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Resumo 

Os ácidos orgânicos apresentam potencial de substituir produtos petroquímicos e 

oferecem grupamentos funcionais para a sua conversão em materiais de alto valor agregado. 

Exemplos incluem os ácidos itacônico e xilônico, que foram escolhidos dentre 30 blocos de 

construção selecionados por um relatório do NREL (National Resource Energy Laboratory), 

ambos apresentando importantes aplicações na indústria química. Organismos procarióticos já 

foram modificados para a produção destes dois ácidos orgânicos, demonstrando, assim, o 

potencial da sua produção por rota biotecnológica. O objetivo deste trabalho foi o 

desenvolvimento de linhagens de Zymomonas mobilis capazes de produzir ácido itacônico e 

xilônico a partir de xilose, cuja utilização é relevante para a valorização da biomassa 

lignocelulósica. Para a utilização da xilose como fonte de carbono para a produção de ácido 

itacônico, a integração dos genes de metabolização da xilose xylA, xylB, tktA e talB era 

necessária, contudo, isto não foi possível. Ainda, a expressão do gene CAD1, codificador da 

enzima chave na produção de ácido itacônico cis-aconitato descarboxilase, não levou à 

produção deste ácido por Z. mobilis. Em contrapartida, Z. mobilis foi capaz de produzir ácido 

xilônico. Primeiramente, foram avaliados sete genes codificadores da enzima XDH (xilose 

desidrogenase), tendo sido selecionado o gene correspondente de Paraburkholderia 

xenovorans, o qual levou a uma produtividade volumétrica de 1,85 ± 0,06 g L-1 h-1, 

aproximadamente 93% maior do que aquela apresentada quando Z. mobilis expressou o gene 

de Caulobacter crescentus, o mais utilizado na literatura para a engenharia de linhagens 

produtoras de ácido xilônico. Após a deleção do gene da xilose redutase, Z. mobilis foi capaz 

de produzir 56,44 ± 1,93 g L-1 de ácido xilônico a partir de 54,27 ± 0,26 g L-1 de xilose em 

biorreator, com rendimento de 1,08 ± 0,02 gAX gX
-1, o que representa 97,3% do máximo 

teórico para este bioprocesso. Esta linhagem também foi avaliada na fermentação de 

hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, o que resultou na produção de 11,13 g L-1 de ácido 

xilônico a partir de 10 g L-1 de xilose. Na tentativa de melhorar ainda mais este processo, foi 

expresso o gene xylE de Escherichia coli, codificador para um transportador de xilose. 

Contudo, as linhagens expressando este transportador tiveram seu crescimento prejudicado e 

uma menor produção de ácido xilônico. Os resultados aqui apresentados demostram que Z. 

mobilis pode ser considerada como uma potencial plataforma de produção de ácidos 

orgânicos utilizando a biomassa lignocelulósica como fonte de carbono, estando dentro do 

contexto de biorrefinarias.  
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Abstract  

Organic acids can replace petrochemical products and provide functional groups that 

can be used in its conversion into high value materials. Examples include itaconic and xylonic 

acids, which were chosen as the top 30 high value chemicals by a NREL report and both 

present important applications in chemical industry. Procaryotic organisms have already been 

engineered for the production of these two organic acids, thus showing the viability of the 

biotechnological route for their production. This way, the aim of this work was the 

development of Zymomonas mobilis strains capable of producing itaconic and xylonic acids 

from xylose, whose utilization is of utmost importance in lignocellulosic biomass 

valorization. In order to utilize xylose as carbon source for the production of itaconic acid, it 

was necessary to integrate the genes from xylose pathway (xylA, xylB, tktA, talB). However, 

this integration was not possible probably due to the large size of the integration cassettes. 

The expression of the CAD1 gene, coding for the key enzyme of itaconic acid production cis-

aconitate decarboxylase, did not lead to the production of the aforementioned acid in Z. 

mobilis.  In contrast, Z. mobilis was able to produce xylonic acid. Firstly, seven coding genes 

for the enzyme XDH (xylose dehydrogenase) were evaluated, and the corresponding gene 

from Paraburkholderia xenovorans was selected. The expression of this gene led to a 

volumetric productivity of 1.85 ± 0.06 g L-1 h-1, an increasing of approximately 93% 

compared to the strain expressing XDH gene from Caulobacter crescentus, the most utilized 

enzyme for metabolic engineering of microorganisms for xylonic acid production. After the 

deletion of xylose reductase gene in Z. mobilis, the engineered strain was able to produce 

56.44 ± 1.93 g L-1 xylonic acid from 54.27 ± 0.26 g L-1 xylose in bioreactor, reaching a yield 

of 1.08 ± 0.02 gAX gX
-1, which represents 97,3% of the theoretical maximum for this 

bioprocess. This strain was also evaluated in the fermentation of sugarcane bagasse 

hydrolysate, which resulted in the production of 11.13 g L-1 xylonic acid from 10 g L-1 xylose. 

In the attempt of further increasing the production of xylonic acid in this process, the coding 

gene for xylose transporter, xylE, from Escherichia coli was expressed in Z. mobilis. 

However, the strain expressing this transporter had its growth impaired and showed a smaller 

xylonic acid production compared to the strain without the transporter. The results of this 

work reveal that Z. mobilis can be regarded as a potential platform for the organic acid 

production using lignocellulosic biomass as a carbon source in the context of biorefineries.  
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1. Introdução  

A sociedade atual tornou-se dependente de produtos químicos. Estes produtos, 

derivados de petroquímicos, estão presentes e são fundamentais nos mais variados aspectos do 

estilo de vida moderno. Os dois maiores produtos da indústria química são os plásticos, grupo 

de materiais que mais crescem no mundo, e os fertilizantes, que sustentam praticamente 

metade da produção de alimentos do planeta (IEA - International Energy Agency, 2018). 

Demonstra-se assim, a importância desta indústria para a sociedade.  

Contudo, a indústria química também é o setor que mais consome energia, sendo 

também o terceiro maior setor na emissão de dióxido de carbono (CO2). Além disso, a 

manufatura de petroquímicos e seus derivados consomem uma quantidade crescente do 

petróleo e gás natural mundial. Em 2017, aproximadamente 14% (13 milhões de barris por 

dia) do petróleo e 8% do gás natural (300 bilhões de metros cúbicos) foram utilizados por este 

setor (IEA - International Energy Agency, 2018) (Figura 1). Observa-se que a segunda maior 

demanda por petróleo, após o setor de transportes, é da indústria petroquímica. Já para o gás 

natural, esta conta com 8% após os setores de geração de energia e de aquecimento de espaços 

e água em edificações, porém ainda demandando o dobro que o setor inteiro de transportes 

(IEA - International Energy Agency, 2018). Ressalta-se que estas proporções incluem a 

energia despendida por esta indústria e também o material utilizado como matéria-prima.  

Figura 1. Demanda de petróleo (direita) e gás natural (esquerda) em 2017 por setor. 

Modificado de IEA - International Energy Agency, 2018.  

 

Revela-se, assim, que a indústria química ainda é dependente de matérias-primas 

provenientes de recursos fósseis, que não são renováveis e que contribuem para o aumento da 

emissão de CO2 e para a mudança climática global. O uso de recursos fósseis, além de trazer 

danos ambientais, está submetido a problemas relacionados à depleção destas reservas. Um 

destes problemas é o aumento dos custos de produção à medida que as reservas são exauridas, 
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uma vez que são utilizadas tecnologias mais caras para a exploração e extração de recursos 

menos atrativos, além da segurança das reservas, uma preocupação originada principalmente 

em regiões politicamente instáveis (GOLDEMBERG, 2007). Nesse sentido, os protocolos de 

Kyoto e Paris respaldam uma demanda da própria sociedade de combater a mudança 

climática, incentivando a utilização não só de combustíveis limpos e renováveis, mas também 

de vias sustentáveis para a produção de químicos (RAMOS; DUQUE, 2019).  

Ainda, os ácidos orgânicos, especialmente os ácidos carboxílicos, podem ser 

substitutos para produtos químicos, já tendo sido aplicados amplamente nas indústrias 

alimentícia e farmacêutica (LIU et al., 2017). Eles podem ser utilizados como building blocks 

(blocos de construção), sendo que seu papel como plataformas para a produção de químicos 

vem aumentando à medida que podem substituir produtos baseados no petróleo, que são 

insustentáveis a longo prazo (ALONSO; RENDUELES; DÍAZ, 2014).  

Além disso, aumentaram nos últimos anos o interesse e as atividades comerciais de 

produção de químicos a partir de biomassa renovável por fermentação de micro-organismos. 

A manufatura desses químicos é mais compatível com o cuidado com o meio ambiente e pode 

substituir aqueles que são manufaturados a partir de matérias-primas baseadas em petróleo 

(WANG et al., 2016).  Assim, a fonte de matéria-prima alternativa para a atual indústria 

petroquímica seria baseada na biomassa vegetal, a única fonte de carbono orgânico 

sustentável da Terra (RAMOS; DUQUE, 2019). 

 

1.1 A biomassa lignocelulósica 

A biomassa é definida, segundo a Agência Internacional de Energia, como qualquer 

matéria orgânica que provém de fontes biogênicas e está disponível de forma renovável. Estas 

fontes incluem a biomassa vegetal originada de florestas e plantios agrícolas, sendo esta 

composta por celulose, hemicelulose e lignina. A composição bioquímica relativa varia de 

acordo com a espécie da planta (AHORSU; MEDINA; CONSTANTÍ, 2018). No caso do 

bagaço de cana-de-açúcar, resíduo produzido abundantemente no Brasil, a celulose compõe 

de 40 a 45% do material lignocelulósico, a hemicelulose compõe 30 a 35% e a lignina, 20 a 

30% (BARUAH et al., 2018).  

A transformação de biomassa lignocelulósica, a qual pode ser composta por resíduos 

agrícolas e florestais, em produtos de alto valor agregado traz vantagens ambientais ao evitar 

o aumento da poluição uma vez que substitui uma produção baseada em recursos fósseis. 

Também traz vantagens econômicas, uma vez que sendo resíduos, não há competição com a 
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produção de alimentos, além de ser uma matéria prima de baixo custo que pode ser produzida 

de forma abundante e sustentável (DESSIE et al., 2020). Ademais, sua utilização permite o 

desenvolvimento de biorrefinarias, cujo conceito é justamente o processamento sustentável de 

biomassa em uma variedade de produtos comercializáveis e de energia (IEA - International 

Energy Agency, 2012).  

A porção celulolítica da biomassa lignocelulósica é composta exclusivamente por 

resíduos de glicose conectados de forma linear por ligações glicosídicas β-1,4, as quais 

fornecem a sua estrutura compacta e cristalina, resistente à hidrólise. A hemicelulose, segundo 

maior componente do material lignocelulósico, possui composição variada, que consiste em 

pequenas cadeias de polissacarídeos variados como xilana, galactomanana, arabinoxilana, 

glicomanana e xiloglucana conectadas por ligações glicosídicas β-1,4 ou β-1,3. Em contraste 

com a celulose, a hemicelulose possui uma estrutura amorfa e randômica que pode facilmente 

ser hidrolisada por ácidos e bases diluídos, assim como por uma variedade de hemicelulases 

(ARISTIDOU; PENTTILÄ, 2000; BARUAH et al., 2018). Já a lignina forma uma barreira 

protetora, ligando-se covalentemente às cadeias de celulose e hemicelulose, o que aumenta a 

recalcitrância da biomassa lignocelulósica. É uma estrutura tridimensional complexa que 

consiste em unidades de fenil-propano que podem variar de acordo com o grupamento 

metoxílico presente no anel aromático. As três unidades básicas que constituem o polímero de 

lignina são o álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico (BARUAH et al., 

2018). Um desenho esquemático da estrutura da biomassa lignocelulósica está presente na 

Figura 2.   

Ademais, o açúcar mais abundante da hemicelulose é a xilose, sendo esta pentose o 

segundo açúcar de maior abundância na natureza (ARISTIDOU; PENTTILÄ, 2000), de forma 

que é um dos maiores alvos para sua utilização por vias fermentativas. Além disso, muitos 

estudos focaram a conversão da xilose principalmente em etanol e xilitol. Porém, outros 

produtos de alto valor agregado podem ser obtidos por meio da utilização da xilose, incluindo 

aminoácidos, químicos e plásticos alternativos (Figura 3). Por exemplo, esta pentose foi 

utilizada como substrato para a produção de 1,4-butanodiol (TAI et al., 2016) e etilenoglicol 

(WANG et al., 2018). Contudo, a utilização microbiana da xilose para a produção de produtos 

como o etanol ainda não é comercialmente viável (MCCLINTOCK; ZHANG, 2017). Assim, 

esforços devem ser feitos para que a hemicelulose, composta majoritariamente por xilose, seja 

também aproveitada como matéria prima renovável para a produção de compostos de 

interesse industrial. 
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Figura 2. Desenho esquemático da estrutura do material lignocelulósico. Modificado de 

RITTER, 2008.   

Figura 3. Produtos químicos que podem ser produzidos a partir da engenharia 

metabólica de micro-organismos para utilização de xilose. Modificado de 

MCCLINTOCK; ZHANG, 2017.  
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1.2 Metabolismo da xilose  

A fermentação de xilose nos micro-organismos é encontrada tanto em bactérias quanto 

em fungos. Em geral, a metabolização da xilose a xilulose ocorre por meio de duas vias 

distintas: a via de um passo, catalisada pela enzima xilose isomerase (XI), típica de bactérias; 

e a via de dois passos, catalisada pelas enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase 

(XDH), geralmente encontrada em leveduras. Após, a xilulose é fosforilada pela enzima 

xiluloquinase (XK) a xilulose-5-fosfato, a qual é catabolizada pela via das pentoses fosfato 

(PPP) (Figura 4) e subsequentemente pelas vias glicolíticas Embden–Meyerhof–Parnas ou 

Entner-Doudoroff, no caso da bactéria Zymomonas mobilis (ARISTIDOU; PENTTILÄ, 

2000).  

 

 

Figura 4. Metabolismo da xilose pelas vias de oxirredução (em verde) e isomerização 

(em vermelho). PPP: via das pentoses-fosfato. 1: xilose redutase; 2: xilitol desidrogenase; 3: 

xilose isomerase; 4: xiluloquinase.  

 

Além destas duas vias, há uma via alternativa que foi descrita pela primeira vez em 

1961 por Weimberg na bactéria Pseudomonas fragi (WEIMBERG, 1961). Nesta, a xilose é 

oxidada a xilonolactona pela enzima xilose desidrogenase (XDH). A xilonolactona, por sua 

vez, é deslactonizada a ácido xilônico. Em seguida, ocorre uma desidratação a ácido 2-ceto-3-



6 

 

deoxi-xilônico, sendo este convertido em semialdeído α-cetoglutarato, que, por fim, é 

convertido em ácido α-cetoglutárico, intermediário do ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Ainda, 

há outra via que compartilha os mesmos intermediários da via de Weimberg até ácido 2-ceto-

3-deoxi-xilônico, denominada via de Dahms (DAHMS, 1974). Contudo, nesta via, este 

intermediário é convertido a glicolaldeído e piruvato. Estas duas vias estão representadas na 

Figura 5.  

 

Figura 5. Representação das vias de Dahms (em roxo - A) e Weimberg (em azul - B). 1: 

xilose desidrogenase; 2: xilonolactonase (XL) (pode ser espontânea); 3: xilonato desidratase; 

4: 2-ceto-3-deoxi-xilonato aldolase; 5: 2-ceto-3-deoxi-xilonato desidratase; 6: semialdeído α-

cetoglutarato desidrogenase.  

 

1.3 Ácidos orgânicos  

Ácidos orgânicos são compostos orgânicos com propriedades acídicas, sendo os mais 

comuns os ácidos carboxílicos, cuja acidez provém de seu grupamento carboxílico (-COOH). 

Eles também representam produtos biotecnológicos bem estabelecidos, cujas primeiras 

produções datam de 1823 (ácido acético) e 1913 (ácido cítrico) (BECKER et al., 2015), sendo 
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que a introdução da produção de ácido cítrico por fermentação microbiana marca a fundação 

deste modo de produção em escala industrial para a manufatura de químicos (CHEN; 

NIELSEN, 2016). Eles também constituem um grupo chave entre os químicos denominados 

blocos de construção, uma vez que, devido a seus grupos funcionais, são úteis como materiais 

primários na indústria química (SAUER et al., 2007). Além disso, sua produção por meio da 

fermentação microbiana traz a vantagem de substituir polímeros insustentáveis baseados em 

petróleo por aqueles produzidos a partir de biomassa (ALONSO; RENDUELES; DÍAZ, 

2014).   

As aplicações industriais dos ácidos orgânicos incluem seu uso na indústria 

alimentícia, farmacêutica, cosmética, têxtil, além da sua utilização em detergentes e polímeros 

(LIU et al., 2017). Outros exemplos de ácidos orgânicos utilizados na indústria química 

incluem os ácidos propiônico, butírico, láctico, málico, adípico, itacônico, succínico e 

fumárico. Tradicionalmente, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae são os micro-

organismos de escolha para a produção de tais compostos, contudo, outros micro-organismos 

não convencionais têm emergido como hospedeiros adequados para a produção de ácidos 

carboxílicos de acordo com as necessidades industriais (LI et al., 2020).  

Além disso, o interesse em ácidos orgânicos derivados de açúcares aumentou 

recentemente como parte de um esforço em se desenvolver biorrefinarias para a produção de 

químicos para substituir aqueles atualmente derivados de petróleo. Há três classes de ácidos 

de açúcares: aldônicos, aldáricos e urônicos. Ácidos aldônicos são obtidos pela oxidação do 

grupamento aldeído terminal de uma aldose a ácido carboxílico, enquanto que os urônicos são 

formados pela oxidação do grupamento hidroxila terminal em ácido carboxílico. Ácidos 

aldáricos são gerados pela oxidação de ambos os grupamentos aldeído e hidroxila, gerando 

um ácido dicarboxílico (MEHTIÖ et al., 2016). Como a produção destes ácidos é realizada 

diretamente de açúcares, a biomassa lignocelulósica é uma matéria prima conveniente para 

este tipo de bioprocesso, sendo o ácido xilônico um deles.  

Neste trabalho, buscou-se a produção dos ácidos orgânicos itacônico e xilônico, os 

quais estão detalhados a seguir. Ambos os ácidos foram selecionados em um relatório 

realizado pelo NREL (National Renewable Energy Laboratory) como potenciais blocos de 

construção que podem ser produzidos a partir de açúcares (WERPY; PETERSEN, 2004).  
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1.4 Ácido itacônico 

Em 1836, a formação de um novo ácido a partir da destilação do ácido cítrico foi 

relatada (BAUP, 1836), sendo este novo ácido nomeado de “citricic acid”. Quatro anos após, 

foi demonstrado que a descarboxilação do ácido aconítico leva à sua conversão neste mesmo 

novo ácido, sendo este denominado de ácido itacônico (TURNER, 1840), que representa um 

anagrama de ácido aconítico (CORDES; MICHELUCCI; HILLER, 2015). Já em 1931, 

Kinoshita (KINOSHITA, 1931) descreveu pela primeira vez a produção de ácido itacônico in 

vivo a partir do fungo Aspergillus itaconicus, sendo que em 1939, Calam (CALAM; 

OXFORD; RAISTRICK, 1939) relatou a produção de ácido itacônico em quantidades 

consideráveis pelo fungo Aspergillus terreus, o qual é hoje a escolha dominante para a 

produção em escala comercial deste composto (CUNHA DA CRUZ; MACHADO DE 

CASTRO; CAMPORESE SÉRVULO, 2018).  

O ácido itacônico é um ácido dicarboxílico insaturado de cinco carbonos (Figura 6) 

que tem ocorrência natural. Este composto constitui uma importante plataforma química, com 

uma ampla variedade de aplicações potenciais, podendo ser utilizado para substituir vários 

químicos produzidos a partir do petróleo, como o ácido acrílico, o que reduziria assim, a 

dependência deste recurso fóssil (EL-IMAM; CHENYU, 2014).  

 

Figura 6. Estrutura química do ácido itacônico. Fórmula molecular: C5H6O4. 

 

Em 2014, foram produzidas aproximadamente 51.000 toneladas de ácido itacônico 

mundialmente, sendo a China a principal produtora. Estima-se que seu mercado atinja cerca 

de US$ 126 milhões, o que corresponde a um preço de US$ 2,50 por quilograma (STEIGER 

et al., 2017). Contudo, este valor ainda é muito alto, uma vez que para ser competitivo com 

produtos derivados de petróleo, seu valor deveria ser menor que US$ 0,55/kg. Assim, há a 

necessidade de melhorar sua produtividade, sendo que para ser economicamente competitivo, 

a produtividade mínima deve ser 2,5 g/L/h (WERPY; PETERSEN, 2004). Dessa forma, desde 

a descoberta das vias metabólicas e dos genes envolvidos na produção de ácido itacônico em 

A. terreus, muitos estudos estão sendo realizados para melhorar tanto a produção nativa como 

a heteróloga (STEIGER et al., 2017).  
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A via metabólica pela qual o ácido itacônico é produzido em A. terreus foi proposta 

ainda em 1957 (BENTLEY; THIESSEN, 1957) por meio de estudos com glicose marcada 

com C14. Sua síntese se inicia com um açúcar, como a glicose, e sua produção ocorre via ciclo 

do ácido cítrico. Para entrar neste, o piruvato, produto da quebra da glicose, necessita ser 

descarboxilado em acetil-CoA, cujo grupamento acetil é transferido para o oxaloacetato, 

formando o citrato. Este é então convertido em isocitrato pela enzima aconitase, em uma 

reação que possui um intermediário chamado de cis-aconitato. Este é o substrato da enzima 

cis-aconitato descarboxilase (CAD), que ao descarboxilar o cis-aconitato forma o produto 

ácido itacônico. Um desenho esquemático desta via está apresentado na Figura 7. Esta via foi 

confirmada por outros experimentos com substratos marcados com C13 e C14 em 1995 

(BONNARME et al., 1995).  

Figura 7. Via metabólica da produção de ácido itacônico em A. terreus. MTT: 

transportador mitocondrial (mitochondrial tricarboxylic transporter); MFS: superfamília dos 

principais facilitadores (major facilitator superfamily); CAD: enzima cis-aconitato 

descarboxilase. Modificado de HUANG et al., 2014.  

 

Diversos estudos buscando a otimização da produção nativa de ácido itacônico por A. 

terreus foram realizados. Em um deles, uma versão truncada do gene pfkA (6-fosfofruto-1-

quinase) de Aspergillus niger foi expressa em A. terreus, o que levou ao aumento da 

produtividade de ácido itacônico em 18% em relação à linhagem parental (TEVŽ; BENČINA; 

LEGIŠA, 2010). Além disso, um dos problemas relacionados à produção deste composto em 

A. terreus é a influência do suprimento de oxigênio, visto que uma pequena interrupção na 
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oxigenação diminui o rendimento do produto. Buscando aliviar esse efeito durante uma 

pequena interrupção, Lin et al. (2004) expressaram uma hemoglobulina neste fungo, o que 

levou a uma menor queda na produção de ácido itacônico quando a aeração foi interrompida 

por 20 min, tendo decaído 38% comparado com uma queda de 54% na linhagem que não 

expressava hemoglobulina. Mais recentemente, a produção de ácido itacônico atingiu 160 g L-

1 utilizando o fungo A. terreus em modo de fermentação submersa, titulação comparável com 

a produção industrial de ácido cítrico (KRULL et al., 2017). 

Apesar da via metabólica e da enzima envolvida na produção de ácido itacônico serem 

conhecidas, a sequência do gene codificador da CAD permaneceu desconhecida até 2008. 

Para obter esta sequência, Kanamasa et al. (2008) buscaram genes em bancos de dados que 

codificassem as sequências da região N-terminal da proteína CAD e de quatro regiões 

internas, já conhecidas. Dessa forma, os autores conseguiram identificar a sequência do gene 

CAD1 de A. terreus, que possui 1529 pb codificando para uma proteína de 490 resíduos de 

aminoácidos interrompida por um único íntron de 56 pb (KANAMASA et al., 2008). A 

identificação desta sequência permitiu a expressão heteróloga deste gene, proporcionando o 

desenvolvimento de linhagens de outros micro-organismos produtores de ácido itacônico.  

Um destes micro-organismos foi o fungo A. niger, que foi unicamente transformado 

com o gene codificador da enzima CAD de A. terreus, o que levou à produção de cerca de 0,7 

g L-1 de ácido itacônico (LI et al., 2012). Outras linhagens em desenvolvimento para a 

produção de ácido itacônico de forma heteróloga foram baseadas na bactéria E. coli. O gene 

CAD1 de A. terreus foi clonado nesta bactéria pela primeira vez em um estudo que buscou 

identificar genes importantes para a biossíntese de ácido itacônico por meio de uma 

abordagem transcriptômica (LI et al., 2011). Um dos transcritos encontrados codificava para a 

enzima CAD, sendo então este gene clonado em um vetor de expressão de E. coli. Após a 

transformação, células induzidas com IPTG foram capazes de produzir 83 mg L-1 de ácido 

itacônico em meio complexo (LB suplementado com glicose) com crescimento durante a 

noite. 

Buscando otimizar esta produção em E. coli, foi realizada a deleção dos genes icd 

(isocitrato desidrogenase) e aceA (isocitrato liase) (OKAMOTO et al., 2014). A linhagem 

com o gene icd deletado foi capaz de produzir 346,3 mg L-1 de ácido itacônico após 78 h de 

crescimento em meio LB suplementado com glicose. O amido também foi utilizado como 

fonte de carbono por uma linhagem de E. coli amilolítica e expressando o gene CAD1 
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(OKAMOTO et al., 2015), sendo esta capaz de produzir 150 mg L-1 de ácido itacônico após 

69 h de crescimento. 

