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RESUMO

Fontes limitadas de combustiveis fdsseis, instabilidade no preco do petroleo e a
necessidade de reduzir as emissdes de dioxido de carbono na atmosfera estimulam a
necessidade de se explorar novas tecnologias na produgdo de combustiveis liquidos
usando matéria-prima renovavel. Entre os biocombustiveis produzidos atualmente o
butanol (1-butanol, n-butanol), desperta particular interesse, devido a caracteristicas
energéticas que o tornam um combustivel promissor para motores de combustdo. A
biossintese desse alcool estd presente no género Clostridium, cujo metabolismo
fermentativo é capaz de produzir acetona, butanol e etanol. Entretanto, a engenharia
metabolica desses micro-organismos para producéo de bioalcool é particularmente dificil
de ser realizada, uma vez que as vias fermentativas sdo bastante ramificadas e possuem
sistema de restricdo diferenciado. O objetivo desse trabalho foi desenvolver um
bioprocesso envolvendo modificacbes genéticas em cepas de C. acetobutylicum para o
aumento da producdo de alcoois. Para suplantar o sistema de restri¢do, linhagens de E.
coli contendo o plasmideo com o gene da metiltranferase otimizado (¢371m) foram
utilizadas para metilacdo no DNA. A otimizacdo da producdo de alcoois foi realizada
através do nocaute dos genes associados a formacdo de acidos acético e butirico (pta e
buk), assim como a expressdo da alcool desidrogenase secundaria de C. beijerinckii na
linhagem resultante. Os resultados mostram que o DNA metilado em E. coli é resistente
a acdo da enzima de restricdo Cac284l do C. acetobutylicum. Os genes pta e buk foram
deletados e a produgdo de &cidos foi consideravelmente diminuida. O aumento da
producdo de butanol e etanol foi vista na cepa ALl(Apta), porém a cepa AB1 (AptaAbuk)
manteve 0s niveis producdo butanol e de etanol semelhantes aos da cepa selvagem. Néo
houve producéo de isopropanol em nenhum dos mutantes apos a transformacéo com vetor
epissomal. Esta proposta é uma das primeiras inciativas do pais voltadas para a
manipulacdo genética de clostridios para a producdo de biocombustiveis, os ganhos em
termos de conhecimento serdo bastante amplos e podera servir como base para inimeros

desenvolvimentos futuros.

Palavras-chave: Clostridium, engenharia metabdlica, fermentagdo ABE, butanol, isopropanol.



ABSTRACT

Limited sources of fossil fuels, instability in the price of oil and the need to reduce
carbon dioxide emissions in the atmosphere stimulate the need to explore new
technologies in the production of liquid fuels using renewable raw material. Among the
currently produced biofuels, butanol (1-butanol, n-butanol) is particularly interesting
because of the energetic characteristics that make it a promising fuel for combustion
engines. The biosynthesis of this alcohol is present in the genus Clostridium, whose
fermentative metabolism is capable of producing acetone, butanol and ethanol. However,
the metabolic engineering of these microorganisms for bioalcohol production is
particularly difficult to perform, since the fermentative pathways are quite branched and
have a distinct restriction system. The aim of this work was to develop a bioprocess
involving genetic modifications in C. acetobutylicum strains to increase the production
of alcohols. To overcome the restriction system, E. coli strains containing the plasmid
with the optimized methyltranferase gene (¢371m) were used for DNA methylation. The
optimization of alcohol production was accomplished through the knockout of genes
associated with the formation of acetic and butyric acids (pta and buk), as well as the
expression of the secondary alcohol dehydrogenase (sadh) from C. beijerinckii in the
resulting lineage. The results show that the methylated DNA in E. coli is resistant to the
action of the Cac284l restriction enzyme of C. acetobutylicum. The pta and buk genes
were deleted and acid production was considerably decreased. Increased production of
butanol and ethanol was observed in strain Al (Apta), but strain AB1 (AptaAbuk)
maintained production of butanol and ethanol levels similar to wild type. There was no
production of isopropanol in any of the mutants after episomal vector transformation.
This work represents one of the first initiatives in Brazil aimed at the genetic manipulation

of clostridia to produce biofuels and will pave the way for numerous future developments.

Key words: Clostridium, metabolic engineering, ABE fermentation, butanol, isopropanol.
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1. INTRODUCAO

A producéo de energia usando recursos naturais renovaveis € uma das mais urgentes
tarefas de nosso tempo. Fontes limitadas de combustiveis fésseis, instabilidade no preco
do petroleo e a necessidade de reduzir as emissdes de didxido de carbono na atmosfera
estimulam a necessidade de se explorar novas tecnologias na producao de combustiveis
liquidos usando matéria-prima renovavel.

Observa-se entdo, uma busca avida por inovacdo no que tange a substituicdo das
fontes de energia oriundas de matérias-primas ndo renovaveis. As chamadas fontes
alternativas, como a biomassa vegetal, que despertou interesse particular de instituicdes
académicas e do setor produtivo em todo mundo. A utilizagdo desta fonte depende da
biotecnologia para ser desenvolvida. Em geral, as rotas biotecnoldgicas sdo realizadas
através de micro-organismos e seus metabdlitos, entretanto, estes apresentam uma série
de caracteristicas que podem dificultar sua utiliza¢do para fins comerciais.

Os micro-organismos sdo capazes de produzir bioalcoois pela fermentacdo de
biomassas, mas possuem obstaculos metabdlicos que impedem a producédo sob condi¢des
de interesse a realidade industrial, haja vista sua baixa tolerancia as elevadas
concentracgdes, tanto de matéria prima (substrato) quanto de produto. De fato, os solventes
organicos, em geral, possuem caracteristicas agressivas a natureza da célula microbiana
que, em sua presenca, esporulam. Logo, as ferramentas da genética se apresentam como
fundamentais para adequar processos que ocorrem na natureza as demandas da industria,

através da construcdo de micro-organismos adaptados e melhorados metabolicamente.

O desenvolvimento e a difuséo de novas tecnologias sdo essenciais para elevar a
produtividade das tecnologias e promover o crescimento industrial. O mercado
globalizado exige que as empresas se engajem em processos de racionalizacdo, insercdo
internacional e inovagédo. Estes sdo 0s recursos que possibilitaram a transformacéo da
indUstria brasileira ao longo dos Ultimos 50 anos em uma das maiores e mais
diversificadas entre os paises em desenvolvimento, apesar de seu processo de inovacgéo
ainda ser deficiente (SCHLITTLER, 2017).

No Brasil, alguns setores se destacam pelo uso das biomassas como o de celulose
e papel, alimentos e, especialmente, o sucroalcooleiro. Este Gltimo setor se sobressai aos
demais por ser o responsavel pela geracdo de centenas de milhdes de toneladas de

biomassa anualmente, sendo que a maior parte sdo residuos. Cabe ressaltar que grande
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parte das inovacg0es tecnologicas introduzidas na industria sucroalcooleira esteve focada,
durante muitos anos, na base agricola como a mecanizagdo de colheitas, defensivos
agricolas, fertilizantes quimicos, e outros produtos. Desta forma, a base agroindustrial,
que compreende as etapas de processamento da cana, sua transformacéo e as operagdes
adjacentes, ficou carente de incentivos e de esfor¢cos em pesquisa, desenvolvimento e

inovacdo, aliados a restrita capacidade empreendedora dos meios académicos.

Neste contexto, o etanol ganhou status de prioridade e, especialmente no Brasil,
este biocombustivel tem uma participacdo expressiva na matriz energética. No entanto, a
indUstria brasileira do etanol esta fortemente atrelada a do petréleo, pois a producéo de
gasolina requer grande concentracdo de alcool em sua composi¢do. Logo, o setor
sucroalcooleiro se tornou bastante dependente das politicas de producao e de precificacdo
da gasolina, 0 que geralmente ndo atende &s suas necessidades. E importante enfatizar
que hoje o setor passa por uma crise que podera definir os rumos de suas atividades no
Brasil.

O butanol, especificamente o 1-butanol, é um alcool com quatro atomos de
carbono em sua estrutura molecular que, em temperatura ambiente, se encontra na forma
liquida. E inflamavel, incolor, pouco solGvel em &gua e totalmente miscivel com
solventes organicos polares, tais como ésteres e outros alcoois. E uma substancia
largamente utilizada como solvente, bloco de construcdo na industria quimica e tem
potencial para ser utilizado como biocombustivel, haja vista sua semelhanca energética
com a gasolina (GRANA et al., 2010).

A habilidade de micro-organismos sintetizarem butanol foi descrita por Pasteur
em 1861 (PASTEUR, 1861). A principal espécie capaz de produzir esse composto é o
Clostridium acetobutylicum que, devido ao seu metabolismo fermentativo natural, €
capaz de produzir butanol, etanol e acetona (fermentacdo ABE). Este género de micro-
organismos também € capaz de utilizar substratos variados, desde simples
monossacarideos até os polissacarideos complexos. No entanto, embora a fermentagao
ABE seja um processo bastante conhecido, a producéo destes solventes em larga escala
permanece ainda em niveis sub-6timos, jA que os micro-organismos fermentadores
apresentam uma serie de limitagbes metabdlicas para executarem 0 processo sob
produtividades elevadas (JONES; WOOD, 1986; LEE et al., 2008).



A engenharia metabolica em Clostridium acetobutylicum é particularmente dificil
de ser realizada uma vez que ndo ha ferramentas genéticas altamente eficazes, além da
existéncia de um sistema de defesa complexo que restringe a inser¢ao de novos genes. E
importante destacar que durante a Ultima década a aplicacdo combinada de técnicas
moleculares e o aprimoramento de métodos de fermentacdo tém resultado no
desenvolvimento de linhagens superprodutoras de solventes ABE (CHARBIN et al.,
2018).

Assim, mostra-se premente o desenvolvimento de processos para producéo
melhorada de alcoois via fermentacdo através de micro-organismos, especialmente do
género Clostridium. Portanto, a criacdo e a difusdo de novas tecnologias para a produgéo
de bioalcoois, em micro-organismos geneticamente modificados de forma a aumentar a
produtividade do referido processo, serdo essenciais para a inser¢do do Brasil entre 0s

principais produtores de bioélcoois a partir de biotecnologia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Combustiveis fosseis

Combustiveis fosseis sdo vitais para as necessidades energéticas globais, sendo
parte de mais de 80% da energia primaria consumida no mundo. A demanda por petréleo
continua a aumentar, muito embora seu ritmo de crescimento tenha diminuido devido a
maior eficiéncia dos veiculos e aumento da tecnologia. Ganhos maiores em eficiéncia
energética combinada com as mudangas graduais na mistura de combustivel significa que
0 crescimento das emissfes de carbono provenientes da energia devera desacelerar

significativamente em relagdo aos ultimos 20 anos.

Mesmo assim, o caminho mais provavel é que as emissdes de carbono continuem
a aumentar, indicando a necessidade de mais acfes politicas. O momento e a forma dessa
acdo terdo uma influéncia importante na natureza da transi¢do energética. Dados recentes
divulgados pela “International Energy Agency” (IEA), “British Petroleum” (BP) e Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC) mostram a continuidade de

crescimento de demanda por combustiveis fosseis no futuro (DUDLEY, 2017).

A transicdo gradual na matriz de combustiveis considerando as energias
renovaveis, juntamente com as energias nuclear e hidrelétrica, devera representar metade
do crescimento do estoque de energia nos proximos 20 anos (Figura 1). Mesmo assim, o
petréleo, o gas e o carvdo continuam a ser as fontes dominantes de energia que
impulsionam a economia mundial, representando mais de trés quartos do total de
suprimentos de energia em 2035 (abaixo de 85% em 2015).
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Figura 1- Consumo de enrgia mundial. (A) Aumento do consumo mundial de energia por décadas. (B)
Percentual de consumo das diferentes fontes de energia no mundo (Dudley, 2017).



Dentre os derivados do petr6leo mais consumidos no setor de energia estdo:

gasolina, diesel, 6leo e combustivel de aviacdo. Eles também sdo considerados

ingredientes chaves em milhdes de produtos de uso didrio como tinta, plastico,

detergentes, giz de cera, lentes de Oculos, desodorantes, pneus e até em valvulas cardiacas
(Figura 2). Cada barril de petroleo (42 L) é capaz de gerar INTERNATIONAL ENERGY
AGENCY, 2015; DUDLEY, 2017):

45.3% gasolina para uso em automoveis

29.8% o6leo de aquecimento e diesel

19.4% outros produtos incluindo os derivados para a manufatura de quimicos,
sintéticos e plasticos.

9.7% combustivel de aviacdo

2.1% asfalto

Outros

destilados - <1L
‘w.‘__\

Hidrocarbonetos\ %’

Combustiveis
pesados - 1L

(gasososou
liquidos)- 2L

Figura 2 - Produtos derivados do petrdleo. Volume de cada produto por barril de petréleo: 11L de

produtos destilados de baixa concentracéo sulfarica; 1L de outros destilados; 4L de combustivel de aviacdo; 6L de
outros produtos; 1L de combustivel pesado; 2L de hidrocarbonetos (gasosos ou liquidos) e 20L de Gasolina (BP,
2017).



O aumento da producdo domeéstica de petroleo tem sido um objetivo a longo prazo
do governo brasileiro, e as descobertas de grandes depdsitos de petréleo em alto mar e do
pré-sal aumentaram sua importancia como produtor de combustiveis liquidos. O consumo
de derivados do petréleo no Brasil aumentou consideravelmente nos ultimos anos
(INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2015; DUDLEY, 2017). Dados de 2016
mostram o Brasil como o oitavo maior consumidor de energia do mundo e o terceiro
maior das Ameéricas, atras dos Estados Unidos e do Canada. O consumo total de energia
primaria no Brasil quase duplicou na ultima década por causa do crescimento econémico.
Petroleo e outros liquidos representaram cerca de 47% do consumo de energia no Brasil
(Figura 3). A energia renovavel, a energia hidrelétrica e a energia nuclear representaram
37% do consumo de energia no Brasil em 2016 (DUDLEY, 2017).
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Figura 3 - Consumo de diferentes combustiveis fosseis nos Gltimos 44 anos no Brasil. Em verde claro,
6leo combustivel; verde escuro, destilados intermedidrios; azul, combustivel de aviagdo; amarelo, gasolina; vermelho,
LPG (etano e nafta); cinza, outros (6leo cru e hidrocarbonetos) (Dudley, 2017).

2.2. Combustiveis de fontes renovaveis

As duas Ultimas décadas foram marcadas pela intensificagdo das discussdes sobre
temas ambientais, principalmente devido as mudancas climéticas e ao aquecimento
global. As emissdes de gases do efeito estufa tém sido vistas como as principais
responsaveis por esse cenario negativo, por isso 0os governos do mundo inteiro tém

fomentado a intensificacdo da producdo e do consumo de fontes renovaveis de energia.



A biomassa vegetal € a principal fonte utilizada para producdo dos
biocombustiveis liquidos e gasosos. Atualmente, 0s biocombustiveis sdo apontados como
alternativa realista e comprovada para cumprir com sucesso as reducoes de emissoes de
gas carbbnico em larga escala, impulsionar o crescimento econémico e melhorar a

seguranca energetica.

Existem quatro geracfes de biocombustiveis, sendo elas classificadas de acordo
com a matéria prima utilizada. Embora néo haja consenso nas defini¢des, em geral, sdo
consideradas as seguintes: a primeira geracdo obtida a partir de aglcar (cana-de-agucar,
beterraba), amido (milho) ou 6leos (girassol). Entretanto, estes biocombustiveis tém
varias desvantagens, pois representam uma ameaga aos precos dos alimentos, uma vez
que a biomassa utilizada € de culturas alimentares. Eles também tém um impacto negativo

sobre a biodiversidade e a competicdo pela agua em algumas regides (EASAC, 2012).

A segunda geracdo é proveniente de biomassa lignoceluldsica de matérias primas
ndo alimentares (gramineas, plantac@es de arvores ou residuos lenhosos de florestas, por
exemplo) ou residuos organicos e residuos alimentares. Entretanto, para estes materiais é
necessaria uma etapa de pré-tratamento, que envolve reacbes termoquimicas ou
bioquimicas que liberam os acucares incorporados nas fibras da planta. Apds essa etapa,
0 processo de geracdo de etanol das usinas se assemelha ao da producdo de etanol de
primeira geracdo (EASAC, 2012; ARO, 2016).

Os biocombustiveis de terceira geracdo sdo cultivados como fontes de grande
energia, de baixo custo e completamente renovaveis. O principal exemplo corresponde a
producdo industrializada de biodiesel por algas. Elas podem ser cultivadas usando esgoto,
aguas residuais e agua salgada, como oceanos ou lagos salgados. Ndo haveria entdo, a
necessidade de usar a 4gua que seria usada para consumo humano. Entretanto, mais
pesquisas precisam ser realizadas para melhoria do processo de extracdo dos
biocombustiveis, a fim de tornd-lo financeiramente competitivo (KOCAR & CIVAS,
2013; ARO, 2016).

A quarta geracdo de biocombustiveis estd em desenvolvimento e envolve o
conceito de processos bioguimicos e termoquimicos que produzem os biocombustiveis.
Alguns caminhos da tecnologia de quarta geracdo incluem: pirélise, gaseificagéo, energia
solar e manipulacéo genética de organismos para secretar hidrocarbonetos. Para 0 sucesso

dessa geracdo, € preciso descobrir novas solucGes para a construgdo de fabricas vivas e



para a engenharia genética e metabolica dos micro-organismos (ELLABBAN, ABU-
RUB & BLAABIJERG, 2014; ARO, 2016).

Embora os combustiveis alternativos tenham uma série de vantagens sobre 0s
combustiveis convencionais, especialmente vantagens relacionadas ao meio ambiente,
eles ainda tém um longo caminho a percorrer antes de poderem ser considerados
alternativas economicamente vidveis aos combustiveis convencionais utilizados. Muitas
pesquisas estdo sendo direcionadas para analisar e melhorar a viabilidade econémica
desses combustiveis (SANGEETA et al., 2014).

2.2.1 Bioetanol

Dentre os principais biocombustiveis conhecidos, destaca-se o bioetanol, cuja
vantagem mais significante é poder ser produzido usando biomassa, o que Ihe confere o
status verde, ajudando a manter balanceada a emissdo de gases responsaveis pelo efeito
estufa. Outra vantagem associada ao etanol € sua propriedade antidetonante melhor que
a da gasolina e a baixa emissdo de mondxido de carbono, ele é mais seguro para ser
transportado devido a sua alta temperatura de ignicdo e sua molécula contém apenas um
atomo de oxigénio que o torna um hidrocarboneto parcialmente oxidavel (DEMIRBAS,
2008; SANGEETA et al., 2014) (1.

