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RESUMO

A crescente preocupacao com o meio-ambiente requer alternativas para 0 consumo
de combustiveis fosseis. O biodiesel, por exemplo, foi desenvolvido como alternativa
ao Oleo diesel mineral. Sua producdo € bastante grande e tende a crescer ainda
mais. Entretanto, em sua producdo, o biodiesel produz glicerol, que necessita de
purificacdo, em um processo bastante caro. Uma alternativa seria a utilizagdo do
glicerol bruto para a producdo de outros compostos de maior valor, através de
fermentacdo. Nesse caminho, uma das alternativas seria a producdo de 1,3-
propanodiol (1,3-PDO), um alcool de alto valor industrial, com diversos usos nas
diversas areas industriais, em especial na producdo de um polimero similar ao PET,
o PTT. A producéo de 1,3-PDO a partir de glicerol é conhecida em alguns micro-
organismos, como a Klebsiella pneumoniae, por exemplo. O presente trabalho teve
por objetivo construir a via de producao de 1,3-PDO, presente em K. pneumoniae,
em Escherichia coli geneticamente modificada, para a producéo de 1,3-PDO através
de um micro-organismo bastante utilizado na industria, utilizando a engenharia

metabdlica.

Palavras-chave: 1,3-propanodiol, Glicerol, Engenharia Metabdlica.



ABSTRACT

The growing concern with the environment requires the use of alternatives to fossil
fuels. Biodiesel, for example, was developed as an alternative to mineral diesel. Its
production is quite large and likely to grow even more. However, in its production,
biodiesel produces glycerol, which needs purification, in a quite expensive process.
An alternative would be the use of raw glycerol to produce other compounds of
higher value by fermentation. In this way, an alternative would be the production of
1,3-propanediol (1,3-PDO), an alcohol of high industrial value with many uses in
several industrial fields, particularly in the production of a polymer similar to PET, the
PTT. The production of 1,3-PDO from glycerol is known in some micro-organisms
such as Klebsiella pneumoniae, for example. The present study aimed to build the
pathway of the production of 1,3-PDO, present in K. pneumoniae, in Escherichia coli
genetically modified, for the production of 1,3-PDO by a micro-organism widely used

in industry, using metabolic engineering.

Keywords: 1,3-propanediol, glycerol, metabolic engineering.
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"Out of the night that covers me,
Black as the pit from pole to pole,
I thank whatever gods may be
For my unconquerable soul.

In the fell clutch of circumstance
I have not winced nor cried aloud.
Under the bludgeonings of chance
My head is bloody, but unbowed.

Beyond this place of wrath and tears
Looms but the Horror of the shade,
And yet the menace of the years
Finds and shall find me unafraid.

It matters not how strait the gate,
How charged with punishments the scroll,
I am the master of my fate,

I am the captain of my soul.”

(William Ernest Henley - Invictus)
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1. INTRODUCAO

Atualmente existe uma preocupacao crescente com o meio-ambiente, em
especial no que se refere ao consumo de recursos naturais. A chamada “Quimica
Verde”, que possui como objetivo a produg¢do de compostos menos nocivos ao meio-
ambiente e o desenvolvimento de técnicas de producdo que ndo sejam prejudiciais
ao ecossistema, esta em pleno desenvolvimento, com a utilizacdo de matérias-
primas que causem menores impactos ao meio ambiente. Essa "Quimica Verde"
est4, atualmente, presente em diversos setores industriais. Como exemplo, podemos
citar o caso das tintas (com o desenvolvimento de formula¢gdes tendo a agua como
solvente, por exemplo), os plasticos, que possuem uma infinidade de alternativas
aos modelos tradicionais, tais como o0s oxi-biodegradaveis, os biodegradaveis e
também o0s que tém se tornado mais atrativos para as grandes industrias: Os
biopolimeros. Além disso, a "Quimica Verde" vem se preocupando, ultimamente, em
desenvolver alternativas para o0s combustiveis também. Em relacdo aos
combustiveis de origem fossil, o alto grau de poluicdo atmosférica e a finitude da
matéria necessaria para sua producdo exigiram gque fossem criadas alternativas para
sua producdo. O Brasil, por exemplo, € um pioneiro em relacdo a combustiveis
renovaveis, com o desenvolvimento do etanol oriundo da cana-de-agucar. Em 1925
foi desenvolvido o primeiro carro a alcool no pais (INT, 2013). Posteriormente, na
década de 1970 foi desenvolvido um programa governamental de incentivo ao
desenvolvimento do alcool como combustivel: O Pré-alcool. Apesar de o programa
ter dado o incentivo necessério para que o alcool fosse utilizado como combustivel
em larga escala, fatores como a alta no preco internacional do acucar fizeram com
que o alcool como combustivel ficasse em segundo plano. Entretanto, na década de
1990, a conjuntura econémica favoreceu a producdo de etanol. Hoje ele é produzido
em larga escala, e a industria automotiva se adequou a essa realidade, com motores
movidos a etanol e, posteriormente, os chamados motores “flex”, que operam tanto
com etanol como com gasolina. Além disso, o Brasil adotou, através de medida
politica, a adicdo de etanol na gasolina automotiva, diminuindo o impacto ambiental
causado pela emisséo dos gases provenientes da combustédo dessa mistura.

No caso do Brasil, a utilizagdo excessiva do transporte rodoviario implica em
um elevado consumo de combustiveis fésseis. O destaque, nesse quesito, fica para
o Oleo Diesel, com uma producéo total de cerca de 37,7 milhdes de metros cubicos
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(ANP, 2011). Entretanto, o diesel originario das petroquimicas apresenta um
potencial de poluicdo atmosférico muito grande, especialmente por causa do alto
teor de enxofre presente nessa substancia. O enxofre, quando liberado para a
atmosfera, possui efeitos nocivos ao meio ambiente, como a chuva acida. Além
disso, trata-se de uma substancia nociva para o sistema respiratorio dos seres vivos,
podendo causar diversas complicacoes.

