactérias e archaeas, que produz o -cetoglutarato, um 

intermediário principal no ciclo dos ácidos tricarboxílicos (Köhler et al., 2015). 

 

Outra via presente em numerosas espécies bacterianas, incluindo Escherichia 

coli, Bacillus sp. e Lactobacillus sp., é a via da xilose isomerase (em laranja), pela 

qual a xilose é degradada pelas enzimas xilose isomerase e xiluloquinase. Por 
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último, encontra-se a via da xilose redutase (em roxo), que é uma via oxi-redutora, 

descrita apenas em fungos (Stephens et al., 2007a). 

 

2.4 Engenharia metabólica em linhagens produtoras de PHA 

 

Pseudomonas sp. vêm sendo frequentemente usadas na produção de 

compostos de interesse na área da saúde e industrial (Choi, Schweizer 2006; van 

Duuren et al., 2013; Graf, Altenbuchner 2014; Lee et al., 2006a; Le Meur et al., 

2012; Molina et al., 2013; Panke et al., 1998; Poblete-Castro et al., 2012). Entre 

estas aplicações a produção e acúmulo de PHAMCL vêm sendo muito descritas 

(Gomez et al., 1996; Le Meur et al., 2012; Poblete-Castro et al., 2013; Silva-Queiroz 

et al., 2009). Entretanto, até os dias de hoje, não se encontra descrita  na literatura 

nenhuma espécie de Pseudomonas que possua a capacidade natural de consumir 

xilose como fonte de carbono para o acúmulo de polímeros (Gomez et al., 1996; 

Temple et al., 1998). Apenas recentemente foram descritos alguns genes envolvidos 

na via de utilização da xilose (via de Weimberg) em Pseudomonas taiwanensis 

VLB120  (Köhler et al., 2015). 

 

A linhagem de Pseudomonas sp. LFM046, isolada de solo de canavial por 

Gomez et al. (1996), atinge altos teores de PHAMCL, alcançando cerca de 60-70% da 

biomassa seca, além de apresentar alta eficiência na conversão de carboidratos 

como glicose e frutose em este bioproduto. Não obstante, não é capaz de usar a 

xilose como fonte de carbono. Porém, uma abordagem biotecnológica conhecida 

como engenharia metabólica somada às análises de genomas, foi utilizada para 

melhorar o consumo de xilose em leveduras (Peng et al., 2015; Qi et al., 2015; Zhang 

et al., 2016), bactérias (Dunn, Rao 2015; Mohagheghi et al., 2015; Waltman et al., 

2014), e capacitar microrganismos que naturalmente não possuíam a maquinaria 

metabólica para utilizar esta pentose (Ledesma-Amaro et al., 2016; Lee et al., 2016; 

Meijnen et al., 2009; van Rensburg et al., 2014; Sekar et al., 2016; Wei et al., 2016). 

Por esta razão, mostra-se como estratégia promissora na obtenção de linhagens de 

Pseudomonas LFM046 consumidoras de xilose, e consequentemente, de modo a 
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contribuir para a otimização da produção de bioplásticos a partir de resíduos 

agroindustriais. 

 

A engenharia metabólica, usada desde finais da década de 80, é uma 

abordagem eficiente para o desenvolvimento de linhagens bacterianas melhoradas 

para serem utilizadas em escala industrial para a produção de produtos 

biotecnológicos de grande interesse comercial, como por exemplo os 

biocombustíveis, e de alto valor agregado, como os produtos farmacêuticos e 

químicos finos. Com a utilização de ferramentas de biologia molecular, 

modificações genéticas como a inserção de um gene ou genes codificadores de 

enzimas envolvidas em vias metabólicas inteiras de distintos hospedeiros 

(expressão heteróloga) permitem a construção de linhagens recombinantes capazes 

de produzir diferentes produtos biotecnológicos a partir de matéria prima simples, 

disponíveis no mercado e de baixo custo (Chen, Nielsen 2013; Keasling 2010; Liu 

et al., 2015; Paddon, Keasling 2014; Stephanopoulos 2012).  

 

Desta forma, a engenharia metabólica, envolve as seguintes etapas: 1) análise 

da via envolvida, o produto e as interações com a função celular global; 2) síntese 

ou construção da linhagem recombinante com propriedades melhoradas; 3) análise 

da linhagem recombinante, especialmente no seu desempenho comparado com a 

linhagem selvagem; e 4) desenho do próximo alvo para engenharia genética 

(Nielsen 2001).  

 

A partir desta abordagem, estudos focados em entender a função dos genes e 

os mecanismos envolvidos no crescimento, divisão celular, catabolismo e regulação 

metabólica de Caulobacter crescentus (Laub et al., 2007; Da Rocha et al., 2008; 

Skerker, Laub 2004; Stephens et al., 2007a), permitiram a descrição detalhada da 

via pela qual a xilose é consumida nesta linhagem, relatando o operon e os genes 

que o compõem (xylX, xylA, xylB, xylC, xylD), além das enzimas resultantes (2-ceto-

3-desoxilonato deidratase, semialdeído--cetoglutárico desidrogenase, xilose 

desidrogenase, xilonolactonase, xilonato desidratase) e seus possíveis produtos e 

subprodutos intermediários (Brouns et al., 2006; Hottes et al., 2004; Meisenzahl et 
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al., 1997; Stephens et al., 2007b; Stephens et al., 2007a; Tsai, Alley 2001). O 

trabalho de Meijnen e colaboradores (2009), baseados neste estado da arte, 

demostrou que é possível inserir genes responsáveis pela utilização de xilose de C. 

crescentus em uma linhagem de Pseudomonas. Deste modo, utilizando 

metodologias similares às empregadas por Meijnen (2009, 2008), foi concebida a 

ideia de inserir o operon xylXABCD em Pseudomonas sp. LFM046, esperando-se 

como resultado crescimento e/ou produção de PHA a partir da utilização de xilose 

como única fonte de carbono. 

 

2.5 Análise de Balanço de Fluxos (FBA) 

  

Com o avanço dos sequenciadores de nova geração (NGS) tornou-se possível o 

sequenciamento de genomas inteiros de microrganismos, permitindo a anotação e 

o acesso à sequência de genes codificadores de enzimas de interesse presentes em 

vias metabólicas de interesse. Adicionalmente surgiu também a área de biologia 

de sistemas, que tem como finalidade a compreensão de uma célula ou de um 

organismo no nível de sistema. No contexto de redes moleculares, o anterior pode 

ser resumir em: a) compreensão da estrutura de todos os componentes de uma 

célula/organismo até o nível molecular; b) a capacidade de prever futuros estados 

da célula/organismo sob condições normais; c) a capacidade de prever as respostas 

para um dado estímulo; d) a capacidade de estimar as mudanças no 

comportamento do sistema após a perturbação dos componentes ou do ambiente 

(Altaf-Ul-Amin et al., 2014; Becker et al., 2007). Assim, podem ser realizadas 

previsões através de um modelo in silico, dando indícios do possível comportamento 

do sistema biológico, antecipando diferentes situações ou diminuindo o número de 

testes in vitro. 

 

As construções de modelos metabólicos in silico utilizam as informações 

provenientes do sequenciamento de genomas, dados da literatura e dados 

experimentais que validam as reações metabólicas propostas, isto é, as reações 

químicas dos sistemas biológicos (Figura 5). Entretanto, também é possível a 

elaboração de modelos usando dados experimentais que reúnam as variações 
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pontuais e as respostas que eles causam no sistema (Becker et al., 2007; Camacho 

et al., 2009; Orth et al., 2010). Modelos gerados a partir dos dados derivados de 

uma análise completa do sequenciamento de um genoma é chamado de modelo de 

escala genômica. Em oposto a isto, modelos que trabalham com um número 

reduzido de equações, reunindo apenas reações de interesse e de forma 

simplificada com sequências de reações em uma só, apresentando representações 

com menor complexidade, mas conservando a confiabilidade, são chamados de core. 

 

Figura 5 – Esquema da elaboração de um modelo baseado em dados genômicos 

De direita para a esquerda: baseados nos genes se estabelecem as reações catalisadas pelas enzimas 

codificadas, além dos compostos envolvidos; ao interligar-se um conjunto de reações obtêm-se um modelo ou 

core. Fonte: adaptada de (O’Brien et al., 2015). 

 

Um software amplamente usado tanto para a criação de modelos como para 

gerar simulações, é o COBRA (do inglês Constraint-based Reconstruction and 

Analysis), que é executado no ambiente Matlab e Python. A partir da utilização do 

COBRA é possível (1) prever comportamentos do metabolismo em estado 

estacionário e em crescimento ideal dinâmico, (2) os efeitos causados pela deleção 

de genes, (3) amostrar a possível gama de estados metabólicos celulares e (4) 
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determinar os módulos de rede, tudo isto ao manipular os valores de entrada das 

equações estequiométricas, chamados de inputs (Becker et al., 2007; Ebrahim et 

al., 2013; O’Brien et al., 2015; Schellenberger et al., 2011). 

 

Os inputs e outputs apresentados pelo COBRA são fluxos gerados a partir de 

dados plotados em milimoles por grama de massa seca de células por hora (mmol 

gDW-1 h-1) (em inglês millimoles per gram dry cell weight per hour), supondo um 

sistema em estado estacionário, no qual a concentração de todos os metabólitos 

produzidos e consumidos não varia ao longo do tempo. Os fluxos são uma 

representação quantitativa das velocidades de reação de cada reação bioquímica 

na rede, que computam-se como resultados derivados dos fluxos de entrada (Becker 

et al., 2007; Schellenberger et al., 2011) permitindo realizar o FBA (em inglês Flux-

Balance Analysis). 

 

FBA se baseia na otimização de uma única equação presente no modelo 

(chamada de função objetivo), ou seja, no cálculo do maior fluxo possível para a 

equação escolhida, a partir do cálculo da distribuição de todos os fluxos das reações 

disponíveis no modelo utilizado estabelecendo a melhor combinação para que a 

função objetivo seja cumprida. Para isto o estabelecimento de restrições nos fluxos 

das reações de entrada de nutrientes chave, como por exemplo glicose, oxigênio, 

etc., ou da produção de compostos como etanol, acetato, etc., deverá ser realizado. 

Como a FBA baseia-se na estequiometria das reações, sua análise tem algumas 

limitações referentes à concentração dos metabólitos uma vez que não leva em 

consideração a regulação transcricional e a regulação a nível enzimático, podendo 

muitas vezes não representar fielmente a distribuições de fluxos que ocorre na 

célula bacteriana em estudo (Becker et al., 2007; Lee et al., 2006b; Orth et al., 

2010). No entanto, neste trabalho o FBA foi utilizado apenas para analisar o 

fechamento de balanços de massa. 

 

Para que um core, ou mesmo os modelos de escala genômica, sejam o mais 

fidedigno possível, é necessária a validação destes utilizando dados experimentais 

para avaliar a distribuição de fluxos das reações nas vias centrais do metabolismo. 
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Estes modelos podem ser validados a partir da superexpressão, knockouts ou 

silenciamento dos genes, análise do perfil transcricional de genes, testes de 

atividade enzimática, análises fisiológicas utilizando diferentes fontes de carbono, 

testes com carbono marcado com o objetivo de inferir quais vias metabólicas estão 

sendo utilizadas pelo microrganismo em estudo para a produção do produto de 

interesse, entre outros, permitindo assim estudar o impacto no fenótipo deste 

(Burgard et al., 2003; Poblete-Castro et al., 2013; Sauer 2003; Spagnolo et al., 

2012). Um exemplo disto é o cálculo da energia não associada ao crescimento 

(ATPm) que é analisado experimentalmente mediante ensaios contínuos em 

biorreator, no qual o consumo de glicose para diferentes velocidades de crescimento 

conhecidas é avaliado. Com estes dados se efetua uma regressão linear, que dará 

como resultado o consumo de glicose para dadas taxas de crescimento, podendo ser 

extrapolado para crescimento igual a zero, sendo este o consumo de glicose 

necessário apenas para manter as funções básicas da célula sem a formação de 

biomassa e sem gerar produto algum (van Duuren et al., 2013; Ebert et al., 2011; 

Nanchen et al., 2006). Similarmente acontece com o papel que desenvolvem as 

transidrogenases no metabolismo bacteriano, pois catalisam reações de oxido-

redução dos cofatores NAD+ e NADP+, os quais são utilizados em muitas das 

reações do metabolismo central, como por exemplo, a produção de biomassa, na 

qual se consume a maioria do NADPH gerado (Sauer 2003).  

 

Com base nesse potencial, esta ferramenta foi associada a este trabalho na 

sua fase inicial para avaliar in silico a factibilidade da proposta do trabalho, 

simulando situações que posteriormente seriam testadas in vitro, e suas 

respectivas distribuições de fluxos, dando uma noção do possível comportamento 

das recombinantes que seriam construídas.  
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3 OBJETIVOS 

 

O trabalho teve como objetivo clonar e avaliar o funcionamento de genes 

envolvidos na via de catabolismo de xilose, via de Weimberg, de Caulobacter 

crescentus, na linhagem de Pseudomonas sp. LFM046. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

Foram adotadas as seguintes estratégias: 

 construir uma rede metabólica core de Pseudomonas sp. LFM046 para 

avaliar in silico a inserção da via de Weimberg oriunda de Caulobacter 

crescentus no metabolismo da linhagem hospedeira; 

 obter linhagens de Pseudomonas sp. LFM046 recombinantes expressando 

de forma heteróloga o operon xylXABCD de Caulobacter crescentus, 

envolvidos na via de Weimberg; 

 realizar a engenharia evolutiva da linhagem selvagem de Pseudomonas sp. 

LFM046 para melhorar o transporte de xilose por esta linhagem. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Meios de cultura 

 

Meio Mineral (MM). Usado na evolução de Pseudomonas sp. LFM046 

(suplementado com 1,0 g L-1 de glicose e 3,0 g L-1 de xilose) e na avaliação do 

consumo de xilose pelas linhagens recombinantes obtidas (suplementado com 10 g 

L-1 xilose). Composição: (NH4)2SO4 3,0 g L-1; Na2HPO4 3,5 g L-1; KH2PO4 1,5 g L-1; 

MgSO4 • 7H2O Sol. 20% 1,0 mL L-1; CaCl2 • 2H2O Sol. 1% 1,0 mL L-1; Citrato 

Férrico Amoniacal Sol. 6% 1,0 mL L-1; H3PO4 0.3 mg L-1; CoCl2 • 6H2O 0,2 mg L-1; 

ZnSO4 • 7H2O 0,1 mg L-1; MnCl2 • 4H2O 30 ng L-1; NaMoO4 • 2H2O 30 ng L-1; 

NiCl2 • 6H2O 20 ng L-1; CuSO4 • 5H2O 10 ng L-1. Após autoclavar o meio, a fonte 

de carbono foi acrescentada segundo o caso. Para os meios sólidos foi utilizada uma 

concentração final de 20 g L-1 de ágar bacteriológico, sendo este esterilizado 

separadamente e posteriormente misturado com o MM e a fonte de carbono (Rocha 

et al., 2007). Na avaliação do consumo de xilose, em alguns meios foi adicionado 

extrato de levedura (1,0 g L-1). 

 

Meio Luria Bertani (LB). Meio rico usado para o cultivo de E. coli DH10B e 

de Pseudomonas sp. LFM046 para geração de biomassa, seleção de transformantes 

ou para recuperação após a eletroporação. Composição: triptona 10 g L-1; extrato 

de levedura 5,0 g L-1; NaCl 5,0 g L-1. Para os meios sólidos foi adicionado 20 g L-1 

de ágar bacteriológico. 

 

Os antibióticos Canamicina (Kan) e Ampicilina (Amp) (concentração no meio 

igual a 50 μg mL-1) foram utilizados quando necessário para a seleção das 

linhagens portando a construção de interesse (Sambrook, Russell 2001). 

