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RESUMO

A bioeconomia como substituicdo ao modelo econdmico atual é a alternativa mais discutida nas
ultimas décadas, como forma de diminuicao da dependéncia de recursos fosseis, caracterizados
como poluentes e ndo-renovaveis. Os processos biotecnoldgicos desenvolvidos em
biorrefinarias sdo considerados como uma das alternativas mais atraentes na valorizagéo de
biomassas, convertendo-as em bioprodutos, biocombustiveis e bioenergia. Por exemplo, o
biodiesel pode ser obtido a partir de 6leos e gorduras, porém gera glicerol como subproduto. A
utilizacdo do glicerol como fonte de carbono tem sido estudada em varios bioprocessos, dentre
0s quais destaca-se a sua conversdo a 1,3-propanodiol (1,3-PDO) por bactérias do género
Clostridium. A metabolizacdo do glicerol ocorre por duas vias, uma oxidativa, pelas enzimas
glicerol desidrogenase (GDH) e di-hidroxiacetona quinase (DHAK), ou glicerol quinase (GK)
e glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH); e outra redutiva, pelas enzimas glicerol desidratase
(GDHt) e 1,3-propanodiol desidrogenase (PDODH), sendo que a produtividade final de
1,3-PDO é dependente da expressao génica destas enzimas. Neste trabalho, estudou-se o isolado
Clostridium beijerinckii Br21, para o qual foram investigadas as condi¢des nutricionais de
fermentacdo e a expressdo de enzimas envolvidas no processo de oxidacao/reducdo de glicerol.
Tais investigacdes também foram efetuadas e comparadas a uma cepa referéncia, Clostridium
pasteurianum DSM 525. Finalmente, estudou-se a manipulacdo genética de C. beijerinckii
Br21, para aprimorar a obtencdo de 1,3-PDO. Comparando a fermentacdo da cepa Br21 em
meio bastante nutritivo (RCM) e pouco nutritivo (WIS, descrito por (WISCHRAL et al., 2015)),
verifica-se a obtencédo de 1,3-PDO somente em condic¢des de menor disponibilidade nutricional.
A concentracdo final de 1,3-PDO obtida em meio WIS é similar a obtida por C. pasteurianum
DSM 525. Além disso, a expressdo de GPDH na cepa Br21 em meio WIS é baixa,
possivelmente indicando limitagéo da velocidade de oxidagao do glicerol via GK. Dessa forma,
esta oxidagdo provavelmente ocorre via GDH/DHAK. Quanto a reducdo do glicerol, a
expressdo génica de PDODH foi similar para as cepas Br21 e DSM 525. Com o intuito de
aumentar a expressdo génica de reducdo do glicerol, realizou-se a transformacdo de C.
beijerinckii Br21, utilizando o plasmideo pMTL83251 contendo os genes codificantes das
enzimas GDHt, cobalamina adenosiltransferase e PDODH, sob controle do promotor
codificante das enzimas fosfotransacetilase/acetato quinase. Apos a selecdo e aperfeicoamento

de um método descrito na literatura, a transformacdo por eletroporacdo para promover a



superexpressdo génica de GDHt, cobalamina adenosiltransferase e PDODH foi bem-sucedida.
A superexpressao desses genes promoveu o aumento da produtividade de 1,3-PDO, porém néo
houve aumento da concentracdo final deste composto. Este estudo contribuiu para o melhor
entendimento das vias de transformacdo de glicerol a 1,3-PDO por um isolado de C.

beijerinckii, aléem de possibilitar a adaptacdo de um método de transformacéo para 0 mesmo.

Palavras chaves: RT-gPCR, glicerol quinase, glicerol-3-fosfato desidrogenase,

1,3-propanodiol desidrogenase, eletroporacdo, superexpressao, pMTL83251.