A alternativa encontrada foi a producdo do chamado biodiesel. De acordo
com a definicdo técnica, biodiesel € um “"combustivel composto de mono-
alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leos vegetais ou de
gorduras animais, e designado B100." (BIODIESELBR, 2013). De acordo com a
legislacdo brasileira, a definicdo de Biodiesel € "Biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressédo ou, conforme regulamento, para geracéo de outro tipo de energia, que
possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil." (PORTAL SAO
FRANCISCO, 2013). Trata-se, portanto, de um 0leo originario do processamento de
diversas oleaginosas, tais como a soja, dendé, amendoim, girassol e mamona, entre
outras. Ele é produzido através da transesterificacdo dos acidos graxos provenientes
das oleaginosas, produzindo mono-alquil ésteres (figura 1.1). Esses ésteres
produzidos possuem propriedades muito semelhantes ao 6leo diesel comum, com
diferencas em relacédo a viscosidade e incompatibilidade com alguns materiais, tais
como a borracha natural e alguns compostos nitrilados, 0 que pode causar um
desgaste maior em motores que nao tenham as adaptacbes necessarias para

operarem com o biodiesel (SILVA, 2010).

Figura 1.1: Esquematizacdo da transesterificagado na producgéo de biodiesel.
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Esse biodiesel, além de possuir um teor de enxofre muito menor, € oriundo
de fontes renovaveis, o que conjuntamente com o corrente desenvolvimento da
tecnologia para sua producdo, torna-o mais viavel ecologicamente, sendo
amplamente aceito no mundo inteiro. Contudo, por questdes operacionais, em razao
do maior desgaste provocado pelo biodiesel em relacdo ao diesel petrolifero, os
motores a diesel atuais estdo configurados para operarem com misturas de biodiesel
e diesel mineral. Essas misturas recebem a letra "B", seguida de um numero,
referente a porcentagem de biodiesel adicionada. Por exemplo, uma mistura
composta de 5% de biodiesel e 95% de diesel mineral recebe a sigla de B5. Se a
mistura contiver 20% de biodiesel, serd chamada de B20. E quando ndo h& a adi¢édo
de diesel mineral, trata-se de um B100. Atualmente, os motores estado configurados
para operarem com a B20, porem a maioria do biodiesel vendido hoje no Brasil eh
B2. Ate a B5 ndo é necessaria nenhuma adaptacdo no motor para utilizacdo deste
combustivel (PORTAL SAO FRANCISCO, 2013). Ainda assim, a producdo de
biodiesel é bastante grande, e tende a aumentar. Somente no Brasil a producéo de
biodiesel chegou a 2,1 milhdes de metros cubicos em 2010, uma alta de 295 mil por
cento em relacdo aos 736 metros cubicos produzidos em 2005 (ANP, 2011).

A demanda mundial pelo biodiesel tende a aumentar, assim como a
producdo do mesmo. A tendéncia é que haja um aumento progressivo da
porcentagem de biodiesel nas misturas, promovendo uma menor dependéncia em
relacdo ao combustivel féssil. Entretanto, a producdo de biodiesel, como podemos
observar na figura 1, origina residuos que nem sempre podem ser aproveitados. Um
dos subprodutos da fabricacdo do biodiesel de maior importancia, atualmente, € o
glicerol.

Até 1949, todo o glicerol produzido no mundo era oriundo da industria de
sabdo. Atualmente, cerca de 30% da producdo norte-americana de glicerol é
proveniente da fabricacdo do polipropileno, da producdo de &cidos graxos e da
producdo de biodiesel (BIODIESELBR, 2013). A producdo de glicerol tende a
crescer, acompanhando a tendéncia de crescimento do biodiesel. Entretanto, alguns
fatores precisam ser considerados: Uma maior oferta de um produto implica em uma
queda no preco do mesmo; O glicerol proveniente de biodiesel precisa passar por
um custoso processo de purificacdo, para que seja utilizado como glicerina. O
glicerol corresponde a cerca de 5 a 10% do produto bruto na produc&o do biodiesel.

Apesar da oferta ser extremamente grande, a demanda é bastante grande também,
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tendo em vista a ampla variedade de aplicacbes do glicerol na industria. Ele é
empregado em diversos setores, como 0 alimenticio, onde ele pode substituir o
sorbitol como umectante e conservante de bebidas e alimentos, tais como
refrigerantes, balas, bolos e racao animal seca. Além disso, o glicerol pode, por suas
caracteristicas estruturais, ser empregado na producao de molhos para salada,
coberturas de doces e sobremesas geladas (BIODIESELBR, 2013). O glicerol pode,
ainda, ser utilizado na industria farmacéutica (é atualmente um dos ingredientes
mais utilizados na composicdo de capsulas, anestésicos, xaropes, emolientes para
cremes e pomadas, antibidticos e antissépticos). No setor de cosméticos, por suas
caracteristicas (ndo-toxico, nao-irritante, sem cheiro e sem sabor), o glicerol vem
sendo utilizado como emoliente e umectante em diversos produtos, como pastas de
dente, cremes de pele, lo¢cbes, desodorantes, batons e maquiagens. Além disso, o
glicerol é utilizado na industria do tabaco (tornar as fibras mais resistentes e na
composicao do filtro do cigarro), na industria téxtil (onde sua fungdo € amaciar e
aumentar a flexibilidade das fibras téxteis), entre outras aplicacfes, tais como
fabricacdo de tintas e resinas, alem de lubrificantes para maquinas, por exemplo
(BIODIESELBR, 2013).