A tecnologia utilizada para produzir etanol (alcool) é a fermentacdo de aclcares
simples (isto é, glicose, frutose e outros monossacarideos) derivados de biomassa vegetal.
De fato, o etanol foi testado como um combustivel para motores antes da producao
comercial de gasolina, em 1859 por Edwin Drake. No inicio de 1826, o inventor
americano Samuel Morey desenhou um motor de combustéo interna que foi alimentado
por etanol e terebentina movimentando um barco a 7/8 mph (milhas por hora). Em 1860,
o engenheiro alemdo Nicolaus August Otto desenvolveu outro motor de combustdo
interna que funcionou também com uma mistura desses combustiveis (KOVARIK, 1998;
GUO, SONG & BUHAIN, 2015).

O etanol foi usado como combustivel para carros até a década de 30, porém, apds
a segunda guerra mundial havia pouco interesse em usar os cultivos agricolas para a

producéo de combustivel considerando o abundante suprimento de petroleo e gas natural



além do baixo custo de ambos. O interesse no etanol foi renovado na década de 70 com a
interrupcdo do fornecimento de petréleo oriundo do Oriente Médio e a eliminagdo do
chumbo como um refor¢o de octanagem para a gasolina (HUNT, 1981; BOTHAST &
SCHLICHER, 2005).

Com a limitac&o no fornecimento de petrdleo e a dependéncia cada vez maior dos
paises, a necessidade de fontes alternativas de energia recebeu um foco renovado, sendo
0 bioalcool uma opcéo bem atrativa. Considerando, o beneficio aos agricultores, criando
um novo mercado substancial para o fornecimento de biomassa e gerando novos
empregos em &reas rurais economicamente pobres e pequenas comunidades (LUCON &
GOLDEMBERG, 2007).

O élcool etilico produzido por processos de fermentacdo da biomassa € chamado
de bioetanol. Os polimeros presentes em materiais vegetais (hemicelulose e celulose)
podem ser convertidos em acgucares por processo de hidrolise para serem utilizados na
producdo do bioetanol. A partir do material hidrolisado, segue-se a fermentacdo, que é
um processo bioldgico anaerébico em que os aglcares sdo convertidos em alcool pela
acdo de micro-organismos, geralmente leveduras. O valor de qualquer tipo particular de
biomassa como matéria-prima para fermentacdo depende da facilidade com que pode ser
convertida em agucares (BOTHAST & SCHLICHER, 2005; DEMIRBAS, 2008).

O bioetanol pode ser produzido a partir de uma grande variedade de carboidratos
com uma formula geral de (CH20)n. A fermentacdo da sacarose é realizada utilizando
micro-organismos como Saccharomyces cerevisiae. A reacao quimica é composta por
hidrélise enzimatica de sacarose seguida de fermentacao de acucares simples (BALTZ et
al., 1982; SOKHANSAN!J et al., 2002; DEMIRBAS, 2008).

O procedimento tipico para a fabricacdo de bioetanol a partir de culturas
alimentares envolve uma série de etapas, como moagem, liquefacdo, sacarificacao,
fermentacdo, destilacdo, secagem e desnaturacao. Produzido a partir dessas culturas ele é
visto como biocombustivel de primeira geracdo. No entanto, ha preocupac6es sobre 0s
impactos ambientais e os equilibrios de carbono, que estabelecem limites na crescente
producdo de biocombustiveis de primeira geragdo. A principal desvantagem dos
biocombustiveis de primeira geracdo é o debate entre producdo de alimentos x
combustiveis, uma das raz6es do aumento dos precos dos alimentos deve-se ao aumento

da producédo desses combustiveis. Para minimizar os impactos adversos dessa producao,



foi explorado o bioetanol, de segunda geracédo, produzido a partir de materiais vegetais
lignocelul6sicos ndo alimentares (NAIK et al., 2010; GUO, SONG & BUHAIN, 2015).

Os materiais lignocelul6sicos sdo matérias-primas para biocombustiveis e podem
ser obtidos através de hidrélise e fermentacdo ou através de gaseificacdo. Os recursos
tipicos para sua producgdo sao as culturas florestais de rotacéo curta (4lamo, salgueiro e
eucalipto), gramineas perenes (miscanthus, piracdo e grama canela) e residuos da
industria da madeira, silvicultura e agricultura. Estes compostos, também referidos como
biocombustiveis de 22 geracdo, sdo combustiveis a base de carbono que sdo produzidos
por processos inovadores, para 0s quais sua utilizacdo comercial ainda estda em
desenvolvimento (ADITIYA et al., 2016).

Existem duas rotas principais disponiveis para produzir combustiveis liquidos a
partir da biomassa; um envolve 0 processamento termoquimico e 0 outro processo
bioquimico. O processamento termoquimico define a conversdo de biomassa em uma
gama de produtos, por degradacdo térmica e reformacdo quimica, e envolve
essencialmente aquecimento de biomassa na presenca de diferentes concentragdes de
oxigénio. A clara vantagem do processamento termoquimico é que ele pode,
essencialmente, converter todos 0s componentes organicos da biomassa que em
compara¢do com 0 processamento bioquimico concentra-se principalmente nos
polissacarideos (GOMEZ, STEELE-KING & MCQUEEN-MASON, 2008; NAIK et al.,
2010).

No entanto, a tecnologia de etanol de segunda geragdo néo € tdo robusta quanto o
etanol da primeira e deve ser melhorada em duas etapas especificas e cruciais: pré-
tratamento e hidrélise do material lignoceluldsico (FERRAZ JUNIOR et al., 2017). Os
custos iniciais de pré-tratamento da biomassa e as caras enzimas celuldsicas necessarias
para a fermentacdo, especialmente para melhorar o rendimento, elevam os custos de
producdo do bioetanol pela fermentacdo em relacdo aos custos locais da gasolina.
Esforcos continuos em direcdo a melhorias nas técnicas de pré-tratamento e
bioengenharia de microorganismos e enzimas, usados na fermentacdo, provavelmente

reduzirdo essa lacuna de forma significativa (SANGEETA et al., 2014).

Os éalcoois de cadeia superior ou longa, como o butanol (C4HgOH) e o pentanol
(CsH1:0H), chamaram a atengdo da comunidade cientifica nos ultimos anos, pois sdo

biocombustiveis alternativos, viaveis para uso em motores de combustdo interna, com
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maior indice cetano (medida de qualidade de combustdo) e densidade de energia. Sdo
também renovaveis, que podem ser produzidos por fermentacdo alcodlica de biomassa
semelhantes & producio de etanol (KARABEKTAS & HOSOZ, 2009; DOGAN, 2011).

2.2.2 Bioisopropanol

O isopropanol é o &lcool produzido pela hidratacdo do propeno ou hidrogenacao
da acetona (KLABUNDE, BISCHOFF & PAPAS, 2018). Como seus ganhos de energia
em relacdo ao etanol sdo minimos e o custo de obtencéo é alto, a producdo em larga escala
e 0 uso desse combustivel ndo sdo justificaveis. Entretanto, este alcool pode ser produzido
por micro-organismos e pode ser usado como biocombustivel para substituir parcialmente
a gasolina pois possui uma densidade de energia de 23,9 MJ/L, um pouco menor que a da
gasolina (32 MJ/L), além de um alto indice de octano e baixa solubilidade em agua
qguando comparado ao etanol (OSBURN, BROWN & WERKMAN, 1937; YAN & LIAO,
2009; PERALTA-YAHYA & KEASLING, 2010).

Na natureza, varias espécies do genéro Clostridium produzem isopropanol a partir
de acetil-CoA, a via de formacdo do isopropanol em C. beijerinckii requer 1 mol de
glicose para produzir 1 mol de isopropanol (CHEN & HIU, 1986). A reducéo da acetona
em isopropanol € catalisada por uma alcool desidrogenase secundaria dependente de
NADPH (Sadh), que foi extensivamente caracterizada (ISMAIEL et al. 1993; KORKHIN
et al., 1998; GOIHBERG et al., 2010). A enzima se mostrou ativa para producdo de
alcoois primarios e secundarios e estudos cinéticos confirmaram que o substrato
fisioldgico era acetona (ISMAIEL et al., 1993; CHEN, 1995).

Com as ferramentas genéticas que estdo disponiveis para a espécie C.
acetobutylicum foram realizados estudos transformando este produtor nativo de ABE,
reconhecido por seu uso industrial e alto rendimento na producédo de solventes entre as
espécies do género, em um produtor eficiente de isopropanol. Essa abordagem foi
alcancada expressando o gene codificador da &lcool desidrogenase secundéria (sadh) de
C. beijerinckii para reduzir a acetona em isopropanol nos C. acetobutylicum (LEE et al.,
2012; DUSSEAUX et al., 2013).
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2.2.3 Biobutanol

O butanol (nomenclatura IUPAC: 1-butanol) é um liquido incolor e inflaméavel,
miscivel com todos os solventes comuns, mas pouco sollvel em &gua. E um produto
quimico importante com uma ampla variedade de usos industriais. Quase a metade da
producdo mundial é convertida em ésteres de acrilato e metacrilato além de outros
derivados importantes, como os éteres de glicol, acetato de butila, butilamina e amino
resinas (EZEJI, QURESHI & BLASCHEK, 2007; DURRE, 2008).

As aplicacdes do butanol e dos compostos derivados dele incluem diluentes de
tinta, fluidos hidraulicos e de freio, fabricacao de perfumes, vidro blindados, detergentes,
auxiliares de flotacdo (por exemplo, xantato de butila), fluidos de descongelamento,
cosmeéticos (maquiagem dos olhos, batons, produtos de cuidados das unhas, produtos de
barbear e higiene pessoal), a producdo de medicamentos como alcaloides, antibioticos,
canforas, horménios e vitaminas, bem como fases méveis em cromatografia (DURRE,
2008; GREEN, 2011)[1.

A maior parte do 1-butanol produzido atualmente é sintético e derivado da rota
petroquimica na sintese de oxo-propileno. Os custos de producdo de butanol sintético
estdo ligados ao mercado de propileno e s&o extremamente sensiveis ao pre¢o do petréleo
bruto (GREEN, 2011). Entretanto, a capacidade de ser produzido por recursos petroliferos
e ndo petroliferos usando as mesmas matérias primas do que o etanol e a partir de
processos bioldgicos (fermentacdo) chamou a atencdo dos pesquisadores como
biocombustivel alternativo ao bioetanol (DURRE, 2008; NDABA, CHIYANZU &
MARX, 2015).

Em comparagdo com o etanol, o n-butanol exibe maior contetido energético, o que
o torna um produto mais favoravel como um combustivel de mistura a gasolina. Em
verdade, a eficiéncia do butanol é semelhante a da gasolina. Em compara¢do com a
gasolina convencional, o indice antidetonante (“anti-knock™) do n-butanol esta na mesma
faixa e, portanto, ndo causara um impacto negativo na batida do motor. Além disso, o alto
calor de evaporagao do n-butanol fornece arrefecimento de carga adicional para evitar o
golpe do motor quando usado em motores de injecao direta de gasolina. Isto permite uma

melhor sincronizagdo da faisca do motor em altas cargas e, assim, melhora a eficiéncia
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térmica do motor (LAPUERTA et al., 2010; TAO et al., 2014; RAKOPOULOS, 2015;
RAKOPOULOS et al., 2017).

O butanol pode ser naturalmente produzido por micro-organismos por meio da
fermentagdo de substratos renovaveis, como a glicose. A utilizacdo do processo de
fermentagdo Acetona-Butanol-Etanol (ABE) foi relatada pela primeira vez no Reino
Unido, em 1912, e a producdo comercial se espalhou rapidamente pelo mundo durante a
primeira e segunda guerras mundiais; primeiro, para produzir acetona para municdes e,
depois, para produzir butanol para verniz e tinta. O processo de fermentacdo caiu em
desuso nos EUA e na Europa na década de 1950 quando os solventes renovaveis ja nao
podiam competir com seus equivalentes sintéticos em preco (JONES & KEIS, 1995;
CHIAO & SUN, 2007). No entanto, a chamada "crise do petrdleo”, em 1973, estimulou
a pesquisa cientifica neste campo, e 0 aumento dramatico subsequente nos precos do
petroleo bruto levou a uma reintroducdo dos processos fermentativos para a producgéo
industrial de butanol (MCCOY et al., 1926; DURRE, 2008).

As primeiras tentativas de isolar e desenvolver estirpes bacterianas capazes de
produzir solventes para aplicagdo comercial foram iniciadas pela empresa britanica
Strange e Graham Ltd. que, em 1910, investigou a viabilidade da fabricacédo de borracha
sintética a partir de alcoois superiores. Varios micro-organismos foram isolados de
diversas fontes naturais; no entanto, embora muitos tenham sido testados, apenas um
deles apresentou rendimento ideal para este propdsito. A cepa industrial tornou-se
conhecida como Clostridium acetobutylicum (MCCOY et al., 1926; MCNEIL &
KRISTIANSEN, 1986).

2.3. O género Clostridium

Em 1861, Pasteur, publicou a existéncia de micro-organismos capazes de
sobreviver em condigdes anaerdbicas. Desde entdo, diversos trabalhos foram realizados
para compreender a ocorréncia de tal caracteristica. Essas bactérias foram classificadas
como pertencentes ao filo Firmicute, da classe Clostridia, ordem Clostridiales,
pertencentes a familia Clostridiaceae e ao género Clostridium (DURRE, 2005; LUDWIG,
SCHLEIFER & WHITMAN, 2015).
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O género Clostridium é um vasto e heterogeneo grupo bacteriano que representa
um dos maiores do dominio Bacteria. As classificacdes taxonomicas mais antigas, que se
baseavam apenas nas caracteristicas fenotipicas, atribuiam mais de 200 espécies ao
género Clostridium. Através de analises filogenéticas verificou-se que muitas espécies
catalogadas inicialmente neste género se encontram filogeneticamente relacionadas com
outros géneros. Deste modo, uma nova reestruturacdo taxonomica baseada nesses dados
reclassificou varias espécies em novos géneros ou as sua atribuiu a géneros ja existentes
(COLLINS et al., 1994; JONES & KEYS, 2005).

Morfologicamente, as caracteristicas deste género podem variar com o tempo de
cultivo e 0o meio utilizado. Séo caracterizadas como um grupo de bactérias Gram positiva,
embora em muitas espécies, as células Gram positiva s6 possam ser observadas em
culturas muito jovens (por exemplo, C. aminovalericum, C. durum, C. formicaceticum,
C. kluyveri, C. pasteurianum). A maioria delas encontra-se sob a forma de bastonete com
variaces em forma tamanho e espessura. Podem, em algumas espécies, apresentar
mobilidade através de flagelos peritriquios, sendo a presenca de capsula uma
caracteristica presente apenas em espécies como em C. perfringes e em C. butyricum
(CATO; STACKEBRANDT, 1989; JONES; KEYS, 2005).

A capacidade de produzir endosporos embora pareca ser monofilética, ndo é
recorrente em todas as espécies. Os esporos da maioria das espécies sdo mais largos que
as células vegetativas, conferindo uma aparéncia distinta dependendo da posi¢do em que
sdo formados. Nas fases mais avancadas da esporulacéo, verifica-se uma deformacéo da
parede celular devido a presenca de endoesporos ovais ou esféricos que podem ocupar a
posicdo central, subterminal ou terminal do citoplasma (Figura 4) (CATO;
STACKEBRANDT, 1989; DURRE, 2014).
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Figura 4 - Esporulacédo em Clostridios. (A) Ciclo da esporulagdo em clostridios (adaptado Al-Hinai,
Jones & Papoutsakis, 2015) e (B) microscopia de contraste de fase (750x) de uma cultura de C. botulinum tipo A
(Johnson, 2009).

Séo classificados como micro-organismos anaerdbios, no entanto, é sabido que
algumas espécies podem sobreviver a exposicdo limitada de ar e, muitas vezes, eliminam
oxigénio ou derivados reativos através da reducdo NAD(P)H dependente. Espécies como
C. acetobutylicum, C. haemolyticum e C. novyi exigem condi¢des estritamente
anaerdbicas e ndo crescem se houver vestigios de oxigénio, espécies como C.
aerotolerans, C. beijeiriinck, C. histolyticum, C. camis e C. durum, entretanto, crescerao.
Esta caracteristica os diferencia de outros micro-organismos com a mesma capacidade de
esporulacdo, incluindo Bacillus anthracis e Bacillus subtilis (ROOD et al., 1997;
JOHNSON, 2009).

Para a maioria das espécies do género faltam defesas contra espécies reativas de
oxigénio tais como peroxido de hidrogénio, anion superédxido e &tomos de oxigénio. Estes
organismos ndo possuem pigmentos heme e sdo catalase negativos. Para outros, o
oxigénio é toxico por interferir diretamente com sistemas de enzimas vitais e, talvez pela
reacao direta com acidos nucleicos (LOWE, JAIN & ZEIKUS, 1993; JOHNSON, 2009).

Clostridios podem crescer sobre uma variedade de valores de pH e temperaturas.
A maioria das espécies preferem crescimento dentro da faixa de pH 6-7, mas algumas
crescem em pH abaixo de 4 ou acima de 8. Grande parte das espécies de clostridios cresce
entre 25-47°C, mas algumas espécies sdo psicrofilas, importantes na deterioracdo dos
alimentos e outras sdo termofilicas, valiosos como fontes de enzimas para 0S processos
industriais (GOTTWALD & GOTTSCHALK, 1985; PYNE et al., 2014).

Encontra-se amplamente distribuidas pela natureza, resultado da resisténcia e da

longevidade dos seus esporos, embora o solo e o intestino de humanos e animais
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constituam os principais habitats destes micro-organismos. Isto também se deve a
capacidade de metabolizar uma grande variedade de fontes de carbono, incluindo
carboidratos complexos, além de serem capazes de utilizar proteinas, aminoacidos e
outras moléculas organicas (LOWE, JAIN & ZEIKUS, 1993; ROCHA, DANCHIN &
VIARI, 1999; MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2010; TRACY et al., 2012).

As espécies do género Clostridium spp. se diferem também pelos substratos que
fermentam (celulose, amido, hemicelulose e pectinas em virtude da producéo de enzimas
extracelulares), convertendo anaerobicamente aclcares em: etanol, acidos organicos e
outros produtos, incluindo véarios gases. Algumas espécies produzem proteinas
putrefativas com a formacdo de produtos nitrogenados, outras podem utilizar acidos
nucleicos, purinas e pirimidinas, e algumas espécies, como Clostridium pasteurianum,
utilizam nitrogénio molecular como Unica fonte de nitrogénio e o convertem em
nitrogénio organico (JOHNSON, 2009; TRACY et al., 2012).

Este género inclui patdgenos (Clostridium tetani, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum e Clostridium difficile), produtores de solventes (Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii), cepas celuloliticas (Clostridium
phytofermentans e Clostridium thermocellum) além de cepas de importancia para a
fisiologia humana e a biorremediacdo (JOHNSON, 2009). A capacidade de produzir
metabdlitos valiosos (enzimas e solventes) despertou o interesse da industria, e entre as
principais espécies estudadas com essas caracteristicas, destaca-se o Clostridium
acetobutylicum, pois este, é capaz de produzir a partir de seu metabolismo natural

acetona, butanol e etanol.

