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Resumo

Os é&cidos organicos apresentam potencial de substituir produtos petroquimicos e
oferecem grupamentos funcionais para a sua conversao em materiais de alto valor agregado.
Exemplos incluem os &cidos itaconico e xilénico, que foram escolhidos dentre 30 blocos de
construcdo selecionados por um relatério do NREL (National Resource Energy Laboratory),
ambos apresentando importantes aplicagdes na industria quimica. Organismos procarioticos ja
foram modificados para a producdo destes dois acidos organicos, demonstrando, assim, 0
potencial da sua producdo por rota biotecnolégica. O objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de linhagens de Zymomonas mobilis capazes de produzir &cido itacénico e
xilénico a partir de xilose, cuja utilizacdo € relevante para a valorizacdo da biomassa
lignocelulosica. Para a utilizacdo da xilose como fonte de carbono para a producdo de acido
itacOnico, a integracdo dos genes de metabolizacdo da xilose xylA, xylIB, tktA e talB era
necessaria, contudo, isto ndo foi possivel. Ainda, a expressao do gene CAD1, codificador da
enzima chave na producdo de é&cido itacdnico cis-aconitato descarboxilase, ndo levou a
producdo deste acido por Z. mobilis. Em contrapartida, Z. mobilis foi capaz de produzir acido
xilénico. Primeiramente, foram avaliados sete genes codificadores da enzima XDH (xilose
desidrogenase), tendo sido selecionado o gene correspondente de Paraburkholderia
xenovorans, 0 qual levou a uma produtividade volumétrica de 1,85 + 0,06 g L h?,
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 acido xilénico. Apds a delecdo do gene da xilose redutase, Z. mobilis foi capaz
de produzir 56,44 + 1,93 g L de &4cido xil6nico a partir de 54,27 + 0,26 g L™ de xilose em
biorreator, com rendimento de 1,08 + 0,02 gax gx*, 0 que representa 97,3% do maximo
tedrico para este bioprocesso. Esta linhagem também foi avaliada na fermentacdo de
hidrolisado de bagaco de cana-de-aglcar, o que resultou na producdo de 11,13 g L de 4cido
xilonico a partir de 10 g L™ de xilose. Na tentativa de melhorar ainda mais este processo, foi
expresso 0 gene xylE de Escherichia coli, codificador para um transportador de xilose.
Contudo, as linhagens expressando este transportador tiveram seu crescimento prejudicado e
uma menor producdo de &cido xildnico. Os resultados aqui apresentados demostram que Z.
mobilis pode ser considerada como uma potencial plataforma de producdo de A&cidos
organicos utilizando a biomassa lignoceluldsica 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 h, 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 xylonic acid from 54.27 + 0.26 g L xylose in bioreactor, reaching a yield
of 1.08 + 0.02 gax gx*, 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 xylonic acid from 10 g L 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. Introducéo

A sociedade atual tornou-se dependente de produtos quimicos. Estes produtos,
derivados de petroquimicos, estdo presentes e sdo fundamentais nos mais variados aspectos do
estilo de vida moderno. Os dois maiores produtos da inddstria quimica séo os plasticos, grupo
de materiais que mais crescem no mundo, e os fertilizantes, que sustentam praticamente
metade da producéo de alimentos do planeta (IEA - International Energy Agency, 2018).
Demonstra-se assim, a importancia desta industria para a sociedade.

Contudo, a industria quimica também é o setor que mais consome energia, sendo
também o terceiro maior setor na emissdo de dioxido de carbono (CO2). Além disso, a
manufatura de petroquimicos e seus derivados consomem uma quantidade crescente do
petréleo e gas natural mundial. Em 2017, aproximadamente 14% (13 milhdes de barris por
dia) do petrdleo e 8% do gas natural (300 bilhdes de metros cubicos) foram utilizados por este
setor (IEA - International Energy Agency, 2018) (Figura 1). Observa-se que a segunda maior
demanda por petroleo, apds o setor de transportes, é da indUstria petroquimica. J& para o gas
natural, esta conta com 8% ap0s os setores de geracdo de energia e de aquecimento de espacos
e agua em edificacdes, porém ainda demandando o dobro que o setor inteiro de transportes
(IEA - International Energy Agency, 2018). Ressalta-se que estas proporgoes incluem a

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

= Petroquimicos

5% 15% Outra Industria

5%

Geragéo de Energia
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Edificagdes
4% 40%

= Qutros

Figura 1. Demanda de petroleo (direita) e gas natural (esquerda) em 2017 por setor.

Modificado de IEA - International Energy Agency, 2018.

Revela-se, assim, que a industria quimica ainda & dependente de materias-primas
provenientes de recursos fésseis, que nao sdo renovaveis e que contribuem para 0 aumento da
emissdo de CO- e para a mudanga climatica global. O uso de recursos fésseis, além de trazer
danos ambientais, esta submetido a problemas relacionados a deplecdo destas reservas. Um

destes problemas € o aumento dos custos de producéo a medida que as reservas sao exauridas,
1



uma vez que séo utilizadas tecnologias mais caras para a exploragdo e extracdo de recursos
menos atrativos, aléem da seguranca das reservas, uma preocupacao originada principalmente
em regides politicamente instaveis (GOLDEMBERG, 2007). Nesse sentido, os protocolos de
Kyoto e Paris respaldam uma demanda da propria sociedade de combater a mudanca
climatica, incentivando a utilizacdo ndo s6 de combustiveis limpos e renovaveis, mas também
de vias sustentaveis para a producdo de quimicos (RAMOS; DUQUE, 2019).

Ainda, os acidos organicos, especialmente os acidos carboxilicos, podem ser
substitutos para produtos quimicos, ja tendo sido aplicados amplamente nas industrias
alimenticia e farmacéutica (LI1U et al., 2017). Eles podem ser utilizados como building blocks
(blocos de construcdo), sendo que seu papel como plataformas para a produgdo de quimicos
vem aumentando a medida que podem substituir produtos baseados no petréleo, que sdo
insustentaveis a longo prazo (ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2014).

Além disso, aumentaram nos Ultimos anos o interesse e as atividades comerciais de
producdo de quimicos a partir de biomassa renovavel por fermentacdo de micro-organismos.
A manufatura desses quimicos é mais compativel com o cuidado com o0 meio ambiente e pode
substituir aqueles que sdo manufaturados a partir de matérias-primas baseadas em petréleo
(WANG et al., 2016). Assim, a fonte de matéria-prima alternativa para a atual inddstria
petroquimica seria baseada na biomassa vegetal, a Unica fonte de carbono organico
sustentavel da Terra (RAMOS; DUQUE, 2019).

1.1 A biomassa lignocelul6sica

A biomassa € definida, segundo a Agéncia Internacional de Energia, como qualquer
matéria organica que provém de fontes biogénicas e esta disponivel de forma renovavel. Estas
fontes incluem a biomassa vegetal originada de florestas e plantios agricolas, sendo esta
composta por celulose, hemicelulose e lignina. A composic¢do bioquimica relativa varia de
acordo com a espécie da planta (AHORSU; MEDINA; CONSTANTI, 2018). No caso do
bagaco de cana-de-acucar, residuo produzido abundantemente no Brasil, a celulose compée
de 40 a 45% do material lignocelul6sico, a hemicelulose compde 30 a 35% e a lignina, 20 a
30% (BARUAH et al., 2018).

A transformacdo de biomassa lignocelulosica, a qual pode ser composta por residuos
agricolas e florestais, em produtos de alto valor agregado traz vantagens ambientais ao evitar
0 aumento da polui¢cdo uma vez que substitui uma producdo baseada em recursos fdsseis.

Também traz vantagens econémicas, uma vez que sendo residuos, ndo ha competicdo com a



producdo de alimentos, além de ser uma matéria prima de baixo custo que pode ser produzida
de forma abundante e sustentivel (DESSIE et al., 2020). Ademais, sua utilizacdo permite o
desenvolvimento de biorrefinarias, cujo conceito € justamente 0 processamento sustentavel de
biomassa em uma variedade de produtos comercializaveis e de energia (IEA - International
Energy Agency, 2012).

A porcdo celulolitica da biomassa lignoceluldsica é composta exclusivamente por
residuos de glicose conectados de forma linear por ligacbes glicosidicas B-1,4, as quais
fornecem a sua estrutura compacta e cristalina, resistente a hidrélise. A hemicelulose, segundo
maior componente do material lignoceluldsico, possui composi¢do variada, que consiste em
pequenas cadeias de polissacarideos variados como Xilana, galactomanana, arabinoxilana,
glicomanana e xiloglucana conectadas por ligacdes glicosidicas p-1,4 ou p-1,3. Em contraste
com a celulose, a hemicelulose possui uma estrutura amorfa e randémica que pode facilmente
ser hidrolisada por acidos e bases diluidos, assim como por uma variedade de hemicelulases
(ARISTIDOU; PENTTILA, 2000; BARUAH et al., 2018). Ja a lignina forma uma barreira
protetora, ligando-se covalentemente as cadeias de celulose e hemicelulose, 0 que aumenta a
recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. E uma estrutura tridimensional complexa que
consiste em unidades de fenil-propano que podem variar de acordo com 0 grupamento
metoxilico presente no anel aromatico. As trés unidades basicas que constituem o polimero de
lignina sdo o alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e éalcool sinapilico (BARUAH et al.,
2018). Um desenho esquematico da estrutura da biomassa lignoceluldsica esta presente na
Figura 2.

Ademais, o agucar mais abundante da hemicelulose é a xilose, sendo esta pentose o
segundo agticar de maior abundancia na natureza (ARISTIDOU; PENTTILA, 2000), de forma
gue é um dos maiores alvos para sua utilizacdo por vias fermentativas. Além disso, muitos
estudos focaram a conversdo da xilose principalmente em etanol e xilitol. Porém, outros
produtos de alto valor agregado podem ser obtidos por meio da utilizacdo da xilose, incluindo
aminoacidos, quimicos e plasticos alternativos (Figura 3). Por exemplo, esta pentose foi
utilizada como substrato para a producdo de 1,4-butanodiol (TAI et al., 2016) e etilenoglicol
(WANG et al., 2018). Contudo, a utilizagdo microbiana da xilose para a producdo de produtos
como o etanol ainda nédo é comercialmente viavel (MCCLINTOCK; ZHANG, 2017). Assim,
esforcos devem ser feitos para que a hemicelulose, composta majoritariamente por xilose, seja
também aproveitada como matéria prima renovavel para a produgdo de compostos de

interesse industrial.
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Figura 2. Desenho esquematico da estrutura do material lignocelulésico. Modificado de
RITTER, 2008.
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1.2 Metabolismo da xilose

A fermentacéo de xilose nos micro-organismos € encontrada tanto em bactérias quanto
em fungos. Em geral, a metabolizacdo da xilose a xilulose ocorre por meio de duas vias
distintas: a via de um passo, catalisada pela enzima xilose isomerase (XI), tipica de bacteérias;
e a via de dois passos, catalisada pelas enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase
(XDH), geralmente encontrada em leveduras. Apoés, a xilulose é fosforilada pela enzima
xiluloguinase (XK) a xilulose-5-fosfato, a qual é catabolizada pela via das pentoses fosfato
(PPP) (Figura 4) e subsequentemente pelas vias glicoliticas Embden—Meyerhof-Parnas ou
Entner-Doudoroff, no caso da bactéria Zymomonas mobilis (ARISTIDOU; PENTTILA,
2000).

D-xilose

1
e

D-xilitol

NADH

D-xilulose

Jei

D-xilulose-5P

Via
PPP

Figura 4. Metabolismo da xilose pelas vias de oxirreducéo (em verde) e isomerizacao
(em vermelho). PPP: via das pentoses-fosfato. 1: xilose redutase; 2: xilitol desidrogenase; 3:

xilose isomerase; 4: xiluloguinase.

Além destas duas vias, ha 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, € deslactonizada a acido xildnico. Em seguida, ocorre uma desidratacéo a &cido 2-ceto-3-
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deoxi-xilénico, sendo este convertido em semialdeido o-cetoglutarato, que, por fim, é
convertido em acido a-cetoglutarico, intermediario do ciclo dos &cidos tricarboxilicos. Ainda,
ha outra via que compartilha os mesmos intermediarios da via de Weimberg até &cido 2-ceto-
3-deoxi-xilénico, denominada via de Dahms (DAHMS, 1974). Contudo, nesta via, este
intermediério é convertido a glicolaldeido e piruvato. Estas duas vias estdo representadas na

Figura 5.

D-xilose
e
D-xilonolactona
|
D-xilonato
]

2-ceto-3-deoxi-D-xilonato

Glicoaldeido + Piruvato semialdeido a-cetoglutarato
NAD(P)*
61@ NAD(P)H

a-cetoglutarato

Figura 5. Representacgdo das vias de Dahms (em roxo - A) e Weimberg (em azul - B). 1:
xilose desidrogenase; 2: xilonolactonase (XL) (pode ser espontanea); 3: xilonato desidratase;
4: 2-ceto-3-deoxi-xilonato aldolase; 5: 2-ceto-3-deoxi-xilonato desidratase; 6: semialdeido a-

cetoglutarato desidrogenase.

1.3 Acidos organicos

Acidos organicos sdo compostos organicos com propriedades acidicas, sendo os mais
comuns 0s acidos carboxilicos, cuja acidez provém de seu grupamento carboxilico (-COOH).
Eles também representam produtos biotecnologicos bem estabelecidos, cujas primeiras

producdes datam de 1823 (&cido acético) e 1913 (acido citrico) (BECKER et al., 2015), sendo
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que a introducdo da producdo de acido citrico por fermentacdo microbiana marca a fundacéo
deste modo de produgdo em escala industrial para a manufatura de quimicos (CHEN;
NIELSEN, 2016). Eles também constituem um grupo chave entre os quimicos denominados
blocos de construgédo, uma vez que, devido a seus grupos funcionais, sdo Uteis como materiais
primarios na inddstria quimica (SAUER et al., 2007). Além disso, sua produgdo por meio da
fermentacdo microbiana traz a vantagem de substituir polimeros insustentaveis baseados em
petroleo por aqueles produzidos a partir de biomassa (ALONSO; RENDUELES; DIAZ,
2014).

As aplicagdes industriais dos &cidos organicos incluem seu uso na industria
alimenticia, farmacéutica, cosmética, téxtil, além da sua utilizacdo em detergentes e polimeros
(LIU et al., 2017). Outros exemplos de acidos organicos utilizados na industria quimica
incluem os é&cidos propibnico, butirico, lactico, malico, adipico, itacénico, succinico e
fumaérico. Tradicionalmente, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae sdo 0s micro-
organismos de escolha para a producgéo de tais compostos, contudo, outros micro-organismos
ndo convencionais tém emergido como hospedeiros adequados para a producdo de acidos
carboxilicos de acordo com as necessidades industriais (L1 et al., 2020).

Além disso, o interesse em &cidos organicos derivados de aclcares aumentou
recentemente como parte de um esfor¢o em se desenvolver biorrefinarias para a producéo de
quimicos para substituir aqueles atualmente derivados de petréleo. Ha trés classes de acidos
de actcares: aldonicos, aldaricos e urdnicos. Acidos alddnicos sdo obtidos pela oxidacdo do
grupamento aldeido terminal de uma aldose a &cido carboxilico, enquanto que os urénicos sdo
formados pela oxidacdo do grupamento hidroxila terminal em &cido carboxilico. Acidos
aldaricos sdo gerados pela oxidacdo de ambos os grupamentos aldeido e hidroxila, gerando
um éacido dicarboxilico (MEHTIO et al., 2016). Como a producéo destes acidos ¢ realizada
diretamente de acUcares, a biomassa lignocelulésica é uma matéria prima conveniente para
este tipo de bioprocesso, sendo o acido xilénico um deles.

Neste trabalho, buscou-se a producdo dos acidos organicos itaconico e xilénico, 0s
quais estdo detalhados a seguir. Ambos os acidos foram selecionados em um relatério
realizado pelo NREL (National Renewable Energy Laboratory) como potenciais blocos de

construcdo que podem ser produzidos a partir de agucares (WERPY; PETERSEN, 2004).



1.4 Acido itaconico

Em 1836, a formacdo de um novo &cido a partir da destilacdo do &cido citrico foi
relatada (BAUP, 1836), sendo este novo acido nomeado de “citricic acid”. Quatro anos apos,
foi demonstrado que a descarboxilacdo do &cido aconitico leva a sua conversao neste mesmo
novo &cido, sendo este denominado de &cido itaconico (TURNER, 1840), que representa um
anagrama de &cido aconitico (CORDES; MICHELUCCI; HILLER, 2015). J& em 1931,
Kinoshita (KINOSHITA, 1931) descreveu pela primeira vez a producdo de acido itacénico in
vivo a partir do fungo Aspergillus itaconicus, sendo que em 1939, Calam (CALAM,;
OXFORD; RAISTRICK, 1939) relatou a producdo de é&cido itacbnico em quantidades
consideraveis pelo fungo Aspergillus terreus, o qual é hoje a escolha dominante para a
producdo em escala comercial deste composto (CUNHA DA CRUZ; MACHADO DE
CASTRO; CAMPORESE SERVULO, 2018).

O é4cido itaconico é um é&cido dicarboxilico insaturado de cinco carbonos (Figura 6)
que tem ocorréncia natural. Este composto constitui uma importante plataforma quimica, com
uma ampla variedade de aplicacdes potenciais, podendo ser utilizado para substituir varios
quimicos produzidos a partir do petréleo, como o acido acrilico, o que reduziria assim, a
dependéncia deste recurso féssil (EL-IMAM; CHENYU, 2014).

CH, OH

Figura 6. Estrutura quimica do &cido itacénico. Férmula molecular: CsHeOa.

Em 2014, foram produzidas aproximadamente 51.000 toneladas de &cido itaconico
mundialmente, sendo a China a principal produtora. Estima-se que seu mercado atinja cerca
de US$ 126 milhdes, o que corresponde a um preco 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 petréleo, seu valor deveria ser menor que US$ 0,55/kg. Assim, ha a
necessidade de melhorar sua produtividade, sendo que para ser economicamente competitivo,
a produtividade minima deve ser 2,5 g/L/h (WERPY; PETERSEN, 2004). Dessa forma, desde
a descoberta das vias metabolicas e dos genes envolvidos na producdo de acido itaconico em
A. terreus, muitos estudos estdo sendo realizados para melhorar tanto a produgdo nativa como
a heter6loga (STEIGER et al., 2017).



A via metabdlica pela qual o &cido itaconico é produzido em A. terreus foi proposta
ainda em 1957 (BENTLEY; THIESSEN, 1957) por meio de estudos com glicose marcada
com C*. Sua sintese se inicia com um agticar, como a glicose, e sua producéo ocorre via ciclo
do &cido citrico. 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 entdo convertido em isocitrato pela enzima aconitase, em uma
reacao que possui um intermediario chamado de cis-aconitato. Este € o substrato da enzima
cis-aconitato descarboxilase (CAD), que ao descarboxilar o cis-aconitato forma o produto
acido itacbnico. Um desenho esquematico desta via esta apresentado na Figura 7. Esta via foi
confirmada por outros experimentos com substratos marcados com C! e C* em 1995
(BONNARME et al., 1995).
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Figura 7. Via metabdlica da producdo de &cido itacbnico em A. terreus. MTT:

transportador mitocondrial (mitochondrial tricarboxylic transporter); MFS: superfamilia dos
principais facilitadores (major facilitator superfamily); CAD: enzima cis-aconitato
descarboxilase. Modificado de HUANG et al., 2014.

Diversos estudos buscando a otimizacéo da producgdo nativa de &cido itaconico por A.
terreus foram realizados. Em um deles, uma verséo truncada do gene pfkA (6-fosfofruto-1-
quinase) de Aspergillus niger foi expressa em A. terreus, o que levou ao aumento da
produtividade de cido itaconico em 18% em relacdo a linhagem parental (TEVZ; BENCINA;
LEGISA, 2010). Além disso, um dos problemas relacionados a producéo deste composto em

A. terreus ¢ a influéncia do suprimento de oxigénio, visto que uma pequena interrup¢do na



oxigenacdo diminui o rendimento do produto. Buscando aliviar esse efeito durante uma
pequena interrupcdo, Lin et al. (2004) expressaram uma hemoglobulina neste fungo, o que
levou a uma menor queda na producdo de &cido itaconico quando a aeragdo foi interrompida
por 20 min, tendo decaido 38% comparado com uma queda de 54% na linhagem que néo
expressava hemoglobulina. Mais recentemente, a producédo de &cido itaconico atingiu 160 g L
! utilizando o fungo A. terreus em modo de fermentacdo submersa, titulagdo comparavel com
a producao industrial de acido citrico (KRULL et al., 2017).

Apesar da via metabdlica e da enzima envolvida na producéo de acido itaconico serem
conhecidas, a sequéncia do gene codificador da CAD permaneceu desconhecida até 2008.
Para obter esta sequéncia, Kanamasa et al. (2008) buscaram genes em bancos de dados que
codificassem as sequéncias da regido N-terminal da proteina CAD e de quatro regides
internas, ja conhecidas. Dessa forma, os autores conseguiram identificar a sequéncia do gene
CAD1 de A. terreus, que possui 1529 pb codificando para uma proteina de 490 residuos de
amino&cidos interrompida por um unico intron de 56 pb (KANAMASA et al., 2008). A
identificacdo desta sequéncia permitiu a expressdo heterdloga deste gene, proporcionando o
desenvolvimento de linhagens de outros micro-organismos produtores de acido itacénico.

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 a producéo de cerca de 0,7
g L de &4cido itaconico (LI et al., 2012). Outras linhagens em desenvolvimento para a
producdo de &cido itaconico de forma heter6loga foram baseadas na bactéria E. coli. O gene
CADL1 de A. terreus foi clonado nesta bactéria pela primeira vez em um estudo que buscou
identificar genes importantes para a biossintese de acido itacdnico por meio de uma
abordagem transcriptémica (LI et al., 2011). Um dos transcritos encontrados codificava para a
enzima CAD, sendo entdo este gene clonado em um vetor de expressdo de E. coli. Apos a
transformagcao, células induzidas com IPTG foram capazes de produzir 83 mg L de &cido
itaconico em meio complexo (LB suplementado com glicose) com crescimento durante a
noite.

Buscando otimizar esta producdo em E. coli, foi realizada a delecdo 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 Lt de 4cido itacOnico apos 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 amilolitica e expressando o gene CAD1

10



(OKAMOTO et al., 2015), sendo esta capaz de produzir 150 mg L™ de é&cido itaconico apo6s
69 h de crescimento.

Além da expressdo do gene CAD1 de A. terreus, também se buscou a expressdo de
outros genes para otimizar a producao de &cido itacénico em E. coli. Um estudo (VUORISTO
et al., 2015) mostrou que a expressao dos genes gltA (citrato sintase) e acnA (aconitase A) de
Corynebacterium glutamicum, com a simultanea delecdo dos genes IdhA (lactato
desidrogenase) e pta (fosfato acetiltransferase), resultou na producéo de 690 mg L™ de &cido
itaconico 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 I1), 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™ de 4cido itaconico apds 48 h. Outra estratégia utilizada juntamente com a
delecdo do gene icd, foi a superexpressdo dos genes nativos de E. coli acnB (aconitase B),
gltA e ppc (fosfoenolpiruvato carboxilase) com a concomitante expressao do gene pyc de C.
glutamicum (CHANG et al., 2017). A linhagem resultante foi capaz de produzir 18 g L™ de
acido itaconico a partir de glicose, 20 g L™ a partir de xilose e 22 g L™ a partir de glicerol
como fontes Unicas de carbono em meio TB (Terrific Broth), utilizando frascos aletados
durante trés dias de cultivo.

Outro organismo procarioto modificado para a producdo de acido itaconico é a
bactéria C. glutamicum. O gene CAD1 de A. terreus foi expresso neste micro-organismo,
sendo induzido por IPTG (OTTEN; BROCKER; BOTT, 2015). Ap6s 72 h, 1,4 + 0,3 mM de
acido itacénico foi produzido, sendo esta producdo melhorada ap6s fusionar a CAD com a
proteina MalE (maltose-binding protein) de E. coli, resultando em 3,6 £ 0,8 mM de &cido
itaconico. Outra modificacdo realizada neste estudo foi a diminuicéo da atividade da isocitrato
desidrogenase ao trocar o codon de iniciacdo do gene icd por GTG ou TTG, o que levou a
producdo de até 59,8 + 4,7 mM de &cido itacénico em condic¢des limitantes de nitrogénio.
Mostra-se assim o potencial de se utilizar um micro-organismo procarioto para a producéo de
acido itaconico, sendo necessario realizar modificacbes genéticas adequadas para 0
desenvolvimento de uma linhagem eficiente.

Como mencionado, 0 &cido itaconico possui uma ampla variedade de aplicacbes
industriais. Ele pode ser aplicado como um novo monémero em diversos produtos, nos quais

ele confere caracteristicas ao produto final que o fazem superior aos substitutos
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convencionais. Produtos finais comuns da polimeriza¢do do &cido itaconico incluem o acido
poliitaconico e a borracha de butadieno estireno, sendo esta feita da polimerizacéo de estireno,
butadieno e acido itacbnico. Ademais, este pode substituir o acido acrilico na producdo de
polimeros superabsorventes com propriedades melhoradas. Ja o &cido poliitacdnico pode
substituir o tripolifosfato de sodio utilizado em detergentes. Além disso, o &cido itacénico é
também utilizado na manufatura de tintas de emulséo, nas quais ele melhora a ades&o da tinta.
Ainda, quando 5% de &cido itacbnico sdo adicionados a resinas acrilicas, esta adquire a
habilidade de segurar tintas de impressao (EL-IMAM; CHENYU, 2014).

Demonstra-se assim que o acido itacdnico representa um importante quimico para a
indUstria em diversas atividades, sendo fundamental a melhoria da sua produtividade para ser
um composto economicamente competitivo. Além disso, sendo uma molécula passivel de
producdo a partir de aculcares, a biomassa lignocelulésica pode ser utilizada como fonte de

matéria-prima, tornando-o um composto de producédo renovavel.

1.5 Acido xilonico

Como mencionado, &cidos organicos sdo blocos de construcdo chaves na inddstria
quimica, possuindo uma ampla variedade de aplicacGes e mercado para a sua comercializacdo
(YIN et al., 2015). Em um relatério realizado pelo NREL (National Renewable Energy
Laboratory), foram selecionados 30 potenciais blocos de construcdo que poderiam ser
produzidos a partir de material lignoceluldsico, dentre os quais estava o acido Xxilénico
(WERPY; PETERSEN, 2004).