ABSTRACT

Bioeconomy as a substitute for the current economic model is the most discussed strategy in
recent decades, as a way to diminish dependence on fossil resources, which are considered as
pollutants and non-renewable. Biotechnological processes carried out at biorefineries are
considered as one of the most attractive alternatives for valorization of biomasses, by converting
them into bioproducts, biofuels and bioenergy. For example, biodiesel can be obtained from
oils and grease, but generates glycerol as byproduct. Glycerol recycling as carbon source has
been studied in several bioprocesses, one of them being its conversion to 1,3-propanediol
(1,3-PDO) by bacteria from Clostridium genus. Glycerol metabolization occurs by two routes:
the oxidative one, by glycerol dehydrogenase (GDH) and dihydroxyacetone kinase (DHAK)
enzymes, or glycerol kinase (GK) and glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) enzymes;
and the reductive one, by glycerol dehydratase (GDHt) and 1,3-propanediol dehydrogenase
(PDODH) enzymes. The final 1,3-PDO productivity is dependent on the gene expression of
these enzymes. In this work, the isolate Clostridium beijerinckii Br21 was studied, for which
the fermentation nutritional conditions and gene expression of enzymes involved in glycerol
oxidation/reduction were investigated. These investigations were also carried out for a reference
strain, Clostridium pasteurianum DSM 525. Finally, genetic engineering was studied for C.
beijerinckii Br21, to improve 1,3-PDO synthesis. Comparing the Br21 strain fermentation at
highly nutritious (RCM) and lowly nutritious medium (WIS, described by WISCHRAL et al.,
2015), 1,3-PDO attainment was only observed at lower availability of nutrients. The final
concentration of 1,3-PDO is similar to the one obtained by C. pasteurianum DSM 525. In
addition, GPDH gene expression on the Br21 strain cultivated in WIS medium was low,
possibly indicating rate limitations of glycerol oxidation via GK. Thus, this oxidation probably
occurs via GDH/DHAK. As for glycerol reduction, gene expression of PDODH was similar for
both strains, Br21 and DSM 525. To increase gene expression related to glycerol reduction, C.
beijerinckii Br21 transformation was performed. pMTL83251 plasmid was used, containing the
genes encoding for GDHt, cobalamin adenosyltransferase and PDODH, under control of the
promoter coding for phosphotransacetylase/acetate kinase enzymes. After selection and
improvement of a literature described protocol, transformation by electroporation to promote
the gene overexpression of GDHt, cobalamin adenosyltransferase and PDODH was successful.
The overexpression of these genes increased 1,3-PDO productivity, but there was no increase

in the final concentration of this compound. This work contributed to better understanding of



the metabolic pathways of glycerol conversion to 1,3-PDO by a C. beijerinckii isolate, as well
as made possible to adapt a transformation method for this strain.

Keywords: RT-qPCR, glycerol kinase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, 1,3-propanediol
dehydrogenase, electroporation, overexpression, pMTL83251.
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1. INTRODUCAO

O mundo atual € marcado por uma crescente demanda energética, que desempenha um
importante papel no crescimento econdémico por ser crucial e insubstituivel na producédo
industrial. Estima-se que a demanda por energia global ird aumentar 45 % até 2030, superando
300 % até o final do século (HAO et al., 2016). Os combustiveis fosseis, isto é, carvao mineral,
petroleo e gas natural, representam consumo energético global superior a 80 % (WANG; FAN;
ZHOU, 2022). Porém, sdo amplamente reconhecidos como a principal fonte de emissdes
causadora da crise climatica e degradacdo de ecossistemas, refletindo em consequéncias sociais,
politico-econdmicas e para a saude (SAHA; CARTER, 2022).

A distribuicdo dos combustiveis fosseis entre os diferentes paises ao redor do mundo
é desigual, levando a formacdo de uma rede de troca energética internacional que causa
dependéncia de alguns dos maiores exportadores desses combustiveis, como Russia e Arabia
Saudita (OVERLAND; JURAEV; VAKULCHUK, 2022; WANG; FAN; ZHOU, 2022).
Somado ao fato de que esses sao recursos ndo-renovaveis, a utilizacdo de combustiveis fosseis
torna-se insustentavel a longo prazo. Dessa forma, a transi¢do da economia atual, dependente
de combustiveis fdsseis, para uma economia baseada em recursos renovaveis tem sido
considerada imprescindivel nas ultimas décadas (WEI et al., 2022). De acordo com as novas
estratégias da geopolitica de energia, as fontes de energia renovaveis estdo mais uniformemente
distribuidas entre os paises, tornando as relacdes energéticas internacionais mais simétricas
(OVERLAND; JURAEV; VAKULCHUK, 2022).

A substituicdo do modelo econémico atual para a utilizacdo desse tipo de recursos € a
conceito central da bioeconomia, ou economia baseada em biomassa. Comparada a outros
modelos econdmicos, como o industrial, a bioeconomia é altamente consistente em termos de
sustentabilidade e economia circular, promovendo reducdo do uso de combustiveis fdsseis,
diminuicdo de emissdes poluentes e aumento da eficiéncia industrial (WEI et al., 2022).