 

4.2 Banco de células primário (BCP) 

 

Foram produzidos bancos das linhagens utilizadas no trabalho, antes e depois 

de ser transformadas com alguma construção segundo o caso. Os BCPs foram 



45 

 

 
 

preservados em meio LB líquido suplementado com 20% (v/v) de glicerol, e 

conservados a -80 °C (Poutou Piñales et al., 1994). 

 

4.3 Evolução de Pseudomonas sp. LFM046 

 

A evolução da linhagem de Pseudomonas foi realizada como descrito a seguir. 

 

4.3.1 Cultivo 

 

A evolução de Pseudomonas sp. LFM046, com o intuito de melhor o transporte 

de xilose, foi realizada mediante passagens de 100 µL de culturas crescidas em 

meio mineral (MM) líquido como indicado no tópico 4.1. As culturas foram 

incubadas em agitador rotativo a 30 °C e 150-200 rpm. Foram realizadas 4 

passagens deixando tempo de incubação de 1, 2, 3 e 5 dias entre cada uma delas. 

Uma alíquota da última cultura líquida foi semeada em MM sólido com xilose com 

única fonte de carbono para evidenciar alguma melhora na capacidade da bactéria 

para metaboliza-la. A cultura foi incubada até observar crescimento e comparada 

com a linhagem parental. A linhagem obtida foi nomeada Pseudomonas sp. 

LFM1525 (Tabela 1). 

 

4.4 Provas confirmatórias 

 

Para confirmar se as colônias obtidas nas diferentes etapas do trabalho eram 

realmente Pseudomonas sp. LFM046 ou Pseudomonas sp. LFM1525, foi realizada 

coloração de Gram e testes bioquímicos (oxidase e catalase) para verificar o perfil 

fisiológico destas (MacFaddin 2000). Além disto, a análise filogenética também foi 

realizada a partir da amplificado do gene rRNA 16S segundo a metodologia citada 

no tópico 4.5.3.2, seguido do sequenciamento e análise deste como indicado na seção 

4.5.3.6. 
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4.5 Construção de recombinantes 

 

Para avaliar a via de Weimberg nas linhagens escolhidas foram propostas 

diferentes estratégias que são descritas a seguir. 

 

4.5.1 FBA 

 

Para avaliar se a via metabólica de degradação de xilose selecionada para a 

construção de recombinante se integraria à rede central do metabolismo de 

Pseudomonas, mantendo o seu balaço metabólico, foi utilizada FBA como 

ferramenta. Esta análise foi feita utilizando o COBRA Toolbox, executado no 

ambiente Matlab, para o qual foi realizada a modificação de um core de E. coli 

composto por 95 reações e 72 metabólitos (Becker et al., 2007; Orth et al., 2009) 

adaptado com o intuito de representar o core da linhagem de Pseudomonas sp. 

LFM046. As modificações realizadas devem-se à eliminação de reações que não são 

próprias da linhagem LFM046 (e.g., reação catalisada pela fosfofrutoquinase, 

reações do uso do acetato e acetaldeído, produção de etanol, etc.), além de serem 

adicionadas as reações da via de Entner-Doudoroff e da produção de PHA 

(polihidroxidecanoato), entre outras (Apêndice B). Estas modificações se basearam 

em dados obtidos do draft do genoma de Pseudomonas sp. LFM046 recentemente 

publicado, além de outros estudos da literatura (Cardinali-Rezende et al., 2015; 

Diniz et al., 2004; Poblete-Castro et al., 2013; Sánchez et al., 2003; Sauer 2003).  

 

Para a realização das simulações in silico, como primeira aproximação 

utilizou-se um loop aninhado (um loop dentro de outro loop) como descrito a seguir: 

no primeiro loop o fluxo de xilose era fixado entre 0,25 e 10,00 mmol gDW-1 h-1, 

aumentando 0,25 mmol gDW-1 h-1 a cada novo ciclo; para cada um desses valores 

de xilose um novo loop estabelecia taxas de crescimento começando em 0 h-1 e 

crescendo em 0,05 h-1 a cada ciclo até chegar a 0,75 h-1. Em cada um desses 

cenários, e ao designar como função objetivo a produção de PHA, todas as 

distribuições de fluxos virtualmente possíveis foram obtidas como resultado. 

Baseados nisso, fixou-se o fluxo máximo das transidrogenases (4 mmol gDW-1 h-1) 

e do consumo de xilose (10 mmol gDW-1 h-1), além da taxa de crescimento (0 h-1 e 
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0.4 h-1) para gerar as simulações que mais poderiam aproxima-se às recombinantes 

obtidas. 

4.5.2 Linhagens, vetores e sequências 

 

As linhagens e plasmídeos utilizados e construídos neste trabalho são 

descritos na Tabela 1. 



 Tabela 1 – Bactérias e plasm
ídeos utilizados e construídos neste trabalho
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O promotor tac (de Boer et al., 1983) e o sítio de união o ribossomo (RBS), 

derivado do bacteriófago T7 (g10-L) e a sequência Epsilon (Enhancer of Protein 

Synthesis Initiation) (Olins, Rangwala 1989) foram sintetizadas pela empresa 

GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro, e enviadas no plasmídeo pBSK-Nova. 

Posteriormente as sequências reguladoras foram transferidas ao plasmídeo 

pSEVA241 como descrito na seção 4.5.3.4. 

 

Os iniciadores para amplificar o operon de interesse foram desenhados a 

partir da sequência do genoma de Caulobacter crescentus NA1000 obtida no banco 

de dados do GeneBank (GeneBank, 2015). Os iniciadores F24 e R24 foram obtidos 

da literatura (Silva-Rocha et al., 2013). O desenho e análise dos iniciadores foi feita 

in silico utilizando os softwares Serial Cloner e BioEdit (Ibis Biosciences, 2013; 

SerialBasics, 2013). Assim, foi possível avaliar as regiões de reconhecimento dos 

iniciadores e quais sítios de restrição seriam inseridos nas extremidades destes 

(Apêndice A), para que os amplicons fossem posteriormente inseridos nos vetores 

de interesse. 

 

4.5.3 Manipulação de DNA 

 

As metodologias e protocolos de manipulação de DNA são descritas a seguir. 

 

4.5.3.1 Extração e quantificação do DNA 

 

O DNA genômico ou plasmidial foi extraído utilizando os kits Wizard® 

Genomic DNA Purification e Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System 

(Promega Corporation, Fitchburg, USA) respetivamente, seguindo as instruções do 

fabricante (Anexo A  e Anexo B). A concentração de DNA extraído foi quantificada 

utilizando o aparelho NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK). 
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4.5.3.2 Amplificação dos genes por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As reações de PCR foram realizadas como descrito na literatura (Sambrook, 

Russell 2001) utilizando kits comerciais seguindo as instruções do fabricante 

segundo o caso. As reações de PCR foram realizadas em termociclador Mastercycler 

Gradient Vapo protect (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Para a amplificação e 

clonagem dos fragmentos foi utilizada a enzima Phusion High-Fidelity DNA 

Polimerase (New England Biolabs (NEB), Rowley, USA) utilizando como molde o 

DNA genômico ou plasmidial segundo o caso. As condições da reação e de ciclagem 

são descritas na Tabela 2 e na Tabela 4 respetivamente. 

 

Para validação e seleção das colônias positivas após eletroporação, além de 

confirmar a inserção dos fragmentos clonados no vetor, foram utilizadas reações de 

PCR utilizando Taq DNA polimerase, presente no GoTaq Green Master Mix 

(Promega). As condições da reação e de ciclagem são descritas na Tabela 3 e na 

Tabela 5 respetivamente. 

 

Tabela 2 – Condições da reação de PCR usando o kit Phusion High-

Fidelity (NEB) 
 

Concentração Volume (µL) 

- 30 

5X 10 

25-50 ng µL-1 2 

10 mM 1 

100% (v/v) 1,5 

10 µM 2,5 

 2000 U mL-1 0,5 

Reagentes

Água livre de DNAse 
Phusion GC Buffer1

DNA

Desoxinucleotídeos 
Dimetilsulfóxido (DMSO)1

Iniciadores (cada um)

Phusion DNA polimerase 1

1 Reagente da marca NEB.

 

Tabela 3 – Condições da reação de PCR usando a enzima Taq (Promega) 
 

Reagentes Concentração Volume (µL) 

Água livre de DNAse - 1 

DMSO1 50% (v/v) 1 

Iniciadores (cada um) 10 µM 1 

DNA 25-50 ng µL-1 1 

GoTaq® Green Master Mix 2X 5 
1 Reagente da marca Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha. 
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4.5.3.3 Eletroforeses analítica de DNA  

 

Todos os plasmídeos e os produtos de PCR foram analisados 

eletroforeticamente em gel de agarose 1% (m/v) preparado em TAE (Tris-HCl base 

4.84 g L-1, ácido acético glacial 1.142 mL L-1, EDTA 0.5 M, pH 8), e corados com 

SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific) segundo o fabricante, submetido a 3 volt 

cm-1 durante ~ 1 h (0.002 cm2 volt-1 seg-1), utilizando uma fonte de energia General 

Electric - EPS 301 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Como marcador de peso 

molecular foi empregado GeneRuler 1 Kb DNA Ladder ou GeneRuler 1 Kb Plus 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Os géis foram visualizados e fotografados 

sob luz ultravioleta a um comprimento de onda de 312 nm (Sambrook, Russell 

2001). Quando necessário, os produtos de PCR e DNA visualizados em géis de 

agarose foram purificados da banda empregando o kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega) seguindo as indicações do fabricante (Anexo C). 

 

4.5.3.4 Clonagem de genes nos vetores 

 

Todos os produtos de PCR foram analisados, purificados e quantificados 

(concentração de DNA) como indicado no tópico 4.5.3.3 e 4.5.3.1, respectivamente. 

Para a reação de ligação foi mantida uma relação molar de 1:3 entre o plasmídeo 

pJET (Thermo Fisher Scientific) e os amplicons dos genes (xylXABCD e xylE) a 

serem clonados, respectivamente. A enzima utilizada foi a T4 DNA ligase (NEB) 

segundo as condições do fabricante. A reação de ligação foi incubada por ~ 12 h a 

16 °C e em seguida armazenada a -20 °C até o momento em que estas fossem 

eletroporadas nas células eletrocompetentes. 

 

Células eletrocompetentes das linhagens Pseudomonas sp. LFM046 e 

LFM1525, além de E. coli DH10B foram preparadas segundo Choi e Schweizer 

(2006) e Jeong e Epstein (2005) respetivamente. Para transformação das células 

eletrocompetentes foi adicionado 1 uL de plasmídeo ou do produto de ligação à 

cubeta de eletroporação Gene Pulser/MicroPulser de 0,1 cm ou 0,2 cm (Bio-rad, 

California, USA) para E. coli ou Pseudomonas respectivamente; em seguida, 100 

µL de células eletrocompentes foram pipetadas suavemente para homogeneizar-se 
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com o material genético. As condições de eletroporação foram utilizadas seguindo 

protocolos de programas pré estabelecidos presentes no sistema de eletroporação 

Gene Pulser Xcell (Bio-rad) foram utilizados para cada uma das bactérias. Após o 

pulso adicionou-se 1,0 mL de meio LB às células eletroporadas que foram 

incubadas a 37 °C por 1 h no caso de E. coli e a 30 °C por 2 h no caso de 

Pseudomonas em agitador rotativo sob agitação de 150 rpm. Concluído o tempo de 

recuperação, as células foram semeadas em meio LB sólido com anibiótico e 

incubadas até observar crescimento a 37 ou 30 °C dependo do microrganismo. Para 

a validação dos clones obtidos foram realizadas PCR das colônias crescidas nas 

placas - resistentes ao antibiótico. 

 

Tanto o operon xylXABCD de C. crescentus como o transportador xylE de B. 

sacchari, após ser amplificado e purificado foram ligados ao plasmídeo de clonagem 

pJET (Thermo Fisher Scientific) seguindo o protocolo descrito acima. O plasmídeo 

pBSK-Nova foi digerido como descrito na seção 4.5.3.5 para purificar as sequências 

de interesse e serem ligadas ao plasmídeo pSEVA241, criando o vetor de expressão 

p3cR; seguindo o mesmo procedimento o operon responsável da via de Weimberg, 

e o gene xylE, foram purificados a partir dos plasmídeos pJET-xylXABCD e pJET-

xylE respectivamente, e ligados ao vetor de expressão, obtendo o vetor p3cRX1 e o 

vetor p3cRX2 (Tabela 1). 

 

4.5.3.5 Digestão de DNA empregando enzimas de restrição 

 

Na construção dos diferentes plasmídeos, como para a validação das 

construções, foram utilizadas enzimas de restrição FastDigest (Thermo Fisher 

Scientific) seguindo as indicações da literatura (Sambrook, Russell 2001), além de 

orientações dos fabricantes. 

 

4.5.3.6 Validação dos genes clonados a partir do sequenciamento 

 

A validação dos genes clonados também foi realizadapor PCR. Os amplicons 

foram purificados e posteriormente sequenciados no Instituto de Genoma Humano 

da Universidade de São Paulo segundo a metodologia de Sanger (Sanger et al., 
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1977). Na preparação das reações foi utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) e tratadas no equipamento ABI 3730 

DNA Analyser (Applied Biosystems, Foster City, USA); os primer utilizados 

encontram-se no Apêndice A. Os resultados do sequenciamento foram analisados 

no programa ChromasPro (Technelysium Pty Ltd, 2003) e comparadas com a base 

de dados do GeneBank mediante o software Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) (GeneBank, 2015). No caso da validação do gene rRNA 16S, as sequências 

também foram comparadas com o draft do genoma de Pseudomonas sp. LFM046. 

 

4.5.4 Análise da expressão heteróloga dos genes da via de Weimberg clonados na 

Pseudomonas sp. LFM046 por reação em cadeia da polimerase precedida de 

transcrição reversa (RT-PCR) 

 

A extração de RNA foi realizada a partir de culturas de Pseudomonas sp. 

LFM1526 (controle negativo) e LFM1527 crescidos por 6 h em meio LB com 

canamicina. Para isto, 6 mL de cultura foram coletados em tubos de 

microcentrífuga de 2,0 mL, e centrifugados a 5000 g por 7 min. para recuperar a 

biomassa; 1 mL de TRIzol® Reagent (Life Technologies, Carlsbad, USA) foi 

utilizado para resuspender e estabilizar as amostras. O kit Direct-zol™ RNA 

MicroPrep (Zymo Research, Irvine, USA) foi utilizado seguindo as indicações do 

fabricante. A concentração de RNA foi analisada utilizando o aparelho NanoVue 

Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) e sua integridade avaliada por gel de 

agarose 1% (m/v) segundo a seção 4.5.3.3 com algumas modificações: o TAE 1X 

utilizado tanto na preparação do gel como na corrida foi preparado com água MiliQ 

estéril e TAE 50X para RNA (Thermo Fisher Scientific). O RNA extraído foi 

armazenado a -80 °C. 

 

A reação de transcrição reversa realizou-se usando 2 µg de RNA de cada uma 

das amostras com um volume final de reação de 20 µL. O kit usado foi 

SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, USA) seguindo as 

indicações do fabricante. Para cada uma das amostras foram obtidas uma 

concentração de 100 ng µL-1 de cDNA que foi posteriormente armazenado a -20 °C. 

 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943


55 

 

 

4.6 Avaliação quanto ao consumo de xilose das linhagens obtidas 

 

A avaliação do consumo de xilose foi realizada em MM líquido contendo xilose 

como única fonte de carbono (MMX). Adicionalmente, foram testados meios 

suplementados com antibiótico (Kan) (MMXK) e com extrato de levedura 

(MMXKYe). As culturas foram incubadas a 30 °C em agitador rotativo numa 

agitação de 150-200 rpm para ensaio realizados em erlenmeyers de 125 mL, e 230-

250 rpm para ensaio realizados em tubos falcon de 50 mL. Como controles foram 

utilizadas as linhagens sem os plasmídeos, e as linhagens transformadas com o 

vetor p3cR. 