Além da expressão do gene CAD1 de A. terreus, também se buscou a expressão de 

outros genes para otimizar a produção de ácido itacônico em E. coli. Um estudo (VUORISTO 

et al., 2015) mostrou que a expressão dos genes gltA (citrato sintase) e acnA (aconitase A) de 

Corynebacterium glutamicum, com a simultânea deleção dos genes ldhA (lactato 

desidrogenase) e pta (fosfato acetiltransferase), resultou na produção de 690 mg L-1 de ácido 

itacônico em 72 h. 

Mais recentemente, por meio de modelos em software, foi desenvolvida uma linhagem 

de E. coli deletada para os genes aceA, sucCD (succinil-CoA transferase), pykA (piruvato 

quinase II), pykF (piruvato quinase I) e pta, e expressando os genes CAD1 de A. terreus e gtlA 

de C. glutamicum (HARDER; BETTENBROCK; KLAMT, 2016). Esta linhagem foi capaz de 

produzir 2,27 g L-1 de ácido itacônico após 48 h. Outra estratégia utilizada juntamente com a 

deleção do gene icd, foi a superexpressão dos genes nativos de E. coli acnB (aconitase B), 

gltA e ppc (fosfoenolpiruvato carboxilase) com a concomitante expressão do gene pyc de C. 

glutamicum (CHANG et al., 2017). A linhagem resultante foi capaz de produzir 18 g L-1 de 

ácido itacônico a partir de glicose, 20 g L-1 a partir de xilose e 22 g L-1 a partir de glicerol 

como fontes únicas de carbono em meio TB (Terrific Broth), utilizando frascos aletados 

durante três dias de cultivo.  

Outro organismo procarioto modificado para a produção de ácido itacônico é a 

bactéria C. glutamicum. O gene CAD1 de A. terreus foi expresso neste micro-organismo, 

sendo induzido por IPTG (OTTEN; BROCKER; BOTT, 2015). Após 72 h, 1,4 ± 0,3 mM de 

ácido itacônico foi produzido, sendo esta produção melhorada após fusionar a CAD com a 

proteína MalE (maltose-binding protein) de E. coli, resultando em 3,6 ± 0,8 mM de ácido 

itacônico. Outra modificação realizada neste estudo foi a diminuição da atividade da isocitrato 

desidrogenase ao trocar o códon de iniciação do gene icd por GTG ou TTG, o que levou à 

produção de até 59,8 ± 4,7 mM de ácido itacônico em condições limitantes de nitrogênio. 

Mostra-se assim o potencial de se utilizar um micro-organismo procarioto para a produção de 

ácido itacônico, sendo necessário realizar modificações genéticas adequadas para o 

desenvolvimento de uma linhagem eficiente. 

Como mencionado, o ácido itacônico possui uma ampla variedade de aplicações 

industriais. Ele pode ser aplicado como um novo monômero em diversos produtos, nos quais 

ele confere características ao produto final que o fazem superior aos substitutos 
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convencionais. Produtos finais comuns da polimerização do ácido itacônico incluem o ácido 

poliitacônico e a borracha de butadieno estireno, sendo esta feita da polimerização de estireno, 

butadieno e ácido itacônico. Ademais, este pode substituir o ácido acrílico na produção de 

polímeros superabsorventes com propriedades melhoradas. Já o ácido poliitacônico pode 

substituir o tripolifosfato de sódio utilizado em detergentes. Além disso, o ácido itacônico é 

também utilizado na manufatura de tintas de emulsão, nas quais ele melhora a adesão da tinta. 

Ainda, quando 5% de ácido itacônico são adicionados a resinas acrílicas, esta adquire a 

habilidade de segurar tintas de impressão (EL-IMAM; CHENYU, 2014).  

Demonstra-se assim que o ácido itacônico representa um importante químico para a 

indústria em diversas atividades, sendo fundamental a melhoria da sua produtividade para ser 

um composto economicamente competitivo. Além disso, sendo uma molécula passível de 

produção a partir de açúcares, a biomassa lignocelulósica pode ser utilizada como fonte de 

matéria-prima, tornando-o um composto de produção renovável.  

 

1.5 Ácido xilônico  

Como mencionado, ácidos orgânicos são blocos de construção chaves na indústria 

química, possuindo uma ampla variedade de aplicações e mercado para a sua comercialização 

(YIN et al., 2015). Em um relatório realizado pelo NREL (National Renewable Energy 

Laboratory), foram selecionados 30 potenciais blocos de construção que poderiam ser 

produzidos a partir de material lignocelulósico, dentre os quais estava o ácido xilônico 

(WERPY; PETERSEN, 2004).  

O primeiro relato acerca da produção de ácido xilônico em micro-organismos ocorreu 

ainda em 1898 (BERTRAND, 1898), no qual o autor reportou a oxidação da xilose em um 

ácido monobásico pela bactéria descrita posteriormente como sendo Acetobacter xylinium 

(LOCKWOOD; NELSON, 1946). Já no século XX, a produção de ácido xilônico foi relatada 

em várias espécies fúngicas e bacterianas. Em 1946, Lockwood (LOCKWOOD; NELSON, 

1946) descreveu a oxidação da xilose a ácido xilônico em várias bactérias do gênero 

Pseudomonas, sendo esta a primeira vez que a atividade da xilose desidrogenase foi 

reportada. Em 1961, a via de Weimberg de oxidação de xilose a α-cetoglutarato foi descrita 

pela primeira vez na bactéria P. fragi (WEIMBERG, 1961). Ainda na década de 1960, a 

produção de ácido xilônico foi reportada em Pulluaria pullulans (atualmente, Aureobasidium 

pulullans) (KIESSLING; LINDBERG; MCKAY, 1962) e em Pichia quercibus (SUZUKI; 

ONISHI, 1967). Além disso, outras bactérias também foram descritas como produtoras de 
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ácido xilônico, como a Micrococcus sp. (OHSUGI; TOCHIKURA; OGATA, 1970) e 

Enterobacter clocae (ISHIZAKI et al., 1973).  

O ácido xilônico é um ácido aldônico proveniente da oxidação do grupamento aldeído 

da xilose e possui uma variedade de aplicações. Nas indústrias farmacêutica e cosmética, este 

ácido orgânico pode ser utilizado como um aditivo em produtos anti-idade para melhorar a 

penetração deste na pele (GUPTA, 2009), como um agente antimicrobiano (PUJOS; JIJAKLI, 

2014) e na absorção e retenção de vitamina C (MARKHAM, 1992). Ele também é precursor 

de 1,2,4-butanotriol (NIU; MOLEFE; FROST, 2003) e pode ser utilizado como dispersante 

em cimento (Chun et al., 2006) assim como catalisador para reações orgânicas (MA et al., 

2016).  De forma geral, o ácido xilônico é uma alternativa ao uso do ácido glicônico, tendo a 

vantagem de não competir com a indústria alimentícia para a sua produção (TOIVARI et al., 

2012a).  

Na década de 1980, a produção de ácido xilônico começou a despertar interesse por 

sua similaridade com o ácido glicônico e a possibilidade de se utilizar a fração hemicelulósica 

da biomassa vegetal como substrato. Em 1986, (BUCHERT et al., 1986) testaram 11 

linhagens de micro-organismos para a produção de ácido xilônico, sendo 10 bactérias e uma 

levedura. Para P. fragi (ATCC 4973), o rendimento do ácido foi de 92%, com produtividade 

de 1,4 g L-1 h-1. Em 1988, este mesmo autor utilizou hidrolisado hemicelulósico para a 

produção de ácido xilônico, comparando as espécies P. fragi e Gluconobacter oxydans 

(BUCHERT; PULS; POUTANEN, 1988). Este último apresentou uma produtividade maior 

(2,5 g L-1 h-1, contra 1,4 de P. fragi) em xilose pura, sendo utilizado para a produção em 

hidrolisado contendo 25 g L-1 de xilose. Nestas condições, G. oxydans produziu 43% em 

relação ao máximo teórico de ácido xilônico, ilustrando os problemas de se utilizar 

hidrolisado devido à presença de inibidores.   

Posteriormente, outros micro-organismos foram modificados para a produção 

heteróloga de ácido xilônico. O primeiro deles foi a levedura S. cerevisiae, cuja produtividade 

alcançada durante o bioprocesso foi de 36 mg L-1 h-1 (TOIVARI et al., 2010) com a expressão 

do gene xyd1 de Trichoderma reesei. Esta mesma levedura também foi modificada para 

expressar os genes xylB e xylC de Caulobacter crescentus (TOIVARI et al., 2012b), sendo o 

gene xylB de C. crescentus o mais comumente utilizado para o desenvolvimento de linhagens 

recombinantes produtoras de ácido xilônico. O gene xylC codifica para a enzima 

xilonolactonase (XL). Neste último estudo, foi obtida uma produtividade volumétrica de 240 

mg L-1 h-1 com a levedura S. cerevisiae expressando os dois genes. Outros micro-organismos 
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modificados para a produção de ácido xilônico incluem as leveduras Kluyveromyces lactis 

(NYGÅRD et al., 2011) e Pichia kudriavzevii (TOIVARI et al., 2013) e as bactérias E. coli 

(LIU et al., 2012; CAO et al., 2013; ZHANG et al., 2019) e C. glutamicum (YIM et al., 

2017). A Tabela 1 apresenta estas linhagens modificadas com as produtividades e 

rendimentos obtidos na produção de ácido xilônico.  

 

Tabela 1. Micro-organismos geneticamente modificados para a produção de ácido xilônico.  

Micro-organismo Genes expressos 
Produtividade 

(g L-1 h-1) 

Rendimento 

(gAX/gX) 
Referência 

S. cerevisiae xyd1 (T. reesei) 0,036 0,40 
TOIVARI et 

al., 2010 

K. lactis 

 

xyd1 (T. reesei) 

 
0,160 0,60 

NYGÅRD et 

al., 2011 

S. cerevisiae 
xylB (C. crescentus) 

xylC (C. crescentus) 

0,230 

0,240 com xylC 
0,80 

TOIVARI et 

al., 2012b 

E. coli xylB (C. crescentus) 1,090 0,98 
LIU et al., 

2012 

P. kudriavzevii xylB (C. crescentus) 1,400 1,00 
TOIVARI et 

al., 2013 

E. coli xylB + xylC (C. crescentus) 1,800 0,88 
CAO et al., 

2013 

C. glutamicum 
xylB + xylC (C. crescentus) 

xylE (E. coli) 

 

1,020 

 

1,04 
YIM et al., 

2017 

E. coli xylB + xylC (C. crescentus) 1,800 1,09 
ZHANG et 

al., 2019 

 

1.6  A bactéria Zymomonas mobilis 

 

1.6.1 Características gerais e breve histórico  

Zymomonas mobilis é uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilos com 

comprimento de 2 a 6 µm e largura de 1 a 1,4 µm que não é capaz de formar esporos; se 

móveis, possuem de 1 a 4 flagelos lofotríquios; anaeróbica facultativa, tolerando oxigênio; e 
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fermenta glicose e frutose a quantidades quase equimolares de etanol e CO2 (SWINGS; DE 

LEY, 1977). Pertence à família Sphingomonadaceae (KOSAKO et al., 2000) da classe 

Alphaproteobacteria.  

 Sua descoberta ocorreu no início do século XX, com sua primeira descrição datando 

de 1912.  Nesta época havia uma demanda comercial por cidras doces ao invés da bebida 

seca, cujos fabricantes encontraram dificuldades na manufatura uma vez que as cidras doces 

desenvolviam o que foi chamado de doença da cidra (cider sickness) (SWINGS; DE LEY, 

1977). Este fenômeno foi estudado extensivamente pela primeira vez por Barker e Hillier 

(BARKER; HILLIER, 1912), cujos primeiros sintomas observados eram a formação de 

espuma e abundante produção de gás. Posteriormente, a cidra se tornava turva até o material 

se depositar na base e nas paredes do recipiente. O micro-organismo contaminante mudava o 

aroma e o sabor da cidra, reduzindo sua doçura. Barker e Hillier foram capazes de isolar este 

micro-organismo, revelando ser uma bactéria anaeróbia facultativa em forma de bastonete 

com o comprimento aproximado de 2 µm e largura de 1 µm, sendo capaz de fermentar glicose 

a etanol e dióxido de carbono (BARKER; HILLIER, 1912). Este é o primeiro relato 

conhecido do gênero Zymomonas.  

Embora a real descoberta deste novo gênero tenha sido de Barker e Hillier, eles não 

identificaram taxonomicamente o micro-organismo causador da doença da cidra. Sua 

classificação veio anos mais tarde quando Lindner descobriu, em 1924, a bactéria responsável 

pela fermentação da seiva de agave (Agave americana) na produção de pulque no México. Ele 

a descreveu como sendo capaz de fermentar sacarose, frutose e glicose a etanol, dióxido de 

carbono e um pouco de ácido láctico, sendo maltose e lactose não fermentáveis, chamando-a 

de Thermobacterium mobile. Em 1931, ela foi renomeada para Pseudomonas linderi por 

Kluyver e Hoppenbrouwers e mais uma vez para Zymomonas mobile, em 1936, por Kluyver e 

van Neil  (CARR; PASSMORE, 1971; SWINGS; DE LEY, 1977).  

Em 1937, Shimwell (SHIMWELL, 1937) descreveu um novo tipo de doença em 

cerveja, isolando o micro-organismo causador e classificando-o como Achromobacter 

anaerobium, sendo na época, a pior doença de cerveja causada por bactéria já descrita. Em 

1950, este mesmo autor (SHIMWELL, 1950), insatisfeito com sua prévia classificação deste 

micro-organismo, propôs a criação de um novo gênero, chamando-o agora de Saccharomonas 

anaerobia. Este autor ainda propôs a reclassificação do micro-organismo chamado de 

Pseudomonas linderi para Saccharomonas linderi.  
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Millis (MILLIS, 1956) estudou extensivamente o micro-organismo causador da 

doença da cidra, comparando duas linhagens deste com a Saccharomonas anaerobia 

(Achromobacter anaerobium) e com a Zymomonas mobile (Pseudomonas linderi,  

Saccharomonas linderi).  A autora concluiu que todos os três organismos são intimamente 

relacionados, devendo pertencer ao mesmo gênero, propondo que este deveria ser 

Zymomonas, que possuiria duas espécies: Z. mobilis (isolado de Lindner) e Z. anaerobia 

(isolado de Shimwell e da doença da cidra, sendo esta última a subespécie Z. anaerobia var. 

pomaceae).  

Uma das principais justificativas para a separação entre as duas espécies, Z. mobilis e 

Z. anaerobia, era a capacidade da primeira metabolizar também sacarose, enquanto a segunda 

não era capaz. Porém, em um estudo realizado com cervejas (DADDS; MARTIN; CARR, 

1973), no qual os autores isolaram linhagens de Z. mobilis e Z. anaerobia, foi possível a 

indução do uso de sacarose por Z. anaerobia, gerando dúvidas se realmente haveria uma 

distinção entre as duas espécies. Assim, foi realizado um estudo comparativo (DE LEY; 

SWINGS, 1976) de 138 características fenotípicas de 38 linhagens de Zymomonas isoladas de 

diversas origens. Baseados nestas características, os autores concluíram que Z. anaerobia não 

era necessária como uma espécie separada. Dessa forma, eles propuseram somente uma 

espécie com duas subespécies: 1) Zymomonas mobilis subsp. mobilis (sinônimos: 

Thermobacterium mobile, Pseudomonas linderi, Saccharomonas linderi, Zymomonas mobile, 

Achromobacterium anaerobium, Saccharomonas anaerobia, Zymomonas anaerobia var. 

anaerobia); e 2) Zymomonas mobilis subsp. pomaceae (sinônimos: micro-organismo da 

doença da cidra de Barker e Hillier (1912) e Zymomonas anaerobia var. pomaceae).  

Mais recentemente, linhagens de Z. mobilis foram isoladas de cidras francesas com 

sintomas da doença da cidra (COTON et al., 2006). O alinhamento das sequências de regiões 

espaçadoras intergênicas entre os genes de rRNA 16S e 23S de Z. mobilis subsp. mobilis, Z. 

mobilis subsp. pomaceae e dos isolados franceses mostrou a presença de três grupos distintos, 

correspondentes às duas subespécies já conhecidas e mais um para as linhagens obtidas da 

cidra francesa. Este resultado, juntamente com outras características fenotípicas, levou os 

autores a proporem uma nova subespécie, a Zymomonas mobilis subsp. francensis. Dessa 

forma, atualmente, Z. mobilis é a única espécie do gênero Zymomonas, sendo conhecidas as 

três subespécies citadas.  

Além das fontes mencionadas, linhagens de Z. mobilis foram isoladas principalmente 

de seivas de plantas ricas em carboidratos em habitats tropicais e subtropicais, locais onde 
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eram utilizadas para a fermentação destas seivas. Exemplos incluem seiva de Arenga pinnata 

(uma palmácea) na Indonésia, seiva de plantas dos gêneros Elaeis e Raphia no Zaire 

(atualmente República Democrática do Congo) e na Nigéria e ainda em caldo de cana-de-

açúcar no nordeste brasileiro. Na Europa, Z. mobilis foi encontrada como contaminante de 

cidras e cervejas, como mencionado (SWINGS; DE LEY, 1977). Assim, foram isoladas 

linhagens como a ZM1 (ATCC10988) e a ZM6 (ATCC 29191), as quais foram amplamente 

empregadas em estudos acerca da biologia básica de Z. mobilis, na caracterização de genes e 

proteínas e em estudos sobre seu metabolismo e transporte. A ZM6 também é bastante 

utilizada na produção nativa de ácidos aldônicos como os ácidos glicônico e lactobiônico 

(MALVESSI et al., 2013) e também de sorbitol (BARROS et al., 2006), sendo uma linhagem 

superior para a produção de levana (DESINIOTIS et al., 2012).  

De particular interesse, está a linhagem CP4 (NRRL B-14023), isolada em 1970 por 

Gonçalves de Lima em Recife a partir de caldo de cana-de-açúcar fermentado. Esta linhagem 

foi distribuída mundialmente para diversos laboratórios (FALCÃO DE MORAIS et al., 

1993), sendo bastante utilizada em estudos de produção de etanol e para expandir a utilização 

de substratos por essa bactéria, como o uso da xilose (ZHANG et al., 1995) e de manose 

(WEISSER; KRÄMER; SPRENGER, 1996).  

Após a distribuição da linhagem CP4, notou-se que havia um equívoco relacionado à 

nomenclatura dessas culturas. A comparação de cinco culturas de laboratórios diferentes, 

porém recebidas da mesma fonte, mostrou que quatro das culturas de CP4 possuíam perfil 

plasmidial e padrões de digestão idênticos. Contudo, descobriu-se que uma delas diferia das 

demais, sendo esta denominada ZM4 (ATCC 31821) (YABLONSKY et al., 1988). A 

linhagem ZM4 demonstrou maiores taxas específicas de crescimento e de produção de etanol, 

assim como maior tolerância ao etanol quando comparada com a linhagem ZM1 (ATCC 

10988) (LEE et al., 1980), sendo hoje amplamente utilizada em estudos de produção de etanol 

e engenharia metabólica.  

 

1.6.2 Metabolismo central de Z. mobilis 

Atualmente, Z. mobilis tem demonstrado potencial para a produção industrial de etanol 

e de outros produtos de alto valor agregado. Devido ao seu alto rendimento de etanol, esta 

bactéria chamou a atenção desde cedo dos cientistas, que buscaram elucidar a formação deste 

álcool em Z. mobilis, concluindo que esta ocorria por uma via distinta da via glicolítica 

clássica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (GIBBS; DEMOSS, 1951). Esta via distinta é a via 
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Entner-Doudoroff (ED) (ENTNER; DOUDOROFF, 1952) (Figura 8), na qual uma molécula 

de glicose é oxidada a duas moléculas de piruvato por meio da formação de 2-ceto-3-deoxi-6-

fosfogluconato como intermediário chave. O funcionamento desta via em Z. mobilis foi 

confirmado tanto por estudos com C14 (GIBBS; DEMOSS, 1954) quanto por evidências 

enzimáticas (DAWES; RIBBONS; LARGE, 1966), sendo demonstradas as atividades das 

enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase, etanol desidrogenase, gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase, hexoquinase, glucoquinase e piruvato descarboxilase. A glicose pode ser 

metabolizada somente pela via ED em Z. mobilis, uma vez que não há gene codificador para a 

enzima 6-fosfofrutoquinase em seu genoma (SEO et al., 2005).  

 

Figura 8. Via Entner-Doudoroff em Z. mobilis. 1: frutoquinase; 2: glicose-6P isomerase; 3: 

glicoquinase; 4: glicose-6P desidrogenase; 5: gluconolactona hidrolase; 6: fosfogluconato 

desidratase; 7: 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato aldolase; 8: gliceraldeído-3P desidrogenase; 

9: fosfoglicerato quinase; 10: fosfoglicerato mutase; 11: enolase; 12: piruvato quinase; 13: 

piruvato descarboxilase; 14: álcool desidrogenase.  
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A via ED foi descoberta em 1952 em Pseudomonas saccharophila (ENTNER; 

DOUDOROFF, 1952), sendo considerada por algum tempo uma via restrita a algumas 

bactérias Gram-negativas. Contudo, hoje já se sabe que ela está presente em diversos grupos 

de organismos, incluindo bactérias, arqueias e eucariotos (CONWAY, 1992). Ela é uma 

alternativa à via glicolítica EMP, cujas reações envolvem a clivagem de 2-ceto-3-deoxi-6-

fosfato-gluconato para gerar gliceraldeído-3-fosfato e piruvato ao invés da clivagem de 

frutose-1,6-bifosfato em gliceraldeído-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato. As reações que 

envolvem a conversão de gliceraldeído-3-fosfato a piruvato são comuns às duas vias. Devido 

à formação de apenas uma molécula de gliceraldeído-3-fosfato, a via ED gera apenas 1 mol 

de ATP por mol de glicose ao invés de 2 mols de ATP gerados pela via EMP, sendo 

possivelmente uma via glicolítica menos eficiente e assim, mais primitiva evolutivamente 

(CONWAY, 1992).  

Embora o metabolismo central de Z. mobilis seja composto por uma via energicamente 

menos eficiente do que a via EMP, esta bactéria é capaz de manter um rápido fluxo de 

carbono, facilitado pelo alto nível de expressão das enzimas da via glicolítica, que compõem 

cerca de 50% do total de proteínas solúveis da célula (CONWAY, 1992). De fato, Z. mobilis 

possui taxas específicas de absorção de açúcares e de produção de etanol de três a quatro 

vezes mais rápidas do que de leveduras, levando a um alto rendimento de etanol e baixo 

rendimento celular (ROGERS et al., 1982). Somente de 2 a 3% da glicose metabolizada é 

assimilada na forma de biomassa (BELAÏCH; SENEZ, 1965). Esta característica de baixo 

crescimento celular de Z. mobilis a torna uma excelente candidata para a síntese de produtos 

de interesse industrial, uma vez que não há muito desvio de carbono para a produção de 

células. 

O alto rendimento de etanol e baixo crescimento celular são explicados pelo 

crescimento desacoplado apresentado por Z. mobilis, fenômeno no qual há um rápido 

catabolismo não relacionado com a síntese de biomassa celular (BELAÏCH; SENEZ, 1965). 

Em combinação, o baixo rendimento de ATP da via ED juntamente com a alta expressão das 

enzimas fermentativas ajudam a explicar a alta taxa metabólica de Z. mobilis, de forma que 

esta produza ATP em uma taxa específica consideravelmente maior do que a encontrada em 

leveduras (KALNENIEKS, 2006). O fato desta alta taxa de síntese de ATP não estar 

relacionada com a formação de biomassa juntamente com a sua alta taxa catabólica apontam 

para a presença de reações que utilizam ATP desacopladas do crescimento celular, sendo que 

a candidata mais provável para reciclar o excesso de ATP é a F0F1-ATPase (KALNENIEKS, 
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2006), cuja atividade está presente tanto em condições aeróbicas, competindo com a 

biossíntese de ATP, quanto em condições anaeróbicas (RUTKIS et al., 2014). Assim, sua 

atividade pode ser parcialmente responsável pelo crescimento desacoplado, uma vez que a 

rápida produção de ADP estimularia a glicólise e assim a produção de etanol (REYES; 

SCOPES, 1991). As reações de consumo de ATP exercem controle sobre o fluxo da via ED e 

a taxa de consumo de glicose. Ao fornecer ADP para a glicólise, a ATPase dependente de H+ 

contribui para o alto fluxo glicolítico da via ED (RUTKIS et al., 2014). 

Contudo, a atividade desta ATPase não dissipa a energia, mas sim a converte em uma 

força próton-motiva (Δp) transmembrana. Já foi demonstrado que a quebra de ATP por uma 

F0F1-ATPase está acoplada a um ciclo fútil de prótons na bactéria Streptococcus bovis, outro 

exemplo de crescimento desacoplado (COOK; RUSSELL, 1994). Este princípio também 

poderia estar presente em Z. mobilis, porém estudos ainda são necessários para esclarecer a 

questão do gradiente de prótons nesta bactéria (KALNENIEKS, 2006).   