Porém, o glicerol oriundo da producédo do biodiesel excede a demanda do
produto, causando um consideravel impacto ambiental. A Europa, por exemplo,
possui incentivos para a producdo do biodiesel, o que aumentou a oferta de
biodiesel na regido, aumentando, consequentemente, a produgcéo do glicerol. De
acordo com Anand e Saxena (2011), existe uma projecdo de uma producdo de 37
bilhdes de galbes de biodiesel em 2016, gerando 4 bilhées de galdes de glicerol. O
aumento na producdo de biodiesel causara grande impacto no mercado do glicerol,
de acordo com Yang et al. (2012). Segundo esse estudo, o preco do glicerol
refinado, em 2007, era bastante baixo ( US$ 0,30 por libra), se comparado ao pre¢o
do produto antes da expansdo da producao de biodiesel (US$ 0,70), nos Estados
Unidos. Quando se analisa o glicerol bruto, a queda do precgo se torna ainda mais
acentuada, de US$ 0,25 para US$ 0,05 por libra do produto (KERR et al., 2007).

Uma das solugbes encontradas para esse excedente na oferta € a
biotransformacdo desse glicerol. A biotransformacdo consiste na utilizacdo de
agentes microbianos para a transformacdo de um determinado substrato em um
produto de interesse comercial. O processo de biotransformagcdo vem sido

desenvolvido, com a descoberta e isolamento de diversos microorganismos,
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utilizacdo de diferentes substratos e desenvolvimento de diversas estratégias de
biotransformacao. Atualmente ha uma tendéncia para a busca de biotransformacdes
a partir de substratos baratos, tais como rejeitos agroindustriais. No caso do glicerol,
existem varias alternativas para sua biotransformacao. Dentre essas alternativas,
destaca-se a conversdo de glicerol a 1,3-propanodiol (1,3-PDO). O 1,3-PDO é um
polialcool utilizado como matéria prima de diversas industrias, possuindo utilizacéo,
entre outros, na industria plastica, como mondmero para a producéo do polipropileno
tereftalato (PPT), um termoplastico com propriedades fisico-quimicas superiores ao
polietileno tereftalato (PET) (SILVA, 2010). Ele também pode ser utilizado na
producdo de lubrificantes e solventes, além de ser utilizado também na inddstria
farmacéutica.

A biotransformacao é interessante, pois permite a utilizacdo de compostos
renovaveis e ndo gera intermediarios toxicos. Entretanto, os processos fermentativos
possuem limitacBes quando comparados aos processos de sintese: a variedade de
produtos é relativamente pequena, o rendimento € baixo e a recuperacdo e
purificagdo dos produtos é frequentemente dificii (CAMERON et al., 1998). Para
contornar esses problemas, foram desenvolvidas técnicas, como as utilizadas na
engenharia metabdlica. Nesse caso, as rotas metabdlicas sdo alteradas para
aumentar a variedade de compostos biossintetizados e aumentar a taxa de
producdo do composto de interesse, possibilitando, assim, uma facilitacdo nos
procedimentos de recuperacao e purificagdo do composto (CAMERON et al., 1998).

O conhecimento de uma via metabdlica permite modificacbes na mesma
para que haja um aumento na producdo de um determinado composto da via, ou o
decréscimo de outro composto. Essa tecnologia € conhecida como engenharia
metabdlica. A engenharia metabdlica é a alteracdo racional da arquitetura génica de
um organismo para conseguir um fenotipo especifico (STEPHANOPOULOS E
VALLINO, 1991). De um modo geral, o primeiro passo no processo de alteracéo é
identificar o “passo-limitante” (VEMURI E ARISTIDOU, 2005). A solucdo para
superar esse gargalo pode ser tanto a superexpressdo de um gene como a
inativacdo da rota que leva a outros intermediarios diferentes do desejado
(KEASLING et al., 2003).

Para que um micro-organismo se desenvolva em um meio contendo glicerol
como unica fonte de carbono, € necessario uma via metabdlica especifica para a

conversao do glicerol. Dentre eles, pode-se citar a Clostridium butyricum
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(CARDENAS et al., 2006), Citrobacter T3, além de Enterobacter, Lactobacillus e
Klebsiella (BIEBL et al., 1999). Em 1999, Darbon e colaboradores caracterizaram tal
via na bactéria Thermus flavus. Foram descritos dois genes, glpK e glpF, que
codificam, respectivamente, a glicerol cinase, responsavel pela fosforilacdo do
glicerol, convertendo-o em glicerol-3-fosfato, e o facilitador de glicerol, que tem por
funcdo auxiliar o transporte do glicerol através da membrana plasméatica. Em outros
tipos de bactérias, essa entrada pode se dar através de difuséo facilitada (HELLER,;
LIN; WILSON, 1980).

Apdés a absorcdo do glicerol pela célula, o mesmo necessita ser
metabolizado. O glicerol, entdo pode seguir por duas vias: Através da glicerol
desidratase, culminando com a formacdo de 1,3-PDO ou através da glicerol
desidrogenase em direcdo ao ciclo do acido citrico. A producédo de 1,3-PDO &,
portanto, uma consequéncia do crescimento anaerdbio em glicerol através de uma
via redutora. Esse crescimento ocorre através do consumo oxidativo do glicerol para
produzir aumento da biomassa concomitante com o acumulo de intermediarios, tais
como o acetato, e a geracdo de excesso de NADH. Esse NADH nédo pode ser
acumulado e deve ser convertido a NAD+ para manter uma concentracdo constante
de ambos na célula. Além disso, o NAD+ é regenerado através da conversao
redutora do glicerol em 1,3-PDO em dois passos. O primeiro passo € uma
desidratacdo do glicerol a 3-HPA (3-hidroxipropionaldeido), catalisada pela enzima
glicerol desidratase, codificada pelos genes dhaB1-3. O segundo passo € uma
reducdo dependente de NADH do aldeido para 1,3-PDO, catalisada pela 1,3-
propanodiol oxidoredutase, codificada pelo gene dhaT (NAKAMURA; WHITED,
2003) (figura 1.2).
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Figura 1.2: Converséao do glicerol a 1,3-PDO.
Fonte: Adaptado de Nakamura e Whited, 2003.