 

4.6.1 Determinações analíticas 

 

Nos ensaios foram realizadas amostragens no tempo zero e nos dias 3, 6, 10 e 

15 para a análise de: concentração de biomassa e da concentração da fonte de 

carbono segundo as metodologias descritas a seguir. 

 

4.6.1.1 Concentração de biomassa produzida 

 

Nas culturas realizadas em tubos de 50 mL, todo o volume foi tratado. No 

ensaio efetuado em Erlenmeyer de 125 mL foram utilizados 10 mL da cultura para 

o tratamento. As amostras foram centrifugadas a 8000 g durante 15 min. O 

sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore 0,45 μm, previamente taradas, 

e utilizado na dosagem de açúcares (4.6.1.2), enquanto o pellet foi ressuspenso e 

filtrado na mesma membrana recuperando toda a biomassa presente na amostra; 

o conjunto foi submetido à secagem em estufa a 105 °C seguindo a metodologia 

gravimétrica (Gomez et al., 1996). 

 

4.6.1.2 Quantificação de xilose residual 

 

O produto da filtração do item 4.6.1.1 foi analisado por cromatografia líquida 

de alta eficiência HPLC segundo Mendonça e colaboradores (2014) no equipamento 

HPLC da marca DIONEX (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, 

MA, USA) equipado com uma coluna de separação de açúcar marca Aminex HPX-



56 

 

87H. Na detecção foi utilizado um refractômetro diferencial Shodex RI-101. 

Diluições foram feitas quando necessário. 

 

  



57 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Evolução de Pseudomonas sp. LFM046 

 

A avaliação do consumo de xilose para a linhagem evoluída por passagens 

sucessivas foi realizada em meio MMX sólido (meio MM com 10 g L-1 de xilose como 

única fonte de carbono) semeando-se a linhagem de Pseudomonas sp. evoluída 

(linhagem LFM1525 - Tabela 1) junto com a linhagem parental (linhagem 

selvagem). Após 10 dias de incubação, o local da semeadura da linhagem LFM1525 

apresentava o crescimento de pequenas colônias de morfologia redonda lisa, cor 

creme brilhante e forma definida, enquanto que a semeadura da linhagem parental 

apresentou um crescimento irregular difuso ao longo da placa, de morfologia pouco 

definida. Reider Apel e colaboradores (2016) realizaram um procedimento similar 

com Saccharomyces cerevisiae, cultivando-a sucessivamente em meio sintético 

definido suplementado com aminoácidos e 2% de xilose. Em seu trabalho, estes 

obtiveram colônias capazes de utilizar xilose. Análises moleculares evidenciaram 

a presença de uma mutação no transportador Hxt7, o qual nativamente possui 

afinidade por hexoses, e que passou a transportar inespecificamente pentoses. 

Desta forma, acreditamos que podem ter acontecido mutações (simples ou 

múltiplas) em algum dos transportadores da LFM046, permitindo a entrada de 

xilose e utilização desta pela linhagem de Pseudomonas sp. LFM046.  

 

Saumaa e colaboradores (2007) descreveram que situações de escassez de 

nutrientes e estresse oxidativo geraram danos no DNA de Pseudomonas putida 

PaW85, ativando o mecanismo de reparo de DNA realizado pelas proteínas MutY, 

MutM e MutT desta linhagem. Outra  proteína envolvida no mecanismo de reparo 

de DNA é RecA, relatada em Pseudomonas aeruginosa quando em estresse 

oxidativo em biofilmes (Boles, Singh 2008). Estes autores relataram a relação entre 

eventos mutagênicos e estresse oxidativo com o reparo de DNA, especificamente 

associados à quebra da dupla fita de DNA causada por este tipo de estresse espécies 

de Pseudomonas e outras bactérias (Bohr 2002; Boles, Singh 2008; Rowe et al., 

2008; Saumaa et al., 2007). 
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Proteínas de reparo homólogas a todas estas citadas anteriormente foram 

buscadas no genoma da linhagem de Pseudomonas sp. LFM046 – usando o software 

BLASTP – submetido e anotado no RAST (Rapid Annotation using Subsystem 

Technology). Os resultados apresentam-se na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Resultados comparativos (BLASTP) de proteínas envolvidas em vias 

de reparo em espécies de Pseudomonas com proteínas presentes em Pseudomonas 

sp. LFM046 

 

 

Das quatro proteínas procuradas, duas foram anotadas com o mesmo nome 

(Tabela 6) pelo que pode-se dizer que existe uma alta probabilidade tanto estas 

como aquelas com alta porcentagem de identidade, também estejam envolvidas em 

vias de reparo do DNA na linhagem LFM046, assim como em eventos de 

mutagênese derivados destes processos de reparo. Por isto, pode ser que através 

da ação de alguma destas enzimas que apresentaram alto grau de identidade, 

Origem / Proteína 
Tamanho aa \ 

Identidade (%) 
Proteína homologa em LFM046 

P. putida 

BIRD-1 

/ MutY 290/355  \  81 A/G-specific adenine glycosylase 

/ MutM 236/270  \  87 
Formamidopyrimidine-DNA 

glycosylase 

/ RecA 312/352  \  88 RecA protein 

P. fluorescens 

F113 

/ MutY 286/355  \  80 A/G-specific adenine glycosylase 

/ MutM 236/269  \  87 
Formamidopyrimidine-DNA 

glycosylase 

/ MutT 224/309  \  72 Mutator mutT protein 

/ RecA 307/350  \  87 RecA protein 

P. aeruginosa  

UCBPP-PA14 

/ MutY 305/354  \  86 A/G-specific adenine glycosylase 

/ MutM 240/270  \  88 
Formamidopyrimidine-DNA 

glycosylase 

/ MutT 230/309  \  74 Mutator mutT protein 

/ RecA 319/346  \  92 RecA protein 
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possa ter acontecido uma ou várias mutações que deram como resultado linhagens 

com um genótipo mais apropriado para metabolizar as pentoses como única fonte 

de carbono. 

 

5.2 FBA 

 

Para realização de simulações in silico (FBA), a fim de analisar o fluxo na via 

de Weimberg para o catabolismo de xilose por Pseudomonas sp. LFM046 e, 

consequentemente, para a formação de biomassa e produção de PHA, foi necessária 

a construção de um core baseado no genoma sequenciado desta linhagem e 

modificações no core já existente para E. coli (Orth et al., 2009), adicionando e 

removendo reações a este segundo o item 4.5.1. O core construído apresentou um 

total de 109 reações e 85 metabólitos (Apêndice C e Apêndice D). 

 

O modelo de Pseudomonas sp. LFM046 contendo a via de Weimberg foi 

submetido no COBRA, colocando como primeira restrição a consideração que as 

transidrogenases atuariam com um fluxo de até 4 mmol gDW-1 h-1. Este valor foi 

considerado como base, pois estudos moleculares e in silico demostraram ser o fluxo 

máximo de atuação das transidrogenases (UdhA e PntAB) em E. coli (Riemer et 

al., 2013; Sauer 2003). Com este parâmetro fixo realizou-se a primeira simulação 

in silico, o loop aninhado, gerando uma série de fluxos na via de catabolismo da 

xilose, nas vias envolvidas na formação de biomassa (taxa de crescimento) e 

produção de PHA (Apêndice E). Todos os cenários possíveis relacionando as 

distribuições de fluxos nestas vias são representados na Figura 6. 
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Figura 6 – Resultados das simulações geradas com o core construído contendo a 

via de Weimberg 

 

Segundo Orth e colaboradores (2010) o fato de que um modelo proposto fosse 

executável indica o fechamento de balanços de massas, ou seja, tudo aquilo que é 

produzido é utilizado ou excretado pelo microrganismo. Apesar disto parecer 

básico, ao adicionar uma nova reação, ou mesmo uma via metabólica inteira ao 

modelo, como por exemplo neste caso a via de Weimberg, alguns dos metabólitos 

evolvidos poderiam ser acumulados, desbalanceando a proporção entre estes, e 

consequentemente, inviabilizando a distribuição de fluxos e a simulação no modelo. 

Deve-se levar em consideração que a inserção de toda uma via de catabolismo tem 

uma altíssima chance de desestabilizar a rede metabólica, não só pelas implicações 

que têm as interações no nível químico com as demais reações, mas também pela 

probabilidade de existirem múltiplos compostos que não sejam produzidos ou 

utilizados na rede, ou uma sintaxe errada em alguma das reações, acarretando a 

inviabilidade do modelo core. 

 

As diferentes distribuições geradas a partir dos parâmetros estabelecidos 

permitiram inferir o comportamento que Pseudomonas sp. LFM046 poderia adotar 

tanto na presença da xilose, como na conversão do carbono proveniente desta só 

em PHA, só em biomassa, ou as duas ao mesmo tempo. Não obstante, o modelo 

gerado ainda poderia contemplar cenários biologicamente improváveis, e.g., atingir 
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taxas de crescimento maiores a 0,65 h-1, pois essa é a maior taxa de crescimento 

descrita para linhagens bacterianas na literatura (Diniz et al., 2004). No entanto, 

condições prováveis foram apresentadas nas simulações realizadas no modelo 

gerado, como por exemplo: com uma velocidade de crescimento igual a 0,2 h-1 foram 

atingidos diferentes fluxos de acúmulo de PHA conforme foi aumentado ou 

diminuído o fluxo de consumo de xilose; assim, em uma taxa de 0,2 h-1 tem-se 

valores desde 0 até 1,4 mmol gDW-1 h-1 de PHA produzido quando o fluxo de 

catabolismo de xilose foi de 2,5 mmol gDW-1 h-1 ou 10 mmol gDW-1 h-1, 

respectivamente. Este comportamento também foi relatado para Pseudomonas sp. 

LFM046 em ensaio realizados em biorreatores operados de forma contínua, em que 

ao variar a vazão específica de alimentação de glicose/frutose a porcentagem de 

PHA acumulado nas células diminuiu ou aumentou segundo o caso (Taciro 2008). 

 

Para entender um pouco mais a relação entre estas três variáveis (taxa de 

crescimento, velocidade de produção de PHA e velocidade de consumo de xilose) foi 

calculado o fator de conversão da fonte de carbono em polímero, isto em diferentes 

taxas de crescimento (Figura 7).  

 

Figura 7 – Fatores de conversão da fonte de carbono (xilose) em PHA obtidos 

considerando as diferentes velocidades específicas de crescimento de Pseudomonas 

sp. LFM046 

 

Velocidade específica 

de crescimento (h-1) 
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Na Figura 7 observa-se uma diminuição no rendimento de PHA produzido a 

partir da xilose (representada pelas três curvas de conversão) conforme aumenta a 

taxa de crescimento celular da LFM046. Se tomarmos como referência uma taxa 

de formação de biomassa de 0,2 h-1 serão obtidos fatores de conversão com valores 

de aproximadamente 0,07, 0,12 e 0,14 (mol/mol), indicando que o fluxo de entrada 

de xilose pode ser distribuído entre diversas vias metabólicas para essa taxa de 

biomassa. Por outro lado, à medida que o valor da taxa de crescimento aumenta se 

restringem as possibilidades (o número de vias, ou caminhos) em que o fluxo de 

consumo de xilose pode ser distribuído, pois a cada simulação se encaminha mais 

carbono para gerar todos os intermediários necessários para a formação de mais 

biomassa. Por isto, para taxas de crescimento superiores a aproximadamente 0,55 

h-1, só um valor de fator de conversão é obtido, sendo cada vez menor a quantidade 

de xilose disponível para produzir PHA até ser alcançado o máximo teórico de 

crescimento de aproximadamente 0,75 h-1, condição em que toda a fonte de carbono 

é utilizada para gerar biomassa. 

 

A partir dos resultados obtidos nas simulações realizadas, somados aos dados 

experimentais descritos no item 4.5.1, foram escolhidas condições que permitiram 

inferir o comportamento da LFM046 nas seguintes condições experimentais 

usuais: A) Produção de PHA associado ao crescimento, e B) Produção de PHA não 

associado ao crescimento (Figura 8). Para esta análise, quando a produção do 

polímero está associada ao crescimento, com uma velocidade de formação de 

biomassa de 0,4 h-1, são possíveis dois fatores de conversão segundo a Figura 7, 

dependendo do fluxo de entrada da xilose como da velocidade em que é produzido 

o polímero, neste caso, o fluxo de xilose foi fixado em 10 mmol gDW-1 h-1. 

 

Puchałka e colaboradores (2008), utilizando dados obtidos em cultivos com 

carbono marcado, realizaram simulações da distribuição de fluxos nas vias centrais 

do metabolismo de Pseudomonas putida KT2440, utilizando uma ferramenta 

similar ao FBA, o FVA (Análise de Variabilidade de Fluxo, do inglês Flux 

Variability Analysis). FVA é uma metodologia que identifica os fluxos mínimos e 
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máximos possíveis através de uma reação particular, levando em consideração 

valores que são forçados a serem próximos, ou igual ao seu valor ótimo 

(Mahadevan, Schilling 2003; Orth et al., 2010). 

 

Figura 8 – Distribuição de fluxos para o acúmulo associado e não associado ao 

crescimento 

Esferas de cores azul e vermelho representam a utilização de NADP+ e NAD+ respectivamente. Esferas com 

as duas cores, representam as transidrogenases que reduzem um cofator pela oxidação do outro segundo o 

caso. O sinal negativo em alguns dos fluxos representa a direção da reação -direção oposta à qual foi 

definida (Apêndice D). Os fluxos em roxo não mudaram nas duas distribuições apresentadas. Glucose: glicose; 

G6P: glicose-6-fosfato; 6PG: 6-fosfogluconato; RL5P: ribulose-5-fosfato; X5P: xilose-5-fosfato; R5P: ribose-5-

fosfato; E4P: eritrose-4-fosfato; S7P: sedoeptulose-7-fosfato; F6P: frutose-6-fosfato; GA3P: gliceraldeído-3-

fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; Pyruvate: piruvato; CIT: citrato; ICT: isocitrato; OXO: α-cetoglutarato; Acetyl-

CoA: acetil coenzima A; SUC-CoA: succinil coenzima A; SUC: succinato; FUM: fumarato; MAL: malato; OAA: 

oxaloacetato; NAD: nicotinamida adenina dinucleotídeo; NADH nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma 

reduzida); NADP: fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo; NADPH: fosfato de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (forma reduzida); H+: prótons; XLC: xilonolactona; XNT: xilonato; DHDX: 2-ceto-3-desoxi-

xilonato; DPT: semialdeído--cetoglutárico. 

 

Análises realizadas por Puchałka e colaboradores (2008) utilizando carbono 

marcado, na reação catalisada pela ribulose-5 fosfato 3-epimerase (-0,09 ± 0,04 

mmol gDW-1 h-1), em comparação com os dados apresentados na Figura 8A (-0,22 

mmol gDW-1 h-1), permitiram observar que ambas acontecem no mesmo sentido. 

Além disto, na distribuição de fluxos gerada pelo nosso modelo, o fluxo  de -0,22 
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mmol gDW-1 h-1 é depois encaminhado à formação de ribose-5-fosfato utilizada para 

produzir aminoácidos (histidina, fenilalanina, triptofano) e nucleotídeos; o fluxo da 

glicose-6-fosfato isomerase direcionado para gerar glicose-6-fosfato (direção oposta 

à qual foi definida a reação) que, em condições normais é utilizada para peoduzir 

glicogênio e lipopolissacarídeos, metabólitos essenciais para geração de 

precursores para a produção de biomassa (Hua et al., 2003; Noor et al., 2010). 