Uma das propostas da bioeconomia séo as biorrefinarias, unidades industriais capazes
de converter eficientemente a biomassa em bioprodutos, biocombustiveis e bioenergia
(AWASTHI et al., 2020). S&o utilizados diferentes tipos de biomassa, como lignocelulose,
algas e varios tipos de residuos industriais (UBANDO; FELIX; CHEN, 2020). A exata
configuracdo da biorrefinaria é variavel e depende fortemente das condigdes locais, como
préaticas de agricultura, clima, disponibilidade de matérias-primas e transporte (AWASTHI et
al., 2020).
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O processamento de biomassas realizado em biorrefinarias pode ser classificado em
quatro grupos distintos (TAKKELLAPATI; LI; GONZALEZ, 2018): 1) Mecanico/Fisico, 2)
Bioquimico, 3) Quimico, e 4) Termoquimico. Dentre os bioquimicos, se encontram processos
realizados por enzimas e/ou microrganismos, como fermentacdo, digestdo anaerdbia, entre
outros. Os crescentes avangos da indudstria biotecnoldgica tornaram possiveis a derivacdo de
recursos renovaveis em diferentes produtos por processos bioquimicos, como materiais,
produtos quimicos e energia (BRACCO et al., 2018).

Em especial, destaca-se a biorrefinaria do biodiesel, que tem sido empregado como
substituto ao diesel de petroleo e é produzido a partir de 6leos e gorduras (CHONG et al., 2021).
A producéo de biodiesel global aumentou sete vezes de 2005 a 2015; alem disso, espera-se um
aumento adicional de 35 % até 2025 (NAYLOR; HIGGINS, 2018), que representa uma geragao
de aproximadamente 45 milhdes de m® de biodiesel. Somente no Brasil, foram produzidos
6,7 milhdes de m® de biodiesel em 2021 (Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, 2022).

Um dos subprodutos gerados na inddstria do biodiesel é o glicerol, cuja producéo
inevitavelmente aumenta atrelada ao aumento do consumo e producéo de biodiesel. Porém, o
destino do glicerol cru obtido a partir da sintese de biodiesel ainda € incerto, tornando-se um
potencial poluente ambiental (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012).

Alguns processos biotecnoldgicos tem sido desenvolvidos para a utilizacdo do glicerol
residual obtido na industria do biodiesel. Diversos compostos de valor agregado podem ser
obtidos pela conversdo biologica de glicerol, como 1,3-propanodiol, acido citrico, gas
hidrogénio, polihidroxialcanoatos, entre outros (YANG; HANNA; SUN, 2012). Entretanto, 0s
microrganismos capazes de utilizar o glicerol como substrato e converté-lo em produtos de
valor agregado sdo limitados.

Nessa perspectiva, esta pesquisa se insere no contexto da biorrefinaria do
biodiesel/glicerol, sendo aqui estudada a possibilidade de utilizacdo do glicerol como substrato
de fermentacdo. Especificamente serd estudado um potencial biocatalisador, Clostridium
beijerinckii Br21 e suas vias bioquimicas envolvidas no processo fermentativo para a obtencéo
de 1,3-propanodiol (1,3-PDO).



26

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a obtencdo bioquimica de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21, a partir de

glicerol.

2.2. Objetivos Especificos

Comparar o perfil de fermentacdo do glicerol por C. beijerinckii Br21 e por
Clostridium pasteurianum DSM 525.

Verificar como diferentes composi¢des de meios de cultura afetam o perfil de
fermentacdo do glicerol por C. beijerinckii Br21 e por C. pasteurianum DSM 525

Quantificar a expressdo génica de algumas das enzimas relacionadas ao metabolismo
do glicerol por C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525.

Selecionar e aperfeigoar um método de transformacéo para C. beijerinckii Br21.

Realizar a transformacéo de C. beijerinckii Br21.