O primeiro relato acerca da producao de &cido xilénico em micro-organismos ocorreu
ainda em 1898 (BERTRAND, 1898), no qual o autor reportou a oxidacdo da xilose em um
acido monobasico pela bactéria descrita posteriormente como sendo Acetobacter xylinium
(LOCKWOOD; NELSON, 1946). Ja no século XX, a producdo de acido xilénico foi relatada
em varias espécies fangicas e bacterianas. Em 1946, Lockwood (LOCKWOOD; NELSON,
1946) descreveu a oxidagdo da xilose a &cido xilonico em vérias bactérias do género
Pseudomonas, sendo esta a primeira vez que a atividade da xilose desidrogenase foi
reportada. Em 1961, a via de Weimberg de oxidagdo de xilose a a-cetoglutarato foi descrita
pela primeira vez na bactéria P. fragi (WEIMBERG, 1961). Ainda na década de 1960, a
producéo de &cido xil6nico 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

12



acido xilénico, como a Micrococcus sp. (OHSUGI; TOCHIKURA; OGATA, 1970) e
Enterobacter clocae (ISHIZAKI et al., 1973).

O acido xilénico é um &cido aldénico proveniente da oxidacdo do grupamento aldeido
da xilose e possui uma variedade de aplicacdes. Nas industrias farmacéutica e cosmética, este
acido orgénico pode ser utilizado como um aditivo em produtos anti-idade para melhorar a
penetracdo deste na pele (GUPTA, 2009), como um agente antimicrobiano (PUJOS; JIJAKLI,
2014) e na absorcdo e retencdo de vitamina C (MARKHAM, 1992). Ele também € 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 reagdes organicas (MA et al.,
2016). De forma geral, o acido xilénico é uma alternativa ao uso do acido gliconico, tendo a
vantagem de ndo competir com a inddstria alimenticia para a sua producdo (TOIVARI et al.,
2012a).

Na década de 1980, a producdo de &cido xilénico comecgou a despertar interesse por
sua similaridade com o &cido glic6nico e a possibilidade de se utilizar a fragdo hemicelulésica
da biomassa vegetal como substrato. Em 1986, (BUCHERT et al., 1986) testaram 11
linhagens de micro-organismos para a producdo de acido xilénico, sendo 10 bactérias e uma
levedura. Para P. fragi (ATCC 4973), o rendimento do &cido foi de 92%, com produtividade
de 1,4 g L't hl, Em 1988, este mesmo autor utilizou hidrolisado hemiceluldsico para a
producdo de acido xildnico, comparando as espécies P. fragi e Gluconobacter oxydans
(BUCHERT; PULS; POUTANEN, 1988). Este ultimo apresentou uma produtividade maior
(25 g L1 h? contra 1,4 de P. fragi) em xilose pura, sendo utilizado para a produgdo em
hidrolisado contendo 25 g L™ de xilose. Nestas condigdes, G. oxydans produziu 43% em
relacdo a0 maximo tedrico de &cido xilénico, ilustrando os problemas de se utilizar
hidrolisado devido a presenca de inibidores.

Posteriormente, outros micro-organismos foram modificados para a producédo
heteréloga de acido xilénico. O primeiro deles foi a levedura S. cerevisiae, cuja produtividade
alcancada durante o bioprocesso foi de 36 mg L h™* (TOIVARI et al., 2010) com a expressio
do gene xydl de Trichoderma reesei. Esta mesma levedura também foi modificada para
expressar 0s genes xylB e xylC de Caulobacter crescentus (TOIVARI et al., 2012b), sendo o
gene xyIB de C. crescentus 0 mais comumente utilizado para o desenvolvimento de linhagens
recombinantes produtoras de &cido xilonico. O gene xylC codifica para a enzima
xilonolactonase (XL). Neste ultimo estudo, foi obtida uma produtividade volumétrica de 240

mg Lt h? com a levedura S. cerevisiae expressando os dois genes. Outros micro-organismos
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modificados para a producdo de acido xilénico incluem as leveduras Kluyveromyces lactis
(NYGARD 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 producdo de &cido xilénico.

Tabela 1. Micro-organismos geneticamente modificados para a producdo de acido xilénico.

Micro-organismo Genes expressos Produtividade  Rendimento Referéncia
: P (gL*hY (9Ax/9%)
S. cerevisiae xyd1 (T. reesei) 0,036 0,40 Tgll V'ZA‘O?BEt
K. lactis xyd1 (T. reesei
ydi( ) 0,160 0,60 NZF/;(F;E et
. xylIB (C. crescentus) 0,230 TOIVARI et
S. cerevisiae 0,80
xylC (C. crescentus) 0,240 com xylIC al., 2012b
E. coli xylIB (C. crescentus) 1,090 0,98 LILZJOeltZaI.,
P. kudriavzevii xylB (C. crescentus) 1,400 1,00 T(;I'VZAOFigm
E. coli xylB + xyIC (C. crescentus) 1,800 0,88 CASO%E""
xyIB + xyIC (C. crescentus
C. glutamicum ¢ e ) ) 1,020 1,04 YIMetal,
xylE (E. coli) 2017
E. coli xylB + xylC (C. crescentus) 1,800 1,09 Z;AZI\IOC;; t

1.6 A bactéria Zymomonas mobilis

1.6.1 Caracteristicas gerais e breve historico

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

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

moveis, possuem de 1 a 4 flagelos lofotriquios; anaerobica facultativa, tolerando oxigénio; e
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fermenta glicose e frutose a quantidades quase equimolares de etanol e CO2 (SWINGS; DE
LEY, 1977). Pertence a familia Sphingomonadaceae (KOSAKO et al., 2000) da classe
Alphaproteobacteria.

Sua descoberta ocorreu no inicio do século XX, com sua primeira descricdo 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 doenca da cidra (cider sickness) (SWINGS; DE LEY,
1977). Este fenébmeno foi estudado extensivamente pela primeira vez por Barker e Hillier
(BARKER; HILLIER, 1912), cujos primeiros sintomas observados eram a formagdo de
espuma e abundante producdo de gas. 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 docgura. Barker e Hillier foram capazes de isolar este
micro-organismo, revelando ser uma bactéria anaerdbia facultativa em forma de bastonete
com o comprimento aproximado de 2 um e largura de 1 um, sendo capaz de fermentar glicose
a etanol e diéxido de carbono (BARKER; HILLIER, 1912). Este é o primeiro relato
conhecido do género Zymomonas.

Embora a real descoberta deste novo género tenha sido de Barker e Hillier, eles ndo
identificaram taxonomicamente o0 micro-organismo causador da doenca da cidra. Sua
classificacdo veio anos mais tarde quando Lindner descobriu, em 1924, a bactéria responsavel
pela fermentacdo da seiva de agave (Agave americana) na producédo de pulque no México. Ele
a descreveu como sendo capaz de fermentar sacarose, frutose e glicose a etanol, dioxido de
carbono e um pouco de acido lactico, sendo maltose e lactose ndo fermentaveis, 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 doenga em
cerveja, isolando o micro-organismo causador e classificando-o como Achromobacter
anaerobium, sendo na época, a pior doenca de cerveja causada por bactéria ja descrita. Em
1950, este mesmo autor (SHIMWELL, 1950), insatisfeito com sua prévia classificacdo deste
micro-organismo, prop0s a criagdo de um novo género, chamando-o agora de Saccharomonas
anaerobia. Este autor ainda prop6s a reclassificacdo do micro-organismo chamado de

Pseudomonas linderi para Saccharomonas linderi.
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Millis (MILLIS, 1956) estudou extensivamente o micro-organismo causador da
doenga 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 trés organismos sdo intimamente
relacionados, devendo pertencer a0 mesmo género, propondo que este deveria ser
Zymomonas, que possuiria duas espécies: Z. mobilis (isolado de Lindner) e Z. anaerobia
(isolado de Shimwell e da doenca da cidra, sendo esta Ultima a subespécie Z. anaerobia var.
pomaceae).

Uma das principais justificativas para a separacao entre as duas espécies, Z. mobilis e
Z. anaerobia, era a capacidade da primeira metabolizar também sacarose, enquanto a segunda
ndo 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 possivel a
inducdo do uso de sacarose por Z. anaerobia, gerando duvidas se realmente haveria uma
distingdo entre as duas especies. Assim, foi realizado um estudo comparativo (DE LEY;
SWINGS, 1976) de 138 caracteristicas fenotipicas de 38 linhagens de Zymomonas isoladas de
diversas origens. Baseados nestas caracteristicas, os autores concluiram que Z. anaerobia nédo
era necessaria como uma espécie separada. Dessa forma, eles propuseram somente uma
espécie com duas subespécies: 1) Zymomonas mobilis subsp. mobilis (sinbnimos:
Thermobacterium mobile, Pseudomonas linderi, Saccharomonas linderi, Zymomonas mobile,
Achromobacterium anaerobium, Saccharomonas anaerobia, Zymomonas anaerobia var.
anaerobia); e 2) Zymomonas mobilis subsp. pomaceae (sindnimos: micro-organismo da
doenca 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 doenca da cidra (COTON et al., 2006). O alinhamento das sequéncias de regides
espacadoras intergénicas entre os genes de rRNA 16S e 23S de Z. mobilis subsp. mobilis, Z.
mobilis subsp. pomaceae e dos isolados franceses mostrou a presenga de trés grupos distintos,
correspondentes as duas subespécies ja conhecidas e mais um para as linhagens obtidas da
cidra francesa. Este resultado, juntamente com outras caracteristicas fenotipicas, levou os
autores a proporem uma nova subespécie, a Zymomonas mobilis subsp. francensis. Dessa
forma, atualmente, Z. mobilis € a unica espécie do género Zymomonas, sendo conhecidas as
trés 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 fermentacdo destas seivas. Exemplos incluem seiva de Arenga pinnata
(uma palméacea) na Indoneésia, seiva de plantas dos géneros Elaeis e Raphia no Zaire
(atualmente Republica Democratica do Congo) e na Nigéria e ainda em caldo de cana-de-
acucar 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 basica de Z. mobilis, na caracterizacdo de genes e
proteinas e em estudos sobre seu metabolismo e transporte. A ZM6 também € bastante
utilizada na produgdo nativa de &cidos aldénicos como os &cidos glicénico e lactobidnico
(MALVESSI et al., 2013) e também de sorbitol (BARROS et al., 2006), sendo uma linhagem
superior para a producdo de levana (DESINIOTIS et al., 2012).

De particular interesse, esta a linhagem CP4 (NRRL B-14023), isolada em 1970 por
Gongalves de Lima em Recife a partir de caldo de cana-de-agucar fermentado. Esta linhagem
foi distribuida mundialmente para diversos laboratorios (FALCAO DE MORAIS et al.,
1993), sendo bastante utilizada em estudos de producéo de etanol e para expandir a utilizacéo
de substratos por essa bactéria, como o uso da xilose (ZHANG et al., 1995) e de manose
(WEISSER; KRAMER; SPRENGER, 1996).

Apos a distribuicdo da linhagem CP4, notou-se que havia um equivoco relacionado a
nomenclatura dessas culturas. A comparagdo de cinco culturas de laboratorios diferentes,
porém recebidas da mesma fonte, mostrou que quatro das culturas de CP4 possuiam perfil
plasmidial e padrGes de digestdo idénticos. 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 especificas de crescimento e de producédo de etanol,
assim como maior tolerancia ao etanol quando comparada com a linhagem ZM1 (ATCC
10988) (LEE et al., 1980), sendo hoje amplamente utilizada em estudos de producéo de etanol
e engenharia metabolica.

1.6.2 Metabolismo central de Z. mobilis

Atualmente, Z. mobilis tem demonstrado potencial para a producdo industrial de etanol
e de outros produtos de alto valor agregado. Devido ao seu alto rendimento de etanol, esta
bactéria chamou a atencao desde cedo dos cientistas, que buscaram elucidar a formagéo deste
alcool em Z. mobilis, concluindo que esta ocorria por uma via distinta da via glicolitica
classica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (GIBBS; DEMOSS, 1951). Esta via distinta € 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 formacéao de 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfogluconato como intermediario chave. O funcionamento desta via em Z. mobilis foi
confirmado tanto por estudos com C!* (GIBBS; DEMOSS, 1954) quanto por evidéncias
enziméaticas (DAWES; RIBBONS; LARGE, 1966), sendo demonstradas as atividades das
enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase, etanol desidrogenase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, hexoquinase, glucoquinase e piruvato descarboxilase. A glicose pode ser
metabolizada somente pela via ED em Z. mobilis, uma vez que ndo ha gene codificador para a

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

Frutose Glicose
i ) (i

Frutose-6P - Glicose-6P

e,
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6P-gluconato
!
2-ceto-3-deoxi-6P-gluconato
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Gliceraldeido-3P Piruvato -
Je,
1,3-bifosfo-glicerato
9 I@i?s v NADUAD'
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1oI 4+ 14
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. . 13
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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: gliceraldeido-3P desidrogenase;
9: fosfoglicerato quinase; 10: fosfoglicerato mutase; 11: enolase; 12: piruvato quinase; 13:

piruvato descarboxilase; 14: &lcool 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 ja se sabe que ela esta presente em diversos grupos
de organismos, incluindo bactérias, arqueias e eucariotos (CONWAY, 1992). Ela é uma
alternativa a via glicolitica EMP, cujas rea¢es envolvem a clivagem de 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfato-gluconato para gerar gliceraldeido-3-fosfato e piruvato ao invés da clivagem de
frutose-1,6-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato. As reacdes que
envolvem a conversdo de gliceraldeido-3-fosfato a piruvato sdo comuns as duas vias. Devido
a formacdo de apenas uma molécula de gliceraldeido-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 glicolitica 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 € capaz de manter um réapido fluxo de
carbono, facilitado pelo alto nivel de expressdo das enzimas da via glicolitica, que compdem
cerca de 50% do total de proteinas soltveis da célula (CONWAY, 1992). De fato, Z. mobilis
possui taxas especificas de absorcdo de acucares e de producdo de etanol de trés a quatro
vezes mais rapidas 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 (BELAICH; SENEZ, 1965). Esta caracteristica de baixo
crescimento celular de Z. mobilis a torna uma excelente candidata para a sintese de produtos
de interesse industrial, uma vez que ndo ha muito desvio de carbono para a producdo de
celulas.

O alto rendimento de etanol e baixo crescimento celular sdo explicados pelo
crescimento desacoplado apresentado por Z. mobilis, fendbmeno no qual hd um répido
catabolismo néo relacionado com a sintese de biomassa celular (BELAICH; SENEZ, 1965).
Em combinacéo, o baixo rendimento de ATP da via ED juntamente com a alta expressao das
enzimas fermentativas ajudam a explicar a alta taxa metabolica de Z. mobilis, de forma que
esta produza ATP em uma taxa especifica consideravelmente maior do que a encontrada em
leveduras (KALNENIEKS, 2006). O fato desta alta taxa de sintese de ATP ndo estar
relacionada com a formacéo de biomassa juntamente com a sua alta taxa catabdlica apontam
para a presenca de reacdes que utilizam ATP desacopladas do crescimento celular, sendo que

a candidata mais provavel para reciclar o excesso de ATP é a FoF1-ATPase (KALNENIEKS,
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2006), cuja atividade esta presente tanto em condicGes aerdbicas, competindo com a
biossintese de ATP, quanto em condicdes anaerébicas (RUTKIS et al., 2014). Assim, sua
atividade pode ser parcialmente responsavel pelo crescimento desacoplado, uma vez que a
rapida producdo de ADP estimularia a glicolise e assim a producdo de etanol (REYES;
SCOPES, 1991). As reacgdes de consumo de ATP exercem controle sobre o fluxo da via ED e
a taxa de consumo de glicose. Ao fornecer ADP para a glicélise, a ATPase dependente de H*
contribui para o alto fluxo glicolitico da via ED (RUTKIS et al., 2014).

Contudo, a atividade desta ATPase ndo dissipa a energia, mas sim a converte em uma
forca préton-motiva (Ap) transmembrana. Ja foi demonstrado que a quebra de ATP por uma
FoF1-ATPase estd acoplada a um ciclo fatil de prétons na bactéria Streptococcus bovis, outro
exemplo de crescimento desacoplado (COOK; RUSSELL, 1994). Este principio também
poderia estar presente em Z. mobilis, porém estudos ainda sdo necessarios para esclarecer a
questdo do gradiente de prétons nesta bactéria (KALNENIEKS, 2006).

Uma hipdtese pode estar relacionada aos produtos do seu metabolismo, sendo o etanol
e o didxido de carbono os mais abundantes metabolitos. Embora o etanol acumulado durante a
fermentacdo por Z. mobilis cause um vazamento de ions e pequenas moléculas pela
membrana, incluindo prétons, ele ndo pode ser a causa do crescimento desacoplado, uma vez
que a dissipacdo de energia também ocorre na auséncia de etanol no meio (KALNENIEKS,
2006). A maior parte do CO2 produzido deixa a célula por difusdo passiva, mas parte dele
pode ficar no citoplasma sofrendo hidratacdo catalisada pela anidrase carb6nica com a
formacdo de acido carbdnico. Este por sua vez é dissociado no anion bicarbonato e em um
préton. A exportacdo deste anion bicarbonato seria uma forma eficiente de reduzir o gradiente
de pH transmembrana, uma vez que um proton ficaria dentro da célula (KALNENIEKS,
2006). Este fenbmeno pode estar relacionado ao crescimento desacoplado, e embora seja
suportado pela presenca de anidrase carbénica no genoma de Z. mobilis (SEO et al., 2005),
também necessita de mais estudos para ser confirmado.

Outra caracteristica dessa bactéria é seu incompleto ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA), que funciona como duas ramificagfes (BRINGER-MEYER; SAHM, 1989), o que foi
confirmado por estudos com 3C (DE GRAAF et al., 1999). De fato, ndo ha em seu genoma
genes para as enzimas a-cetoglutarato desidrogenase e malato desidrogenase (SEO et al.,
2005), sendo que o TCA em Z. mobilis deve funcionar apenas para prover precursores para as
reacOes de biossintese (KALNENIEKS, 2006). Ainda, a via de pentoses fosfato também é
incompleta uma vez que ndo ha atividade de transaldolase (FELDMANN; SAHM;

20



SPRENGER, 1992), sendo que a maioria dos genes desta via ndo estdo presentes no genoma
(SEO et al., 2005). Seu incompleto TCA traz o potencial do redirecionamento do seu
metabolismo, por meio de delecdo 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 respiratoria

Sabe-se que Z. mobilis apresenta uma cadeia respiratéria constitutiva (BELAICH;
SENEZ, 1965; STROHDEICHER et al., 1990), embora haja controvérsias acerca do
metabolismo aerdbico deste micro-organismo. O fato de que a aeragdo do meio pode levar a
um menor crescimento do que em anaerobiose juntamente com sua incapacidade de crescer
em substratos ndo fermentaveis, seria um argumento de que Z. mobilis ndo apresenta uma
fosforilagéo oxidativa funcional (KALNENIEKS et al., 1993).

Contudo, em estudos com células famintas, a adicdo de etanol em culturas aeradas
leva a producdo de ATP. Ainda, vesiculas de membrana apresentam atividade de fosforilacéo
oxidativa, concluindo que Z. mobilis possui capacidade de gerar energia de forma aerdbica,
havendo a hip6tese de que o baixo crescimento e a aparente falta de fosforilacdo oxidativa em
Z. mobilis em culturas aeradas pode ser devido ao acimulo de acetaldeido (KALNENIEKS et
al., 1993). Este é intermediario da producdo de etanol por Z. mobilis (Figura 8), e sua
conversdo a partir de etanol gera NADH, o qual pode ser utilizado pela cadeia respiratéria. O
acetaldeido é um composto inibitorio para crescimento desta bactéria em concentracfes tdo
baixas quanto 0,05% (p/p) (WECKER; ZALL, 1987), o que explicaria o baixo crescimento
em condicGes de aerobiose. Além disso, a aparente falta de fosforilagdo oxidativa em culturas
aeradas pode ser causada pela atividade hidrolitica de ATP pela ATPase dependente de H*
(RUTKIS et al., 2014), como mencionado.

Z. mobilis possui uma cadeia respiratoria ramificada (KALNENIEKS et al., 1998),
consistindo de uma NADH desidrogenase tipo I, uma coenzima Q10 e uma terminal oxidase
citocromo bd como os maiores carreadores de elétrons (KALNENIEKS; BALODITE;
RUTKIS, 2019). Atividades enzimaticas de glicose desidrogenase e lactato desidrogenase
também sdo encontradas em preparados de membrana (SOOTSUWAN et al., 2008), que
doam elétrons para a Q10, sendo que ainda ha outros constituintes ndo identificados. Além
disso, esta bactéria apresenta maiores taxas de respiracdo e de consumo de Oz que outros

micro-organismos como E. coli e S. cerevisiae, sendo que a composi¢do da sua cadeia
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respiratoria implicaria uma alta taxa de converséo de energia através do transporte de elétrons
(KALNENIEKS, 2006). Estes fatos resultariam em maior rendimento celular em culturas
aerobicas do que anaerdbicas, porém sua producdo de energia, como visto, ndo esta voltada
para o0 crescimento, sendo que este ndo é a Unica funcdo na qual a cadeia respiratoria de uma
bactéria pode estar envolvida (POOLE; COOK, 2000). Assim, embora tenha uma alta
capacidade respiratoria, Z. mobilis ndo utiliza sua cadeia respiratdria para fornecer energia
para crescimento aerobico da maneira tipica de micro-organismos aerobicos e anaerobicos
facultativos (STRAZDINA et al., 2012).

Dessa forma, buscou-se elucidar qual seria o papel fisioldgico da cadeia respiratdria
em Z. mobilis. E possivel que sua rapida, embora energeticamente ineficiente cadeia
respiratoria, ajude a prevenir o estresse oxidativo em culturas com crescimento aerdbico
(STRAZDINA et al., 2012). Também ja foi relatado que a cadeia respiratoria de Z. mobilis
tem a funcdo de manter uma baixa taxa NADH/NAD" quando as células sdo expostas a
estresses ambientais como salinidade (HAYASHI et al., 2015). Uma vez que a via ED requer
muito NAD™ nas reacOes catalisadas pelas enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, a manutencdo de uma baixa taxa NADH/NAD* é
critica para o crescimento e produgdo de etanol em Z. mobilis. A NADH desidrogenase da
cadeia respiratoria diminui a taxa NADH/NAD" pela oxidacdo de NADH acumulado causado
pelo estresse salino (HAYASHI et al., 2015).

Outros autores também discutem a interacdo da respiracdo com a via ED na
diminuicdo da taxa NADH/NAD® intracelular, de forma que a remocdo de equivalentes
redutores pela cadeia respiratéria de Z. mobilis aceleraria o catabolismo fermentativo,
aumentando a taxa de consumo de glicose (RUTKIS et al., 2016). Esta aceleracdo do fluxo na
via ED ¢é uma nova faceta ao papel fisioldgico da respiragdo em Z. mobilis (RUTKIS et al.,
2016). Assim, apesar de Z. mobilis ndo utilizar a respiracdo para crescer, a presenca de uma
cadeia respiratoria ativa implica que a respiracdo é vantajosa em algum momento do seu ciclo
de vida, podendo este ser quando células famintas tém acesso a um pouco de glicose e a
velocidade do influxo da glicose determina sua chance de sobrevivéncia (RUTKIS et al.,
2016).

Além disso, sabe-se que a formacdo de flocos por micro-organismos auxilia na sua
resisténcia a moléculas danosas no meio. Foi visto que a floculagdo em Z. mobilis é requerida
para a viabilidade celular em meio minimo aerado, sugerindo uma prote¢do contra algum

aspecto do metabolismo aerébico. A enzima NADH desidrogenase é importante para a
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sobrevivéncia em meio minimo aerdbico, relevando um papel fisiol6gico para esta enzima.
Assim, a respiracao aerdbica seria importante para a sobrevivéncia em meios naturais que sao
deficientes de fatores protetivos como os encontrados em meios complexos de laboratério
(JONES-BURRAGE; KREMER; MCKINLAY, 2019).

Ainda h& outras hipoteses para a funcéo da fosforilagdo oxidativa em Z. mobilis. Uma
delas relata que a fosforilagdo oxidativa pode ser uma fonte de energia para a fase estacionaria
do crescimento, quando o agucar presente no meio acabou e ha acimulo de etanol. A lenta
oxidacdo deste metabdlito pode ser parte do ciclo natural de Z. mobilis. Ademais, a producgéo
de acetaldeido para inibir o crescimento de outros micro-organismos também € uma ideia,
assim como a producdo de etanol o é em condi¢bes anaerdbicas. Além disso, a presenca de
fosforilacdo oxidativa em Z. mobilis pode ser um resquicio evolutivo. A cadeia respiratoria
pode também ter uma funcdo protetiva, importante para a fixacdo de nitrogénio.
(KALNENIEKS, 2006). De fato, mais recentemente descobriu-se que Z. mobilis é capaz de
fixar N2, sendo que o crescimento na presenca deste aumentou a produtividade especifica de
etanol. O carbono e os elétrons necessarios para o processo de fixacdo de nitrogénio foram
desviados da biossintese, levando a diminuicdo do rendimento de biomassa. Os autores
discutem que a limitacdo de nitrogénio imposta pela fixacdo de N> leva a um desacoplamento
ainda maior entre a glicolise e as reagdes de biossintese (KREMER et al., 2015).

Além disso, haveria uma coordenacgdo entre a respiracdo e producdo de etanol em Z.
mobilis. Em condi¢bes aerdbicas, parte do NADH produzido pela via ED é oxidado pela
cadeia respiratdria, competindo com a enzima alcool desidrogenase (ADH) por este cofator, o
que leva a um aumento de producéo de acetaldeido e diminui¢do na producdo de etanol nestas
condigBes (KALNENIEKS, 2006). Z. mobilis possui duas enzimas ADH, ADH I, que se liga
a zinco, e ADH I, que se liga a ferro (NEALE et al., 1986). Se ambas as ADH catalisassem
simultaneamente a sintese de etanol, a atividade da cadeia respiratoria seria ineficiente para
competir com a producdo de etanol, uma vez que a velocidade méxima das ADH sdo maiores
e apresentam Kmn menores para NADH do que a NADH oxidase da cadeia respiratoria. No
entanto, as isoenzimas operam em diregdes contrarias, uma vez que a ADH 1 € responsavel
por metade da sua atividade fisioldgica (redugdo do acetaldeido) e ADH Il conta por 90% da
atividade de oxidar o etanol (NEALE et al., 1986), hipotese suportada pela incapacidade de
células com o gene adhB (ADH I1) deletado oxidar etanol (KALNENIEKS et al., 2006).
Contudo, sdo necessarios mais estudos para elucidar a coordenagdo entre respiragdo e
producdo 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 anotacdo atualizada nos anos 2009 (YANG et al., 2009a) e 2018 (YANG et
al., 2018). Neste periodo, 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 a 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
sequéncias gendmicas 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
acessorios, dentre estes 507 genes dispensaveis e 10 genes unicos de alguma linhagem. Os
genes essenciais estdo relacionados ao metabolismo de carboidratos, replicacéo, transcricdo e
traducdo (CHEN et al., 2018). Ainda, a analise 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 cromossémico conservado, sendo que ZM4, NRRL-12526,
CP4, NCIMB 1163 e NRRL B-1960 possuem 98% de identidade em toda sequéncia
gendmica. Plasmideos e repeticbes CRISPR muito similares foram detectadas nessas
linhagens (CHEN et al., 2018).