 

Como se pode observar na Figura 8A, na reação catalisada pelo complexo 

enzimático piruvato desidrogenase o fluxo estimado foi de 6,12 mmol gDW-1 h-1, 

enquanto a medição feita com carbono marcado por Puchałka e colaboradores 

(2008) foi de 8,39 ± 0,97 mmol gDW-1 h-1. Embora os valores difiram entre si, estes 

são próximos, se considerarmos que o fluxo foi maior do que nas reações 

mencionadas acima (ribulose-5 fosfato 3-epimerase e glicose-6-fosfato isomerase), 

além de acontecer no mesmo sentido. Algo semelhante aconteceu com as reações 

catalisadas pela -cetoglutarato desidrogenase em conjunto com a succinil-CoA 

sintetase, as quais encontram-se juntas no modelo de Puchałka e colaboradores 

(2008) (9,57 mmol gDW-1 h-1 no fluxo da LFM046 e 6,50 ± 0,97 mmol gDW-1 h-1 nas 

medições com carbono marcado da literatura), e com a isocitrato-liase (com fluxo 

de 0 mmol gDW-1 h-1 tanto nas simulações rede da LFM046 como nos dado da 

literatura). Talvez, a mudança na magnitude das reações seja devida à fonte de 

carbono utilizada para alimentar a rede - uma utiliza glicose e a outra xilose - o 

que implica distribuições diferentes do carbono para chegar até a mesma reação. 

O impacto da fonte de carbono levou a diferenças substanciais, uma vez que cada 

uma destas vai utilizar vias metabólicas diferentes, ou mesmo com fluxos 

diferentes. Na produção de fosfoenolpiruvato a partir de gliceraldeído-3-fosfato no 

estudo de Puchałka e colaboradores (2008) as medições indicam valores em torno 

de 5 a 6 mmol gDW-1 h-1 dado que esta é a principal via que direciona o carbono até 

o ciclo dos ácidos tricarboxílicos, enquanto que na rede proposta para Pseudomonas 

sp. LFM046 recombinante, o carbono entra diretamente ciclo de Krebs após ser 

transportado pela via Weimberg, para posteriormente fornecer os precursores 

necessários para a produção de biomassa. 

 



65 

 

 

Na rede em que somente o polímero é produzido na LFM046 (Figura 8B), 

quase não se observam fluxos com valor negativo, confirmando a teoria de que 

todos aqueles que se encontravam na parte alta do gráfico eram imprescindíveis 

para satisfazer a exigência da taxa de crescimento. Contudo, os valores 

anteriormente comparados com os dados da literatura, neste caso encontram-se 

afastados uns dos outros, pois para atingir o objetivo da máxima produção de PHA 

é necessário que todo o carbono seja encaminhado até acetil coenzima A, que 

posteriormente será utilizada como precursor na formação dos monômeros do 

polímero.  

 

Observa-se também altos fluxos nas reações em que os cofatores são utilizados 

(fosfoenolpiruvato carboxilase, piruvato desidrogenase, enzima málica NAD+ e 

NADP+ dependente), isto deve-se ao fato de que quase a totalidade do carbono 

fornecido deverá ser utilizado em vias que geram como subprodutos alta 

quantidade de cofatores (principalmente na via de Weimberg e de produção de 

PHA), forçando a rede a distribuí-los em outras vias que possam utilizá-los na 

mesma velocidade em que são produzidos, para manter assim o equilíbrio do 

sistema.  

 

Analisando este cenário, observa-se como a produção exclusiva de PHA 

implica um esforço para toda a rede em termos do balanço de massas para a 

geração de todos precursores que são necessários para a produção deste polímero, 

assim como a metabolização dos subprodutos. Pelo fato de as simulações serem 

realizadas utilizando o core construído, as implicações deste esforço só são 

apreciáveis nas vias centrais do metabolismo, porém é possível que seus efeitos 

repercutam em outras vias metabólicas desta linhagem e na regulação destas. Não 

obstante, as simulações indicam a possibilidade do acúmulo sob as duas 

circunstâncias. Assim, baseados nestes resultados, a construção dos recombinantes 

foi considerada viável e será discutido no próximo tópico. 
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5.3 Clonagem dos genes da via Weimberg e de um transportador de 

xilose em Pseudomonas sp. LFM046 

 

A fim de capacitar a Pseudomonas sp. LFM046 a consumir xilose como fonte 

de carbono para a produção de PHAMCL foi realizada a clonagem do operon 

xylXABCD (genes da via de Weimberg) de C. crescentus, e do gene xylE (codifica a 

enzima XylE transportadora de xilose para dentro da célula) de Burkholderia 

sacchari. A Figura 9 resume a estratégia utilizada para realização das clonagens. 

 

Figura 9 – Estratégia empregada para clonagem dos genes de interesse nos 

diferentes vetores plasmidianos 

Como estratégia para a clonagem do operon xylXABCD e do gene xylE provenientes de C. crescentus e do 

plasmídeo pBBR1MCS2::xylABxylE respectivamente, foram amplificadas com polimerase de alta fidelidade e 

ligadas no vetor comercial de clonagem pJET (Thermo Fisher Scientific) do qual foram posteriormente 

recuperadas por digestão com enzimas de restrição para ser inseridas no vetor de expressão p3cR. Algumas 

informações dos plasmídeos também são apresentadas na figura: (1) no plasmídeo pJET se apresenta a marca 

de resistência a ampicilina (Amp), a origem de replicação rep(pMB1) de alto número de cópias, o promotor 

lacUV5 que transcreve o gene eco471IR, o qual se encontra segmentado pelo corte da enzima EcoRV; no gene 

eco471IR encontra-se ó promotor T7. (2) no plasmídeo p3cR se apresenta a marca de resistência a canamicina 

(Kan), a origem de replicação junto com a proteína para a replicação do plasmídeo pRO1600, além da origem 

rep(pMB1); a origem de transferência (oriT), os terminadores de transcrição T1 e T0 e entre eles o promotor 

tac e o RBS sintetizados. 
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A primeira etapa do trabalho consistiu no desenho de iniciadores para a 

amplificação dos genes de interesse. Às extremidades 3’ e 5’ dos iniciadores foram 

adicionados sítios de reconhecimento de diferentes enzimas de restrição 

(FastDigest KpnI e FastDigest XbaI, Thermo Fisher Scientific), que não cortassem 

internamente nenhum dos genes presentes no operon a ser amplificado e 

posteriormente clonado; que possibilitasse a inserção dos genes na orientação 

correta para a transcrição pelo promotor tac presente no vetor construído; e além 

disto, para evitar a recircularização do vetor no momento da ligação. Para a 

amplificação e inserção do gene xylE no vetor em construção, os iniciadores foram 

desenhados contendo em suas extremidades apenas o sítio de reconhecimento da 

enzima XbaI, permitindo que este gene fosse inserido no vetor nas duas direções. 

Devido a isto, e para evitar a recircularização do vetor utilizou-se a enzima 

fosfatase que tem como função romper o enlace do grupo fosfato das extremidades 

3’ livres deste, após a digestão com enzimas de restrição. 

 

Uma vez que a estratégia para a clonagem foi determinada e os iniciadores 

desenhados realizou-se a padronização da amplificação do operon xylXABCD e do 

gene xylE. 

 

Após determinar a melhor temperatura de anelamento dos iniciadores 

específicos para amplificar o operon, um fragmento de 6.122 pb foi obtido, o 

amplicon foi purificado do gel de agarose, ligado no vetor p3cR e transformado por 

eletrotransformação em E. coli DH10B. Inicialmente, todas as construções foram 

inseridas em E. coli devido a sua facilidade de manuseio, rápido crescimento e 

replicação do plasmídeo, para posteriormente serem transformados em 

Pseudomonas sp. LFM046 e LFM1525. Para validação dos clones obtidos foi 

realizada a PCR de colônia utilizando iniciadores que amplificavam o operon 

inteiro, os dois primeiros genes (xylXA) e o último gene (xylD) deste, a fim de 

confirmar a ligação do operon inteiro no vetor. 
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Na Figura 10A apresenta-se o perfil de migração em eletroforese da PCR 

confirmatória da obtenção do clone contendo o plasmídeo pJET-xylXABCD. Na 

Figura 10B observam-se os amplicons dos genes xylXA (2.608 pb), e xylD (1.789 

pb). 

 

Figura 10 – Perfil de migração em gel de agarose dos produtos de PCR para 

confirmar a construção do vetor pJET-xylXABCD 

A. PCR do operon e seus controles; 1- plasmídeo extraído de colônia resistente; 2- DNA genômico de C. 

crescentus (controle positivo); 3- produto de PCR sem amostra (controle negativo). B. PCR dos genes xylXA e 

xylD, e seus controles; 1- genes xylXA amplificados diretamente da colônia resistente; 2- genes xylXA 

amplificados a partir de DNA genômico de C. crescentus (controle positivo); 3- gene xylD amplificado 

diretamente da colônia resistente; 4- gene xylD amplificado a partir de DNA genômico de C. crescentus 

(controle positivo); 5- controle negativo – genes xylXA; 6- controle negativo – gene xylD. 

 

Da mesma forma, foi realizada e avaliada a clonagem do gene xylE no 

plasmídeo pJET (Figura 11). O gene xylE foi amplificado a partir do plasmídeo 

pBBR1MCS2::xylExylAB o qual conservava o RBS nativo de Burkholderia 

sacchari, mas sem promotor. Como observado na Figura 11, as bandas que se 

encontram entre 1.000 pb e 1.500 pb coincidem com o tamanho esperado para o 

transportador (~ 1.419 pb). 

 

 

xylXA 

xylD 
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Figura 11 – Perfil de migração em gel de agarose dos produtos de PCR do gene 

xylE para confirmar a construção pJET-xylE 

1- plasmídeo pBBR1MCS2::xylExylAB (controle positivo); 2- PCR realizada diretamente da colônia resistente; 

3- controle negativo da PCR. 

 

Paralelamente à clonagem de genes, foi realizada a construção do vetor de 

expressão p3cR pela transferência das sequências reguladoras sintetizadas (tac e 

o RBS T7 (g10-L) Epsilon) do plasmídeo pBSK-Nova ao plasmídeo pSEVA241. No 

desenho das sequências reguladoras sete sequências de reconhecimento por 

enzimas de restrição foram adicionadas, cinco destas localizadas entre o promotor 

o e RBS (HindIII, SalI, XhoI, SacI e BamHI) caso se optasse por utilizar só o 

promotor. Os outros dois sítios de reconhecimento de enzimas de restrição (EcoRV 

e KpnI) foram adicionados flanqueando a construção para permitir que, após as 

montagens, esta pudesse ser transferida por inteiro para o vetor pSEVA241 

(Figura 12). 

 

Figura 12 – Representação da sequência sintetizada contendo as regiões 

reguladoras 

Na figura se apresentam os cinco sítios de corte para as enzimas de restrição mencionadas como MCS do inglês 

Multiple Cloning Site (sitio múltiplo de clonagem). 

 

 

xylE 
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A avaliação da construção do vetor p3cR foi realizada por PCR e digestão 

enzimática (Figura 13). Nesta se observam as bandas resultantes após tratar o 

plasmídeo pBSK-Nova com as enzimas de restrição EcoRI e KpnI, além do 

amplificado por PCR utilizando como molde o vetor p3cR (Figura 13A); como última 

prova confirmatória foi realizada uma reação de digestão utilizando uma das 

enzimas que reconhecesse sítios de restrição únicos presentes no sítio múltiplo de 

clonagem (MCS), situado entre o promotor tac e o RBS sintetizados (Figura 13B), 

utilizando-se a enzima XhoI para este teste. 

 

Figura 13 – Perfil de migração em gel de agarose de produtos de digestão e PCR 

para confirmar a construção p3cR 

A. 1- plasmídeo pBSK-Nova digerido com EcoRI e KpnI; 2- PCR das sequências reguladoras realizada 

diretamente da colônia resistente. B. 1- vetor p3cR sem digerir (controle negativo); 2- vetor p3cR digerido com 

a enzima XhoI. 

 

As bandas observadas na Figura 13A encontram-se entre 75 e 200 pb, sendo 

que o fragmento de DNA sintetizado é de ~ 105 pb, coincidindo com o perfil de 

bandas esperado. No caso da  Figura 13B, na canaleta 1 encontra-se o controle 

negativo da digestão – DNA plasmidial sem digerir –, apreciando-se as três 

conformações do plasmídeo, enquanto que na canaleta 2 este encontra-se 

linearizado pelo corte feito com a enzima XhoI. O único sítio de reconhecimento 

tac - RBS 

p3cR 
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para esta enzima encontra-se localizado entre promotor tac e o RBS sintetizados, 

assim a linearização do vetor só pode acontecer se o fragmento sintetizado foi ligado 

com sucesso ao backbone, com isto demostrou-se a construção do vetor de expressão 

p3cR. 

 

Com o vetor de expressão construído e os genes no plasmídeo de clonagem, foi 

realizada a transferência destes ao vetor p3cR (Figura 14). 

 

Figura 14 – Mapa do plasmídeo p3cR sem inserto alvo deste trabalho e contendo 

o operon e o transportador  

De esquerda para a direita: mapa do plasmídeo p3cR vazio, ao qual foi inserido o operon xylXABCD (p3cR-X1) 

e posteriormente adicionou-se o transportador xylE (p3cR-X2). 

 

Em relação às construções da Figura 14, após as confirmações preliminares 

por PCR realizadas diretamente a partir de colônias obtidas e resistentes ao 

antibiótico, estas foram verificadas por reações de digestão e os perfis de restrição 

comparados com mapas de restrição realizados in silico (Figura 15). O uso de 

mapas de restrição ajuda na validação das construções, pois o perfil de bandas 

esperado tem que coincidir após as reações de digestão, facilitando assim a 
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identificação das construções desejadas e consequentemente validação das 

construções. Na confirmação do vetor p3cR-X1 foram obtidas quatro bandas após 

a digestão com a enzima XhoI, todas estas encontrando-se entre os tamanhos 

esperados conforme se observa no mapa de restrição (Figura 15A e B). Para 

confirmar a construção p3cR-X2, foram utilizadas duas enzimas - RruI e PstI - as 

quais deram como resultado cinco bandas, das quais 4 coincidem com o mapa de 

restrição. A banda que não coincide com o perfil esperado encontra-se perto de 

10.000 pb e corresponde ao vetor linearizado que sofreu digestão parcial (Figura 

15C e D). 

 

Figura 15 – Perfil de migração de mapas de restrição para conferir as construções 

p3cR-X1 e p3cR-X2 junto com a predição in silico 

A. Mapa de restrição in silico do plasmídeo p3cR-X1. B. Perfil de migração em gel de agarose de produtos de 

digestão do plasmídeo p3cR-X1. 1- vetor após reação com a enzima XhoI; 2- vetor sem digerir (controle 

negativo). C. Mapa de restrição in silico do plasmídeo p3cR-X2. D. Perfil de migração em gel de agarose de 

produtos de digestão do plasmídeo p3cR-X2. 1- vetor após reação com as enzimas RruI e PstI. 

 

Utilizando os iniciadores desenhados ao longo da construção (6.122 pb) 

(Apêndice A), foram avaliados os genes clonados por sequenciamento. No Apêndice 

F e Apêndice G são apresentados os resultados comparativo do BLAST entre o 

contig resultante do sequenciamento com as sequências FASTA depositadas nos 

bancos de dados cujos genes foram utilizados. 
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Com o sequenciamento de Sanger foi possível validar a integridade da 

sequência completa do operon e das sequências reguladoras clonadas no vetor. 