Avaliar o efeito da superexpressdo dos genes relacionados a via redutiva do glicerol

em termos de produtividade e rendimento de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biodiesel e glicerol

O biodiesel é um dos principais biocombustiveis produzidos atualmente, pois foi
obrigatoriamente incorporado a matriz de combustiveis em alguns paises (LANDWEHR et al.,
2022). No Brasil, o biodiesel passou a fazer parte da matriz energética em 2005, com a
Lei n°® 11097, que tornou obrigatoria a mistura de 2 % de biodiesel ao diesel comum. Desde
entdo, este percentual tem aumentado, chegando a um méximo de 13 % em 2021. Porém, devido
aos desdobramentos da pandemia de COVID-19, o percentual atual é de 10 % (Figura 1) (Diario
Oficial da Unido, Resolucdo n° 25, 22 de novembro de 2021). Com a obrigatoriedade de

utilizacdo deste composto, a producao nacional de biodiesel aumenta ano ap6s ano (Figura 2).
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Figura 1 - Evolucdo do percentual obrigatério de adicdo de biodiesel ao diesel comum no Brasil.
Adaptado de: (COSTA; OLIVEIRA, 2022). Fonte: Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis.

Este biocombustivel € uma mistura de alquil ésteres de acidos graxos, provenientes da
transesterificacdo de gorduras animais e 6leos vegetais, geralmente reciclados para este fim.
Neste processo, o0s triglicerideos reagem com alcoois (geralmente primarios), produzindo o
biodiesel (éster), além de glicerol como subproduto (Figura 3) (MITREA et al., 2017). O
crescente aumento na demanda de biodiesel promoveu o aumento da oferta de glicerol. S&o
gerados aproximadamente 10 % (m/m) de glicerol do total de biodiesel produzido, cujo destino

tem sido fonte extensiva de estudo.
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Figura 2 - Historico da produgdo nacional de biodiesel, de 2011 a 2021. Fonte: Agéncia Nacional do

Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis.

O glicerol, também denominado propan-1,2,3-triol ou glicerina, € um polialcool de

trés carbonos (3C) e caracterizado como um liquido incolor, inodoro e com alta viscosidade.

Apresenta inimeras aplicagBes nas industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas
(BEATRIZ; ARAUJO; DE LIMA, 2011). Entretanto, para que o glicerol seja aplicado como

matéria-prima nessas industrias, deve passar por processos de purificacdo, visto que o glicerol

bruto obtido com subproduto da producédo do biodiesel apresenta diversas impurezas, variando

de cinzas a metais (KAZMI; CLARK, 2012).
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Figura 3 - Reacdo de sintese do biodiesel.
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Com isso, para aumentar a viabilidade da producéo de biodiesel, é necessério que o
glicerol cru obtido seja reutilizado para a geracdo de compostos de valor agregado. Como
exemplo, alguns processos biotecnologicos utilizam o glicerol para a obtencéo de biopolimeros,
acidos graxos poli-insaturados, etanol, hidrogénio e n-butanol (GARLAPATI; SHANKAR,;
BUDHIRAJA, 2016). Tais aplicacdes visam melhorar os aspectos econdmicos da producéo de
biodiesel.

3.2. Glicerol como matéria-prima em bioprocessos

Uma das aplicacdes para o excesso de glicerol gerado na industria do biodiesel é a sua
utilizacdo como fonte de carbono por microrganismos em processos fermentativos, para a
obtencdo de compostos quimicos de alto valor agregado (ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO,
2012; COMELLI; COMELLLI, 2011). A principal vantagem do glicerol, neste caso, deve-se ao
seu estado altamente reduzido: a conversdo biolégica de glicerol a fosfoenolpiruvato ou
piruvato gera o dobro de equivalentes redutores em comparagdo a glicose ou xilose
(MAERVOET et al., 2011), o que resulta em maiores rendimentos dos produtos reduzidos.

A utilizacdo de glicerol puro seria o cendrio ideal, porém este apresenta preco de
mercado variando entre 0,70 a 1,96 dolares, enquanto o glicerol bruto custa entre 0,08 a 0,18
délares (ABDUL RAMAN; TAN; BUTHIYAPPAN, 2019). Porém, como mencionado
anteriormente, o glicerol bruto obtido como subproduto da sintese de biodiesel apresenta grande
quantidade de contaminantes, que podem afetar o metabolismo de alguns microrganismos.
Esforcos tém sido realizados para a viabilizar a purificacdo deste composto (ABDUL RAMAN,;
TAN; BUTHIYAPPAN, 2019; PITT; DOMINGOS; BARROS, 2019; YULIANA et al., 2021),
bem como o desenvolvimento de processos fermentativos utilizando diretamente o glicerol
bruto (KONGJAN et al., 2021; SUN et al., 2019; WANG et al., 2021).