Uma hipótese pode estar relacionada aos produtos do seu metabolismo, sendo o etanol 

e o dióxido de carbono os mais abundantes metabólitos. Embora o etanol acumulado durante a 

fermentação por Z. mobilis cause um vazamento de íons e pequenas moléculas pela 

membrana, incluindo prótons, ele não pode ser a causa do crescimento desacoplado, uma vez 

que a dissipação de energia também ocorre na ausência de etanol no meio (KALNENIEKS, 

2006). A maior parte do CO2 produzido deixa a célula por difusão passiva, mas parte dele 

pode ficar no citoplasma sofrendo hidratação catalisada pela anidrase carbônica com a 

formação de ácido carbônico. Este por sua vez é dissociado no ânion bicarbonato e em um 

próton. A exportação deste ânion bicarbonato seria uma forma eficiente de reduzir o gradiente 

de pH transmembrana, uma vez que um próton ficaria dentro da célula (KALNENIEKS, 

2006). Este fenômeno pode estar relacionado ao crescimento desacoplado, e embora seja 

suportado pela presença de anidrase carbônica no genoma de Z. mobilis (SEO et al., 2005), 

também necessita de mais estudos para ser confirmado.  

Outra característica dessa bactéria é seu incompleto ciclo do ácido tricarboxílico 

(TCA), que funciona como duas ramificações (BRINGER-MEYER; SAHM, 1989), o que foi 

confirmado por estudos com 13C (DE GRAAF et al., 1999).  De fato, não há em seu genoma 

genes para as enzimas α-cetoglutarato desidrogenase e malato desidrogenase (SEO et al., 

2005), sendo que o TCA em Z. mobilis deve funcionar apenas para prover precursores para as 

reações de biossíntese (KALNENIEKS, 2006). Ainda, a via de pentoses fosfato também é 

incompleta uma vez que não há atividade de transaldolase (FELDMANN; SAHM; 
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SPRENGER, 1992), sendo que a maioria dos genes desta via não estão presentes no genoma 

(SEO et al., 2005). Seu incompleto TCA traz o potencial do redirecionamento do seu 

metabolismo, por meio de deleção de genes, para produtos de alto valor agregado ao invés de 

produzir os produtos finais nativos de Z. mobilis como lactato e etanol (ROGERS et al., 

2007). 

 

1.6.3 Cadeia respiratória  

Sabe-se que Z. mobilis apresenta uma cadeia respiratória constitutiva (BELAÏCH; 

SENEZ, 1965; STROHDEICHER et al., 1990), embora haja controvérsias acerca do 

metabolismo aeróbico deste micro-organismo. O fato de que a aeração do meio pode levar a 

um menor crescimento do que em anaerobiose juntamente com sua incapacidade de crescer 

em substratos não fermentáveis, seria um argumento de que Z. mobilis não apresenta uma 

fosforilação oxidativa funcional (KALNENIEKS et al., 1993).  

Contudo, em estudos com células famintas, a adição de etanol em culturas aeradas 

leva a produção de ATP. Ainda, vesículas de membrana apresentam atividade de fosforilação 

oxidativa, concluindo que Z. mobilis possui capacidade de gerar energia de forma aeróbica, 

havendo a hipótese de que o baixo crescimento e a aparente falta de fosforilação oxidativa em 

Z. mobilis em culturas aeradas pode ser devido ao acúmulo de acetaldeído (KALNENIEKS et 

al., 1993). Este é intermediário da produção de etanol por Z. mobilis (Figura 8), e sua 

conversão a partir de etanol gera NADH, o qual pode ser utilizado pela cadeia respiratória. O 

acetaldeído é um composto inibitório para crescimento desta bactéria em concentrações tão 

baixas quanto 0,05% (p/p) (WECKER; ZALL, 1987), o que explicaria o baixo crescimento 

em condições de aerobiose. Além disso, a aparente falta de fosforilação oxidativa em culturas 

aeradas pode ser causada pela atividade hidrolítica de ATP pela ATPase dependente de H+ 

(RUTKIS et al., 2014), como mencionado. 

Z. mobilis possui uma cadeia respiratória ramificada (KALNENIEKS et al., 1998), 

consistindo de uma NADH desidrogenase tipo II, uma coenzima Q10 e uma terminal oxidase 

citocromo bd como os maiores carreadores de elétrons (KALNENIEKS; BALODITE; 

RUTKIS, 2019). Atividades enzimáticas de glicose desidrogenase e lactato desidrogenase 

também são encontradas em preparados de membrana (SOOTSUWAN et al., 2008), que 

doam elétrons para a Q10, sendo que ainda há outros constituintes não identificados. Além 

disso, esta bactéria apresenta maiores taxas de respiração e de consumo de O2 que outros 

micro-organismos como E. coli e S. cerevisiae, sendo que a composição da sua cadeia 
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respiratória implicaria uma alta taxa de conversão de energia através do transporte de elétrons 

(KALNENIEKS, 2006). Estes fatos resultariam em maior rendimento celular em culturas 

aeróbicas do que anaeróbicas, porém sua produção de energia, como visto, não está voltada 

para o crescimento, sendo que este não é a única função na qual a cadeia respiratória de uma 

bactéria pode estar envolvida (POOLE; COOK, 2000). Assim, embora tenha uma alta 

capacidade respiratória, Z. mobilis não utiliza sua cadeia respiratória para fornecer energia 

para crescimento aeróbico da maneira típica de micro-organismos aeróbicos e anaeróbicos 

facultativos (STRAZDINA et al., 2012).  

Dessa forma, buscou-se elucidar qual seria o papel fisiológico da cadeia respiratória 

em Z. mobilis. É possível que sua rápida, embora energeticamente ineficiente cadeia 

respiratória, ajude a prevenir o estresse oxidativo em culturas com crescimento aeróbico 

(STRAZDINA et al., 2012). Também já foi relatado que a cadeia respiratória de Z. mobilis 

tem a função de manter uma baixa taxa NADH/NAD+ quando as células são expostas a 

estresses ambientais como salinidade (HAYASHI et al., 2015). Uma vez que a via ED requer 

muito NAD+ nas reações catalisadas pelas enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, a manutenção de uma baixa taxa NADH/NAD+ é 

crítica para o crescimento e produção de etanol em Z. mobilis. A NADH desidrogenase da 

cadeia respiratória diminui a taxa NADH/NAD+ pela oxidação de NADH acumulado causado 

pelo estresse salino (HAYASHI et al., 2015). 

Outros autores também discutem a interação da respiração com a via ED na 

diminuição da taxa NADH/NAD+ intracelular, de forma que a remoção de equivalentes 

redutores pela cadeia respiratória de Z. mobilis aceleraria o catabolismo fermentativo, 

aumentando a taxa de consumo de glicose (RUTKIS et al., 2016). Esta aceleração do fluxo na 

via ED é uma nova faceta ao papel fisiológico da respiração em Z. mobilis (RUTKIS et al., 

2016). Assim, apesar de Z. mobilis não utilizar a respiração para crescer, a presença de uma 

cadeia respiratória ativa implica que a respiração é vantajosa em algum momento do seu ciclo 

de vida, podendo este ser quando células famintas têm acesso a um pouco de glicose e a 

velocidade do influxo da glicose determina sua chance de sobrevivência (RUTKIS et al., 

2016).  

Além disso, sabe-se que a formação de flocos por micro-organismos auxilia na sua 

resistência a moléculas danosas no meio. Foi visto que a floculação em Z. mobilis é requerida 

para a viabilidade celular em meio mínimo aerado, sugerindo uma proteção contra algum 

aspecto do metabolismo aeróbico. A enzima NADH desidrogenase é importante para a 
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sobrevivência em meio mínimo aeróbico, relevando um papel fisiológico para esta enzima. 

Assim, a respiração aeróbica seria importante para a sobrevivência em meios naturais que são 

deficientes de fatores protetivos como os encontrados em meios complexos de laboratório 

(JONES-BURRAGE; KREMER; MCKINLAY, 2019).   

Ainda há outras hipóteses para a função da fosforilação oxidativa em Z. mobilis. Uma 

delas relata que a fosforilação oxidativa pode ser uma fonte de energia para a fase estacionária 

do crescimento, quando o açúcar presente no meio acabou e há acúmulo de etanol. A lenta 

oxidação deste metabólito pode ser parte do ciclo natural de Z. mobilis. Ademais, a produção 

de acetaldeído para inibir o crescimento de outros micro-organismos também é uma ideia, 

assim como a produção de etanol o é em condições anaeróbicas. Além disso, a presença de 

fosforilação oxidativa em Z. mobilis pode ser um resquício evolutivo. A cadeia respiratória 

pode também ter uma função protetiva, importante para a fixação de nitrogênio.  

(KALNENIEKS, 2006). De fato, mais recentemente descobriu-se que Z. mobilis é capaz de 

fixar N2, sendo que o crescimento na presença deste aumentou a produtividade específica de 

etanol. O carbono e os elétrons necessários para o processo de fixação de nitrogênio foram 

desviados da biossíntese, levando à diminuição do rendimento de biomassa. Os autores 

discutem que a limitação de nitrogênio imposta pela fixação de N2 leva a um desacoplamento 

ainda maior entre a glicólise e as reações de biossíntese (KREMER et al., 2015).  

Além disso, haveria uma coordenação entre a respiração e produção de etanol em Z. 

mobilis. Em condições aeróbicas, parte do NADH produzido pela via ED é oxidado pela 

cadeia respiratória, competindo com a enzima álcool desidrogenase (ADH) por este cofator, o 

que leva a um aumento de produção de acetaldeído e diminuição na produção de etanol nestas 

condições (KALNENIEKS, 2006).  Z. mobilis possui duas enzimas ADH, ADH I, que se liga 

a zinco, e ADH II, que se liga a ferro (NEALE et al., 1986). Se ambas as ADH catalisassem 

simultaneamente a síntese de etanol, a atividade da cadeia respiratória seria ineficiente para 

competir com a produção de etanol, uma vez que a velocidade máxima das ADH são maiores 

e apresentam Km menores para NADH do que a NADH oxidase da cadeia respiratória. No 

entanto, as isoenzimas operam em direções contrárias, uma vez que a ADH I é responsável 

por metade da sua atividade fisiológica (redução do acetaldeído) e ADH II conta por 90% da 

atividade de oxidar o etanol (NEALE et al., 1986), hipótese suportada pela incapacidade de 

células com o gene adhB (ADH II) deletado oxidar etanol (KALNENIEKS et al., 2006). 

Contudo, são necessários mais estudos para elucidar a coordenação entre respiração e 

produção de etanol em Z. mobilis (KALNENIEKS, 2006).  
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1.6.4 Genoma de Z. mobilis 

ZM4 foi a primeira linhagem de Z. mobilis a ter seu genoma sequenciado (SEO et al., 

2005), tendo sua anotação atualizada nos anos 2009 (YANG et al., 2009a) e 2018 (YANG et 

al., 2018). Neste período, outras linhagens selvagens também tiveram seus genomas 

sequenciados, como a NCIMB 11163 (KOUVELIS et al., 2009), a ATCC 10988 (ZM1) 

(PAPPAS et al., 2011), a ATCC 29192 (pertencente à subespécie Z. mobilis subsp. 

pomaceae) (KOUVELIS et al., 2011), a ATCC 29191 (ZM6) (DESINIOTIS et al., 2012), a 

CP4 (KOUVELIS et al., 2014) e a NRRL B-1960 (CHACON-VARGAS et al., 2017).  As 

sequências genômicas de linhagens derivadas ou recombinantes também foram publicadas, 

como a da linhagem NRRL B-12526, proveniente da ZM1, (CHEN et al., 2018) e as 

linhagens capazes de utilizar xilose 8b e 2032 (YANG et al., 2018), derivadas da ZM4.  

O pangenoma de Z. mobilis, que compreende o conjunto de genes de todas as 

linhagens de uma espécie, possui 1945 genes, incluindo 1428 genes essenciais e 517 genes 

acessórios, dentre estes 507 genes dispensáveis e 10 genes únicos de alguma linhagem. Os 

genes essenciais estão relacionados ao metabolismo de carboidratos, replicação, transcrição e 

tradução (CHEN et al., 2018). Ainda, a análise comparativa de oito linhagens (ZM4, CP4, 

ZM1, NRRL B-12526, ZM6, NRRL B-1960, NCIMB 11163 e ATCC 29192) revelou que 

elas compartilham um esqueleto cromossômico conservado, sendo que ZM4, NRRL-12526, 

CP4, NCIMB 1163 e NRRL B-1960 possuem 98% de identidade em toda sequência 

genômica. Plasmídeos e repetições CRISPR muito similares foram detectadas nessas 

linhagens (CHEN et al., 2018).  

A anotação da linhagem ZM4 mais recente relata que esta possui um genoma de 2,059 

Mb, que é 2392 pb maior que a anotação anterior. Esta inserção resultou na adição de duas 

ORFs ao genoma desta linhagem. Ainda, ZM4 possui quatro plasmídeos que estão em baixo 

número de cópias (~1 cópia por célula), mas que podem sofrer um pequeno aumento a 

depender das condições de cultivo. Seus tamanhos variam de 32 kb a 39 kb e contêm um total 

de 150 genes relacionados com sistemas de restrição, genes de fagos, sistemas de toxina-

antitoxina e transportadores associados a membrana, incluindo bombas de efluxo. Estas 

últimas podem desempenhar algum papel na tolerância a inibidores presentes em hidrolisados 

de biomassa lignocelulósica (YANG et al., 2018). 
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1.6.5 Tolerância de Z. mobilis a inibidores em hidrolisados lignocelulósicos 

A biomassa lignocelulósica representa uma relevante fonte de matéria prima para a 

manufatura de produtos de alto valor agregado de forma renovável. Contudo, sua utilização 

envolve uma etapa de pré-tratamento necessário devido à recalcitrância intrínseca deste 

material. Por meio dele, a recalcitrância do material lignocelulósico é rompida, resultando na 

quebra da lignina, degradação da hemicelulose e redução da polimerização e cristalinidade da 

celulose (BARUAH et al., 2018). Muitos tipos de pré-tratamento foram desenvolvidos, 

podendo ser eles físicos, químicos, físico-químicos ou biológicos, sendo que a utilização de 

um ou de outro depende do tipo de biomassa lignocelulósica empregada, uma vez que a 

composição de lignina, celulose e hemicelulose varia de uma espécie para outra. A 

desvantagem da utilização de pré-tratamentos é a geração de compostos inibitórios como 

furfural, 5-hidroximetilfurfural, ácidos fenólicos e aldeídos.  (BARUAH et al., 2018). Assim, 

embora o pré-tratamento seja necessário para tornar os carboidratos mais disponíveis para 

hidrólise enzimática e fermentação, o hidrolisado resultante contém substâncias inibitórias, 

apresentando efeitos negativos na função da membrana celular, crescimento e glicólise dos 

micro-organismos. Devido a estes efeitos inibitórios na produtividade e na formação do 

produto final, os inibidores podem ser um fator limitante na viabilidade da conversão da 

biomassa em produtos de alto valor agregado (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004).  

Os produtos formados pelo pré-tratamento dependem tanto da biomassa quanto das 

condições do pré-tratamento, como temperatura, tempo, pressão, pH, condições redox e 

adição de catalisadores. Produtos da degradação de açúcares como furfural (proveniente das 

pentoses) e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF - proveniente das hexoses) são formados em altas 

concentrações durante condições ácidas severas de pré-tratamento. Além disso, o ácido 

acético é ubíquo em hidrolisados hemicelulósicos. Ácidos hidroxicarboxílicos como ácido 

glicólico e láctico são produtos de degradação comuns em condições alcalinas. O ácido 

fórmico é um produto proveniente da degradação dos carboidratos e lignina, enquanto que o 

ácido levulínico é formado pela degradação do 5-HMF. Compostos fenólicos são formados 

pela solubilização e clivagem hidrolítica ou oxidativa da lignina, e incluem o 4-

hidroxibenzaldeído, o ácido 4-hidroxibenzoico, a vanilina, o álcool dihidroxiconiferílico, o 

aldeído coniferílico, o seringaldeído e o ácido seríngico (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 

2004).  

Dessa forma, a tolerância aos inibidores presentes em hidrolisados lignocelulósicos é 

um relevante fenótipo a ser considerado ao utilizar esta matéria prima na fermentação 
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microbiana. Neste sentido, linhagens mais tolerantes derivadas da ZM4 já foram 

desenvolvidas. Por meio de mutagênese, a ZM4 foi alterada de forma a ser mais tolerante ao 

acetato, dando origem à linhagem AcR (JOACHIMSTHAL et al., 1998). Adaptação em meio 

contendo ácido acético também foi utilizada para a geração de linhagens tolerantes, como é o 

caso da ZM6014 (CHEN et al., 2012). Por meio desta mesma estratégia, outras linhagens 

foram isoladas, a ZMA7-2 e ZMF3-3, tolerantes a ácido acético e furfural, respectivamente 

(SHUI et al., 2015). Utilizando mutagênese e genome shuffling, também foram obtidas as 

linhagens 532 e 533, as quais são mais resistentes a ácido acético e furfural (WANG et al., 

2019).  

Por meio de abordagens transcriptômicas, é possível analisar o perfil de expressão sob 

determinadas condições de estresse, sendo estes dados valiosos para o entendimento dos 

mecanismos moleculares relacionados à tolerância em determinada condição e para a 

engenharia metabólica visando ao desenvolvimento de linhagens tolerantes. Neste sentido, 

alguns estudos buscando investigar o transcriptoma de Z. mobilis na presença de inibidores 

presentes em hidrolisado de biomassa lignocelulósica, como furfural (HE et al., 2012) e 

aldeídos fenólicos (YI et al., 2015) foram realizados, sendo encontrados diversos genes com a 

expressão alterada. Em geral, são encontrados “up-regulados” genes codificadores de 

redutases, possivelmente responsáveis pela conversão destes inibidores em compostos menos 

inibitórios, e genes codificadores de transportadores, responsáveis pelo o efluxo de 

substancias tóxicas. Estes genes podem ser alvo para a engenharia metabólica de Z. mobilis 

objetivando a construção de linhagens mais tolerantes aos inibidores presentes em hidrolisado 

de biomassa lignocelulósica.  

 

1.6.6 Aplicações biotecnológicas de Z. mobilis 

Conforme mencionado, Z. mobilis demonstra potencial para a sua aplicação como 

plataforma para a produção de etanol e de outros produtos de alto valor agregado, 

apresentando vantagens como não necessitar da adição controlada de oxigênio para manter a 

viabilidade celular; alta tolerância ao etanol, podendo chegar a 16% (v/v); seu pequeno 

genoma, o que facilita sua manipulação genética, sendo que linhagens resistentes aos 

compostos inibitórios encontrados em hidrolisados derivados de biomassa lignocelulósica já 

foram isolados a partir deste material (ROGERS et al., 2007), podendo este ser utilizado 

como fonte de carbono. Além disso, como discutido, linhagens ainda mais resistentes já foram 

desenvolvidas, demonstrando a possibilidade de utilizar este tipo de material por Z. mobilis.  
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Apesar destas vantagens, sua utilização ainda é restrita pelo fato de ter uma limitada 

utilização de substratos, uma vez que Z. mobilis só é capaz de utilizar as hexoses glicose, 

frutose e sacarose (ROGERS et al., 2007), sendo que a capacidade de metabolizar pentoses é 

de particular importância na utilização de biomassa lignocelulósica, uma vez que a 

degradação da hemicelulose libera estes açúcares. Assim, linhagens recombinantes já foram 

desenvolvidas para aumentar a variedade de substratos utilizados. Para o desenvolvimento de 

uma linhagem capaz de fermentar xilose, ZHANG et al. (1995) expressou os genes de E. coli 

xylA (xilose isomerase), xylB (xiluluquinase), tktA (transcetolase) e talB (transaldolase) em Z. 

mobilis, tornando esta capaz de crescer em xilose como única fonte de carbono e de produzir 

etanol a partir desta. Em uma mistura de glicose e xilose, ambos os açúcares foram 

fermentados, sendo um marco no desenvolvimento de um bioprocesso que envolve a 

cofermentação mista de açúcares. Além disso, uma linhagem de Z. mobilis capaz de fermentar 

arabinose foi também desenvolvida (DEANDA et al., 1996), sendo a linhagem recombinante 

capaz de produzir etanol a partir de arabinose com rendimento de 98% do máximo teórico 

relativo à quantidade de açúcar consumido. Anos após estes trabalhos pioneiros, a estratégia 

de adaptação metabólica foi utilizada para melhorar a fermentação de xilose em linhagens 

modificadas. A linhagem adaptada foi capaz de fermentar mais rapidamente a xilose, tendo 

uma menor formação de xilitol, uma maior tolerância a este composto e uma maior atividade 

da xilose isomerase (AGRAWAL; MAO; CHEN, 2011).  

O desenvolvimento de linhagens para a utilização de celulose por Z. mobilis também 

foi almejado. Endoglicanases de Cellulomonas uda (MISAWA; OKAMOTO; NAKAMURA, 

1988), Pseudomonas fluorescens (LEJEUNE; EVELEIGH; COLSON, 1988), Bacillus 

subtilis (YOON; PACK, 1988) e Erwinia chrysanthemi (BRESTIC-GOACHET et al., 1989) 

foram expressas com sucesso em Z. mobilis, embora tenham atingido uma baixa atividade. 

Posteriormente, o gene da β-glicosidase de Ruminococcus albus (YANASE; NOZAKI; 

OKAMOTO, 2005) e de Bacillus polymyxa (LUO; BAO, 2015) também foram expressos, 

sendo as linhagens recombinantes capazes de utilizar celobiose. Outras duas endoglicanases 

de Acidothermus cellulolyticus (LINGER; ADNEY; DARZINS, 2010) e Enterobacter 

cloacae (VASAN et al., 2011) também foram expressas, sendo a segunda capaz de produzir 

etanol a partir de CMC (carboximetilcelulose). Em estudo mais recente, uma glicosil 

hidrolase com atividade de β-glicosidase de C. crescentus foi expressa em Z. mobilis, e após 

adaptação em celobiose, a linhagem recombinante foi capaz de converter 50% da celobiose 

em glicose em 24 h, sendo esta utilizada para crescimento e produção de etanol 
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(KURUMBANG et al., 2020). Embora ainda prematuros, estes trabalhos mostram o potencial 

de Z. mobilis de expressar genes celulolíticos e de produzir etanol a partir de substratos 

celulósicos, sendo que o ápice deste desenvolvimento seria uma linhagem capaz de expressar 

os três tipos de celulases necessários para degradar o material celulósico (endocelulase, 

exocelulase e β-glicosidase) de forma a realmente utilizar a celulose como fonte de carbono. 

Além disso, um sistema de secreção de amilase também já foi desenvolvido em Z. mobilis 

possibilitando a utilização de substratos amiláceos para a produção de etanol (WU et al., 

2014).   

Embora muitos estudos tenham focado no desenvolvimento de linhagens que 

exploram a alta capacidade de Z. mobilis na produção de etanol, esta bactéria também 

apresenta características interessantes para a produção de outros produtos de alto valor 

agregado, como a alta taxa de consumo de açúcares e um TCA incompleto, como já 

mencionado, podendo este ser redirecionado para a produção de outras moléculas que não o 

etanol e lactato. Por exemplo, Z. mobilis já foi modificada para a produção de β-caroteno 

(MISAWA; YAMANO; IKENAGA, 1991) e dos combustíveis 2,3-butanediol (YANG et al., 

2016) e isobutanol (QIU et al., 2020). Também com o interesse de desviar o metabolismo de 

Z. mobilis do etanol para outros produtos de alto valor agregado, o gene pdc foi deletado, 

sendo a linhagem resultante capaz de produzir maiores quantidades de succinato, um ácido 

dicarboxílico intermediário do ciclo do ácido cítrico com aplicações industriais importantes 

(SEO et al., 2009). De fato, por meio da análise in silico da rede metabólica de Z. mobilis, foi 

relatado que o pdc é um dos alvos de deleção para o aumento de produção deste composto 

(LEE et al., 2010).  

Além disso, a produção nativa de outros compostos de interesse também já foi 

explorada em Z. mobilis. A presença da enzima levanasacarase nesta bactéria leva à produção 

do polímero de frutose levana, sendo que a deleção do gene sacC permite a sua produção em 

níveis ainda maiores (SENTHILKUMAR et al., 2004). Ela também já foi cogitada para a 

fermentação de massas na indústria alimentícia em substituição à levedura S. cerevisiae 

(MUSATTI et al., 2018). Ademais, Z. mobilis possui uma enzima única denominada glicose-

frutose oxidorredutase (GFOR), cuja atividade é capaz de converter glicose e frutose em 

gliconolactona e sorbitol, respectivamente (ZACHARIOU; SCOPES, 1986). Ainda, a 

gliconolactona é espontaneamente convertida em ácido glicônico, de forma que a simultânea 

produção destes dois compostos, o ácido glicônico e sorbitol, já foi realizada utilizando Z. 

mobilis (FERRAZ; BORGES; ALVES, 2000; SILVA-MARTINEZ et al., 1998; SILVEIRA 
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et al., 1999). Misturas de frutose e de diferentes aldoses (glicose, maltose, galactose e lactose) 

também foram avaliadas na produção dos seus respectivos ácidos orgânicos, sendo alcançadas 

produções de 0,64, 0,57, 0,51 e 0,51 mol L-1 respectivamente (MALVESSI et al., 2013). 

Devido à importância do ácido lactobiônico nas indústrias farmacêutica e cosmética, a 

produção deste ácido foi investigada em células imobilizadas de Z. mobilis, sendo alcançada 

uma conversão de 510 mol L-1 de ácido lactobiônico, cujo processo apresenta potencial para a 

produção em escala industrial (CARRA et al., 2020). Demonstra-se assim, o potencial de Z. 

mobilis na produção de ácidos orgânicos.  