2.3.1 Clostridium acetobutylicum

Esta espécie foi identificada pela primeira vez entre 1912 e 1914, desde entdo, tem
sido utilizada para desenvolver um processo industrial de fermentacdo de acetona, butanol
e etanol & base de amido. E a espécie sacarolitica mais conhecida e utilizada como
produtora de solventes, foi submetida a analises bioquimicas, fisioldgicas e genéticas
detalhadas, tornando-se o modelo para diversos trabalhos (MCCOY et al., 1926; GRUPE
& GOTTSCHALK, 1992; DURRE et al., 1995; DURRE, 2014).
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Ao longo dos ultimos quinze anos, o trabalho com este organismo levou ao
desenvolvimento de diversas tecnologias como: sistema hospedeiro-vetor, protocolos de
eletrotransformacéo, sistema de gene repdrter e nocaute de genes cromossémicos e, mais
recentemente, procedimentos de integracdo de genes cromossdmicos (TUMMALA,
WELKER & PAPOUTSAKIS, 2003; PAPOUTSAKIS, 2008; AL-HINAI, FAST &
PAPOUTSAKIS, 2012; XUE et al., 2017). Portanto, sua escolha como micro-organismo
para desnvolvimento de trabalhos relativos a melhoria nos processos de producéo de

alcoois € justificada.

2.3.1.1 Metabolismo

A espécie C. acetobutylicum pode utilizar amido, hexoses ou pentoses como fonte
de carbono. A glicose é fermentada pela via Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) para
piruvato. O piruvato produzido é entdo metabolizado na presenca de coenzima (CoA)
para produzir dioxido de carbono, acetil-CoA e ferredoxina reduzida. O Acetil-CoA ¢é
subsequentemente condensado, reduzido ou desidratado para produzir outros derivados,
tais como acetoacetil-CoA e butiril-CoA. Estes compostos sdo os intermediarios centrais
que levam a producéo de acido e solventes (Figura 5) (JONES; WOODS, 1986).

ACETATO ACETIL-CoA ‘

[ s (st |
BUTIRATO | ¢mmmm| BUTIRIL-CoA |HEEEE)| BUTANOL

Figura 5 - Representacdo esquematica do metabolismo de C. acetobutylicum. Seta em azul
indica a formacéo de &cidos (Acetico e butirico) e a seta em vermelho indica a formac&o de solventes
(acetona, butanol e etanol).
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A fermentacdo Acetona-Butanol-Etanol (ABE) de C. acetobutylicum ocorre em
dois estagios: o primeiro (acidogénese), no qual os &cidos acético e butirico sdo formados
além de hidrogénio e didxido de carbono, e o segundo (solventogénese), caracterizado
pela reabsor¢édo dos acidos que sdo convertidos nos solventes ABE. Etanol e acetoina sdo
formados em menores quantidades e o lactato pode ser produzido sob condicbes
especificas do meio de cultura (JONES & WOODS, 1986; AWANG et al., 1988).

Durante a acidogénese, o acetato € produzido a partir de acetil-CoA, neste
processo duas enzimas sao essenciais, a acetato quinase (AK) e fosfotransacetilase (PTA)
responsaveis por essa conversao, com producao de ATP. Durante a solventogénese, 0s
niveis de atividade de AK e PTA diminuem, sugerindo que a absor¢do de acetato
produzido ndo ocorre através de uma reversdo dessas enzimas (HARTMANIS &
GATENBECK, 1984; BOYNTON, BENNETT & RUDOLPH, 1996). A enzima PTA
(EC 2.3.1.8) possui 333 residuos com uma massa molecular calculada de 36,2 kDa. E
também precedida por uma sequéncia putativa de Shine-Dalgarno (GAAGGGAG)
localizada 9 pb a montante do coédon de iniciacdo da metionina. Um estudo sobre
hidrofilicidade indicou que tanto o PTA como o AK possuem quantidades
aproximadamente iguais de residuos hidrofébicos e hidrofilicos, sem potenciais dominios
transmembranares (BOYNTON, BENNETT & RUDOLPH, 1996).

A via de formacao de butirato também é composta por duas enzimas principais, a
fosfotransbutirilase (PTB) e pela butirato quinase (BK). Sob condi¢bes tipicas de
fermentacdo, o PTB e o BK operam somente na direcdo da formacdo de butirato
(HARTMANIS & GATENBECK, 1984; WALTER et al., 1993). Extratos brutos da
butirato-quinase apresentaram alta atividade especifica (5,2 mmol/min/mg de proteina)
com butirato e o valerato. A enzima purificada € um dimero com duas subunidades
aparentemente idénticas com pesos moleculares de 39 kDa. A composicdo de
aminoacidos mostrou que ela ndo contém triptofano e é pobre em aminoécidos contendo
enxofre. A butirato-quinase € rapidamente inativada a 50°C na auséncia de um substrato
de &cido graxo (HARTMANIS, 1987).

O inicio da producgéo de solvente envolve uma mudanca no fluxo de carbono das
vias, da producéo de acido para a producdo de solventes. Durante a producdo de solventes,
0 acetil-CoA e a butiril-CoA funcionam como intermediérios para a produgéo de etanol
e butanol. Essas vias produzem acetaldeido e butiraldeido, respectivamente. O etanol e o

butanol sdo produzidos em dois passos catalisados por redutores aldeido desidrogenase
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(ADD) e éalcool desidrogenase (ADH). E a acetona € produzida a partir da acetoacetil
coenzima-A num processo que envolve uma CoA transferase (Figura 6) (HUANG,
GIBBINS & FORSBERG, 1985; FISCHER, HELMS & DURRE, 1993; DURRE et al.,

1995; NAIR et al., 1999).
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Figura 6 - Via metabdlica de C. acetobutylicum. Adaptado de Litke-Eversloh & Bahl (2011). Ldh, lactato
desidrogenase; Pdc, piruvato descarboxilase; Hyd, hidrogenase; Pfor, piruvato:ferredoxina oxidorredutase; Fd, ferredoxina; Pta,
fosfotransacetila fosfotransacetilase; Ack, acetato quinase; AdhE, aldeido/alcool desidrogenase; CtfAB, acetoacetil-CoA:acil-
CoA transferase; Adc, acetoacetato descarboxilase; Thl, tiolase; Hbd, 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase; Crt, crotonase, Bed,
butiril-CoA desidrogenase; Etf, elétron transfer flavoproteina; Pth, fosfotransbutirilase, Buk, butirato quinase. AAc,
acetoacetate; AAc-CoA, acetoacetil-CoA; Ac/Bu, acetato/butirato; Ac-CoA/Bu-CoA, acetil-CoA/butiril-CoA.

Os clostridios produtores ABE geram excesso de redutores na glicélise ou na
reacdo da oxidoredutase piruvato-ferredoxina. Embora parte da NADH produzida pela
via EMP esteja na forma de NADH-ferredoxina redutase, a reacdo pode ser alterada da
formacéo de piruvato para formar &cido latico, facilitando a rapida regeneracdo NADH e
NAD*. A ferredoxina reduzida é a doadora de elétrons da hidrogenase em C.

acetobutylicum (DEMUEZ et al., 2007; GUERRINI et al., 2008).

19



Durante a acidogénese, o hidrogénio funciona como um receptor do excesso de
protons e elétrons (PETITDEMANGE et al., 1976; DESAI et al., 1999). Nesta fase, a
atividade da hidrogenase é alta e é produzido mais hidrogénio do que é teoricamente
possivel a partir da clivagem do piruvato. Isso indica que uma parte do NADH produzido
durante a glicdlise é reoxidada através da via que leva a producao de hidrogénio. Assim,
uma grande proporc¢édo do fluxo de elétrons é direcionada para a producdo de hidrogénio
enquanto o fluxo de carbono é direcionado principalmente para a producdo de acido,
resultando na geracdo maxima de energia. Durante a solventogénese ocorre a reducao da
producdo de hidrogénio e seus equivalentes como NADH ou NADPH, séo oxidados para
produzir butanol ou etanol. (ZEIKUS, 1985; GIRBAL et al., 1995; DURRE, 2008).

O inicio da solventogénese esta ligado a formacao de enddsporos, embora um ndo
seja essencial para o outro, o inicio dos processos pode ocorrer simultaneamente quando
a célula é exposta a um estresse acido severo (LONG, JONES & WOODS, 1984;
DURRE, 2014). Esta ¢ uma vantagem distinta para sobrevivéncia comparada outras
bactérias que sdo incapazes de lidar com o estresse &cido. Entretanto, os solventes
produzidos também danificam as células pela inativacdo das proteinas de membrana,
entre outros efeitos. Consequentemente, com o inicio da solventogénese, a formacao de
endosporos ¢ ativado para a sobrevivéncia do clostridio (DURRE et al., 1987; DURRE,
2008).

2.3.1.2 Genética de C. acetobutylicum

O genoma de C. acetobutylicum, primeiro a ser sequenciado, consiste em
3.940.880 pb. Os genes sdo distribuidos de forma bastante uniforme, com
aproximadamente 51,5% sendo transcritos a partir de uma fita do DNA e 49,5% da fita
complementar. Um total de 3.740 ORFs codificadoras de polipeptidios foram
identificados, representando 88% do DNA gen6mico, com regides intergénicas com
média de 121 pb (Figura 7). Uma origem de replicacdo putativa foi identificada, bem
como genes gyrA, gyrB e dnaA que sdo adjacentes a origem da replicagdo em muitas
outras bactérias. A regido do genoma que mostra o0 maior nivel de conservagéo, quando

comparado com B. subtilis, apresenta aproximadamente 200 genes e neles estdo incluidos
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0s principais operons que codificam funcdes celulares centrais, como a traducdo e
transcricdo (NOLLING et al., 2001).
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Figura 7 - Representacao circular do genoma e do megaplasmideo de C. acetobutylicum. Os dois anéis
externos indicam a posi¢do dos genes nas duas fitas do genoma, nos sentidos senso e antissenso, respectivamente,
colorida de acordo com a funcéo. O terceiro anel (interno) indica a % de GC contida em cada gene putativo. O quarto
anel indica a posicdo dos genes de tRNA (verdes) e de rRNA (vermelho). Os anéis internos (menores) mostram a
posicdo dos genes nas fitas do pSOL1, senso e antissenso do pSOL1, respectivamente, colorida de acordo com a fungao
(Nolling et al., 2001).

Existem 11 operons ribossomais agrupados em proximidade com a origem da
replicacéo e todos séo orientados na mesma direcdo que a forquilha de replicagéo
principal. Ele também possui um megaplasmideo, pSOL1, que consiste em 192 Kb e
parece codificar 178 polipeptidios. Em contraste com o0 genoma, ndo existe uma
polarizacdo de cadeia de codificacdo 6bvia no plasmideo. Dois profagos também foram

encontrados, o primeiro tem aproximadamente 90 kb e inclui cerca de 85 genes
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(CAC1113 a CAC1197), sendo 11 relacionados a fagos, 3 recombinases, e uma série de
enzimas de processamento de DNA. O segundo profago parece abranger cerca de 60 kb
e exibe codificagdo de aproximadamente 79 genes (CAC1878 a CAC1957) (FISCHER;
HELMS; DURRE, 1993; NOLLING et al., 2001).

O plasmideo pSOL1 é composto por genes importantes para 0 processo de
formagéo da acetona e do butanol. Nele se encontra o operon sol, cujos genes codificam
butiraldeido desidrogenase (badh), butanol desidrogenase (bdhA), butirato-CoA
transferase (ctfB), acetato-CoA transferase (ctfA) (FISCHER; HELMS; DURRE, 1993;
NAIR et al., 1999). A inducéo da transcricao deste operon marca o inicio da formacéo do
butanol. Durante a fase de producdo do solvente, o operon sol é desligado e o gene
cromossomal bdhB (butanol desidrogenase) é induzido (Figura 8) (PETERSEN et al.,
1993; SAUER & DURRE, 1995; CORNILLOT et al., 1997).
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Figura 8 - Mapa esquematico das regides do DNA de C. acetobutylicum, que codificam enzimas essenciais para a
solventogénese. Setas representam localizagOes e orientagdo dos genes; setas finas indicam transcrigdes primarias de mRNA.
PosicBes de promotores dos operons diretamente envolvidos na solventogénese séo representados por Psol, Padc, PbdhA, PhdhB.
PmRNA indica um local putativo de processamento de mRNA. Genes indicados: adhE, aldeido/alcool desidrogenase; ctfA/B,
acetato/butirato-coenzima A transferase; adc, acetoacetato descarboxilase; sigY, fator sigma alternativo; amyA, a-amilase; bdhA,
butanol desidrogenase A; bdhB, butanol desidrogenase B (Extraido de DURRE et al., 2002).

Os genes envolvidos na regulacao da fase acidogénica foram descritos como dois
operons bicistronicos, o primeiro relacionado a formacédo acido acético composto pelos
genes pta e ack, e 0 segundo, responsavel pela formacéo de acido butirico formado pelos
genes ptb e buk. Ambos os genes estdo em conjunto no genoma na seguinte sequencia: o
ptb precede o buk e o pta precede ack (WALTER et al., 1993; BOYNTON, BENETT &
RUDOLPH, 1996). O nocaute desses genes mostrou um aumento na formacdo de
solventes, pela alteracdo do fluxo de carbono na via metabdlica (BOYNTON, BENETT
& RUDOLPH, 1996; GREEN et al., 1996).
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A solventogénese estd intimamente ligada a esporulacéo, o fator de transcricéo
responsavel pela iniciacdo da esporulacdo (SpoOA) também inicia a producdo de
solventes pela ativacédo transcricional dos genes da acetoacetato descarboxilase (adc),
alcool desidrogenase (adhE) e a CoA transferase (ctfAB). Mutantes com delecéo do gene
spo0A sdo severamente deficientes na producdo de solventes, enquanto as cepas com
spo0A amplificado superexpressam os genes da formacdo de solventes, mas apresentam
reducdo na producdo de butanol devido a esporulacdo (HARRIS, WELKER &
PAPOUTSAKIS, 2002; SULLIVAN & BENNETT, 2006).

Os clostridios solventogénicos perdem sua produtividade ao longo do tempo, se
as células sdo mantidas no estado vegetativo durante um periodo prolongado. A
degeneracédo da cepa é um resultado de mudancas genéticas e ndo é 0 mesmo que a perda
de habilidade para produzir solventes em condi¢des de cultivo desfavoraveis. A perda da
capacidade de producéo de solvente associada a cura do megaplasmideo, um fenémeno
comum em C. acetobutylicum (STEPHENS et al., 1985; FISCHER, HELMS & DURRE,
1993; CORNILLOT et al., 1997).

2.3.2 LimitacOes da Fermentacdo ABE

Todos os clostridios produtores de solventes conhecidos compartilham um
metabolismo semelhante. Durante a fermentacdo, sdo produzidos solventes (acetona,
etanol e butanol) e gases (H2 e CO>), podendo ser usados para isso, fontes renovaveis de
carbono, como residuos agroindustriais e biomassa lignoceluldsica. A producdo de
solventes pelas rotas fermentativas ainda ndo é economicamente competitiva em
comparagdo com as abordagens petroquimicas, porque o butanol é toxico para as préprias
bactérias produtoras e, assim, a capacidade de producdo é limitada pela tolerancia ao
butanol produzido. A fim de minimizar a toxicidade do butanol para as células e melhorar
a producéo de solventes, muitas estratégias de recuperagdo estdo sendo testadas (DURRE,
2008; JIMENEZ-BONILLA & WANG, 2018).

Pesquisadores no campo da engenharia metabolica realizaram numerosos estudos
para estabelecer um método eficiente de producédo de alcoois. A producdo melhorada foi
conseguida alternando a adicdo de substancias para impulsionar o fluxo de carbono ou

elétrons em diregcdo a producdo de solventes em bateladas alimentadas ou continuas.
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Acidos organicos, como acetato, butirato, lactato e propionato, sio usados para conduzir
o fluxo de carbono. O aumento da producdo de ABE também foi observado na batelada
alimentada com glicose e cultura continua de C. acetobutylicum com adi¢do de &cido
butirico ou &cido acético (BAHL, ANDERSCH & GOTTSCHALK, 1982; MATTA-EL-
AMMOURI et al., 1987; GRUPE & GOTTSCHALK, 1992; ZHANG et al., 2009).

Esses estudos deixam claro o significado dos fluxos de carbono e elétrons na
otimizacdo da producdo de butanol da fermentacdo ABE em clostridios, para o
estabelecimento de um sistema de producdo de butanol altamente eficiente. A
produtividade do solvente volumétrico (g de solvente/L/h) tem um grande impacto no
custo do processo. O processo de fermentagcdo semi-continua oferece uma produtividade
de solvente 40% maior do que um processo em batelada convencional, pois a cultura
continua durante um periodo prolongado com cepas como C. acetobutylicum tende a
degenerar ao longo do tempo (CORNILLOT et al., 1997; ZHANG et al., 2009).

A producdo de butanol tem um forte efeito inibitorio no crescimento do micro-
organismo, pela toxicidade a célula, o que leva baixa producéao deste alcool (concentracao
final, produtividade e rendimento) (JONES; WOODS, 1986). Para eliminar a inibi¢&o do
butanol, varias técnicas de recuperacdo de butanol foram aplicadas a fermentacdo por
batelada, batelada alimentada, assim como em culturas continuas. Os métodos
desenvolvidos por pesquisadores nos campos combinados de tecnologia microbiana e
engenharia de separac¢do utilizam extracao liquido-liquido (QURESHI; MADDOX, 1995;
CRABBE et al., 2001), remocao de nitrogénio (gas-stripping) (GROOT, VAN DER
LANS & LUYBEN, 1989; EZEJI, QURESHI & BLASCHEK, 2004), pervapora¢do da
membrana (QURESHI et al., 2001; 1ZAK et al., 2008;), adsorcdo (YANG & TSAO,
1995; NIELSEN & PRATHER, 2009) e per-extragdo usando polipropileno e biodiesel
(GROBBEN et al., 1993). Técnicas de cultura com recuperacdo integrada de butanol in
situ sdo muito vantajosas porque a concentracdo de butanol em toda a cultura pode ser

mantida abaixo do nivel de inibi¢do de butanol.

Acetona, etanol e butanol séo os produtos dominantes do processo ABE, dos quais
o0 butanol constitui 60-70% (p/p) do total de solventes, acetona 20-30% e etanol cerca de
10% (CHIAO & SUN, 2007). Uma maneira possivel de melhorar a eficacia da producao
de bioalcoois é aumentar o butanol eliminando a producéo de outros subprodutos da

fermentacao, tais como o0s acidos ou a acetona.
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Nas ultimas décadas, varias estratégias foram desenvolvidas para diminuir a
producdo de acetona e aumentar a producdo de butanol (NAIR & PAPOUTSAKIS 1994;
SILLERS et al., 2008; JIANG et al., 2009; SILLERS, AL-HINAI & PAPOUTSAKIS,
2009; HAN, GOPALAN & EZEJI, 2011). A geracdo de acetona é indesejavel na
producdo de biocombustivel, pois, além de ser corrosiva, reduz o rendimento de butanol
por unidade de massa de substrato utilizado. Entretanto, estudos mostraram que a
producdo de acetona é importante para a detoxificacdo no citoplasma dos acidos
carboxilicos e protons gerados durante a fase solventogénica (BAHL, ANDERSCH &
GOTTSCHALK, 1982; JIANG et al., 2009; COLLAS et al., 2012).