Alguns dos compostos obtidos a partir de glicerol bruto e os seus rendimentos, bem

como 0s microrganismos envolvidos encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Exemplos de compostos de alto valor agregado obtidos por fermentacdo de diferentes
microrganismos utilizando glicerol bruto como substrato. Adaptado de (UPRETY; VENKATESAGOWDA,;
RAKSHIT, 2017a).

Rendimento

Produto Microrganismo Especie (mol mol) Referéncia
Hidrogénio Bactéria Thermotoga Zgzgolltana DSM 1,32 (NGO et al., 2011)
L. Clostridium butyricum (WILKENS et al.,
1,3-PDO Bactéria AKR1023 0,62 2012a)
- Clostridium pasteurianum (KHANNA et al.,
n-butanol Bactéria MTCC 116 0,43 2013)
Propionibacterium
Trealose Bactéria freudenreichii subsp. 0,027 (RUHzg‘lLlf tal.
Shermanii NCIM 5137
Acido Bactéria Propionibacterium 0.70 (KOSMIDER et al.,
propanoico freudenreichii sp. shermanii 1 ’ 2010)
Etanol Bactéria Propionibacterium 1,60 (CHOI et al., 2011)
- freudenreichii sp. shermanii 1
AC!d.O Bactéria Pasteurellaceae strain DD1 0,94 (SCHOLTEN et
succinico al., 2008)
Acido Yarrowia lipolytica ACA-DC (PAPANIKOLAOU
citrico Levedura 50109 0.27 et al., 2008)
Acido Y- . (DUARTE et al.,
linoleico Levedura Candida sp. LEB-M3 0,11 2013)
Acido y- Rhodosporidium toruloides (UPRETY etal.,
linoleico ~ -evedura ATCC 10788 0,15 2017h)
Acido y- Cunninghamella echinulata (FAKAS et al.,
linoleico Fungo ATHUM 4411 0,033 2009)
Acido y- Mortierella isabellina (PAPANIKOLAOU
linoleico Fungo ANTHUM 2935 0,026 et al., 2008)

3.3. 1,3-propanodiol (1,3-PDO)

Dentre os compostos listados na Tabela 1, destaca-se o 1,3-propanodiol (1,3-PDO)

como bioproduto obtido a partir da transformacéo biologica de glicerol. O 1,3-PDO também €

denominado trimetileno glicol ou polipropileno glicol. Trata-se de um polialcool de 3 carbonos

(3C) e apresenta-se como um liquido incolor e inodoro. E amplamente utilizado nas indUstrias

alimenticia, cosmética e farmacéutica, alem de ser empregado na sintese de biocidas e

compostos heterociclicos. Porem, atualmente o principal uso deste composto é na producéo de

polimeros, como poliéteres, poliuretanos e poliésteres (LEE et al., 2015; WISCHRAL et al.,

2016). O principal polimero produzido a partir de 1,3-PDO ¢ o polipropileno tereftalato (PPT),

tambem denominado politrimetileno tereftalato (PTT) (SILVA et al., 2014).
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O 1,3-PDO pode ser produzido quimicamente por duas vias: através de hidratacdo da
acroleina; e por hidroformilagdo do d6xido de etileno (LEE et al., 2015). Entretanto, a sintese
quimica de 1,3-PDO néo € sustentavel ambientalmente, pois gera intermediarios toxicos e
poluentes e depende diretamente de combustiveis fosseis (SILVA et al., 2014). Portanto, a
sintese bioldgica de 1,3-PDO torna-se vantajosa, pois é obtido a partir de recursos renovaveis

e a temperatura e pressdo ambientes.

3.4. Microrganismos produtores de 1,3-PDO

Diversas bactérias sdo capazes de metabolizar glicerol em 1,3-PDO, principalmente as
pertencentes aos géneros Klebsiella, Citrobacter e Clostridium, mais especificamente, as
espécies Klebsiella pneumoniae, Clostridium butyricum e Clostridium pasteurianum.
Entretanto, as cepas de Clostridium tém tido preferéncia pois apresentam bons rendimentos e
grande parte das cepas de Klebsiella sdo patogénicas (BIEBL, 2001; VIVEK; PANDEY;
BINOD, 20186).

Um resumo com os resultados de alguns dos trabalhos da literatura pode ser

encontrado na Tabela 2.