A anotacédo da linhagem ZM4 mais recente relata que esta possui um genoma de 2,059
Mb, que é 2392 pb maior que a anota¢do anterior. Esta insercdo resultou na adicdo de duas
ORFs ao genoma desta linhagem. Ainda, ZM4 possui quatro plasmideos que estdo em baixo
nimero de copias (~1 cépia por célula), mas que podem sofrer um pequeno aumento a
depender das condigdes de cultivo. Seus tamanhos variam de 32 kb a 39 kb e contém um total
de 150 genes relacionados com sistemas de restricdo, genes de fagos, sistemas de toxina-
antitoxina e transportadores associados a membrana, incluindo bombas de efluxo. Estas
ultimas podem desempenhar algum papel na tolerancia a inibidores presentes em hidrolisados

de biomassa lignocelulosica (YANG et al., 2018).
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1.6.5 Tolerancia de Z. mobilis a inibidores em hidrolisados lignocelulésicos

A biomassa lignocelulosica representa uma relevante fonte de matéria prima para a
manufatura de produtos de alto valor agregado de forma renovavel. Contudo, sua utilizacéo
envolve uma etapa de pré-tratamento necessario devido a recalcitrancia intrinseca deste
material. Por meio dele, a recalcitrancia do material lignocelulésico é rompida, resultando na
quebra da lignina, degradacéo da hemicelulose e reducdo da polimerizacdo e cristalinidade da
celulose (BARUAH et al., 2018). Muitos tipos de pré-tratamento foram desenvolvidos,
podendo ser eles fisicos, quimicos, fisico-quimicos ou biologicos, sendo que a utilizacdo de
um ou de outro depende do tipo de biomassa lignocelulésica empregada, uma vez que a
composi¢cdo de lignina, celulose e hemicelulose varia de uma espécie para outra. A
desvantagem da utilizacdo de pré-tratamentos é a geracdo de compostos inibitérios como
furfural, 5-hidroximetilfurfural, acidos fendlicos e aldeidos. (BARUAH et al., 2018). Assim,
embora o pré-tratamento seja necessario para tornar os carboidratos mais disponiveis para
hidrélise enzimética e fermentacdo, o hidrolisado resultante contém substancias inibitorias,
apresentando efeitos negativos na funcdo da membrana celular, crescimento e glicolise dos
micro-organismos. Devido a estes efeitos inibitorios na produtividade e na formacgdo do
produto final, os inibidores podem ser um fator limitante na viabilidade da conversdo da
biomassa em produtos de alto valor agregado (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004).

Os produtos formados pelo pré-tratamento dependem tanto da biomassa quanto das
condi¢cdes do pré-tratamento, como temperatura, tempo, pressdo, pH, condi¢bes redox e
adicdo de catalisadores. Produtos da degradacao de agucares como furfural (proveniente das
pentoses) e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF - proveniente das hexoses) s&o formados em altas
concentragfes durante condi¢cdes acidas severas de pré-tratamento. Além disso, o acido
acético é ubiquo em hidrolisados hemiceluldsicos. Acidos hidroxicarboxilicos como &cido
glicélico e lactico sdo produtos de degradacdo comuns em condi¢des alcalinas. O acido
férmico é um produto proveniente da degradacdo dos carboidratos e lignina, enquanto que o
acido levulinico é formado pela degradacdo do 5-HMF. Compostos fenolicos sdao formados
pela solubilizacdo e clivagem hidrolitica ou oxidativa da lignina, e incluem o 4-
hidroxibenzaldeido, o &cido 4-hidroxibenzoico, a vanilina, o alcool dihidroxiconiferilico, o
aldeido coniferilico, o seringaldeido e o acido seringico (KLINKE; THOMSEN; AHRING,
2004).

Dessa forma, a tolerdncia aos inibidores presentes em hidrolisados lignocelulésicos é

um relevante fenétipo a ser considerado ao utilizar esta matéria prima na fermentacéo
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microbiana. Neste sentido, linhagens mais tolerantes derivadas da ZM4 ja foram
desenvolvidas. Por meio de mutagénese, a ZM4 foi alterada de forma a ser mais tolerante ao
acetato, dando origem a linhagem AcR (JOACHIMSTHAL et al., 1998). Adaptacdo em meio
contendo &cido acético também foi utilizada para a geracéo 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 acido acético e furfural, respectivamente
(SHUI et al., 2015). Utilizando mutagénese e genome shuffling, também foram obtidas as
linhagens 532 e 533, as quais sdo mais resistentes a acido acético e furfural (WANG et al.,
2019).

Por meio de abordagens transcriptdbmicas, é possivel analisar o perfil de expressdo sob
determinadas condicbes de estresse, sendo estes dados valiosos para o entendimento dos
mecanismos moleculares relacionados a tolerancia em determinada condicdo e para a
engenharia metabolica visando ao desenvolvimento de linhagens tolerantes. Neste sentido,
alguns estudos buscando investigar o transcriptoma de Z. mobilis na presenca de inibidores
presentes em hidrolisado de biomassa lignocelulésica, como furfural (HE et al., 2012) e
aldeidos fenolicos (Y1 et al., 2015) foram realizados, sendo encontrados diversos genes com a
expressdo alterada. Em geral, sdo encontrados “up-regulados” genes codificadores de
redutases, possivelmente responsaveis pela conversdo destes inibidores em compostos menos
inibitérios, e genes codificadores de transportadores, responsaveis pelo o efluxo de
substancias toxicas. Estes genes podem ser alvo para a engenharia metabdlica de Z. mobilis
objetivando a construcdo de linhagens mais tolerantes aos inibidores presentes em hidrolisado

de biomassa lignocelulosica.

1.6.6 Aplicacgdes biotecnoldgicas de Z. mobilis

Conforme mencionado, Z. mobilis demonstra potencial para a sua aplicacdo como
plataforma para a producdo de etanol e de outros produtos de alto valor agregado,
apresentando vantagens como nédo necessitar da adigdo controlada de oxigénio para manter a
viabilidade celular; alta tolerancia ao etanol, podendo chegar a 16% (v/v); seu pequeno
genoma, o que facilita sua manipulacdo geneética, sendo que linhagens resistentes aos
compostos inibitérios encontrados em hidrolisados derivados de biomassa lignocelulosica ja
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 ja foram

desenvolvidas, demonstrando a possibilidade de utilizar este tipo de material por Z. mobilis.
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Apesar destas vantagens, sua utilizacdo ainda é restrita pelo fato de ter uma limitada
utilizacdo de substratos, uma vez que Z. mobilis s6 é capaz de utilizar as hexoses glicose,
frutose e sacarose (ROGERS et al., 2007), sendo que a capacidade de metabolizar pentoses é
de particular importdncia na utilizacdo de biomassa lignocelulésica, uma vez que a
degradacdo da hemicelulose libera estes aglcares. Assim, linhagens recombinantes ja foram
desenvolvidas para aumentar a variedade de substratos utilizados. Para o desenvolvimento de
uma linhagem capaz de fermentar xilose, ZHANG et al. (1995) expressou 0s genes de E. coli
xylA (xilose isomerase), xyIB (xiluluguinase), tktA (transcetolase) e talB (transaldolase) em Z.
mobilis, tornando esta capaz de crescer em xilose como Unica fonte de carbono e de produzir
etanol a partir desta. Em uma mistura de glicose e xilose, ambos os acucares foram
fermentados, sendo um marco no desenvolvimento de um bioprocesso que envolve a
cofermentacdo mista de agUcares. 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 méximo tedrico
relativo a quantidade de acUcar consumido. Anos apos estes trabalhos pioneiros, a estratégia
de adaptacdo metabolica foi utilizada para melhorar a fermentacdo de xilose em linhagens
modificadas. A linhagem adaptada foi capaz de fermentar mais rapidamente a xilose, tendo
uma menor formagéo de xilitol, uma maior tolerancia a este composto e uma maior atividade
da xilose isomerase (AGRAWAL; MAO; CHEN, 2011).

O desenvolvimento de linhagens para a utilizacdo 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 pB-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 B-glicosidase de C. crescentus foi expressa em Z. mobilis, e ap0s
adaptacdo em celobiose, a linhagem recombinante foi capaz de converter 50% da celobiose

em glicose em 24 h, sendo esta utilizada para crescimento e producdo de etanol
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(KURUMBANG et al., 2020). Embora ainda prematuros, estes trabalhos mostram o potencial
de Z. mobilis de expressar genes celuloliticos e de produzir etanol a partir de substratos
celulosicos, sendo que o apice deste desenvolvimento seria uma linhagem capaz de expressar
os trés tipos de celulases necessarios para degradar o material celulésico (endocelulase,
exocelulase e B-glicosidase) de forma a realmente utilizar a celulose como fonte de carbono.
Além disso, um sistema de secre¢do de amilase também ja foi desenvolvido em Z. mobilis
possibilitando a utilizacdo de substratos amilaceos para a producdo de etanol (WU et al.,
2014).

Embora muitos estudos tenham focado no desenvolvimento de linhagens que
exploram a alta capacidade de Z. mobilis na producdo de etanol, esta bactéria também
apresenta caracteristicas interessantes para a producdo de outros produtos de alto valor
agregado, como a alta taxa de consumo de acUcares e um TCA incompleto, como ja
mencionado, podendo este ser redirecionado para a producdo de outras moléculas que ndo o
etanol e lactato. Por exemplo, Z. mobilis j& foi modificada para a producdo de B-caroteno
(MISAWA; YAMANO; IKENAGA, 1991) e dos combustiveis 2,3-butanediol (YANG et al.,
2016) e isobutanol (QIU et al., 2020). Também com o interesse de desviar 0 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 acido
dicarboxilico intermediario do ciclo do &cido citrico com aplica¢fes industriais importantes
(SEO et al., 2009). De fato, por meio da analise in silico da rede metabdlica de Z. mobilis, foi
relatado que o pdc é um dos alvos de delecdo para 0 aumento de producdo deste composto
(LEE et al., 2010).

Além disso, a producdo nativa de outros compostos de interesse também ja foi
explorada em Z. mobilis. A presenca da enzima levanasacarase nesta bactéria leva a producéo
do polimero de frutose levana, sendo gque a delecdo do gene sacC permite a sua producdo em
niveis ainda maiores (SENTHILKUMAR et al., 2004). Ela também ja foi cogitada para a
fermentagdo de massas na inddstria alimenticia em substituicdo a levedura S. cerevisiae
(MUSATTI et al., 2018). Ademais, Z. mobilis possui uma enzima Unica 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 acido gliconico, de forma que a simultanea
producdo destes dois compostos, 0 &cido glicénico e sorbitol, j& 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 producdo dos seus respectivos acidos organicos, sendo alcancadas
producbes de 0,64, 0,57, 0,51 e 0,51 mol L* respectivamente (MALVESSI et al., 2013).
Devido a importancia do &cido lactobiénico nas industrias farmacéutica e cosmética, a
producdo deste cido foi investigada em células imobilizadas de Z. mobilis, sendo alcangada
uma conversio de 510 mol Lt de acido lactobi6nico, cujo processo apresenta potencial para a
producdo em escala industrial (CARRA et al., 2020). Demonstra-se assim, o potencial de Z.
mobilis na producao de acidos organicos.

Dessa forma, devido as possibilidades de expandir os substratos utilizaveis 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 producdo de materiais de interesse industrial.
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2.Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Realizar a engenharia metabdlica de Zymomonas mobilis para o desenvolvimento de

linhagens produtoras de &cidos organicos utilizando xilose como substrato.

2.2 Objetivos Especificos

1) Expressar o gene CAD1 em Z. mobilis e avaliar a producéo de acido itacénico a
partir de xilose;

2) Testar a funcionalidade de diferentes genes XDH em Z. mobilis para a produgéo
de &cido xilénico a partir de xilose;

3) Realizar a delecdo dos genes ZM0O0976 e ZMO1237;

4) Expressar o transportador xylE e derivados mutantes;

5) Avaliar a produgdo de &cido xilénico na linhagem resultante;

6) Avaliar a producdo de acido xil6nico a partir de xilose e hidrolisado de cana-de-

acucar em biorreator.
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3.Estratégia Experimental

A estratégia para a execucdo deste trabalho esta apresentada na Figura 9.

Construgdo de linhagem Engenharia metabdlica de Construgdo de linhagem
produtora de acido itaconico Z. mobilis produtora de 4cido xilonico
Expressdo do gene CADI Delegdo de genes alvo Expressao de genes XDH
Testes de producio Testes de produgao
em frascos em frascos
Expressdo do gene XL Expressao do gene xylE

Testes de produgdo
em biorreator

Figura 9. Estratégia experimental adotada para o presente trabalho.

31



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 gendtipos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho

Linhagem Gendtipo Utilizacao

F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
DH50 endAl hsdR17(rc’, mk*) phoA supE44 thi-1 gyrA96  Clonagem de DNA
relA1 x

Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mr)173 endAl
XL10-Gold SupE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F Clonagem de DNA
proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
DH10B ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 Clonagem de DNA
A(ara, leu)7697 galU galK rpsL nupG A

rpsL (Str") thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx
JM110 dam dcm supE44 A(lac-proAB) [F* traD36 proAB
lacl® ZAM15]

Desmetilacdo de

plasmideos

4.2 Genes heter6logos expressos em Z. mobilis

Em estudo anterior, genes putativos codificadores de XDH foram identificados por
meio da construcdo de uma arvore filogenética feita a partir de dois genes ja conhecidos e
utilizados na literatura: xylB de C. crescentus e xydl de T. reesei (ALMEIDA et al., 2019).
Além da avaliagdo destes dois genes em Z. mobilis, outros cinco identificados pelo estudo
citado foram escolhidos para expressdo heterdloga nesta bactéria. Assim, os genes XDH

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

Referéncia da Proteina Proteina Codificada Micro-organismo de origem
WP_013270350.1 D-xilose 1-desidrogenase Brevundimonas subvibrioides
WP_019016846.1 oxirredutase da familia SDR? Halomonas lutea
WP_010918706.1 D-xilose 1-desidrogenase Caulobacter crescentus

alfaproteobactéria ndo
WP_009605364.1 oxirredutase da familia SDR? P

classificada
ABE37211.1 D-xilose 1-desidrogenase Paraburkholderia xenovorans
XP_006961719.1 D-xilose 1-desidrogenase Trichoderma reesei
XP_007915223.1 NADP: D-xdlose Phaeoacremonium minimum

desidrogenase putativa

2 Familia SDR: desidrogenases ou redutases de cadeia curta

A fim de facilitar o entendimento, neste trabalho foi utilizada a seguinte nomenclatura
para 0s 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 ndo 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
pPMA-T.

Outros genes também expressos em Z. mobilis foram sintetizados pela empresa IDT
(Integrated DNA Technologies), sendo eles: o gene CAD1 (referéncia GenBank AB326105.1),
codificador da enzima cis-aconitato descarboxilase, de A. terreus; o gene Bxe C1362
(referéncia GenBank ABE37210.1), codificador da enzima xilonolactonase, de P. xenovorans;
e 0 gene xylE (referéncia GenBank CAD6020582.1), codificador de um transportador de
xilose, de E. coli, este portando as mutacdes 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 estéo descritos a seguir.

e Meio LB (Luria-Bertani):

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

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

e Meio SOB (Super Optimal Broth):

Triptona 2,00% (m/v)
Extrato de levedura 0,50% (m/v)
NaCl 0,06% (m/v)
KClI 0,05% (m/v)
MgCl, 10 mmol/L
MgSO4 10 mmol/L

As solucdes de MgCl> e MgSO4 foram esterilizadas separadamente por filtracdo em

membrana de 0,22 um e adicionadas ao meio previamente ao uso.
Para 0 meio sélido, foi adicionado agar a 1,5% (m/v). As temperaturas de incubacao
foram de 37 °C ou 30 °C, conforme explicado no tdpico 4.9. O crescimento em meio liquido

ocorreu com rotacdo 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)4SOq4 0,1% (m/v)
MgSO4 7H.0 0,1% (m/v)
KH2PO4 0,2% (m/v)

O pH foi ajustado para 6,0 com adi¢cdo de KOH.
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Para meio sélido, foi adicionado agar a 1,5% (m/v). A temperatura de incubacéo foi de
30 °C. O crescimento em meio liquido ocorreu com rotacéo de 200 rpm.
Todos os meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave a 120 °C por

20 min previamente a sua utilizacao.

4.4 Solugdes
Para o preparo de células de E. coli competentes, foram utilizadas as seguintes
solucdes:

e Tampéo de transformagéo I:

RbCI 1,20% (m/v)
MnClz-4H20 0,99% (m/v)
Acetato de Potassio 0,03 mol/L
CaCl2-2H20 0,15% (m/v)
Glicerol 15,00% (m/v)

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

por filtragdo com membrana de 0,22 pm.

e Tampado de transformacao I1:

MOPS 0,02 mol/L
RbCl 1,20% (m/v)
CaClz-Hz20 1,10% (m/v)
Glicerol 15,00% (m/v)

O pH da solucéo foi ajustado para 6,8 com NaOH, sendo esta esterilizada por filtracéo

com membrana de 0,22 pm.
Os antibidticos utilizados durante as etapas de selecdo de transformantes de E. coli e Z.

mobilis estdo listados na Tabela 4 com suas respectivas concentracfes a depender do micro-

organismo utilizado.
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Tabela 4. Antibi6ticos utilizados neste trabalho.

Concentracéo de uso (ug/mL)

Antibidtico
E. coli Z. mobilis
Cloranfenicol 30 100
Espectinomicina 50 200
Ampicilina 100 -
Canamicina 50 350

Os antibidticos foram preparados em H>O MilliQ, com excecéo do cloranfenicol que
foi preparado em etanol absoluto. Todos os antibi6ticos foram esterilizados por filtracdo em

membrana de 0,22 pm.

Para a extracdo de plasmideos por lise alcalina a partir de E. coli, foram utilizadas as

seguintes solugoes:

e Solucéo I:

Tris-HCI (pH 8,0) 1,0 mmol/L
EDTA 0,1 mmol/L
e Solucéo II:

NaOH 0,2 mol/L
SDS 1,0% (m/v)
e Solucéo IlI:

Acetato de sédio 3 mol/L
Acido acético 2 mol/L

O pH desta solucéo foi ajustado para 5,0.
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A analise de fragmentos de DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,0% utilizando-se para coloracdo brometo de etidio (solu¢do de uso de 200 pg/mL) ou
SybrGold (Invitrogen™ — utilizado de acordo com as instrucdes do fabricante). O tampao de
corrida utilizado foi o Tris-Acetato EDTA (TAE), cuja composicao 50X é: Tris-Acetato 2 M e
EDTA 50 mM (pH 8,0). J& o tamp&o 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 restricéo

Para os procedimentos de clonagem molecular e confirmacdo das clonagens, as
moléculas de DNA foram digeridas com as seguintes enzimas de restricdo: Ndel (NEB ou
Thermo Scientific), Bglll (NEB), Sacll (NEB). Xhol (Jena Biosciences), BamHI (Jena
Biosciences), EcoRV (NEB), Sacl (NEB ou Promega), Kpnl (NEB), Xbal (Roche), Hpal
(NEB), Xcml (NEB), EcoRI (NEB), Sphl (NEB), Sall (NEB) e Ncol (NEB ou Promega), as

quais foram utilizadas de acordo com as especificacdes dos fabricantes.

4.6 Vetores

Para a clonagem dos genes a serem expressos em Z. mobilis, foram utilizados os
vetores da série pPBBR1MCS (KOVACH et al., 1995), sendo empregados o pBBR1MCS]1,
cuja marca de resisténcia a antibiético é cloranfenicol e o0 pBBR1MCS2, cuja marca de
resisténcia a antibidtico é canamicina. Ambos o0s vetores apresentam as mesmas
caracteristicas, diferindo apenas no gene de resisténcia. Sua origem de replicacdo é
promiscua, sendo funcional tanto em E. coli quanto em Z. mobilis. O mapa de restri¢cdo do
vetor pPBBR1MCS1 esta apresentado na Figura 10. Além disso, o vetor pPBBR1MCSL ja havia
sido modificado para conter o promotor e o terminador do gene nativo de Z. mobilis pdc
(ZM01360) entre os sitios de restricdo Xbal e Xhol. Ja o vetor pBBR1MCS2 foi modificado
neste trabalho para conter as mesmas regifes regulatorias utilizando os sitios de restri¢do
Sacll e Xhol.
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Para a construcdo dos cassetes de delecdo, o esqueleto do vetor pPCV (JANNER et
al., 2013) (Figura 11) foi utilizado. Embora sua origem de replicagdo seja funcional em E.
coli, ela ndo possibilita sua replicacdo em Z. mobilis, sendo entdo um vetor suicida neste
micro-organismo. Esta caracteristica permite que os transformantes tenham o DNA de
interesse integrado no seu genoma. Os cassetes de delecdo foram clonados entre os sitios de
restricdo Sacl e Kpnl. A Tabela 5 contém todos os plasmideos utilizados e construidos neste
trabalho.

cat promoter

&
pBBR1MCS1 ]
v 4707 bp |
M13 rev| S |
=
(3302) Xhol o
Y =/
Mcs —\ |} ﬁf
(3239) Xbal / | <
(3226) Sacll y
M13 fwd &
we®
peEBR

Figura 10. Mapa de restricdo do vetor pBBR1MCS1, utilizado para a expressao génica

em Z. mobilis.

KpnI (657)
ECORV (661)
Xcml (673)

pPCV
3428 bp

Xcml (1206)
EcoRV (1218)
Sacl (1226)

disrupted disrupted lacZ|

Figura 11. Mapa de restricdo do vetor pPCV, utilizado para a construcao de cassetes de
delecdo para Z. mobilis.
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Tabela 5. Plasmideos utilizados e construidos neste trabalho.

Plasmideo

Descricéo

Referéncia

pBBRIMCS1

pBBR1IMCS2

pPCV

pB1-XDH BS

pB1-XDH HL

pB1-XDH CC

pB1-XDH AP

pB1-XDH BX

pB1-XDH TR

pB1-XDH TM

pB1-CreA

pBl-recET

Vetor utilizado para a expressdo de genes em
Z. mobilis; CmR

Vetor utilizado para a expressao de genes em

Z. mobilis: KanR

Vetor utilizado para a construgdo dos cassetes
de delecéo.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH BS para

expresséo.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH HL para

expressao.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH CC para

expresséo.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH AP para

expressao.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH BX para

expressao.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH TR para

expressao.

pBBR1MCS1 contendo o gene XDH TM para

expressao.

pBBR1IMCS1 contendo o gene da Cre

recombinase para expressao.

pBBR1MCS1 contendo os genes recE e recT

para expressao.

(KOVACH et al., 1995)

(KOVACH et al., 1995)

(JANNER et al., 2013)

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.
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Tabela 5. Continuagao.

Plasmideo Descricéo Referéncia
pB1-BXL pBBR1MCS1 contendo os genes XDH BX e XL para
. Este trabalho.
expresséo.
pB2-CAD1 pBBR1MCS2 contendo o gene CAD1 para expressao. Este trabalho.

pBl-pBADcadl

pB2-xylE

pB2-xylE175

pB2-xylE388

pB2-xylEM

pB1-BX xylE

pB1-BX xylE175

pB1-BX xylE388

pB1-BX xylEM

PV-A0976X

pBBR1MCS1 contendo o gene CAD1 para expressao

induzida por arabinose.

pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE selvagem para

expresséo.

pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para

expressao.

pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para

expresséo.

pBBR1MCS2 contendo o gene da xylE mutado para

expressao.

pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE selvagem

para expressao.

pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado

para expressao.

pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado

para expressao.

pBBR1MCS1 contendo os genes BX e xylE mutado

para expressao.

pPCV contendo o cassete de delecdo do gene
ZMO0976 e o operon com os genes xylA e xyIB de E.
coli.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.
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Tabela 5. Continuacao

Plasmideo Descricéo Referéncia

pV-A1237T  pPCV contendo o cassete de delecdo do gene ZM0O1237 e
0 operon com os genes talB e tktA de E. coli.

Este trabalho.

pV-A0976 pPCV contendo o cassete de delecdo do gene ZMOQ0976.  Este trabalho.

pV-A1237 pPCV contendo o cassete de delecdo do gene ZMO1237.  Este trabalho.

4.7 Amplificacdo de DNA por PCR

Os primers utilizados para as reagdes de PCR realizadas neste trabalho estdo listados
nas Tabelas 6, 7 e 8. As amplificacGes de genes e de regides 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 Tag DNA Polymerase (NEB). Ja as reacBes de PCR
confirmatdrias foram realizadas utilizando-se as polimerases Tag DNA Polymerase
recombinante (Invitrogen), Tag DNA Polymerase recombinante (Thermo Scientific) ou
MyTaq Mix (Bioline). Todas as enzimas foram utilizadas de acordo com as instruces do
fabricante.

A construcdo dos vetores contendo os genes XDH e recE e recT envolveu suas
amplificacfes de maneira a possuirem homologia com o vetor pPBBR1IMSC1 contendo o
promotor e terminador do gene pdc digerido com as enzimas Ndel e Bglll. A amplificacdo
dos genes recE e recT foi realizada a partir do genoma da linhagem DH10B de E. coli, assim
como amplificagdo do gene xylE selvagem. Para a montagem do vetor contendo este ultimo,
também foram amplificadas as regides promotora e terminadora do gene pdc do genoma de Z.
mobilis. Estes fragmentos foram amplificados de maneira a possuirem homologia com o vetor
pBBR1MCS2 digerido com as enzimas Sacll e Xhol, assim como uns com 0S outros para
montagem do plasmideo. A construgdo dos vetores contendo os operons do gene BX com
diferentes versdes do gene xylE também se deu por meio de suas amplificacdes de forma a
terem regides de homologia com o vetor pB1-XDH BX digerido com Bglll.

Para a montagem do vetor contendo o gene CAD1 sob controle do promotor pBAD, 0s

fragmentos necessarios (gene CAD1 e promotor pBAD juntamente com a regido codificadora
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da proteina araC) foram amplificados para conterem regides de homologia um com o outro e
com o vetor pPBBR1MCSL1 contendo o promotor e terminador do gene pdc digerido com as
enzimas Xbal e Bglll. Da mesma maneira, os fragmentos necessarios para a construcdo dos
cassetes de delecdo dos genes ZMOQ976 e ZMO1237 contendo ou ndao os operons de
metabolismo de xilose também foram amplificados de maneira a terem homologia uns com 0s

outros assim como com o vetor pPCV digerido com Sacl e Kpnl.

Tabela 6. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a construcdo dos vetores contendo
0s genes XDH e CADL.

Primer Sequéncia (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. Continuagéo.