Dessa forma, devido às possibilidades de expandir os substratos utilizáveis por Z. 

mobilis, de gerar de mutantes tolerantes a diversos compostos e de converter o metabolismo 

para produtos de alto valor agregado, Z. mobilis demonstra potencial para tornar-se uma 

plataforma para a produção de materiais de interesse industrial.  
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2. Objetivos  

 

2.1 Objetivo Geral 

Realizar a engenharia metabólica de Zymomonas mobilis para o desenvolvimento de 

linhagens produtoras de ácidos orgânicos utilizando xilose como substrato.  

 

2.2 Objetivos Específicos  

1) Expressar o gene CAD1 em Z. mobilis e avaliar a produção de ácido itacônico a 

partir de xilose; 

2) Testar a funcionalidade de diferentes genes XDH em Z. mobilis para a produção 

de ácido xilônico a partir de xilose; 

3) Realizar a deleção dos genes ZMO0976 e ZMO1237; 

4) Expressar o transportador xylE e derivados mutantes; 

5) Avaliar a produção de ácido xilônico na linhagem resultante;  

6) Avaliar a produção de ácido xilônico a partir de xilose e hidrolisado de cana-de-

açúcar em biorreator. 
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3. Estratégia Experimental  

 

A estratégia para a execução deste trabalho está apresentada na Figura 9. 

 

 

 

Figura 9. Estratégia experimental adotada para o presente trabalho. 
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4. Materiais e Métodos  

 

4.1 Micro-organismos 

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Z. mobilis, linhagem ZM4 

(ATCC 31821). Para as etapas de clonagem molecular, foi empregada a bactéria E. coli, cujas 

linhagens utilizadas e seus respectivos genótipos estão descritos na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho 

Linhagem Genótipo Utilização 

DH5α 

F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 

relA1 λ- 

Clonagem de DNA 

XL10-Gold 

Tetr Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mr)173 endA1 

supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ 

proAB lacIq ZΔM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 

Clonagem de DNA 

DH10B 

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 

Δ(ara, leu)7697 galU galK rpsL nupG λ- 

Clonagem de DNA 

JM110 

rpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx 

dam dcm supE44 ∆(lac-proAB) [F´ traD36 proAB 

lacIq Z∆M15] 

Desmetilação de 

plasmídeos 

 

4.2 Genes heterólogos expressos em Z. mobilis 

Em estudo anterior, genes putativos codificadores de XDH foram identificados por 

meio da construção de uma árvore filogenética feita a partir de dois genes já conhecidos e 

utilizados na literatura: xylB de C. crescentus e xyd1 de T. reesei (ALMEIDA et al., 2019). 

Além da avaliação destes dois genes em Z. mobilis, outros cinco identificados pelo estudo 

citado foram escolhidos para expressão heteróloga nesta bactéria. Assim, os genes XDH 

expressos em Z. mobilis estão apresentados na Tabela 3.   
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Tabela 3. Genes XDH expressos em Z. mobilis.  

Referência da Proteína Proteína Codificada Micro-organismo de origem 

WP_013270350.1 D-xilose 1-desidrogenase Brevundimonas subvibrioides 

WP_019016846.1 oxirredutase da família SDRa Halomonas lutea 

WP_010918706.1 D-xilose 1-desidrogenase Caulobacter crescentus 

WP_009605364.1 oxirredutase da família SDRa 
alfaproteobactéria não 

classificada 

ABE37211.1 D-xilose 1-desidrogenase Paraburkholderia xenovorans 

XP_006961719.1 D-xilose 1-desidrogenase Trichoderma reesei 

XP_007915223.1 
NADP: D-xilose 

desidrogenase putativa 
Phaeoacremonium minimum 

a Família SDR: desidrogenases ou redutases de cadeia curta 

 

A fim de facilitar o entendimento, neste trabalho foi utilizada a seguinte nomenclatura 

para os genes: BS para a XDH de B. subvibrioides, HL para a XDH de H. lutea, CC para a 

XDH de C. crescentus, AP para a XDH de alfaproteobactéria não identificada, BX para a 

XDH de P. xenovorans, TR para a XDH de T. reesei e TM para a XDH de P. minimum. Os 

genes foram sintetizados pela empresa GenOne, sendo disponibilizados clonados em vetores 

pMA-T.  

Outros genes também expressos em Z. mobilis foram sintetizados pela empresa IDT 

(Integrated DNA Technologies), sendo eles: o gene CAD1 (referência GenBank AB326105.1), 

codificador da enzima cis-aconitato descarboxilase, de A. terreus; o gene Bxe_C1362 

(referência GenBank ABE37210.1), codificador da enzima xilonolactonase, de P. xenovorans; 

e o gene xylE (referência GenBank CAD6020582.1), codificador de um transportador de 

xilose, de E. coli, este portando as mutações Q175A e G388A.  
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4.3 Meios de cultura e cultivo celular 

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de E. coli estão descritos a seguir.  

 

• Meio LB (Luria-Bertani):  

    

 

  

 

O pH foi ajustado para 7,2 com adição de NaOH. 

 

• Meio SOB (Super Optimal Broth):  

 

Triptona 2,00% (m/v) 

Extrato de levedura  

 

0,50% (m/v) 

NaCl       

 

0,06% (m/v) 

KCl       

 

0,05% (m/v) 

MgCl2       

 

10 mmol/L 

MgSO4       

 

10 mmol/L 

As soluções de MgCl2 e MgSO4 foram esterilizadas separadamente por filtração em 

membrana de 0,22 μm e adicionadas ao meio previamente ao uso.  

 

Para o meio sólido, foi adicionado ágar a 1,5% (m/v). As temperaturas de incubação 

foram de 37 °C ou 30 °C, conforme explicado no tópico 4.9. O crescimento em meio líquido 

ocorreu com rotação de 200 rpm.  

 

Para o cultivo de Z. mobilis, foi utilizado o meio RM: 

Glicose        

 

2,0% (m/v) 

Extrato de levedura    

 

1,0% (m/v) 

(NH4)4SO4       

 

0,1% (m/v) 

MgSO4·7H2O    0,1% (m/v) 

KH2PO4       

 

0,2% (m/v) 

O pH foi ajustado para 6,0 com adição de KOH.  

Peptona de caseína 1,0% (m/v) 

NaCl         1,0% (m/v) 

Extrato de levedura    0,5% (m/v) 
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Para meio sólido, foi adicionado ágar a 1,5% (m/v). A temperatura de incubação foi de 

30 °C. O crescimento em meio líquido ocorreu com rotação de 200 rpm. 

Todos os meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 

20 min previamente à sua utilização. 

 

4.4 Soluções  

Para o preparo de células de E. coli competentes, foram utilizadas as seguintes 

soluções:  

• Tampão de transformação I:  

 

RbCl         

 

1,20% (m/v) 

MnCl2·4H2O      

 

0,99% (m/v) 

Acetato de Potássio     

 

0,03 mol/L 

CaCl2·2H2O     

 

0,15% (m/v) 

Glicerol        

 

15,00% (m/v) 

O pH da solução foi ajustado para 5,8 com ácido acético 0,2 M, sendo esta esterilizada 

por filtração com membrana de 0,22 μm. 

 

• Tampão de transformação II:  

 

MOPS       

 

0,02 mol/L 

RbCl        

 

1,20% (m/v) 

CaCl2·H2O    

 

1,10% (m/v) 

Glicerol      

 

15,00% (m/v) 

O pH da solução foi ajustado para 6,8 com NaOH, sendo esta esterilizada por filtração 

com membrana de 0,22 μm.  

 

Os antibióticos utilizados durante as etapas de seleção de transformantes de E. coli e Z. 

mobilis estão listados na Tabela 4 com suas respectivas concentrações a depender do micro-

organismo utilizado.  
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Tabela 4. Antibióticos utilizados neste trabalho.  

Antibiótico 

Concentração de uso (µg/mL) 

E. coli Z. mobilis 

Cloranfenicol 30 100 

Espectinomicina 50 200 

Ampicilina 100 - 

Canamicina  50 350 

 

Os antibióticos foram preparados em H2O MilliQ, com exceção do cloranfenicol que 

foi preparado em etanol absoluto. Todos os antibióticos foram esterilizados por filtração em 

membrana de 0,22 µm.  

 

Para a extração de plasmídeos por lise alcalina a partir de E. coli, foram utilizadas as 

seguintes soluções:  

 

• Solução I:  

Tris-HCl (pH 8,0)    1,0 mmol/L 

EDTA      

 

0,1 mmol/L 

 

• Solução II:  

NaOH 0,2 mol/L 

SDS    

 

1,0% (m/v) 

 

• Solução III:  

Acetato de sódio 3 mol/L 

Ácido acético   

 

2 mol/L 

O pH desta solução foi ajustado para 5,0.   
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A análise de fragmentos de DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose 

1,0% utilizando-se para coloração brometo de etídio (solução de uso de 200 µg/mL) ou 

SybrGold (InvitrogenTM – utilizado de acordo com as instruções do fabricante). O tampão de 

corrida utilizado foi o Tris-Acetato EDTA (TAE), cuja composição 50X é: Tris-Acetato 2 M e 

EDTA 50 mM (pH 8,0). Já o tampão de amostra foi preparado da seguinte maneira (6X): 

glicerol (30% v/v) e azul de bromofenol ou xileno cianol (0,25% m/v). Os marcadores de 

massa molecular utilizados foram: 2-Log DNA Ladder (NEB), 1 kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen), 1 kb Ladder (Sinapse), 1 kb DNA Ladder (NEB) e 1 kb DNA Ladder (Promega).  

  

4.5 Enzimas de restrição  

Para os procedimentos de clonagem molecular e confirmação das clonagens, as 

moléculas de DNA foram digeridas com as seguintes enzimas de restrição: NdeI (NEB ou 

Thermo Scientific), BglII (NEB), SacII (NEB). XhoI (Jena Biosciences), BamHI (Jena 

Biosciences), EcoRV (NEB), SacI (NEB ou Promega), KpnI (NEB), XbaI (Roche), HpaI 

(NEB), XcmI (NEB), EcoRI (NEB), SphI (NEB), SalI (NEB) e NcoI (NEB ou Promega), as 

quais foram utilizadas de acordo com as especificações dos fabricantes.  

 

4.6 Vetores  

Para a clonagem dos genes a serem expressos em Z. mobilis, foram utilizados os 

vetores da série pBBR1MCS (KOVACH et al., 1995), sendo empregados o pBBR1MCS1, 

cuja marca de resistência a antibiótico é cloranfenicol e o pBBR1MCS2, cuja marca de 

resistência a antibiótico é canamicina. Ambos os vetores apresentam as mesmas 

características, diferindo apenas no gene de resistência. Sua origem de replicação é 

promíscua, sendo funcional tanto em E. coli quanto em Z. mobilis. O mapa de restrição do 

vetor pBBR1MCS1 está apresentado na Figura 10. Além disso, o vetor pBBR1MCS1 já havia 

sido modificado para conter o promotor e o terminador do gene nativo de Z. mobilis pdc 

(ZMO1360) entre os sítios de restrição XbaI e XhoI. Já o vetor pBBR1MCS2 foi modificado 

neste trabalho para conter as mesmas regiões regulatórias utilizando os sítios de restrição 

SacII e XhoI. 
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Para a construção dos cassetes de deleção, o esqueleto do vetor pPCV (JANNER et 

al., 2013) (Figura 11) foi utilizado. Embora sua origem de replicação seja funcional em E. 

coli, ela não possibilita sua replicação em Z. mobilis, sendo então um vetor suicida neste 

micro-organismo. Esta característica permite que os transformantes tenham o DNA de 

interesse integrado no seu genoma. Os cassetes de deleção foram clonados entre os sítios de 

restrição SacI e KpnI. A Tabela 5 contém todos os plasmídeos utilizados e construídos neste 

trabalho. 

 

Figura 10. Mapa de restrição do vetor pBBR1MCS1, utilizado para a expressão gênica 

em Z. mobilis.  

 

 

Figura 11. Mapa de restrição do vetor pPCV, utilizado para a construção de cassetes de 

deleção para Z. mobilis.  
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Tabela 5. Plasmídeos utilizados e construídos neste trabalho.  

Plasmídeo Descrição Referência 

pBBR1MCS1 Vetor utilizado para a expressão de genes em 

Z. mobilis; CmR 
(KOVACH et al., 1995) 

pBBR1MCS2 Vetor utilizado para a expressão de genes em 

Z. mobilis; KanR 
(KOVACH et al., 1995) 

pPCV Vetor utilizado para a construção dos cassetes 

de deleção.  
(JANNER et al., 2013) 

pB1-XDH BS pBBR1MCS1 contendo o gene XDH BS para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH HL pBBR1MCS1 contendo o gene XDH HL para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH CC pBBR1MCS1 contendo o gene XDH CC para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH AP pBBR1MCS1 contendo o gene XDH AP para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH BX pBBR1MCS1 contendo o gene XDH BX para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH TR pBBR1MCS1 contendo o gene XDH TR para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-XDH TM pBBR1MCS1 contendo o gene XDH TM para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB1-CreA pBBR1MCS1 contendo o gene da Cre 

recombinase para expressão.  
Este trabalho. 

pB1-recET pBBR1MCS1 contendo os genes recE e recT 

para expressão.  
Este trabalho.  
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Tabela 5. Continuação. 

Plasmídeo Descrição Referência 

pB1-BXL pBBR1MCS1 contendo os genes XDH BX e XL para 

expressão.  
Este trabalho. 

pB2-CAD1 pBBR1MCS2 contendo o gene CAD1 para expressão. Este trabalho.  

pB1-pBADcad1 pBBR1MCS1 contendo o gene CAD1 para expressão 

induzida por arabinose. 
Este trabalho. 

pB2-xylE pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE selvagem para 

expressão. 
Este trabalho. 

pB2-xylE175 pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para 

expressão. 
Este trabalho. 

pB2-xylE388 pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para 

expressão. 
Este trabalho. 

pB2-xylEM pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para 

expressão. 
Este trabalho. 

pB1-BX xylE pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE selvagem 

para expressão.  
Este trabalho.  

pB1-BX xylE175 pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado 

para expressão.  
Este trabalho.  

pB1-BX xylE388 pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado 

para expressão.  
Este trabalho.  

pB1-BX xylEM pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado 

para expressão.  
Este trabalho.  

pV-Δ0976X pPCV contendo o cassete de deleção do gene 

ZMO0976 e o operon com os genes xylA e xylB de E. 

coli.  

Este trabalho. 



41 

 

Tabela 5. Continuação 

Plasmídeo Descrição Referência 

pV-Δ1237T pPCV contendo o cassete de deleção do gene ZMO1237 e 

o operon com os genes talB e tktA de E. coli.  
Este trabalho. 

pV-Δ0976 pPCV contendo o cassete de deleção do gene ZMO0976. Este trabalho. 

pV-Δ1237 pPCV contendo o cassete de deleção do gene ZMO1237. Este trabalho. 

 

 

4.7 Amplificação de DNA por PCR 

Os primers utilizados para as reações de PCR realizadas neste trabalho estão listados 

nas Tabelas 6, 7 e 8. As amplificações de genes e de regiões de homologia com o genoma de 

Z. mobilis foram realizadas utilizando-se as enzimas iProof High-Fidelity DNA Polymerase 

(Bio-Rad), Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific), Q5 High-Fidelity 

DNA Polymerase (NEB) ou Taq DNA Polymerase (NEB). Já as reações de PCR 

confirmatórias foram realizadas utilizando-se as polimerases Taq DNA Polymerase 

recombinante (Invitrogen), Taq DNA Polymerase recombinante (Thermo Scientific) ou 

MyTaq Mix (Bioline). Todas as enzimas foram utilizadas de acordo com as instruções do 

fabricante.  

A construção dos vetores contendo os genes XDH e recE e recT envolveu suas 

amplificações de maneira a possuírem homologia com o vetor pBBR1MSC1 contendo o 

promotor e terminador do gene pdc digerido com as enzimas NdeI e BglII. A amplificação 

dos genes recE e recT foi realizada a partir do genoma da linhagem DH10B de E. coli, assim 

como amplificação do gene xylE selvagem. Para a montagem do vetor contendo este último, 

também foram amplificadas as regiões promotora e terminadora do gene pdc do genoma de Z. 

mobilis. Estes fragmentos foram amplificados de maneira a possuírem homologia com o vetor 

pBBR1MCS2 digerido com as enzimas SacII e XhoI, assim como uns com os outros para 

montagem do plasmídeo. A construção dos vetores contendo os operons do gene BX com 

diferentes versões do gene xylE também se deu por meio de suas amplificações de forma a 

terem regiões de homologia com o vetor pB1-XDH BX digerido com BglII.  

Para a montagem do vetor contendo o gene CAD1 sob controle do promotor pBAD, os 

fragmentos necessários (gene CAD1 e promotor pBAD juntamente com a região codificadora 
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da proteína araC) foram amplificados para conterem regiões de homologia um com o outro e 

com o vetor pBBR1MCS1 contendo o promotor e terminador do gene pdc digerido com as 

enzimas XbaI e BglII. Da mesma maneira, os fragmentos necessários para a construção dos 

cassetes de deleção dos genes ZMO0976 e ZMO1237 contendo ou não os operons de 

metabolismo de xilose também foram amplificados de maneira a terem homologia uns com os 

outros assim como com o vetor pPCV digerido com SacI e KpnI.  

 

Tabela 6. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados para a construção dos vetores contendo 

os genes XDH e CAD1.  

Primer Sequência (5’ → 3’) 

XDH BS-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGTCCGGTGCTGT

TTACCC 

XDH BS-R 
GCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTATCTCCAACCAGC

GTCAACGA 

XDH HL-F 
AGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGACTCACCCATCTGCT

AGATAC 

XDH HL-R 
CTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTAACCCCAACCACCAT

CAACTG 

XDH CC-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGTCCTCTGCTAT

CTACCCATCC 

XDH CC-R 
TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTATCTCCAACCA

GCGTCAATCC 

XDH AP-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGTTAACGCTG

GTAACAGAACTGG 

XDH AP-R 
TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTAAACCCAACCA

CCGTCAACGATG 

XDH BX-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGTACTTGTTGTC

CTACCCAGAGC 
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Tabela 6. Continuação.  

Primer Sequência (5’ → 3’) 

XDH BX-R 
TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTATTCACCGTACC

AACCAGCGTC 

XDH TR-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGCTTCTGGTAA

CCCATAC 

XDH TR-R 
TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACTGGTTACCAG

TGTTCAATG 

XDH TM-F 
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGCTCCATACAC

TGCTAAG 

XDH TM-R 
TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACTTTCTACCAG

TGTTCAATGG 

araC-pBAD-F 
GGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGATTATGACA

ACTTGACGGCTAC 

araC-pBAD-R 
CACCGGATTTTGCGTTACTGTCGGCTGATTGCTTTGTCATCAGTAGAGA

GTTGCGATAAAAAG 

cad1-pBAD-F 
GCGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGATGACAAA

GCAATCAGCCGAC 

cad1-pBAD-R 
GCTTTTCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTAAACAAG

AGGAGATTTTACAGGAC 
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Tabela 7. Sequências de oligonucleotídeos utilizados para a construção dos vetores contendo 

o gene xylE.  

Primer Sequência (5’ → 3’) 

xylE-F 
CCTGATTCAGACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCACATATGATG

AATACCCAGTATAATTCCAG 

xylE-R 
GGCTTTTCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAGGATCCTTACAGCGT

AGCAGTTTGTTG 

pPDCxylE-F 
GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGCGGT

ATAATATCTGTAACAG 

pPDCxylE-R 
GAAAATATATAACTGGAATTATACTGGGTATTCATCATATGTGCTTACT

CCATATATTCAAAAC 

tPDCxylE-F 
ACCGGAAACGAAGAAAACACAACAAACTGCTACGCTGTAAGGATCCTT

TTTAAATAAACTTAGAGCTTAAGG 

tPDCxylE-R 
CCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGTT

CTTTTTATCGGTCAAGAG 

Frag1xylE-R 
TCCGACAATAATGGTCTGCAACAGCGCGATATCCGTGCTGGCCCCCAGC

GTTTT 

Frag2xylE-F 
GTGTTCAAAACGCTGGGGGCCAGCACGGATATCGCGCTGTTGCAGACC

ATTATT 

xylEop-F 

CTGGTTGGTACGGTGAATAACGGCTAACTGTGCAGTCCGTTGGCCCGGT

TATCGGTAGCGATACCGGGCATTTTTTTAAGGAACGATCGATATGAATA

CCCAGTATAATTCCA 

xylEop-R TTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACAGCGTAGCAGTTTGTT 
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Tabela 8. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados para a construção dos vetores contendo 

os cassetes de deleção com ou sem os operons de metabolismo de xilose, os genes recE, recT 

e cre e para confirmações. 

Primer Sequência (5’→ 3’) 

UP-pV-F CTATAGGGCGAATTGGGTACCCGCCATCCAAAAAATGG 

UP-Res-R ACGAAGTTATCAGAAACTCTCCACATTTTTTAAAAAAG 

UPxr-R 
CATGATATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCAGAAACTC

TCCACATTTT 

Res-UP-F AGAGTTTCTGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACG 

Res-DW-R ATATCCGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACG 

Resxr-F 
CAAAACAGGGGTCTTTTTTAAAAAATGTGGAGAGTTTCTGATAACTTCG

TATAATGTATGCTATAC 

Resxr-R 
CAAAACATCATTACGATAGGATTCGGGTTGTTGATCGAACATAACTTCG

TATAGCATACA 

DW-Res-F ACGAAGTTATGGATCCGAGCGGATATAAAACAAGC 

DWxr-F 
GGTAGATATGGAGATCGTTATGAAAACCTCAAAGACTGTGGAGCGGAT

ATAAAACAAGC 

DW-pV-R AGGGAACAAAAGCTGGAGCTCTAATATGTTGGCTTGGGTG 

Op-xr-F 
AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTTCGATCA

ACAACCCGAAT 

Op-xr-R 
CCCTGTCTTGCGACAGTGACGGCTTGTTTTATATCCGCTCCACAGTCTTT

GAGGTTTTCA 

UPldh-F 
GCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGAAAGATCG

TTACTTCCTTA 

UPldh-R 
CATGATATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGACACCCT

CTTGAAAAG 
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Tabela 8. Continuação.  

Primer Sequência (5’→ 3’) 

Resldh-F 
CATATCTTTTTTCTTCAAAAAACTTTTCAAGAGGGTGTCTATAACTTCG

TATAATGTATGCTATAC 

Spcldh-R 
GATCATTATGATCTTCAAAAGGTTAATTGTCGCTTGTCTAATAACTTC

GTATAGCATACA 

Resldh-R 
CAAAACATCATTACGATAGGATTCGGGTTGTTGATCGAACATAACTTC

GTATAGCATACA 

DWldh_Spc-F 
AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGACAAG

CGACAATTAACC 

DWldh-F 
TCGGCGACCTTTTTTATTACCTTGATAATGTCCGTTTGCGTAGACAAG

CGACAATTAAC 

Dwldh-R 
CGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCAAAATAC

GCCTAAAAAAGTT 

Op-tal-F 
AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTTCGATC

AACAACCCGAAT 

Op-tal-R 
GATCATTATGATCTTCAAAAGGTTAATTGTCGCTTGTCTACGCAAACG

GACATTATCAAG 

UP-F CTATCAGTCGTCCCTTATATGGTCT 

DW-R CTCCTTTTGGGTGCGGCG 

Cldh-F TCGTTAAGCATCTGTCGAAA 

Cldh-R GATTACGATCCAGAAAGTTATAAAAAC 

Spec-F GGCGGTTTTCATGGCTTGTT 

Spec-R GTCGTTGATCAAAGCTCGCC 

Cre-F AGATCTCTAATCGCCATCTTCCAGCAG 
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Tabela 8. Continuação.  

Primer Sequência (5’ → 3’) 

Cre-R CATATGATGTCCAATTTACTGACCGTACACCAAAT 

ZMET-F TTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGATCCCGTAATCGTAGAAGACA 

ZMET-R CTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTCTATTCCTCTGAATTATCGATTACAC 

 

4.8 Preparo de células bacterianas competentes  

As linhagens DH5α, XL10-Gold, DH10B e JM110 foram utilizadas para os 

procedimentos de clonagem e desmetilação, como indicado na Tabela 2. Para o preparo de 

células competentes, estas foram retiradas de um estoque armazenado a -80 °C, estriadas em 

placas de meio LB e incubadas a 37 °C por um período de 16 a 18 h. Uma colônia isolada foi 

inoculada em 10 mL de meio SOB e submetida à agitação de 200 rpm a 37 °C por 16 horas. 

Dois mililitros deste pré-inóculo foram inoculados em 100 mL de meio SOB e incubados a 

37 °C sob agitação de 200 rpm por aproximadamente uma hora até atingir OD600 de 0,3. Após 

o crescimento, a cultura foi resfriada em banho de água-gelo com etanol por 15 min, sendo 

então as células coletadas por centrifugação a 3000 x g por cinco minutos a 4 °C. As células 

foram ressuspendidas em 32 mL de tampão de transformação I e incubadas em banho de 

água-gelo com etanol por 15 min. A cultura foi novamente coletada sob as mesmas condições 

e ressuspendida em 4 mL de tampão de transformação II. Foram feitas alíquotas de 100 µL, as 

quais foram armazenadas em freezer a -80 °C para uso posterior.  