Tabela 2 — Comparativo entre os rendimentos e produtividades da sintese de 1,3-PDO a partir de glicerol por diferentes microrganismos. Adaptado de (GUPTA et al., 2022),

(YANG et al., 2017) e (TEE et al., 2017).

1,3-PDO obtido

Produtividade

: : o A
Microrganismo Processo (mol L) Yesis (Mol mol™) (mmol L %) Referéncia
K. pneurgggéae DSM Batelada alimentada 0,70 - - (MU et al., 2006)
K. pneumoniae XJ-Li | Batelada alimentada 0,501 0,69 - (ZHgI(\)I(()B;t al.
K. oxytoca FMCC- . i (METSOVITl et al.,
197 Batelada alimentada 0,658 0,5 2012)
C. freundii FMMC-B . (METSOVITl et al.,
294 (VK-19) Batelada alimentada 0,895 0,5 - 2013)
C. b“tygf;{“ DSM | Batelada alimentada 0,62 0,69 i (BIEBL et al., 1992)
C. butyricum VPI . (CHATZIFRAGKOU
1718 Batelada alimentada 0,892 0,67 - et al., 2011b)
C. butyricum . (WILKENS et al.,
AKR1023 Batelada alimentada 1,00 0,62 - 2012b)
(SZYMANOWSKA-
C. butyricum DSP1 Batelada alimentada 0,494 0,64 14,7 POWALOWSKA;
BIALAS, 2014)
C. butyricum L4 Batelada alimentada 0,921 0,65 - (GUPTA et al., 2022)
C. b“tyg'?i‘lm DSM Batelada 0,74 0,62 25,0 (BIEBL et al., 1992)
C. butyricum VPI . (SAINT-AMANS et
3266 Batelada alimentada 0,46 0,65 9,5 al., 1994)

(43



C. butyricum CNCM

(HIMMI; BORIES;

1211 Batelada alimentada 0,859 0,67 22 BARBIRATO, 1999)
: (PAPANIKOLAOU
C. butyricum F2b Batelada 0,29 0,67 16 et al., 2000)
C. butyricum VPI (CHATZIFRAGKOU
1718 Batelada 0,442 0,67 8,5 etal., 20119)
C. butyricum DSM (LOUREIRO-PINTO
10702 Batelada 0,53 0,69 8,3 etal., 2016)
C. beijerinckii DSM (WISCHRAL et al.,
791 Batelada 0,230 0,67 9,5 2016)
C. diolis DSM 15410 Batelada 0,1530 0,68 17,0 (XIN et al., 2016)
_ (ZHU; FANG;
C. butyricum M01 Batelada 0,308 0,61 32,7 WANG, 2016)
C. butyricum JKT37 Batelada 0,2575 0,59 36,8 (TEE et al., 2017?)

€€
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3.4.1. Bactérias do género Clostridium produtoras de 1,3-PDO

As bactérias pertencentes ao género Clostridium caracterizam-se como bastonetes,
gram-positivas, anaerobias estritas e formadoras de esporos. Em geral, tém sido amplamente
utilizadas como biocatalisadores em processos biotecnologicos, pois sdo capazes de
metabolizar uma ampla gama de substratos, incluindo hexoses (C6), pentoses (C5) e fontes de
carbono nédo-sacaridicas, como o glicerol (JURGENS et al., 2012; QURESHI et al., 2006).

Dentre as espécies capazes de metabolizar diretamente o glicerol, temos: C. diolis, C.
acetobutylicum, C. butyricum e C. pasteurianum (LEJA; CZACZYK; MYSZKA, 2013). Além
dessas, o C. beijerinckii, que tem sido relacionado a obtencéo de n-butanol pela fermentacéo de
glicose, também revelou ser um bom produtor de 1,3-PDO quando a fonte de carbono € o
glicerol (WISCHRAL et al., 2016).

3.5. Metabolismo central de Clostridium

O metabolismo de carboidratos caracteristico das espécies C. beijerinckii e C.
pasteurianum encontra-se representado na Figura 4. A fermentacdo de carboidratos realizada
por estas espécies € denominada ABE, pois 0s principais produtos gerados sdo acetona, butanol
e etanol. Este metabolismo ocorre em duas etapas distintas: a acidogénese e a solventogénese
(LIBERATO et al., 2019; PROCENTESE et al., 2015; SCHIEL-BENGELSDORF et al., 2013;
USMANI et al., 2021).