A converséo intracelular de acetona em isopropanol foi uma alternativa atraente
para evitar a excre¢do de acetona e produzir um &lcool valioso. Lee e colaboradores
(2012) expressaram o gene sadh (alcool desidrogenase secundaria) de C. beijerinckii em
C. acetobutylicum para realizar a simples conversdo de acetona em isopropanol. O
resultado desse estudo levou ao desenvolvimento da primeira linhagem de C.
acetobutylicum capaz de realizar a fermentacéo IBE. No seu conjunto, esses estudos tém
despertado grande interesse industrial ja que C. acetobutylicum pode ser considerado

como plataforma de fermentacéo eficiente para a producdo de biocombustiveis.

Na maioria dos casos, as estirpes usadas na fermentacdo foram isoladas da
natureza. No entanto, recentemente foram feitas vérias tentativas para criar linhagens para
a sintese de butanol através de mutagénese ou engenharia genética. A escolha de uma
cepa para a fermentacdo depende de varios fatores: matéria-prima, método de
fermentacdo (periddico, continuo ou batelada), tecnologia de separacdo de solventes,
composicdo necessaria e proporcdo dos produtos metabolicos finais, exigéncia de
minerais e vitaminas adicionais, resisténcia a bacteriofagos e contaminacdo com bactérias
acido-lacticas (DURRE, 2008; LEE et al., 2008).

Um grande conjunto de ferramentas para modificacdo genética de clostridios foi
desenvolvido para criar cepas com niveis mais elevados de sintese de solventes e maior
resisténcia ao butanol. Os métodos de clonagem, expressdo e inativacdo de genes sao
amplamente utilizados para mudar as vias metabdlicas da solventogénese. Assim,
desenvolvimento de cepas produtoras de butanol recombinante seja na plataforma
Clostridio ou em outros micro-organismos abrem o caminho para uma produgéo eficiente
dos biocombustiveis de nova geracdo ( LEE et al., 2008; BEREZINA et al., 2012).
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2.4. Manipulacgdes genéticas aplicadas em Clostridium spp.

Para a manipulagdo genética de cepas bacterianas, muitas vezes 0 passo mais
dificil envolve o estabelecimento de um meio eficiente de introducdo de DNA exdgeno
em células hospedeiras, o que abre caminho a uma série de aplicacBes genéticas valiosas.
Assim, estabelecer uma metodologia para transferéncia eficiente de DNA é primordial
para o desenvolvimento de linhagens melhoradas de Clostridium spp. A técnica de
transferéncia de DNA dominante para este género é a transformacéo.

As bactérias Gram-positivas, especialmente os membros do género Clostridium,
estdo entre os micro-organismos mais dificeis de serem modificados. Entretanto, a
eletrotransformacdo é a técnica mais empregada devido a sua simplicidade, maior
confiabilidade, independéncia de espécies doadoras e alta eficiéncia da transferéncia de
plasmideos. Muitos métodos de transformacdo foram testados para transferéncia de
plasmideos para bactérias deste género (PYNE et al., 2014). Raramente podem ser
observados pontos comuns em protocolos entre diferentes espécies sem otimizagao

rigorosa.

A resisténcia a transformacdo apresentada pelas espécies de Clostridium, como
em C. acetobutylicum, é frequentemente, o resultado do sistema restricdo da bactéria ou
de uma incapacidade do DNA para penetrar na parede celular espessa da bactéria Gram-
positiva. A restricdo pode ser superada por metilacdo apropriada para protecdo de DNA
de plasmideo transformante, enquanto que a parede celular Gram-positiva pode ser
alterada através da modificacdo do estado fisioldgico das células receptoras ou pela
modulacdo dos parametros elétricos do pulso de eletroporacdo (SILLERS et al., 2008;
AUNE & AACHMANN, 2010).

A complexidade para a manipulacdo genética de C. acetobutylicum deve-se ao seu
sistema enddgeno de restricdo que cliva sequéncias de DNA nao metiladas pela acéo da
endonuclease Cac824l. O sistema de restricdo tipo Il identificado nesta espécie possui
sequéncias de reconhecimento exclusivas, sequéncias estas ricas em bases GC, por
exemplo, 5-GCNGC-3' reconhecida pela endonuclease (MERMELSTEIN et al., 1992).
Para contornar esse problema, o DNA a ser usado para transformar o clostridio pode ser

metilado in vivo em E. coli contendo plasmideo com o gene que codifica uma

26



metiltransferase capaz de metilar essas sequéncias (MERMELSTEIN; PAPOUTSAKIS,
1993). Ou utiliza-se uma cepa de C. acetobutylicum, cujo gene que codifica a
endonuclease Cac824I tenha sido deletado, o0 que torna essa bactéria competente para
receber qualquer tipo de DNA (DONG et al., 2010).

A criacdo de vetores para serem utilizados nas técnicas para manipulacdo genética
em clostridios depende de uma ampla disponibilidade de marcas de selecéo e origens de
replicacdo funcional. As cepas recombinantes da maioria das espécies sdo selecionadas
usando eritromicina/claritromicina (ermB) ou tianfenicol/cloranfenicol (catP) (HEAP et
al., 2007). O numero de origens de replicacdo para esses micro-organismos € limitado,
pois a estabilidade segregacional varia entre 69,0 e 99,9% por geragéo para 0s hospedeiros
C. acetobutylicum, C. botulinum, C. difficile e C. tyrobutyricum (HEAP et al., 2009;
2010; YU et al., 2011).

Técnicas de modificacdo genética como a superexpressao de genes baseadas em
plasmideos, a interrupcdo de genes mediados por RNA antisense, a delecdo de genes
cromossémicos e as tecnologias avancadas de edi¢do de genoma exigem acesso a um
repertorio de sistemas de promotores constitutivos e induziveis. Para avaliar a funcdo e
forca do promotor, numerosos sistemas reporteres de genes foram adaptados ou
desenvolvidos para Clostridium. Os promotores de genes envolvidos no metabolismo
central do carbono dos clostridios como a acetoacetato decarboxilase (adc),
fosfobutiriltranferase (ptb), ferridoxina (fdx) e tiolase (thl) foram amplamente aplicados
para expressdo de genes heter6logos (TUMMALA, WELKER & PAPOUTSAKIS, 1999;
YU etal., 2011; CUl et al., 2012).

Certas aplicacdes genéticas requerem o uso de sistemas de promotores induziveis,
resultantes da toxicidade ou de expressao transitoria de uma proteina codificada. Estes
sistemas foram recentemente adaptados para uso em clostridios, com inducao decorrente
de produtos bidticos ou abiodticos. Como exemplo de promotores induziveis temos:
promotor induzido por xilose (GIRBAL et al., 2003), promotor artificial fac (criado
através da insercé@o do lacl de E. coli imediatamente a jusante do promotor do gene da
ferredoxina) induzido por -D-1-tiogalactopiranosideo de isopropila (IPTG) (HEAP et
al., 2007), promotor recA induzido por UV (NUYTS et al., 2001), de tetO1 contendo
promotor induzido por anidrotetraciclina (DONG et al., 2012). Para futuras aplicacGes

genéticas que requerem expressdo transitoria de genes ou controle estrito de niveis de
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proteina intracelular, particularmente para processos envolvendo produtos de genes

toxicos ou letais estes promotores serdo essenciais.

2.4.1. Superexpressdo de genes por plasmideos

As aplicacOes da superexpressdo de genes abrangem estratégias de expressdo
homdloga e heterdloga. Embora a superexpressdo homdloga tenha como objetivo
aumentar a atividade de um gene cromossémico atraves do aumento do nimero de copias,
as estratégias heter6logas sdo comumente utilizadas para produzir uma atividade néo
nativa a célula. Muitas estratégias de superexpressao de genes baseados em plasmideos
para clostridios foram relatadas, a maioria das quais envolvendo C. acetobutylicum.
Varios genes envolvidos no metabolismo fermentativo central desta bactéria foram
superexpressados individualmente e em combinagdo, incluindo o da aldeido
desidrogenase (aad), alcool desidrogenases (adhEl) (NAIR & PAPOUTSAKIS, 1994;
SILLERS, AL-HINAI & PAPOUTSAKIS, 2009) e adhE2 (SILLERS et al., 2008),
thiolase (thl) (SILLERS, AL-HINAI & PAPOUTSAKIS, 2009), operon acetato
descarboxilase/fosfotransbutilase adc-ptb (MERMELSTEIN et al., 1992).

Em contraste com as estratégias homologas de superexpressdo, a expressdo
heter6loga ou ndo-nativa em Clostridium é uma linha de pesquisa relativamente nova.
Trabalhos relacionados a engenharia de C. acetobutylicum para a expressdo dessas
proteinas tém enfoque em componentes como: um complexo enzimético que degrada
celulose (minicelulossoma) de C. cellulolyticum e C. thermocellum (CHANAL et al.,
2011; MINGARDON et al., 2011; KOVACS et al., 2013), a alcool desidrogenase
primaria/secundaria (adh/sadh) de C. beijerinckii (LEE et al., 2012)(1, acetoina redutase
para conversao de acetona em 2,3-butanodiol (SIEMERINK et al., 2011)71. Uma série de
hidrogenases procaridticas e eucarioticas também foram expressas de forma heter6loga
em C. acetobutylicum, incluindo algumas originarias de algas (GIRBAL et al., 2005).

2.4.2. Troca alélica acoplada (Allelic-Coupled Exchange - ACE)
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A recombinacdo homdloga é uma ferramenta de edicdo genética comumente
utilizada para micro-organismos. Em 2012, Heap e colaboradores, desenvolveram a
técnica de troca alélica acoplada (Allelic-Coupled Exchange - ACE) para delegdo de
genes usando dupla recombinacdo e sem o uso de contrasselecdo codificada por
plasmideo. Aqui, 0 evento desejado de recombinacdo ocorre pela presenca de duas
sequéncias homologas, sendo uma, a regido adjacente ao gene alvo do nocaute e a

segunda sendo parte do préprio gene (Figura 9).
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Figura 9 - Modifica¢do genética mediada por troca alélica acoplada. Adaptado de Heap e colaboradores
(2012). O primeiro evento de recombinagdo (integracdo do plasmideo) é mediado pela regido longa de homologia
(1200pb) do Plasmideo de Integracdo e o gene adjacente. Os clones obtidos no primeiro evento de integragdo séo
obtidos por selegdo em meio contendo tianfenicol (catP). O segundo evento de recombinagao (excisdo do plasmideo)
é mediado pela regido curta de homologia (300 pb) e o gene alvo. Clones recombinados sdo selecionados usando
auxotrofia.

A sequéncia de eventos de integracdo pode ser controlada usando o comprimento
das regides de homologia, a primeira integracdo ocorre pela presenca de uma grande
sequéncia homologa. Essa integracdo € selecionada pela presenca de antibiético no meio

de cultura. J& a segunda ocorre com o fragmento menor, que resulta em nocaute do gene

e excisdo do plasmideo, sendo a selecéo feita por meio de uma caracteristica fenotipica.
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Para o funcionamento adequado dessa técnica, € necessario escolher para o
nocaute, um gene cuja auséncia de expressdo, possa ser selecionada fenotipicamente e,
portanto, acaba limitando a utilizacéo desta técnica. A alternativa para esta limitacédo foi
0 desenvolvimento de um método baseado em contrasselecdo, a fim de permitir a
substituicdo da utilizacdo de fenoOtipos relacionados ao nocaute dos genes. Foram
necessarios dois componentes para 0 método: um promotor induzivel e um gene toxico
baseado em um mecanismo geral que seria aplicavel aos clostridios. Este promotor junto
ao seu regulador pode ser induzido por lactose (bgaR; CPEQ770) e foi identificado em C.
perfringens. Para um gene téxico, foi escolhido o gene mazF de E. coli, uma mRNA
interferase, que exibe um mecanismo geral de toxicidade. O complexo MazE-MazF faz

parte do sistema toxina-antitoxina em E. coli (Figura 10).
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Figura 10 - Modo de acdo da enzima MazF mRNA interferase. A MazF faz parte do sistema toxina-
antitoxina de E. coli codificado pelo operon mazEF. Em condi¢des normais, a antitoxina MazE liga-se e inibe a proteina
MazF. Uma vez que as células sdo submetidas ao estresse, a proteina MazE é degradada por proteases celulares, e a
proteina MazF deixa de ser reprimida. A MazF entdo, cliva mMRNA em seqiiéncias ACA, conduzindo assim a parada do
crescimento, seguido pela morte celular. P, promotor (Adaptado de Al-Hinai, Fast & Papoutsakis, 2012).

A combinacéo da técnica da troca alélica acoplada, com o sistema de inducdo do
gene mazF sob a acdo do promotor induzido por lactose, foi descrita por Al-Hinai e
colaboradores (2012) foi testada em C. acetobutilicum com sucesso. Este método néo
recorre & geracdo de cepas auxotroficas e ndo se limita a certos locus genémicos,

ampliando consideravelmente o numero de genes a serem nocauteados.
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2.4.3. Sistema CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR (“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat™)
proporciona “imunidade” adaptativa a arqueas e bactérias, e funciona inserindo
fragmentos de genomas exdgenos em matrizes CRISPR e usando os transcritos
resultantes como RNAs-guia para detectar e inativar os elementos genéticos. Sequéncias
de DNA curtas localizadas entre as repeticdes CRISPR compdem um conjunto de alvos
do CRISPR. Esta matriz é transcrita e processada dentro das sequéncias de repeticao,
produzindo fragmentos de RNA chamados CRISPR-RNA (crRNA). O crRNA entdo
direciona a nuclease Cas para o local alvo, a presenca de uma sequéncia especifica
protoespacadora adjacente (protospacer-adjacent motif — PAM) leva a clivagem desta
sequéncia. Nos sistemas do tipo Il CRISPR/Cas, a Cas9 se liga ao crRNA e forma um
complexo trans-ativado (tracrRNA) que é necessario para que a nuclease Cas9 seja
funcional (CHYLINSKI, LE RHUN & CHARPENTIER, 2013; SOREK; LAWRENCE;
WIEDENHEFT, 2013; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

Apos a clivagem pela Cas9, o locus alvo serd reparado por uma das duas vias
principais para edicdo de dano do DNA: a juncdo ndo-homologa (nonhomaologous end
joining — NHEJ) ou a via homologa de reparo direto (homology-directed repair — HDR),
ambas as quais podem ser usadas para alcancar um desfecho de edi¢do desejado. Na
auséncia de um modelo de reparo, as quebras na fita dupla sdo religadas através do
processo NHEJ, o que deixa cicatrizes sob a forma de mutacdes. O NHEJ pode ser
aproveitado como forma de mediar nocaute de genes (CONG et al., 2013; RAN et al.,
2013).

O sistema homdlogo de reparo direto (HDR) é o principal caminho para
manipulacdes genéticas, pois pode ser usado para gerar modificactes precisas e definidas
em um locus alvo na presenca de uma sequéncia homologa para o reparo. Este reparo
pode ser realizado utilizando construgdes convencionais de DNA de cadeia dupla com
bracos de homologia flanqueando a sequéncia de insercdo ou oligonucleotideos de DNA
fita simples. Ao contrario do NHEJ, o HDR geralmente esta ativo na divisao celular, e
sua eficiéncia pode variar dependendo do tipo e fase da célula, bem como do locus
genémico escolhido (SALEH-GOHARI & HELLEDAY, 2004; RAN et al., 2013;
SHMAKOQV et al., 2017).
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O sistema CRISPR-Cas9 foi usado com sucesso como uma ferramenta de edi¢éo
do genoma em procariotos e eucariotos (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). Trabalhos
recentes provaram que eles podem também ser usados em clostridios, incluindo C.
beijerinckii e C. acetobutylicum (WANG et al., 2015; LI et al., 2016). Para a realizacao
dos trabalhos com CRISPR para C. acetobutylicum, uma versdo mutante da proteina Cas9
foi desenvolvida. A Cas9-nickase (mutada no aminoacido D10A), foi guiada por um
complexo de crRNA e tracrRNA condensados (chamado sgRNA) e sua mutacgao permitiu
a clivagem de apenas uma das fitas de DNA (LI et al., 2016). Em contraste, a clivagem
da dupla fita (DSB) realizada pela Cas9 nativa, o corte de uma Unica fita realizado pela
enzima mutada é mais facil de ser reparado e, assim, melhora a eficiéncia desta técnica
na manipulagdo do genoma deste clostridio (DAVIS & MAIZELS, 2011; METZGER et
al., 2011).

2.5 Recuperacdo de solventes

A recuperacdo de solventes é essencial para minimizar o custo da producgédo dos
bioalcoois. A destilacdo convencional é robusta e comprovada, mas necessita de um alto
gasto de energia. Para cada tonelada de solvente, sdo necessarias aproximadamente 12
toneladas de vapor. A integracdo da recuperacdo de solventes com fermentacdo € uma
opcéo de processo atraente. A remocdo por gas (gas-stripping) foi usada para diminuir a
inibicdo da producédo e melhorar tanto o titulo do solvente obtido, como a produtividade.
Outros métodos para a recuperacdo do solvente incluem extracdo liquido-liquido,
adsorcdo, pervaporagao, 0Smose reversa e separacao aquosa em duas fases. Estes métodos
foram amplamente revistos, mas poucos foram comprovados em escala ou
comercializados (VANE, 2008; NI & SUN, 2009; EZEJI et al., 2010; MARIANO et al.,
2011).
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A remocdo de gas, mostrada esquematicamente na figura 11, foi proposta como
um método para recuperar &lcoois a partir de meios de fermentagdo. A remocéo de &lcool
da fermentacdo é feita transferindo o &lcool para uma corrente de gas, a op¢do de usar o
diéxido de carbono produzido durante a fermentacdo ou outro gas inerte como agente de
remocao e a capacidade de operar nas temperaturas do fermentador torna esta técnica a
mais eficiente para remogao. O principio de funcionamento é geralmente o de um contato
de géas-liquido em contracorrente. A proporcéo de alcool para 4gua na fase gasosa, em
equilibrio, é ditada por comportamento de divisao gas-liquido semelhante ao da destilagédo
(GAPES, NIMCEVIC & FRIEDL, 1996; DURRE, 1998; MARIANO et al., 2011).

Condensador

Entrada
de
liquido

Reciclagem
opcional de gas

Gas Stripper

Entrada de gas

Liquido tratado
depletado de alcool Compressor de gas

Figura 11 - Esquema da metodologia de remocgéo por gas-striping. Extraido de Mariano et al., 2011.