Primer Sequéncia (5’ — 3’)
XDH BX-R TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTATTCACCGTACC
AACCAGCGTC
XDH TR-F ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGCTTCTGGTAA
CCCATAC
YDH TR-R TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACTGGTTACCAG
TGTTCAATG
ACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGCTCCATACAC
XDH TM-F
TGCTAAG
XDH TM-R TCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACTTTCTACCAG
TGTTCAATGG
GGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGATTATGACA
araC-pBAD-F
ACTTGACGGCTAC
CACCGGATTTTGCGTTACTGTCGGCTGATTGCTTTGTCATCAGTAGAGA
araC-pBAD-R
GTTGCGATAAAAAG
GCGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGATGACAAA
cadl-pBAD-F
GCAATCAGCCGAC
GCTTTTCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTAAACAAG
cadl-pBAD-R

AGGAGATTTTACAGGAC
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Tabela 7. Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para a construgdo dos vetores contendo

0 gene xylE.
Primer Sequéncia (5’ — 3’)
IE-F CCTGATTCAGACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCACATATGATG
X -
y AATACCCAGTATAATTCCAG
IE-R GGCTTTTCGCCTTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAGGATCCTTACAGCGT
X -
y AGCAGTTTGTTG
PDCxVIE-F GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGCGGT
X -
g y ATAATATCTGTAACAG
PDCxVIE-R GAAAATATATAACTGGAATTATACTGGGTATTCATCATATGTGCTTACT
X -
P y CCATATATTCAAAAC
PDCXVIE-F ACCGGAAACGAAGAAAACACAACAAACTGCTACGCTGTAAGGATCCTT
X -
Y TTTAAATAAACTTAGAGCTTAAGG
{PDCxVIE-R CCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGTT
X -
Y CTTTTTATCGGTCAAGAG
TCCGACAATAATGGTCTGCAACAGCGCGATATCCGTGCTGGCCCCCAGC
FraglxylE-R
GTTTT
GTGTTCAAAACGCTGGGGGCCAGCACGGATATCGCGCTGTTGCAGACC
Frag2xylE-F
ATTATT
CTGGTTGGTACGGTGAATAACGGCTAACTGTGCAGTCCGTTGGCCCGGT
xylEop-F TATCGGTAGCGATACCGGGCATTTTTTTAAGGAACGATCGATATGAATA
CCCAGTATAATTCCA
xylEop-R TTAAGCTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTTTACAGCGTAGCAGTTTGTT
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Tabela 8. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a construcéo dos vetores contendo
0s cassetes de delecdo com ou sem os operons de metabolismo de xilose, 0s genes recE, recT

e cre e para confirmacoes.

Primer Sequéncia (5°— 3°)
UP-pV-F CTATAGGGCGAATTGGGTACCCGCCATCCAAAAAATGG
UP-Res-R ACGAAGTTATCAGAAACTCTCCACATTTTTTAAAAAAG
UPX-R CATGATATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCAGAAACTC
Xr-
TCCACATTTT
Res-UP-F AGAGTTTCTGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACG
Res-DW-R  ATATCCGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACG
R E CAAAACAGGGGTCTTTTTTAAAAAATGTGGAGAGTTTCTGATAACTTCG
esXr-
TATAATGTATGCTATAC
R R CAAAACATCATTACGATAGGATTCGGGTTGTTGATCGAACATAACTTCG
esXr-
TATAGCATACA
DW-Res-F ACGAAGTTATGGATCCGAGCGGATATAAAACAAGC
DWxr-F GGTAGATATGGAGATCGTTATGAAAACCTCAAAGACTGTGGAGCGGAT
Xr-
ATAAAACAAGC
DW-pV-R AGGGAACAAAAGCTGGAGCTCTAATATGTTGGCTTGGGTG
o r AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTTCGATCA
-Xr-
g ACAACCCGAAT
o R CCCTGTCTTGCGACAGTGACGGCTTGTTTTATATCCGCTCCACAGTCTTT
_Xr_
P GAGGTTTTCA
UPIdh-F GCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGAAAGATCG
TTACTTCCTTA
UPIdh-R CATGATATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGACACCCT

CTTGAAAAG
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Tabela 8. Continuagéo.

Primer Sequéncia (5°— 3°)
Resldh-F CATATCTTTTTTCTTCAAAAAACTTTTCAAGAGGGTGTCTATAACTTCG
esldn-
TATAATGTATGCTATAC
Socldh-R GATCATTATGATCTTCAAAAGGTTAATTGTCGCTTGTCTAATAACTTC
C -
P GTATAGCATACA
Resldh-R CAAAACATCATTACGATAGGATTCGGGTTGTTGATCGAACATAACTTC
esian-
GTATAGCATACA
AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGACAAG
DWIdh_Spc-F
CGACAATTAACC
DWIdh-F TCGGCGACCTTTTTTATTACCTTGATAATGTCCGTTTGCGTAGACAAG
CGACAATTAAC
Dwidh-R CGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCAAAATAC
W -
GCCTAAAAAAGTT
Op-tal-F AAGGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTTCGATC
- a -
P AACAACCCGAAT
Op-tal-R GATCATTATGATCTTCAAAAGGTTAATTGTCGCTTGTCTACGCAAACG
- a -
P 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. Continuagéo.

Primer Sequéncia (5’ — 3’)

Cre-R CATATGATGTCCAATTTACTGACCGTACACCAAAT

ZMET-F TTGAATATATGGAGTAAGCATATGATGGATCCCGTAATCGTAGAAGACA

ZMET-R CTCTAAGTTTATTTAAAAAAGATCTCTATTCCTCTGAATTATCGATTACAC

4.8 Preparo de células bacterianas competentes

As linhagens DH5a, XL10-Gold, DH10B e JM110 foram utilizadas para 0s
procedimentos de clonagem e desmetilagdo, 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 periodo de 16 a 18 h. Uma coldnia isolada foi
inoculada em 10 mL de meio SOB e submetida a agitacdo de 200 rpm a 37 °C por 16 horas.
Dois mililitros deste pré-indculo foram inoculados em 100 mL de meio SOB e incubados a
37 °C sob agitacao de 200 rpm por aproximadamente uma hora até atingir ODeoo de 0,3. ApOs
o crescimento, a cultura foi resfriada em banho de dgua-gelo com etanol por 15 min, sendo
entdo as células coletadas por centrifugacdo a 3000 x g por cinco minutos a 4 °C. As células
foram ressuspendidas em 32 mL de tampao de transformacéo | e incubadas em banho de
agua-gelo com etanol por 15 min. A cultura foi novamente coletada sob as mesmas condicGes
e ressuspendida em 4 mL de tampdo de transformacdo 1. Foram feitas aliquotas de 100 uL, as

quais foram armazenadas em freezer a -80 °C para uso posterior.

4.9 Construcao de plasmideos e transformacéo de E. coli

Os plasmideos contendo os diferentes genes XDH e recET foram construidos por meio
da clonagem destes como fragmento Ndel e Bglll no vetor PBBR1IMSCL1 digerido com as
mesmas enzimas de restricdo e j& contendo o promotor e terminador do gene pdc. As
clonagens foram realizadas utilizando-se 0 mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly
(NEB) ou In-Fusion HD EcoDry (Clontech), cujas reacdes foram utilizadas para transformar
células da linhagem DH5a. Para tanto, as aliquotas de células competentes foram retiradas do
freezer -80 °C e incubadas em gelo por cinco minutos. Apds, foi adicionado o DNA, sendo a
mistura incubada em gelo por 30 minutos. Em seguida, foi dado o choque térmico a 42 °C por
90 segundos e as celulas foram recuperadas adicionando-se 900 uL. de meio LB e incubando-
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as por uma hora a 37 °C. Apds o periodo de recuperacao, as células foram semeadas em meio
LB &gar contendo o antibiético cloranfenicol para a sele¢do (30 pg/mL) e incubadas a 37 °C
por um periodo de 16 a 18h.

O vetor contendo o gene CADL foi construido utilizando o mix de enzimas NEBuilder
HiFi DNA Assembly (NEB). Desta forma, o gene foi sintetizado tendo seu codon otimizado
para Z. mobilis, sendo o fragmento sintetizado de forma a conter o promotor e terminador do
gene pdc e regides de homologia com o vetor pBBR1MSC?2 digerido com as enzimas Sacll e
Xhol. A reacdo de assembly foi utilizada para transformar células XL10-Gold como descrito
anteriormente, sendo que o antibi6tico utilizado para selecdo foi a canamicina. Para a
construcdo do vetor contendo o gene CAD1 sob controle do promotor pBAD, estes foram
amplificados e ligados no vetor pPBBR1MCSL1 contendo o promotor e terminador do gene pdc
digerido com as enzimas Xbal e Bglll, removendo assim o promotor pdc, utilizando o mix de
enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB). Células DH5a foram transformadas como
descrito anteriormente e selecionadas em placa contendo cloranfenicol.

Os vetores de integracdo contendo os cassetes de delecdo portando somente o gene de
resisténcia a espectinomicina foram construidos utilizando a técnica de Gibson Assembly,
também sendo empregado o mix de enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB) ap6s a
amplificacdo de todos os fragmentos de DNA necessarios para sua clonagem no vetor pPCV
digerido com as enzimas Sacl e Kpnl. O sistema de montagem foi utilizado para transformar
células XI10-Gold, como descrito anteriormente. Ja os cassetes de delecdo com os operons
para metabolismo de xilose foram amplificados utilizando a técnica de overlapping PCR
(OLP — PCR de sobreposicao), sendo este fragmento maior contendo todos as sequéncias de
DNA de interesse clonado no vetor pPCV digerido com as enzimas Sacl e Kpnl também
utilizando o NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB). Células da linhagem DH10B (operon
xyl) ou XL10-Gold (operon tal) foram submetidas a uma transformacdo com modificacdes.
Ap0s o choque térmico, as células foram recuperadas adicionando-se 900 pL de meio LB com
1% de glicose e incubando-se por uma hora a 30 °C. A selecdo de transformantes foi realizada
em meio LB contendo 1% de glicose e espectinomicina e/ou ampicilina, sendo as placas
incubadas a 30 °C por um periodo de aproximadamente 24 h.

Para a construcdo do plasmideo contendo a recombinase Cre, esta foi amplificada de
forma a conter os sitios Ndel e Bglll em suas extremidades, sendo o produto de PCR ligado
utilizando a T4 DNA Ligase (USB) ao vetor pBBR1MSC1 ja contendo o promotor e

terminador do gene pdc de Z. mobilis digerido com as mesmas enzimas de restricdo. Células
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DH5a foram transformadas com 10 uL do sistema de ligagdo da mesma forma descrita
anteriormente. Por fim, as células foram semeadas em meio LB contendo cloranfenicol
(30 ug/mL) para selecdo e incubadas a 37 °C. A enzima T4 DNA Ligase (NEB) também foi
utilizada para a ligacdo do gene XL digerido com Bglll 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 ligacéo foi utilizado para transformar células DH10B como
descrito anteriormente.

A construcdo do vetor contendo o gene xylE envolveu a amplificacdo deste a partir do
genoma de E. coli e do promotor e terminador do gene pdc de Z. mobilis. Apds, estes
fragmentos foram clonados no vetor pPBBR1MCS2 digerido com as enzimas Sacll e Xhol
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
transformacdo com modificagdes, conforme descrito anteriormente. A selecdo de
transformantes foi realizada em meio LB contendo 1% de glicose e canamicina (50 pug/mL).
Além da versdo selvagem do gene xylE, uma versdo contendo duas mutacgdes foi sintetizada e
clonada no vetor pB2-xylE digerido com as enzimas Ndel e BamHI, resultando no vetor pB2-
XylEM. Outras duas versdes deste vetor foram construidas substituindo fragmentos do gene
pela versdo selvagem, de forma a obter genes contendo apenas uma das duas mutagdes, sendo
o0s vetores chamados de pB2-xylE175 e pB2-xylE388. Estes vetores foram utilizados como
moldes para a amplificacdo das diferentes versées do gene xylE para sua clonagem no vetor
pB1-XDH BX digerido com a enzima Bglll, sendo a ligacdo 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 extracdo de plasmideos de E. coli, foi utilizado o protocolo descrito por
GREEN; SAMBROOK (2012) com modificacdes. Uma colbnia transformante isolada foi
inoculada em 5 mL de meio LB, com posterior incubagéo a 37 °C por 16 a 18 h sob agitacédo
de 200 rpm. ApOs o crescimento, a cultura foi centrifugada a 10000 x g por 5 minutos, sendo
as celulas ressuspendidas em 200 uL de solugdo I. A seguir, foram adicionados 360 pL de
solucgéo Il preparada na hora, sendo entdo a mistura homogeneizada por inverséo e incubada
em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 pL de solugdo
I11 gelada e novamente a mistura foi homogeneizada e incubada em gelo por 5 minutos. Apos,
a amostra foi centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um

novo tubo, ao qual foi adicionado 750 pL de isopropanol 100%. A mistura foi homogeneizada
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por inversdo e centrifugada a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 200 pL de solucdo I. A seguir, foram adicionados 110 pL de
acetato de amoénio 7,5 M. A mistura foi homogeneizada em vortex, seguindo-se centrifugacédo
a 10000 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 750 puL de etanol 100% gelado. Seguiu-se uma centrifugagdo 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 vacuo. Apds, 0
precipitado foi ressuspendido em 50 pL de agua MilliQ contendo RNAse A (100 ug/mL),
sendo 0 DNA armazenado a -20 °C. Alternativamente, o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) foi utilizado.

Apds a confirmacdo de todas as construces, o DNA foi transformado na linhagem
JM110 para desmetilagdo e posterior transformagéo de Z. mobilis. A partir dessa linhagem, os
plasmideos foram extraidos em larga escala utilizando-se o kit QIAGEN Plasmid Midi
(Qiagen) de acordo com as orientacdes do fabricante. Também foi utilizado um protocolo de
midiprep caseira, o qual foi realizado da seguinte forma: apos 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 solugédo I. Foram adicionados 4 mL de solugdo Il e a mistura foi incubada em
temperatura ambiente por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mL de solucéo I,
sendo a amostra incubada em gelo por 15 min. Ap0s este periodo, esta foi centrifugada por 30
min com rotacdo de 20000 x g a 4 °C. Ao sobrenadante, foi adicionado cerca de 0,83 volume
de clorofane (solucdo de fenol e cloroférmio na proporcdo 1:1), sendo a mistura agitada
vigorosamente por um minuto para a extracdo de proteinas. 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 entdo 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 pL de H>O MilliQ contendo 100 pg/mL de RNAse A, sendo entdo

armazenado a -20 °C.

4.10 Transformacao de Z. mobilis por eletroporacéo
Uma col6nia isolada de uma placa fresca de Z. mobilis foi inoculada em 10 mL de

meio RM e incubada a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm por 24 h. Apds o crescimento, dois
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mililitros deste pré-in6culo foi inoculado em 50 mL de meio RM, sendo a cultura incubada a
30 °C/200 rpm até atingir ODsoo de 0,3. Neste momento, as células foram coletadas a 3000 x g
por cinco minutos a 4 °C, sendo estas ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10% gelado. Em
sequida, a cultura foi novamente centrifugada sob as mesmas condic¢des, sendo as células
ressuspendidas em 500 pL de glicerol 10% gelado. Foram feitas aliquotas de 100 uL, as quais
foi adicionado o DNA a ser transformado (aproximadamente um ug para plasmideos e cinco
ug para integracdo no genoma).

A mistura de células e DNA foi incubada em gelo por 30 minutos. Apos, as amostras
foram submetidas ao choque elétrico com as seguintes condigdes: 200 Q, 25 uF e 2,5 kV
(12,5 kV/cm). Imediatamente ap6s o choque, 900 pL de meio RM foram adicionados as
células, sendo estas incubadas a 30 °C com agitacdo de 500 rpm em banho seco por no
minimo duas horas. Posteriormente ao periodo de recuperacdo, as células foram semeadas em

meio RM contendo o antibio6tico adequado e incubadas a 30 °C por 72 a 96 h.

4.11 Teste de tolerancia e consumo de &cido itacénico

Para o teste de tolerancia ao itaconato, a bactéria Z. mobilis foi cultivada em placa de
12 pogos com meio RM contendo as seguintes concentrages de acido itaconico em g L™ 0,
5, 10, 15 e 20. O acido itaconico foi previamente neutralizado a pH 6,0 adicionando-se KOH.
A andlise do crescimento foi realizada no equipamento Epoch 2 Microplate
Spectrophotometer, com incubacdo a 30 °C/200 rpm por 24 h, sendo a ODesoo mensurada a
cada 30 minutos.

O teste de consumo foi realizado com crescimento em frasco, durante 48 h e
incubacdo a 30 °C/200 rpm. Aliquotas foram coletadas durante o crescimento para analise em
HPLC. Para tanto, foi utilizada a coluna ROA-Organic Acid (Phenomenex), com H2SO4 5

mM como fase movel, temperatura de 40 °C e fluxo de 0,5 mL/min.

4.12 Teste de producéo de acido xilonico e selecdo de linhagens

Para a producdo de &cido xilénico, primeiramente uma col6nia 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 ODego inicial fosse 0,1. Estas células foram cultivadas por 24 h sob as
mesmas condi¢des. Apos 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™ de xilose e 5 g L™

51



(concentracOes definidas neste trabalho) de glicose de forma que a ODeoo inicial fosse 7,0. A
curva de producdo ocorreu por 48h para o caso do teste das XDH, sendo retiradas aliquotas a
cada 12 h para analise 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 col6nia 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™ de xilose e 20
g L de glicose de forma que a ODso inicial fosse 0,1, sendo que curva de producéo foi

estendida até 72h. Os testes foram realizados em triplicatas.

4.13. Producdo de &cido xildnico em batelada

Uma linhagem selecionada foi crescida em meio RM e entdo inoculada com uma
ODeoo de 1,0 em um biorreator de 1 L (Multifors 2, Infors HT) contendo 500 mL de meio RM
contendo 50 g L de xilose e 20 g L™ de glicose. O cultivo ocorreu a 30 °C, pH 6,0 e agitacéo
de 200 rpm, com vazdo especifica de ar de 0,3 vvm. O pH foi mantido pela adi¢cdo de KOH 3
M, sendo o experimento conduzido em duplicatas.

Para investigar a habilidade de Z. mobilis de utilizar hidrolisado de biomassa
lignocelul6sica para a producdo de acido xilénico, foi realizada outra fermentacdo com as
mesmas condicBes descritas acima, porém utilizando um hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar. Este continha 8,5 g L™ de glicose, 100 g L de xilose, 20 g L™* de acetato, 1 g L™* de
5-hidroximetilfurfural e 2 g L™ de furfural, sendo adicionado na concentragdo de 10% no
seguinte meio definido: 2 g L™! de fosfato de potassio monobasico, 1 g L™ de sulfato de
amonio, 1 g L™ de sulfato de magnésio, 0.2 g L™* de cloreto de calcio, 25 mg L™ molibdato
de sddio, 25 mg L* de sulfato ferroso, 0.05 mg L™ de pantetonato de calcio, 0.05 mg L™* de
tiamina, 0.02 mg L ! de biotina e 0.05 mg L de 4cido nicotinico (GOODMAN; ROGERS;
SKOTNICKI, 1982; YANG et al.,, 2014b). A solucdo de vitaminas foi previamente
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um. A glicose foi suplementada de forma a ter

a concentracdo final de 20 g L L.
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4.14 Célculos de produtividade, rendimento e taxa de crescimento especifico

A produtividade volumétrica foi calculada por meio da plotagem da producéo de acido
xilénico versus o tempo de cultivo, sendo a inclinagdo da regressdo linear resultante
considerada a produtividade volumétrica. O mesmo foi realizado para o calculo de
rendimento, porém sendo plotados a producdo de &cido xilonico pela quantidade de xilose
consumida. Para ambos os casos, foi considerada a fase exponencial de producdo para o
calculo das taxas citadas. De maneira similar, a taxa de crescimento especifico foi calculada
pela plotagem do logaritmo da densidade celular versus o tempo de cultivo durante a fase de
crescimento exponencial, sendo a inclinagdo da regressdo linear resultante assumida como a

taxa de crescimento maximo especifico.

4.15 Métodos analiticos

A quantificacdo de &cido xildnico, 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 movel 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 indice de refracdo (RID-10A),
enquanto o acido xilénico foi detectado e quantificado a partir de um detector de UV/VIS
(SPD-20A) em 210 nm. Uma vez que os picos do acido xildnico e da xilose possuem o
mesmo tempo de retencdo, quando o primeiro estava presente, a xilose foi calculada de forma
indireta por meio da subtracdo do pico do acido xilénico (quantificado por UV) da area

correspondente deste no pico combinado detectado pelo RID.
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5.Resultados e Discussao

Para facilitar a compreensao, os resultados e a discussdo do presente trabalho foram
divididos em dois capitulos. O Capitulo I trata da expressdo heteréloga do gene CAD1 para a
producdo de &cido itaconico por Z. mobilis, relatando também a construcdo de vetores
integrativos para esta bactéria e as diferentes estratégias adotadas para a integracdo de
fragmentos de DNA ao seu genoma.

O Capitulo 1l aborda a expressdo de sete diferentes genes codificadores da enzima
xilose desidrogenase, sendo selecionado aquele que levou a uma maior producdo de acido
xilénico. Sdo descritas também a expressdo do gene codificador da enzima xilonolactonase de
P. xenovorans e as modificagBes genéticas realizadas em Z. mobilis buscando otimizar esta
producdo. Sdo realizados ainda testes fermentativos em biorreator em meio complexo e
utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, e por fim, é descrita a mutagénese
realizada no transportador de xilose de E. coli xylE com o objetivo de minimizar a competi¢ao

do transportador com a glicose e assim, melhorar o influxo de xilose.
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Capitulo |

A engenharia metabdlica de micro-organismos apresenta um grande potencial para a
producdo de uma ampla variedade de moléculas, como combustiveis, produtos quimicos e
drogas. Contudo, as perspectivas de comercializacdo de tais produtos sdo dificultadas pelos
baixos niveis de produtividade alcangados durante o bioprocesso, limitando a viabilidade
econdmica deste. Por sua vez, a obtencdo de uma alta produtividade depende da tolerancia do
micro-organismo produtor ao produto final, uma vez que sua presenca e acimulo pode afetar
a taxa de crescimento do micro-organismo, limitando a producdo e aumentando seu custo.
Assim, para a obtencdo de uma linhagem de Z. mobilis produtora de &cido itaconico, 0s
primeiros testes realizados foram em relacdo a sua tolerancia e consumo deste composto.
Neste capitulo também € abordada a construcdo de vetores para a integracdo da via de
metabolizacdo de xilose no genoma de Z. mobilis e para a expressdo do gene CAD1 de A.

terreus.

5.1 Producdo de acido itacénico por Z. mobilis

5.1.1 Testes de toleréncia e consumo de acido itaconico

A fim de avaliar a tolerancia da bactéria Z. mobilis ao itaconato, esta foi cultivada em
meio RM contendo diferentes concentracGes deste, o qual foi previamente neutralizado em pH
6,0 com KOH. As curvas de crescimento estdo apresentadas na Figura 12, sendo que as taxas

de crescimento em cada condi¢do e os tempos de duplicacdo encontram-se na Tabela 9.
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Figura 12. Crescimento de Z. mobilis na presenca de diferentes concentracdes de acido
itaconico. As concentracdes testadas foram: 0 g L (circulos rosas); 5 g L™ (quadrados
roxos); 10 g L? (triangulos azuis); 15 g L (triangulos invertidos verdes); 20 g L™ (losangos

cinzas).
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Tabela 9. Taxas de crescimento especifico e tempo de duplicacdo de Z. mobilis em meio
contendo &cido itaconico.

Concentracéo de Acido Itaconico (g L1) p(h?t) Tempo de duplicacéo (h)
0 0,17 4,02
) 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 acido itaconico afeta negativamente o
crescimento de Z. mobilis de forma consideravel somente a partir da concentragéo de 20 g L.
Ainda, ja foi demonstrado que a tolerdncia de Z. mobilis a &cidos organicos pode ser
melhorada - uma abordagem de adaptacdo em meio contendo &cido acético foi utilizada para a
geracdo de uma linhagem, denominada ZM6014, mais tolerante a este composto, sendo esta
capaz de crescer em meio contendo 1,4% de acido acético enquanto que a linhagem original
néo era capaz (CHEN et al., 2012).

Em A. terreus, hd uma via proposta de catabolismo de acido itacénico. 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 presenca 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 de
acido itaconico neutralizado com KOH. A Figura 13A mostra que a concentracdo deste
permaneceu constante durante 48 h de cultivo, sugerindo que Z. mobilis ndo possui vias
catabolicas de itaconato e, portanto, ndo é capaz de consumi-lo. A Figura 13B apresenta as
curvas de crescimento obtidas neste ensaio na presenca na auséncia de &cido itaconico.
Devido a sua tolerancia ao acido itaconico e a sua incapacidade de consumi-lo, Z. mobilis

demonstra potencial para a producéo deste &cido organico.
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Figura 13. Teste de consumo de &cido itacbnico por Z. mobilis. (A) Presenca de &cido
itacbnico no meio de cultivo (10 g L), a qual foi constante durante 48 h (circulos roxos); (B)
crescimento na presenca de 10 g L™ de acido itaconico (circulos roxos) e na auséncia deste

(quadrados rosas).

5.1.2 Construcao de vetores integrativos e de expressao para Z. mobilis

Como estratégia para o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis produtora de
acido itaconico, optou-se também pela utilizacdo de xilose como fonte de carbono. Para tanto,
€ necessaria a expressdo heterdloga de quatro genes: xylA (xilose isomerase), xylB
(xiluloquinase), talB (transaldolase) e tktA (transcetolase). Dois operons, cada um contendo
dois genes para a metabolizacdo de xilose, foram previamente construidos e sintetizados, um
contendo os genes xylA e xylB (Operon X) e o outro contendo os genes talB e tktA (Operon
T). O plasmideo sintético contendo ambos os operons foi utilizado como molde para as suas
amplificacdes. Além disso, 0os operons estdo sob controle do promotor do gene gap de Z.
mobilis, sendo que o0s genes sdo nativos de E. coli.