De acordo com Nakamura e Whited (2003), a glicerol desidratase é uma
enzima composta de trés polipeptideos dependente da coenzima B12 e que catalisa
a conversdao de glicerol a 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA). Essa coenzima
normalmente se encontra inativa, bastante proxima a desidratase, o que impede a
catalise. Uma enzima auxiliar, a glicerol desidratase reativase facilita a dissociacéo
dessa coenzima inativa, para a formacao da apoenzima glicerol desidratase. Essa
apoenzima religa-se a coenzima, agora ativa, dando continuidade a conversao para
3-HPA, prosseguindo na via metabdlica. Descobriu-se que a glicerol desidratase
reativase € codificada por dois genes, em Clostridium freundii. dhaF e dhaG
(SEIFERT, C. et al, 2001).

No caso do glicerol, a fermentacdo pode seguir basicamente por dois
caminhos (figura 1.3). Como mencionado anteriormente, ha a via redutora, que

originard o 1,3-PDO e a via oxidativa, que levara a produgdo de outros compostos.
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Figura 1.3: Vias metabdlicas para a producgéo de 1,3-PDO e demais compostos.
Fonte: Biebl, 1999.

Para um aumento na producdo do 1,3-PDO, utilizando a engenharia
metabolica, seria necessaria a realizacdo de modificacbes que privilegiassem a via
redutora em detrimento da via oxidativa. Uma superexpressao do gene que codifica
a enzima glicerol desidratase, aliada a uma supressdao do gene codificador da
enzima glicerol desidrogenase, responsavel pela via oxidativa, poderia, em principio,
levar a uma maior producéo de 1,3-PDO. Entretanto, na via redutora, a necessidade
de NADH é primordial para a reacdo de reducao, exigindo assim outras alternativas.
A figura 1.4 mostra um esquema com as vias metabdlicas em micro-organismos

produtores de glicerol (A), produtores de 1,3-PDO (B) e outros (C), e suas vias



19

guando submetidos a determinadas modificagdes através da engenharia metabdlica
(D, E e F).

Figura 1.4: Comparagdo entre microorganismos selvagens e submetidos a
engenharia metabdlica para producéo de 1,3-propanodiol
Fonte: Biebl, 1999.

Verifica-se, portanto, que os genes dhaB e dhaT, responsaveis pela
codificacdo da glicerol desidratase e pela 1,3-propanodiol oxidorredutase, levam o
micro-organismo a produzir o 1,3-PDO.

Entretanto, como verificaram Nakamura e Whited (2003), a engenharia
metabolica pode ser utilizada como ferramenta para o aumento na producao de 1,3-
PDO, através da sintese de enzimas mais resistentes, no caso, a concentracao de
glicerol e de 1,3-PDO. Knietsch et al. (2003) isolou desidratases com maior
resisténcia a inativacao pelo glicerol e inibicao pelo 1,3-PDO. Um conjunto de genes
responsavel pela desidratase foi isolado e a porcédo incompleta foi complementada
com o DNA correspondente de Salmonella enterica, produzindo uma desidratase
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com maior resisténcia. Essa técnica pode ser utilizada, portanto, para resolver os
passos limitantes da via. Na figura 4, a figura E mostra um micro-organismo com 0s
genes GPPl e GPP2, genes isolados de S. cerevisae que codificam duas
isoenzimas de glicerol-3-fosfatase, que catalisam a converséo de glicerol-3-fosfato
em glicerol em micro-organismos produtores de glicerol. A superexpresséo desse
gene em outros organismos poderia ligar o metabolismo da glicose e a formacao de
1,3-PDO, porque o glicerol-3-fosfato € um intermediario na sintese de lipideos em
todos os micro-organismos (BIEBL et al., 1999).

Para fins industriais, seria interessante que o microorganismo em questao
utilizasse, como fonte de carbono, o residuo industrial bruto, ou com o minimo de
tratamento possivel. Isto seria importante, pois diminuiria o custo final de producéo,
aumentando a viabilidade econdmica. Como foi citado anteriormente, o custo de
refino de alguns produtos s&o bastante altos, inviabilizando algumas formas de
producao.

Para que isso ocorra, seria importante encontrar a combinacéo ideal entre
organismo hospedeiro e enzimas (e consequente vias metabdlicas) a serem
clonadas, mais eficientes. Tal importancia decorre do fato que o organismo a ser
modificado geneticamente precisa se desenvolver bem no determinado substrato e
pode ser desfavoravel eventuais conflitos entre as vias metabdlicas pré-existentes e
as inseridas no microorganismo (uma vez que pode haver desvios no fluxo de

carbono na célula).

2. Objetivo

O objetivo desse trabalho foi clonar os genes de Klebsiella pneumoniae em
Escherichia coli para obtengdo de mutante produtor de 1,3-PDO e verificar a
producdo de 1,3-PDO pela cepa mutante de E. coli utilizando glicerol bruto de

biodiesel e glicerol P.A. (Para Analise).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Cepas estudadas e manutencéao dos isolados

O microrganismo E. coli TOP10 (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrT) endA1 A) (Invitrogen) encontra-se isolado e mantido em ultrafreezer -86°C
em solucdo de 20% de glicerol, sendo realizado repiques para manutencédo da
viabilidade das culturas regularmente, e também liofilizada mantida sob refrigeracéo.
Os mutantes foram conservados da mesma forma e liofilizados. As culturas depois
de descongeladas foram reativadas em tubos de ensaio com 5 mL de meio LB
(Triptona 10g.L™"; Extrato de levedura 5 g.L™; NaCl 10 g.L™") estéril e incubadas em
estufa a 37°C por 12-24h. Em seguida, repiques foram realizados a cada 24h,
durante 72h, em erlenmeyers contendo 25-50 mL de meio LB estéril com

cloranfenicol, e cultivados em shaker a 150rpm e 37°C.