 

4.9 Construção de plasmídeos e transformação de E. coli  

Os plasmídeos contendo os diferentes genes XDH e recET foram construídos por meio 

da clonagem destes como fragmento NdeI e BglII no vetor PBBR1MSC1 digerido com as 

mesmas enzimas de restrição e já contendo o promotor e terminador do gene pdc. As 

clonagens foram realizadas utilizando-se o mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly 

(NEB) ou In-Fusion HD EcoDry (Clontech), cujas reações foram utilizadas para transformar 

células da linhagem DH5α. Para tanto, as alíquotas de células competentes foram retiradas do 

freezer -80 °C e incubadas em gelo por cinco minutos. Após, foi adicionado o DNA, sendo a 

mistura incubada em gelo por 30 minutos. Em seguida, foi dado o choque térmico a 42 ºC por 

90 segundos e as células foram recuperadas adicionando-se 900 μL de meio LB e incubando-
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as por uma hora a 37 °C. Após o período de recuperação, as células foram semeadas em meio 

LB ágar contendo o antibiótico cloranfenicol para a seleção (30 μg/mL) e incubadas a 37 °C 

por um período de 16 a 18h.  

O vetor contendo o gene CAD1 foi construído utilizando o mix de enzimas NEBuilder 

HiFi DNA Assembly (NEB). Desta forma, o gene foi sintetizado tendo seu códon otimizado 

para Z. mobilis, sendo o fragmento sintetizado de forma a conter o promotor e terminador do 

gene pdc e regiões de homologia com o vetor pBBR1MSC2 digerido com as enzimas SacII e 

XhoI. A reação de assembly foi utilizada para transformar células XL10-Gold como descrito 

anteriormente, sendo que o antibiótico utilizado para seleção foi a canamicina. Para a 

construção do vetor contendo o gene CAD1 sob controle do promotor pBAD, estes foram 

amplificados e ligados no vetor pBBR1MCS1 contendo o promotor e terminador do gene pdc 

digerido com as enzimas XbaI e BglII, removendo assim o promotor pdc, utilizando o mix de 

enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB). Células DH5α foram transformadas como 

descrito anteriormente e selecionadas em placa contendo cloranfenicol.  

Os vetores de integração contendo os cassetes de deleção portando somente o gene de 

resistência à espectinomicina foram construídos utilizando a técnica de Gibson Assembly, 

também sendo empregado o mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB) após a 

amplificação de todos os fragmentos de DNA necessários para sua clonagem no vetor pPCV 

digerido com as enzimas SacI e KpnI. O sistema de montagem foi utilizado para transformar 

células Xl10-Gold, como descrito anteriormente. Já os cassetes de deleção com os operons 

para metabolismo de xilose foram amplificados utilizando a técnica de overlapping PCR 

(OLP – PCR de sobreposição), sendo este fragmento maior contendo todos as sequências de 

DNA de interesse clonado no vetor pPCV digerido com as enzimas SacI e KpnI também 

utilizando o NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB). Células da linhagem DH10B (operon 

xyl) ou XL10-Gold (operon tal) foram submetidas a uma transformação com modificações. 

Após o choque térmico, as células foram recuperadas adicionando-se 900 μL de meio LB com 

1% de glicose e incubando-se por uma hora a 30 ºC. A seleção de transformantes foi realizada 

em meio LB contendo 1% de glicose e espectinomicina e/ou ampicilina, sendo as placas 

incubadas a 30 ºC por um período de aproximadamente 24 h. 

Para a construção do plasmídeo contendo a recombinase Cre, esta foi amplificada de 

forma a conter os sítios NdeI e BglII em suas extremidades, sendo o produto de PCR ligado 

utilizando a T4 DNA Ligase (USB) ao vetor pBBR1MSC1 já contendo o promotor e 

terminador do gene pdc de Z. mobilis digerido com as mesmas enzimas de restrição. Células 
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DH5α foram transformadas com 10 μL do sistema de ligação da mesma forma descrita 

anteriormente. Por fim, as células foram semeadas em meio LB contendo cloranfenicol 

(30 μg/mL) para seleção e incubadas a 37 ºC. A enzima T4 DNA Ligase (NEB) também foi 

utilizada para a ligação do gene XL digerido com BglII no vetor pB1-XDH BX digerido com 

a mesma enzima e desfosforilado com a enzima Antarctic Phosphatase (NEB), dando origem 

ao vetor pB1-BXL. O sistema de ligação foi utilizado para transformar células DH10B como 

descrito anteriormente.  

A construção do vetor contendo o gene xylE envolveu a amplificação deste a partir do 

genoma de E. coli e do promotor e terminador do gene pdc de Z. mobilis. Após, estes 

fragmentos foram clonados no vetor pBBR1MCS2 digerido com as enzimas SacII e XhoI 

utilizando-se o mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB), dando origem ao vetor 

pB2-xylE. Células de E. coli DH10B competentes também foram submetidas a uma 

transformação com modificações, conforme descrito anteriormente. A seleção de 

transformantes foi realizada em meio LB contendo 1% de glicose e canamicina (50 μg/mL). 

Além da versão selvagem do gene xylE, uma versão contendo duas mutações foi sintetizada e 

clonada no vetor pB2-xylE digerido com as enzimas NdeI e BamHI, resultando no vetor pB2-

xylEM. Outras duas versões deste vetor foram construídas substituindo fragmentos do gene 

pela versão selvagem, de forma a obter genes contendo apenas uma das duas mutações, sendo 

os vetores chamados de pB2-xylE175 e pB2-xylE388. Estes vetores foram utilizados como 

moldes para a amplificação das diferentes versões do gene xylE para sua clonagem no vetor 

pB1-XDH BX digerido com a enzima BglII, sendo a ligação dos fragmentos realizada com o 

mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB). Células DH10B foram transformadas 

também de forma modificada como descrito anteriormente.  

Para a extração de plasmídeos de E. coli, foi utilizado o protocolo descrito por 

GREEN; SAMBROOK (2012) com modificações. Uma colônia transformante isolada foi 

inoculada em 5 mL de meio LB, com posterior incubação a 37 °C por 16 a 18 h sob agitação 

de 200 rpm.  Após o crescimento, a cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 minutos, sendo 

as células ressuspendidas em 200 μL de solução I. A seguir, foram adicionados 360 μL de 

solução II preparada na hora, sendo então a mistura homogeneizada por inversão e incubada 

em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 μL de solução 

III gelada e novamente a mistura foi homogeneizada e incubada em gelo por 5 minutos. Após, 

a amostra foi centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo, ao qual foi adicionado 750 μL de isopropanol 100%. A mistura foi homogeneizada 
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por inversão e centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 200 μL de solução I. A seguir, foram adicionados 110 μL de 

acetato de amônio 7,5 M. A mistura foi homogeneizada em vortex, seguindo-se centrifugação 

a 10000 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram 

adicionados 750 μL de etanol 100% gelado. Seguiu-se uma centrifugação a 10000 x g por 5 

minutos, a partir da qual o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 

70%. A amostra foi novamente centrifugada a 10000 x g por 2 minutos e o sobrenadante foi 

descartado. Para a secagem do precipitado, foi utilizado concentrador a vácuo. Após, o 

precipitado foi ressuspendido em 50 μL de água MilliQ contendo RNAse A (100 μg/mL), 

sendo o DNA armazenado a -20 °C. Alternativamente, o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega) foi utilizado.  

Após a confirmação de todas as construções, o DNA foi transformado na linhagem 

JM110 para desmetilação e posterior transformação de Z. mobilis. A partir dessa linhagem, os 

plasmídeos foram extraídos em larga escala utilizando-se o kit QIAGEN Plasmid Midi 

(Qiagen) de acordo com as orientações do fabricante. Também foi utilizado um protocolo de 

midiprep caseira, o qual foi realizado da seguinte forma: após o crescimento das células em 

100 mL de meio LB, estas foram coletadas a 6000 x g por 15 min a 4 °C e ressuspendidas em 

4 mL de solução I. Foram adicionados 4 mL de solução II e a mistura foi incubada em 

temperatura ambiente por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mL de solução III, 

sendo a amostra incubada em gelo por 15 min. Após este período, esta foi centrifugada por 30 

min com rotação de 20000 x g a 4 °C. Ao sobrenadante, foi adicionado cerca de 0,83 volume 

de clorofane (solução de fenol e clorofórmio na proporção 1:1), sendo a mistura agitada 

vigorosamente por um minuto para a extração de proteínas. A seguir, a amostra foi 

centrifugada a 5000 x g por 10 minutos e a fase aquosa contendo o DNA foi transferida para 

outro tubo. O DNA foi então precipitado utilizando-se 0,75 volume de isopropanol 100% e 

centrifugando-se a 20000 x g por 30 minutos. Por fim, o precipitado foi lavado com etanol 

70% e centrifugado novamente por 10 minutos a 20000 x g. O DNA foi secado e 

ressuspendido em 200 µL de H2O MilliQ contendo 100 µg/mL de RNAse A, sendo então 

armazenado a -20 °C.  

 

4.10  Transformação de Z. mobilis por eletroporação 

Uma colônia isolada de uma placa fresca de Z. mobilis foi inoculada em 10 mL de 

meio RM e incubada a 30 ºC sob agitação de 200 rpm por 24 h. Após o crescimento, dois 



51 

 

mililitros deste pré-inóculo foi inoculado em 50 mL de meio RM, sendo a cultura incubada a 

30 ºC/200 rpm até atingir OD600 de 0,3. Neste momento, as células foram coletadas a 3000 x g 

por cinco minutos a 4 ºC, sendo estas ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10% gelado. Em 

seguida, a cultura foi novamente centrifugada sob as mesmas condições, sendo as células 

ressuspendidas em 500 μL de glicerol 10% gelado. Foram feitas alíquotas de 100 μL, às quais 

foi adicionado o DNA a ser transformado (aproximadamente um μg para plasmídeos e cinco 

μg para integração no genoma).  

A mistura de células e DNA foi incubada em gelo por 30 minutos. Após, as amostras 

foram submetidas ao choque elétrico com as seguintes condições: 200 Ω, 25 μF e 2,5 kV 

(12,5 kV/cm). Imediatamente após o choque, 900 μL de meio RM foram adicionados às 

células, sendo estas incubadas a 30 ºC com agitação de 500 rpm em banho seco por no 

mínimo duas horas. Posteriormente ao período de recuperação, as células foram semeadas em 

meio RM contendo o antibiótico adequado e incubadas a 30 ºC por 72 a 96 h.  

 

4.11  Teste de tolerância e consumo de ácido itacônico 

Para o teste de tolerância ao itaconato, a bactéria Z. mobilis foi cultivada em placa de 

12 poços com meio RM contendo as seguintes concentrações de ácido itacônico em g L-1: 0, 

5, 10, 15 e 20. O ácido itacônico foi previamente neutralizado a pH 6,0 adicionando-se KOH. 

A análise do crescimento foi realizada no equipamento Epoch 2 Microplate 

Spectrophotometer, com incubação a 30 ºC/200 rpm por 24 h, sendo a OD600 mensurada a 

cada 30 minutos. 

O teste de consumo foi realizado com crescimento em frasco, durante 48 h e 

incubação a 30 ºC/200 rpm. Alíquotas foram coletadas durante o crescimento para análise em 

HPLC. Para tanto, foi utilizada a coluna ROA-Organic Acid (Phenomenex), com H2SO4 5 

mM como fase móvel, temperatura de 40 ºC e fluxo de 0,5 mL/min. 

 

4.12  Teste de produção de ácido xilônico e seleção de linhagens 

Para a produção de ácido xilônico, primeiramente uma colônia isolada de cada 

linhagem a ser testada foi inoculada em 10 mL de meio RM e submetida a crescimento 

overnight a 30 °C/200 rpm. No dia seguinte, as células foram inoculadas em 100 mL de meio 

RM de forma que a OD600 inicial fosse 0,1. Estas células foram cultivadas por 24 h sob as 

mesmas condições. Após o crescimento, as células foram centrifugadas a 3000 x g por cinco 

minutos e foram reinoculadas em 25 mL de meio RM contendo 50 g L-1 de xilose e 5 g L-1 
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(concentrações definidas neste trabalho) de glicose de forma que a OD600 inicial fosse 7,0. A 

curva de produção ocorreu por 48h para o caso do teste das XDH, sendo retiradas alíquotas a 

cada 12 h para análise posterior. No caso do teste das linhagens deletadas e coexpressando o 

gene da xilonolactonase, a curva ocorreu por 24 h, sendo realizada da mesma forma. Estes 

testes foram realizados em triplicatas, sendo selecionada a linhagem com melhor desempenho 

para o prosseguimento do trabalho.   

Para os testes realizados com o transportador xylE, uma colônia isolada foi inoculada 

em 10 mL de meio RM e submetida a crescimento overnight a 30 °C/200 rpm. No dia 

seguinte, as células foram inoculadas em 25 mL de meio RM contendo 50 g L-1 de xilose e 20 

g L-1 de glicose de forma que a OD600 inicial fosse 0,1, sendo que curva de produção foi 

estendida até 72h. Os testes foram realizados em triplicatas.  

 

4.13 . Produção de ácido xilônico em batelada 

Uma linhagem selecionada foi crescida em meio RM e então inoculada com uma 

OD600 de 1,0 em um biorreator de 1 L (Multifors 2, Infors HT) contendo 500 mL de meio RM 

contendo 50 g L-1 de xilose e 20 g L-1 de glicose. O cultivo ocorreu a 30 °C, pH 6,0 e agitação 

de 200 rpm, com vazão específica de ar de 0,3 vvm. O pH foi mantido pela adição de KOH 3 

M, sendo o experimento conduzido em duplicatas.  

Para investigar a habilidade de Z. mobilis de utilizar hidrolisado de biomassa 

lignocelulósica para a produção de ácido xilônico, foi realizada outra fermentação com as 

mesmas condições descritas acima, porém utilizando um hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar.  Este continha 8,5 g L−1 de glicose, 100 g L−1 de xilose, 20 g L−1 de acetato, 1 g L−1 de 

5-hidroximetilfurfural e 2 g L−1 de furfural, sendo adicionado na concentração de 10% no 

seguinte meio definido: 2 g L−1 de fosfato de potássio monobásico, 1 g L−1 de sulfato de 

amônio, 1 g L−1 de sulfato de magnésio, 0.2 g L−1 de cloreto de cálcio, 25 mg L−1 molibdato 

de sódio, 25 mg L−1 de sulfato ferroso, 0.05 mg L−1 de pantetonato de cálcio, 0.05 mg L−1 de 

tiamina, 0.02 mg L−1 de biotina e 0.05 mg L−1 de ácido nicotínico (GOODMAN; ROGERS; 

SKOTNICKI, 1982; YANG et al., 2014b). A solução de vitaminas foi previamente 

esterilizada por filtração em membrana de 0,22 µm. A glicose foi suplementada de forma a ter 

a concentração final de 20 g L−1.  
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4.14  Cálculos de produtividade, rendimento e taxa de crescimento específico 

A produtividade volumétrica foi calculada por meio da plotagem da produção de ácido 

xilônico versus o tempo de cultivo, sendo a inclinação da regressão linear resultante 

considerada a produtividade volumétrica. O mesmo foi realizado para o cálculo de 

rendimento, porém sendo plotados a produção de ácido xilônico pela quantidade de xilose 

consumida. Para ambos os casos, foi considerada a fase exponencial de produção para o 

cálculo das taxas citadas. De maneira similar, a taxa de crescimento específico foi calculada 

pela plotagem do logaritmo da densidade celular versus o tempo de cultivo durante a fase de 

crescimento exponencial, sendo a inclinação da regressão linear resultante assumida como a 

taxa de crescimento máximo específico.  

 

4.15  Métodos analíticos  

A quantificação de ácido xilônico, xilose e glicose no sobrenadante de cultura foi 

realizada por meio de HPLC (High Performance Liquid Chromatography). A coluna utilizada 

foi a Resex ROA-Organic Acid (300 x 7,8 mm - Phenomenex), sendo utilizado H2S04 5 mM 

como fase móvel com fluxo de 0,4 mL/min e temperatura de 55 °C (LIU et al., 2012). Os 

picos de glicose e xilose foram detectados com um detector de índice de refração (RID-10A), 

enquanto o ácido xilônico foi detectado e quantificado a partir de um detector de UV/VIS 

(SPD-20A) em 210 nm. Uma vez que os picos do ácido xilônico e da xilose possuem o 

mesmo tempo de retenção, quando o primeiro estava presente, a xilose foi calculada de forma 

indireta por meio da subtração do pico do ácido xilônico (quantificado por UV) da área 

correspondente deste no pico combinado detectado pelo RID.  
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5. Resultados e Discussão 

Para facilitar a compreensão, os resultados e a discussão do presente trabalho foram 

divididos em dois capítulos. O Capítulo I trata da expressão heteróloga do gene CAD1 para a 

produção de ácido itacônico por Z. mobilis, relatando também a construção de vetores 

integrativos para esta bactéria e as diferentes estratégias adotadas para a integração de 

fragmentos de DNA ao seu genoma.  

O Capítulo II aborda a expressão de sete diferentes genes codificadores da enzima 

xilose desidrogenase, sendo selecionado aquele que levou a uma maior produção de ácido 

xilônico. São descritas também a expressão do gene codificador da enzima xilonolactonase de 

P. xenovorans e as modificações genéticas realizadas em Z. mobilis buscando otimizar esta 

produção. São realizados ainda testes fermentativos em biorreator em meio complexo e 

utilizando hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, e por fim, é descrita a mutagênese 

realizada no transportador de xilose de E. coli xylE com o objetivo de minimizar a competição 

do transportador com a glicose e assim, melhorar o influxo de xilose.  
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Capítulo I 

A engenharia metabólica de micro-organismos apresenta um grande potencial para a 

produção de uma ampla variedade de moléculas, como combustíveis, produtos químicos e 

drogas. Contudo, as perspectivas de comercialização de tais produtos são dificultadas pelos 

baixos níveis de produtividade alcançados durante o bioprocesso, limitando a viabilidade 

econômica deste. Por sua vez, a obtenção de uma alta produtividade depende da tolerância do 

micro-organismo produtor ao produto final, uma vez que sua presença e acúmulo pode afetar 

a taxa de crescimento do micro-organismo, limitando a produção e aumentando seu custo. 

Assim, para a obtenção de uma linhagem de Z. mobilis produtora de ácido itacônico, os 

primeiros testes realizados foram em relação à sua tolerância e consumo deste composto. 

Neste capítulo também é abordada a construção de vetores para a integração da via de 

metabolização de xilose no genoma de Z. mobilis e para a expressão do gene CAD1 de A. 

terreus.  

 

5.1 Produção de ácido itacônico por Z. mobilis 

 

5.1.1 Testes de tolerância e consumo de ácido itacônico 

A fim de avaliar a tolerância da bactéria Z. mobilis ao itaconato, esta foi cultivada em 

meio RM contendo diferentes concentrações deste, o qual foi previamente neutralizado em pH 

6,0 com KOH. As curvas de crescimento estão apresentadas na Figura 12, sendo que as taxas 

de crescimento em cada condição e os tempos de duplicação encontram-se na Tabela 9.  

  

Figura 12. Crescimento de Z. mobilis na presença de diferentes concentrações de ácido 

itacônico. As concentrações testadas foram: 0 g L-1 (círculos rosas); 5 g L-1 (quadrados 

roxos); 10 g L-1 (triângulos azuis); 15 g L-1 (triângulos invertidos verdes); 20 g L-1 (losangos 

cinzas).  
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Tabela 9. Taxas de crescimento específico e tempo de duplicação de Z. mobilis em meio 

contendo ácido itacônico.  

Concentração de Ácido Itacônico (g L-1) μ (h-1) Tempo de duplicação (h) 

0 0,17 4,02 

5 0,17 4,07 

10 0,17 4,07 

15 0,14 4,80 

20 0,10 6,65 

 

De acordo com os dados obtidos, nota-se que o ácido itacônico afeta negativamente o 

crescimento de Z. mobilis de forma considerável somente a partir da concentração de 20 g L-1. 

Ainda, já foi demonstrado que a tolerância de Z. mobilis a ácidos orgânicos pode ser 

melhorada - uma abordagem de adaptação em meio contendo ácido acético foi utilizada para a 

geração de uma linhagem, denominada ZM6014, mais tolerante a este composto, sendo esta 

capaz de crescer em meio contendo 1,4% de ácido acético enquanto que a linhagem original 

não era capaz (CHEN et al., 2012). 

Em A. terreus, há uma via proposta de catabolismo de ácido itacônico. Este é primeiro 

convertido em itaconil-CoA pela enzima itaconil-CoA transferase (IctA), sendo ele hidratado 

pela enzima itaconil-CoA hidratase (IchA) formando citramalil-CoA. Por fim, o citramalil-

CoA é clivado em acetil-CoA e piruvato pela enzima citramalil-CoA liase (CclA) (CHEN et 

al., 2016). Uma vez que a presença desta ou de outras vias que levariam ao consumo de 

itaconato é desconhecida em Z. mobilis, foi realizado um teste para verificar se esta bactéria é 

capaz de consumi-lo. Para tanto, Z. mobilis foi crescida em meio RM contendo 10 g L-1 de 

ácido itacônico neutralizado com KOH. A Figura 13A mostra que a concentração deste 

permaneceu constante durante 48 h de cultivo, sugerindo que Z. mobilis não possui vias 

catabólicas de itaconato e, portanto, não é capaz de consumi-lo. A Figura 13B apresenta as 

curvas de crescimento obtidas neste ensaio na presença na ausência de ácido itacônico. 

Devido à sua tolerância ao ácido itacônico e à sua incapacidade de consumi-lo, Z. mobilis 

demonstra potencial para a produção deste ácido orgânico.   
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Figura 13. Teste de consumo de ácido itacônico por Z. mobilis. (A) Presença de ácido 

itacônico no meio de cultivo (10 g L-1), a qual foi constante durante 48 h (círculos roxos); (B) 

crescimento na presença de 10 g L-1 de ácido itacônico (círculos roxos) e na ausência deste 

(quadrados rosas).  

 

5.1.2 Construção de vetores integrativos e de expressão para Z. mobilis 

Como estratégia para o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis produtora de 

ácido itacônico, optou-se também pela utilização de xilose como fonte de carbono. Para tanto, 

é necessária a expressão heteróloga de quatro genes: xylA (xilose isomerase), xylB 

(xiluloquinase), talB (transaldolase) e tktA (transcetolase). Dois operons, cada um contendo 

dois genes para a metabolização de xilose, foram previamente construídos e sintetizados, um 

contendo os genes xylA e xylB (Operon X) e o outro contendo os genes talB e tktA (Operon 

T). O plasmídeo sintético contendo ambos os operons foi utilizado como molde para as suas 

amplificações. Além disso, os operons estão sob controle do promotor do gene gap de Z. 

mobilis, sendo que os genes são nativos de E. coli.  

Cassetes de deleção contendo os operons foram construídos objetivando suas 

integrações no genoma de Z. mobilis. Como alvos de integração, foram escolhidos dois genes 

para concomitante deleção destes: ZMO0976 e ZMO1237. O gene ZMO0976 codifica para 

uma aldo-ceto redutase que possui atividade sobre xilose (AGRAWAL; CHEN, 2011), 

convertendo esta a xilitol, um composto tóxico para Z. mobilis (YANG et al., 2014a), além de 

competir pelo substrato xilose. O gene ZMO1237 codifica para uma lactato desidrogenase, 

enzima catalisadora da conversão de piruvato a lactato. A deleção deste gene visa a um maior 

fluxo de piruvato pelo TCA para a produção de ácido itacônico, ao invés deste ser convertido 

em outros subprodutos como o lactato. Para a integração destes cassetes de deleção via 

(A) (B) 
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recombinação homóloga, sequências de aproximadamente 500 pb upstream e downstream aos 

genes a serem deletados foram amplificados a partir do genoma de Z. mobilis. Como marca de 

seleção dominante, foi selecionado o gene de resistência ao antibiótico espectinomicina, o 

qual foi amplificado a partir de um vetor contendo este gene sintetizado e de forma a ser 

flanqueado por sequências loxP para posterior remoção da marca. A Figura 14 apresenta todas 

as amplificações destes fragmentos.  