Cassetes de delecdo contendo os operons foram construidos objetivando suas
integracdes no genoma de Z. mobilis. Como alvos de integracdo, foram escolhidos dois genes
para concomitante delecdo destes: ZMO0976 e ZM0O1237. O gene ZMO0976 codifica para
uma aldo-ceto redutase que possui atividade sobre xilose (AGRAWAL; CHEN, 2011),
convertendo esta a xilitol, um composto toxico para Z. mobilis (YANG et al., 2014a), além de
competir pelo substrato xilose. O gene ZM0O1237 codifica para uma lactato desidrogenase,
enzima catalisadora da conversao de piruvato a lactato. A delecédo deste gene visa a um maior
fluxo de piruvato pelo TCA para a producdo de acido itacnico, ao invés deste ser convertido
em outros subprodutos como o lactato. Para a integracdo destes cassetes de delecdo via
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recombinacdo homologa, sequéncias de aproximadamente 500 pb upstream e downstream aos
genes a serem deletados foram amplificados a partir do genoma de Z. mobilis. Como marca de
selecdo dominante, foi selecionado o gene de resisténcia ao antibidtico espectinomicina, o
qual foi amplificado a partir de um vetor contendo este gene sintetizado e de forma a ser

flanqueado por sequéncias loxP para posterior remocao da marca. A Figura 14 apresenta todas

as amplificacOes destes fragmentos.
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Figura 14. Amplificacdo dos fragmentos para construcdo dos cassetes de delecéo.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. (A) Amplificacdo dos
fragmentos de homologia com o genoma de Z. mobilis: regides upstream ao gene ZMO0976
(1 e 2); regibGes downstream ao gene ZMOQ0976 (3 e 4). (B) Amplificacdo dos fragmentos de
homologia com o genoma de Z. mobilis: regides upstream ao gene ZM0O1237 (1 e 2); regides
downstream ao gene ZMO1237 (3 e 4). (C) Amplificacdo do gene de resisténcia e
espectinomicina (~1,4 kb): SpcR para anelamento com cassete de delegdo do gene ZM0O1237
(1 — 3); SpcR para anelamento com o cassete de delecdo do gene ZMO0976 (4 — 7). (D)
Amplificacdo dos operons contendo os genes de metabolizacdo 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 reacGes de PCR.
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Uma vez que ndo foi possivel a montagem dos cassetes de delecdo utilizando o mix de
enzimas NEBuilder HiFi DNA Assembly, foi adotada uma estratégia de PCR de sobreposi¢ao
(overlapping PCR — OLP) para a construcdo dos cassetes, cujas amplificacdes estdo
apresentadas na Figuras 15 e 16. As bandas resultantes possuem tamanho de
aproximadamente 5,7 kb correspondente ao cassete completo. Por fim, para a construcdo dos
plasmideos finais contendo os cassetes de delecdo, foi utilizado o vetor pPCV digerido com as
enzimas Sacl e Kpnl, originando os vetores pV-A0976X (contém o Operon X) e pV-A1237T
(contém o Operon T). A digestdo com as enzimas citadas permitiu confirmar a clonagem do
vetor pV-A0976X (Figura 17), liberando fragmentos de aproximadamente 5,7 kb e 2,9 kb,
correspondente ao cassete e ao vetor, respectivamente. Além disso, foram realizadas digestdes
com as enzimas Xcml, Xbal, Sphl e Sall que devem linearizar o vetor nos fragmentos
upstream ao gene ZMOO0976, no gene de resisténcia a espectinomicina, no Operon X e no
fragmento downstream ao gene ZMOQ976, respectivamente, confirmando assim a presenca
de cada um dos segmentos de DNA e gerando uma banda de aproximadamente 8,6 kb,
correspondente ao vetor linearizado. De maneira semelhante, a confirmacdo da clonagem do
vetor pV-A1237T (Figura 18) foi realizada utilizando as enzimas Sacl e Kpnl, liberando
fragmentos de 2,9 kb correspondente ao vetor, e de 3,9 kb e 1,7 kb correspondentes ao cassete
de delecdo, o qual apresenta um sitio de Kpnl. Também foram realizadas digestdes com as
enzimas Hpal, Xbal, Xcml e BamHI, as quais linearizam o vetor nos fragmentos upstream ao
gene ZMO1237, no gene de resisténcia a espectinomicina, no Operon T e no fragmento
downstream ao gene ZMO1237, respectivamente, confirmando assim a presenca 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. Amplificacdo do cassete de delecdo 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 etidio; a seta indica a banda correspondente ao cassete de
delecdo que possui aproximadamente 5,7 kb. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder
(Sinapse Biotecnologia); 1 a 4: diferentes reacdes de PCR; C-: controle negativo da reacdo de
PCR.

(A) (B)

Upldh-F 6 kb—>
) 5 kb—>
[UP] | talB/tktA I

| SpcR |

led"\?{
loxP
Hpal Xbal XcmI  KpnI BamHI
-

[UP] Spcr talB/tktA o

Figura 16. Amplificacdo do cassete de delecdo do gene ZM0O1237 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 etidio; 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 reagdes de PCR; C-: controle negativo da reagéo de
PCR.
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Figura 17. Confirmacao da clonagem do cassete de delecdo do gene ZMO0976 contendo
0 Operon X. (A) Mapa de restricdo do vetor resultante da clonagem do cassete de delecdo no
plasmideo pPCV digerido com as enzimas Sacl e Kpnl. (B) Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse
Biotecnologia); 1: vetor intacto; 2: digestdo dupla com as enzimas Sacl e Kpnl; 3: digestdo

com Xcml; 4: digestdo com Xbal; 5: digestdo com Sphl; 6: digestdo com Sall.
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Figura 18. Confirmacéo da clonagem do cassete de delecdo do gene ZMO1237 contendo
0 Operon T. (A) Mapa de restricdo do vetor resultante da clonagem do cassete de delecédo no
plasmideo pPCV digerido com as enzimas Sacl e Kpnl. (B) Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse
Biotecnologia); 1: vetor intacto; 2: digestdo com Hpal; 3: digestdo com Xbal; 4: digestdo com

Xcml; 5: digestdo com BamHlI; 6: digestdo dupla com as enzimas Sacl e Kpnl.
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A producdo de &cido itacnico requer a expressdo do gene CAD1, o qual foi clonado
no vetor pBBRIMCS2 (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 regides de homologia com o vetor pPBBR1MCS2 digerido com as enzimas
Sacll e Xhol que permitem sua clonagem por meio da técnica de Gibson Assembly. O vetor
originado foi denominado pB2-CAD1, cujos mapa e confirmacdo de construgdo estéo
apresentados na Figura 19. A digestdo dupla com as enzimas Sacll e Xhol libera fragmentos
de 2,2 kb e 5,1 kb correspondentes ao gene juntamente com as regides promotora e
terminadora, e ao vetor, respectivamente. Ja a digestdo com BamHI e Bglll libera fragmentos
de 2,1 kb e 5,2 kb.
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Figura 19. Confirmacao da clonagem do gene CAD1 no vetor pPBBR1MCS2. (A) Mapa de
restricdo do vetor originado. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia); 1: vetor
intacto; 2: digestdo dupla com as enzimas Sacll e Xhol; 3: digestdo dupla com as enzimas
BamHI e Bglll.

5.1.3 Integracéo no genoma de Z. mobilis
Os vetores pV-A0976X e pV-A1237T foram utilizados para transformar Z. mobilis
ZM4 visando & integracdo dos operons em seu genoma com concomitante delecdo dos genes

alvo ZMOQ0976 e ZMO1237. Por meio da abordagem empregada, os cassetes de delegéo
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seriam integrados no genoma por meio do aparato de recombinacdo homologa da bactéria,
uma vez que estes possuem regides de homologia aos loci alvo flanqueando-o.

A transformacdo de Z. mobilis seja com 0s vetores intactos ou linearizados nao
resultou em transformantes que possuissem o cassete integrado de forma correta, uma vez que
ndo foi possivel a sua confirmacdo por PCR de DNA gendmico. Uma provavel razéo para o
fracasso da integracdo é o tamanho dos cassetes de delecdo, o0s quais possuem
aproximadamente 4,7 kb, excetuando os bracos de homologia. Sabe-se que a eficiéncia de
integracdo diminui com insertos maiores, sendo que um estudo realizado em E. coli (PYNE et
al., 2015) demonstrou que a eficiéncia de integracdo de cassetes de diferentes tamanhos
(variando de 550 a 3000 pb) decaiu de 47% a 1% utilizando bracos de homologia de 40 pb e
um sistema acoplado de CRISPR/Cas9 com o recombineering Lambda Red. Portanto, outra
estratégia é necessaria para a integracdo de grandes fragmentos de DNA no genoma de Z.
mobilis.

A recombinacdo homologa é um importante processo celular cujo papel inclui a
manutencdo da integridade do genoma, sendo responsavel pelo reparo de quebras na dupla-
fita de DNA que podem ocorrer durante sua replicacdo ou por danos derivados de fatores
externos. Uma das vias de recombinacdo homologa de E. coli contém dois genes, reckE e recT,
provenientes do profago criptico Rac. A proteina RecE € uma exonuclease 5> — 3’e a RecT é
uma proteina que se liga a DNA fita simples (ssDNA), promovendo o anelamento de fitas
simples, transferéncia e invasao de fita in vitro. Assim, a RecE é responsavel 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 recombinogénico utilizado no processo de
recombinacdo, que pode ser tanto por anelamento de fitas simples ou por invasdo de fita,
reestabelecendo a dupla-fita de DNA (MUYRERS et al., 2000).

Este e outros sistemas naturais de recombinacdo foram empregados como uma técnica
de edigdo de genoma de bactérias denominada “recombineering”, se referindo a engenharia de
DNA recombinante por meio de recombina¢do homdloga (MARINELLI; HATFULL; PIURI,
2012). Um estudo (WU et al., 2017) reporta o uso do sistema de recombinacdo RecET em Z.
mobilis, sendo relatada a recombinagdo homdloga entre loci gendémicos desta bactéria e
produtos de PCR, resultando em delecdes génicas. Assim, de forma a testar este sistema na
integracdo de grandes fragmentos de DNA no genoma de Z. mobilis, um plasmideo contendo
0s genes reck e recT de E. coli foi construido. Para tanto, o operon recT 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 Ndel-Bglll no vetor pPBBR1MCS1 contendo o
promotor e o terminador do gene pdc de Z. mobilis. O vetor resultante foi denominado pB1-
recET, cuja clonagem foi confirmada pela digestdo com as enzimas Ndel e Bglll, resultando
em bandas de tamanhos de aproximadamente 0,7, 1,0 e 5,4 kb; e com a enzima EcoRlI, a qual
resulta em bandas de tamanhos de 2,4 e 4,7 kb (Figura 21).
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Figura 20. Amplificagdo do operon recET a partir do genoma de E. coli. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1 e 2: produtos de PCR provenientes da
amplificacdo dos genes recE e recT; 3: controle negativo da reacdo de PCR. M: marcador de

massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia).
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Figura 21. Confirmacéo da clonagem do operon recET no vetor pPBBR1MSC1. (A) Mapa
do vetor originado pB1-recET. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia); 1: vetor

intacto; 2: digestdo dupla com as enzimas Ndel e Bglll; 3: digestdo com a enzima EcoRI.
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A bactéria Z. mobilis foi transformada com o vetor pBl-recET, sendo cinco
transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos & PCR de col6nia, sendo confirmada
a presenca do operon recET em todos eles (Figura 22). Foram realizadas tentativas de
transformar essa linhagem com o cassete de delecdo contendo o Operon X digerido com as
enzimas Sacl e Kpnl a partir do vetor pV-A0976X. Contudo, ndo foi possivel confirmar a
integracdo no genoma de Z. mobilis, sendo possivelmente o tamanho do cassete de delegéo

um empecilho para que este evento ocorresse.
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Figura 22. PCR de colonia de transformantes de Z. mobilis contendo o operon recET.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Todos os transformantes
avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 1,7 kb (1 — 5); 6:
controle negativo da reacdo de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse

Biotecnologia).

5.1.4 Testes de producdo de acido itacdnico

Para a producdo de &cido itacbnico, o vetor pB2-CAD1 foi transformado em Z.
mobilis, sendo quatro transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos a PCR de
colbnia, dos quais trés apresentaram a banda referente ao gene CAD1 de aproximadamente 2,4
kb (PCR realizada com primers M13) (Figura 23). Testes de producdo de &cido itacnico
foram conduzidos em frascos, os quais ndo resultaram em sua producao.

Buscando uma producdo induzida, o promotor pBAD, o qual ja foi utilizado em Z.
mobilis (SKERKER et al., 2013), foi testado para promover a expressdo induzida do gene
CAD1. Este promotor é regulado tanto positiva quanto negativamente pelo regulador
transcricional AraC, produto do gene araC. Em presenga de arabinose, esta se liga & proteina

AraC, permitindo o inicio da transcricdo. Em sua auséncia e presenca de glicose, a transcricdo
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é bloqueada pelo dimero de AraC (SCHLEIF, 1992). Assim, foi construido um vetor com o
gene CADL sob controle do promotor pBAD. Para tanto, este, juntamente com o gene aracC,
foram amplificados a partir de um plasmideo 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 Xbal-Bglll no vetor pPBBR1MCSL1 contendo o terminador do gene
pdc de Z. mobilis (Figura 25). Por meio da digestdo dupla com essas enzimas, € gerado um
fragmento de 2,7 kb, enquanto que as digestdes com BamHI ou com EcoRI liberam

fragmentos de 1 e 2,2 kb, respectivamente.
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Figura 23. PCR de colbnia de transformantes de Z. mobilis contendo gene CADLI.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Trés dos transformantes
avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 2,4 kb (1 — 3); 5:

controle negativo da reacdo de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse

Biotecnologia).
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Figura 24. Amplificagdo do promotor pBAD juntamente com o gene araC. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1 — 4: produtos de PCR; 5: controle

negativo da reacdo de PCR. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (NEB).
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Figura 25. Confirmacéo da clonagem do gene CAD1 sob controle do promotor pBAD no
vetor pPBBR1MSC1. (A) Mapa do vetor originado pB1-pBADcadl. (B) Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA
Ladder (NEB); 1: vetor intacto; 2: digestdo dupla com as enzimas Xbal e Bglll; 3: vetor
intacto; 4: digestdo com a enzima BamHI; 5: digestdo com a enzima EcoRI.

O vetor pB1-pBADcadl foi utilizado para transformagdo de Z. mobilis, sendo trés
transformantes selecionados aleatoriamente e submetidos a PCR, 0s quais apresentaram a

banda de tamanho esperado de aproximadamente 1,5 kb (Figura 26).
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Figura 26. PCR de coldnia de transformantes de Z. mobilis contendo gene CAD1 sob
controle do promotor pBAD. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. Os trés transformantes avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de

aproximadamente 1,5 kb (1 — 3); 4: controle negativo da reacdo de PCR. M: marcador de
massa molecular 1 kb DNA Ladder (NEB).
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Embora a presenga do gene CADL1 tenha sido confirmada nos transformantes, a
indugcdo com arabinose também ndo resultou em producéo de &cido itacbnico. 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 possivel que o baixo fluxo de carbono pelo TCA tenha dificultado a producédo de
acido itacbnico por este micro-organismo, uma vez que esta depende da presenca do
intermediario cis-aconitato. A engenharia metabdlica de Z. mobilis possibilitaria o
desenvolvimento de uma linhagem produtora de acido itacénico, tendo como um dos alvos de
delecdo o gene pdc, cuja proteina é responsavel pela conversdo de piruvato a acetaldeido, o
qual é convertido em etanol.

Para ser capaz de realizar uma eficiente engenharia metabdlica em Z. mobilis, sdo
necessarias ferramentas moleculares, as quais ndo se encontram tdo desenvolvidas para esta
bactéria quanto para micro-organismos modelo como E. coli e S. cerevisiae. Por exemplo,
bibliotecas de promotores ainda ndo foram desenvolvidas para Z. mobilis (KALNENIEKS;
PAPPAS; BETTENBROCK, 2020), sendo que sO recentemente uma investigacdo sistematica
da sequéncia e forca de promotores foi realizada (YANG et al., 2019). Assim, a maior parte
dos estudos realizados até entdo foram baseados no uso de promotores fortes e constitutivos,
ndo tendo sido desenvolvido um conjunto de promotores induziveis capazes de controlar a
expressdo génica em Z. mobilis (KALNENIEKS; PAPPAS; BETTENBROCK, 2020).

Além disso, enquanto que para organismos-modelo como E. coli hd uma variedade de
plasmideos com diferentes origens de replicacdo, numero de cdpias e grupos de
compatibilidade, para Z. mobilis s6 ha um conjunto limitado de vetores disponiveis. Portanto,
ainda faltam estudos acerca do numero de cdpias, compatibilidade e estabilidade de
plasmideos em diferentes linhagens de Z. mobilis para o uso de métodos moleculares para sua
engenharia metabolica. A delecdo de genes para esta bactéria também tem se mostrado
trabalhosa, geralmente envolvendo a construcdo de cassetes com regides 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 ja
foi empregado em Z. mobilis, permitindo a eletroporacdo de produtos de PCR e diminuindo o
comprimento dos bracos de homologia (WU et al., 2017). Recombinases como a FLP
(flippase) também j& foram introduzidas nesta bactéria, levando a cura de marcas de selecéo
flanqueadas por sitios FRT (flippase recognition target) (ZOU et al., 2012). Embora o0s

métodos mencionados sejam promissores, ainda sdo necessarios mais estudos para aplicacdo
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bem sucedida destas técnicas visando & engenharia metabdlica de Z. mobilis,
(KALNENIEKS; PAPPAS; BETTENBROCK, 2020). Dessa forma, ainda que Z. mobilis
apresente potencial para a producdo de combustiveis e quimicos, as ferramentas genéticas
disponiveis atualmente precisam ser melhoradas para que este potencial possa ser utilizado na
producdo de produtos de alto valor agregado (AGRAWAL; DUNN; RAO, 2017).
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Capitulo 11

Para o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis produtora de &cido xil6nico,
foi realizada a avaliacdo de sete genes codificadores de XDH de forma a selecionar aquele
que resultasse em uma melhor producao deste composto. Assim, foram construidos vetores de
expressdo e realizados testes iniciais em frasco para a sele¢cdo do melhor gene. Também foi
construido 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 producéo de
acido xilénico, como relatado na literatura. Ainda é relatado neste capitulo delecGes génicas
como uma abordagem da engenharia metabdlica para remoc¢do de vias que competem pelo
substrato (LEE et al., 2012), assim como as fermentacdes realizadas em biorreator em meio
complexo e hidrolisado de cana-de-acucar utilizando a linhagem selecionada. Por fim, com o
objetivo de otimizar a producdo de acido xilénico, o gene xylE de E. coli, que codifica para
um transportador de xilose, foi expresso em Z. mobilis na sua forma selvagem ou portando

mutacdes selecionadas de forma a minimizar a competicao do transportador com a glicose.

5.2 Producdo de acido xilénico por Z. mobilis

Como discutido, Z. mobilis tem o potencial de estabelecer novas plataformas para a
producdo de diferentes moléculas de interesse biotecnoldgico, possuindo um importante papel
na substituicdo de produtos petroquimicos (HE et al., 2014). Essas moléculas incluem os
acidos aldodnicos, como o 4&cido xilénico, o qual pode ser produzido pela enzima
periplasmatica de Z. mobilis glicose-frutose oxirredutase (GFOR). Esta enzima é responsavel
pela conversdo de frutose e glicose a sorbitol e gliconolactona (ZACHARIOU; SCOPES,
1986), respectivamente, mas também apresenta afinidade pela xilose, convertendo 42% deste
acucar a acido xilénico na presenca de frutose (SATORY et al., 1997). Para melhorar este
rendimento, a expressdo heter6loga de um gene codificador de xilose desidrogenase pode ser

realizada de forma a otimizar a producdo de acido xilénico por Z. mobilis.

5.2.1 Construcgao de vetores de expressdo para os genes XDH

A producéo de acido xilénico por micro-organismos requer a expressdo de um anico
gene, cuja proteina codificada apresenta atividade de xilose desidrogenase (XDH),
convertendo este substrato em xilonolactona, a qual sofre conversdo espontanea a acido
xilénico. Para avaliar a habilidade de Z. mobilis na producdo deste &cido organico, foram

testados sete genes codificadores de XDH, incluindo um gene controle (CC) de C. crescentus,
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o qual € amplamente utilizado na engenharia metabolica de micro-organismos para a
producdo de &cido xil6nico. Estes genes foram sintetizados de novo e clonados em vetores
PMA-T, os quais foram utilizados como moldes para a reacdo de PCR dos genes de interesse.
Os oligonucleotideos utilizados para estas amplificacdes estdo apresentados na Tabela 6. A
Figura 27 exibe essas amplificacOes, as quais apresentaram a banda de tamanho esperado para
cada um dos genes.
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Figura 27. Amplificagdo dos genes XDH. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio exibindo a amplificacdo 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 rea¢es de PCR. M1: marcador
de massa molecular 2-Log DNA Ladder (NEB). M2: marcador de massa molecular 1 kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

Apos a amplificacdo dos fragmentos de interesse e de suas purificagdes, estes foram
clonados por homologia no vetor pPBBR1MCSL1 contendo o promotor e o terminador do gene
pdc de Z. mobilis digerido com as enzimas Ndel e Bglll. As confirmagGes das clonagens
realizadas por digestdo estdo apresentadas na Figura 28. Uma vez que 0s genes BS e HL
apresentam um sitio de restricdo da enzima Bglll em suas sequéncias, a confirmacdo da
clonagem destes foi realizada digerindo o vetor com as enzimas Bglll e Ndel separadamente.
A construcdo dos demais vetores foram confirmados por digestdo dupla com as enzimas
citadas. Como exemplo, o mapa de restricdo do vetor pB1-XDH CC, o qual contém o gene
CC, esta apresentado na Figura 29, sendo que 0s demais mapas se encontram disponiveis no
Apéndice 8.1. Posteriormente a confirmagdo das clonagens, os vetores de expressdo foram
transformados na linhagem de E. coli JIM110 (dam™ dcm’) a fim de desmetilar o DNA. Esta

etapa é necessaria uma vez que Z. mobilis possui uma endonuclease pertencente ao sistema de
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restricdo do tipo IV (KERR et al., 2011) que possui como alvo sequéncias de DNA que

apresentam modificagdes como metilacéo.

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 16

Figura 28. Confirmagdo das clonagens dos genes XDH no vetor pBBR1MCS1.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio apresentando a digestao dos
vetores contendo os genes XDH. (1) pB1-XDH BS intacto e digestdes com Ndel (2) e Bglll
(3); (4) pB1-XDH HL intacto e digestées com Ndel (5) e Bglll (6); (7) pB1-XDH CC intacto
e digerido com Ndel e Bglll (8); (9) pB1-XDH AP intacto e digerido com Ndel e Bglll (10);
(11) pB1-XDH BX intacto e digerido com Ndel e Bglll (12); (13) pB1-XDH TR intacto e
digerido com Ndel e Bglll (14); (15) pB1-XDH TM intacto e digerido com Ndel e Bglll (16);

M: marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 29. Mapa de restricdo do vetor pB1-XDH CC. A clonagem de todos os genes XDH
foi realizada utilizando-se os sitios de restricdo Ndel e Bglll.
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5.2.2 Produgéo de acido xildnico por Z. mobilis expressando genes XDH

Os vetores de expressdo contendo os sete diferentes genes XDH foram transformados
em Z. mobilis ZM4, sendo obtidos transformantes para todos eles. Para a confirmacdo da
presenca de cada um dos genes nos transformantes, trés colonias de cada transformacao foram
selecionadas randomicamente e submetidas a PCR de coldnia. Os primers utilizados para esta
confirmacéo foram os mesmos empregados na amplificacdo dos genes XDH e estdo presentes
na Tabela 6. O resultado da PCR de col6nia esta apresentado na Figura 30, sendo que todos

os transformantes avaliados apresentaram a banda correspondente a cada um dos genes.
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1 e =

—_— b
— Rl
—— -
o [P — - —
850 ph—» S A 850 pb & M-,
850 pb -
M C- BX2 BX4 BX7 TR4 IRS TR6 C- M ™1 ™3 ™7 C-
e i? I AR
-—
- o
E |
— a
1.5 KD 5 —
, — -— .y - - -
850 pb—» — —— —
o - ..

Figura 30. PCR de colbnia 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 reacdo de PCR. M: marcador de massa
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

A seguir, a producgéo do &cido xilénico foi avaliada em frascos, sendo selecionados de
forma randdmica 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 comparacao da producédo de &cido
xilénico dentre as linhagens expressando os diferentes genes ao fim de 48h de cultivo esta
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apresentada na Figura 31. A Tabela 10 apresenta a producdo e produtividade alcangadas por

cada uma das linhagens.

30

]
=]
]

Acido Xildnico (g/L)
=
|

0 T ’-T-I T T T
% \» & &Yg Q;’w @k S @”‘U
é\ (\»@ ’f‘” F

Figura 31. Producdo de &cido xilénico por Z. mobilis expressando diferentes genes XDH.
A fermentacéo foi realizada em frascos por 48 h a 30 °C em meio RM contendo 50 g L de

xilose.

Tabela 10. Producdo e produtividade de acido xilénico alcancado por Z. mobilis expressando
diferentes genes XDH.

Acido xilénico

Linhagem
Producdo (g L) Produtividade (g L™ h')*

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.

ZM4TM n.d. n.d.

ZM4 C- n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado.

“: calculada durante a fase exponencial de producao.
74



A expressdao de cinco genes XDH procaridticos resultou em diferentes niveis de
producdo de &cido xilénico. Contudo, as linhagens de Z. mobilis que expressaram 0s dois
genes eucarioticos, TR e TM, ndo produziram quantidades detectaveis do acido organico, e
assim ndo foram, mais utilizados neste trabalho. De forma notoria, a linhagem ZM4 BX, a
qual expressa o gene XDH de P. xenovorans, exibiu uma producéo de aproximadamente 87%
maior quando comparada a linhagem controle ZM4 CC. A bactéria Z. mobilis expressando o
gene BX foi capaz de produzir 26,17 + 0.58 g L™ de acido xilénico com um rendimento de
1,04 £ 0.04 gax/gx, 0 qual representa 93,7% do rendimento maximo tedrico, mostrando que
quase toda xilose consumida foi convertida em &cido xilénico. Neste experimento, apos 24 h
de cultivo, ndo houve mais producgdo de acido xilénico ou consumo de xilose significativos
(Figura 32), restando ainda cerca de 30 g L™ do substrato no meio. Este fato possivelmente é
devido a acidificacdo deste, uma vez que o meio ndo foi tamponado e o pH final apds 48 h
atingiu 3,00 £ 0,13 para a linhagem ZM4 BX.
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Figura 32. Producdo de acido xildnico (circulo 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* de xilose a 30 °C.

A produtividade de 1,85 + 0,06 g L™ h*! alcancada pela linhagem ZM4 BX também ¢é
notavel, sendo maior que aquela observada para outros micro-organismos modificados para a
producdo de acido xilénico descritos na literatura (Tabela 11). Por exemplo, a engenharia
metabdlica de S. cerevisiae para esta producdo levou a levedura a atingir produtividades de 36
mg L h't (TOIVARI et al., 2010) e 0,24 g L* h'? (TOIVARI et al., 2012b) ao expressar 0
gene xydl de T. reesei e coexpressar 0s genes xylIB e xylC de C. crescentus, respectivamente.

Bactérias como E. coli e C. glutamicum também j& foram modificadas para a producgéo de
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acido xilénico. Uma linhagem de E. coli expressando o gene xylB de C. crescentus atingiu
uma produtividade de 1,09 g L h? (LIU et al., 2012), e linhagens de C. glutamicum
expressando 0 mesmo gene alcangou produtividades de 1,02 g L h (YIM et al., 2017) e
0,93 g Lt h't (SUNDAR et al., 2020). Um valor similar & produtividade de Z. mobilis (1,8 g
L h') também foi encontrado para duas linhagens de E. coli modificadas para a produgéo de
acido xilénico (CAO et al., 2013; ZHANG et al., 2019). A melhor produtividade descrita até
entdo foi alcancada por uma linhagem de E. coli expressando o gene xyIB de C. crescentus, a
qual ainda continha circuitos proteicos, o que levou a produtividade de 7,12 g L™* h'* (GAO et
al., 2019), ressaltando o relevante uso da biologia sintética na engenharia metabdlica de
micro-organismos. Tendo apresentado a melhor producdo e produtividade, a linhagem ZM4

BX foi escolhida para dar continuidade ao trabalho.