3.2 Preparacédo de células competentes

A E.coli TOP10 passou por um processo para se tornar quimicamente
competente, para que o plasmidio pudesse ser inserido. Esse tratamento consistiu
no cultivo do microorganismo por cerca de 12 horas a 150 rpm e 36 °C, seguido de
um repique, cultivando esse mesmo microorganismo nas mesmas condicoes, até
atingir uma densidade 6ptica de aproximadamente 0,4. Posteriormente foi realizada
a transferéncia para tubos de polipropileno previamente resfriados. Esses tubos
permaneceram no gelo por cerca de 10 minutos e depois foi realizada a
centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 10°C. O pellet foi ressuspenso em
CaCl; 0,1M gelado, utilizando 10 mL de CaCl, por cada 50 mL de meio cultivado. O
volume foi reunido em apenas um tubo de polipropileno, e deixado por cerca de 30
minutos em gelo. Apés este tempo, o tubo foi novamente centrifugado, nas mesmas
condicOes, e o pellet dessa vez foi ressuspenso em CaCl, 0,1M com glicerol 10%,
utilizando 1 mL dessa solucdo para cada 50 mL de meio cultivado. As células foram

entdo aliquotadas em tubos eppendorf e armazenados no freezer -80 °C.
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3.3 Clonagem de genes

O vetor escolhido para este estudo foi o pSB1C3 (iGEM). Este se trata de um
plasmidio com alto nimero de copias (high copy number plasmid) e possui 0 gene
de resisténcia ao cloranfenicol. A sequencia e estrutura deste vetor pode ser
observada na figura 3.1 e a ilustracdo do plasmidio pode ser observada na figura
3.2.

Figura 3.1: Estrutura do pSB1C3, mostrando as regides de interesse (IGEM).
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Figura 3.2: llustracdo do plasmidio pSB1C3, com o gene da RFP (red
fluorescent protein) (IGEM).

A metodologia de clonagem foi realizada baseando-se em metodologia
descrita em Marin et al.(2002). Foram desenhados primers correspondentes aos
genes dhaBl1, dhaB2, dhaB3 (glicerol desidratase), dhaT (1,3-propanodiol
oxidoredutase) e dhaF e dhaG (fator de reativacao).

Foi realizado um PCR com gradiente de temperatura para verificar a Tm dos
primers utilizados. Basicamente, o programa utilizado no termociclador, para esse
teste, foi utilizado o programa "Econotaq”, utilizando o kit EconoTaq® PLUS GREEN
(Lucigen). Esse programa consiste em uma temperatura inicial de desnaturacéao de
94 °C por 7 minutos e meio, seguida de 32 ciclos da seguinte sequencia: 94 °C por
30 segundos, 62 °C (foi realizado um gradiente de temperatura, com 45, 56,5 e 65,1
°C) por 30 segundos, 72 °C por 2 minutos (tempo variavel), e em seguida, a reacéo
permaneceu a 72 °C por 10 minutos e depois, 4 °C, temperatura final.

As reacOes de PCR foram realizadas em termociclador utilizando Phusion
DNA polimerase de alta processividade. Para visualizagdo do produto amplificado
(amplicon), foi realizada corrida eletroforética da mistura de PCR em gel de agarose
a 2%, utilizando-se azul de bromofenol 0,25% em 40% de sacarose, seguido de

coloracdo do gel em solucdo de brometo de etidio a 0,5 pg/mL. O tamanho das
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bandas foi determinado por comparacdo com marcador para peso molecular 1kb
DNA Ladder (NEB).

Apoés a escolha do vetor, foram desenhados primers para a amplificacdo do
mesmo, porem sem o0 gene da RFP.Ficou estabelecido que o operon construido
seria inserido na regido onde originariamente estava o gene da RFP. O vetor foi
entdo submetido a técnica de PCR, para amplificacdo do mesmo, e purificado, para
posterior utilizacéo.

A montagem do operon e inser¢cdo do mesmo no vetor foi realizada utilizando
a técnica de Gibson (isotérmica, por 1 hora), seguindo a metodologia do artigo
(GIBSON, D. G. 2009). O mastermix foi feito com 3 enzimas: Uma exonuclease T5
(NEB), uma polimerase Phusion (NEB) e uma ligase Taq (NEB). Os genes foram
normalizados e adicionados ao mastermix e a reacdo ocorreu em um termociclador,
por 1 hora, a 50 °C. O esquema pode ser visualizado na figura 3.3.
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Figura 3.3: Esquema de funcionamento da metodologia de Gibson.

Fonte: New England Biolabs® Inc.

A metodologia de Gibson foi utilizada para a construcdo do plasmidio
contendo os 6 genes. Os fragmentos para a constru¢cdo (genes e vetor) foram

normalizados quanto ao comprimento e concentracéo, e utilizados em apenas um
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tubo, na mesma reagédo de Gibson. Esta técnica consiste na utilizacdo de um mix,
contendo tampéo, polimerase, nuclease e ligase, na quantidade de 15 uL, e 5 uL de
uma mistura contendo os genes a serem montados e o vetor utilizado. A quantidade
adicionada de cada gene € normalizada, de acordo com o comprimento do gene e a
sua concentracao, em relacdo ao maior fragmento utilizado (que no caso, é o vetor).
Foram testadas diferentes concentracdes e propor¢gdes gene:vetor, como 5:1 e 10:1.
O volume final de reacao foi de 50 yL, sendo 5 pL do mix de fragmentos e agua, e
45 uL de mastermix. Foi realizado o controle negativo, com apenas o vetor e o mix

de enzimas.