 

Figura 14. Amplificação dos fragmentos para construção dos cassetes de deleção. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. (A) Amplificação dos 

fragmentos de homologia com o genoma de Z. mobilis: regiões upstream ao gene ZMO0976 

(1 e 2); regiões downstream ao gene ZMO0976 (3 e 4). (B) Amplificação dos fragmentos de 

homologia com o genoma de Z. mobilis: regiões upstream ao gene ZMO1237 (1 e 2); regiões 

downstream ao gene ZMO1237 (3 e 4). (C) Amplificação do gene de resistência e 

espectinomicina (~1,4 kb): SpcR para anelamento com cassete de deleção do gene ZMO1237 

(1 – 3); SpcR para anelamento com o cassete de deleção do gene ZMO0976 (4 – 7). (D) 

Amplificação dos operons contendo os genes de metabolização de xilose (~3,3 kb): Operon X 

(1 – 3); Operon T (4 – 6). M: marcador de massa molecular 2- Log DNA Ladder (New 

England Biolabs). C-: controle negativo das reações de PCR. 
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Uma vez que não foi possível a montagem dos cassetes de deleção utilizando o mix de 

enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly, foi adotada uma estratégia de PCR de sobreposição 

(overlapping PCR – OLP) para a construção dos cassetes, cujas amplificações estão 

apresentadas na Figuras 15 e 16. As bandas resultantes possuem tamanho de 

aproximadamente 5,7 kb correspondente ao cassete completo. Por fim, para a construção dos 

plasmídeos finais contendo os cassetes de deleção, foi utilizado o vetor pPCV digerido com as 

enzimas SacI e KpnI, originando os vetores pV-Δ0976X (contém o Operon X) e pV-Δ1237T 

(contém o Operon T). A digestão com as enzimas citadas permitiu confirmar a clonagem do 

vetor pV-Δ0976X (Figura 17), liberando fragmentos de aproximadamente 5,7 kb e 2,9 kb, 

correspondente ao cassete e ao vetor, respectivamente. Além disso, foram realizadas digestões 

com as enzimas XcmI, XbaI, SphI e SalI que devem linearizar o vetor nos fragmentos 

upstream ao gene ZMO0976, no gene de resistência a espectinomicina, no Operon X e no 

fragmento downstream ao gene ZMO0976, respectivamente, confirmando assim a presença 

de cada um dos segmentos de DNA e gerando uma banda de aproximadamente 8,6 kb, 

correspondente ao vetor linearizado. De maneira semelhante, a confirmação da clonagem do 

vetor pV-Δ1237T (Figura 18) foi realizada utilizando as enzimas SacI e KpnI, liberando 

fragmentos de 2,9 kb correspondente ao vetor, e de 3,9 kb e 1,7 kb correspondentes ao cassete 

de deleção, o qual apresenta um sítio de KpnI. Também foram realizadas digestões com as 

enzimas HpaI, XbaI, XcmI e BamHI, as quais linearizam o vetor nos fragmentos upstream ao 

gene ZMO1237, no gene de resistência a espectinomicina, no Operon T e no fragmento 

downstream ao gene ZMO1237, respectivamente, confirmando assim a presença de cada um 

dos segmentos de DNA e gerando uma banda de aproximadamente 8,6 kb, correspondente ao 

vetor linearizado. 
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Figura 15. Amplificação do cassete de deleção do gene ZMO0976 contendo o Operon X. 

(A) Esquema de montagem do cassete por meio da técnica OLP. (B) Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio; a seta indica a banda correspondente ao cassete de 

deleção que possui aproximadamente 5,7 kb. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder 

(Sinapse Biotecnologia); 1 a 4: diferentes reações de PCR; C-: controle negativo da reação de 

PCR.  

 

Figura 16. Amplificação do cassete de deleção do gene ZMO1237 contendo o Operon T. 

(A) Esquema de montagem do cassete por meio da técnica OLP. (B) Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio; a seta indica a banda correspondente ao cassete 

completo que possui aproximadamente 5,7 kb. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder 

(Sinapse Biotecnologia); 1 a 4: diferentes reações de PCR; C-: controle negativo da reação de 

PCR.  
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Figura 17. Confirmação da clonagem do cassete de deleção do gene ZMO0976 contendo 

o Operon X. (A) Mapa de restrição do vetor resultante da clonagem do cassete de deleção no 

plasmídeo pPCV digerido com as enzimas SacI e KpnI. (B) Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse 

Biotecnologia); 1: vetor intacto; 2: digestão dupla com as enzimas SacI e KpnI; 3: digestão 

com XcmI; 4: digestão com XbaI; 5: digestão com SphI; 6: digestão com SalI.  

 

Figura 18. Confirmação da clonagem do cassete de deleção do gene ZMO1237 contendo 

o Operon T. (A) Mapa de restrição do vetor resultante da clonagem do cassete de deleção no 

plasmídeo pPCV digerido com as enzimas SacI e KpnI. (B) Eletroforese em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse 

Biotecnologia); 1: vetor intacto; 2: digestão com HpaI; 3: digestão com XbaI; 4: digestão com 

XcmI; 5: digestão com BamHI; 6: digestão dupla com as enzimas SacI e KpnI.  
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A produção de ácido itacônico requer a expressão do gene CAD1, o qual foi clonado 

no vetor pBBR1MCS2 (KanR). Primeiramente, este foi sintetizado (Integrated DNA 

Technologies) juntamente com o promotor e terminador do gene pdc de Z. mobilis, além de 

ser flanqueado por regiões de homologia com o vetor pBBR1MCS2 digerido com as enzimas 

SacII e XhoI que permitem sua clonagem por meio da técnica de Gibson Assembly. O vetor 

originado foi denominado pB2-CAD1, cujos mapa e confirmação de construção estão 

apresentados na Figura 19. A digestão dupla com as enzimas SacII e XhoI libera fragmentos 

de 2,2 kb e 5,1 kb correspondentes ao gene juntamente com as regiões promotora e 

terminadora, e ao vetor, respectivamente. Já a digestão com BamHI e BglII libera fragmentos 

de 2,1 kb e 5,2 kb.   

 

Figura 19. Confirmação da clonagem do gene CAD1 no vetor pBBR1MCS2. (A) Mapa de 

restrição do vetor originado. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia); 1: vetor 

intacto; 2: digestão dupla com as enzimas SacII e XhoI; 3: digestão dupla com as enzimas 

BamHI e BglII.   

 

5.1.3 Integração no genoma de Z. mobilis 

Os vetores pV-Δ0976X e pV-Δ1237T foram utilizados para transformar Z. mobilis 

ZM4 visando à integração dos operons em seu genoma com concomitante deleção dos genes 

alvo ZMO0976 e ZMO1237. Por meio da abordagem empregada, os cassetes de deleção 
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seriam integrados no genoma por meio do aparato de recombinação homóloga da bactéria, 

uma vez que estes possuem regiões de homologia aos loci alvo flanqueando-o.  

A transformação de Z. mobilis seja com os vetores intactos ou linearizados não 

resultou em transformantes que possuíssem o cassete integrado de forma correta, uma vez que 

não foi possível a sua confirmação por PCR de DNA genômico. Uma provável razão para o 

fracasso da integração é o tamanho dos cassetes de deleção, os quais possuem 

aproximadamente 4,7 kb, excetuando os braços de homologia. Sabe-se que a eficiência de 

integração diminui com insertos maiores, sendo que um estudo realizado em E. coli (PYNE et 

al., 2015) demonstrou que a eficiência de integração de cassetes de diferentes tamanhos 

(variando de 550 a 3000 pb) decaiu de 47% a 1% utilizando braços de homologia de 40 pb e 

um sistema acoplado de CRISPR/Cas9 com o recombineering Lambda Red. Portanto, outra 

estratégia é necessária para a integração de grandes fragmentos de DNA no genoma de Z. 

mobilis.  

A recombinação homóloga é um importante processo celular cujo papel inclui a 

manutenção da integridade do genoma, sendo responsável pelo reparo de quebras na dupla-

fita de DNA que podem ocorrer durante sua replicação ou por danos derivados de fatores 

externos. Uma das vias de recombinação homóloga de E. coli contém dois genes, recE e recT, 

provenientes do profago críptico Rac. A proteína RecE é uma exonuclease 5’ → 3’e a RecT é 

uma proteína que se liga a DNA fita simples (ssDNA), promovendo o anelamento de fitas 

simples, transferência e invasão de fita in vitro. Assim, a RecE é responsável por digerir uma 

quebra na dupla-fita de DNA, expondo uma extremidade 3’ de ssDNA. A RecT se liga a esta 

extremidade formando um fragmento recombinogênico utilizado no processo de 

recombinação, que pode ser tanto por anelamento de fitas simples ou por invasão de fita, 

reestabelecendo a dupla-fita de DNA (MUYRERS et al., 2000).  

Este e outros sistemas naturais de recombinação foram empregados como uma técnica 

de edição de genoma de bactérias denominada “recombineering”, se referindo à engenharia de 

DNA recombinante por meio de recombinação homóloga (MARINELLI; HATFULL; PIURI, 

2012). Um estudo (WU et al., 2017) reporta o uso do sistema de recombinação RecET em Z. 

mobilis, sendo relatada a recombinação homóloga entre loci genômicos desta bactéria e 

produtos de PCR, resultando em deleções gênicas. Assim, de forma a testar este sistema na 

integração de grandes fragmentos de DNA no genoma de Z. mobilis, um plasmídeo contendo 

os genes recE e recT de E. coli foi construído. Para tanto, o operon recET foi amplificado a 

partir do genoma da linhagem DH10B de E. coli (Figura 20), o qual contém aproximadamente 
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1,7 kb, sendo este clonado como fragmento NdeI-BglII no vetor pBBR1MCS1 contendo o 

promotor e o terminador do gene pdc de Z. mobilis. O vetor resultante foi denominado pB1-

recET, cuja clonagem foi confirmada pela digestão com as enzimas NdeI e BglII, resultando 

em bandas de tamanhos de aproximadamente 0,7, 1,0 e 5,4 kb; e com a enzima EcoRI, a qual 

resulta em bandas de tamanhos de 2,4 e 4,7 kb (Figura 21).  

 

Figura 20. Amplificação do operon recET a partir do genoma de E. coli. Eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 1 e 2: produtos de PCR provenientes da 

amplificação dos genes recE e recT; 3: controle negativo da reação de PCR. M: marcador de 

massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia).  

 

Figura 21. Confirmação da clonagem do operon recET no vetor pBBR1MSC1. (A) Mapa 

do vetor originado pB1-recET. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia); 1: vetor 

intacto; 2: digestão dupla com as enzimas NdeI e BglII; 3: digestão com a enzima EcoRI.  
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A bactéria Z. mobilis foi transformada com o vetor pB1-recET, sendo cinco 

transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos à PCR de colônia, sendo confirmada 

a presença do operon recET em todos eles (Figura 22). Foram realizadas tentativas de 

transformar essa linhagem com o cassete de deleção contendo o Operon X digerido com as 

enzimas SacI e KpnI a partir do vetor pV-Δ0976X. Contudo, não foi possível confirmar a 

integração no genoma de Z. mobilis, sendo possivelmente o tamanho do cassete de deleção 

um empecilho para que este evento ocorresse.  

 

Figura 22. PCR de colônia de transformantes de Z. mobilis contendo o operon recET. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Todos os transformantes 

avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 1,7 kb (1 – 5); 6: 

controle negativo da reação de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse 

Biotecnologia).  

 

5.1.4 Testes de produção de ácido itacônico 

Para a produção de ácido itacônico, o vetor pB2-CAD1 foi transformado em Z. 

mobilis, sendo quatro transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos à PCR de 

colônia, dos quais três apresentaram a banda referente ao gene CAD1 de aproximadamente 2,4 

kb (PCR realizada com primers M13) (Figura 23). Testes de produção de ácido itacônico 

foram conduzidos em frascos, os quais não resultaram em sua produção.  

Buscando uma produção induzida, o promotor pBAD, o qual já foi utilizado em Z. 

mobilis (SKERKER et al., 2013), foi testado para promover a expressão induzida do gene 

CAD1. Este promotor é regulado tanto positiva quanto negativamente pelo regulador 

transcricional AraC, produto do gene araC. Em presença de arabinose, esta se liga à proteína 

AraC, permitindo o início da transcrição. Em sua ausência e presença de glicose, a transcrição 
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é bloqueada pelo dímero de AraC (SCHLEIF, 1992). Assim, foi construído um vetor com o 

gene CAD1 sob controle do promotor pBAD. Para tanto, este, juntamente com o gene araC, 

foram amplificados a partir de um plasmídeo comercial que os continha gerando um 

fragmento de aproximadamente 1,2 kb (Figura 24). Este foi clonado juntamente com o gene 

CAD1 como um fragmento XbaI-BglII no vetor pBBR1MCS1 contendo o terminador do gene 

pdc de Z. mobilis (Figura 25). Por meio da digestão dupla com essas enzimas, é gerado um 

fragmento de 2,7 kb, enquanto que as digestões com BamHI ou com EcoRI liberam 

fragmentos de 1 e 2,2 kb, respectivamente.  

 

Figura 23. PCR de colônia de transformantes de Z. mobilis contendo gene CAD1. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Três dos transformantes 

avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 2,4 kb (1 – 3); 5: 

controle negativo da reação de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse 

Biotecnologia). 

 

Figura 24. Amplificação do promotor pBAD juntamente com o gene araC. Eletroforese 

em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 1 – 4: produtos de PCR; 5: controle 

negativo da reação de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (NEB).  
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Figura 25. Confirmação da clonagem do gene CAD1 sob controle do promotor pBAD no 

vetor pBBR1MSC1. (A) Mapa do vetor originado pB1-pBADcad1. (B) Eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA 

Ladder (NEB); 1: vetor intacto; 2: digestão dupla com as enzimas XbaI e BglII; 3: vetor 

intacto; 4: digestão com a enzima BamHI; 5: digestão com a enzima EcoRI.  

 

O vetor pB1-pBADcad1 foi utilizado para transformação de Z. mobilis, sendo três 

transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos à PCR, os quais apresentaram a 

banda de tamanho esperado de aproximadamente 1,5 kb (Figura 26).  

 

Figura 26. PCR de colônia de transformantes de Z. mobilis contendo gene CAD1 sob 

controle do promotor pBAD. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio. Os três transformantes avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de 

aproximadamente 1,5 kb (1 – 3); 4: controle negativo da reação de PCR. M: marcador de 

massa molecular 1 kb DNA Ladder (NEB). 
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Embora a presença do gene CAD1 tenha sido confirmada nos transformantes, a 

indução com arabinose também não resultou em produção de ácido itacônico. Uma vez que Z. 

mobilis possui um incompleto TCA (BRINGER-MEYER; SAHM, 1989) e que apenas 2 – 

2,6% da glicose consumida pela bactéria seja convertida a biomassa celular (ROGERS et al., 

1982), é possível que o baixo fluxo de carbono pelo TCA tenha dificultado a produção de 

ácido itacônico por este micro-organismo, uma vez que esta depende da presença do 

intermediário cis-aconitato. A engenharia metabólica de Z. mobilis possibilitaria o 

desenvolvimento de uma linhagem produtora de ácido itacônico, tendo como um dos alvos de 

deleção o gene pdc, cuja proteína é responsável pela conversão de piruvato a acetaldeído, o 

qual é convertido em etanol.  

Para ser capaz de realizar uma eficiente engenharia metabólica em Z. mobilis, são 

necessárias ferramentas moleculares, as quais não se encontram tão desenvolvidas para esta 

bactéria quanto para micro-organismos modelo como E. coli e S. cerevisiae. Por exemplo, 

bibliotecas de promotores ainda não foram desenvolvidas para Z. mobilis (KALNENIEKS; 

PAPPAS; BETTENBROCK, 2020), sendo que só recentemente uma investigação sistemática 

da sequência e força de promotores foi realizada (YANG et al., 2019). Assim, a maior parte 

dos estudos realizados até então foram baseados no uso de promotores fortes e constitutivos, 

não tendo sido desenvolvido um conjunto de promotores induzíveis capazes de controlar a 

expressão gênica em Z. mobilis (KALNENIEKS; PAPPAS; BETTENBROCK, 2020).  

Além disso, enquanto que para organismos-modelo como E. coli há uma variedade de 

plasmídeos com diferentes origens de replicação, número de cópias e grupos de 

compatibilidade, para Z. mobilis só há um conjunto limitado de vetores disponíveis. Portanto, 

ainda faltam estudos acerca do número de cópias, compatibilidade e estabilidade de 

plasmídeos em diferentes linhagens de Z. mobilis para o uso de métodos moleculares para sua 

engenharia metabólica. A deleção de genes para esta bactéria também tem se mostrado 

trabalhosa, geralmente envolvendo a construção de cassetes com regiões de homologia ao 

genoma do local a ser deletado e clonagem em vetores suicidas, processo que tem se mostrado 

ineficiente (KALNENIEKS; PAPPAS; BETTENBROCK, 2020). O uso do sistema recET já 

foi empregado em Z. mobilis, permitindo a eletroporação de produtos de PCR e diminuindo o 

comprimento dos braços de homologia (WU et al., 2017). Recombinases como a FLP 

(flippase) também já foram introduzidas nesta bactéria, levando à cura de marcas de seleção 

flanqueadas por sítios FRT (flippase recognition target) (ZOU et al., 2012). Embora os 

métodos mencionados sejam promissores, ainda são necessários mais estudos para aplicação 
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bem sucedida destas técnicas visando à engenharia metabólica de Z. mobilis, 

(KALNENIEKS; PAPPAS; BETTENBROCK, 2020). Dessa forma, ainda que Z. mobilis 

apresente potencial para a produção de combustíveis e químicos, as ferramentas genéticas 

disponíveis atualmente precisam ser melhoradas para que este potencial possa ser utilizado na 

produção de produtos de alto valor agregado (AGRAWAL; DUNN; RAO, 2017). 
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Capítulo II 

Para o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis produtora de ácido xilônico, 

foi realizada a avaliação de sete genes codificadores de XDH de forma a selecionar aquele 

que resultasse em uma melhor produção deste composto. Assim, foram construídos vetores de 

expressão e realizados testes iniciais em frasco para a seleção do melhor gene. Também foi 

construído um vetor contendo o gene codificador da enzima xilonolactonase de P. xenovorans 

na forma de um operon com o gene XDH selecionado, buscando melhoria na produção de 

ácido xilônico, como relatado na literatura. Ainda é relatado neste capítulo deleções gênicas 

como uma abordagem da engenharia metabólica para remoção de vias que competem pelo 

substrato (LEE et al., 2012), assim como as fermentações realizadas em biorreator em meio 

complexo e hidrolisado de cana-de-açúcar utilizando a linhagem selecionada. Por fim, com o 

objetivo de otimizar a produção de ácido xilônico, o gene xylE de E. coli, que codifica para 

um transportador de xilose, foi expresso em Z. mobilis na sua forma selvagem ou portando 

mutações selecionadas de forma a minimizar a competição do transportador com a glicose.  

 

5.2 Produção de ácido xilônico por Z. mobilis 

Como discutido, Z. mobilis tem o potencial de estabelecer novas plataformas para a 

produção de diferentes moléculas de interesse biotecnológico, possuindo um importante papel 

na substituição de produtos petroquímicos (HE et al., 2014). Essas moléculas incluem os 

ácidos aldônicos, como o ácido xilônico, o qual pode ser produzido pela enzima 

periplasmática de Z. mobilis glicose-frutose oxirredutase (GFOR). Esta enzima é responsável 

pela conversão de frutose e glicose a sorbitol e gliconolactona (ZACHARIOU; SCOPES, 

1986), respectivamente, mas também apresenta afinidade pela xilose, convertendo 42% deste 

açúcar a ácido xilônico na presença de frutose (SATORY et al., 1997). Para melhorar este 

rendimento, a expressão heteróloga de um gene codificador de xilose desidrogenase pode ser 

realizada de forma a otimizar a produção de ácido xilônico por Z. mobilis.  

 

5.2.1 Construção de vetores de expressão para os genes XDH 

A produção de ácido xilônico por micro-organismos requer a expressão de um único 

gene, cuja proteína codificada apresenta atividade de xilose desidrogenase (XDH), 

convertendo este substrato em xilonolactona, a qual sofre conversão espontânea a ácido 

xilônico. Para avaliar a habilidade de Z. mobilis na produção deste ácido orgânico, foram 

testados sete genes codificadores de XDH, incluindo um gene controle (CC) de C. crescentus, 
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o qual é amplamente utilizado na engenharia metabólica de micro-organismos para a 

produção de ácido xilônico. Estes genes foram sintetizados de novo e clonados em vetores 

pMA-T, os quais foram utilizados como moldes para a reação de PCR dos genes de interesse. 

Os oligonucleotídeos utilizados para estas amplificações estão apresentados na Tabela 6. A 

Figura 27 exibe essas amplificações, as quais apresentaram a banda de tamanho esperado para 

cada um dos genes.  

 

Figura 27. Amplificação dos genes XDH. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio exibindo a amplificação dos genes XDH. (1) gene HL (771 pb); (2) gene 

BS (759 pb); (3) gene CC (747 pb); (4) gene AP (825 pb); (5) gene BX (807 pb); (6) gene TM 

(1176 pb); (7) gene TR (1176 pb). C-: controle negativo das reações de PCR. M1: marcador 

de massa molecular 2-Log DNA Ladder (NEB). M2: marcador de massa molecular 1 kb Plus 

DNA Ladder (Invitrogen).  

 

Após a amplificação dos fragmentos de interesse e de suas purificações, estes foram 

clonados por homologia no vetor pBBR1MCS1 contendo o promotor e o terminador do gene 

pdc de Z. mobilis digerido com as enzimas NdeI e BglII. As confirmações das clonagens 

realizadas por digestão estão apresentadas na Figura 28. Uma vez que os genes BS e HL 

apresentam um sítio de restrição da enzima BglII em suas sequências, a confirmação da 

clonagem destes foi realizada digerindo o vetor com as enzimas BglII e NdeI separadamente. 

A construção dos demais vetores foram confirmados por digestão dupla com as enzimas 

citadas. Como exemplo, o mapa de restrição do vetor pB1-XDH CC, o qual contém o gene 

CC, está apresentado na Figura 29, sendo que os demais mapas se encontram disponíveis no 

Apêndice 8.1. Posteriormente à confirmação das clonagens, os vetores de expressão foram 

transformados na linhagem de E. coli JM110 (dam- dcm-) a fim de desmetilar o DNA. Esta 

etapa é necessária uma vez que Z. mobilis possui uma endonuclease pertencente ao sistema de 
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restrição do tipo IV (KERR et al., 2011) que possui como alvo sequências de DNA que 

apresentam modificações como metilação.   

 

Figura 28. Confirmação das clonagens dos genes XDH no vetor pBBR1MCS1. 

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio apresentando a digestão dos 

vetores contendo os genes XDH. (1) pB1-XDH BS intacto e digestões com NdeI (2) e BglII 

(3); (4) pB1-XDH HL intacto e digestões com NdeI (5) e BglII (6); (7) pB1-XDH CC intacto 

e digerido com NdeI e BglII (8); (9) pB1-XDH AP intacto e digerido com NdeI e BglII (10); 

(11) pB1-XDH BX intacto e digerido com NdeI e BglII (12); (13) pB1-XDH TR intacto e 

digerido com NdeI e BglII (14); (15) pB1-XDH TM intacto e digerido com NdeI e BglII (16); 

M: marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

 

Figura 29. Mapa de restrição do vetor pB1-XDH CC. A clonagem de todos os genes XDH 

foi realizada utilizando-se os sítios de restrição NdeI e BglII.  
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5.2.2 Produção de ácido xilônico por Z. mobilis expressando genes XDH 

Os vetores de expressão contendo os sete diferentes genes XDH foram transformados 

em Z. mobilis ZM4, sendo obtidos transformantes para todos eles. Para a confirmação da 

presença de cada um dos genes nos transformantes, três colônias de cada transformação foram 

selecionadas randomicamente e submetidas à PCR de colônia. Os primers utilizados para esta 

confirmação foram os mesmos empregados na amplificação dos genes XDH e estão presentes 

na Tabela 6.  O resultado da PCR de colônia está apresentado na Figura 30, sendo que todos 

os transformantes avaliados apresentaram a banda correspondente a cada um dos genes.  

 

Figura 30. PCR de colônia de transformantes de Z. mobilis contendo os genes XDH. 

Todos os transformantes avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado 

correspondente aos genes: BS - 759 pb; HL - 771 pb; CC - 747 pb; AP - 825 pb; BX - 807 pb; 

TM - 1176 pb; TR - 1176 pb. C-: controle negativo da reação de PCR. M: marcador de massa 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

 

A seguir, a produção do ácido xilônico foi avaliada em frascos, sendo selecionados de 

forma randômica os seguintes clones para o teste: BS3, HL2, CC2, AP2, BX7, TR5 e TM3. 

As linhagens geradas de Z. mobilis foram denominadas, respectivamente, de ZM4 BS, ZM4 

HL, ZM4 CC, ZM4 AP, ZM4 BX, ZM4 TR e ZM4 TM. A comparação da produção de ácido 

xilônico dentre as linhagens expressando os diferentes genes ao fim de 48h de cultivo está 
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apresentada na Figura 31. A Tabela 10 apresenta a produção e produtividade alcançadas por 

cada uma das linhagens.  

Figura 31. Produção de ácido xilônico por Z. mobilis expressando diferentes genes XDH. 

A fermentação foi realizada em frascos por 48 h a 30 °C em meio RM contendo 50 g L-1 de 

xilose.    

 

Tabela 10. Produção e produtividade de ácido xilônico alcançado por Z. mobilis expressando 

diferentes genes XDH.  

Linhagem 
Ácido xilônico  

Produção (g L-1) Produtividade (g L-1 h-1)* 

ZM4 CC 14.01 ± 0.70 0.96 ± 0.03 

ZM4 BS 8.47 ± 0.97 0.63 ± 0.02 

ZM4 HL 12.45 ± 3.05 0.88 ± 0.11 

ZM4 AP 3.10 ± 0.20 0.240 ± 0.01 

ZM4 BX 26.17 ± 0.58 1.85 ± 0.06 

ZM4 TR n.d. n.d. 

ZM4 TM n.d. n.d. 

ZM4 C- n.d. n.d. 

n.d.: não detectado.  