Durante a acidogénese, o carboidrato € assimilado pelas células em crescimento
exponencial e convertido em piruvato e acetil-CoA; esta conversdo ja resulta em um dos
produtos de interesse, 0 gas hidrogénio (AGU; UJOR; EZEJI, 2019). O acetil-CoA formado é
entdo convertido em acetil-fosfato, pela enzima fosfotransacetilase (PTA), sendo este
convertido a &cido acético pela enzima acetato quinase (ACK). Parte do acetil-CoA formado
anteriormente segue por outra rota metabolica, resultando em butiril-CoA, que é convertido em
butiril-fosfato pela enzima fosfotransbutirilase (PTB), e finalmente a &cido butirico pela enzima
butirato quinase (BUK) (AGU; UJOR; EZEJI, 2019). Os acidos acético e butirico sdo liberados
para 0 meio extracelular, causando a acidificacdo do mesmo. Dessa forma, a acidogénese resulta
principalmente em gas hidrogénio e &cidos organicos (acético e butirico) (AGU; UJOR; EZEJI,
2019).

O acumulo de acidos organicos no meio de cultura, associado ao inicio da fase

estacionaria de crescimento do microrganismo, desencadeia a solventogénese (LIBERATO et
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al., 2019; PROCENTESE et al., 2015). Na solventogénese, os &cidos organicos formados na
etapa anterior sdo reassimilados para o interior celular pela enzima acetoacetil-CoA-
acetato/butirato-CoA transferase (CoAT) e convertidos em acetil-CoA e butiril-CoA.
Finalmente, estes compostos sdo direcionados para a formacdo dos produtos principais da
solventogénese: acetona, butanol e etanol.

ATP ADP ATP ADP ADP ATP NAD* NADH + H*

Glicose —» Frutose 6-P —% —» Gliceraldeido 3-P —%» —% —» Piruvato ——» Lactato

Fd,, y H,
s
co,

NAD* NADH + H* NAD*® NADH + H* Pi CoA ADP  ATP
v

Etanol <— Acetaldeido <—— Acetil-CoA —» Acetil-P —» Acetato

ACK
CoAT
————— N&o ocorre na cepa Br21 v
Acetoacetil-CoA ————————» Acetoacetato
T ADC {4
2NADH + 2H —~ o . ¥ co,
/ CoAT
2NAD*, H,0 4/ s \ Acetona
vy BUK i
Butanol <----- Butiraldeido D=y Butiril-CoA ——» Butiri-P — Butirato
v v N
NAD* NADH + H* NAD* NADH + H* Pi  CoA ADP  ATP

Figura 4 - Vias metabolicas relacionadas ao consumo de glicose em C. beijerinckii e C. pasteurianum.
ADC: acetoacetato descarboxilase; ACK: acetato quinase; BUK: butirato quinase; CoAT: acetoacetil-CoA-
acetato/butirato-CoA transferase. Adaptado de (AGU; UJOR; EZEJI, 2019). As setas verdes pontilhadas

representam as reaces que ndo ocorrem em C. beijerinckii Br21.

Embora as reac6es do metabolismo representadas na Figura 4 sdo caracteristicas da
maior parte das especies de C. beijerinckii e C. pasteurianum, algumas cepas perdem a
capacidade de evoluir para a solventogénese. Este fenbmeno é observado apds cultivos
sucessivos de cepas e é conhecido como degeneracdo (KASHKET; ZHI-YI CAO, 1995).
Estudo de cepas degeneradas mostraram que em C. beijerinckii isto se deve especialmente a
perda ou falta de genes que codificam determinadas enzimas, tais como CoAT, acetoacetato
descarboxilase (ADC) e BUK (HARTMANIS; KLASON; GATENBECK, 1984b; KASHKET;
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ZHI-YI CAO, 1995; TUMMALA; WELKER; PAPOUTSAKIS, 2003). Este foi 0 caso da cepa
C. beijerinckii Br21 isolada em nosso laboratorio, na qual ap6s o sequenciamento (FONSECA
et al., 2019), verificou-se a auséncia do gene adc que codifica a enzima ADC. Aparentemente
a falta deste gene, cuja enzima catalisa a reacdo de descarboxilacdo do acetoacetato em acetona,
ndo prejudicaria a formacgdo de butanol, produto de maior valor agregado associado ao
Clostridium. Entretanto, segundo alguns pesquisadores esta reacdo seria responsavel por
fornecer a energia livre necessaria para a reabsorcdo dos acidos acético e butirico pela célula
(HARTMANIS et al., 1984). Com isso, os &cidos permanecem no meio extracelular e o
microrganismo nao € capaz de produzir os solventes correspondentes, tornando a cepa

exclusivamente acidogénica.