3.4 Transformacéo e verificacéo

A E. coli TOP10 competente foi transformada utilizando o procedimento de
choque térmico. Este procedimento consistiu em deixar o tubo contendo as células
competentes descongelar em um isopor contendo gelo, aliquotar 100 pL dessa
solugdo em um microtubo previamente resfriado em gelo e adicionar 2uL da solucéo
contendo o plasmidio. Esse microtubo foi retirado do gelo, colocado em banho-maria
a 42 °C, com leve agitacdo, por 2 minutos e posteriormente recolocado no gelo, por
45 segundos. Apos isto, a solucdo do microtubo foi colocada em 500 pL de meio LB
e incubadas a 37 °C, com 150 rpm, por 2 horas.

Para verificacdo, o tubo foi centrifugado a 12.000 rpm, por 10 minutos, e 0
pellet foi gentilmente ressuspenso em 100uL de meio LB. Apoés isso, essa solucao
foi plaqueada em placas de LB com &agar 10%, contendo cloranfenicol (50 pg.mL™).
Foi realizado um controle positivo, com o plasmidio sem modifica¢gfes, expressando
a RFP (red fluorescent protein), e um controle negativo, com o plagueamento
apenas das células competentes, sem o plasmidio inserido. Foram selecionadas as
colonias presentes na placa, indicando a presenca do plasmideo. As col6nias
enriguecidas foram analisadas através de Colony PCR e PCR por Phusion, este
altimo utilizando os plasmideos extraidos, através de kit, da cultura de células. A
confirmacédo do amplicon inserido no plasmideo foi realizada em gel de agarose por

comparacao de peso molecular com o plasmideo sem insercéao.
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3.5 Fermentacodes

As cepas foram cultivadas em shaker a 37°C 150rpm por 72h em erlenmeyer
de 125 mL contendo 45 mL de meio de composicdo (g.L-1): NH4H2PO4 5,0;
K2HPO4 1,0; MgS04-7H20 0,2; NaCl 1,0; extrato de levedura 5,0; glicerol (P.A. e
Bruto) 20,0, 40,0 e 60,0; 100 pl de solugdo concentrada de elementos traco, de
composicéo (g.L-1): EDTA 0,5; CaCl2-2H20 0,5; CoCI2:6H20 0,16; MoNH4-4H20
0,1; CuSO4-5H20 0,16; FeS04-7H20 0,5; MnS04-H20 0,5; ZnS04-7H20 0,22;
NiCI2-6H20 0,03; H3BO3 0,12; Vitamina B12 0,25 mg/mL; IPTG 100 pM e
Cloranfenicol 50 pg/mL.

As fermentagbes ocorreram em frasco erlenmeyer. Foram testadas as
concentracbes de 20, 40 e 60 g/L, utilizando glicerol bruto e glicerol P.A., em
duplicata. As fermentacdes foram realizadas por 72 horas, com as amostras sendo
retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 e 72 horas. As amostras foram
centrifugadas, o sobrenadante foi separado, diluido na proporcéo 1:1 e filtrado, para
posterior analise no HPLC. O pellet de células foi lavado em solugéo salina (0,85%
NaCl) e posteriormente ressuspendido na mesma, para leitura de absorbancia em
600nm.

3.6 Deteccao de metabdlitos produzidos

Periodicamente foram retiradas aliquotas para avaliar a producdo de 1,3-
PDO. Aliquotas de 1 mL das culturas foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante livre de células for transferido para microtubos e
armazenados a -20°C, para posterior andlise em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com coluna de troca idnica Phenomenex — Rezex Organic
Acids (300 mm x 7,8 nm) a uma temperatura de 60°C, e solucédo de H,SO4 0,005M a
0,5 mL/min como fase mével. Foram utilizados padrdes externos de etanol, propanol,
butanol, lactato, propionato, citrato, succinato, acetato, 1,3-propanodiol, 2,3-

butanodiol, e glicerol.
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4. RESULTADOS

As sequencias génicas de dhaB1, dhaB2, dhaB3, dhaT, dhaF e dhaG foram
obtidas através do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). A partir delas, foram desenhados primers (tabela 4.1)
para amplificacdo dos genes utilizando o programa ApE (freeware -
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). Esses primers ja foram
desenvolvidos com a intencédo de construir o operon, em um plasmideo, através da
técnica de Gibson. O operon foi construido de duas formas: dhaB123T e
dhaB123TFG. A construcgédo foi feita para inser¢do no plasmideo pSB1C3 (high copy
plasmid, com marcador de resisténcia de cloranfenicol), com um promotor e um RBS
(sitio de ligacdo do ribossomo) antes do primeiro gene, e um RBS entre cada gene.
Apds o ultimo gene, localiza-se a sequencia de terminacao (ter). A construcao pode

ser vista nas figuras 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1: Primers desenhados para amplificacdo dos respectivos genes.

dhaB1 _F For aattgtgagcggataacaatttcacacaaaagaggagaaaATGAAAAGATCAAAACGATT
dhaB1_R Rev  GTTGTCTGTTGCATtttctcctctttTTATTCAATGGTGTCAGGCTG

dhaB2_F For ACACCATTGAATAAaaagaggagaaaATGCAACAGACAACCCAAATTC
dhaB2_R Rev  GTTTTCTCGCTCATtttctcctctttTCACTCCCTTACTAAGTCGAC

dhaB3_F For TAGTAAGGGAGTGAaaagaggagaaaATGAGCGAGAAAACCATGCGCG
dhaB3_R Rev  ATACGATAGCTCATtttctcctctttTTAGCTTCCTTTACGCAGCTTATG
dhaT_F For GTAAAGGAAGCTAAQaagaggagaaaATGAGCTATCGTATGTTTGATTATC
dhaT_R Rev  GCTATTAACGGcattttctcctctttTCAGAATGCCTGGCGGAAAATC

dhaF_F For GCCAGGCATTCTGAaaagaggagaaaatgCCGTTAATAGCCGGGATTG
dhaF_R Rev  GGTGAAAGCGAcattttctcctctttttaATTCGCCTGACCGGCCAG

dhaG_F For GTCAGGCGAATtaaaaagaggagaaaatgTCGCTTTCACCGCCAGGCG

dhaG_R Rev  cagtctttcgactgagcctttcgttttatttgatgectggtcaGTTTCTCTCACTTAACG
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Figura 4.1: Construcao do plasmideo.