Na extracdo liquido-liquido, o meio de fermentacdo é colocado em contato por
transferéncia de massa com um liquido de extracdo e os compostos sdo transferidos do
meio para o extrator. Esse contato pode ser direto, por meio de um dispositivo de mistura
ou contato com coluna embalada ou por meio indireto, usando uma membrana porosa e
ndo molhada para separar os dois liquidos. O ultimo é as vezes referido como

"perstragdo”. Para reutilizar o extrator, os compostos absorvidos devem ser removidos em

34



uma unidade de regeneracdo. A extracdo de liquido-liquido foi estudada tanto para o
etanol como para fermentagdes com butanol. Os extratores mais comumente estudados
incluem &lcoois, alcanos ou ésteres de cadeia longa linear e ramificada; acidos graxos;
diéxido de carbono supercritico; 6leo de silicone; 6leo mineral; e 6leos vegetais, embora
também tenham sido propostos materiais mais exéticos como liquidos idnicos e solventes
fluorocarbonados (ENNIS et al., 1986; GROOT; VAN DER LANS; LUYBEN, 1989;
LEE etal., 2012; TAYLOR et al., 1997).

Na adsorcdo, o alcool é transferido preferencialmente do liquido de alimentacéo
para um material adsorvente solido. Embora as tecnologias de gas-stripping e extracdo
liquido-liquido envolvam fases de vapor e extragdo liquida, respectivamente, muitos dos
mesmos principios se aplicam a adsor¢do. Em todos os trés casos, o alcool deve ser
recuperado do material de extracao carregado. No entanto, o extrator é geralmente contido
em uma coluna de contato embalada que serve como adsorvedor e dessorvedor
(QURESHI et al., 2005).

Ao contrario dos sistemas que envolvem extratores de gas/vapor e de fase liquida,
o0 extrator sélido ndo é movido através do sistema. Assim, a adsor¢cdo geralmente envolve
um processo ciclico de carga e descarga do adsorvente. Semelhante aos extratores
liquidos, o adsorvente sélido exibe uma certa seletividade de adsorcdo em relacdo ao
alcool e a &gua, bem como os coeficientes de distribuicdo de equilibrio de sor¢do para
ambos. E desejavel um alto fator de separacéo e alto coeficiente de distribuicdo. Uma vez
que o adsorvente € um solido estavel, tem pouca ou nenhuma solubilidade na agua ou no
alcool (CARTON et al., 1998; QURESHI et al., 2005).

A producdo mundial de solventes é majoritariamente feita pela rota petroquimica
utilizando como matéria-prima hidrocarbonetos. Apesar da rentabilidade do processo
petroquimico, este € altamente impactante em termos ambientais e com baixas
perspectivas para o futuro, em face as tendéncias de uso de matérias-primas que causem
impactos reduzidos. Logo, as rotas de producdo por processos petroquimicos tendem a
ser substituidas no futuro (GARCIA et al., 2011).

O desenvolvimento de ferramentas tecnoldgicas aprimoradas que permita a
producdo destes compostos por rota biotecnoldgica terd impactos ambientais e
econdmicos significativos para o Brasil. O conjunto de solventes ABE, ou seja, acetona-
butanol-etanol tem um carater estratégico para a estrutura agroindustrial brasileira, pois
suas cadeias produtiva e logistica sao compativeis com as do setor sucroalcooleiro e, com
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necessidade de poucas adaptacdes, esse conjunto de solventes pode fazer parte do

portfélio de produtos manufaturados pelo setor.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar modificagdes genéticas em

Clostridium acetobutylicum visando obter aumento da producéo de bioalcoois.

3.1. Objetivos especificos

v" Produzir metilacdo em plasmideos, utilizando o gene da metiltransferase
(p37) do fago @3TI de B. subtilis;

v Deletar o gene da via de formacdo do é&cido acético (pta) de C.
acetobutylicum;

v Deletar o gene da via de formacdo do acido butirico (buk) de C.
acetobutylicum;

v Expressar o gene da alcool-desidrogenase secundaria (sadh) em C.
acetobutylicum;

v" Avaliar a producdo de alcoois (butanol, isopropanol e etanol) na linhagem
obtida.
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4.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Sintese quimica do gene

exogeno em E. coli

L Metilagdo de DNA J

Produzir vetores
s resistentes a

ma Cac824

Deletar genes
utilizando vetores de C.
acetobutylicum

Selegdo dos clones

Fermentagdo em
escala laboratorial

Construir vetores para

modificagio do C.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. - Material

5.1.1 C¢élulas bacterianas

e Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tet"
A(mcrA)1834(mcrCB-hsdSMR- mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F proAB lacl9Z4M15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

e Escherichia coli DH10B (Invitrogen, EUA): F~ mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
D80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
nupG A~

e Escherichia coli DHS5a (Invitrogen, EUA): F~ @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK-, mK") phoA supE44 J—thi-1 gyrA96 relAl

e Clostridium acetobutylicum DSM792 (DSMZ, Alemanha), doada pela
Professora Dr. Claudia Lareo da Universidad de la Republica Uruguay.

5.1.2 Meios de cultura

Meio Luria-Bertani — LB

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2. Para o0 meio solido foi adicionado agar 2% (p/v)

Meio YTG

Triptona 3,2% (p/v)
Extrato de levedura 2% (p/v)
NaCl 0.8% (p/v)
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Glicose 1% (p/v)

Para o meio sélido foi adicionado agar 2% (p/v)

MM (Meio Minimo)

Solugéo de sais M9 10x 1% (p/v)
Adenina-HCI 5mM
Solucéo de aminoécidos 3% (p/v)
MgSOsa, 10 mM
Tiamina 10% (p/v)
ZnSO4 10 mM
CaCly, 100 mM
Uracila, 20 mM
Histidina 0.1% (p/v)

Para 0 meio sélido foi adicionado agar 2% (p/v)

Meio CGM (Clostridium Groth Medium)

KH2PO4 5,5mM
K2HPO4 4 mM
MgSQO4-H20 3 mM
MnSO4-H.0 06 M
FeSO47H20 06 M
NacCl 0,2M
Asparagina 0,15 M
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
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(NH4)2S04 0,15 M

Glicose 0,5% (p/v)

Para o meio sélido foi adicionado agar 2% (p/v)

Para os meios minimos e 0s meios complexos tamponados foram feitas solucfes
estoque de todos os reagentes e misturadas assepticamente ao momento de preparar as
placas. As solucdes de glicose 10X, a solugéo de glicerol 10X, a solucéo de fosfato de

potassio 1 M pH 6,0 e a solucdo de agar 2% (p/v) foram autoclavadas separadamente.

5.1.3 Solucoes
Antibioticos
e Solugédo de ampicilina (1000X)

Ampicilina 100 mg/mL

Dissolvida em agua milliQ e esterilizada por filtracao

e Solucdo de tetraciclina (1000X)

Tetraciclina 5 mg/mL

Dissolvida em agua milliQ e esterilizada por filtracao

e Solucdo de Tianfenicol (1000X)

Tianfenicol 15 mg/mL

Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracéo

e Solucéo de Fase movel (HPLC)

H2S04 0.005N

Dissolvida em agua milli Q
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Solugdes para células bacterianas competentes

e Tampado de transformagéo |

RbCI 12 g/L
MnCl2-4H20 9,9 g/L
Acetato de potassio 0,03 M
CaCl2:2H20 1,59/L
Glicerol 150 g/L

Uma solucdo estoque de acetato de potassio 1 M foi preparada e seu pH ajustado
para 7,5 com acido acético glacial. A solucdo foi esterilizada por filtracdo. O pH do
tampdo de transformacéo foi ajustado para 5,8 com acido acético 0,2 M e a solucdo foi

esterilizada por filtracdo.

e Tampdo de transformacéo Il

MOPS 0,02 M
RbCI 1,2 g/L
CaCl; 11 g/L
Glicerol 150 g/L

Uma solugéo estoque de MOPS 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 6,8 com
NaOH. A solucdo foi esterilizada por filtracdo. O pH do tampédo de transformacéo foi

ajustado para 6,8 com NaOH e a solucao foi esterilizada por filtragéo.

Solucgbes para preparacéao de DNA plasmidial (miniprep)
e Solugéo |

Tris-HCI pH 8,0 25 mM
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EDTA pH 8,0 10 mM

e Solucéo Il
NaOH 0,2 M
SDS 1% (p/v)

Solucéo preparada no momento de uso.

e Solugéo Il
Acetato de sodio 3M
Acido acético 2 M

O pH foi ajustado para 5,0.

Solucbes para eletroforese em gel de agarose

e Brometo de Etideo
EtBr 10 mg/mL

e Tampdo Tris-acetato EDTA (TAE) 50X

Tris 2M
Acido acético 1M
EDTA pH 8,0 0,05 M

e Tampao de amostra

TAE 20X 50% (p/v)

Glicerol 30% (v/v)

Azul de bromofenol 0,25 (p/v)
514 Kits

e Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen): purificacdo de plasmideos em grande

escala.
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e In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech): clonagem de fragmentos por

recombinacdo homdloga.

e Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega): purificacdo de

fragmentos de DNA a partir de gel de agarose e purificacdo de produtos de

PCR.

5.1.5 Marcadores de massa molecular para DNA

e 1 kb DNA Ladder, 500-10.000 pb (New England Biolabs).

e O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo Scientific).

5.1.6 Enzimas de restricdo

A tabela 1 apresenta as enzimas de restricdo usadas neste trabalho indicando o

sitio de clivagem, assim como a temperatura de incubacéo e o tampéo recomendado para

cada enzima.

Tabela 1. Enzimas de restri¢do usadas

Enzima Sitio de clivagem Tampéo Temperatura de incubacéo
BamHI G*GATCC NEBuffer 3.1 37°C
Notl GC*GGCCGC NEBuffer 3.1 37°C
Xhol C*TCGAG NEBuffer 3.1 37°C
EcoRlI G*AATTC NEBuffer 2.1 37°C
EcoRV GAT*ATC NEBuffer 3.1 37°C
Fnu4HI GC*NGC CutSmart®Buffer 37°C
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5.2 Métodos

5.2.1 Cultivo de micro-organismos

A cepa do Clostridium acetobutylicum DSM792 foi doada pela Prof. Claudia
Lareo da Universidad de la Republica Uruguay e foi mantido em meio liquido em frasco
de cultivo de 50mL foi adicionado nitrogénio gasoso (N2) para manutencdo da condi¢édo
anaerobia, fechado com tampa butirica, selados com lacre de aluminio e a incubacéo do
meio sélido foi feito em cdmara de anaerobiose (Forma 1025/1029 Anaerobic Chamber
— Thermo Scientific) com a seguinte atmosfera 85% de nitrogénio, 5% de hidrogénio e
10% de didxido de carbono. Os indculos foram realizados a partir da injecdo de 1% do
estoque mantido a 4 °C em meio liquido apropriado e incubados em shaker a 37 °C por
48 h.

5.2.2 Preparacdo de células bacterianas competentes para choque térmico

A E. coli DH5a, DH10B e XL10-Gold foram semeadas em placa de Petri
contendo meio LB agar a partir de estoque armazenado a -80 °C e incubada a 37 °C por
16 h. Uma col6nia isolada foi inoculada em 10 mL de meio SOB em frasco Erlenmeyer
de 125 mL e incubada a 37 °C por 16 h, com agitacdo de 200 rpm. Um mililitro desse pré-
indculo foi adicionado a 100 mL de meio SOB fresco, incubando a 37 °C até atingir uma
DOsoo de 0,3.

Apos atingir a DOgoo desejada, a cultura foi entdo resfriada por 15 min em banho
de gelo e as células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 min a 4 °C. O sedimento de
células foi ressuspendido em 32 mL de tampdo de transformacéo | e incubado no gelo por
mais 15 min. Foi feita uma nova centrifugacédo, nas mesmas condicdes, e as células foram
ressuspendidas em 4 mL de tampéo de transformacdo Il. O contetdo foi dividido em
aliquotas de 100 pL e armazenado a -80 °C.

5.2.3 Transformacdo bacteriana — choque térmico
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Uma aliquota de celulas competentes foi retirada do armazenamento a -80 °C e
descongelada em gelo. Foram adicionados 10 pL do sistema de ligacdo as células e foi
feita a incubacéo em gelo por 30 min. O choque térmico foi feito a 42 °C por 90 s, seguido
de 2 min em gelo. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB e o sistema foi incubado
a 37 °C por 1 h. As células transformadas foram semeadas em meio LB &gar contendo

antibiodtico (100 pg/mL ampicilina ou 5 pg/mL tetraciclina).

5.2.4 Preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala

A extracdo de DNA plasmidial de E. coli foi feita de acordo com o protocolo
descrito por Sambrook e Russel (2001), com adaptagcdes. Uma coldnia isolada da placa
de transformantes foi inoculada em 5 mL de meio LB com o antibidtico adequado e este
foi inculado a 37 °C por 16 h sob agitacdo. As células de 3 mL de cultura foram coletadas
por centrifugacdo a 10000 x g por 2 min e o precipitado foi ressuspendido em 200 L de
solucdo I. Foram adicionados 360 pL de solugdo Il (recém-preparada) para provocar a

lise das células, e a amostra foi incubada a temperatura ambiente por 5 min.

Posteriormente foram adicionados 300 pL de solugéo Il gelada e a mistura foi
incubada por 5 min em gelo. A amostra foi centrifugada a 10000 x g por 5 min e o
sobrenadante foi transferido para outro tubo, centrifugando novamente caso o
sobrenadante ndo estivesse limpido. O sobrenadante foi adicionado a 750 pL de
isopropanol, homogeneizado por inversdo e centrifugado a 10000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de solucéo 1.

Foram adicionados 110 pL de acetato de aménio 7,5 M e a amostra foi
homogeneizada em agitador do tipo vortice. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
10000 x g por 10 min o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e precipitado
através da adicdo de 750 pL de etanol 100% gelado. Seguiu-se uma centrifugacao a 10000
X g por 5 min, o descarte do sobrenadante e uma lavagem com 500 pL de etanol 70%
gelado. Foi feita uma ultima centrifugacdo a 10000 x g por 2 min, o sobrenadante
descartado e o precipitado foi entdo seco em um concentrador a vacuo. O precipitado foi
entdo ressuspendido em 50 pL de agua milliQ contendo RNase A (20 pug/mL) e incubado
a 37 °C por 15 min. O DNA foi armazenado a -20 °C.
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5.2.5 Preparacdo de DNA plasmidial em grande escala

Para a extracdo de plasmideos bacterianos em grande escala foi utilizado o kit

Qiagen Plasmid Midi and Maxi (Qiagen) e as orientacdes do fabricante foram seguidas.

5.2.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR):

Para as reacdes de PCR foram utilizadas as polimerases Phusion e Tag DNA
polimerase (Thermo Scientific), sendo empregadas as recomendac6es do fabricante. Para
0 anelamento dos primers, foi utilizada a Tm fornecida pelo fabricante destes. Em todas
as reacoes, a quantidade de DNA molde utilizada foi inferior a 10 ng.

5.2.7 Digestdo de DNA com enzimas de restricao

Todas as digestdes de DNA foram realizadas de acordo com as instrucgdes
fornecidas pelo fabricante das enzimas. De acordo com a quantidade de DNA a ser
digerido, a quantidade de enzima foi calculada, ndo ultrapassando um volume maior que
10% do volume total da reacdo. Todas as reagdes foram incubadas por 2 h na temperatura

adequada para cada enzima.

5.2.8 Analise de DNA por eletroforese

A anélise de DNA por eletroforese foi feita de acordo com Sambrook e Russel
(2001), com adaptagdes. O gel foi feito utilizando tamp&o TAE 1X com uma concentragao
de 1% de agarose e 0,5 pg/mL de brometo de etidio. As amostras foram aplicadas no gel
e submetidas a uma diferenca de potencial para provocar a migracdo e separacao dos
fragmentos de DNA. Como o brometo de etideo foi utilizado como corante, a visualiza¢do

foi feita com a exposicao do gel a luz ultravioleta.
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5.2.9 Precipitacdo de DNA:

Apos a digestdo do DNA com enzimas de restricdo, para retirar sais e enzimas as
amostras foram precipitadas adicionando acetato de s6dio para uma concentragdo final de
0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado. Foi realizada uma incubacéao a -20 °C por
16 h, e entdo as amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% e centrifugado
novamente a 10000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco

em um concentrador a vacuo e ressuspendido em volume adequado de agua milliQ.

5.2.10 Preparo das células para eletroporacéo:

Foi adicionado ao meio CGM, 2 mL de uma cultura estoque mantida a 4°C,
e posteriormente incubada a 37 °C até atingir a DOeoo 0,6. A preparagédo do inoculo foi
feita com a adigdo de 10% do pré-inoculo a 50 mL de meio CGM e incubada a 37 °C até
atingir a DOgoo 1,2. O cultivo foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e centrifugados
a 6000 g por 15 min, as células coletadas foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em
1,8 mL de uma solucéo de NaH2PO45 mM e glicose 270 mM. A mistura foi dividida em
duas cubetas de 2 mm e incubadas no gelo por 5 min, ap6s 0s 2 primeiros minutos o

plasmideo (500 ng) foi adicionado.

Foram também utilizados meios minimos e YTG para o cultivo das células
em inoculos, para testar a alteracdo no tempo de crescimento dos clostridios.

Considerando 0s mesmos parametros para incubacao e ressuspensédo de células.

5.2.11 Eletroporacao

Para C. acetobutylicum as condicGes de eletroporacdo foram 2000 V, 25 pF, 600
Q em 6 ms. A cubeta utilizada foi de 2 mm e apds o choque as amostras eletroporadas
foram injetadas em meio CGM incubado por 24 h a 37 °C. As células foram semeadas
em placas de meio CGM contendo tianfenicol (15 pg/mL) e incubadas a 37 °C em camara
anaerébica (MERMELSTEIN; PAPOUTSAKIS, 1993).
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Tambeém foram testadas as seguintes condi¢fes para eletroporacdo, considerando

protocolos descritos para diferentes espécies de Clostridium (tabela 2):

Tabela 2. Condicdes de eletroporacao testadas em C. acetobutylicum.

Espécie Voltagem  Capacitancia  Resisténcia  Referéncia

C. acetobutylicum 2.0 kv 25 uF 0 (HEAP et al., 2007)
C. pasteurianum 1.8 kv 25 uF 0 (PYNE et al., 2013)
C. thermocellum 1.9 kV 32 pyF © (OLSON et al., 2010)

Estes testes foram realizados para conseguir adaptar o sistema de eletroporacéo
para anaerobicos fora cAmara anaerdbica. Sendo os pardmetros descritos por Pyne e

colaboradores (2013), a que obteve maior eficiéncia.