*: calculada durante a fase exponencial de produção.  
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A expressão de cinco genes XDH procarióticos resultou em diferentes níveis de 

produção de ácido xilônico. Contudo, as linhagens de Z. mobilis que expressaram os dois 

genes eucarióticos, TR e TM, não produziram quantidades detectáveis do ácido orgânico, e 

assim não foram, mais utilizados neste trabalho. De forma notória, a linhagem ZM4 BX, a 

qual expressa o gene XDH de P. xenovorans, exibiu uma produção de aproximadamente 87% 

maior quando comparada à linhagem controle ZM4 CC. A bactéria Z. mobilis expressando o 

gene BX foi capaz de produzir 26,17 ± 0.58 g L-1 de ácido xilônico com um rendimento de 

1,04 ± 0.04 gAX/gX, o qual representa 93,7% do rendimento máximo teórico, mostrando que 

quase toda xilose consumida foi convertida em ácido xilônico. Neste experimento, após 24 h 

de cultivo, não houve mais produção de ácido xilônico ou consumo de xilose significativos 

(Figura 32), restando ainda cerca de 30 g L-1 do substrato no meio. Este fato possivelmente é 

devido à acidificação deste, uma vez que o meio não foi tamponado e o pH final após 48 h 

atingiu 3,00 ± 0,13 para a linhagem ZM4 BX.   

Figura 32. Produção de ácido xilônico (círculo azul escuro) e consumo de xilose (losango 

azul claro) pela linhagem de ZM4 BX ao longo do tempo. Esta foi cultivada em frascos 

contendo 50 g L-1 de xilose a 30 °C.  

 

A produtividade de 1,85 ± 0,06 g L-1 h-1 alcançada pela linhagem ZM4 BX também é 

notável, sendo maior que aquela observada para outros micro-organismos modificados para a 

produção de ácido xilônico descritos na literatura (Tabela 11). Por exemplo, a engenharia 

metabólica de S. cerevisiae para esta produção levou a levedura a atingir produtividades de 36 

mg L-1 h-1 (TOIVARI et al., 2010) e 0,24 g L-1 h-1 (TOIVARI et al., 2012b) ao expressar o 

gene xyd1 de T. reesei e coexpressar os genes xylB e xylC de C. crescentus, respectivamente. 

Bactérias como E. coli e C. glutamicum também já foram modificadas para a produção de 
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ácido xilônico. Uma linhagem de E. coli expressando o gene xylB de C. crescentus atingiu 

uma produtividade de 1,09 g L-1 h-1 (LIU et al., 2012), e linhagens de C. glutamicum 

expressando o mesmo gene alcançou produtividades de 1,02 g L-1 h-1 (YIM et al., 2017) e 

0,93 g L-1 h-1 (SUNDAR et al., 2020). Um valor similar à produtividade de Z. mobilis (1,8 g 

L-1 h-1) também foi encontrado para duas linhagens de E. coli modificadas para a produção de 

ácido xilônico (CAO et al., 2013; ZHANG et al., 2019). A melhor produtividade descrita até 

então foi alcançada por uma linhagem de E. coli expressando o gene xylB de C. crescentus, a 

qual ainda continha circuitos proteicos, o que levou à produtividade de 7,12 g L-1 h-1 (GAO et 

al., 2019), ressaltando o relevante uso da biologia sintética na engenharia metabólica de 

micro-organismos. Tendo apresentado a melhor produção e produtividade, a linhagem ZM4 

BX foi escolhida para dar continuidade ao trabalho.  

 

Tabela 11. Comparativo da produtividade volumétrica alcançada por micro-organismos 

modificados para a produção de ácido xilônico.  

Micro-organismo Genes expressos 
Produtividade  

(g L-1 h-1) 
Referência 

S. cerevisiae xyd1 (T. reesei) 0,036 (TOIVARI et al., 2010) 

S. cerevisiae 
xylB (C. crescentus) 

xylC (C. crescentus) 

0,23 

0,24 (+ xylC) 

 

(TOIVARI et al., 

2012b) 

E. coli xylB (C. crescentus) 1,09 (LIU et al., 2012) 

E. coli 
xylB + xylC (C. 

crescentus) 
1,80 (CAO et al., 2013) 

C. glutamicum 
xylB (C. crescentus) 

xylE (E. coli) 

 

1,02 (YIM et al., 2017) 

E. coli 
xylB + xylC (C. 

crescentus) 

 

1,80 (ZHANG et al., 2019) 

E. coli xylB (C. crescentus) 7,12 (GAO et al., 2019) 

C. glutamicum xylB (C. crescentus) 0,93 (SUNDAR et al., 2020) 

Z. mobilis XDH (P. xenovorans) 1,85 Este trabalho. 
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5.3 Coexpressão dos genes XDH e XL 

Embora a produção de ácido xilônico seja possibilitada somente com a expressão do 

gene XDH uma vez que a xilonolactona, produto da atividade desta enzima, sofre 

desidratação espontânea para formar o ácido orgânico, a coexpressão de um gene codificador 

da enzima xilonolactonase (XL) poderia melhorar a produção, conforme já descrito para E. 

coli (CAO et al., 2013). Assim, o gene codificador de XL de P. xenovorans foi expresso na 

linhagem ZM4 BX.  

Primeiramente, este gene foi sintetizado e clonado no sítio de BglII do vetor pB1-

XDH BX, formando um operon com o gene BX, dando origem ao vetor pB1-BXL. A 

confirmação desta clonagem está apresentada na Figura 33, sendo que a digestão com a 

enzima KpnI gera um fragmento de 600 pb e outro de aproximadamente 150 pb, o qual não é 

possível de ser visualizado no gel de agarose devido ao seu pequeno tamanho. Ainda, a 

digestão dupla com as enzimas NdeI e BglII gera um fragmento de 1,8 kb correspondente aos 

dois genes. Este vetor foi transformado em Z. mobilis, sendo três transformantes selecionados 

aleatoriamente e submetidos à PCR de colônia com primers que se anelam no início do gene 

BX e no terminador do gene pdc presente no plasmídeo. Esta amplificação resulta em uma 

banda de aproximadamente 1,8 kb, a qual foi apresentada pelos três transformantes avaliados 

(Figura 34).  
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Figura 33. Mapa de restrição do vetor pB1-BXL (A) e confirmação da sua construção 

(B). Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 1: vetor pB1-BXL 

digerido com a enzima KpnI; 2: digestão dupla com as enzimas NdeI e BglII; 3: vetor pB1-

BXL intacto; (M) 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 

 

Figura 34. PCR de colônia de transformantes de Z. mobilis contendo o operon com os 

genes BX e XL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Os três 

transformantes avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 1,8 

kb (1 – 3); 4: controle negativo da reação de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb 

DNA Ladder (Promega). 
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A linhagem coexpressando os genes BX e XL (ZM4 BXL) foi avaliada para a 

produção de ácido xilônico, sendo que esta, surpreendentemente, foi prejudicada nesta 

linhagem, como mostrado na Figura 35. Enquanto que a linhagem ZM4 BX foi capaz de 

produzir neste experimento 22,88 ± 0,83 g L-1 de ácido xilônico após 24 h de cultivo, ZM4 

BXL produziu somente 6,06 ± 0,57 g L-1
. Um resultado similar foi observado em uma 

linhagem modificada de C. glutamicum coexpressando os genes xylB (xilose desidrogenase) e 

xylC (xilonolactonase) de C. crescentus, a qual produziu 5,86 g L-1 de ácido xilônico 

comparado a 20,04 g L-1 produzidos pela linhagem apenas expressando o gene xylB (YIM et 

al., 2017). Uma vez que a XL catalisa a abertura do anel da lactona para a forma linear do 

ácido xilônico, é possível que o pH intracelular tenha diminuído muito rapidamente. Em um 

estudo com uma linhagem modificada de S. cerevisiae produtora de ácido xilônico 

(NYGÅRD et al., 2014), foi demonstrado que a coexpressão dos genes xylB e xylC de C. 

crescentus realmente leva a uma rápida diminuição no pH intracelular para menor que 5, 

comparado com a linhagem apenas expressando xylB, tendo como consequência uma redução 

na taxa de crescimento específico e morte celular. Este fato poderia explicar o baixo 

desempenho de Z. mobilis expressando os dois genes.  

 

Figura 35. Comparativo da produção de ácido xilônico entre as linhagens ZM4 BX 

(círculos verdes), ZM4 BXL (triângulos azuis) e ZM4 C- (quadrados cinzas). As 

linhagens foram cultivadas em frascos com meio RM contendo 50 g L-1 de xilose a 30 °C. 
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Visando à confirmação da diminuição da taxa de crescimento específico devido à 

expressão de XL na presença de xilose no meio, as linhagens ZM4 BX e ZM4 BXL foram 

cultivadas em meio RM contendo somente glicose ou glicose com xilose. Os resultados 

mostram que a linhagem expressando os dois genes cresce menos que a ZM4 BX na presença 

de xilose (Figura 36). Quando crescida somente em glicose, a linhagem ZM4 BXL apresenta 

um melhor crescimento, com uma taxa de crescimento específico máximo de 0,47 ± 0,04 h-1 

comparado com 0,38 ± 0,01 h-1 da linhagem ZM4 BX. Quando a xilose estava presente no 

meio, a taxa de crescimento específico máximo apresentada por ZM4 BXL foi de 0,14 ± 0,05 

h-1, 55% menos que a ZM4 BX (0,31 ± 0,01 h-1). Assim, devido aos efeitos negativos no 

crescimento celular, o gene XL não foi mais empregado neste trabalho.  

Figura 36. Comparação do crescimento das linhagens ZM4 BX e ZM4 BXL em glicose 

ou glicose com xilose. Triângulos abertos: ZM4 BXL em glicose; círculos abertos: ZM4 BX 

em glicose; triângulos fechados: ZM4 BXL em glicose e xilose; círculos fechados: ZM4 BX 

em glicose e xilose.  
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5.4 Construção dos cassetes de deleção e vetores de expressão  

Visando à otimização do processo de produção de ácido xilônico, dois genes foram 

selecionados como alvo de deleção. Um deles é o gene ZMO0976 que codifica uma aldo-ceto 

redutase, cuja a atividade sobre xilose, além de competir por este substrato, converte esta em 

xilitol, um composto tóxico para as células (YANG et al., 2014a). Para reduzir a formação de 

outros subprodutos, o gene ZMO1237, codificador da enzima lactato desidrogenase, também 

foi escolhido como alvo de deleção. Esta enzima produz lactato a partir de piruvato 

principalmente em aerobiose (YANG et al., 2009b), condição que beneficiaria a produção de 

ácido xilônico devido à reciclagem de cofatores utilizados pelas XDH pela cadeia respiratória. 

Assim, o gene ZMO1237 foi escolhido porque a produção de lactato a partir da glicose 

poderia afetar na formação de biomassa.   

Para a deleção dos genes alvo, cassetes de deleção foram construídos contendo o gene 

de resistência a espectinomicina flanqueado por sítios loxP para posterior remoção da marca. 

Para a integração deste gene de resistência com concomitante deleção do gene de interesse, 

utilizou-se a maquinaria de recombinação homóloga da célula. Assim, além do gene de 

resistência a antibiótico, os cassetes de deleção foram construídos de forma a possuírem 

aproximadamente 500 pb de homologia com a localização desejada no genoma em suas 

extremidades. Os cassetes de deleção foram construídos no vetor pPCV, cuja replicação não é 

possível em Z. mobilis, uma vez que sua origem de replicação não é funcional nesta bactéria. 

Para a deleção do gene ZMO0976, foi construído o vetor pV-Δ0976, o qual contém o 

gene de resistência a espectinomicina flanqueado por sítios loxP, sendo este também 

flanqueado por braços de homologia ao genoma. A Figura 37 mostra a análise de restrição 

deste vetor para a confirmação da sua construção. A digestão com as enzimas XcmI, XbaI e 

SalI linearizam o vetor construído ao digeri-lo no fragmento upstream ao gene ZMO0976, no 

gene de resistência à espectinomicina e no fragmento downstream ao gene ZMO0976, 

respectivamente.   
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Figura 37. Confirmação da construção do vetor pV-Δ0976 contendo o cassete de deleção 

para o gene ZMO0976. (A) Mapa de restrição do vetor construído. (B) Eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio: 1: vetor intacto; 2: digestão dupla com as 

enzimas com SacI e KpnI; 3: digestão com XcmI; 4: digestão com XbaI; 5: digestão com SalI; 

M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia). 

  

O vetor pV-Δ1237, utilizado para a deleção do gene ZMO1237, foi construído da 

mesma maneira, sendo sua construção confirmada pela análise de restrição apresentada na 

Figura 38. Da mesma maneira do que para o vetor pV-Δ0976, a dupla digestão com as 

enzimas SacI e KpnI gera fragmentos de aproximadamente 2,4 e 2,9 kb, correspondentes ao 

cassete de deleção e vetor, respectivamente. Já a digestão com as enzimas HpaI, XbaI e 

BamHI linearizam o vetor construído ao digeri-lo no fragmento upstream ao gene ZMO1237, 

no gene de resistência à espectinomicina e no fragmento downstream ao gene ZMO1237, 

respectivamente.   

Ainda, a utilização do sistema Cre-loxP requer a expressão do gene da recombinase 

Cre. Este foi amplificado a partir do vetor pYRCre2 (BETANCUR et al., 2017), sendo então 

clonado no vetor pBBR1MCS1 contendo o promotor e terminador do gene pdc como um 

fragmento Nde-BglII. O vetor resultante foi denominado pB1-CreA, sendo a confirmação da 

sua clonagem apresentada na Figura 39. A digestão com as enzimas citadas libera o gene da 

Cre, cujo tamanho aproximado é de 1 kb. Já a digestão com as enzimas BamHI e NcoI libera 

um fragmento de 1,3 kb.  
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Figura 38. Confirmação da construção do vetor pV-Δ1237 contendo o cassete de deleção 

para o gene ZMO1237. (A) Mapa de restrição do vetor construído. (B) Eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio: 1: vetor intacto; 2: digestão dupla com as 

enzimas com SacI e KpnI; 3: digestão com HpaI; 4: digestão com XbaI; 5: digestão com 

BamHI; M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia). 

 

 

Figura 39. Confirmação da construção do vetor pB1-CreA para expressão da 

recombinase Cre. (A) Mapa de restrição do vetor construído. (B) Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio: 1: vetor intacto; 2: digestão dupla com as enzimas 

NdeI e BglII; 3: digestão dupla com as enzimas BamHI e NcoI; M: marcador de massa 

molecular 1 kb ladder (Sinapse Biotecnologia).   
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5.5 Deleções gênicas 

Para a deleção do gene ZMO0976, o vetor pV-Δ0976 foi transformado em Z. mobilis 

após sua desmetilação, sendo feita a seleção em espectinomicina. Transformantes foram 

avaliados por meio de PCR de colônia para a confirmação da deleção. Após esta, um dos 

transformantes foi selecionado para a remoção da marca de deleção por meio do sistema Cre-

loxP. A Figura 40 mostra as confirmações realizadas por meio de PCR a partir de DNA 

genômico. A amplificação do locus selvagem utilizando os primers UP-F e DW-R, que se 

anelam no genoma de Z. mobilis fora da região de integração, resulta em uma banda de 

tamanho aproximado de 3 kb, sendo que após a integração do gene de resistência à 

espectinomicina, é obtida uma banda de aproximadamente 3,3 kb. Após a remoção da marca, 

a amplificação com estes mesmos primers resulta em uma banda de cerca de 2 kb. Também 

foram utilizados primers internos ao cassete de deleção que se anelam no gene de resistência à 

espectinomicina, denominados Spec-F e Spec-R. A utilização destes resulta em amplificação 

somente na linhagem com o gene deletado antes da remoção da marca de seleção, sendo 

obtida uma banda de 400 pb ao se empregar este par. Utilizando-se os primers UP-F e Spec-

R, é obtida uma banda de 1,6 kb, e uma banda de 2,0 kb é resultante da amplificação com os 

primers Spec-F e DW-R.   

Figura 40. Confirmação da deleção do gene ZMO0976 e remoção da marca de seleção. 

WT: Z. mobilis selvagem; Δ0976: linhagem com o gene ZMO0976 deletado; ZMa: linhagem 

com o gene ZMO0976 deletado e com a marca de seleção removida; C-: controle negativo da 

reação de PCR; M: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).   
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O mesmo foi realizado para a deleção do gene ZMO1237, sendo Z. mobilis 

transformada com o vetor pV-Δ1237. A amplificação do locus ldh selvagem utilizando os 

primers Cldh-F e Cldh-R, que se anelam no genoma de Z. mobilis fora da região de 

integração, resulta em uma banda de aproximadamente 2,2 kb, sendo que após a integração do 

gene de resistência à espectinomicina, é obtida uma banda de 2,5 kb. Após a remoção da 

marca, a amplificação com estes mesmos primers resulta em uma banda de cerca de 1,2 kb. 

Os primers internos ao cassete de deleção Spec-F e Spec-R também foram utilizados, sendo 

obtida a banda de 400 pb ao se empregar este par. Utilizando-se os primers Cldh-F e Spec-R, 

é obtida uma banda de 1,2 kb, e uma banda de 1,6 kb é resultante da amplificação com os 

primers Spec-F e Cldh-R (Figura 41).  

 

Figura 41. Confirmação da deleção do gene ZMO1237 e remoção da marca de seleção. 

WT: Z. mobilis selvagem; Δ1237: linhagem com o gene ZMO1237 deletado; ZMb: linhagem 

com o gene ZMO1237 deletado e com a marca de seleção removida; C-: controle negativo da 

reação de PCR; M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).  

 

Também foi construída uma linhagem portando a dupla deleção. Para tanto, a 

linhagem ZMa foi transformada com o vetor pV-Δ1237 para deleção do gene ZMO1237. 

Após a confirmação da deleção, um dos transformantes foi selecionado para a remoção da 

marca de deleção por meio do sistema Cre-loxP. A Figura 42 mostra as confirmações feitas 

por PCR a partir do DNA genômico, sendo que as bandas referentes a estas confirmações são 

idênticas às indicadas na Figura 41.  
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Figura 42. Confirmação da deleção do gene ZMO1237 na linhagem ZMa e remoção da 

marca de deleção. ZMa: linhagem com o gene ZMO0976 deletado e com a marca de seleção 

removida; Δ1237: linhagem ZMa com o gene ZMO1237 deletado; ZMc: linhagem contendo 

os dois genes deletados e marca de seleção removida; C-: controle negativo da reação de 

PCR; M: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).   

 

Demonstra-se, assim, que a integração de cassetes menores ao genoma de Z. mobilis é 

possível por meio da técnica apresentada. Contudo, ainda são necessárias novas ferramentas 

para a integração de fragmentos de DNA maiores, cujo desenvolvimento é imperativo para a 

engenharia metabólica desta bactéria. A confirmação da remoção da marca de seleção nas 

linhagens deletadas também foi realizada por meio do seu crescimento em meio contendo 

espectinomicina. A Figura 43 mostra que após a integração dos cassetes de deleção, as células 

são capazes de crescer em meio contendo este antibiótico, sendo esta característica perdida 

após a remoção da marca por meio do sistema Cre-loxP. Este é o primeiro relato de utilização 

deste sistema em Z. mobilis, sendo que este sucesso agrega para o desenvolvimento de 

ferramentas de engenharia genética para esta bactéria.  
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Figura 43. Crescimento das linhagens deletadas em meio contendo espectinomicina. 

ZMa: Δ0976 Spc-; ZMb: Δ1237 Spc-; ZMc: Δ0976Δ1237 Spc-. WT: Z. mobilis selvagem.  

 

5.6 Produção de ácido xilônico pelas linhagens deletadas 

Tendo confirmado as deleções dos genes ZMO0976 e ZMO1237, o vetor pB1-XDH 

BX foi transformado nas linhagens deletadas. A produção de ácido xilônico foi testada da 

mesma forma que anteriormente, sendo o resultado apresentado na Figura 44. A Tabela 12 

apresenta a produção, produtividade e o rendimento obtidos para estas linhagens. Embora 

todas as linhagens deletadas tenham apresentado médias ligeiramente superiores de produção 

de ácido xilônico em comparação à linhagem ZM4 BX, o teste t (p < 0,1) mostrou que 

somente a linhagem ZMa BX apresentou uma diferença significativa, mostrando que esta 

linhagem foi capaz de produzir mais ácido xilônico que a ZM4 BX. Esta diferença reflete que 

a xilose não está sendo convertida em xilitol, um composto tóxico para Z. mobilis. A 

produção de ácido xilônico pela linhagem ZMb BX não foi significantemente maior que a de 

ZM4 BX, mostrando que a deleção do gene da lactato desidrogenase não afeta a produção de 

ácido xilônico nas condições testadas para esta bactéria. Embora a linhagem ZMc também 

tenha o gene ZMO0976 deletado como a ZMa, é possível que a deleção do gene ZMO1237 

cause um efeito oposto, uma vez que a lactato desidrogenase recicla o NAD+ utilizado como 

cofator pela XDH, e assim, não deve ser considerado um alvo de deleção para a engenharia 

metabólica de Z. mobilis para a produção de ácido xilônico. De maneira semelhante à 

linhagem ZM4 BX, as linhagens deletadas também não foram capazes de consumir toda 

xilose presente no meio de cultivo, possivelmente devido à acidificação do meio de cultivo 

mencionada. Devido ao melhor desempenho da linhagem ZMa BX na produção de ácido 

xilônico, esta foi selecionada para a continuidade do trabalho.  
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Figura 44. Produção de ácido xilônico pelas linhagens modificadas de Z. mobilis 

expressando o gene BX. As linhagens foram crescidas por 24 h em frascos com meio RM 

contendo 50 g L-1 de xilose a 30 °C.  

 

Tabela 12. Produção de ácido xilônico, produtividade e rendimento alcançados pelas 

linhagens modificadas de Z. mobilis expressando o gene BX após 24 h de cultivo.  

Linhagem Produção (g L-1) Produtividade (g L-1h-1) Rendimento (gAX/gX) 

ZM4 BX 27.99 ± 2.40 2,12 ± 0,19 1,05 ± 0,01 

ZMa BX 31.90 ± 0.88 2,28 ± 0,19 1,05 ± 0,06 

ZMb BX 29.55 ± 0.95 2,25 ± 0,13 1,03 ± 0,11 

ZMc BX 30.91 ± 0.36 2,36 ± 0,06 1,05 ± 0,06 

 

5.7 Produção de ácido xilônico por fermentação em batelada simples 

A linhagem ZMa BX foi cultivada em um biorreator de escala de laboratório de 1 L, 

contendo 500 mL de meio RM com 20 g L-1 de glicose e 50 g L-1 de xilose (Figura 45). A 

glicose foi consumida em aproximadamente 28 h, sendo que o consumo de xilose começou 

dentro de 4 h e finalizando em aproximadamente 72 h. Neste momento, a linhagem ZMa BX 

produziu 56,44 ± 1,93 g L-1 de ácido xilônico a partir de 54,27 ± 0.,26 g L-1 de xilose, com um 

rendimento de 1,08 ± 0,02 gAX/gX, o que representa 97,3% do máximo teórico. A 

produtividade deste bioprocesso foi de 0,99 ± 0,03 g L-1 h-1, a qual foi menor daquela obtida 

em frascos, possivelmente devido à menor biomassa inoculada no início do processo.  
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A linhagem ZMa C- (controle negativo) foi incapaz de utilizar xilose, a qual 

permaneceu no meio de cultivo até o fim da fermentação. Ela também apresentou uma menor 

taxa de crescimento quando comparada com a linhagem produtora de ácido xilônico, uma vez 

que esta apresentou uma taxa de crescimento máximo específico de 0,04 ± 0,00 h-1 em 

comparação com 0,02 ± 0,00 h-1 do controle negativo. De fato, a glicose só foi consumida 

após aproximadamente 52 h, enquanto ZMa BX a consumiu em 28 h. Este atraso no 

crescimento pode ser explicado pelo estresse causado pela própria xilose. As respostas 

moleculares de Z. mobilis quando a xilose está presente no meio já foram investigadas em 

uma linhagem utilizadora deste açúcar, mostrando que este causa um impacto mais severo 

nesta bactéria do que aquele causado por acetato, sendo recrutados mais genes para a 

utilização de xilose do que para o acetato (YANG et al., 2014a). Embora sejam diferentes 

linhagens, a xilose também pode impor algum estresse na ZMa C-, sendo necessários mais 

estudos para a elucidação dos mecanismos de utilização de xilose por Z. mobilis para uma 

melhor engenharia metabólica desta bactéria e um melhor aproveitamento desta pentose.  

 

Figura 45. Perfil fermentativo das linhagens ZMa BX e ZMa C-. A fermentação foi 

realizada em modo de batelada em meio contendo 20 g L-1 de glicose e 50 g L-1 de xilose a 

30 °C. Círculos verdes: produção de ácido xilônico por ZMa BX; losangos azuis: consumo de 

xilose por ZMa BX; triângulos roxos: consumo de glicose por ZMa BX; quadrados verdes: 

produção de ácido xilônico por ZMa C-; hexágonos azuis: consumo de xilose por ZMa C-; 

triângulos invertidos roxos: consumo de glicose por ZMa C-.  
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5.8 Uso de hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar em fermentação em batelada  

O bagaço de cana-de-açúcar é um resíduo agrícola abundante no Brasil, tendo sido 

produzidos 178 milhões de toneladas em 2016 (COMPANHIA NACIONAL DE 

ABASTECIMENTO, 2019), de forma que a sua utilização como uma matéria-prima de baixo 

custo é de grande relevância. Uma vez que Z. mobilis mostrou uma eficiente conversão de 

xilose a ácido xilônico em meio complexo, esta conversão utilizando hidrolisado de bagaço de 

cana-de-açúcar também foi avaliada. 