Estas não apresentaram nenhuma substituição, inserção ou deleção de base que 

poderia ter sido gerado durante o processo de amplificação e/ou ligação no vetor de 

clonagem/expressão e que pudesse interferir na expressão destes nos ensaios de 

consumo de xilose (Apêndice F e Apêndice G). No entanto, na construção portando 

o operon junto ao transportador, foram encontradas substituições de nucleotídeos 

no último gene do operon (xylD) e no gene do transportador, xylE. No gene xylD 

dois dos três nucleotídeos que codificavam o códon de parada da tradução foram 

eliminados, além de terem sido inseridos cinco nucleotídeos, causando uma 

prolongação de cinco aminoácidos a mais na proteína resultante. Isto pode 

ocasionar mudanças na estrutura secundária da proteína, afetando a atividade 

enzimática desta. No gene xylE uma alanina foi substituída por uma valina. No 

entanto estes aminoácidos são neutros apolares, alfa-aminoácidos e o ponto 

isoelétrico destes ocorre em pH 6,0, diferindo apenas pelo cumprimento da cadeia 

principal (4 carbonos na valina com um grupo metila na posição 3, entanto que a 

cadeia da alanina se compõe de 3 carbonos sem radicais), de modo que suas 

características não são muito diferentes, provavelmente não afetando na função da 

proteína, como foi observado anteriormente por Berg e colaboradores (2002). Uma 

vez que a clonagem de todos os genes de interesse no vetor de expressão foi 

confirmada, estes foram inseridos por eletrotransformação em Pseudomonas sp. 

LFM046 e testes para avaliar a expressão gênica nesta linhagem foram realizados. 

 

5.4 Validação da expressão gênica da via de Weimberg clonada na 

Pseudomonas sp. LFM046 por RT-PCR 

 

Foram realizadas culturas da linhagem LFM046 portando os vetores p3cR-

X1 e p3cR (linhagens de Pseudomonas sp. LFM1527 e LFM1526 respectivamente 

- Tabela 1) a partir das quais foi realizada a extração de RNA total em duplicata 

biológica. A integridade do RNA total extraído apresenta-se na Figura 16. No gel 

de agarose pode-se observar as bandas correspondentes à subunidade 5S e 16S 

localizadas entre 750 e 1.000 pb e entre 1.000 e 1.500 pb respectivamente; na parte 
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baixa do gel encontram-se os RNAs transportadores, os quais, por serem de menor 

peso molecular, migram mais rápido no gel de agarose. 

 

Figura 16 – Perfil de migração em gel de agarose mostrando a integridade do RNA 

total extraído da cultura de Pseudomonas sp. LFM1526 e LFM1527 

1 e 2- Pseudomonas sp. LFM1527; 3 e 4- Pseudomonas sp. LFM1526. 

 

Para avaliar a transcrição dos genes da via de Weimberg clonados em 

Pseudomonas sp. LFM046 foram desenhados iniciadores que amplificasse os 

primeiros ~ 500 pb do gene xylX (o primeiro gene do operon) e os últimos ~ 500 pb 

do gene xylD (o último gene do operon) (Apêndice A) o que significaria uma 

transcrição completa de todo o operon clonado. Utilizando como molde o cDNA, 

junto com os iniciadores desenhados, foi avaliada a transcrição mediante uma 

reação de PCR, pois esperava-se amplificação apenas nas reações em que o cDNA 

proveniente da linhagem LFM1527 fosse utilizado como molde, como observado na 

Figura 17; assim os amplicons encontram-se no tamanho desejado e na mesma 

altura do gel que o controle positivo. 

 

5S 

16S 

tRNA 
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Figura 17 – Perfil de migração em gel de agarose dos produtos de PCR a partir de 

cDNA 

A. Produtos de PCR dos primeiros ~ 500 pb do operon. 1 e 2- Pseudomonas sp. LFM1527; 3 e 4- Pseudomonas 

sp. LFM1526 com o vetor p3cR; 5- plasmídeo p3cR-X1 (controle positivo); 6- Controle negativo da PCR. B. 

Produtos de PCR dos últimos ~ 500 pb do operon. 1e 2- Pseudomonas sp. LFM1527; 3 e 4- Pseudomonas sp. 

LFM1526; 5- plasmídeo p3cR-X1 (controle positivo); 6- Controle negativo da PCR. 

 

Como último passo para confirmar a transcrição do operon, os amplicons 

foram purificados do gel de agarose e validados por reação de sequenciamento, 

obtendo-se uma coincidência de 100% para as duas regiões (tanto nos primeiros ~ 

500 pb como nos últimos ~ 500 pb de operon) (Apêndice H e Apêndice I). Com isto 

comprovou-se que o promotor foi expresso na Pseudomonas sp. LFM046. 

 

5.5 Avaliação quanto ao consumo de xilose das linhagens obtidas 

 

As construções p3cR, p3cR-X1 e p3cR-X2 foram eletroporadas nas linhagens 

LFM046 e LFM1525 com as quais foram realizados os seguintes ensaios de 

consumo de xilose em meio MM:  três ensaios realizados em tubos falcon de 50 mL 

e um ensaio em erlenmeyer de 125 mL (Figura 18). 
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Figura 18 – Esquema dos ensaios realizados no trabalho 

De cima para baixo: representações das linhagens de Pseudomonas sp. LFM046 (verde) e LFM1525 (amarela). 

Construções utilizadas em cada ensaio: vetor p3cR (vetor vazio) – controle –, p3cR-X1 (vetor p3cR contendo o 

operon xylXABCD), p3cR-X2 (vetor p3cR contendo o operon xylXABCD e o transportador xylE). Meios de 

cultura utilizados: MMX (meio mineral com 10 g L-1 de xilose), MMXYe (MMX suplementado com 1 g L-1 de 

extrato de levedura), MMXK (MMX com canamicina) e MMXKYe (MMXYe com canamicina). Recipiente em 

que foi realizado o ensaio (tubos falcon ou erlenmeyer). Análises realizadas nas amostras: quantificação de 

açúcares residuais – foto HPLC - e/ou massa seca - metodologia gravimétrica – foto filtros. 

 

Em uma caracterização preliminar da linhagem LFM046, esta foi estriada em 

MMX sólido e após 15 dias de incubação a 30 °C não foi possível observar colônias 

redondas e de forma bem definida, mas sim um crescimento difuso e pouco definido, 

só percebível porque o meio ficou levemente mais opaco. Isto também foi observado 

por Gomez e colaboradores (1996) quando descreveram que a linhagem LFM046 

seria uma bactéria xilose negativa. Assim, decidiu-se realizar diferentes ensaios de 

cultivo com o intuito de definir qual linhagem (parental ou evoluída portando a via 

de Weimberg) e qual meio de cultura em que todas as análises seriam realizadas 

(consumo da fonte de carbono, velocidade de crescimento, produção de PHA e 

fatores de conversão). Para isto, duas hipóteses foram avaliadas: (1) a xilose 

poderia oferecer uma pressão seletiva suficiente que impedisse a perda do vetor; 

(2) o extrato de levedura poderia afetar a adaptação das linhagens recombinantes 

nas condições de cultivo. Nicolò e colaboradores (2014) relataram que 1,0 g L-1 de 

extrato de levedura diminuía a fase de adaptação de Pseudomonas mediterranea, 

quando o consumo de xilose por esta linhagem avaliou-se.  

 

 



77 

 

 

Pelo anteriormente dito, o meio MMX suplementado com extrato de levedura 

não foi testado pois o extrato de levedura poderia ser usado como fonte de carbono 

nas primeiras gerações celulares, não existindo uma pressão seletiva que evitasse 

que o plasmídeo se perdesse nessas gerações.  

 

Para isto realizou-se o ensaio 1 da Figura 18. No Apêndice J se apresentam 

os resultados deste experimento. A partir dos resultados obtidos no experimento 

curvas de consumo de xilose foram realizadas (Figura 19 e Figura 20 . Nestas é 

possível observar o efeito do plasmídeo p3cR-X1 nas linhagens LFM1527 e 

LFM1529 que apresentaram maior consumo de xilose. No meio MMXYe as 

linhagens consumiram em torno de 3,36 e 2,87 g L-1 respectivamente, enquanto 

que em MMX consumiram em torno de 2,74 e 2,95 g L-1 respectivamente. Este 

resultado corroborou o que já havia sido sugerido anteriormente  em relação as 

duas hipóteses já discutidas neste trabalho: (1) o fato da bactéria ter a obrigação 

de utilizar os genes presente no plasmídeo para metabolizar a xilose, faz desta 

fonte de carbono uma pressão seletiva que impediu a eliminação do plasmídeo; (2) 

o maior consumo de xilose foi obtido no meio que continha extrato de levedura na 

sua composição, porém o comportamento das linhagens durante seu crescimento e 

consumo de xilose em meios com e sem este composto não foram diferentes. Aliás, 

Nicolò e colaboradores (2014) adicionaram o extrato de levedura como recurso para 

eliminar a fase de adaptação da Pseudomonas mediterranea, mas esta fase não foi 

visível no gráfico de consumo de xilose (Figura 19). Contudo, neste trabalho, o 

maior consumo de xilose foi observado quando as linhagens foram crescidas no 

meio de cultura contendo extrato de levedura. Não obstante, o consumo 

sobressaliente pode ser atribuído a uma maior população consumindo xilose e não 

a um “estimulo positivo” pelo extrato de levedura ao metabolismo da bactéria, pois 

para isto seria necessário que a linhagem de Pseudomonas sp. LFM046 conseguisse 

utilizar mais eficientemente a xilose. 
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Figura 19 – Curvas de concentração de xilose em função do tempo de cultivo das 

linhagens de Pseudomonas sp. cultivadas em MMXYe 

 

Figura 20 – Curvas de concentração de xilose em função do tempo de cultivo das 

linhagens de Pseudomonas sp. cultivadas em MMX 

 

Baseado em estes resultados, as condições de cultivo (MMX) e a linhagem 

LFM1525 foram escolhidos para serem realizados o resto de ensaios. 

 

Uma vez que foi observado inicialmente um baixo consumo de xilose por estas 

linhagens (Apêndice J), pensou-se que o transporte da pentose ao interior da célula 

poderia ser a principal causa para este fenômeno acontecer. Isto ocorreu pois no 

operon oriundo de Caulobacter não se encontra nenhum gene que codifique para 

um transportador, nesta linhagem o transporte de xilose não se associa a um 

transportador específico para esta fonte de carbono e sim a transportadores com 
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atividade inespecífica (Stephens et al., 2007a). Este fenômeno também foi 

observado na linhagem selvagem Pseudomonas taiwanensis e nas linhagens 

engenheiradas Pseudomonas putida KT2440 e Pseudomonas putida S12 (Köhler 

et al., 2015; Meijnen et al., 2009; Le Meur et al., 2012). Transportadores de hexoses 

em leveduras selvagens e modificados por engenharia evolutiva para melhorar a 

eficiência da assimilação da xilose e que podem transportar esta fonte de carbono, 

também foram descritos anteriormente (Farwick et al., 2014; Hamacher et al., 

2002; Reider Apel et al., 2016). Além disto, na literatura, vários trabalhos relatam 

a expressão heteróloga de transportadores de xilose para melhorar o consumo 

desta fonte de carbono em linhagens em que o crescimento ou produção de algum 

produto de interesse vê-se limitado pela ineficiência dos transportadores nativos 

(Dunn, Rao 2014; Park et al., 2012; Saloheimo et al., 2007; Wang et al., 2013; Wei 

et al., 2016; Young et al., 2012). Baseados nestes trabalhos e com a colaboração de 

Guamán2 (dados ainda não publicados) que disponibilizou o plasmídeo 

pBBR1MSC2::xylABxylE, cujo gene xylE de Burkholderia sacchari, que codifica 

para um simporter com afinidade por pentoses, foi utilizado neste trabalho para a 

construção do vector p3cR-X2. Com esta construção realizou-se o ensaio 2 (Figura 

18) com o intuito de avaliar o consumo de xilose na linhagem LFM1525 no MMX, 

dosando a xilose residual e quantificando a biomassa. Com os dados obtidos neste 

ensaio foram construídas as curvas de consumo de xilose, e de massa seca – 

biomassa (Apêndice K), o que se resume na Tabela 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
2 Guaman LP. Clonagem e super expressão dos genes do catabolismo de xilose em Burkholderia 

sacchari e avaliação do efeito no consumo e produção de polihidroxibutirato a partir de açúcares 

lignocelulósicos [tese (Doutorado em Microbiologia) ]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo; 2016 
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Tabela 7 – Dados de concentração de xilose e biomassa, consumo de xilose e 

produção de biomassa e rendimentos calculados do ensaio 2 

Linhagem Variável 
g  L-1 

Yx/s  (g g-1) 
T0 T15 Δ 

LFM1525 
Massa seca 0,223 ± 0,01 0,110 ± 0,01 -0,113 ± 0,01 

-0,61 
Xilose 9,94 ± 0,12 9,76 ± 0,07 0,19 ± 0,10 

LFM1528 
Massa seca 0,263 ± 0,02 0,133 ± 0,02 -0,130 ± 0,02 

0,52 
Xilose 9,84 ± 0,05 10,09 ± 0,23 -0,25 ± 0,17 

LFM1529 
Massa seca 0,210 ± 0,01 0,445 ± 0,02 0,235 ± 0,02 

0,14 
Xilose 9,78 ± 0,05 8,04 ± 0,45 1,74 ± 0,32 

LFM1530 
Massa seca 0,187 ± 0,02 0,305 ± 0,04 0,118 ± 0,03 

0,04 
Xilose 10,02 ± 0,09 7,04 ± 0,76 2,99 ± 0,54 

Dados de xilose residual e massa seca medida no tempo zero e no dia 15. Δ: xilose consumida ou biomassa 

produzida pela linhagem. Y(x/s): fator de conversão de substrato em biomassa. 

 

Embora os fatores de conversão indiquem que a melhor linhagem é a 

LFM1528, o consumo de xilose e a biomassa produzida – coluna delta (Δ) da Tabela 

7 –  foram negativos para esta linhagem, o que resultou em um fator de conversão 

positivo. Este fenômeno deve-se a: (1) ao baixo consumo de xilose e aos erros em 

cada uma das amostragens, podendo gerar este tipo de dado; (2) ao estresse gerado 

pela expressão heteróloga da via de Weimberg para o consumo da xilose, levando 

a ativação de mecanismos de defesa por esta linhagem, o que pode ter ocasionado 

na diminuição do tamanho de suas células, como foi observado por microscopia 

óptica de amostras provenientes das culturas do ensaio 2 (Figura 21). Na Figura 

21 observa-se o efeito provocado pelas condições de cultivo nas linhagens 

recombinantes (Figura 21B - E), sendo evidente uma diminuição do tamanho das 

células, comportamento observado até mesmo nas culturas do ensaio 5. A partir da 

análise comparativa das células bacterianas que apresentaram uma morfologia 

como observado na Figura 21A (correspondentes à amostra zero do ensaio), com a 

morfologia apresentada pelas linhagens após os ensaios (Figura 21B ou C), mesmo 

havendo apresentado crescimento ao longo do experimento, a diferença de tamanho 

pode ter alterado os resultados referentes ao seu peso celular, que variou nos 

ensaios, neste caso em detrimento da população proveniente do MMX. Contudo, 

este teste simples também permite apreciar o efeito que a expressão heteróloga da 

via de Weimberg pode causar no comportamento celular desta linhagem e 

consequentemente na sus morfologia e crescimento. Isto pode ser observado, por 

exemplo, na linhagem LFM1529, que apresentou o maior tamanho, como 
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observado na Figura 21D, e que em conjunto com a linhagem LFM1530 atingiram 

os maiores valores referentes ao consumo de xilose e produções de biomassa. 

 

Figura 21 – Coloração de Gram das linhagens de Pseudomonas sp. cultivadas em 

MMX e meio LB 

A. Linhagem LFM1525 (cultivada em meio LB). B. Linhagem LFM1525. C. Linhagem LFM1528. D. Linhagem 

LFM1529. E. Linhagem LFM1530. 