5.2.12 Contrasselegéo

As colbnias crescidas em meio contendo tianfenicol foram repicadas para o meio
minimo contendo fluoracetato de sédio, cuja metabolizacdo é toxica para as bactérias que
ndo tiverem o gene pta interrompido. Apds a incubacéo a 37 °C por 72 h os clones obtidos
foram selecionados para extracdo do DNA genémico e posterior confirmacdo do nocaute
por PCR.

Para a interrupcdo do gene buk, a primeira selecdo também ocorre em meio
contendo tianfenicol, porém a contrasselecéo foi realizada em meio contendo lactose. As
colonias capazes de sobreviver em meio com lactose apds a incubagédo a 37 °C por 72 h
foram selecionados para extracdo do DNA gendmico e posterior confirmagdo do nocaute
por PCR.
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5.2.13 Extragdo de DNA total de bactéria

A extracdo de DNA total de E. coli foi realizada com o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega), para as coldnias crescidas nos meios citados, de acordo
com as orientacOes do fabricante.

5.2.14 Iniciadores

Os iniciadores utilizados nesse trabalho estdo listados na tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores utilizados neste trabalho.

Iniciadores Sequencia (5"-3") Utilizagao em:
ptaF AGCAGAGCTTGTTCTTGTAGGT C. acetobutylicum
ptaR AGCTTGTACCCAATGTTTCCTGT C. acetobutylicum
ackR ACGCATATCGCTGCTTATTCCA C. acetobutylicum
bukF TCCTGGCTCGACCTCAACTA C. acetobutylicum
bukR GTTGTACGCAATTCCGCCTG C. acetobutylicum

bukGF GTAAGGGATCCAGGTCAGCATGC C. acetobutylicum

5.2.15 Cromatografia (HPLC)

A concentracdo de acidos organicos e solventes foram analisadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) equipada com detector de indice de
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refracdo e detector de luz ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda, 210nm e
280nm (Shimadzu Co. Kioto, Japan série LC 20A). As amostras foram cultivadas em
frascos de vidro contendo 30mL de meio YTG por 96h e foi retirado 1mL de cada nos
seguintes tempos: 24h, 48h, 72h e 96h. As aliquotas obtidas foram primeiro centrifugadas
a4.000 x g durante 2 minutos e os sobrenadantes foram filtrados (Millex-HV, membrana
PVDF, 0,2 um de tamanho de poro, 13 mm de diametro - Millipore) para posterior

analise.

A coluna analitica utilizada foi a ROA — Acidos Organicos (Rezex Phenomenex -
3004, 300 x 7.8 mm). A fase movel foi H,SO4 0.005N em agua ultrapura e as condigdes
para corrida foram: fluxo da fase mével de 0,5 ml/min, temperatura da coluna 30°C,
volume de injecdo de amostra de 20 uL (TSUEY et al., 2006). Os padrdes de comparacao

para o tempo de retencdo estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4 - Padrdes utilizados no HPLC

Padréo Tempo de Reten¢éo (min) Concentracao
Acido Acético 19.886 5g/L
Acido Butirico 28.552 5g/L

Acetona 28.552 5g/L

Etanol 25.574 5g/L

Butanol 44.877 5g/L

Isopropanol 27.477 5g/L

Glicose 12.278 lg/L
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Construcdo de vetores para metilacdo de DNA

A fim de produzir vetores para a modificacdo genética de C. acetobutylicum,
capazes de superar seu sistema de restricao especifico, foi desenvolvida uma metodologia
cuja funcdo € realizar a metilagcdo do DNA, antes da transformacédo destes nos micro-
organismos alvo. Foi usado um vetor epissomal comercial para a construcdo desse
plasmideo, o pACYC184 contendo cassete de resisténcia a tetraciclina e origem de
replicacdo p15A. A sintese dos genes da metilacdo foi realizada pelas empresas Epoch
Biosciences (EUA) e IDT DNA (EUA).

6.1.1. Sintese quimica do gene da metiltransferase do fago ¢377 de B. subtilis

Foi selecionada a para este propdsito a metilase codificada pelo fago ¢3TI de B.
subtilis (¢3TI-MTP). A regido do fago ¢3TI contendo o gene @37 responsavel pela
producdo da metiltransferase foi sintetizado na forma de um fragmento de 2.366 pb com
sequéncia idéntica aquela descrita na literatura. O codon de iniciacdo atipico, TTG, foi
mantido nessa construcdo e sitios de restricdo para EcoRI foram adicionados as
extremidades para confirmacdo dos tamanhos (Figura 12).
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GAATTCTCGTATTTGAAAACGTAAARAGGGTTGATAACGAAGCGTCACCGTCCTACATTCGACGC
ACTTATCGAGAAGTTTAATGAAATAGGTTACGAGATTAGTTGGGAAGTAGTAAACGCGTGGGAT
TACGGAGTAGCGCAGAARACGTGAGCGAGTGTTTATAGT TGGTGTGCGGAATGACCTCGGTTTTA
AGTTCGATTTTCCGAATCCGTTAGAAGGCGATTATCAGACGCGAGTATTGCGGGATGTGATCGG
AGATCTGCCAGAGGTCGGAGAATACTTCTACGTTAATCGGGGGGGTTGGGGTAAGTGTTTGGTG
AAAAGTGTTTTCGGACTCGAAGATGTATCGCCGACTATAAAAAGTCAAAACGCAAATCTTCCTC
CTGGTTATCCCGGACACCCTAAAGACGCCGATCAAATCTGCAACCGACCGATTAGCCAACAARAA
GCGCCCCGCCGTTTCACCGTTCGCGAATGTCTCCGAATCCAATCTGCGCCAGACACTTACGTCC
TGCCAGACGATATTTCCTTAACGGCGCAGTATCGGATTAGTCGGTAACGGAATTGCTTCGCGTG
TTGCGTGGTATATCGGGCGGGCGTTGCGGATCAACTTTCATCTAACTGTAAGTAATTATGATAG
ATAAGATGGTTGAAATATTACATAAAAGATCAATTTTATTTAGAGTAAARATAARATATATGGA
GGTTGTTTGTTGAGTAAACTACGTGTAATGAGCCTTTTTAGT GGAATT GGTGCATTTGAAGCTG
CATTAAGAAACATAGGCGTTGATTATGAACTGATTGGCTTTAGTGAAATAGATAAATATGCAAT
CAAATCTTATTGTGCAATTCATAATGTAAGTGAAACATTGAATGT TGGAGACATAAGTAAAGCT
AAGARAGATAATATTCCATATTTTGATTTGTTAACAAGTGGATTTCCTTGTCCCACTTTTTCAG
TAGCCGGCGGCCGTGATGGTATGGAATATAAGTGTAGCAATTGTTCGCACGAGCATTTAATTAC
TTATGAGGATTATAAGAAGGGAGTCAAATGCCCGAAGTGTGAAGCTGTTTCTAAGGCTAAAGAT
GAACGGGGAACGCTCTTTTTTGAAACAGCTTTGTTAGCAGAAGAGAAGAAGCCGAAATTTGTGA
TATTAGAAAATGTAAAAGGGCTAATTAATAGTGGCAATGGACAAGTGTTAAGAATAATTAGTGA
GACTATGAACAATATAGGCTATAGGATTGACCTAGAGCTACTTAATTCAAAGTTTTTCAATGTT
CCACAGAATCGTGAACGGGTATACATAATTGGCAT TAGAGAAGATTTGGTTGAAAATGAACAAT
GGGTTGTAGGTCAGAAGCGAAACGATGT TCTGAGTARAGGTAARAAGAGATTGCAAGAAATARAR
TATAAAGAGTTTTAATTTTAAATGGCCTTTACAAGACACTGTCACAAAGAGGTTGAGAGAAATT
CTTGAGGATTTTGTTGATGAGAAGTATTACTTARATGAAGAAAAGACGAAGARACTTGTTGAGC
AACTAGGAACCGCACCGCTACAAAAACAAGAAGTAAGGGAGCCGTTAATGGTGGGACACGTGGA
TTTAAAAGGTCACGATGCCATCAAAAGAGTTTACTCGCCTGAAGGACTTTCACCGACATTAACT
ACAATGGGCGGCGGTCACAGAGAACCTAAAATCGCAGAAAAGCAGAAAGAAGTAAGGGCAGTGT
TAACGCCAGAAAGAGAAGAGAAAAGACAGAATGGAAGACGTTTTAAAGAAAACGGAGAACCGGC
TTTCACGGTTAATACAATTGATCGACATGGTGTAGCAATCGGAGAATACCCAAAATATAAAATT
AGAAAGCTCTCTCCATTAGAATGTTGGAGACTCCAAGCATTTGATGACGAAGATTTTGAAAAAG
CTTTTGCAGCAGGAATAAGTAACTCACAATTATACAAGCAAGCCGGTAATTCAATTACAGTTAG
TGTGCTTGAGTCTATATTTCAAGAATTAATACATACATATGTTAATAAAGAATCTGAATAAAAT
TTGTICTTTTAAACAAATGCAAAATAAGAGGGATTGAGAGGTGAGGAAGATGGATAGTTACCCAG
AGTCTTTAAAAAGAGAGACAGAGGAGATTAARAGAGCGTGTTAGGAATGGAAATATCAAAGAAGA
CAGGATTAAAGAAATTGCAGAAACGACAGTTGAGTTTTTGAAATCAGAGGAGAAAAGACATAAA
TACTTTTCTGAAGTTGCTGCAGCTATGGCGTATAACTTAAGTGAGTTTTTCAAATCTTATTTAA
AAGGAGAGTGAATATGCTAACTGATCAGAARAAAATTGACTTGGTAAACGCTCTTAGCGAATTC

Figura 12 - Sequéncia da regido do fago ¢3TI de B. subtilis contendo o gene da metilase. Em vermelho,
a regido codante do gene p37TI-MTP. O cédon de iniciagdo, TTG, esta sublinhado e os sitios de EcoRI em azul.

A confirmacdo do tamanho da sequéncia foi feita digerindo-se os plasmideos
extraidos dos transformantes com EcoRI, onde pode-se observar a liberacdo de um
fragmento de 2,3 kb correspondente ao gene ¢371. O vetor resultante foi denominado
pACYC-3TI (Figura 13).
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pACYC-phi3TI

6605 bp

Figura 13 - Mapa fisico do plasmideo pACYC-¢3T. Este vetor ¢ derivado do vetor pACYC184 contendo
0 gene p3TI-MTP (phi3T) clonado nos sitios de EcoRI. Gene de resisténcia a tetraciclina (tetR), origem de replicacéo
(p15A), gene de resisténcia ao cloranfenicol (CmR).

Foi também realizado o teste da funcionalidade do gene, ap6s a clonagem do
plasmideo em E. coli, usando a enzima Fnu4HI, um isoesquizdmero de Cac824l, cuja
acdo no vetor sem metilacdo seria digestdo em 43 sitios (Figura 14). A presenca de
digestdo parcial do plasmideo pACYC-@3TI ap6s o tratamento com a enzima mostrou

que o sistema néo foi corretamente replicado pela E. coli DH5a.

54



10 Kb

SKb
3 Kb

Figura 14 — Perfil de digest&do dos vetores pACYC184 e pACYC- ¢3TI pela Fnu4HI. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). 1:
pACYC184 intacto, 2: pACYC184 digerido com enzima Fnu4HlI, 3: pACYC- ¢3 Tl intacto, 4: pACYC- ¢3TI digerido
com a enzima Fnu4HI.

6.1.2. Sintese quimica do gene otimizado de DNA metiltransferase do fago @37
de B. subtilis

Além da abordagem de metilagdo descrita acima, considerando o funcionamento
inadequado da versdo inalterada do gene ¢3T, foi desenhada uma outra versao da metilase
do fago @3T. Nessa construgdo, a regido do fago ¢3T contendo a sequéncia foi clonado
sob o controle do promotor do gene lacl e o sinal de terminagao da transcrigdo do gene
rrnB (rRNA), ambos de E. coli DH5a. O gene @377 foi também otimizado a partir da
substituicdo do codon de iniciagdo atipico, TTG, pelo codon de iniciagdo candnico, ATG,
e sintetizado na forma de um fragmento de 1535 pb. A sequéncia sintética foi clonada no
no sitio de EcoRI do vetor pACYC184. O gene otimizado foi denominado ¢37Im e 0
vetor resultante foi denominado pACYC-¢3TIm (Figura 15).
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EcoRI (1)

EcoRI (1524

Figura 15 - Mapa fisico do plasmideo pACYC-¢3TIm. Este plasmideo é derivado do vetor pACYC184
contendo o gene da metilase otimizado ¢377m clonado nos sitios de EcoRI. Gene de resisténcia a tetraciclina (tetR),
origem de replicacdo (p15A), gene de resisténcia ao cloranfenicol (CmR).

Para confirmar a capacidade do gene otimizado em metilar DNA, foi realizado
novamente o teste de resisténcia a digestdo a pela enzima Fnu4HI, sendo a auséncia de
cortes indicador da atividade de gene. O vetor contendo o gene da metilase ndo foi

digerido pela Fnu4HI conforme demonstrado na figura 16.

Figura 16 — Confirmacéao da auséncia de digestdo do vetor pACYC-¢3TIm pela Fnu4HI. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: 1 kb DNA Ladder (NEB). 1: pACYC-¢3TIm intacto, 2:

pACYC-93TIm digerido com enzima Fnu4HI.
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Algumas espécies de clostridios, como C. acetobutylicum, possuem um sistema
de restricdo formado por endonucleases que clivam DNA sem metilagdo especifica,
impedindo a entrada de material genético exdgeno e, inviabilizando as modificacdes
genéticas para melhoria do desempenho metabdlico. Para superar os efeitos desta barreira
de restricdo, varias estratégias foram relatadas na literatura: a modificacéo do vetor antes
da transferéncia, nessa estratégia uma metiltransferase funcional é selecionada e utilizada
para metilar o DNA antes da transformagdo (MERMELSTEIN & PAPOUTSAKI, 1993;
YASUI et al., 2009); utilizacdo de plasmideos contendo nenhum ou menos sitios de
restricdo reconhecidos pelos sistemas de restricdo do hospedeiro (LEE et al., 1992), o
problema para esta estratégia € que a reducdo dos locais de restricdo ndo pode ser
universalmente aplicada a vetores de modificacdo; a inativacao temporéria dos sistemas
de restricdo sob algumas condicGes anormais (EDWARDS, HELM & MALOQY, 1999),
embora as vezes eficaz, a perda da funcdo de restricdo esta sempre associada a perda da
funcdo de modificacdo, o que significa que o fendtipo sera revertido quando as células se
recuperaram de condi¢fes anormais e, por fim a inativacdo do sistema de restricdo
(DONG et al., 2010; CROUX et al., 2016), que é um método limpo e preferivel, mas

muitas vezes limitado pela disponibilidade das ferramentas genéticas.

A identificacdo da sequéncia de reconhecimento de uma enzima, permitiu a
utilizacdo de metodologias para proteger os plasmideos que serdo transformados, via
metilacdo. E para protecdo do DNA é necessario entdo, a metilacdo destas sequencias por
uma metiltransferase especifica, como a codificada pelo fago ¢3TI de B. subtilis - ¢3TI-
MTP que metila a sequéncia 5'-GCNGC-3' (MERMELSTEIN & PAPOUTSAKI, 1993).
A metilacdo do DNA pode ser realizada in vivo expressando a metiltransferase em estirpes
de clonagem ou, in vitro se a metiltransferase estiver disponivel comercialmente
(JENNERT et al., 2000).

A construcdo de um vetor para a metilacdo de plasmideos in vivo descrita por
Mermelstein e Papoutsaski (1993) é a metodologia mais utilizada para suplantar o sistema
de restricdo em C. acetobutylicum. Apos a descoberta da enzima responsavel pelo sistema
de restricdo neste micro-organismo, Cac824l, e o seu sitio de reconhecimento, a
possibilidade de utilizar uma metiltranferase capaz modificar estes sitios mostrou-se (util

para que sua manipulacéo genética fosse alcancada.
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Apls a determinacdo da sequéncia e sintese do gene codificador da
metiltransferase (¢377), clonado no vetor pACYC184 e gerando plasmideo pACYC-
@3TI, foi submetido a expressdo na bactéria E. coli. A utilizagdo deste hospedeiro traz
varias vantagens como altos niveis de expressao do gene heterélogo, baixo custo, rapido
crescimento e auséncia de modificacdes pos-traducionais (TOLIA & JOSHUA-TOR,
2006). A ocorréncia da digestdo parcial no plasmideo pACYC- ¢3TI submetido ao teste
com enzima isoesquizomera da Cac8241, a Fnu4HI mostrou que expresséo do gene ¢377,

em E. coli DH5a ndo foi idealmente realizada.

A producdo de proteinas heter6logas pode ser diminuida pelo uso de codons
incomuns para 0 micro-organismo. Se 0 codon do gene a ser expresso difere
significativamente da utilizada por E. coli, as concentragdes dos tRNA para os codons
menos utilizados sdo insuficientes para traduzir o RNA. O resultado do uso de codons
raros pode incluir erros de traducdo, como terminacdo, substituicdo de aminoacidos e
possivelmente de leitura (KANE, 1995; BURGESS-BROWN et al., 2008). Portanto, a
manutencdo do gene metiltranferase (¢377) oriundo de um fago, com cédon de iniciacdo
TTG poderia estar interferindo na expressao da metiltransferase e consequentemente na
metilacdo do DNA. O resultado obtido, a digestdo parcial do plasmideo pACYC- ¢3TI,
foi diferente dos dados apresentados no trabalho de Mermelstein e Papoutsacki (1993).

Para a obtencdo de um sistema de metilacdo capaz de proteger integralmente o
plasmideo a ser utilizado em C. acetobutylicum e, ndo s6 melhorar sua expressdo em E.
coli DH5a, como também tornar possivel a integracdo do gene neste micro-organismo,
fazendo dele uma plataforma universal para a metilacdo plasmideos, foi realizada a
otimizagao do gene ¢3T1. A padronizagéo da expressdo génica com promotores, sinais de
iniciacdo de traducdo, terminadores de transcricdo e marcadores selecionaveis, permitem
uma combinacdo rapida e previsivel da expressdo de genes heterdlogos. Para algumas
aplicacBes, como na engenharia metabolica, sdo exigidos niveis 6timos de acdo das

enzimas para maximizar sua atividade.