Foi utilizado meio definido contendo 10% de hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar, de forma que o meio final continha aproximadamente 10 g L-1 de xilose. A linhagem 

ZMa C- não foi capaz de crescer nem consumir a glicose presente no meio, enquanto que 

ZMa BX a consumiu após aproximadamente 28 h de cultivo (Figura 46), tempo semelhante 

ao cultivo em meio complexo. Esta linhagem atingiu uma produção de 11,13 g L-1 de ácido 

xilônico com uma produtividade de 0,32 g L-1 h-1, aproximadamente um terço daquela obtida 

em meio complexo, provavelmente devido à presença de inibidores encontrados em 

hidrolisados lignocelulósicos. Apesar disso, o rendimento deste bioprocesso foi de 1,07 

gAX/gX, o qual foi similar ao encontrado para a fermentação em meio rico.  

 

Figura 46. Perfil fermentativo da linhagem ZMa BX em meio contendo hidrolisado de 

bagaço de cana-de-açúcar. A fermentação foi realizada em modo de batelada em meio 

definido contendo 10% de hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar a 30 °C. Círculos verdes: 

produção de ácido xilônico; losangos azuis: consumo de xilose; triângulos roxos: consumo de 

glicose.  
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A produtividade alcançada por ZMa BX em hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar 

foi menor daquela observada para uma linhagem de E. coli modificada produtora de ácido 

xilônico, a qual foi de 1,52 g L-1 h-1 (ZHANG et al., 2019), estudo no qual foi utilizado 

hidrolisado de espiga de milho como matéria-prima. Outra linhagem modificada de C. 

glutamicum utilizando hidrolisado de palha de arroz foi capaz de produzir 42,94 g L-1 de 

ácido xilônico a partir de 60 g L-1 de xilose somente após 120 h de incubação. Em 

contrapartida, Z. mobilis foi capaz de converter toda xilose disponível no meio contendo 

hidrolisado em ácido xilônico, demonstrando seu potencial como plataforma industrial para a 

produção deste ácido orgânico.  

Um interessante resultado deste experimento foi a capacidade de Z. mobilis de 

detoxificar o furfural presente no hidrolisado, uma vez que este composto não foi mais 

detectado ao final da fermentação (Figura 47). De fato, já foi demonstrado que Z. mobilis é 

capaz de converter o furfural em sua forma alcóolica furfuril, que é aproximadamente 75% 

menos inibitório que o furfural (FRANDEN et al., 2013). Esta é uma importante característica 

quando o hidrolisado lignocelulósico é considerado como matéria-prima para a produção de 

produtos de alto valor agregado.  

 

Figura 47.  Cromatogramas das amostras fermentativas de Z. mobilis mostrando o 

decréscimo no pico referente ao furfural. 1: Padrão contendo furfural (tempo de retenção 

de aproximadamente 70 min); 2: amostra fermentativa no tempo 0 h; 3: amostra fermentativa 

no tempo de 4 h; 4: amostra fermentativa no tempo de 20 h.   



92 

 

5.9 Clonagem do transportador xylE  

Ainda com o objetivo de otimizar a produção de ácido xilônico, o gene xylE de E. coli, 

que codifica para um transportador de xilose, foi expresso em Z. mobilis, sendo ele 

amplificado a partir do DNA genômico da linhagem DH10B. Para a sua expressão, foram 

utilizados o promotor e terminador do gene pdc de Z. mobilis, os quais foram amplificados a 

partir do seu genoma. A clonagem destes fragmentos separadamente para a montagem do 

vetor de expressão não foi possível, de forma que estes foram submetidos a uma PCR de 

sobreposição, gerando um fragmento de aproximadamente 2,2 kb, contendo o gene xylE com 

as regiões promotora e terminadora do gene pdc. A amplificação do gene xylE e a PCR de 

sobreposição estão apresentados na Figura 48. Após, foi realizada a clonagem deste produto 

de PCR no vetor pBBR1MCS2 digerido com as enzimas SacII e XhoI, dando origem ao vetor 

pB2-xylE WT. A confirmação da clonagem e o mapa de restrição deste plasmídeo estão 

apresentados na Figura 49. A digestão com as enzimas citadas libera o fragmento de 2,2 kb 

contendo o gene xylE e as regiões promotora e terminadora. Já a digestão com as enzimas 

NdeI e BamHI leva à liberação do gene xylE de aproximadamente 1,5 kb, sendo que a 

digestão com KpnI libera um fragmento de cerca de 600 pb. 

 

Figura 48. Amplificação e PCR de sobreposição do gene xylE. Eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando a amplificação do gene xylE (1) e sua 

ligação com as regiões promotora e terminadora do gene pdc por meio de PCR de 

sobreposição (2 e 3). C-: controle negativo das reações de PCR. M: marcador de massa 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  
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Figura 49. Confirmação da clonagem do gene xylE no vetor pBBR1MCS2. (A) Mapa de 

restrição do vetor pB2-xylE WT. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo 

de etídio: (1) vetor intacto; (2) digestão dupla com as enzimas SacII e XhoI; (3) digestão 

dupla as enzimas NdeI e BamHI; (4) digestão com KpnI. M: marcador de massa molecular 1 

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

 

Visando minimizar a competição do transportador com a glicose, este foi 

mutagenizado em dois resíduos. Um deles, a glutamina na posição 175 (Q175), faz ligações 

de hidrogênio somente com a glicose, não sendo necessário para a ligação com xilose. Assim, 

ele foi substituído por um resíduo de alanina (mutação Q175A). O outro resíduo, uma glicina 

na posição 388 (G388), embora também interaja com a xilose, realiza uma ligação de 

hidrogênio a mais com a glicose, sendo, portanto, mais importante para a ligação deste 

monossacarídeo. Assim, ele também foi modificado para um resíduo de alanina (mutação 

G388A). O gene contendo ambas mutações foi sintetizado e posteriormente fragmentos do 

gene selvagem foram substituídos nesta versão mutada de forma a obter outras duas versões 

do transportador contendo as mutações citadas separadamente. A Figura 50 mostra a estrutura 

tridimensional do bolso de ligação ao substrato do transportador XylE ligado à glicose, com 

destaque aos resíduos que foram mutagenizados.  
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Figura 50. Estrutura tridimensional do bolso de ligação ao substrato do transportador 

XylE ligado à glicose. As setas vermelhas indicam os resíduos mutagenizados. Retirado de 

SUN et al., 2012.  

 

A sequência de DNA sintetizada contendo as mutações para ambos os resíduos de 

aminoácidos foi clonada no vetor pB2-xylE WT digerido com as enzimas NdeI e BamHI, 

dando origem ao vetor pB2-xylEM. A digestão dupla com estas enzimas leva à liberação do 

gene xylE de aproximadamente 1,5 kb. Já a digestão dupla com as enzimas EcoRV e NdeI ou 

EcoRV e BamHI liberam fragmentos de aproximadamente 900 e 500 pb, respectivamente. A 

confirmação da clonagem assim como seu mapa de restrição está apresentada na Figura 51. 
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Figura 51. Confirmação da clonagem do gene xylE mutado no vetor pBBR1MCS2. (A) 

Mapa de restrição do vetor pB2-xylEM. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio: (1) vetor intacto; (2) digestão dupla com as enzimas NdeI e BamHI; (3) 

digestão dupla com as enzimas NdeI e EcoRV; (4) digestão dupla com as enzimas EcoRV e 

BamHI; M: marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).   

 

Ainda, também foram obtidas outras duas versões do gene xylE contendo uma 

mutação cada. Para tanto, o vetor pB2-xylEM foi digerido com a enzima EcoRV juntamente 

com a enzima NdeI ou BamHI, de forma a retirar os fragmentos que contêm as mutações 

Q175A e G388A, respectivamente, substituindo-os pelos fragmentos selvagens amplificados 

a partir do vetor pB2-xylE WT (Figura 52A). O fragmento que contém o resíduo 175 possui 

aproximadamente 1 kb e o que contém o resíduo 388, 600 pb. Estes produtos de PCR foram 

clonados no vetor pB2-xylEM, originando os novos plasmídeos pB2-xylE175 e pB2-xylE388, 

contendo as mutações Q175A e G388A, respectivamente. Seus mapas de restrição encontram-

se no Apêndice 8.2. A confirmação destas clonagens está apresentada na Figura 52B, na qual 

está apresentada a digestão com a enzima KpnI que libera um fragmento de 670 pb.   
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Figura 52. Amplificação dos fragmentos do gene xylE e confirmação da sua clonagem. 

(A) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando a 

amplificação dos fragmentos do gene xylE na forma selvagem (2 e 3); 1 e 4: controle negativo 

das reações de PCR. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio 

mostrando a confirmação da clonagem dos fragmentos selvagens no vetor pB2-xylEM: 5: 

vetor pB2-xylE175 intacto e digerido com a enzima KpnI (6); 7: digestão do vetor pB2-

xylE388 com a enzima KpnI; 8: vetor pB2-xylE388 intacto; M: marcador de massa molecular 

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).   

 

Todos os vetores contendo as diferentes versões deste gene, incluindo o selvagem, 

foram desmetilados na linhagem de E. coli JM110 visando à transformação em Z. mobilis e à 

avaliação do transporte de xilose nesta bactéria por meio da sua produção nativa de xilitol. 

Contudo, após tentativas de transformação realizando a seleção de transformantes em 

canamicina, não foi possível confirmar a presença dos plasmídeos nestes, sendo que colônias 

também cresciam no controle negativo (“transformação” realizada sem DNA) da 

transformação. Swing e De Ley (1977) reportam a resistência de Z. mobilis a antibióticos 

comumente utilizados como canamicina, ampicilina, estreptomicina, gentamicina, dentre 

outros, embora o gene de resistência a canamicina seja realmente utilizado na construção de 

vetores de expressão para Z. mobilis (CAO et al., 2016). Além disso, Kerr et al. (2011) 

relatam que somente os antibióticos cloranfenicol e tetraciclina são confiáveis para o uso em 
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Z. mobilis, enquanto que Dunn (2015) adicionou espectinomicina a esta lista. De fato, os 

antibióticos cloranfenicol e espectinomicina foram utilizados com sucesso neste trabalho.  

Assim, para contornar este problema relacionado à resistência à canamicina, outra 

estratégia foi escolhida para o teste dos transportadores xylE, optando-se pela montagem de 

operons portando as diferentes versões deste gene e o gene BX e avaliando-os diretamente na 

produção de ácido xilônico. Para tanto, os plasmídeos já construídos (pB2-xylE WT, pB2-

xylEM, pB2-xylE175 e pB2-xylE388) foram utilizados como molde para a amplificação dos 

genes xylE, cujo resultado encontra-se na Figura 53.  

 

Figura 53. Amplificação das versões do gene xylE. Eletroforese em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio mostrando a amplificação das diferentes versões do gene xylE -

1: versão selvagem (WT); 2: versão com a dupla mutação (M); 3: versão com a mutação 

Q175A (175); 4: versão com a mutação G388A (388); 5: controle negativo da reação de PCR; 

M:   marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).  

 

Os produtos de PCR foram então clonados no vetor pB1-XDH BX digerido com a 

enzima BglII, originando os seguintes vetores: pB1-BX xylE, portando a versão selvagem do 

transportador xylE, pB1-BX xylEM portando a versão com dupla mutação; pB1-BX xylE175 

portando a mutação Q175A e pB1-BX xylE388, portando a mutação G388A. O mapa de 

restrição do vetor pB1-BX xylE está apresentado na Figura 54. A confirmação da clonagem 

destes plasmídeos encontra-se na Figura 55, a qual foi realizada por meio da digestão dupla 

com as enzimas NdeI e BglII ou com a enzima KpnI, liberando fragmentos de 2,4 kb e 670 

pb, respectivamente.  
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Figura 54. Mapa de restrição do vetor pB1-BX xylE contendo o operon com o gene BX e 

xylE selvagem.  

 

Figura 55. Confirmação da clonagem das diferentes versões do gene xylE no vetor pB1-

XDH BX. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando a 

confirmação da clonagem dos genes xylE: 1: vetor pB1-BX xylE intacto; 2: vetor pB1-BX 

xylE digerido com as enzimas NdeI e BglII; 3: vetor pB1-BX xylE digerido com a enzima 

KpnI; 4: vetor pB1-BX xylEM intacto; 5: vetor pB1-BX xylE digerido com as enzimas NdeI 

e BglII; 6: vetor pB1-BX xylE digerido com a enzima KpnI; 7: vetor pB1-BX xylE175 

intacto; vetor pB1-BX xylE175 digerido com as enzimas NdeI e BglII; 8: vetor pB1-BX 

xylE175 digerido com a enzima KpnI; 10: vetor pB1-BX xylE388 intacto; 11: vetor pB1-BX 

xylE388 digerido com as enzimas NdeI e BglII; 12: vetor pB1-BX xylE388 digerido com a 

enzima KpnI. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega). 
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5.10 Avaliação do transportador xylE na produção de ácido xilônico  

Após desmetilação dos plasmídeos contendo o operon com os genes BX e xylE (e suas 

variantes), estes foram transformados na linhagem ZMa, sendo três transformantes de cada 

variação do xylE escolhidos aleatoriamente e submetidos à PCR de colônia. Como mostrado 

na Figura 56, desta vez foi possível a identificação do plasmídeo contendo os diferentes 

transportadores nos transformantes de Z. mobilis. Para as variantes selvagem, 175 e 388 do 

xylE, todos os transformantes testados apresentaram a banda correspondente à presença do 

transportador xylE, sendo que somente um da variante dupla mutada apresentou esta banda. 

Assim, transformantes positivos foram testados para a produção de ácido xilônico, sendo que 

as linhagens geradas foram denominadas BXE (contendo o gene xylE selvagem); BXE M 

(contendo o gene xylE com a dupla mutação); BXE 175 (contendo o gene xylE com a mutação 

Q175A) e BXE 388 (contendo o gene xylE com a mutação G388A). A Figura 57A mostra a 

produção de cada linhagem após 72 h de cultivo. Conforme apresentado, as linhagens 

portando o transportador xylE, em qualquer uma de suas versões, teve a sua produção de ácido 

xilônico impactada negativamente, sendo que o crescimento destas também foi menor do que 

para a linhagem ZMa BX (Figura 57B).  

 

 

Figura 56.  PCR de colônia dos transformantes contendo o operon com o gene BX e 

variantes do gene xylE. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 1 

a 3: transformantes contendo a variante selvagem do xylE; 4 a 6: transformantes contendo a 

variante dupla mutada do gene xylE; 7 a 9: transformantes contendo a variante 175 do gene 

xylE; 10 a 12: transformantes contendo a variante 388 do gene xylE; 13: controle negativo da 

reação de PCR; M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).  
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Figura 57. Produção de ácido xilônico pelas linhagens coexpressando o gene BX e xylE 

(A) e seu crescimento (B). As linhagens foram crescidas por 72 h em frascos com meio RM 

contendo 50 g L-1 de xilose a 30 °C. Verde: linhagem ZMa BX; azul: linhagem ZMa BXE; 

roxo: linhagem ZMa BXE M; rosa: linhagem ZMa BXE 175; cinza: linhagem ZMa BXE 388. 

 

Para melhor verificar a influência da presença do gene xylE no crescimento celular de 

Z. mobilis, as linhagens foram submetidas a crescimento em placa em meio contendo somente 

glicose e glicose com xilose. A Figura 58A mostra o crescimento das linhagens em meio 

contendo apenas glicose e a Figura 58B mostra seu crescimento em meio contendo glicose e 

xilose.  

Figura 58. Crescimento das linhagens coexpressando o gene BX e xylE em meio 

contendo apenas glicose (A) e glicose e xilose (B). As células foram crescidas a 30 °C. 

Verde: linhagem ZMa BX; azul: linhagem ZMa BXE; roxo: linhagem ZMa BXE M; rosa: 

linhagem ZMa BXE 175; cinza: linhagem ZMa BXE 388. 
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Nota-se na Figura 58A que as linhagens portando o transportador XylE apresentam 

uma maior fase lag em comparação à linhagem expressando somente o gene BX quando 

crescidas em meio contendo somente glicose como fonte de carbono, embora todas atinjam 

uma OD600 semelhante na fase estacionária. Contudo, enquanto que a linhagem ZMa BX 

atinge esta fase em aproximadamente 12 h, as demais linhagens levam cerca de 16 h. Ainda, 

há um decréscimo na taxa de crescimento específico máximo para as linhagens expressando 

xylE. A linhagem ZMa BX apresentou uma taxa de crescimento específico máximo de 0,18 ± 

0,00 h-1, enquanto que ZMa BXE, ZMa BXE M, ZMa BXE 175 e ZMa BXE 388 

apresentaram taxas de 0,12 ± 0,00 h-1, 0,12 ± 0,01 h-1, 0,13 ± 0,01 h-1 e 0,13 ± 0,00 h-1 

respectivamente. Assim, verifica-se que a expressão de xylE sob o controle de um promotor 

forte como o pdc leva a um aumento da fase lag e a uma redução na taxa de crescimento 

específico máximo de Z. mobilis.  

Este aumento da fase lag em células expressando xylE também foi observado em uma 

linhagem de Z. mobilis capaz de metabolizar xilose para a produção de etanol (DUNN; RAO, 

2014), sendo que no estudo citado, também houve uma redução na taxa de consumo de 

glicose, embora os autores não tenham discutido ou correlacionado os dois fatos. 

Coincidentemente, a expressão de xylE na linhagem ZMa BX também levou a uma menor 

taxa de consumo de glicose em comparação à linhagem sem xylE, conforme apresentado na 

Figura 59, a qual mostra o consumo de glicose durante a produção de ácido xilônico 

apresentada na Figura 57. Assim, é possível que o crescimento mais lento observado nas 

linhagens expressando xylE seja devido ao menor consumo de glicose. Outra possiblidade 

para o menor crescimento em células com o transportador XylE estaria relacionada com o fato 

de que este é um transportador que utiliza a força próton-motiva como energia para o 

transporte do açúcar (DUNN; RAO, 2014). Sabe-se que Z. mobilis apresenta um crescimento 

desacoplado, no qual há um rápido catabolismo não relacionado com a síntese de biomassa 

celular (BELAÏCH; SENEZ, 1965), sendo possível que o ATP produzido seja reciclado por 

uma atividade de ATPase, convertendo esta energia em uma força próton-motiva 

transmembrana (KALNENIEKS, 2006). Este gradiente transmembrana pode ser dissipado por 

meio da exportação de ânions bicarbonato derivados da dissociação do CO2 produzido pela 

fermentação, deixando um próton no citoplasma (KALNENIEKS, 2006), hipótese 

mencionada no tópico 1.6.2, de forma que a presença do transportador XylE derivada de uma 

alta expressão pelo promotor pdc poderia causar um desbalanço na dissipação deste gradiente, 

tendo como consequência uma diminuição no crescimento de Z. mobilis. Contudo, mais 
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estudos são necessários para confirmar tanto a exportação de ânions bicarbonato para a 

dissipação do gradiente transmembrana quanto para a influência do transportador XylE nesta 

dissipação de energia.  

  

Figura 59. Consumo de glicose por ZMa BX e pelas linhagens coexpressando o gene BX 

e xylE. As células foram crescidas a 30 °C. Verde: linhagem ZMa BX; azul: linhagem ZMa 

BXE; roxo: linhagem ZMa BXE M; rosa: linhagem ZMa BXE 175; cinza: linhagem ZMa 

BXE 388. 

 

Ainda de acordo com a Figura 59, verifica-se que as variantes do transportador XylE 

que mais influenciaram no consumo de glicose foram aquelas com a dupla mutação e com a 

mutação G388A, revelando que este resíduo de aminoácido de fato tem influência na ligação 

e transporte da glicose. Além disso, o crescimento das linhagens ZMa BX e daquelas 

coexpressando o gene BX e xylE também é impactado quando há xilose no meio, conforme a 

Figura 58B, possivelmente devido à presença de ácido xilônico. Embora a linhagem ZMa BX, 

a melhor produtora dentre elas, seja a mais impactada, todas exibem taxas de crescimento 

máximo específico similares (0,08 ± 0,00 h-1), com exceção da linhagem ZMa BXE 175, a 

qual exibiu 0,09 ± 0,00 h-1.  

Concomitantemente aos testes das diferentes versões do transportador XylE na 

produção de ácido xilônico, foi realizado o sequenciamento das construções dos operons 

contendo o gene BX e xylE descritas no tópico 5.9 para a verificação dos resíduos 

mutagenizados. Conforme apresentado no alinhamento da Figura 60, tanto a versão selvagem 

do gene (WT) e mutagenizada no resíduo 175 da proteína apresentam o resíduo 388 na forma 

selvagem (glicina) enquanto que a versões com a dupla mutação (M) e 388 apresentam este 
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mutado para alanina (destaque em vermelho). Entretanto, a Figura 61 revela que a versão 388 

que deveria apresentar somente a mutação no resíduo 388, também apresenta o resíduo 175 

mutado, ou seja, o fragmento selvagem não foi corretamente clonado, de forma que esta 

versão apresenta os dois resíduos mutados assim como na versão M. Assim, com os dois 

resíduos mutados, há realmente uma mudança no consumo de glicose em relação às demais 

variantes, sendo que estas mutações podem ser aplicadas a bioprocessos nos quais a 

competição entre glicose e xilose pelos transportadores é um gargalo.  

Figura 60. Alinhamento das sequências genéticas das diferentes versões do gene xylE. O 

códon do resíduo 388 da proteína está destacado em vermelho. WT: versão selvagem do xylE; 

M: versão com a dupla mutação; 175: versão com o resíduo 175 mutado; 388: versão com o 

resíduo 388 mutado.   

Figura 61. Alinhamento das sequências genéticas das diferentes versões do gene xylE. O 

códon do resíduo 175 da proteína está destacado em vermelho. WT: versão selvagem do xylE; 

M: versão com a dupla mutação; 175: versão com o resíduo 175 mutado; 388: versão com o 

resíduo 388 mutado.   

 

Além disso, verificou-se que a expressão do transportador xylE controlada por um 

promotor forte como o do gene pdc impactou negativamente o seu crescimento, de forma que 

para a expressão deste gene em Z. mobilis, um promotor fraco seria mais adequado. Este fato 

mais uma vez corrobora para a necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas de 

engenharia genética para esta bactéria que traz um importante potencial na construção de 

novas plataformas biotecnológicas.  
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6. Conclusões e Perspectivas  

Ácidos orgânicos são importantes blocos de construção na indústria química, 

possuindo grupamentos funcionais que permitem a sua polimerização em moléculas mais 

complexas. Além disso, a bactéria Z. mobilis possui características industriais desejáveis, 

como a alta taxa de absorção de açúcares e a baixa formação de biomassa celular. Dessa 

forma, neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis capaz de 

produzir ácidos orgânicos a partir da xilose, pentose cujo aproveitamento é relevante para a 

valorização da biomassa lignocelulósica de forma a utilizar esta como matéria-prima.  

A expressão do gene CAD1 de A. terreus não levou à produção de ácido itacônico por 

Z. mobilis, possivelmente devido ao baixo fluxo de carbono pelo TCA, porém são necessários 

mais estudos para a elucidação deste problema. Ainda, também não foi possível a integração 

de grandes fragmentos de DNA ao genoma de Z. mobilis, ressaltando a necessidade do 

desenvolvimento de novas ferramentas de engenharia genética para esta bactéria.   

Contudo, a produção de ácido xilônico foi realizada com sucesso, sendo este trabalho 

o primeiro relato da produção deste composto em Z. mobilis (linhagem ZM4). A avaliação de 

sete diferentes genes codificadores de XDH permitiu a seleção de um gene nativo de P. 

xenovorans, o qual resultou em uma melhor produtividade volumétrica em relação ao gene de 

C. crescentus, o mais comumente utilizado na literatura, evidenciando a importância da busca 

de novos genes provenientes da biodiversidade no desenvolvimento de rotas metabólicas no 

contexto da biologia sintética.  

A deleção do gene ZMO0976, codificador para uma xilose redutase, permitiu um 

aumento na produção de ácido xilônico possivelmente devido a uma diminuição da conversão 

da xilose em xilitol. A fermentação em modo batelada com esta linhagem levou ao consumo 

de toda a xilose disponível no meio em ácido xilônico, atingindo um rendimento próximo ao 

máximo teórico. Devido a este sucesso, a fermentação de hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar como uma matéria-prima de baixo custo também foi avaliada, sendo que a linhagem 

modificada foi capaz de converter a xilose presente neste material em ácido xilônico, 

revelando o potencial de se utilizar Z. mobilis em um bioprocesso economicamente viável. A 

fim de otimizar este processo, estudos acerca da composição do meio, das suplementações de 

nutrientes e dos parâmetros fermentativos são necessários. Por exemplo, a utilização de 

extrato de levedura em substituição às vitaminas adicionadas ao meio contendo hidrolisado de 

cana-de-açúcar deve ser avaliada, uma vez que isso levaria a uma redução maior dos custos de 

produção.  
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A expressão do transportador de xilose xylE não levou a melhorias na produção de 

ácido xilônico por Z. mobilis, interferindo no crescimento desta bactéria. Embora ainda sejam 

estudos preliminares, estes mostraram que o transportador contendo os resíduos Q175 e G388 

mutados leva a uma mudança no consumo de glicose em relação à forma selvagem, de forma 

que estas mutações podem ser aplicadas a bioprocessos nos quais a xilose é utilizada.  Para a 

sua utilização em Z. mobilis, a expressão do gene xylE deve ser controlada por um promotor 

mais fraco, evidenciando novamente que estudos acerca de sua genética para o 

desenvolvimento de ferramentas para sua manipulação são necessários para o aproveitamento 

do potencial industrial desta bactéria.  
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8. Apêndices  

8.1 Mapas de restrição dos vetores de expressão dos genes XDH 
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8.2 Mapas de restrição dos vetores de expressão contendo o gene xylE 
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