Figura 4.2: Representacao circular do plasmideo construido.

Primeiramente, foi realizado o teste de Tm, para verificar a temperatura
correta de anelamento do primer ao gene alvo. As temperaturas utilizadas variaram
de acordo com a Tm calculada do primer. O resultado do teste de Tm esté ilustrado

na figura 4.3.
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Figura 4.3: Teste de Tm para 0s primers e 0S respectivos genes. As
temperaturas testadas variaram de acordo com a temperatura indicada no primer
(tedrica). Para os genes dhaB1 e dhaG, foram utilizadas as temperaturas de 46, 51 e
56,5 °C. Para os genes dhaB2, dhaB3, dhaT e dhaF, foram testadas as
temperaturas 56,5, 61 e 65 °C.

Apds o teste de Tm, foi estabelecida a Tm de cada gene. A melhor
temperatura foi escolhida de acordo com a intensidade da banda exibida no gel de
agarose, tentando ao mesmo tempo deixar as temperaturas 0 mais proximas
possivel umas das outras. Essa temperatura foi selecionada para uma amplificacéo
com Phusion (high fidelity), para posterior extracao e purificacdo do gene, a partir do

gel de eletroforese. O resultado pode ser observado na figura 4.4.

Figura 4.4: Gel de eletroforese do produto da PCR dos genes por Phusion.
Os valores estdo em bp (pares de base). Pode-se observar na figura o tamanho das

bandas e as Tm dos genes.
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Os genes foram entédo excisados do gel e purificados através de kit especifico
(Qiagen). ApOs esta etapa, 0s genes foram analisados quanto a pureza e
concentracdo através do NanoDrop. A concentracdo e pureza foram consideradas
suficientes, entdo se partiu para a etapa seguinte, a montagem dos genes pela
metodologia de Gibson. O experimento com a montagem dos genes e do vetor,
através da técnica de Gibson, ndo obteve resultados satisfatérios, pois ndo houve
crescimento na placa. Optou-se, entédo, por outra abordagem: Diminuir o numero de
fragmentos, através da técnica de overlapping PCR. Nessa técnica, foi realizada a
PCR dos fragmentos, dois a dois. A execucéo do experimento ocorreu da seguinte
forma: Uma reacdo de PCR com Phusion, com o primer F do primeiro gene e o R do
segundo gene, um tempo de elongacdo maior, e foram utilizados os dois genes
como molde de DNA. Alem disso, foi realizada uma overlapping PCR com Econotaq
(figura 4.5), para efeito de comparacao. Foram realizados os overlapping PCRs para
dhaB1l e dhaB2, dhaB3 e dhaT, dhaF e dhaG, totalizando 3 fragmentos. Apdés isso,
0s genes passaram pela eletroforese em gel de agarose (resultando na figura 4.6), e
as bandas de tamanho correto, excisadas e purificadas, para nova realizacdo de

montagem por Gibson.

promiF G

1000

Figura 4.5: Overlapping PCR com Tag.



Figura 4.6: Overlapping PCR utilizando Phusion.

ApoOs a extracdo e purificacdo dos fragmentos, a partir do gel, o0s mesmos
foram analisados no NanoDrop, para verificagcdo da pureza e concentragdo das

amostras. Apos isso, foi montada uma nova reacdo de Gibson. A normalizacao pode
ser observada na tabela 2.

Tabela 4.2: Normalizacao utilizada para a reacao de Gibson.

10
Concentra¢do | Tamanho 5ng ng

Fragmento (ng/ulL) (bp) Razdo | vetor | vetor

pSB1C3 16,1 2409 1 0,31 | 0,62
B1B2 12 2331 1,03 | 0,43 | 0,86
B3T 9,6 1668 1,44 | 0,75 | 1,50
agua 3,50 | 2,01

ApoOs a realizacdo do procedimento de Gibson, transformacdo das células e

cultivo das mesmas em placas, foi observado o surgimento de colonias na placa do

experimento (figura 4.7).
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Figura 4.7: Placa de Petri, contendo meio LB com antibiético (cloranfenicol),

com colbnias.

ApG6s o surgimento das coldnias, foram escolhidas colbénias isoladas
aleatoriamente para confirmacédo. Esta foi feita através de Colony PCR (figura 4.8) e
posterior extracdo do plasmideo para confirmacao por Phusion. No Colony PCR, foi
selecionado um gene aleat6rio, no meio da construcdo, para uma triagem inicial dos
candidatos. No caso, utilizaram-se os primers do gene dhaF, para confirmagéo do
mesmo. ApOs essa triagem inicial, o plasmideo foi extraido, através de kit comercial,
para confirmacao dos candidatos. Foram selecionados os genes dhaB23 e dhaTF. O

gel de eletroforese do produto dessa PCR esta ilustrado na figura 4.9.
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Figura 4.8: Imagem do gel de agarose do resultado da Colony PCR. O gene
alvo para amplificacdo foi o dhaF (1824 bp). Os candidatos 1f2, 1f3, 1f4 e 1f5

seguiram para a extracao de plasmideo e confirmacao da construcao.
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Figura 4.9: Confirmacdo dos candidatos através de PCR com Phusion,

utilizando o plasmidio extraido como template.

ApOs estes passos, confirmaram-se as colbnias F2, F3 e F4. As mesmas
foram repicadas em meio contendo cloranfenicol e estocadas em glicerol no
ultrafreezer.