A biologia sintética pode oferecer promotores e sitios de ligacdo ao ribossomo
(RBS) capazes de gerar diferentes niveis de expressdo genética para cada proposito
(BOYLE E SILVER, 2012; MENG et al.,, 2013; MARSCHALL, SAGMEISTER
& HERWIG, 2017). A estratégia de otimizacdo do gene por troca de cddon usa como
base o0 cddon mais frequente do hospedeiro para todas as ocorréncias de um determinado
aminoacido na sequéncia otimizada (KANE, 1995; KIM & LEE, 2006).
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Neste trabalho, a substituicdo do codon TTG pelo cédon ATG permitiu que
fossem obtidos melhores resultados, quando comparamos o tratamento do plasmideo
metilado pelo gene original e pelo gene otimizado com a enzima de restricdo
isoesquizomera a Cac824l, é possivel verificar que ndo houve digestdo no plasmideo
pACYC- ¢3TIm. A maioria dos estudos relata exemplos de resultados favoraveis da
otimizacdo de codons (SPRINGER & SLIGAR, 1987; KANE, 1995; HU et al., 1996;
KIM & LEE, 2006). Porém, outros trabalhos discutem que os efeitos da otimizacao
variam, com base na identidade, densidade e localizacdo dos codons raros, e podem
envolver efeitos complexos na estrutura e estabilidade do mMRNA (STENSTROM et al.,
2006; BURGESS-BROWN et al., 2008; BOEL et al., 2016).

O gene sintético otimizado ¢37Im obteve melhores resultados quando comparado
ao gene original ¢3TI. A resisténcia do vetor a digestdo pela enzima Fnu4HI confirma a
capacidade do gene em metilar DNA. As modificacGes realizadas melhoram a eficiéncia
das transformacdes e a troca do promotor permitira que ele seja integrado no genoma de
uma E. coli. Sendo esta uma estratégia futura para continuidade deste trabalho, a
construcdo de uma linhagem de E. coli contendo o gene ¢37Im integrado no genoma
permitindo o uso de qualquer vetor para ser metilado, independentemente da origem de

replicacdo presente.

6.2. Construcao dos vetores de integracdo para Clostridium acetobutylicum

Apbs a confirmacdo da criacdo de uma plataforma de metilacédo eficaz, foi possivel
iniciar o desenvolvimento das etapas diretamente relacionadas aos C. acetobutylicum. A
utilizacdo da técnica Allele-Coupled Exchanged (ACE), também conhecida como dupla
recombinacdo homdéloga norteou os experimentos para a modificacdo genética destes

micro-organismos.

A construcdo dos vetores utilizados para a delegdo dos genes alvo consideraram a
sequéncia derivada do vetor pMTL-8000, um vetor modular desenvolvido por Heap e
colaboradores (2012), cada cassete foi escolhido de acordo com os objetivos do trabalho,
as regides comuns para clonagem em E. coli como origem de replicacdo e marca de
selecdo correspondem a colE1 e ampicilina, respectivamente. Para clostridios, a origem

de replicacdo RepL e a marca de selecdo tianfenicol foram selecionadas. Além das
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sequéncias citadas, também fazem parte do plasmideo uma sequéncia composta por um
gene adjacente ao alvo, cujo tamanho deve ser de aproximadamente 1200 pb e uma
sequéncia menor correspondente ao gene que sera nocauteado, cujo tamanho corresponde
a 300 pb, e de um operon contendo o gene mazF sob o controle do promotor induzivel
por lactose. Um dos fatores mais importantes sobre essa técnica € a forma de selecédo do
segundo evento de recombinacdo, que corresponde excisdo do plasmideo do genoma.
Portanto é necessario que o nocaute do gene traga algum fendtipo selecionavel.

6.2.1. Construcgéo do vetor para delecdo do gene da Fosfotransacetilase (pta)

Para o nocaute do gene pta foi necessario o conhecimento da regido genémica
onde ele esta inserido, principalmente dos genes subsequentes. Isto se deve a necessidade
de proximidade das regides em que ocorrerdo as recombinacdes homologas. A busca por
essas informacoes, sobre genoma sequenciado de C. acetobutylicum (AE001437.1), no
GeneBank mostrou que o gene subsequente ao de interesse era 0 gene da acetato-kinase
(ackA), que continha 1200 pb necessarios para que 0 primeiro evento de recombinacao
ocorra. A sequéncia relativa ao gene alvo e segundo evento de recombinacdo, foi
selecionada na regido mediana do gene pta e é composta por 300 pb, de forma que apds
a recombinacdo seria retirado 362 pb do gene. A sequéncia gerada foi desenhada
conforme a figura 17.

Start (0) End (1500)

sool 10001

..........................................llllllllllllllll'H pta |

ack-pta
1500 bp

Figura 17 — Desenho esquematico do fragmento dos genes pta-ackA. Fragmento do gene pta em lilas (300
pb) e em rosa a sequéncia do gene ackA (1200pb).

A sintese das sequencias descritas foi realizada pela empresa Epoch Biosciences
(EUA) e o plasmideo resultante foi denominado pMTL-mazF-pta (figura 18). A auséncia

de vetores que pudessem ser usados em clostridios no laboratério, foi elemento decisivo

60



para a escolha de sintetizar toda a sequéncia descrita. Sendo assim, foi incluido sitios para
enzima de restricdo BamHI flanqueando o cassete dos genes ack-pta, para que o vetor
pudesse ser reutilizado em outras abordagens.

BamHI (823)

pMTL-mazF-pta
8337 bp

BamHI (2z35)

Figura 18 — Mapa fisico do vetor de integragdo em C. acetobutylicum - pMTL-mazF-pta. ORI — origem
de replicacdo de E. coli, ackA — gene da acetato quinase, pta — fragmento do gene da fosfotransacetilase, repL — proteina
de replicacéo, bgaRP — promotor e regulador da B-galactosidase de E. coli modificados, mazF — interferase de C.
perfrigens e catP — resisténcia a tianfenicol, sitios para enzima de restricdo BamHl.

6.2.2. Construcdo do vetor para delecdo do gene da butirato quinase (buk)

A construcdo do vetor pMTL-mazF-pta, gerou uma ferramenta ideal para o
nocaute de genes em C. acetobutylicum, utilizando a metodologia de dupla recombinacéo
homologa. A retirada da sequéncia dos genes ack-pta através da digestdo pela enzima
BamHI, gerou o vetor pMTL-mazF, no qual é possivel colocar outras sequéncias de
interesse para 0 nocaute dos genes nesse micro-organismo. A presenca do gene mazF,
codificador da toxina MazF, permite a delecdo de genes, mesmo que ndo possuam

fenotipo selecionavel.

O segundo vetor de integracdo foi construido com base no vetor pMTL-mazF e o
gene escolhido para o nocaute foi o gene da butirato quinase, associado a formacéo do
butirato. O acesso ao genoma sequenciado de C. acetobutylicum (AE001437.1) permitiu
a identificacdo do gene subsequente a ser utilizado no primeiro evento de recombinacéo.

Entretanto, o gene da fosfotransbutirilase (ptb) ndo possuia 1200 pb conforme seria
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necessario a estratégia. A alternativa encontrada foi adicionar parte da sequéncia do gene
adjacente ao gene ptb completando o tamanho necessario para o primeiro evento de
recombinacéo. Portanto, foram adicionados 300 pb do gene cac3077 a sequéncia de 906
pb do gene ptb, formando junto a sequéncia de 300 pb do gene buk o cassete de nocaute
(Figura 19), flanqueado por sitios de BamHI, que poderiam entéo ser clonados no vetor
pMTL-mazF. Desta forma o plasmideo para a delecdo do gene buk foi clonado gerando
0 vetor pMTL-mazF-buk (Figura 20).

S 10007 15001
buk K ptb cac3077

buk-ptb-cac3077
1506 bp

Figura 19 - Desenho esquematico do fragmento dos genes buk-ptb-cac3077. Em lilas, fragmento do gene buk
(300 pb), em verde a sequéncia do gene ptb (906 pb), em amarelo fragmento do gene cac3077 (300 pb).
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pMTL-mazF-pta

8337 bp Digestdao com BamHI

pMTL-mazF

6825 bp

Clonagem da sequéncia
buk/pth/cac3077

pMTL-mazF-buk
8679 bp

Figura 20 - Construgdo do vetor pMTL-mazF-buk. Digestdo do plasmideo pMTL-mazF-pta com a enzima
BamHI, gerando o vetor pMTL-mazF. O fragmento ptb-buk-cac, com sitios para BamHI nas extremidades foi ligado ao
vetor anterior. Gerando o vetor pMTL-mazF-buk.

Considerando a necessidade de metilacdo dos plasmideos para a transformacao
em C. acetobutylicum, foi realizado um teste apos a clonagem desses plasmideos em E.
coli DH5a contendo o plasmideo pACYC-@3TIm, para a confirmagdo da metilagdo e
resisténcia ao corte realizado pela enzima de restricdo Fnu4HI, cuja agéo no vetor pMTL-
mazF-pta sem metilag&o foi o corte em 31 sitios e no vetor pMTL-mazF-buk em 32 sitios,
gerando os perfis da figura 21. Os plasmideos clonados na E. coli contendo o vetor de

metilagdo ficaram imune a digestdo com Fnu4Hl.
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Figura 21 — Perfil de digestdo dos vetores para clostridio pela Fnu4HI. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. M: 1 kb DNA Ladder (NEB). 1: pMTL-mazF-pta intacto sem metilagéo, 2: pMTL-mazF-pta
sem metilacdo digerido com enzima Fnu4HlI, 3: pMTL-mazF-pta intacto com metilagdo, 4: pMTL-mazF-pta com metilagdo
digerido com enzima Fnu4H]I, 5: pMTL-mazF-buk intacto sem metilacdo, 6: pMTL-mazF-buk sem metilacdo digerido com
enzima Fnu4HI, 7: pMTL-mazF-buk intacto com metilagdo, 8: pMTL-mazF-buk com metilacdo digerido com enzima
Fnu4HI.

A engenharia metabolica baseada em modificacbes genéticas € uma Otima
estratégia para o estudo do complexo metabolismo do género Clostridium spp., bem como
para a construcdo de linhagens com fenotipos desejaveis. Varias ferramentas de
engenharia genética para a manipulacdo de clostridios foram desenvolvidas, no entanto,
ainda existem muitas limitagdes para o uso eficiente dessas ferramentas (HEAP et al.,
2010; AL-HINAI et al., 2012; JANG et al., 2012; WANG et al., 2013).

Estratégias que procuraram usar métodos baseados em recombinacdo para inativar
genes de espécies como o C. acetobutylicum foram prejudicadas pela falta de marcadores
de selecdo positiva para uso e, portanto, ocorria a integracao de todo o plasmideo no gene
alvo. Tais mutantes eram intrinsecamente instaveis, uma consequéncia da presenca de
regides de DNA duplicadas, através das quais outros eventos recombina¢do homdéloga
levavam a excisdo do plasmideo integrado (GREEN et al., 1996; NAIR et al., 1998). A
observacdo desses dados levou ao desenvolvimento de uma nova abordagem
especializada na dupla recombinacdo homdloga, a troca alélica aclopada (Allele-Coupled
Exchange — ACE), por Heap e colaboradores (2012).

Com base nesse método, foi realizada a construgdo dos vetores utilizados para o
nocaute dos genes associados a via de formacédo de acidos (acético e butirico) neste
trabalho. Para essa construcao foi preciso identificar a sequéncia do gene alvo e do gene

diretamente adjacente, para que estas fossem sintetizadas em tamanhos especificos, isto
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se deve a interferéncia do tamanho do fragmento no processo de integracdo homologa, o
uso de bracos de homologia altamente assimétricos dita a ordem dos eventos de
recombinacdo. Um brago de homologia longo dirige o primeiro evento de recombinacao
(integracdo de plasmideo) e um braco de homologia muito mais curto dirige o segundo
evento de recombinacdo (excisdo de plasmideo) (HEAP et al., 2012; EHSAAN et al.,
2016).

Para a delecdo do gene pta foi utilizada a selecdo em fluoracetato, composto
semelhante ao acetato, que ao ser metabolizado gera composto toxico para a célula
inibindo o crescimento (JUNELLE et al.; 1987). Para a delecdo do gene buk, pela
auséncia de um composto para esta selecdo, foi realizada pelo sistema da interferase
(mazF) como descrito por Al-Hinai e colaborados (2012). A obtencdo de mutantes foi

posiva para ambas as técnicas.

A reducao da formacédo de subprodutos pode ser considerada como uma estratégia
geral para a engenharia metabdlica de cepas direcionadas a producgdo de biocombustiveis,
e aplicavel a quase todos os tipos de micro-organismos produtores (PYNE et al., 2014).
O C. acetobutylicum possui um complexo metabolismo fermentativo com a formacéo de
variados produtos e subprodutos (DURRE, 2008; BOYLE & SILVER, 2012). A geragio
de diferentes nocautes de C. acetobutylicum foi motivada pela reducéo da formacéo de
subprodutos para aumentar o fluxo de carbonos para formacao de alcoois (GIRBAL et
al., 1995; DESAI et al.,1999). Portanto, os genes associados a via de formacao do acetato

(pta) e do butirato (buk) foram selecionados para realizacdo do nocaute.

6.3. Delecdo do gene da Fosfotransacetilase (pta)

A estratégia para 0 nocaute do gene pta contou com a caracteristica selecionavel da
auséncia deste gene, ou seja, na presenca do gene intacto a célula é capaz de metabolizar
do fluoracetato de sddio, gerando compostos toxicos a vida do micro-organismo.
Entretanto, a auséncia do gene funcional permite que ela ndo seja capaz de metabolizar o
composto e sobreviva. Sendo assim, para selecionar o primeiro evento de recombinagéo
0 antibidtico tianfenicol foi utilizado e para o segundo evento de recombinacdo o

fluorascetato de sédio (Sigma-Aldrich).
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O processo realizado para a transformacao da cepa de C. acetobutylicum visando
a delecdo de gene pta teve inicio com o cultivo do micro-organismo em meio YTG, por
24h a 37°C. Apoés esse periodo, foram coletadas as células, para a realizacdo da
eletrotransformacdo com o plasmideo pMTL-mazF-pta. O periodo de recuperacéo foi de
24h para posterior selecdo dos transformantes em meio contendo o antibiotico tianfenicol.
O periodo de incubagdo das placas foi de 72h para a obtencdo de transformantes (Figura

22). Este resultado indicou a possivel primeira integracdo do plasmideo ao genoma.

Figura 22 - Sele¢do da eletrotransformacao de C. acetobutylicum com o vetor pMTL-mazF-pta. Placas
contendo tianfenicol para sele¢do dos transformantes. C. acetobutylicum com pMTL-mazF-pta (A). Controle negativo
(B), células que foram eletroporadas sem o plasmideo e semeadas em meio com antibiético.

Considerando este resultado, a segunda etapa do experimento foi realizada, com
a transferéncia de 10 clones escolhidos aleatoriamente. Destes, apenas trés apresentaram
crescimento (Figura 23), e foram repicados para novo meio cultura, também contendo o
fluoracetato de sodio. A partir deste segundo cultivo, as células foram transferidas para

meio YTG, para posterior extragdo do DNA genémico para confirmacdo do nocaute.

Figura 23 - Selecdo dos clones em meio contendo Fluoracetato de sodio. Clones que apresentaram
crescimento no meio minimo com o agente de sele¢do, fluoracetato de sodio.
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Para confirmar a delecdo foi realizada a amplificagdo por PCR utilizando os
iniciadores pta-F e ack-R que se anelam na regido correspondente ao inicio do gene pta e
ao inicio do gene ackA, respectivamente. O resultado obtido mostrou a perda dos 362 pb
do gene pta para os clones Al e A2. O clone A3 apresentou amplificacdo em ambos 0s
tamanhos mostrando que poderia haver células sem delecdo presentes no meio (figura
24).

Figura 24 — Confirmac&o do nocaute do gene pta. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo. M: 1 kb DNA Ladder (NEB). 1: Clone A1, 2: Clone A2, 3: Clone A3, 4: Selvagem, 5: Controle negativo da

reacéo.

Uma vez confirmado o nocaute do gene da fosfotransacetilase (pta), foi realizada
a andlise da producdo do &cido acético pela cepa mutada. Desta forma seria possivel
avaliar a interferéncia dessa delecdo ndo s6 na formagdo do acetato como também sua
influéncia na producdo de &lcoois. Este teste foi realizado a partir do cultivo da cepa
selvagem e do clone A2, que apresentou maior crescimento celular, em meio YTG por
48h, pois a partir desse periodo 0 micro-organismo passa a reabsorver o acetato presente
no meio. Foram retiradas aliquotas dos meios para analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC).

O cromatograma apresentado na figura 25 revela uma expressiva redugdo na
producdo do acetato, muito embora néo tenha havido eliminacdo completa da produgéo
deste &cido a diminuicdo na producdo indica a possibilidade de existirem outras rotas para
sua expressao. Outro dado presente no cromatograma foi o aumento da producdo de
etanol pela cepa mutada quando comparada a selvagem, mostrando que a redugdo na

formagdo de acetato interfere positivamente na formacéo etanol.
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Figura 25 - Perfil cromatografico em HPLC da producédo de acidos do clone A2 (48 h). Cromatografia
realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fracdo correspondente ao tempo de retengéo
de acetato (20 min); 2: fracéo correspondente ao tempo de retencdo de etanol (26 min). A linha preta representa a cepa

selvagem e a linha rosa representa a cepa A2. Seta representa a fragcdo correspondente ao tempo de retencdo de um
composto ndo identificado.

A formacdo de butanol também foi analisada, diferentemente dos acidos, 0s
solventes em C. acetobutylicum sdo formados ao final da fase exponencial de
crescimento, entre 72 h e 96 h. Portanto, foram recolhidas aliquotas do cultivo ap6s 96 h
para a andlise da presenca de butanol por cromatografia. O resultado obtido revelou que
embora a producdo tenha sido muito baixa, ainda sim, a cepa A2 conseguiu superar a cepa

selvagem, sendo entdo escolhida para a continuidade do trabalho (Figura 26).
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Figura 26 - Perfil cromatografico em HPLC da producao de butanol do clone A2 (96 h). Cromatografia
realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fracdo correspondente ao tempo de retengéo
do butanol (44 min); A linha preta representa a cepa selvagem e a linha rosa representa a cepa A2.

O mutante A2 (Apta) teve a producdo de acido acetico reduzida quando

comparado com a cepa selvagem. A delegéo do gene pta realizada em outros trabalhos
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confirmam a reducdo da producao de &cido acetico sem elimina-la por completo, isto se
deve a presenga de outras enzimas atuantes da via de formacdo deste acido, como a
acetato quinase, cujo gene (ackA) esta localizado no mesmo operon que 0 gene pta
(BOYNTON, BENETT & RUDOLPH, 1996; JANG et al., 2012; LEHMANN et al.,
2012). Essa reducdo também sugere que as enzimas envolvidas na formacéo de acido
podem ter especificidade por diferentes substratos. Green e colaboradores (1996),
relataram que a delecdo da via de formacdo do acetato (delecdo do gene pta) em C.
acetobutylicum reduziu os niveis de acido acético formado em comparagdo com o

selvagem, sob condicGes favoraveis a formacéo de acido (pH 5,5).