Tabela 11. Comparativo da produtividade volumétrica alcancada por micro-organismos
modificados para a producédo de acido xilénico.

Produtividade

Micro-organismo Genes expressos (g L h?) Referéncia
S. cerevisiae xydl (T. reesei) 0,036 (TOIVARI et al., 2010)
S. cerevisiae xylB (C. crescentus) 0,23 (TOIVARI et al.,
' xylC (C. crescentus) 0,24 (+ xyIC) 2012b)
E. coli xylB (C. crescentus) 1,09 (LIU et al., 2012)
E. coli XyIB + xylC (C. 1,80 (CAO et al., 2013)
crescentus)
_ xylB (C. crescentus)
C. glutamicum xylE (E. coli) 1,02 (YIM et al., 2017)
_ xylB + xyIC (C.
E. CO“ Crescentus) 1,80 (ZHANG et al., 2019)
E. coli xyIB (C. crescentus) 7,12 (GAO et al., 2019)
C. glutamicum xyIB (C. crescentus) 0,93 (SUNDAR et al., 2020)
Z. mobilis XDH (P. xenovorans) 1,85 Este trabalho.
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5.3 Coexpressdo dos genes XDH e XL

Embora a producdo de acido xilénico seja possibilitada somente com a expressdo do
gene XDH uma vez que a xilonolactona, produto da atividade desta enzima, sofre
desidratacdo espontanea para formar o acido organico, a coexpressao de um gene codificador
da enzima xilonolactonase (XL) poderia melhorar a producdo, conforme ja 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 sitio de Bglll do vetor pB1-
XDH BX, formando um operon com o gene BX, dando origem ao vetor pB1-BXL. A
confirmacdo desta clonagem estd apresentada na Figura 33, sendo que a digestdo com a
enzima Kpnl gera um fragmento de 600 pb e outro de aproximadamente 150 pb, o qual néo é
possivel de ser visualizado no gel de agarose devido ao seu pequeno tamanho. Ainda, a
digestéo dupla com as enzimas Ndel e Bglll gera um fragmento de 1,8 kb correspondente aos
dois genes. Este vetor foi transformado em Z. mobilis, sendo trés transformantes selecionados
aleatoriamente e submetidos a PCR de col6nia com primers que se anelam no inicio do gene
BX e no terminador do gene pdc presente no plasmideo. Esta amplificacdo resulta em uma
banda de aproximadamente 1,8 kb, a qual foi apresentada pelos trés transformantes avaliados
(Figura 34).

77



(A) (B)

cat promoter.

(5522) BgIII - \

pB1-BXL
7183 bp

(5175) Kpnl |

(5019) Kpnl :

linker

-...' :.:_-_‘ A.' ._ "
(3749) Ndel Xbal (3239) 1 N ‘
Figura 33. Mapa de restricdo do vetor pB1-BXL (A) e confirmacgdo da sua construgdo
(B). Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1: vetor pB1-BXL
digerido com a enzima Kpnl; 2: digestdo dupla com as enzimas Ndel e Bglll; 3: vetor pB1-
BXL intacto; (M) 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 34. PCR de colbnia de transformantes de Z. mobilis contendo o operon com 0s

genes BX e XL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Os trés
transformantes avaliados apresentaram a banda do tamanho esperado de aproximadamente 1,8
kb (1 — 3); 4: controle negativo da reacdo 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
producdo de acido xilénico, 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™ de 4cido xildnico apos 24 h de cultivo, ZM4
BXL produziu somente 6,06 + 0,57 g LY. Um resultado similar foi observado em uma
linhagem modificada de C. glutamicum coexpressando os genes xylIB (xilose desidrogenase) e
xylC (xilonolactonase) de C. crescentus, a qual produziu 5,86 g L de &cido xilénico
comparado a 20,04 g L™ 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
acido xilénico, é possivel que o pH intracelular tenha diminuido muito rapidamente. Em um
estudo com uma linhagem modificada de S. cerevisiae produtora de acido xildnico
(NYGARD et al., 2014), foi demonstrado que a coexpressdo dos genes xylB e xylC de C.
crescentus realmente leva a uma rapida diminuicdo no pH intracelular para menor que 5,
comparado com a linhagem apenas expressando xylIB, tendo como consequéncia uma reducgéo
na taxa de crescimento especifico e morte celular. Este fato poderia explicar o baixo

desempenho de Z. mobilis expressando os dois genes.
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Figura 35. Comparativo da producédo de acido xildnico entre as linhagens ZM4 BX
(circulos verdes), ZM4 BXL (triangulos azuis) e ZM4 C- (quadrados cinzas). As

linhagens foram cultivadas em frascos com meio RM contendo 50 g L™ de xilose a 30 °C.
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Visando a confirmacdo da diminuicdo da taxa de crescimento especifico devido a

expressdo de XL na presenca de xilose no meio,

as linhagens ZM4 BX e ZM4 BXL foram

cultivadas em meio RM contendo somente glicose ou glicose com Xxilose. Os resultados

mostram que a linhagem expressando o0s dois genes cresce menos que a ZM4 BX na presenca

de xilose (Figura 36). Quando crescida somente em glicose, a linhagem ZM4 BXL apresenta

um melhor crescimento, com uma taxa de crescimento especifico maximo de 0,47 + 0,04 h'

comparado com 0,38 + 0,01 h'* da linhagem ZM

4 BX. Quando a xilose estava presente no

meio, a taxa de crescimento especifico maximo apresentada por ZM4 BXL foi de 0,14 + 0,05

h', 55% menos que a ZM4 BX (0,31 + 0,01 h). Assim, devido aos efeitos negativos no

crescimento celular, o gene XL n&o foi mais empregado neste trabalho.
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Figura 36. Comparacédo do crescimento das lin

hagens ZM4 BX e ZM4 BXL em glicose

ou glicose com xilose. Triangulos abertos: ZM4 BXL em glicose; circulos abertos: ZM4 BX

em glicose; triangulos fechados: ZM4 BXL em gl

em glicose e xilose.

icose e xilose; circulos fechados: ZM4 BX
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5.4 Construcéo dos cassetes de delecdo e vetores de expressao

Visando a otimizacdo do processo de producdo de &cido xilénico, dois genes foram
selecionados como alvo de delecdo. Um deles € 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 toxico para as células (YANG et al., 2014a). Para reduzir a formag&o de
outros subprodutos, 0 gene ZM0O1237, codificador da enzima lactato desidrogenase, também
foi escolhido como alvo de delecdo. Esta enzima produz lactato a partir de piruvato
principalmente em aerobiose (YANG et al., 2009b), condicdo que beneficiaria a producéo de
acido xilénico devido a reciclagem de cofatores utilizados pelas XDH pela cadeia respiratoria.
Assim, o gene ZMO1237 foi escolhido porque a producdo de lactato a partir da glicose
poderia afetar na formacéao de biomassa.

Para a delecdo dos genes alvo, cassetes de delecdo foram construidos contendo o gene
de resisténcia a espectinomicina flanqueado por sitios loxP para posterior remo¢do da marca.
Para a integracdo deste gene de resisténcia com concomitante delecdo do gene de interesse,
utilizou-se a maquinaria de recombinacdo homdloga da célula. Assim, além do gene de
resisténcia a antibiotico, os cassetes de delecdo foram construidos de forma a possuirem
aproximadamente 500 pb de homologia com a localizagdo desejada no genoma em suas
extremidades. Os cassetes de delecdo foram construidos no vetor pPCV, cuja replicacdo nédo é
possivel em Z. mobilis, uma vez que sua origem de replicacdo néo € funcional nesta bactéria.

Para a delecdo do gene ZMOO0976, foi construido o vetor pV-A0976, o qual contém o
gene de resisténcia a espectinomicina flanqueado por sitios loxP, sendo este também
flanqueado por bracos de homologia ao genoma. A Figura 37 mostra a analise de restricdo
deste vetor para a confirmacao da sua construcdo. A digestdo com as enzimas Xcml, Xbal e
Sall linearizam o vetor construido ao digeri-lo no fragmento upstream ao gene ZMOQ0976, no
gene de resisténcia a espectinomicina e no fragmento downstream ao gene ZMOQ0976,

respectivamente.
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Figura 37. Confirmacéo da construcao do vetor pV-A0976 contendo o cassete de delecéo
para o gene ZMO0976. (A) Mapa de restricdo do vetor construido. (B) Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio: 1: vetor intacto; 2: digestdo dupla com as
enzimas com Sacl e Kpnl; 3: digestdo com Xcml; 4: digestdo com Xbal; 5: digestdo com Sall;

M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia).

O vetor pV-A1237, utilizado para a delecdo do gene ZMO1237, foi construido da
mesma maneira, sendo sua construcdo confirmada pela analise de restricdo apresentada na
Figura 38. Da mesma maneira do que para o vetor pV-A0976, a dupla digestdo com as
enzimas Sacl e Kpnl gera fragmentos de aproximadamente 2,4 e 2,9 kb, correspondentes ao
cassete de delecdo e vetor, respectivamente. Ja a digestdo com as enzimas Hpal, Xbal e
BamHI linearizam o vetor construido ao digeri-lo no fragmento upstream ao gene ZM01237,
no gene de resisténcia a espectinomicina e no fragmento downstream ao gene ZMQO1237,
respectivamente.

Ainda, a utilizagdo do sistema Cre-loxP requer a expressédo do gene da recombinase
Cre. Este foi amplificado a partir do vetor pYRCre2 (BETANCUR et al., 2017), sendo entéo
clonado no vetor pBBR1MCS1 contendo o promotor e terminador do gene pdc como um
fragmento Nde-Bglll. O vetor resultante foi denominado pB1-CreA, sendo a confirmagéo da
sua clonagem apresentada na Figura 39. A digestdo com as enzimas citadas libera o gene da
Cre, cujo tamanho aproximado é de 1 kb. J& a digestdo com as enzimas BamHI e Ncol libera

um fragmento de 1,3 kb.
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Figura 38. Confirmacao da construcéo do vetor pV-A1237 contendo o cassete de dele¢éo
para o gene ZMO1237. (A) Mapa de restricdo do vetor construido. (B) Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio: 1: vetor intacto; 2: digestdo dupla com as
enzimas com Sacl e Kpnl; 3: digestdo com Hpal; 4: digestdo com Xbal; 5: digestdo com

BamHI; M: marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Sinapse Biotecnologia).
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Figura 39. Confirmacdo da construcdo do vetor pBl1l-CreA para expressdao da
recombinase Cre. (A) Mapa de restricdo do vetor construido. (B) Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio: 1: vetor intacto; 2: digestdo dupla com as enzimas
Ndel e Bglll; 3: digestdo dupla com as enzimas BamHI e Ncol; M: marcador de massa
molecular 1 kb ladder (Sinapse Biotecnologia).
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5.5 DelecOes génicas
Para a delecdo do gene ZMOQ0976, o vetor pV-A0976 foi transformado em Z. mobilis
apos sua desmetilacdo, sendo feita a selecdo em espectinomicina. Transformantes foram
avaliados por meio de PCR de col6nia para a confirmacdo da delecdo. Apos esta, um dos
transformantes foi selecionado para a remocao da marca de delecdo por meio do sistema Cre-
loxP. A Figura 40 mostra as confirmacdes realizadas por meio de PCR a partir de DNA
gendmico. A amplificacdo do locus selvagem utilizando os primers UP-F e DW-R, que se
anelam no genoma de Z. mobilis fora da regido de integracdo, resulta em uma banda de
tamanho aproximado de 3 kb, sendo que apds a integracdo do gene de resisténcia a
espectinomicina, é obtida uma banda de aproximadamente 3,3 kb. Apds a remocao da marca,
a amplificacdo com estes mesmos primers resulta em uma banda de cerca de 2 kb. Também
foram utilizados primers internos ao cassete de delecdo que se anelam no gene de resisténcia a
espectinomicina, denominados Spec-F e Spec-R. A utilizagdo destes resulta em amplificacdo
somente na linhagem com o gene deletado antes da remocdo da marca de selecdo, 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 amplificacdo com o0s

primers Spec-F e DW-R.

M WT A0976 ZMa C- M WT A0976 ZMa C- M WT A0976 ZMa C- M WT A0976 ZMa C-
=, —

= = = 4
e - - — -
3.0kb—p s— ' . v =t —
2,0 kb —pl — , — __ |_,...... -
- — . 20kb
b— 15kb == -
400pb
Spec-F
UP-F (loxP! 0.4 kb Spec-R (loxP| DW-R
= L ol |
Genoma ZM4 | UP_zM00976 SpcR ‘l DW_ZMO0976 | Genoma ZM4 |
33kb
1,6 kb
UP-F 2,0 kb DW-R
Genoma ZM4 | UP_ZMO00976 ZM00976 DW_ZM00976 Genoma ZM4

3,0kb
Figura 40. Confirmacdo da delecdo do gene ZMOOQ0976 e remocédo da marca de selecéo.
WT: Z. mobilis selvagem; A0976: linhagem com o gene ZMO0976 deletado; ZMa: linhagem
com o gene ZMOO0976 deletado e com a marca de selegédo removida; C-: controle negativo da
reacdo de PCR; M: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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O mesmo foi realizado para a delecdo do gene ZMO1237, sendo Z. mobilis
transformada com o vetor pV-A1237. A amplificacdo do locus Idh selvagem utilizando os
primers Cldh-F e Cldh-R, que se anelam no genoma de Z. mobilis fora da regido de
integracdo, resulta em uma banda de aproximadamente 2,2 kb, sendo que ap0s a integracéo do
gene de resisténcia a espectinomicina, é obtida uma banda de 2,5 kb. Apds a remoc¢édo da
marca, a amplificagdo com estes mesmos primers resulta em uma banda de cerca de 1,2 kb.
Os primers internos ao cassete de delecdo 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 amplificacdo com os
primers Spec-F e Cldh-R (Figura 41).

M WT A1237 ZMb  C- M WT AI237 ZMb C- M WT AI237 ZMb C- M WT Al237 ZMb  C-
2,5kb —» — —_—
20kb —> " S— — —
L0kS—» fa— — - e N ™ -
" LSkb Wi
S —
1.0kb
i -
-
Spec-F
Cldh-F_ Genoma ZM4 loxP |« 04kb L Spec-R loxP! Genoma ZM4  Cldh-R
[ upzwmoizz7 @ SpeR @ ow_zmo1237
> 25kt
12 kb < ’
1,6 kb
CIdh-F_ Genoma ZM4 Genoma ZM4  Cldh-R
[ UP_ZMO01237 ZM01237 ] DW_ZM01237

>

22kb

Figura 41. Confirmacdo da delecdo do gene ZMO1237 e remocdo da marca de selecao.
WT: Z. mobilis selvagem; A1237: linhagem com o gene ZMO1237 deletado; ZMb: linhagem
com o0 gene ZMO1237 deletado e com a marca de selegdo removida; C-: controle negativo da
reacdo de PCR; M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).

Também foi construida uma linhagem portando a dupla delecdo. Para tanto, a
linhagem ZMa foi transformada com o vetor pV-A1237 para delecdo do gene ZMO1237.
Apbs a confirmacdo da delecdo, um dos transformantes foi selecionado para a remocao da
marca de delecdo por meio do sistema Cre-loxP. A Figura 42 mostra as confirmacdes feitas
por PCR a partir do DNA gendmico, sendo que as bandas referentes a estas confirmacdes séo

idénticas as indicadas na Figura 41.
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Figura 42. Confirmacdo da delecdo do gene ZM0O1237 na linhagem ZMa e remocéo da
marca de dele¢do. ZMa: linhagem com o gene ZMOQ0976 deletado e com a marca de selecéo
removida; A1237: linhagem ZMa com o gene ZMO1237 deletado; ZMc: linhagem contendo
os dois genes deletados e marca de selecdo removida; C-: controle negativo da reacdo de
PCR; M: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Demonstra-se, assim, que a integracdo de cassetes menores ao genoma de Z. mobilis é
possivel por meio da técnica apresentada. Contudo, ainda sdo necessarias novas ferramentas
para a integracdo de fragmentos de DNA maiores, cujo desenvolvimento é imperativo para a
engenharia metabdlica desta bactéria. A confirmacdo da remocdo da marca de selecdo nas
linhagens deletadas também foi realizada por meio do seu crescimento em meio contendo
espectinomicina. A Figura 43 mostra que apo0s a integracéo dos cassetes de delecdo, as células
sdo capazes de crescer em meio contendo este antibidtico, sendo esta caracteristica perdida
apos a remocao da marca por meio do sistema Cre-loxP. Este é o primeiro relato de utilizacao
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: A0976 Spc’; ZMb: A1237 Spc™; ZMc: A0976A1237 Spc™. WT: Z. mobilis selvagem.

5.6 Producdo de acido xilénico pelas linhagens deletadas

Tendo confirmado as delecdes dos genes ZMO0976 e ZMO1237, o vetor pB1-XDH
BX foi transformado nas linhagens deletadas. A producdo de &cido xil6nico foi testada da
mesma forma que anteriormente, sendo o resultado apresentado na Figura 44. A Tabela 12
apresenta a producdo, produtividade e o rendimento obtidos para estas linhagens. Embora
todas as linhagens deletadas tenham apresentado médias ligeiramente superiores de producéo
de acido xilénico em comparacdo a linhagem ZM4 BX, o teste t (p < 0,1) mostrou que
somente a linhagem ZMa BX apresentou uma diferenca significativa, mostrando que esta
linhagem foi capaz de produzir mais acido xiloénico que a ZM4 BX. Esta diferenca reflete que
a xilose ndo estd sendo convertida em xilitol, um composto toxico para Z. mobilis. A
producdo de acido xildnico pela linhagem ZMb BX n&o foi significantemente maior que a de
ZM4 BX, mostrando que a delecdo do gene da lactato desidrogenase ndo afeta a producédo de
acido xilénico nas condicOes testadas para esta bactéria. Embora a linhagem ZMc também
tenha 0 gene ZMOO0976 deletado como a ZMa, é possivel que a delecdo do gene ZM0O1237
cause um efeito oposto, uma vez que a lactato desidrogenase recicla o NAD™ utilizado como
cofator pela XDH, e assim, ndo deve ser considerado um alvo de delecdo para a engenharia
metabdlica de Z. mobilis para a producdo de &cido xilénico. De maneira semelhante a
linhagem ZM4 BX, as linhagens deletadas também ndo foram capazes de consumir toda
xilose presente no meio de cultivo, possivelmente devido a acidificacdo do meio de cultivo
mencionada. Devido ao melhor desempenho da linhagem ZMa BX na producdo de &cido

xilénico, esta foi selecionada para a continuidade do trabalho.
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Figura 44. Producdo de &cido xildnico 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* de xilose a 30 °C.

Tabela 12. Producdo de é&cido xildnico, produtividade e rendimento alcancados pelas

linhagens modificadas de Z. mobilis expressando o gene BX ap0ds 24 h de cultivo.

Linhagem  Producdo (gL?)  Produtividade (g L*h) 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 Producdo de &cido xilénico por fermentacdo em batelada simples

A linhagem ZMa BX foi cultivada em um biorreator de escala de laboratério de 1 L,
contendo 500 mL de meio RM com 20 g L de glicose e 50 g L de xilose (Figura 45). A
glicose foi consumida em aproximadamente 28 h, sendo que o consumo de xilose comecgou
dentro de 4 h e finalizando em aproximadamente 72 h. Neste momento, a linhagem ZMa BX
produziu 56,44 + 1,93 g L"* de 4cido xilonico a partir de 54,27 + 0.,26 g L™ de xilose, com um
rendimento de 1,08 * 0,02 gax/gx, 0 que representa 97,3% do méaximo teodrico. A
produtividade deste bioprocesso foi de 0,99 + 0,03 g L h!, a qual foi menor daquela obtida

em frascos, possivelmente devido & menor biomassa inoculada no inicio 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 fermentacdo. Ela também apresentou uma menor
taxa de crescimento quando comparada com a linhagem produtora de acido xilénico, uma vez
que esta apresentou uma taxa de crescimento maximo especifico de 0,04 + 0,00 h em
comparagdo com 0,02 + 0,00 h*! do controle negativo. De fato, a glicose s6 foi consumida
apos aproximadamente 52 h, enquanto ZMa BX a consumiu em 28 h. Este atraso no
crescimento pode ser explicado pelo estresse causado pela propria xilose. As respostas
moleculares de Z. mobilis quando a xilose esta presente no meio ja foram investigadas em
uma linhagem utilizadora deste acUcar, mostrando que este causa um impacto mais severo
nesta bactéria do que aquele causado por acetato, sendo recrutados mais genes para a
utilizacdo 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 necessarios mais
estudos para a elucidagdo dos mecanismos de utilizacdo de xilose por Z. mobilis para uma
melhor engenharia metabdlica desta bactéria e um melhor aproveitamento desta pentose.
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Figura 45. Perfil fermentativo das linhagens ZMa BX e ZMa C-. A fermentagédo foi
realizada em modo de batelada em meio contendo 20 g L de glicose e 50 g L™* de xilose a
30 °C. Circulos verdes: producéo de &cido xilénico por ZMa BX; losangos azuis: consumo de
xilose por ZMa BX; triangulos roxos: consumo de glicose por ZMa BX; quadrados verdes:
producéo de acido xilénico por ZMa C-; hexagonos azuis: consumo de xilose por ZMa C-;

triangulos invertidos roxos: consumo de glicose por ZMa C-.
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5.8 Uso de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar em fermentacédo em batelada

O bagaco de cana-de-agucar é um residuo agricola abundante no Brasil, tendo sido
produzidos 178 milhdes de toneladas em 2016 (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2019), de forma que a sua utilizagdo como uma matéria-prima de baixo
custo € de grande relevancia. Uma vez que Z. mobilis mostrou uma eficiente conversao de
xilose a acido xilénico em meio complexo, esta conversao utilizando hidrolisado de bagaco de
cana-de-acgucar também foi avaliada.

Foi utilizado meio definido contendo 10% de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar, de forma que o meio final continha aproximadamente 10 g L™ de xilose. A linhagem
ZMa C- néo foi capaz de crescer nem consumir a glicose presente no meio, enquanto que
ZMa BX a consumiu apds aproximadamente 28 h de cultivo (Figura 46), tempo semelhante
ao cultivo em meio complexo. Esta linhagem atingiu uma producdo de 11,13 g L de &cido
xilonico com uma produtividade de 0,32 g L h, aproximadamente um terco daquela obtida
em meio complexo, provavelmente devido a presenca de inibidores encontrados em
hidrolisados lignocelulésicos. Apesar disso, o rendimento deste bioprocesso foi de 1,07

gax/gx, o qual foi similar ao encontrado para a fermentagdo em meio rico.
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Figura 46. Perfil fermentativo da linhagem ZMa BX em meio contendo hidrolisado de
bagaco de cana-de-acucar. A fermentacdo foi realizada em modo de batelada em meio
definido contendo 10% de hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar a 30 °C. Circulos verdes:
producdo de &cido xildnico; losangos azuis: consumo de xilose; triangulos roxos: consumo de

glicose.
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A produtividade alcancada por ZMa BX em hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar
foi menor daquela observada para uma linhagem de E. coli modificada produtora de &cido
xilonico, a qual foi de 1,52 g L™ h'' (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 de
acido xilonico a partir de 60 g L™ de xilose somente ap6s 120 h de incubacdo. Em
contrapartida, Z. mobilis foi capaz de converter toda xilose disponivel no meio contendo
hidrolisado em &cido xilénico, demonstrando seu potencial como plataforma industrial para a
producdo deste acido orgénico.

Um interessante resultado deste experimento foi a capacidade de Z. mobilis de
detoxificar o furfural presente no hidrolisado, uma vez que este composto ndao foi mais
detectado ao final da fermentacdo (Figura 47). De fato, ja foi demonstrado que Z. mobilis é
capaz de converter o furfural em sua forma alcoolica furfuril, que é aproximadamente 75%
menos inibitorio que o furfural (FRANDEN et al., 2013). Esta € uma importante caracteristica
guando o hidrolisado lignoceluldsico é considerado como matéria-prima para a producéo de

produtos de alto valor agregado.
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Figura 47. Cromatogramas das amostras fermentativas de Z. mobilis mostrando o
decréscimo no pico referente ao furfural. 1: Padrdo contendo furfural (tempo de retencéo
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.
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5.9 Clonagem do transportador xylE

Ainda com o objetivo de otimizar a producdo de acido xilénico, 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 genémico da linhagem DH10B. Para a sua expressdo, 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 expressdo nao foi possivel, de forma que estes foram submetidos a uma PCR de
sobreposicao, gerando um fragmento de aproximadamente 2,2 kb, contendo o gene xylE com
as regides promotora e terminadora do gene pdc. A amplificacdo do gene xylE e a PCR de
sobreposicao estdo apresentados na Figura 48. Apos, foi realizada a clonagem deste produto
de PCR no vetor pPBBR1IMCS2 digerido com as enzimas Sacll e Xhol, dando origem ao vetor
pB2-xylE WT. A confirmacdo da clonagem e o mapa de restricdo deste plasmideo estdo
apresentados na Figura 49. A digestdo com as enzimas citadas libera o fragmento de 2,2 kb
contendo o gene XxylE e as regiGes promotora e terminadora. J& a digestdo com as enzimas
Ndel e BamHI leva a liberacdo do gene xylE de aproximadamente 1,5 kb, sendo que a

digestdo com Kpnl libera um fragmento de cerca de 600 pb.
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Figura 48. Amplificacdo e PCR de sobreposi¢cédo do gene xylE. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando a amplificagdo do gene xylE (1) e sua
ligacdo com as regiGes promotora e terminadora do gene pdc por meio de PCR de
sobreposicdo (2 e 3). C-: controle negativo das reacdes de PCR. M: marcador de massa
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 49. Confirmacéao da clonagem do gene xylE no vetor pBBR1MCS2. (A) Mapa de
restricdo do vetor pB2-xylE WT. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio: (1) vetor intacto; (2) digestdo dupla com as enzimas Sacll e Xhol; (3) digestdo
dupla as enzimas Ndel e BamHI; (4) digestdo com Kpnl. M: marcador de massa molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Visando minimizar a competicdo do transportador com a glicose, este foi
mutagenizado em dois residuos. Um deles, a glutamina na posi¢do 175 (Q175), faz ligacdes
de hidrogénio somente com a glicose, ndo sendo necessario para a ligacdo com Xxilose. Assim,
ele foi substituido por um residuo de alanina (mutacdo Q175A). O outro residuo, uma glicina
na posicdo 388 (G388), embora também interaja com a xilose, realiza uma ligacdo de
hidrogénio a mais com a glicose, sendo, portanto, mais importante para a ligacdo deste
monossacarideo. Assim, ele também foi modificado para um residuo de alanina (mutacdo
G388A). O gene contendo ambas mutagOes foi sintetizado e posteriormente fragmentos do
gene selvagem foram substituidos nesta versdo mutada de forma a obter outras duas versdes
do transportador contendo as mutac@es citadas separadamente. A Figura 50 mostra a estrutura
tridimensional do bolso de ligagdo ao substrato do transportador XylE ligado a glicose, com

destaque aos residuos que foram mutagenizados.
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Figura 50. Estrutura tridimensional do bolso de ligagdo ao substrato do transportador
XylE ligado a glicose. As setas vermelhas indicam os residuos mutagenizados. Retirado de
SUN et al., 2012.