 

Neste experimento observou-se que a biomassa gerada pela linhagem 

LFM1530 atingiu em 6 dias o máximo alcançado pela linhagem LFM1529 (~ 0,440 

g L-1), mas com um consumo menor da fonte de carbono (aproximadamente 0,5 g L-

1 menos de xilose) (Apêndice K). Estes resultados indicam que a melhora no 

rendimento pode ser atribuída à presença do transportador XylE nesta linhagem. 

Para confirmar esta observação realizou-se o ensaio 3 em que foram avaliados os 

mesmos parâmetros (consumo de xilose e formação de biomassa), mas em 6 dias. 

Com os dados obtidos neste ensaio foram produzidas as curvas de consumo de 

xilose e de massa seca – biomassa (Apêndice L), o que se resume na Tabela 8. 
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Tabela 8 – Dados de concentração de xilose e biomassa, consumo de xilose e 

produção de biomassa e rendimentos calculados do ensaio 3 

Linhagem Variável 
g  L-1 

Yx/s  (g g-1) 
T0 T6 Δ 

LFM1525 
Massa seca 0,228 ± 0,01 0,188 ± 0,02 -0,040 ± 0,01 

-0,08 
Xilose 9,58 ± 0,48 9,08 ± 0,30 0,51 ± 0,40 

LFM1528 
Massa seca 0,235 ± 0,02 0,168 ± 0,01 -0,067 ± 0,01 

-0,30 
Xilose 9,43 ± 0,07 9,20 ± 0,11 0,23 ± 0,09 

LFM1529 
Massa seca 0,230 ± 0,01 0,320 ± 0,02 0,090 ± 0,02 

0,07 
Xilose 9,43 ± 0,16 8,17 ± 0,25 1,26 ± 0,21 

LFM1530 
Massa seca 0,215 ± 0,01 0,178 ± 0,03 -0,037 ± 0,02 

-14,67 
Xilose 9,30 ± 0,08 9,30 ± 0,55 0,00 ± 0,39 

Dados de xilose residual e massa seca medida no tempo zero e no dia 6. Δ: xilose consumida ou biomassa 

produzida pela linhagem. Y(x/s): fator de conversão de substrato em biomassa. 

 

Na Tabela 8 observam-se valores de delta (Δ) negativos, neste caso 

unicamente para a biomassa produzida, o que também afetou o cálculo dos fatores 

de conversão. Baseados nos resultados obtidos, a linhagem LFM1530 foi 

desconsiderada, pois estes foram incongruentes, uma vez que seu comportamento 

foi similar ao observado nos controles. Assim, decidiu-se continuar os ensaios de 

cultivo com a linhagem LFM1529, pois embora os valores de consumo e produção 

de biomassa não foram reproduzíveis, seu comportamento era congruente. 

 

Com a tentativa de caracterizar o comportamento da linhagem LFM1529 

realizou-se o ensaio 4 e 5, avaliando os mesmos parâmetros (consumo de xilose e 

formação de biomassa), durante 15 dias com a diferença de que o ensaio 5 foi 

realizado em erlenmeyers de 125 mL e como controle somente foi utilizada a 

linhagem LFM1528. Utilizando os dados obtidos nestes ensaios realizaram-se as 

mesmas análises e cálculos realizados nos ensaios anteriores (curvas de consumo 

de xilose e produção de biomassa, assim como o cálculo de fatores de conversão) 

(Apêndice M e Apêndice N), nos quais os resultados se repetiram: deltas (Δ) 

negativos, causando fatores de conversão negativos e de alto valor (quando 

calculado com dois Δ de valor negativos), impossibilitando a caracterização da 

linhagem LFM1529. No entanto, a tendência geral era a mesma: os controles não 

se afastavam ou oscilavam entorno do valor inicial (t0), enquanto que a linhagem 

com a construção p3cR-X1 apresentava melhores consumos de xilose e produções 
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de biomassa. Desta forma, é clara a diferença que faz a expressão heteróloga dos 

genes da via de Weimberg e do transportador xylE nestas linhagens. 

 

 

Como  estratégia  para  tentar  identificar  os  possíveis  pontos  críticos  que 

poderiam estar relacionados em que a expressão do operon poderia ver-se afetada, 

foram realizados testes moleculares, como sequenciamento das construções e RT- 

PCR das linhagens LFM1526 e LFM1527 (seções 4.5.3.6 e 4.5.4 respectivamente). 

Os  dados  apresentados  na  seção 5.4 como resultado  da  RT-PCR permitiram 

comprovar a funcionalidade do promotor tac na linhagem LFM046, o que elimina 

a hipóteses de que os genes não estivessem sendo transcritos. No entanto, se todos, 

ou alguns deles, estão sendo traduzidos e formando proteínas é uma variável que 

não foi comprovada no trabalho.

 

Meijnen e colaboradores (2009) expressaram de forma heteróloga este mesmo 

operon em Pseudomonas putida S12, relatando que XylD foi a única enzima 

necessária para capacitar a S12 a consumir xilose, atingindo velocidades 

específicas de crescimento de 0,11 h-1, a menor velocidade apresentada nas 

recombinantes obtidas em seu experimento. Entanto, neste mesmo trabalho, 

observou-se que se outras enzimas do operon xylXABCD eram expressas em 

conjunto – XylX e XylA – esta velocidade aumentava. Em Pseudomonas 

taiwanensis, foram descritos 4 genes compondo o operon responsável pela via de 

Weimberg, sendo um deles o regulador e os outros três, enzimas envolvidas no 

catabolismo de xilose  (PVLB_18550, PVLB_18560 e PVLB_18565) (Köhler et al., 

2015). Mediante o BLASTP foram comparadas as cinco proteínas de C. crescentus 

com as três proteínas de P. taiwanensis, obtendo-se 28% de identidade entre a 

PVLB_18550 e XylA; 57% de identidade entre a PVLB_18560 e XylX; e 64% de 

identidade entre a PVLB_18565 e XylD, sendo estas 3 proteínas as relatadas por 

Meijnen e colaboradores (2009). Estas enzimas catalisam os últimos três passos da 

via de Weimberg (Figura 4), em que o xilonato é levado até -cetoglutarato, sendo 

este um metabólito principal no ciclo dos ácidos tricarboxílicos.  
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Utilizando a mesma ferramenta comparativa (BLASTP), estas proteínas 

foram procuradas no genoma da Pseudomonas sp. LFM046, obtendo-se os 

resultados apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9 – Resultados comparativos (BLASTP) de proteínas envolvidas na via de 

Weimberg de C. crescentus e P. taiwanensis com proteínas presentes em 

Pseudomonas sp. LFM046 

 

Na Tabela 9, as duas proteínas que apresentaram identidade com XylA e 

PVLB_18550, foram anotadas no genoma da LFM046 como catalizadoras da 

mesma reação (EC 1.2.1.26), sendo esta a última reação da via de Weimberg em 

que é produzido o -cetoglutarato (Figura 4). Com base nisto, podemos inferir que 

esta reação poderia ser catalisada por alguma destas enzimas presentes nesta 

linhagem caso a proteína XylA não estivesse sendo corretamente expressa. 

Contudo, seriam essenciais proteínas homologas a XylD ou PVLB_18565 e a XylX 

ou PVLB_18560, para que a via ocorresse naturalmente na LFM046. Por esta 

razão, a expressão heteróloga destas duas enzimas é imprescindível para que o 

catabolismo de xilose acontecera na LFM046 pela via de Weimberg. 

Correlacionando estes resultados com os dados experimentais, duas hipóteses são 

prováveis: (1) eventos após a transcrição fizeram com que alguma das proteínas 

necessárias não fosse traduzida ou não fosse funcional, afetando o consumo de 

xilose e crescimento. Para desenvolver esta análise devemos considerar o baixo 

valor de identidade apresentada entre as enzimas XylD e PVLB_18565 com a di-

hidroxi-ácido desidratase (Tabela 9), o que poderia explicar o crescimento reduzido 

da linhagem selvagem em MMX sólido após 15 dias de incubação (Batista et al., 

2016). No entanto, os resultados apresentados anteriormente (ensaios de avaliação 

do consumo de xilose e produção de biomassa), demostraram o efeito que tem a 

expressão do operon xylXABCD, melhorando o desempenho das linhagens que o 

continham em relação aos controles que não o possuíam (Apêndices J - N).  

Proteína / Origem 
Tamanho aa \ 

Identidade (%) 
Proteína homologa em LFM046 

XylA / C. crescentus 277/470  \  58 2-cetoglutárico-semialdeído desidrogenase 

PVLB_18550 / P. taiwanensis 392/526  \  74 Cetoglutarato-semialdeído desidrogenase 

XylD / C. crescentus 226/582  \  38 Di-hidroxi-ácido desidratase 

PVLB_18565 / P. taiwanensis 220/572  \  38 Di-hidroxi-ácido desidratase 
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Baseados nestes resultados, mesmo que estas enzimas fossem expressas em 

baixa quantidade, as proteínas XylD e/ou a proteína XylX, podem estar melhorando 

o desempenho das linhagens. Isto supondo que estas seriam as principais 

responsáveis pela capacitação no consumo de xilose. Contudo, para esclarecer esta 

hipótese, as enzimas XylD e XylX provenientes de C. crescentus teriam que ser 

comparadas às de Pseudomonas LFM1527 ou LFM1529, mediante ensaios de 

atividade enzimática. A segunda hipótese seria: (2) se o operon é transcrito e 

traduzido gerando proteínas funcionais, o fator limitante seria a quantidade de 

xilose intracelular, devido à baixa especificidade dos transportadores inespecíficos 

nativos da linhagem. Devido a isto, neste trabalho, com o intuito de minimizar o 

impacto deste fator, a evolução da linhagem LFM046 foi realizada em conjunto com 

a inserção do gene xylE em uma das construções produzidas. Entretanto, devido às 

substituições de nucleotídeos observadas na construção presente no vetor p3cR-X2 

produzido – em que o último gene (xylD) e a sequências do transportador (xylE) 

foram afetadas – não foi possível descartar esta hipótese.  

 

Outra hipótese levantada neste trabalho ocorreu quando foi realizada uma 

semeadura de um BCP da linhagem LFM046, estocada em -80 °C em MMX sólido. 

Após 3 dias de crescimento a 30 °C observou-se uma colônia com crescimento 

sobressaliente e possuindo uma coloração diferente da coloração característica da 

linhagem de Pseudomonas sp. LFM046. Testes bioquímicos realizados nesta 

colônia (oxidase, catalase e coloração de Gram) somados ao sequenciamento do 

gene rRNA 16S indicaram ser a linhagem de Pseudomonas sp. LFM046. A 

mudança na coloração desta linhagem poderia ser explicada devido a possíveis 

danos gerados ao DNA desta linhagem e seu subsequente reparo como descrito no 

item 5.1. Estes danos poderiam ter sido causados por espécies reativas de oxigênio, 

as quais têm sido encontradas em diferentes células durante a criopreservação, 

referindo-se a isto como “criodanos” mutagênicos no DNA (Baumber et al., 2003; 

Chatterjee, Gagnon 2001; Labbe et al., 2001; Park et al., 1998; Todorova et al., 

2012; Zilli et al., 2003), o que pode ter ocorrido devido a esta linhagem ter sido 

preservada a -80 °C. Esta linhagem foi nomeada como LFM1536.  
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Enzimas pertencentes às outras vias metabólicas de xilose (via da xilose 

isomerase, da xilose redutase e a via Dahms) também foram procuradas no genoma 

da Pseudomonas sp. LFM046 usando o BLASTP com o intuito de comparar as 

identidades obtidas com outras proteínas de cada uma das vias de Weimberg. Os 

resultados são apresentados no Apêndice O. Para a enzima xilose isomerase não 

foi encontrada nenhuma proteína homologa na LFM046, todas as demais 

apresentaram porcentagens de identidade inferiores ao obtido para XylD. Assim, é 

possível que a linhagem LFM1536 utilize a via de Weimberg como via catabólica 

de xilose. Além de esta possível mudança, podem ter acontecido também alterações 

em genes codificadores para transportadores que aumentaram sua afinidade pela 

xilose devido aos “criodanos” mutagênicos, obtendo-se uma linhagem de 

Pseudomonas sp. LFM046 capaz de utilizar xilose como única fonte de carbono 

nativamente. No entanto, mais testes seriam necessários para assim identificar 

qual via de fato está sendo usada no catabolismo desta fonte de carbono por esta 

linhagem, além de ensaios que determinem a velocidade de consumo de xilose, a 

velocidade específica de crescimento, produção de PHA, entre outros. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A pressão seletiva exercida durante a engenharia evolutiva resultou em uma 

melhora no consumo de xilose em comparação com a linhagem selvagem, embora 

o consumo de xilose apresentado pela linhagem LFM1525 continue ineficiente.  

 

As simulações realizadas com o core construído para a Pseudomonas sp. 

LFM046 contendo a via de Weimberg demonstraram que, no nível estequiométrico, 

e de balanço de massas dos metabólitos, a via de Weimberg pode sustentar o 

metabolismo da linhagem de Pseudomonas sp. LFM046. Entretanto, as análises 

de cultivo em MM contendo xilose evidenciou que, apesar da baixa velocidade de 

consumo e crescimento, a construção favorece o consumo de xilose e produção de 

biomassa pela linhagem recombinante. Apesar disto, mais elementos, como por 

exemplo, a otimização de códons, regulação da expressão ou indução da via, assim 

como transportadores eficientes de xilose, são necessários para construir uma 

recombinante com a capacidade de gerar dados que permitam a avaliação do 

modelo construído. Estes resultados nos fazem inferir que talvez, eventos pós‐

transcricionais podem ter acontecido, alterando a funcionalidade das enzimas 

resultantes ou mesmo impedindo a tradução do RNAm. Talvez, a baixa velocidade 

de consumo de xilose e produção de biomassa sejam o resultado destes eventos. 