Apés a etapa de constru¢cdo do plasmidio, com posterior confirmacdo, o
microorganismo seguiu para a etapa de fermentacdo. ApGs realizada a fermentacao,
as amostras seguiram para analise por HPLC.

No total, foram 120 amostras a serem analisadas pelo HPLC. Dois
cromatogramas foram selecionados para ilustrar essa etapa. O primeiro (figura 4.10),
é referente a amostra do glicerol bruto, no tempo 0 horas. Ele indica, através de

analise feita a partir da curva de calibracéo, a concentracao de glicerol e de 1,3-PDO
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nesse tempo. Como a diluicdo foi na proporcdo de 2:1, entdo o resultado
apresentado na figura deve ser multiplicado por 2. O segundo (figura 4.11), &
referente a amostra do glicerol bruto, no final da fermentacédo (72 horas). Ele indica a
concentracéo de glicerol e de 1,3-PDO no meio, indicando a queda da concentracao
de glicerol e aumento na concentracdo de 1,3-PDO. Foram quantificadas as
concentracoes de glicerol e de 1,3-PDO em todas as amostras. Os resultados mais
significativos foram os obtidos com glicerol bruto, na concentracdo de 60 g/L e com
glicerol P.A., de 60 g/L. Esses resultados podem ser observados nas tabelas 4.3
(glicerol bruto, 60 g/L) e 4.4 (glicerol P.A., 60 g/L).

Figura 4.10: Cromatograma referente a amostra de glicerol bruto, no inicio da

fermentacao (0 horas).
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Figura 4.11: Cromatograma referente a amostra de glicerol bruto, no final da

fermentacéo (72 horas).
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Tabela 4.3: Amostras de glicerol bruto, na concentragcédo de 60 g/L, mostrando

as concentracdes de glicerol e 1,3-PDO, e densidade Optica, ao longo de 72 horas.

Tempo Glicerol | 1,3-PDO | D.O.
0| 57.786 0.385 0.097
3| 56.748 0.434 0.602
6 52.176 1.004 1.59
9| 51.626 1.359 1.815
12 | 47.782 1.416 2.82
18 48.484 1.831 2.8
24 47.66 1.846 2.935
36 48.422 1.886 3.025
48 | 49.378 1.93 3.075
72 | 49.404 1.964 2.835

Tabela 4.4: Amostras de glicerol P.A., na concentracao de 60 g/L, mostrando

as concentragdes de glicerol e 1,3-PDO, e densidade 6ptica, ao longo de 72 horas.

Tempo Glicerol | 1,3-PDO | O.D.
0| 64.342 0.4 0.11
3| 64.048 0.674 0.775
6| 62.102 0.76 2.13
9| 63.884 0.828 2.35
12 | 61.414 0.976 2.51
18 | 60.356 1.06 2.57
24 | 60.494 1.02 2.96
36 59.34 0.974 2.91
48 | 56.637 0.992 3.05
72 | 53.326 0.826 3.49

Os graficos resultantes das tabelas 4.3 e 4.4 podem ser visualizados nas

figuras 4.12 e 4.13.
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Figura 4.12: Gréfico ilustrando a concentracao de glicerol bruto, 1,3-PDO e

a densidade éptica ao longo do tempo de fermentacéo.
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Figura 4.13: Gréfico ilustrando a concentracéo de glicerol P.A., 1,3-PDO e a

densidade éptica ao longo do tempo de fermentacéo.

Os resultados obtidos indicaram a producdo de 1,3-PDO, confirmando a
correta insercdo do operon na cepa em questdo, uma vez que esta nao produz,
naturalmente, o 1,3-PDO. A producdo parece ser associada ao crescimento
microbiano, dando indicativos de uma possivel melhoria na eficiéncia utilizando a

batelada alimentada como estratégia de fermentacao.
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Alem disso, os resultados indicaram que o glicerol bruto foi a melhor fonte de
carbono testada, na concentracédo de 60 g/L. Entretanto, os resultados indicam que
pouco glicerol foi consumido, sugerindo que a cepa utilizada ndo tem adaptacdes
fisiol6gicas suficientes para um bom metabolismo do mesmo.

O fato do glicerol bruto ter apresentado um resultado superior ao glicerol P.A.
(cerca de 2 g/L, contra cerca de 1 g/L), indica que, algo na composicdo do glicerol
bruto, proveniente do processo de fabricacdo do biodiesel, promoveu, ou a0 menos
facilitou, a producédo do 1,3-PDO. A composicdo do glicerol bruto ndo foi definida
nesse estudo, mesmo porque ela é variavel, dependendo do processo produtivo
adotado.

6. CONCLUSAO

O resultado obtido nesse estudo é bastante promissor, visto que sob o
aspecto do processo industrial, € mais viavel, economicamente, a utilizacdo do
glicerol bruto, uma vez que este ndo precisa passar por um custoso processo de
refino. Tendo em vista, ainda, que o glicerol € um residuo subaproveitado na
industria, a producdo de 1,3-PDO por um organismo comum e indcuo se faz

bastante interessante.

7. ESTRATEGIAS FUTURAS

Outras estratégias podem ser adotadas para um aumento da producdo de
1,3-PDO. Entre elas, outras modificacbes genéticas, tais como a expressao
heter6loga da glpK e glpF (facilitadores do transporte de glicerol) ou da identificacdo
e superexpressao da proteina responsavel pela difusédo facilitada do glicerol em E.
coli. Poderiam ser consideradas também outras modificacdes genéticas, tais como
nas vias responsaveis pela producédo de etanol, acetato e outros metabdlitos que
influenciam negativamente a producédo de 1,3-PDO. Alem disso, outras estratégias
podem ser adotadas, tais como a otimizagcdo do meio e das condi¢cbes para essa

cepa.
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