A sequéncia de DNA sintetizada contendo as mutagdes para ambos os residuos de
aminoacidos foi clonada no vetor pB2-xylE WT digerido com as enzimas Ndel e BamHlI,
dando origem ao vetor pB2-xylEM. A digestdo dupla com estas enzimas leva a liberacdo do
gene xylE de aproximadamente 1,5 kb. J& a digestdo dupla com as enzimas EcoRV e Ndel ou
EcoRV e BamHI liberam fragmentos de aproximadamente 900 e 500 pb, respectivamente. A

confirmacéo da clonagem assim como seu mapa de restri¢do esta apresentada na Figura 51.
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Figura 51. Confirmacéo da clonagem do gene xylE mutado no vetor pBBR1MCS2. (A)
Mapa de restricdo do vetor pB2-xylEM. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio: (1) vetor intacto; (2) digestdo dupla com as enzimas Ndel e BamHI; (3)
digestdo dupla com as enzimas Ndel e EcoRV; (4) digestdo dupla com as enzimas EcoRV e

BamHI; M: marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Ainda, também foram obtidas outras duas versdes do gene xylE contendo uma
mutacdo cada. Para tanto, o vetor pB2-xylEM foi digerido com a enzima EcCORV juntamente
com a enzima Ndel ou BamHI, de forma a retirar os fragmentos que contém as mutacdes
Q175A e G388A, respectivamente, substituindo-os pelos fragmentos selvagens amplificados
a partir do vetor pB2-xylE WT (Figura 52A). O fragmento que contém o residuo 175 possui
aproximadamente 1 kb e o que contém o residuo 388, 600 pb. Estes produtos de PCR foram
clonados no vetor pB2-xylEM, originando os novos plasmideos pB2-xylE175 e pB2-xylE388,
contendo as mutacfes Q175A e G388A, respectivamente. Seus mapas de restricdo encontram-
se no Apéndice 8.2. A confirmacédo destas clonagens esta apresentada na Figura 52B, na qual

estad apresentada a digestdo com a enzima Kpnl que libera um fragmento de 670 pb.
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Figura 52. Amplificagdo dos fragmentos do gene xylE e confirmagdo da sua clonagem.
(A) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando a
amplificacdo dos fragmentos do gene xylE na forma selvagem (2 e 3); 1 e 4: controle negativo
das reaces de PCR. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
mostrando a confirmagdo da clonagem dos fragmentos selvagens no vetor pB2-xylEM: 5:
vetor pB2-xylE175 intacto e digerido com a enzima Kpnl (6); 7: digestdo do vetor pB2-
xylE388 com a enzima Kpnl; 8: vetor pB2-xylE388 intacto; M: marcador de massa molecular
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Todos os vetores contendo as diferentes versdes deste gene, incluindo o selvagem,
foram desmetilados na linhagem de E. coli JM110 visando a transformacdo em Z. mobilis e a
avaliacdo do transporte de xilose nesta bactéria por meio da sua producdo nativa de xilitol.
Contudo, ap6s tentativas de transformacdo realizando a selecdo de transformantes em
canamicina, ndo foi possivel confirmar a presenca dos plasmideos nestes, sendo que coldnias
também cresciam no controle negativo (“transformagdo” realizada sem DNA) da
transformacdo. Swing e De Ley (1977) reportam a resisténcia de Z. mobilis a antibidticos
comumente utilizados como canamicina, ampicilina, estreptomicina, gentamicina, dentre
outros, embora 0 gene de resisténcia a canamicina seja realmente utilizado na construgéo de
vetores de expressdo para Z. mobilis (CAO et al., 2016). Além disso, Kerr et al. (2011)

relatam que somente os antibidticos cloranfenicol e tetraciclina sdo confiaveis para o0 uso em
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Z. mobilis, enquanto que Dunn (2015) adicionou espectinomicina a esta lista. De fato, os
antibioticos cloranfenicol e espectinomicina foram utilizados com sucesso neste trabalho.
Assim, para contornar este problema relacionado a resisténcia a canamicina, outra
estratégia foi escolhida para o teste dos transportadores xylE, optando-se pela montagem de
operons portando as diferentes versdes deste gene e 0 gene BX e avaliando-os diretamente na
producdo de acido xilénico. Para tanto, os plasmideos j& construidos (pB2-xylE WT, pB2-
XylEM, pB2-xylE175 e pB2-xylE388) foram utilizados como molde para a amplificacdo dos

genes xylE, cujo resultado encontra-se na Figura 53.

M 1 2 3 4 5

Figura 53. Amplificacdo das versdes do gene xylE. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio mostrando a amplificacdo das diferentes verses do gene xylE -
1: versdo selvagem (WT); 2: versdo com a dupla mutacdo (M); 3: versdo com a mutacao
Q175A (175); 4: versao com a mutacdo G388A (388); 5: controle negativo da reacéo de PCR;
M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).

Os produtos de PCR foram entdo clonados no vetor pB1-XDH BX digerido com a
enzima Bglll, originando os seguintes vetores: pB1-BX xylE, portando a verséo selvagem do
transportador xylE, pB1-BX xylEM portando a versdo com dupla mutacgéo; pB1-BX xylE175
portando a mutagdo Q175A e pB1-BX xylE388, portando a mutagdo G388A. O mapa de
restricdo do vetor pB1-BX xylE esta apresentado na Figura 54. A confirmacdo da clonagem
destes plasmideos encontra-se na Figura 55, a qual foi realizada por meio da digestdo dupla
com as enzimas Ndel e Bglll ou com a enzima Kpnl, liberando fragmentos de 2,4 kb e 670

pb, respectivamente.
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Figura 54. Mapa de restricdo do vetor pB1-BX xylE contendo o operon com o gene BX e

xylE selvagem.
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Figura 55. Confirmacao da clonagem das diferentes versdes do gene xylE no vetor pB1-
XDH BX. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando a
confirmacdo da clonagem dos genes xylE: 1: vetor pB1-BX xylE intacto; 2: vetor pB1-BX
xylE digerido com as enzimas Ndel e Bglll; 3: vetor pB1-BX xylE digerido com a enzima
Kpnl; 4: vetor pB1-BX xylEM intacto; 5: vetor pB1-BX xylE digerido com as enzimas Ndel
e Bglll; 6: vetor pB1-BX xylE digerido com a enzima Kpnl; 7: vetor pB1-BX xylE175
intacto; vetor pB1-BX xylE175 digerido com as enzimas Ndel e Bglll; 8: vetor pB1-BX
xylE175 digerido com a enzima Kpnl; 10: vetor pB1-BX xylE388 intacto; 11: vetor pB1-BX
xylE388 digerido com as enzimas Ndel e Bglll; 12: vetor pB1-BX xylE388 digerido com a

enzima Kpnl. M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).
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5.10 Avaliacao do transportador xylE na producéo de &cido xilénico

Ap0s desmetilacdo dos plasmideos contendo o operon com os genes BX e xylE (e suas
variantes), estes foram transformados na linhagem ZMa, sendo trés transformantes de cada
variacdo do xylE escolhidos aleatoriamente e submetidos a PCR de colénia. Como mostrado
na Figura 56, desta vez foi possivel a identificacdo do plasmideo 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 a presenca do
transportador xylE, sendo que somente um da variante dupla mutada apresentou esta banda.
Assim, transformantes positivos foram testados para a producédo de &cido xilénico, sendo que
as linhagens geradas foram denominadas BXE (contendo o gene xylE selvagem); BXE M
(contendo o gene xylE com a dupla mutacao); BXE 175 (contendo o gene xylE com a mutacéo
Q175A) e BXE 388 (contendo o gene xylE com a mutacdo G388A). A Figura 57A mostra a
producdo de cada linhagem apds 72 h de cultivo. Conforme apresentado, as linhagens

portando o transportador xylE, em qualquer uma de suas versoes, teve a sua producdo de acido

xilénico impactada negativamente, sendo que o crescimento destas também foi menor do que
para a linhagem ZMa BX (Figura 57B).

d 500 pb- 500 pl

Figura 56. PCR de colonia dos transformantes contendo o operon com o gene BX e
variantes do gene xylE. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 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
reacdo de PCR; M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Promega).
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Figura 57. Producéo de &cido xilénico 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 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 influéncia da presenca 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.
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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 comparacdo a linhagem expressando somente o gene BX quando
crescidas em meio contendo somente glicose como fonte de carbono, embora todas atinjam
uma ODesoo semelhante na fase estacionaria. Contudo, enquanto que a linhagem ZMa BX
atinge esta fase em aproximadamente 12 h, as demais linhagens levam cerca de 16 h. Ainda,
h& um decréscimo na taxa de crescimento especifico maximo para as linhagens expressando
xylE. A linhagem ZMa BX apresentou uma taxa de crescimento especifico maximo de 0,18 +
0,00 h, enquanto que ZMa BXE, ZMa BXE M, ZMa BXE 175 e ZMa BXE 388
apresentaram taxas de 0,12 + 0,00 h%, 0,12 + 0,01 h, 0,13 + 0,01 h e 0,13 + 0,00 h'
respectivamente. Assim, verifica-se que a expressdo de xylE sob o controle de um promotor
forte como o pdc leva a um aumento da fase lag e a uma reducdo na taxa de crescimento
especifico maximo 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 producéo de etanol (DUNN; RAO,
2014), sendo que no estudo citado, também houve uma reducdo na taxa de consumo de
glicose, embora os autores ndo tenham discutido ou correlacionado os dois fatos.
Coincidentemente, a expressdo de xylE na linhagem ZMa BX também levou a uma menor
taxa de consumo de glicose em comparacdo a linhagem sem xylE, conforme apresentado na
Figura 59, a qual mostra o consumo de glicose durante a producdo de &cido xilénico
apresentada na Figura 57. Assim, é possivel que o crescimento mais lento observado nas
linhagens expressando xylE seja devido ao menor consumo de glicose. Outra possiblidade
para 0 menor crescimento em células com o transportador XylE estaria relacionada com o fato
de que este é um transportador que utiliza a forca préton-motiva como energia para 0
transporte do aclcar (DUNN; RAQO, 2014). Sabe-se que Z. mobilis apresenta um crescimento
desacoplado, no qual ha um rapido catabolismo néao relacionado com a sintese de biomassa
celular (BELAICH; SENEZ, 1965), sendo possivel que o ATP produzido seja reciclado por
uma atividade de ATPase, convertendo esta energia em uma forga proton-motiva
transmembrana (KALNENIEKS, 2006). Este gradiente transmembrana pode ser dissipado por
meio da exportacdo de anions bicarbonato derivados da dissociacdo do CO2 produzido pela
fermentacdo, deixando um proton no citoplasma (KALNENIEKS, 2006), hipotese
mencionada no topico 1.6.2, de forma que a presenca do transportador XylE derivada de uma
alta expresséo pelo promotor pdc poderia causar um desbalango na dissipacéo deste gradiente,

tendo como consequéncia uma diminuigdo no crescimento de Z. mobilis. Contudo, mais
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estudos sdo necessarios para confirmar tanto a exportacdo de anions bicarbonato para a
dissipacéo do gradiente transmembrana quanto para a influéncia do transportador XylE nesta
dissipacéo de energia.
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Figura 59. Consumo de glicose por ZMa BX e pelas linhagens coexpressando o gene BX
e xXylE. As celulas 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 mutagdo e com a
mutacdo G388A, revelando que este residuo de aminoacido de fato tem influéncia na ligacao
e transporte da glicose. Além disso, o crescimento das linhagens ZMa BX e daquelas
coexpressando o gene BX e xylE também é impactado quando ha xilose no meio, conforme a
Figura 58B, possivelmente devido a presenca de &cido xilénico. Embora a linhagem ZMa BX,
a melhor produtora dentre elas, seja a mais impactada, todas exibem taxas de crescimento
maximo especifico similares (0,08 + 0,00 h™'), com excecdo da linhagem ZMa BXE 175, a
qual exibiu 0,09 + 0,00 h'.,

Concomitantemente aos testes das diferentes versdes do transportador XylE na
producdo de acido xildnico, foi realizado o sequenciamento das constru¢fes dos operons
contendo o gene BX e xylE descritas no topico 5.9 para a verificagdo dos residuos
mutagenizados. Conforme apresentado no alinhamento da Figura 60, tanto a versdo selvagem
do gene (WT) e mutagenizada no residuo 175 da proteina apresentam o residuo 388 na forma

selvagem (glicina) enquanto que a versdes com a dupla mutacdo (M) e 388 apresentam este
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mutado para alanina (destaque em vermelho). Entretanto, a Figura 61 revela que a versdo 388
que deveria apresentar somente a mutagdo no residuo 388, também apresenta o residuo 175
mutado, ou seja, o fragmento selvagem ndo foi corretamente clonado, de forma que esta
versdo apresenta os dois residuos mutados assim como na versdo M. Assim, com 0s dois
residuos mutados, ha realmente uma mudanga no consumo de glicose em relacdo as demais
variantes, sendo que estas mutacbes podem ser aplicadas a bioprocessos nos quais a

competicdo entre glicose e xilose pelos transportadores é um gargalo.

WT GTATTGTGGCGCTACTGTCGATGCTGTTCTATGTTGCCGCCTTTGCCER CCGGTATGCTGGGTACTGCTGT
M GTATTGTGGCGCTAC GTCGATGCTGTTCTATGTTGCCGCCTTTGCCA JQCCGGTATGCTGGGTACTGCTGT
175 GTATTGTGGCGCTACTGTCGATGCTGTTCTATGTTGCCGCCTTT CCR CCGGTATGCTGGGTACTGCTGT
388 GTATTGTGGCGCTACTGTCGATGCTGTTCTATGTTGCCGCCTTTGCCA CCGGTATGCTGGGTACTGCTGT

Figura 60. Alinhamento das sequéncias genéticas das diferentes versdes do gene xylE. O
cddon do residuo 388 da proteina esta destacado em vermelho. WT: versdo selvagem do xylE;
M: versdo com a dupla mutacdo; 175: versdo com o residuo 175 mutado; 388: versdo com o

residuo 388 mutado.

WT CCAGCTCATATTCGCGGGAAACTGGTCTCTTTTAACCAGTTTGCGATTATTTTCGGECARALTTTTAGTTTACTGCG
M CCAGCTCATATTCGCGGGABACTGG CAGTTTGCGATTATTTTCGGEGCCLCTTTTAGTTTACTGCG
175 CCAGCTCATATT GCGGGAZA? ACCAGTTTGCGATTATTTTCGGHGCCO CTTTTAGTTTACTGCG
388 CCAGCTCATATT GGGGAAATGGTTT TTTAACCAGTTT CGATTATTTTCGGEGCCILTTTTAGTTTACTGCGT

Figura 61. Alinhamento das sequéncias genéticas das diferentes versdes do gene xylE. O
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cddon do residuo 175 da proteina esta destacado em vermelho. WT: verséo selvagem do xylE;
M: versdao com a dupla mutagdo; 175: versdo com o residuo 175 mutado; 388: versdo com o

residuo 388 mutado.

Além disso, verificou-se que a expressdo do transportador xylE controlada por um
promotor forte como o do gene pdc impactou negativamente o seu crescimento, de forma que
para a expressao 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 construcdo de

novas plataformas biotecnolégicas.
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6. Conclusdes e Perspectivas

Acidos organicos sdo importantes blocos de construgdo na industria quimica,
possuindo grupamentos funcionais que permitem a sua polimerizacdo em moléculas mais
complexas. Além disso, a bactéria Z. mobilis possui caracteristicas industriais desejaveis,
como a alta taxa de absorcdo de aglcares e a baixa formacdo de biomassa celular. Dessa
forma, neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de uma linhagem de Z. mobilis capaz de
produzir &cidos organicos a partir da xilose, pentose cujo aproveitamento € relevante para a
valorizacdo da biomassa lignocelulosica de forma a utilizar esta como matéria-prima.

A expressdo do gene CADL1 de A. terreus ndo levou a producdo de acido itacbnico por
Z. mobilis, possivelmente devido ao baixo fluxo de carbono pelo TCA, porém sdo necessarios
mais estudos para a elucidacdo deste problema. Ainda, também ndo foi possivel a integracéo
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 producéo de &cido xildnico foi realizada com sucesso, sendo este trabalho
o primeiro relato da producdo deste composto em Z. mobilis (linhagem ZM4). A avaliacao de
sete diferentes genes codificadores de XDH permitiu a selecdo de um gene nativo de P.
xenovorans, o qual resultou em uma melhor produtividade volumétrica em relacdo ao gene de
C. crescentus, 0 mais comumente utilizado na literatura, evidenciando a importancia da busca
de novos genes provenientes da biodiversidade no desenvolvimento de rotas metaboélicas no
contexto da biologia sintética.

A delecdo do gene ZMOO0976, codificador para uma xilose redutase, permitiu um
aumento na producdo de &cido xildnico possivelmente devido a uma diminuicdo da conversao
da xilose em xilitol. A fermentagdo em modo batelada com esta linhagem levou ao consumo
de toda a xilose disponivel no meio em &cido xilénico, atingindo um rendimento proximo ao
maximo tedrico. Devido a este sucesso, a fermentacao de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar 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 acido xil6nico,
revelando o potencial de se utilizar Z. mobilis em um bioprocesso economicamente viavel. A
fim de otimizar este processo, estudos acerca da composicdo do meio, das suplementacoes de
nutrientes e dos pardmetros fermentativos sdo necessarios. Por exemplo, a utilizacdo de
extrato de levedura em substituicdo as vitaminas adicionadas ao meio contendo hidrolisado de
cana-de-agucar deve ser avaliada, uma vez que isso levaria a uma redugdo maior dos custos de

producdo.
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A expressdo do transportador de xilose xylE ndo levou a melhorias na produgéo de
acido xildnico por Z. mobilis, interferindo no crescimento desta bactéria. Embora ainda sejam
estudos preliminares, estes mostraram que o transportador contendo os residuos Q175 e G388
mutados leva a uma mudanca no consumo de glicose em relacdo a forma selvagem, de forma
que estas mutacdes podem ser aplicadas a bioprocessos nos quais a xilose é utilizada. Para a
sua utilizagdo em Z. mobilis, a expressdo 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 manipulacéo sdo necessarios para o0 aproveitamento

do potencial industrial desta bactéria.
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8. Apéndices

8.1 Mapas de restricao dos vetores de expressao dos genes XDH
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8.2 Mapas de restrigao dos vetores de expressado contendo o gene xylE
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Abstract: Sugarcane bagasse is an agricultural resadue nch i xylose, which may be used as a
feedstock for the production of high-value-added chermicals, such as xylonic acid, an organac acd
listed as one of the top 30 value-added chemicals on a MREL report. Here, Zymanmas mollis was
engmested for the frst tme to produce xylomic acid from sugarcane bagasse hydrolysate. Seven
codmg genes for xylese dehydrogenase (XDH) wene tested  The expression of XDH gene from
Paraburicholderia xenovorans allowed the highest production of xylenic acid (2617 + 058 g L-1)
from 50 g L~ xylose in shake flasks, with a productivity of 1.85 + 0.06 g L-! h—! and a yield of
L £ 004 gax /g Delebion of the xylose reductase gene horther mncreased the produchion of xp lenac
acid o 5644 + 193 g L1 from 547 = 0.26 g L xylose in a biomactor. Strain performancs was also
evaluated m sugarcane bagasse hy drolysate as a cheap feedstock, which fesulted m the production
0f 11.13 & L~ sylonic acid from 10 g L1 sylose. The meults show that 7 mobilis may be s pgarded as
a potential platform for the production of organic acids from cheap hignocellulosic biomass m the
conbext of ionehneries.

Keywords: xylose; hgnocellulosie biomass; sylome acd; Zymomonas mobdis

L Introduction

To be able to change the economy from a fossil oil-based to a bio-based one, it is of
utmost importance to achieve the harnessing of the entire potential of the lignocellulosic
biomass [1], since it is the only carbor-rich material source available on earth other than
fossils [2]. The sustainable processing of biomass in the context of biome finery would lead to
the productions of a wide range of products [2,4], including chemicals. The carbohydrate
portion of lignocellulosic biomass consists predominately of the hexose sugar glucose,
being the amount of xylose present in the hemicellulosic fraction highly dependent on
the tvpe of lignocellulosic material. For instance, xylose makes up approximately 23%
of carbohy drates present in the sugarcane bagasse [5]. The utilization of this pentose is
highly desirable for biomass valorization. Moreover, the separation of the hemicellulosic
hydrolysate from the cellulosic fraction may be advantageous for an efficient comversion of
xylose into valuable compounds.

Xylose has been widely considered in the production of ethanol [6-11], but it can also
be used in the production of other high-value products such as xylitol [12] and levulinic
acid [13]. It may also be in the production of xylonic acid, an organic add listed as one
of the top 30 value-added chemicals on a NEEL report [14]. Sixteen of these chemicals
are carboxylic acids; this underlines their importance as building blocks in the chemical
industry, and its production from renewable sources is also possible [15].
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Xylomic acid has a wide range of applications. In the pharmaceutical and cosmetic
industries, it can be used as an additive in antiaging and skin enovation products to en-
hance skin penetration [16], as an antimicrobial agent [17] and in adsorption and retention
of vitamin C [15). Xylonic acid is also a 1,2 4-butanotriol precursor [19] and can be used as
dispersant in cement [20], as well as a green solvent and catalyst for organic reactions [21].
In general, it is an alternative to gluconic add, having the advantage of not competing with
the food industry [22].

The microbial production of xylonic acid has been known since the 19th century [23],
but it was only in the 1980° that it attracted interest due to its similarity to gloconic
acid along with the possibility of using cheap lignocellulosic biomass as raw material
for its production. A comparison of Psendomonas fragi and Gluconobacter oxydans strains
for native production of xylonic acid from hemicellulosic biomass showed that the latter
was more effident due to its better tolerance towards inhibitors present in hemicellulose
hydrolysates [24]. Besides G. oxydans, Paraburkholderin sacchari is also a native producer of
xylonic acid, and, more recently, volumetric productivities as high as 460 g L' h™! [25)
and 77 g L~ h™! [26] were achieved by G. axydans and P sacchari, respectively. This
native production of xylonic acid is possible due to the presence of an alternative xylose
oxidation pathway discowered in B fragi [27]). In this pathway, xylose is comverted into
xylonolactone by xylose dehydropenase (XIDH), which in turn is converted into xoy lonate by
xylonolactonase (XL), even though xylonolactone can also undergo spontaneous hy drobysis
to form xylonate The pathway continues for three more steps to form o ketoglutarate, an
intermediate of the tricarbaxylic acid cycle [28].

(Ctther microorganisms wemne also engineered to produce xylonic acid by the het-
erologous expression of XIPH genes with or without co-expression of XL. The yeasts
Saccharomyces cerevisiae [29,30] and Kluyveromyces lactis [31], as well as the bacteria Es-
cherichia calf [32,33] and Conmebacterium glutantoim [34], were modified in such a way.
In E. colf, for instance, a metabolic engineering approach using programmable switches
resulted in productivities up t0 7.12 g L~ h™ [35], show ing the potential of procaryotic
systems for xylonic add production. In these studies, the XIOH genes employed were either
xydl from Trichoderma reesal or xlB from Caulobacter orescentus, Bioprocess development
may need the search of new XIDH genes which could ultimately lead to more efficient
strains [36]

Zymomonas mobilis is a facultative anaerobe bacterium that aroused interest in the
industrial production of ethanol and other value-added products. It utilizes the Entner-
Doudoroff pathway, which allmws fermentation with 50% less ATP production than
Embden-Meyerhof-Parnas pathway, leads to a lower biomass yield and a higher up-
take rate of sugars when compared to yeasts [37]. A high level production of native organic
acids has been achieved in . mobilis [38] and strains with tolerance to inhibitors found
in biomass hydrolysates have been isolated [37], others being engineered for the same
purpose [39]. The tolerance to inhibitors is an important phenotype when utilizing lignoce!-
lulosic biomass hydrolysate, since its pre-treatment generate molecules such as furfural and
5-hy drosgymethylfurfural as products of sugar degradation, being acetic acid ubiguitous in
this material [£0].

Given these features, we sought in this work the engineering of 2. mobilis for the
production of xylonic acid from sugarcane bagasse hydrolysate as an inexpensive ligno-
cellulosic feedstock. Using a rich medium, 2. mohilis achieved a productivity as high
as 1.85 £ 0.06 gL' h~! and a yield of 1.04 + 0.04 gax / gx When sugarcane bagasse hy-
drolysate was used as a cheap feedstock, 22 molilis was able to produce 11.13 g L1 xylonic
acid from 10 g L~ xylose, showing that this bacterium may be regarded as a potential
platform for the production of organic acids from lignocellulosic biomass.
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2. Materials and Methods
2.1, Strams and Growth Condifions

£ mohlis ZM4 (ATUC 31821) was used in this work as the host for xylonic acid
production. It was routinely grown in regular RM medium (20 g L-? glucose, 10 g L1
yeast extract, 2 g L.~ potassium phosphate monobasic, 1 g L-! ammonium sulphate and
1 g L-! magnesium sulphate) at 30 *C. For solid medium, 15 g L~ agar was added. The
initial pH of the medium was &.0.

E. coli strains PHSx« and XL10-Gold were utilized for cloning purposes. Cells were
routinely grown in an LB medium (10 g L~! peptone, 10 g L ™! NaCland 5 g L ! yeast
extract) at 37 "C. For a solid medium, 15 g L-! agar was added. After transformation,
cells were plated in solid medium containing the appropriated antibiotic (30 pg mlL !
chloramphenicol or 50 ug mL ™" spectinomycin). All plasmids were amplified in E. coli
JM110 in order to demethylate the DMNA prior to Z. mohilis transformation.

2.2 Strams Construd fon
2.2.1. Strains Owverexpressing XIDH

Putative genes encoding for X DH were identified previously through the construction
of phylogenetic trees [36]. In this work we expressed seven XDH genes which weme named
with a 2 letter code: CC (xyf B from C. crescenfus—accession # WP_010918706.1), TR (xydl
from T. reesei—accession # XIP'_008961719.1), BS (Brevundimonas subvibr iofdes—accession
# WP_013270350.1), HL (Halomonas Iutee—accession # WP_019016845.1), AP (SAR116
cluster alpha proteobacterium HIMB100—accession # WT_D09605364.1), BX (Paraburiolde-
rig xenovorans—accession # ABE37211.1) and TM (Phaesacremonium minimmri—accession
# XP_007915223.1).

