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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. 

 



 

 

 
 

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 



 

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 



 

 

 
 

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.  



 

 

 

2 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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