A producéo de etanol e butanol observada na cepa A2 apresentou um aumento
relativo que pode estar associado ao desvio do fluxo de carbono da formacédo do acido
para a formacdo de alcoois. A reassimilacdo dos acidos esta diretamente associada a
formacdo dos solventes, entretanto a perda de carbonos nesse processo é grande, o que
influencia diretamente a producdo de solventes (BENNETT et al., 1995). Sendo, a
reducdo da perda de carbonos na via de formacéo do acido acético a possivel explicagdo
para 0 aumento na producdo de solventes. Este aumento também foi observado no
trabalho realizado por Green e colaboradores (1996), porém, Jang e colaboradores (2012)
relataram um aumento na producdo de butanol, mas ndo houve alteracdo na concentragao
de etanol obtido. Ja no trabalho de Lehmann e colaboradores (2012) ndo houve mudancas
significativas na producdo dos alcoois. A variacdo dos resultados apresentados nos
diferentes trabalhos pode estar relacionada a diferentes condicdes de cultivo e diferentes
técnicas moleculares utilizadas (LEE et al., 2008; LUTKE-EVERSLOH, 2014).

6.4. Delecdo do gene da Butirato quinase (buk)

Os resultados obtidos na delecdo do gene da fosfotranscetilase se mostraram
promissores para a obtencdo de melhorias na producéo dos alcoois em C. acetobutylicum.
Portanto, a delecdo do gene associado a formacéo de &cido butirico foi escolhido, pois
permitiria ndo so a eliminacdo da formacéo do &cido butirico, como também poderia
afetar positivamente a producdo de alcoois como foi visto nos primeiros resultados da

delecdo do gene associado a formacdo de &cido aceético.
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O nocaute do gene buk, entretanto ndo contou com a selecdo por caracteristicas
fenotipicas, sendo necesséria a utilizacdo do sistema de expressdo da toxina MazF para
selecionar o segundo evento de recombinacdo. Contudo, 0 processo de sele¢cdo do
primeiro evento de integracdo do plasmideo pMTL-mazF-buk ao genoma pode ser

realizado como no processo anterior, utilizando o antibidtico tianfenicol.

A transformacao foi realizada nas cepas selvagem e na A2 visando a delecdo de
gene buk. Para a realizacdo da eletrotransformacéo foi utilizado o plasmideo pMTL-
mazF-buk. O periodo de recuperacéo foi de 24h para posterior selecdo dos transformantes
em meio contendo o antibi6tico tianfenicol. O periodo de incubagéo foi de 72h para a
obtencdo de transformantes (Figura 27). Este resultado indicou a possivel primeira

integracdo do plasmideo ao genoma.

Figura 27 - Selecdo em meio contendo Tianfenicol. Clones que apresentaram crescimento no meio apés
eletrotransformagéo.

Considerando os transformantes obtidos, a etapa de selecdo do segundo evento de
recombinacdo foi realizada. Neste caso 0s micro-organismos resultantes foram
transferidos para um meio minimo solido sem a presenca de glicose, que foi substituida
pela lactose para fins de selecdo. Mesmo ap6s 120 h de incubacdo as placas nédo
apresentaram col6nias. A alternativa encontrada foi cultivar os mutantes em meio minimo
liqguido com lactose adicionada. A presenca de lactose ativou a expressdo da toxina nos
clones que ainda apresentassem o plasmideo pMTL-mazF-buk integrado ao genoma.
Entretanto, células que ndo apresentassem o plasmideo também poderiam crescer nesse
meio, inviabilizando a obtencdo de uma cultura pura de células mutantes.
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Foram realizadas quatro passagens sucessivas em meio minimo contendo lactose
até que uma cultura pura fosse encontrada. As cepas obtidas foram nomeadas como AB1,
AB2 e ABS3, para aquelas oriundas da cepa A2 (com gene pta deletado) e ndo foram
obtidas mutantes a partir da selvagem. Os clones obtidos foram transferidos para meio
YTG e seu DNA gendmico foi extraido para confirmacédo da integracdo por amplificacédo
génica utilizando os iniciadores buk-R e ptbc-F, que se anelam no final do gene buk e no
inicio do gene ptb respectivamente. A figura 18 mostra o resultado da amplificacdo e a
perda de 165 pb no gene buk entre o clone AB1 e a cepa selvagem, enquanto no clone
AB2 ndo houve amplificacdo, o clone AB3 apresentou amplificagdes inespecificas
(Figura 28).

1 Kb—3»

0,5 Kb—1»

Figura 28 - Confirmag&o do nocaute do gene buk. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. M: 1 kb DNA Ladder (NEB). 1: Clone AB1, 2: Clone AB2, 3: Clone AB3, 4: Selvagem, 5: Controle negativo da
reagdo.

A confirmacdo da delecdo dos genes a partir da amplificacdo por PCR demonstrou
que a metodologia utilizada foi bem sucedida. Entretanto, para verificar como a delegéo
desses genes afetou o metabolismo do micro-organismo em relacdo a producéo de &cidos

e solventes, foi realizada a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A cepa escolhida para a realizacdo dos testes foi a AB1, pois teve sua mutagédo
confirmada. Esta cepa foi cultivada por 48 horas e os resultados comprovaram a
diminuigdo na produgdo de acido butirico, com niveis ainda menores que da producdo de
acido acético, quando comparado com a cepa selvagem. Outro dado que chamou a
atencdo foi a producdo de etanol pela cepa mutada, quando comparada a selvagem os
niveis foram semelhantes mostrando que houve reducdo na formacdo de etanol,

diferentemente da cepa A2 (gene pta deletado) (Figura 29). Todos os cromatogramas para
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a analise da producéo de &cidos no tempo de 48 h apresentaram a retencédo de uma fragédo

desconhecida em 24 min. Que sera estuda para posterior identificagao.

17500

12500

10000

T T R B L B e e e o o o B L B e e e e e S LA B
18.0 120 200 .0 20 30 240 250 20 P} 20 20 300 310 min

Figura 29 - Perfil cromatografico em HPLC da producdo de é&cidos do clone AB1 (48 h).
Cromatografia realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fragdo correspondente
ao tempo de retengdo de acetato (20 min); 2: fracdo correspondente ao tempo de retencdo de etanol (26 min); 3:
fracdo correspondente ao tempo de retengdo do butirato (29 min). A linha preta representa a cepa selvagem e a

linha azul representa a cepa AB1. Seta representa a fragdo correspondente ao tempo de retencdo de um composto
ndo identificado.

A formacdo de butanol na cepa AB1, diferentemente dos dados obtidos para a
cepa A2 (delecdo pta), nas aliquotas recolhidas apds o cultivo por 96 h, revelaram que
ndo houve alteracdo na producdo de butanol quando comparada com a cepa selvagem.
Contudo mais experimentos devem ser realizados para confirmar esses dados (Figura 30).

-1".-: -12‘.-: -12‘.-: -1-1‘.-: -15‘.-: -1EI.-: -17|.-: {!: -15‘.-: min
Figura 30 - Perfil cromatografico em HPLC da produgdo de butanol do clone AB1 (96 h).
Cromatografia realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fragcdo correspondente
ao tempo de retencdo do butanol (44 min); A linha preta representa a cepa selvagem e a linha azul representa a
cepa ABL.
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A delecdo do gene da butirato quinase (buk) realizada na cepa A2, resultou na
obtencdo da cepa AB1 (AptaAbuk) cuja producdo de &cido butirico foi extremamente
reduzida quando comparada com a cepa selvagem. Entretanto, ndo houve diferenca
quanto a producdo de butanol. Em trabalhos cuja delecdo do gene buk foi reportada, houve
0 aumento substancial da producédo de butanol em cepas mutantes quando comparada com
a cepa selvagem (GREEN et al., 1996; DESAI & PAPOUTSAKIS, 1999; SHAO et al.,
2007; SILLERS et al., 2008).

Na maioria dos resultados descritos na literatura, a mutagéo foi realizada apenas em
um dos genes, diferentemente do que foi conseguido neste trabalho, indicando a
possibilidade da baixa producdo do butanol estar relacionada a delecdo combinada dos
dois genes. Em contraste com resultados obtidos, apenas o trabalho de Jang e
colaboradores (2012), que relata 0 nocaute dos dois genes combinados, observou-se que
o rendimento final do butanol da cepa deficiente em pta-buk foi de 0,8 g butanol/g de
solventes totais, 0 que era maior que o dos mutantes nocauteados em apenas um dos genes

ou da cepa selvagem.

As linhagens mutantes cresceram mais lentamente do que a selvagem. Parece que
durante o crescimento exponencial, as culturas mutantes compensaram a falta de
producdo de ATP, associada as vias deletadas, através do aumento a producao do outro
acido sem perda significativa no crescimento celular. Este fator pode também estar
influenciando a producdo de solventes. Considerando os dados acima, serdo realizados
estudos de fermentacdo para avaliar os fatores que possam estar influenciando a producgéo

de butanol na cepa AB1.

6.5. Expressdo do gene da alcool desidrogenase secundaria em C. acetobutylicum

6.5.1. Construcdo do vetor para expressdao do gene da alcool desidrogenase

secundaria (sadH);

O C. acetobutylicum despertou o interesse da industria e de pesquisadores por sua
capacidade de produzir solventes, principalmente etanol e butanol. Entretanto, para a

producdo de biocombustiveis, a presenca de acetona no meio torna este processo de
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producdo mais caro. Isto se deve ao custo da retirada desse solvente por métodos fisico-
quimicos. O desenvolvimento de metodologias alternativas baseia-se na engenharia

genética para mudar esse quadro.

A utilizacdo de vetores epissomais para expressdao em C. acetobutylicum j& foi
descrita, sendo seus resultados controversos em relacdo a expressdo de heteréloga. Para
avaliarmos a possibilidade de utilizacao deste tipo de vetor em C. acetobutylicum visando
obter apenas a producdo de alcoois, foi construido um plasmideo que, além das regides
para clonagem em E. coli e em C. acetobutylicum, também tivesse um gene, cuja enzima
codificada poderia substituir a produgdo de acetona por isopropanol. Este gene foi
identificado em uma outra espécie do género, o C. beijeirinkii, capaz de obter como
produto do seu metabolismo o isopropanol, etanol e o butanol. A enzima responsavel por

essa conversao € a alcool desidrogenase secundaria codificada pelo gene sadh.

Para a construcdo desse plasmideo foram sintetizadas (IDT, EUA) a sequéncia do
gene sadh, oriunda de C. beijerinckii idéntica a descrita na literatura (LEE et al., 2008),
sob o controle de um promotor e um terminador constitutivos de C. acetobutylicum, 0 Pdx
e 0 Trax, respectivamente. Flanqueando o gene da alcool desidrogenase secundéaria foram
inseridas duas regides que apresentam homologia com o gene pyrE, HA1 e HA2, assim
como a marca de selecdo referente a eritromicina e origem de replicacdo RepL ambos
para C. acetobutylicum. O plasmideo resultante foi denominado pHAsadH-EmR (Figura
31).

pHAsadH-EmR

Figura 31 — Mapa fisico do vetor de expressdo do gene sadH- pHAsadH-EmR. ORI — origem de
replicagdo para E. coli, KanR — kanamicina, HA1 e HA2 — fragmentos de homologia, Prix — promotor da ferridoxina,
sadh — gene da alcool desidrogenase secundéria de C. beijerinckii, Trx- terminador da ferridoxina, repL — proteina de
replicagdo, EmR — eritromicina
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6.5.2. Producéo de Isopropanol em C. acetobutylicum

Para avaliar a producdo de isopropanol em C. acetobutylicum, foi realizada a
eletrotransformacdo da cepa selvagem e da AB1. A producdo de isopropanol foi avaliada
apos a andlise do meio de cultura por HPLC, e ndo foi possivel verificar a producéo de
isopropanol em ambas as cepas. Porém foi identificado um aumento substancial da

producdo de etanol (Figura 32).
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Figura 32 - Perfil cromatografico em HPLC para analise da producéo de Isopropanol AB1 (48 h).
Cromatografia realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fracdo correspondente
ao tempo de retencéo de acetato (20 min); 2: fracdo correspondente ao tempo de retencéo de etanol (26 min); 3:
fracdo correspondente ao tempo de reten¢do do butirato (29 min). A linha preta representa a cepa selvagem e a
linha azul representa a cepa AB1 com pHAsadH-EmR. Seta representa a fracdo correspondente ao tempo de
retencdo de um composto ndo identificado.

A comparacao entre a cepa AB1 com o plasmideo e sem o plasmideo mostraram
um aumento substancial na producdo de etanol (Figura 33). Sem, contudo, alterar a
formacao de acidos e de butanol.
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Figura 33 - Perfil cromatografico em HPLC para comparagdo da produgéo de Isopropanol AB1
(48 h). Cromatografia realizada em coluna de fase ROA (Rezex Phenomenex, 300 x 7.6 mm). 1: fracdo
correspondente ao tempo de retencdo de acetato (20 min); 2: pico correspondente ao tempo de retencdo de etanol
(26 min); A linha preta representa a AB1 e a linha azul representa a cepa AB1 com pHAsadH-EmR. Seta representa
a fracdo correspondente ao tempo de retengdo de um composto nao identificado.

A producdo de isopropanol em C. acetobutylicum foi descrita pela primeira vez
por Lee e colaboradores, em 2008. Esta abordagem consistiu na expressdo de uma alcool
desidrogenase secundaria, codificada pelo gene sadh (de C. beijerinkii). A expressdo da
enzima foi realizada utilizando vetor epissomal e o gene foi colocado sob controle do
promotor Padc nativo de C. acetobutylicum. Os resultados deste trabalno mostraram a
possibilidade de se produzir isopropanol, substituindo a acetona, produto indesejado para
a producdo de biocombustiveis. Dusseaux e colaboradores (2013) publicaram um
trabalho semelhante, porém utilizando diferentes promotores de C. acetobutylicum, para
avaliar a producdo de isopropanol nas diferentes fases de crescimento do micro-

organismo.

Baseado nestes trabalhos, foi construido um vetor para expressdo do gene da
alcool desidrogenase secundaria (sadh) de C. beijerinckii utilizando o promotor do gene
da ferridoxina descarboxilase (fdx) de C. acetobutylicum (HEAP et al., 2010). Os
primeiros testes mostraram um baixo crescimento dos transformantes das duas linhagens
testadas (Selvagem e AB1) em meio contendo antibi6tico de selecdo (eritromicina). As
cromatografias inicias ndo mostraram a formacao de isopropanol, entretanto, a cepa AB1
apresentou uma producgdo consideravel de etanol, enquanto a producdo de butanol se
manteve. Uma observacdo mais apurada destes dados revelou a auséncia de producdo de

acetona da cepa AB1, motivo principal para ndo haver producédo de isopropanol.
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Lehmann e Litke-Eversloh (2011) ao produzirem um mutante butirato/butanol
negativo, tiveram um resultado semelhante, com o aumento consideravel da producgéo de
etanol. Eles relataram a atividade nitidamente aumentada das enzimas NADH
dependentes, indicando a possibilidade deste resultado ser devido a um menor potencial

redox apresentado pela modificacéo da via metabolica de C. acetobutylicum.

A utilizacdo da SadH para produzir isopropanol em cepas de C. acetobutylicum
foi descrita por varios autores e com consideravel sucesso (LEE et al., 2008 DAI et al.,
2012; DUSSEAUX et al., 2013; JANG et al.,2013). Entretanto até hoje nenhum trabalho
relatou a expressdo da alcool desidrogenase secundéria em uma cepa com mutacdes
simultaneas nos genes pta e buk. O entendimento da alteragdo metabolica ocorrida nessa
cepa necessitara de mais estudos para ser alcangado. Porém, a expressiva producédo de
etanol sem alterar a producdo de butanol e sem producao de acetona obtida, mostra que a

utilizacdo dessa cepa para a producédo de alcoois é promissora.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho € pioneiro no Brasil e mostrou que a obtencdo de modificacBes
genéticas de Clostridium acetobutylicum visando o aumento da producdo de alcoois a
partir de técnicas de engenharia genética sdo factiveis e poderdo servir como plataforma

para futuras adaptacgdes.

Diversas metodologias de modificacdo genética tém sido desenvolvidas na busca
pela melhoria da producdo de alcoois em Clostridium acetobutylicum. A criacdo de
linhagens capazes de desempenhar uma produtividade alta para estes compostos foi
objetivo deste trabalho.

O sistema de metilagdo in vivo descrito neste estudo para proteger o DNA da
restricdo de Cac8241 na transformacdo de C. acetobutylicum foi comprovadamente
funcional e deve, portanto, simplificar os préximos trabalhos de engenharia metabolica e

analise genética deste organismo.

Foi obtido com sucesso a delecdo dos genes da fosfotranscetilase (pta) e da butirato
quinase (buk) associados a producdo dos &cidos acético e butirico, respectivamente,
utilizado a técnica Allele-Coupled Exchange (ACE). Foi observado para ambos os casos

a reducdo da formacao desses compostos nas linhagens obtidas.

A andlise da producgdo dos alcoois, butanol e etanol, mostrou um aumento destes
compostos com o nocaute do gene pta, associado a formacao de acetato. Entretanto, na
linhagem com nocaute duplo, do gene pta e do gene buk, ndo foi possivel detectar uma

mudanca consideravel na formacéo de alcoois.

A producao de isopropanol em substituicao a producao de acetona pela presenca do
plasmideo pHAsadH-EmR ainda néo foi obtida, porém a cepa AB1 foi capaz de produzir

etanol em uma escala muito maior do que a cepa sem o plasmideo.
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8. PERSPECTIVAS

>

Realizar experimentos para a quantificagdo dos solventes produzidos durante o
processo de fermentacdo em escala laboratorial,

Buscar por novos meios de cultivo visando a melhoria da producao de solventes
durante a fermentacao;

Realizar um estudo metabdlico mais aprofundado para compreender como as
modificacdes genéticas alcancadas neste estudo afetaram a cepa mutada;

Desenvolver novas estratégias para alcancar a producéo de Isopropanol pela cepa
mutada, de forma que a linhagem criada seja ideal para producéo de bioélcool;

Desenvolver técnicas para a integracdo do gene da alcool desidrogenase
secundaria (sadh) em C. acetobutylicum.
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10 - Patente de Invencéo (PI)

PROCESSOQ PARA MODIFICAGAO DE BACTERIAS, VETOR PARA
MODIFICAR CELULA DE BACTERIAS, USO DE BACTERIAS

A PRESENTE INVENCAO OBJETIVA PROVER PROCESSO PARA
MODIFICAGAO GEN ETICA DE BACTERIAS DO GENERO
CLOSTRIDIUM NAO PATOGENICAS, PREFERENCIALMENTE
BACTERIAS DO GENERO CLOSTRIDIUM PRODUTORES DE
ALCOOL,QUE EM SEGUIDA, SERAQ USADAS PARA B
PRODUCAQ DE ALCQOOIS A PARTIR DE FERMENTACAQC DE
BIOMASSA EM QUE AS REFERIDAS BACTERIAS SAQ
MODIFICADAS GENETICAMENTE ATRAVES DA DELECAQ DOS
GENES PTA E BUK E DA INSERGAO DO GENE SADH.
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