Genes encoding XIDH were synthesized de novo and cloned into pMA-T (Epoch
Binsciences). Specific genes weme amplified from these plasmids and cloned as Mdel-Bglll
fragments by using In-Fusion HI? Ecolry (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) or NEBuilder HiFi
DMNA Assembly (Mew England Biolabs, [pswich, MA, United States of America) into vector
pBBEIMSC] (chloramphenicol-resistance marker) [41], which was previously modified
to contain the promotor and transcriptional ermination regions from the pdc gene from
£. mobilis [42]. Plasmids constructed in this study were called pB1-XDH followed by the
name of the cloned XDH gene. Primers used for these amplifications are listed in Table 51.

Gene BX was also co-expressed with XL from P xenovorans (KEGG entry Bxe C1362)
in 2. moklis. To achiewe this, XL was synthesized de novo by Integrated DMA Technologies
(IOT—Corabrille, 14, USA) as a linearized DNA fragment and cloned into pB1-XDH BX
digested with Bglll in order to form an operon controlled by the pde promoter. The resulting
plasmid was called pB1-BXL.

£ mohilis was transformed by electroporation.  Briefly, cells were grown until an
Oy of 0.3 and washed twice with 10% ghycerol. Cells wem electroporated in a 0.2 cm
cuvette using the following parameters 2.5 kY, 200 £ and 25 pF. After the pulse, cells were
recovered by adding 900 pl. EM medium following incubation at 30 *C with agitation of
600 rpm in a dry bath incubator for 4 to 18 h. Once recovered, cells were plated in solid
RM medium with the appropriated antibiotic (100 pg mL~! chloramphenicol or 200 pg
mL~1 spectinomycin) for selection of transformants. Plates were incubated at 30 *C for 48
to 96 h. Table 1 shows the strains overexpressing XDH.
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Table 1. £ mobidis strains used in this work.

Strain Genotype Reference
£M4 wild-type 2 mobilis ZM4 ATCC 31811
M4 CC ZM4 containing pB1-XDH CC This work
ZM4 BS ZM4 contaiming pB1-XDH BS This work
M4 HL ZMY containing pB1-XDH HL This work
M4 AP ZM4 containing pB1-XDH AP This work
ZM4 BX ZMY containing pB1-XDH BX This work
ZMATR ZMY containing pBl1-XDH TR This work
FMATM ZMA containing pB1-XDH TM This work
ZM4 BXL ZM4 containing pB1-BXL This work
ZM4C- ZMA containing the empty vector pBBRIMCS] This werk
£Ma M, AZMO0TE This work
ZMb MY, AZMION 237 This work
M IMA AZMOMTE, AZMON 2T This work
Zha BX ZMa containing pB1-XDH BX This work
£Mb BX ZMb containing pB1-XDH BX This work
ZMe BX ZMe contaimang pB1-XDH BX This werk
FMa - ZMa containing the empty vector pBBRIMCS] This work
ZMb - ZMb containing the empty vector pBBRIMCS] This work
MeC- ZMe containing the empty vector pBERIMCS] This werk

2.2.2. Construction of Gene Deletion Cassettes and Marker Excision

Gene deletion in £ mrobilisw as carried out by homologous recombination. Target genes
were ZMO_RS504375 (old locus tag ZMO0CGSTE, an aldo / keto reductase ) and ZAMO_RS505565
{old locus tag #MO1237, a It lactate dehydrmogenase). Primers used for construction of

deletion cassettes and to confirm events of integration and marker excision are listed
in Table 51. Brietly, upstream and downstream sequences of ~500 bp flanking the coding
regions of each gene to be deleted were amplified from the 2. mobidis genome. Deletion
cassettes wene constructed in vitro by using the MEBuilder HiFi DNA Assembly protocol
(MEB). Feactions consisted of 5-upstream and 3-downstream amplicons, a spectinomycin
resistance marker flanked by lox P sites and the cloning vector pPCY [43] linearized with
Kpnl and Sacl After amplification in E. cdfi, the resulting vectors were used to transform
Z. mobidis following selection on plates containing spectinomy cin. Gene deletion was con-
firmed by PCE. In order to excise the spectinomydin marker, the Cre recombinase gene was
heterologoushy expressed. This gene was amplified from pYRCre? vector [44] and cloned as
a Ndel-Bglll fragment into pBBRIMSC1 [41] as described previously. The resulting vector
was transformed into the knockout strains. A single colony was streaked on BM plates
with no antibiotic in order to obtain isolated colonies. Single colonies were individually
transferred to three separated plates containing chloramphenicol, spectinomycin or no
antibiotics. Colonies that grew only in medium without antibiotics were submitted to
genomic PCR for confirmation. All strains constructed in this work are presented in Table 1.

2.3 Stram Selecfion

For the initial screening for X12H activity, fermentations were performed in 250 mL
Erlen r flasks containing 25 mL modified BM 1 (RM supplied with 5 g L ™! glucose,
50 g L™ xylose, which was defined in this work). Cells were first grown in 100 mL of
regular EM and then inoculated at Oy of 7.0 in modified RM. The high initial cell
concentration was used seeking improvement in volumetric productivities and evaluate
XDH activity. Xylonic acid production was carried out at 30 °C and 200 rpm. The deleted
strains and the strain co-expressing BX and XL wem evaluated in the same way All ests
weme performed in triplicates.
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A selected strain was grown in regular EM and inoculated at an ODgy = of L0 in
a 1 L-scale laboratory bioreactor (Multifors 2, Infors AG, Basel, Switzerland) containing
500 mL moedified RM 2 (RM supplied with 20 g L~ glucose, 50 g L1 xylose) at 30 *C,
pH 6.0, stirring speed at 200 rpm and airflow at 0.3 vwm. The medium and conditions wene
defined in this work. The pH was maintained by addition of 3 M KOH and the experiment
was performed in duplicates.

To investigate the ability of using lignocellulosic hy drolysate in the xylonic acid
production by Z. moklis, another fermentation was performed using C5 hydrolysate from
sugarcane bagasse (8.5 g L™ glucose, 100 g L™ xylose, 20 g L™! acetate, 1 g L7 5
hyd tilfurfural and 2 g L™ furfural), which was added at 10% in defined medium
2gl” polasﬁh;m!phusphatemmnbasic, 1g L! ammonium sulphate, 1 g L.~! magnesium
sulphate, 0.2 g L' calcium chloride, 25 mg L~ sodium molybdate, 25 mg L~! ferrous
sulphate, 0.05 mg L! calcium pantothenate, 0.05 mg L~ thiamine, 0.02 mg L~? biotin
and 0,05 mg L~! nicotinic acid). Glucose was supplemented to a final concentration of
20g LY. The fermentation was performed in a 1 L-scalke laboratory bioreactor (Multifors 7)
containing 300 mL of medium at 30 *C, pH 6.0, stirring speed at 200 rpm and airflow at
0.3wwm The pH was maintained by addition of 3 M KOH.

2.5 Growth Tests m Microplates

#M4 BXL strain had its growth compared to ZM4 BX and a negative control in
microplates. A fresh culture was inoculated in 2 mL of regular EM or modified EM
2 medium with appropriate antibiotic to achieve a Oy = 0.15 in a 12-well plate. The
culture was incubated at 30 °C and 200 rpm, and the cell growth performed in Epoch
Microplate Spectrophotometer (Bio Tek Instruments Inc, Winooski, VT, United States of
America) with data collection at every 30 min. This experiment was conducted in triplicates.

2.6, Caloulation of Productioity, Yield and Speafic Growth Rate

The volumetric productivity was calculated by plotting the production of xylonic add
versus the culture time and the slope of the resulting linear regression was assumed as the
volumetric productivity. Similarly, the yield is equal to the slope obtained by performing a
linear regression of the plot of the production of xylonic acid versus the consumed oy lose.
The specific grow th rabe was calculated by plotting the logarithm of the cell density versus
the cultume time during the exponential grow th phase and the slope of the linear regression
was considered as the maximum specific growth rate.

2. 7. Anabytical Methods

Extracellular glucose, xylose and xylonic acid were analyzed by HPLC {LC-204
Prominence—Shimadzu) equipped with a Resex ROA-Organic Acid (300 x 7.8 mm) col-
umn maintained at 55 “C and using 5 mM H;50y as mobile phase at a flow rate of
0.4 mL min~? [32]. Glucose and xylose peaks were detected with a refractive index detector
(RID104A), whereas xylonic acid peaks were detected and quantified from an UV /VIS
detector (SPD-204 ). Once xy lonic acid and xylose have the same retention time, when the
former was present the latter was indirectly quantified by subtracting the xylonic acid peak
(quantified by UV) from the combined xylose and xylonic acid peaks detected by RIT [34].

3. Results and Discussion
11 Xydomic Acid Produdtion by 2. mobilis Expressing XDH Genes

£ mobilis has the potential to establish a novel platform for the production of differ-
ent mobecules of biotechnological interest, playing a critical role in the replacements of
petrochemical products [45]. This includes the production of aldonic acids, swch as xylonic
acid, due to the presence of the eneyme glucose-fructose oxidome ductase (GFOR), which is
responsible for the comversion of fructose and glucose into sorbitol and gluconolactone,
respectively [46]). GFOR also shows affinity for xylose, converting 42% of this sugar to

129



Microorgenisms 221, 8, 1572

G6of 14

xylonic acid in the presence of fructose [47]. However, GFOR has a disadvantage due to its
requirement of a co-substrate, fructose, which is expensive and would kead to by-product
formation [47]. Alternatively, the heterologous expression of a xylose dehydrogenase gene
may be accomplished for the same

To evaluate the ability of 2. mrohilis to p'rodw:e xylonic acid from X12H, seven different
genes were overexpressed in this bacterium (Table 1), including a control (CC) from C
crescenfus which is widely used in microbial metabolic engineering for the production of
this organic acid. The seven strains were cultivated in a modified RM medium containing
5 g L1 ghucose as a carbon source and 50 g L~ xylose as the substrate for xylonic acid
production. The efficiencies of these strains towards the production of xylonic acid after
48 h of cultivation in shake flasks are shown in Figure 1a; Table 2 shows the production and
productivity achieved by each strain in this experiment The expression of five different
prokaryotic XDDH genes mesulted in different levels of xylonic acid production. Interestingly;
£ mohilis strains expressing the two eukaryotic XDH genes, TR and TM, did not produce
detectable amounts of xylonic acid, hence they were not further used in this work. Remark-
ably, strain ZM4 BX, which carries the XI?H gene from P yenovorans, showed a ~2-fold
improvement in xylonic acid production when compared to the control ZM4 CC. In this
particular experiment, ZM4 BX produced 26.17 + 0.58 g L ! xylonic acid with a yield of
104 + 0.4 gax /&y, which represents 93.7% of the maximum theoretical yield, showing
that almost all consumed xylose is being converted into xylonic acid. In this experiment,
after 24 h growth, there was no significant production of xy lonic acid nor consumption of
xylose which is probably due to acidification, since the medium was not buffered and the
final pH reached 3.00 &+ 0.13 (Figure 1b).
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Figure L (a) Production of xylonic acid by 2 molilis strains expressing different XDH genes from
the following microorganisms: Bremindinonas subribrioides (B5); Halomonas hetea (HL); Cadlobacter
crescantues (CC); SART16 cluster alpha protecbacterium HIMB100 (A P); Parehurdhol deria renovarans
{BX); Trchoderma reesel (TR} and Phzeoacremonium mirinion {TM). Fermentation was performed in
shake flasks for 48 h at 30 *C in medified BM 1 medium containing 50 g L7 sylose. (b) Time course
production of xylomic acid (dark blue cincles) and xylose consumption (light blue diamonds) of ZM4
BX. The strain was grown in shake Aasks with 50 g Lt xylose at 30°C

It is noteworthy that the productivity of 1.85 £ 006 g L1 h~! presented by ZM4
BX is higher than that observed for other engineered microorganisms described in the
literature. By comparing volumetric productivities, ZM4 BX is amongst the best engi-
neemed strains for xylonic acid production. For instance, when the yeast 5. cerevisiae was
engineered to produce xylonic acid, it achieved produchﬂtlescf?é mg L-1h~1[29] and
0.24 g L1 h~1 [30] when expressing xyd] from T. reessf or co-expressed xyB and xyiC
from C crescenfus, eespectively. Bacteria such as E. coff and C glufarmioom were engineered
to xylonic acid production as well An E. colf strain expressing x1dB from C. crescenfus
achieved a productivity of 1.0% g L~ h~1 [32], and strains of C. glutanicum expressing
the same gene achieved productivities of 102 g L1 h~! [M4]and 093 g LT h~1 [48]. A
similar value (productivity of 1.8 g L~1 h~1} was also encountered for two E. colf strains
engineened to produce xylonic acid [33,49). The best productivity described so far for
engineered microorganisms was achieved by E. colf expressing xy/B from C. orescentuz and
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further engineered by the construction of protein cirouits, keading to a productivity of
7.12 g L~ h~1 [35]; this result underlines the use of synthetic biclogy approaches for strain
engineering. In regard to native producers, volumetric productivities of 469 g L-1hK1 [25]
and 7.7 g L~1 h~1 [26] wem achieved by G. sxydans and P. sacchari, respectively. Although
higher than that obtained by . mohlis, this bacterium may present some advantages that
can be exploited for the valve-added materials production, such as the presence of an
energetically uncoupled metabolism with high catabolic flux rates and the small fraction
of substrate that is converted into biomass [50]. Based on the performance of ZM4 BX for
xylonic acid production, this strain was chosen for further anabysis.

Table X Production and productivity achieved by Z. mollis strains overscpressing Jiffesant
XDH geres.

Xylonic Acid
Strain
Production (g L% Productivity (g L'h 1)
EMY CC 14.01 =070 096 + D03
M4 BS BA7 + 097 .63 + D02
£Mh4 HL 1245 + 305 088 +0.11
EM4 AP 310+ 020 0.24 + (i
LMY BX 2617 £ 058 185 £+ Db
ZMATE nd el
FM4 T nd el
EMAC- el el

nud: nat detected.

312 Semultaneous Expression of XIDH and XL Genes

Although xylonic acid production may be achieved only by expressing X1?H since
xylonolactone undergoes spontanecus dehydration to form this organic add, we reasoned
that the expression of XL would improve production, as previously observed in E. ooli [33].
For this mason, the gene encoding XL from P xenovorans was expressed in Zh4 BX

The strain co-expressing XIDH and XL (ZM4 BXL) was evaluated for xylonic acid
production. Interestingly, xylonic acid production was impaired, as shown in Figure 2
While the strain expressing only BX was able to produce 22.88 + (183 g L! xylonic acid
after 24 h growth, ZM4 BXL produced only 6.06 = (L57 g L~!, and the strain ZM4 C- was not
able to produce any xylonic acid. A similar result was observed in a C. glhtanmicum strain
expressing x B (xylose dehydrogenase) and xdC (xylonolactonase) from C. arescentus,
which produced 5.86 g L~ xylonic acid compared to 20.04 g 1.1 produced by the strain
expressing only B [34]. Once XL catalyzes the opening of the lactone ring to the linear
form xy lonate, we hypothestzed that the intracellular pH may have dropped rapidly. Ina
study with a xylonic add producing strain of 5. cerepisioe [51], it was demonstrated that the
co-expression of xWC with xylB from C crescentfus indeed leads to a rapid decrease of the
intracellular pH to = 5 compared to the strain expressing only xyf B; this leads to a reduction
on the specific growth rate and cell death. This would explain the poor performance of
£ mobilis when expressing both genes.

Aiming to confirm the decrease in the specific growth rate due to XL expression
when xylose was present in the medium, strains ZM4 BX and ZM4 BXL were grown in
medium containing only glucose or glucose plus xylose. The results showed that the strain
expressing both genes grew less than ZM4 BX in the presence of xylose (Figure 51). When
grown only in ghacose, #M4 BXL presented a better growth, with a maximum specific
growth rate of 0.47 £ 0.04 h~! compared to 0.38 & 0.01 b1 of ZM4 BX. When xylose was
added to the medium, the madimum specific growth raie of ZM4 BXL was 014 £ 005h 1,
55% less than M4 BX (0,31 + 0,01 h™ 1) Givenits negative effects on cell growth, XL was
no longer tested in this work
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Figure 1. Comparative production of xylonic acid between ZM4 BX (green circles), ZMd BXL
{blue triangle sy and ZM4 C- (gray squanes). Strains were culbivated in shake flasks with modified KM
medium containing 50 g L xy lose at 307 C

1.3 Inactivation of Native Competing Paffovays in Z. mollis

Metabolic engineering allows transforming microorganisms into efficient cell facto-
ries for the compounds of interest. Among the rational approaches used in metabolic
engineering, we chose the removal of a competing pathway by gene deletion [52].

£Z. mohilis contains a xylose reductase (XK) which produces xylitol from xylose [53].
The gene coding for XK was chosen for knockout since this enzyme could compete for
xylose and generate an undesirable by-product which is toxic to the cells [54]. To reduce
other by-products formation, ZMO1237 was also deleted. This gene codes for a lactate
dehydrogenase which produces lactate from pynuvate mainly under aembioses [55], a
condition that would benefit xylonic acid formation due to the co-factor recycling by
the respiratory chain. Therefore, ZMO1237 was chosen for gene knockout since lactate
production from glucose metabolism could interfere in biomass formation.

Deletion cassettes werne constructed in pPCY wector [43] since its origin of replication
is not recognized by £ moklis and thus would function as a suicide plasmid favoring the
selection of integration events. After transformation, gene deletion was confirmed by TPCR
and selected clones were transformed with a plasmid containing Cre-recombinase in order
to excise antibiotic marker (Figure 5Z). Using this approach, three strains weme generated
bearing both genes disrupted separately or together, as shown in Table 1.

These strains were transformed with pB1-XIDH BX plasmid and xylonic acid produc-
tion was evaluated. As shown in Figure 3 and Table 3, all tested strains produced similar
amounts of xylonic acid after 24 h cultivation in xylose. Although the knockout strains
showed slightly higher means of xylonic acid production, the f-test (p < 0.1) showed that
only ZMa BX presented a significant difference, showing that this strain was capable of
produdng more xylonic acid than ZM4 BX. This difference reflects that xylose is not being
comverted into xylitol, a toxic compound for £, mobilis. The production of xylonic acid by
ZMb BX was not significantly higher than ZM4 BX, which demonstrates that disruption of
the lactate dehydrogenase gene does not affects xylonic acid production by this bacterium.
Although ZMc alse bears a deletion of ZMO0ST6 as ZMa, it is possible that gene knockout
of ZM1237 caused an opposite effect, since lactate dehydrogenase regycles NA DY used
as a co-factor by XIDH, and should not be consider a target for . mobilis engine ering for
wylonic acid production
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Xylonic Acid {g/L)

Figure 3. Xylonic acid production of engimeseed 2 molilis strains expressing BX. Strains ZM4 fwild-
type), ZMa (mutant for xylese reductase), ZMe (mutant for lactate deby drogenase) and ZMe (double
mutant) were transformed with plasmid pBl-XDH BX and grown for 24 hin shake flasks with

modified BEM 1 medium containing 50 g Lt xy lose at 30 °C

Table 3. Production of xylenic acid, productivity and yield achieved by engineered strains of 2
mobilis expressing BX after 24 h of cultivation

Xylonic Acid
Strain Production (gL-1)  Productivity (gL' h-1)  Yield (gax/gx)
ZMAEX .99 + 240 212+ 019 105 + 0.01
7Ma BX 3100 + 068 274 + 019 105 + (.06
ZMb BX 2055 + 0.95 225 013 103 +0.11
ZMc BX 3091 +0.36 2% + 006 105 + (.06

3.4 Production of Xylonic Add in a Bafch Fermemiafion

To produce xylonic acid under controlled conditions, strain ZMa BX was chosen due
to its better xylonic acid production as compared to ZM4 BX described above. It was
grown ina 1 L-scale bioreactor containing 500 mL of modified KM 2 medium in a batch
fermentation mode (Figure 4). Glucose was consumed in ~28 h and the consumption of
xylose begun after 4 h, ending in ~72 h. At this point, ZMa BX produced 5644 + 193 gL~}
xylonic acid from 54.27 + 0.26 g L™ xylose, with a yield of 1.08 £ 0.02 gax /gy, which
represents 97.3% of the theoretical maximum. The productivity of this bioprocess was
0.99 + 0.03 g L1 h~), which was smaller than that obtained in shake flasks—this is
probably due to the differences in the initial concentration of biomass in each experiment.

Strain ZMa C- (negative control) was unable to utilize any xylose, which remained
in the medium until the end of the fermentation. Interestingty, it also showed a slower
growth rate compared to the xylonic acid producing strain, since the latter presented a
specific growth rate of 0.04 £+ 0.00 h~! in comparison to 0.02 £ 0.00 h~! of the negative
control. Indeed, glucose was consumed within 52 h in comparison to 28 h for ZMa BX
This may be explained by the stress caused by xylose itself. Molecular responses to the
presence of xylose have already been investigated in a Z. molilis xylose-utilizing strain,
showing that this pentose causes a more severe impact in this bacterium than that caused by
acetate treatment, recruiting more genes for xylose utilization than it does for acetate [54).
Although being different strains, xylose may pose some stress in ZMa C- as well; further
metabolic engineering studies are required toelucidate the mechanisms of xy lose utilization
by . mobiis im order to improve the harnessing of this sugar.
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Figure 4. Fermentative profile of strains ZMa BX and ZMa C-. Fermentation was carried oul in a
bioreactor with modified BM medinm containing 50 g L1 xylose in batch mode at 30 °C. Xylonic
acid production by ZMa BY (green circles), xy lose (blue diamonds) and glucose (purple triangles)
consumption by ZMa BY; sylonic acid production by ZMa C- (green squares), xylose (Blue hexagons)
and glocose {purple inverted triangles) consumption by ZMa C-.

A5, Use of Sugarcane Bagasse Hydrolysate in @ Batoh Fermentafion

Sugarcane bagasse is an abundant agricultural residue in Braxil, with a production of
178 million tons in 2006 [56), which makes its utilization of utmost interest. Since 2. mobilis
showed an efficient conversion of xylose into xylonic acid, the use of a hemicellulosic
hydrolysate derived from sugarcane bagasse as an inexpensive feedstock for the production
of this organic acid was pursued. This test would also represent an opportunity to assess
the inhibitory effects of the hydrolysate on Z. mobilis,

We used a defined media containing 10% sugarcane bagasse hydrolysate which con-
tained ~10 g L.~ xylose. ZMa C- strain was not able to grow nor consume glucose present
in the medium, whereas “Ma BX consumed it after 28 h cultivation (Figume 5). This strain
achieved a xylonic acid production of 1113 g L1 with a productivity of 032 g L-1h—1,
which is about one third of that obtained in rich medium, probably due to the presence
of inhibitors found in lignocellulosic hydrolysate. Despite of that, the yield achieved in
medium containing sugarcane bagasse hydrolysate was 107 gax/ gx after 72 h growth,
which was similar for that encountered in rich medium.
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Figu.n‘r&. Prooscl usctioan ufx_-.r]nm'n: acid fromy ST ATCATE bagasse }rydmlyaata Fermentation was carrbed
out in a bioreactor with defined medivm containing 107% hemice lulosic by drolysate of sugarcane
bagasse in batch mode at 30 “°C. Xylonie acid (green circles), xylose (blue diamonds) and glueose

{purple squares).
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The productivity achieved by #£Ma BX in sugarcane bagasse hydrolysate is smaller
than that encountered for an engineered E. coli strain, which was 1.52 g L-1 h! [4%] when
a corn cob hydrolysate was used as feedstock. A modified C. glutanicum strain using rice
straw hydrolysate as feedstock was able to produce 4294 g L1 xylonic acid from &0 g L1
aylose only after 120 h incubation [45]. Howewer, 2. mobiliz was able to convert all xylose
available in the medium containing hydrolysate into xylonic add, showing its potential as
a platform for industrial production of this organic acid.

An interesting result from this experiment was that 2. mobilfs was able to detoxify
furfural from hydrolysate, since this compound was no longer detected in the end of the
fermentation (Figure 53). After 4 h of fermentation, the furfural peak in the chromatogram
decreased to approcimately half of its height, and the ODgm at this point was 1.03. Indeed,
it was demonstrated that . mobilis is capable of corverting furfural into its aleohol form
furfuryl, which is roughly one fourth as inhibitory as furfural [57]. This is an important
attribute when considering lignocellulosic hydrolysate as feedstock for production of
biotechnolegical valuable molecules.

4, Conclusions

This work is the first report of anengineered 2. mobilis strain capable of producing
xylonic acid from xylose. The engineered strain was able to convert xylose in sugarncane
bagasse hydrolysate into xylonic acid, showing the potential of using £ mobilis in an
economically feasible and eco-friendly bioprocess. This work underlines the importance of
exploring new genes derived from the biodiversity in order to improve metabolic pathways
in the context of synthetic biology

This process of xylonic acid production can be further optimized by changing and
evaluating the fermentation parameters such as pH, air flow, inoculum concentration
and medium. In this regard, the assessment of the need of adding vitamins, and its
concentrations, when utilizing sugarcane bagasse hydmolysate is of utmost importance in
the appraising of the economic viability of the process, thus, requiring further imvestigation.

Supplementary Materiala: The following ame available online at https:) Swwwmdpi comSarticle/ 10
30 microorganismsWT1 372/ 51, Figare 51: Growth of ZM4 BX and ZM4 BXL strains in glocose or
glucose plus xylose: open trangles: ZM4 BXL on glocose; open circles: ZM4 BX on glueeose; closed
triangles: ZM4 BXL in glecose and xylese. closed cimcles: ZMY4 BX on glecose and xyloss, Figome 52
Dieletion of genes ZMO0T6 and ZMON 237 in 2 mohilis. After transformation, gene deletion and
marker excision wem asessed by PCR with specific primers. Az Dele tion of ZMO0S76 (conBirmation
primers U-ZMOWTE-F/ D-ZMOET &K M1 1 kb Flus DMNA Ladder (Invitrogen), WT: wild-ty pe
ZMOMTE (-3 kb); A7E AZMOMTESpel (3.3 kb); ZMa: AZMOE76 (-2.1 kb B Deletion of
EZMN YT (confirmation primers Cldh-F/Cldh-E). M2: 1 kb DNA Ladder (Fromega); WT: wild-type
ZMO1237 (-22 kb); A1237: AZMOI237:5pc® (-2.5 kb ZMb: AZMO1237 (1.3 kb). C Deletion
of ZMO1Z7 in ZMa strain. M1: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); ZMa: AZMOKTe—wild-
bype ZMON237 (2.2 kb); A1237: AZMODSTS, AZMO1237=5pc® (2.5 kb, primers Cldh-F/ Cldh-R);
ZMe: AZMO0I7S, AZMON237 (- 1.3 kb, primers Cldh-F/Cldh-R). Spct: spectinamycin msistance
cassette. C-: paction control, Figure 5% Stacked chromatograms showing the decrease in furfural
peak (retention time -70 min). Standand containing furfural (1); feomentation sample at Gme 0 h
{2); Eermentation sample afler 4 h (3); fermentation sample afer 20 h (4); Table 51: Primers used
for amplification of XDH genes, construction of deletion cassethes, knockout confirmation and Cre
recombinase amplification.
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