 

A obtenção de um clone xil+ (LFM1536) a partir de uma amostra congelada 

abre novas perspectivas de estudo sobre eventos mutagênicos espontâneos que 

levaram à obtenção deste fenótipo. 
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CC

A
A

G
CC

G
TG

G
A

CG
TT

C
G

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d  

se
q_

5 
fw

 
G

G
TG

A
AG

CC
C

TG
C

G
C

C
G

T 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d  

se
q_

6 
fw

 
CG

CT
G

A
TC

G
TG

C
TG

G
A

C
G

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d  

se
q_

7 
fw

 
AG

CT
AC

G
A

AG
AG

G
CG

C
TG

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d 

se
q_

8 
fw

 
G

C
TC

TT
G

AG
G

C
C

G
A

G
C

TG
 

In
ic

ia
do

r 
pa

ra
 s

eq
ue

nc
ia

m
en

to
 fo

rw
ar

d 
se

q_
9 

fw
 

CA
A

G
AC

C
A

AG
C

G
C

CA
G

G
A

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d 

se
q_

10
 fw

 
CA

C
C

CC
G

C
CA

CC
G

G
CG

A
G

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d 

se
q_

11
 fw

 
CA

A
G

CG
CG

TC
TT

C
G

TG
C

A
 

In
ic

ia
do

r 
pa

ra
 s

eq
ue

nc
ia

m
en

to
 fo

rw
ar

d 
se

q_
12

 fw
 

AT
G

A
AC

TA
CG

G
G

AT
C

A
CG

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d 

se
q_

13
 fw

 
TC

TG
G

CG
C

TC
G

CG
CC

G
C

A
 

In
ic

ia
do

r 
pa

ra
 s

eq
ue

nc
ia

m
en

to
 fo

rw
ar

d  
se

q_
14

 fw
 

G
TC

AA
C

A
TG

C
AG

CC
G

G
CC

 
In

ic
ia

do
r 

pa
ra

 s
eq

ue
nc

ia
m

en
to

 fo
rw

ar
d 
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A
 – Sequências dos iniciadores utilizados no trabalho 

(conclusão) 

N
om

e 
Sequência (5’→

3’) 
C

aracterísticas ou referência 

seq_16 fw
 

G
CCC

A
CG

CCA
G

TCA
G

C
TC

 
Iniciador para sequenciam

ento forw
ard  

seq_17 fw
 

G
C

TTTTCATG
C

TCG
AC

A
T 

Iniciador para sequenciam
ento forw

ard 
seq_18 fw

 
A

TG
G

AAA
G

CG
CC

TC
G

G
AC

 
Iniciador para sequenciam

ento forw
ard  

seq_19 fw
 

C
TG

CA
TCTACC

C
G

G
G

C
G

A
 

Iniciador para sequenciam
ento forw

ard  
xylE

 fw
 

AC
G

TCA
TC

T
A

G
A

C
TC

TG
ATG

CATG
C

CG
CAAA

G
 

XbaI; Iniciador forw
ard do gene xylE

 

xylE
 rev 

G
ACTCA

TC
T

A
G

A
C

TG
C

G
G

CTAG
TG

TG
A

AAAC
C

 
XbaI; Iniciador reverse do gene xylE

 

R
T_PCR

 fw
 

CCATC
G

TG
TTCG

AC
G

G
CTCG

G
A

C
 

Iniciador confirm
atório forw

ard  
R

T_PCR
 rev 

G
CCA

C
TTCCA

G
A

TAC
TG

CG
ACCA

CAG
G

 
Iniciador confirm

atório reverse  
F24 

C
G

CCA
G

G
G

TTTTCCC
A

G
TCACG

AC
 

(Silva-R
ocha et al. 2013) 

R24 
A

G
C

G
G

A
TAAC

A
ATTTC

A
CACA

G
G

A
 

(Silva-Rocha et al. 2013) 

27f 
A

G
A

G
TTTG

A
TCCTG

G
C

TCAG
 

(W
eisburg et al. 1991) 

1492r 
G

G
TTAC

C
TTG

TTAC
G

AC
TT 

(W
eisburg et al. 1991) 

 
As enzim

as de restrição presentes nos iniciadores se destacam
 em

 negrito.
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B – Reações eliminadas e inseridas para elaboração do core utilizado nas 

simulações in silico no COBRA 

 

Reações eliminadas do core de E. coli: 

 Acetaldehyde dehydrogenase 

 Acetate kinase 

 Alcohol dehydrogenase 

 Ethanol reversible transport via proton symport 

 Formate exchange 

 Formate transport via proton symport (uptake only) 

 Formate transport via diffusion 

 Phosphofructokinase 

 Pyruvate formate lyase 

 Biomass function 

 Phosphogluconate dehydrogenase 

 

Reações acrescentadas ao core de E. coli: 

 Glucose 1-dehydrogenase 

 Gluconolactonase 

 Gluconate 2-dehydrogenase 

 2-ketogluconate kinase 

 Phosphogluconate 2-dehydrogenase 

 Gluconate kinase 

 Entner-Doudoroff pathway 

 Sulfidrisation 

 Biomass formation 

 Maintenance ATP 

 Xylose dehydrogenase 

 Xylonolactonase 

 Xylonate dehydratase 

 2-keto-3-deoxylonate dehydratase 

 α-ketoglutaric semialdehyde dehydrogenase 
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C – Metabólitos utilizados no COBRA 

(continua) 

Metabólito Nome do metabólito 

'13dpg[c]' '3-Phospho-D-glyceroyl-phosphate' 

'2pg[c]' 'D-Glycerate-2-phosphate' 

'3pg[c]' '3-Phospho-D-glycerate' 

'6pgc[c]' '6-Phospho-D-gluconate' 

'6pgl[c]' '6-phospho-D-glucono-1-5-lactone' 

'ac[c]' 'Acetate' 

'ac[e]' 'Acetate' 

'acald[c]' 'Acetaldehyde' 

'acald[e]' 'Acetaldehyde' 

'accoa[c]' 'Acetyl-CoA' 

'acon_C[c]' 'cis-Aconitate' 

'actp[c]' 'Acetyl-phosphate' 

'adp[c]' 'ADP' 

'akg[c]' '2-Oxoglutarate' 

'akg[e]' '2-Oxoglutarate' 

'amp[c]' 'AMP' 

'atp[c]' 'ATP' 

'cit[c]' 'Citrate' 

'co2[c]' 'CO2' 

'co2[e]' 'CO2' 

'coa[c]' 'Coenzyme-A' 

'dhap[c]' 'Dihydroxyacetone-phosphate' 

'e4p[c]' 'D-Erythrose-4-phosphate' 

'etoh[e]' 'Ethanol' 

'f6p[c]' 'D-Fructose-6-phosphate' 

'fdp[c]' 'D-Fructose-1-6-bisphosphate' 

'fru[e]' 'D-Fructose' 

'fum[c]' 'Fumarate' 

'fum[e]' 'Fumarate' 

'g3p[c]' 'Glyceraldehyde-3-phosphate' 

'g6p[c]' 'D-Glucose-6-phosphate' 

'glc_D[e]' 'D-Glucose' 

'gln_L[c]' 'L-Glutamine' 

'gln_L[e]' 'L-Glutamine' 

'glu_L[c]' 'L-Glutamate' 

'glu_L[e]' 'L-Glutamate' 

'glx[c]' 'Glyoxylate' 

'h2o[c]' 'H2O' 

'h2o[e]' 'H2O' 

'h[c]' 'H' 

'h[e]' 'H' 

'icit[c]' 'Isocitrate' 

'lac_D[c]' 'D-Lactate' 

'lac_D[e]' 'D-Lactate' 

'mal_L[c]' 'L-Malate' 

'mal_L[e]' 'L-Malate' 

'nad[c]' 'Nicotinamide-adenine-dinucleotide' 

'nadh[c]' 'Nicotinamide-adenine-dinucleotide-reduced' 

'nadp[c]' 'Nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate' 

'nadph[c]' 'Nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate-reduced' 

'nh4[c]' 'Ammonium' 

'nh4[e]' 'Ammonium' 

'o2[c]' 'O2' 
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C – Metabólitos utilizados no COBRA 

(conclusão) 

Metabólito Nome do metabólito 

'o2[e]' 'O2' 

'oaa[c]' 'Oxaloacetate' 

'pep[c]' 'Phosphoenolpyruvate' 

'pi[c]' 'Phosphate' 

'pi[e]' 'Phosphate' 

'pyr[c]' 'Pyruvate' 

'pyr[e]' 'Pyruvate' 

'q8[c]' 'Ubiquinone-8' 

'q8h2[c]' 'Ubiquinol-8' 

'r5p[c]' 'alpha-D-Ribose-5-phosphate' 

'ru5p_D[c]' 'D-Ribulose-5-phosphate' 

's7p[c]' 'Sedoheptulose-7-phosphate' 

'succ[c]' 'Succinate' 

'succ[e]' 'Succinate' 

'succoa[c]' 'Succinyl-CoA' 

'xu5p_D[c]' 'D-Xylulose-5-phosphate' 

'gluco15lactona[c]' 'gluco15lactona[c]' 

'gluconato[c]' 'gluconato[c]' 

'akgluconato[c]' 'akgluconato[c]' 

'ak6Pgluconato' 'ak6Pgluconato' 

'KDPG[c]' 'KDPG[c]' 

'so4[e]' 'so4[e]' 

'so4[c]' 'so4[c]' 

'H2S[c]' 'H2S[c]' 

'xil_D[e]' 'xil_D[e]' 

'xilonolactona[c]' 'xilonolactona[c]' 

'xilonato[c]' 'xilonato[c]' 

'2K3DoxiXilonato[c]' '2K3DoxiXilonato[c]' 

'alfaketoglutarico_semialdehido[c]' 'alfaketoglutarico_semialdehido[c]' 

'HB[c]' 'HB[c]' 

'PH_10[c]' 'PH_10[c]' 

'glicolaldehido[c]' 'glicolaldehido[c]' 

 

  



110 

 

D – Reações utilizadas no COBRA 

(continua) 

Nome da Reação  Equação estequiométrica 

ACALDt acald[e]  <=> acald[c]  

ACONTa cit[c]  <=> acon_C[c] + h2o[c]  

ACONTb acon_C[c] + h2o[c]  <=> icit[c]  

ACt2r ac[e] + h[e]  <=> ac[c] + h[c]  

ADK1 amp[c] + atp[c]  <=> 2.000000 adp[c]  

AKGDH akg[c] + coa[c] + nad[c]  -> co2[c] + nadh[c] + succoa[c]  

AKGt2r akg[e] + h[e]  <=> akg[c] + h[c]  

ATPM atp[c] + h2o[c]  -> adp[c] + h[c] + pi[c]  

ATPS4r adp[c] + 4.000000 h[e] + pi[c]  <=> atp[c] + h2o[c] + 3.000000 h[c]  

CO2t co2[e]  <=> co2[c]  

CS accoa[c] + h2o[c] + oaa[c]  -> cit[c] + coa[c] + h[c]  

CYTBD 
2.000000 h[c] + 0.500000 o2[c] + 

q8h2[c]  
-> h2o[c] + 2.000000 h[e] + q8[c]  

D_LACt2 h[e] + lac_D[e]  <=> h[c] + lac_D[c]  

ENO 2pg[c]  <=> h2o[c] + pep[c]  

EX_ac(e) ac[e]  <=>  

EX_acald(e) acald[e]  <=>  

EX_akg(e) akg[e]  <=>  

EX_co2(e) co2[e]  <=>  

EX_etoh(e) etoh[e]  <=>  

EX_fru(e) fru[e]  <=>  

EX_fum(e) fum[e]  <=>  

EX_glc(e) glc_D[e]  <=>  

EX_gln_L(e) gln_L[e]  <=>  

EX_glu_L(e) glu_L[e]  <=>  

EX_h(e) h[e]  <=>  

EX_h2o(e) h2o[e]  <=>  

EX_lac_D(e) lac_D[e]  <=>  

EX_mal_L(e) mal_L[e]  <=>  

EX_nh4(e) nh4[e]  <=>  

EX_o2(e) o2[e]  <=>  

EX_pi(e) pi[e]  <=>  

EX_pyr(e) pyr[e]  <=>  

EX_succ(e) succ[e]  <=>  

FBA fdp[c]  <=> dhap[c] + g3p[c]  

FBP fdp[c] + h2o[c]  -> f6p[c] + pi[c]  

FRD7 fum[c] + q8h2[c]  -> q8[c] + succ[c]  

FRUpts2 fru[e] + pep[c]  -> f6p[c] + pyr[c]  

FUM fum[c] + h2o[c]  <=> mal_L[c]  

FUMt2_2 fum[e] + 2.000000 h[e]  -> fum[c] + 2.000000 h[c]  

G6PDH2r g6p[c] + nadp[c]  <=> 6pgl[c] + h[c] + nadph[c]  

GAPD g3p[c] + nad[c] + pi[c]  <=> 13dpg[c] + h[c] + nadh[c]  

GLCpts glc_D[e] + pep[c]  -> g6p[c] + pyr[c]  

GLNS atp[c] + glu_L[c] + nh4[c]  -> adp[c] + gln_L[c] + h[c] + pi[c]  

GLNabc atp[c] + gln_L[e] + h2o[c]  -> adp[c] + gln_L[c] + h[c] + pi[c]  

GLUDy glu_L[c] + h2o[c] + nadp[c]  <=> akg[c] + h[c] + nadph[c] + nh4[c]  

GLUN gln_L[c] + h2o[c]  -> glu_L[c] + nh4[c]  

GLUSy 
akg[c] + gln_L[c] + h[c] + 

nadph[c]  
-> 2.000000 glu_L[c] + nadp[c]  

GLUt2r glu_L[e] + h[e]  <=> glu_L[c] + h[c]  

GND 6pgc[c] + nadp[c]  -> co2[c] + nadph[c] + ru5p_D[c]  

H2Ot h2o[e]  <=> h2o[c]  

ICDHyr icit[c] + nadp[c]  <=> akg[c] + co2[c] + nadph[c]  
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D – Reações utilizadas no COBRA 

(continuação) 

Nome da Reação Equação estequiométrica 

MALt2_2 2.000000 h[e] + mal_L[e]  -> 2.000000 h[c] + mal_L[c]  

MDH mal_L[c] + nad[c]  <=> h[c] + nadh[c] + oaa[c]  

ME1 mal_L[c] + nad[c]  -> co2[c] + nadh[c] + pyr[c]  

ME2 mal_L[c] + nadp[c]  -> co2[c] + nadph[c] + pyr[c]  

NADH16 4.000000 h[c] + nadh[c] + q8[c]  -> 3.000000 h[e] + nad[c] + q8h2[c]  

NADTRHD nad[c] + nadph[c]  -> nadh[c] + nadp[c]  

NH4t nh4[e]  <=> nh4[c]  

O2t o2[e]  <=> o2[c]  

PDH coa[c] + nad[c] + pyr[c]  -> accoa[c] + co2[c] + nadh[c]  

PGI g6p[c]  <=> f6p[c]  

PGK 3pg[c] + atp[c]  <=> 13dpg[c] + adp[c]  

PGM 2pg[c]  <=> 3pg[c]  

PIt2r h[e] + pi[e]  <=> h[c] + pi[c]  

PPC co2[c] + h2o[c] + pep[c]  -> h[c] + oaa[c] + pi[c]  

PPS atp[c] + h2o[c] + pyr[c]  -> 
amp[c] + 2.000000 h[c] + pep[c] 

+ pi[c]  

PTAr accoa[c] + pi[c]  <=> actp[c] + coa[c]  

PYK adp[c] + h[c] + pep[c]  -> atp[c] + pyr[c]  

PYRt2r h[e] + pyr[e]  <=> h[c] + pyr[c]  

RPE ru5p_D[c]  <=> xu5p_D[c]  

RPI r5p[c]  <=> ru5p_D[c]  

SUCCt2_2 2.000000 h[e] + succ[e]  -> 2.000000 h[c] + succ[c]  

SUCCt3 h[e] + succ[c]  -> h[c] + succ[e]  

SUCDi q8[c] + succ[c]  -> fum[c] + q8h2[c]  

SUCOAS atp[c] + coa[c] + succ[c]  <=> adp[c] + pi[c] + succoa[c]  

TALA g3p[c] + s7p[c]  <=> e4p[c] + f6p[c]  

THD2 
2.000000 h[e] + nadh[c] + 

nadp[c]  
-> 

2.000000 h[c] + nad[c] + 

nadph[c]  

TKT1 r5p[c] + xu5p_D[c]  <=> g3p[c] + s7p[c]  

TKT2 e4p[c] + xu5p_D[c]  <=> f6p[c] + g3p[c]  

TPI dhap[c]  <=> g3p[c]  

PGL 6pgl[c] + h2o[c]  <=> 6pgc[c]  

glucosaDH glc_D[e] + q8[c]  <=> q8h2[c] + gluco15lactona[c]  

gluconolactonasa h2o[c] + gluco15lactona[c]  <=> gluconato[c]  

gluconatoDH nadp[c] + gluconato[c]  <=> h[c] + nadph[c] + akgluconato[c]  

akgluconatoK atp[c] + akgluconato[c]  <=> adp[c] + ak6Pgluconato  

ak6PgluconatoDH h[c] + nadph[c] + ak6Pgluconato  <=> 6pgc[c] + nadp[c]  

gluconatoK atp[c] + gluconato[c]  <=> 6pgc[c] + adp[c]  

so4t so4[e]  <=> so4[c]  

sulfidrizacion 
3.000000 h[c] + 3.000000 

nadph[c] + so4[c]  
<=> 

3.000000 h2o[c] + 3.000000 

nadp[c] + H2S[c]  

biomass 

1.338000 3pg[c] + 2.930000 

accoa[c] + 1.078000 akg[c] + 

17.821000 atp[c] + 0.361000 

e4p[c] + 0.072000 f6p[c] + 

0.129000 g3p[c] + 0.206000 

g6p[c] + 17.821000 h2o[c] + 

3.548000 nad[c] + 16.548000 

nadph[c] + 6.965000 nh4[c] + 

1.481000 oaa[c] + 0.720000 

pep[c] + 2.861000 pyr[c] + 

0.627000 r5p[c] + 0.233000 

H2S[c]  

-> 

17.821000 adp[c] + 1.678000 

co2[c] + 2.930000 coa[c] + 

17.821000 h[c] + 3.548000 

nadh[c] + 16.548000 nadp[c] + 

17.821000 pi[c]  
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D – Reações utilizadas no COBRA 

(conclusão) 

Nome da Reação Equação estequiométrica 

Ex_so4[e] so4[e]  <=>  

ED1 6pgc[c]  <=> h2o[c] + KDPG[c]  

ED2 KDPG[c]  <=> g3p[c] + pyr[c]  

ICL icit[c]  -> glx[c] + succ[c]  

LDH_D lac_D[c] + nad[c]  <=> h[c] + nadh[c] + pyr[c]  

MALS accoa[c] + glx[c] + h2o[c]  -> coa[c] + h[c] + mal_L[c]  

Ex_gluconato[c] gluconato[c]  ->  

Ex_akgluconato[c] akgluconato[c]  ->  

xil_DH nad[c] + xil_D[e]  <=> h[c] + nadh[c] + xilonolactona[c]  

xilonolactonasa h2o[c] + xilonolactona[c]  <=> h[c] + xilonato[c]  

xilonato_DH xilonato[c]  <=> h2o[c] + 2K3DoxiXilonato[c]  

2keto3deoxi_xilona

to_DH 
2K3DoxiXilonato[c]  <=> 

h2o[c] + 

alfaketoglutarico_semialdehido

[c]  

alfa_KGSA_DH 

h2o[c] + nadp[c] + 

alfaketoglutarico_semialdehido[

c]  

<=> 
akg[c] + 2.000000 h[c] + 

nadph[c]  

SintPHB 
2.000000 accoa[c] + h[c] + 

nadph[c]  
<=> 

2.000000 coa[c] + nadp[c] + 

HB[c]  

SintPH_10 
5.000000 accoa[c] + 4.000000 

atp[c] + h[c] + 7.000000 nadph[c]  
<=> 

4.000000 adp[c] + 5.000000 

coa[c] + 3.000000 h2o[c] + 

7.000000 nadp[c] + 4.000000 

pi[c] + PH_10[c]  

Ex_xil_D[e] xil_D[e]  <=>  

Ex_glicolaldehido[c

] 
glicolaldehido[c]  <=>  

Ex_HB[c] HB[c]  <=>  

Ex_PH_10[c] PH_10[c]  <=>  

 

  



E
 –

 O
ut

pu
t d

e 
da

do
s 

do
 lo

op
 a

ni
nh

ad
o 

(c
on

tin
ua

) 

  

B
io

m
as

sa
  

0 
0,

05
 

0,
1 

0,
15

 
0,

2 
0,

25
 

0,
3 

0,
35

 
0,

4 
0,

45
 

0,
5 

0,
55

 
0,

6 
0,

65
 

0,
7 

0,
75

 
Xi

lo
se

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
0,

25
 

 
0,

05
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

0,
5 

 
0,

1 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
0,

75
 

 
0,

15
 

0,
02

38
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
1 

 
0,

2 
0,

07
38

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

1,
25

 
 

0,
25

 
0,

12
38

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

1,
5 

 
0,

3 
0,

17
38

 
0,

04
76

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
1,

75
 

 
0,

35
 

0,
22

38
 

0,
09

76
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

2 
 

0,
4 

0,
27

38
 

0,
14

76
 

0,
02

14
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
2,

25
 

 
0,

45
 

0,
32

38
 

0,
19

76
 

0,
07

14
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
2,

5 
 

0,
5 

0,
37

38
 

0,
24

76
 

0,
12

14
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
2,

75
 

 
0,

55
 

0,
42

38
 

0,
29

76
 

0,
17

14
 

0,
04

52
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

3 
 

0,
6 

0,
47

38
 

0,
34

76
 

0,
22

14
 

0,
09

52
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

3,
25

 
 

0,
65

 
0,

52
38

 
0,

39
76

 
0,

27
14

 
0,

14
52

 
0,

01
90

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

3,
5 

 
0,

7 
0,

57
38

 
0,

44
76

 
0,

32
14

 
0,

19
52

 
0,

06
90

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

3,
75

 
 

0,
75

 
0,

62
38

 
0,

49
76

 
0,

37
14

 
0,

24
52

 
0,

11
90

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

4 
 

0,
8 

0,
67

38
 

0,
54

76
 

0,
42

14
 

0,
29

52
 

0,
16

90
 

0,
04

28
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

4,
25

 
 

0,
85

 
0,

72
38

 
0,

59
76

 
0,

47
14

 
0,

34
52

 
0,

21
90

 
0,

09
28

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
4,

5 
 

0,
9 

0,
77

38
 

0,
64

76
 

0,
52

14
 

0,
39

52
 

0,
26

90
 

0,
14

28
 

0,
01

66
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
4,

75
 

 
0,

95
 

0,
82

38
 

0,
69

76
 

0,
57

14
 

0,
44

52
 

0,
31

90
 

0,
19

28
 

0,
06

66
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
5 

 
1 

0,
87

38
 

0,
74

76
 

0,
62

14
 

0,
49

52
 

0,
36

90
 

0,
24

28
 

0,
11

66
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
5,

25
 

 
1,

05
 

0,
92

38
 

0,
79

76
 

0,
67

14
 

0,
54

52
 

0,
41

90
 

0,
29

28
 

0,
16

66
 

0,
04

05
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

5,
5 

 
1,

1 
0,

97
38

 
0,

84
76

 
0,

72
14

 
0,

59
52

 
0,

46
90

 
0,

34
28

 
0,

21
66

 
0,

09
05

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
5,

75
 

 
1,

15
 

1,
02

38
 

0,
89

76
 

0,
77

14
 

0,
64

52
 

0,
51

90
 

0,
39

28
 

0,
26

66
 

0,
14

05
 

0,
01

43
 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

 
6 

 
1,

2 
1,

07
38

 
0,

94
76

 
0,

82
14

 
0,

69
52

 
0,

56
90

 
0,

44
28

 
0,

31
66

 
0,

19
05

 
0,

06
43

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

6,
25

 
 

1,
25

 
1,

12
38

 
0,

99
76

 
0,

87
14

 
0,

74
52

 
0,

61
90

 
0,

49
28

 
0,

36
66

 
0,

24
05

 
0,

11
43

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
 

6,
5 

 
1,

3 
1,

17
38

 
1,

04
76

 
0,

92
14

 
0,

79
52

 
0,

66
90

 
0,

54
28

 
0,

41
66

 
0,

29
05

 
0,

16
43

 
0,

03
81

 
0 

0 
0 

0 
0 

 
6,

75
 

 
1,

35
 

1,
22

38
 

1,
09

76
 

0,
97

14
 

0,
84

52
 

0,
71

90
 

0,
59

28
 

0,
46

66
 

0,
34

05
 

0,
21

43
 

0,
08

81
 

0 
0 

0 
0 

0 
 

7 
 

1,
4 

1,
27

38
 

1,
14

76
 

1,
02

14
 

0,
89

52
 

0,
76

90
 

0,
64

28
 

0,
51

66
 

0,
39

05
 

0,
26

43
 

0,
13

81
 

0,
01

19
 

0 
0 

0 
0 

 
7,

25
 

 
1,

45
 

1,
32

38
 

1,
19

76
 

1,
07

14
 

0,
94

52
 

0,
81

90
 

0,
69

28
 

0,
56

66
 

0,
44

05
 

0,
31

43
 

0,
18

81
 

0,
06

19
 

0 
0 

0 
0 

113



E
 – O

utput de dados do loop aninhado 
(conclusão) 

Entenda-se Xilose com
o o fluxo de consum

o de xilose em
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ol gD
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assa com
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F – Resultado do Local BLAST realizado para validar a clonagem do operon 

xylXABCD 

 

 

G – Resultado do Local BLAST realizado para validar a clonagem do gene xylE 
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H – Resultado do Local BLAST dos primeiros ~ 500 pb do operon 

 

 

 

 

 

I – Resultado do Local BLAST dos últimos ~ 500 pb do operon 
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ados e curvas de xilose residual, consum
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L – Dados e curvas de xilose residual, consumo de xilose e massa seca do ensaio 3 
 
Linhagem de 

Pseudomonas sp. 
Massa  seca  (g  L-1) 

t0 t2 t4 t6 Δ 
LFM1530 0,215 ± 0,01 0,215 ± 0,00 0,148 ± 0,02 0,178 ± 0,03 -0,037 ± 0,02 
LFM1529 0,230 ± 0,01             0,320 ± 0,02 0,090 ± 0,02 
LFM1528 0,235 ± 0,02       0,168 ± 0,01 -0,067 ± 0,01 
LFM1525 0,228 ± 0,01             0,188 ± 0,02 -0,040 ± 0,01 
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t0 t2 t4 t6 Δ 
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LFM1529 9,43 ± 0,16             8,17 ± 0,25 1,26 ± 0,21 
LFM1528 9,43 ± 0,07       9,20 ± 0,11 0,23 ± 0,09 
LFM1525 9,58 ± 0,48             9,08 ± 0,30 0,51 ± 0,40 
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O
 – Resultados com

parativos (BLASTP) de proteínas envolvidas em
 diferentes vias de catabolism

o de xilose com
 proteínas 

presentes em
 Pseudom

onas sp. LFM
046 

(conclusão) 

P
roteína 

/ 
O

rigem
 

Score 
Identidade 

P
ositivos 

E
spaços 

P
roteína hom

ologa em
 

L
FM

046 
Xylitol 

dehydrogenase 
 

S. cerevisiae YJM
789 

144 bits 
(362) 

110/356 
(30%

) 
174/356 
(48%

) 
15/356 
(4%

) 
2,3-butanediol 
dehydrogenase 

Putative D
-

xylulose reductase 
 

A
grobacterium

 fabrum
 

ATCC
 33970 

133 bits 
(335) 

106/360 
(29%

) 
166/360 
(46%
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20/360 
(5%
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2,3-butanediol 
dehydrogenase 

Xylitol 
dehydrogenase 

 
K

lebsiella oxytoca 
144 bits 

(362) 
113/358 
(31%

) 
172/358 
(48%

) 
17/358 
(4%

) 
2,3-butanediol 
dehydrogenase 

Xylitol 
dehydrogenase 2 

 
Pichia angusta 

125 bits 
(313) 

106/366 
(28%

) 
166/366 
(45%

) 
24/366 
(6%

) 
2,3-butanediol 
dehydrogenase 

2-dehydro-3-
deoxy-

phosphogluconate 
 

Sulfolobus solfataricus 
72.8 bits 

(177) 
76/299 (25%

) 
130/299 
(43%

) 
29/299 
(9%

) 

4-hydroxy-
tetrahydrodipicolinate 

synthase 
  

126



127 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

 

  





 
 

 
A - Protocolo de extração de DNA genômico 

 

1. Precipitar as células por centrifuga a 16.000 g por 2  min. (1 mL de meio 
de cultura) (Max. Vel. em microcentrifuga). 

2. Adicionar 600 μL da solução de lise de núcleos. Pipetar com gentileza 

para misturar. 
3. Incubar por 5 min. a 80 °C, depois esfriar em temperatura ambiente. 
4. Adicionar 3 μL de solução de RNase; misturar e incubar a 37 °C por 15 

– 60 min. Esfriar em temperatura ambiente. 
5. Adicionar 200 μ L de solução de precipitação de proteínas; vortex. 
6. Incubar por 5 min. a temperatura ambiente. 

7. Centrifugar durante 3 min. a 16.000 g (Max. Vel. em microcentrifuga). 
8. Transfira cuidadosamente o sobrenadante a um tubo limpo com 600 μL 

de isopropanol a temperatura ambiente. Misturar. 

9. Centrifugar a 16.000 g por 2 min. (Max. Vel. em microcentrifuga). 
10. Adicione 600 μL de etanol 70% a temperatura ambiente. Misturar. 
11. Centrifugar a 16.000 g por 2 min. (Max. Vel. em microcentrifuga). 

12. Reidratar o DNA em 100 μL de solução de reidratação por 1 h a 65 °C 
ou overnight a 4 °C. 
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-B  Protocolo de extração de DNA plasmidial 

1.
 

 Precipitar as células por centrifuga a 10.000  g por 5 min (2 mL de meio 

de cultura) (Max. Vel. Em microcentrifuga). 
2. Suspender o precipitado em 250 μL de solução de resuspenção. 
3. Adicionar 250 μL de solução de lise e inverter 4 vezes para misturar. 

4. Adicionar 10 μL de solução de Protease Alcalina; inverter 4 vezes para 
misturar. 

5. Incubar por 5 min. a temperatura ambiente. 

6. Adicionar 350 μL de solução de neutralização e inverter 4 vezes para 
misturar. 

7. Centrifugar durante 10 min. a 10.000 g (Max. Vel. Em 

microcentrifuga). 
8. Insira a minicoluna no tubo de coleta. 
9. Transfira cuidadosamente o produto da lise à minicoluna. 

10. Centrifugar a Max. Vel. Por 1 min. na microcentrifuga. Descartar o 
filtrado e reinserir a minicoluna no tubo de coleta. 

11. Adicione 750 μL de solução de lavagem contendo etanol. Centrifugar a 

Max. Vel. por 1 min. Descartar o filtrado e reinserir a coluna para o 
tubo de coleta. 

12. Repita o passo anterior com 250 μL de solução de lavagem. 

Centrifugado a Max. Vel. durante 2 min. 
13. Nota: repousar 10 min. para remover o excesso de etanol.
14.

 
 Transferir a minicoluna para um novo tubo de microcentrifugação de 

1,5 mL (ter cuidado em não transferir solução de lavado junto com 
minicoluna. Se a minicoluna tem solução de lavado ainda, centrifugar 
novamente por 1 min. a Max. Vel. e depois transferir a minicoluna ao 
novo tubo de microcentrifuga). 

15. Adicione 100 μL de água livre de nucleasse na minicoluna. 
16. Centrifugar a Max. Vel. por 1 min. a temperatura ambiente. 
17. Remova e descarte a minicoluna. Guardar o DNA a 4 °C ou 20-  °C. 
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C - Protocolo de purificação de bandas de DNA  
 

1. Colocar num tubo de microcentrifuga de 1,5 mL a banda recortada. 

2. Adicionar 10 μL de solução de união à membrana por cada 10 mg de 
gel. 

3. Aplicar vortex e incubar-se em 50 – 65 °C até que o gel esteja 

completamente dissolvido. 
4. Insira a minicoluna no tubo de coleta. 
5. Transfira cuidadosamente na minicoluna o gel dissolvido. 

6. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 
7. Centrifugar a 16.000 g por 1 min. Descartar o filtrado e reinserir a 

coluna no tubo de coleta. 

8. Adicione 700 μL de solução de lavagem de membrana contendo etanol. 
Centrifugar a 16.0000 g por 1 min. Descartar o filtrado e reinserir a 
coluna no tubo de coleta. 

9. Repita o passo anterior com 500 μL de solução de lavagem de 
membrana. Centrifugado a 16000 g durante 5 min. 

10. Esvaziar o tubo de coleta e centrifugar durante 1 min. com a tampa da 

microcentrífuga aberta (ou sem tampa) para remover o excesso de 
etanol. 

11. Transferir a minicoluna para um novo tubo de microcentrifugação de 

1,5 mL. 
12. Adicione 50 μL de água livre de nucleasse na minicoluna. 
13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

14. Centrifugar a 16.000 g por 1 min. 
15. Remova e descarte a minicoluna. Guardar o DNA a 4 °C ou -20 °C. 
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