3.5.1. Metabolismo do glicerol

O metabolismo para sintese de 1,3-PDO a partir de glicerol por C. beijerinckii e C.
pasteurianum é dividido em dois ramos distintos (Figura 5): 1) a via oxidativa, que pode ter
inicio com duas reacfes distintas. Em uma das possibilidades, o glicerol é convertido em di-
hidroxiacetona (catalisada pela enzima glicerol desidrogenase — GDH, codificada pelo gene
dhaD), e posteriormente fosforilado a di-hidroxiacetona-fosfato (catalisada pela enzima di-
hidroxiacetona quinase - DHAK, codificada pelo gene dhaK). Em outra possibilidade, o glicerol
é convertido a glicerol-3-fosfato (catalisada pela enzima glicerol quinase) e posteriormente em
di-hidroxiacetona-fosfato (catalisada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase). A di-
hidroxiacetona-fosfato é entdo processada pela via glicolitica, produzindo ATP, equivalentes
redutores (NADH + H¥) que possibilitam o crescimento celular, além de outros produtos da
fermentacao (como n-butanol, butirato, acetato e etanol). Ou seja, a conversao de glicerol a di-
hidroxiacetona fosfato pode ser realizada por duas possibilidades, que envolvem as mesmas
classes de enzimas: desidrogenase seguida de quinase (GDH, DHAK) ou quinase seguida de
desidrogenase (GK, GPDH); 2) no ramo redutivo da via, o glicerol é desidratado a
3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) (catalisada pela enzima glicerol desidratase — GDHt,
codificada pelos genes dhaBl e dhaB2), que posteriormente é reduzido a 1,3-propanodiol
(catalisada pela enzima 1,3-propanodiol desidrogenase — PDODH, codificada pelo gene dhaT)
(HONGWEN; BAISHAN; ZONGDING, 2005; LUERS et al., 1997; SILVA et al., 2014).
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Figura 5 - Vias metabélicas relacionadas ao consumo de glicerol em Clostridium. GDH: glicerol
desidrogenase (codificada pelo gene dhaD); DHAK: di-hidroxiacetona quinase (codificada pelo gene dhaK); GK:
glicerol quinase; GPDH: glicerol-3-fosfato desidrogenase; GDHt: glicerol desidratase (codificada pelos genes
dhaB1 e dhaB2); PDODH: 1,3-propanodiol desidrogenase (dhaT). Adaptado de (AGU; UJOR; EZEJI, 2019).

Como pode ser observado na Figura 5, as vias do metabolismo do glicerol estdo
interligadas, pois a via oxidativa é responsavel por gerar 0s equivalentes redutores
(NADH + H") necessarios para viabilizar a via redutiva (SILVA et al., 2014). Os equivalentes
redutores sdo gerados principalmente na primeira etapa da via oxidativa, durante a conversao
de glicerol em di-hidroxiacetona, e durante o processamento dos intermediarios da via
glicolitica. Desse modo, parte do glicerol é destinado a sintese de 1,3-PDO, para que a célula
mantenha o balanco redox. Uma das estratégias utilizadas para aumentar os equivalentes
redutores é a co-fermentacdo de glicerol junto a outros substratos, tais como glicose, xilose,
sacarose e maltose, que sdo convertidos a intermediarios da via glicolitica e fornecem
equivalentes redutores. Nesse caso, o glicerol poderia se tornar integralmente disponivel para
ser metabolizado pela via redutiva, elevando o rendimento de 1,3-PDO (JIN et al., 2011).

Neste contexto de estudo das vias metabolicas, a analise do perfil de expressdo génica

torna-se extremamente importante, pois permite detectar alteracdes na expressao génica
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ocasionadas por estimulos ambientais ou modificacdes genéticas, possibilitando maior
conhecimento sobre a fisiologia celular (KABIR; SHIMIZU, 2003). Considerando um
metabolismo ramificado, como o do Clostridium, catalisado por diversas enzimas, geralmente
ha regulacdo dos genes codificantes por diversos cofatores, precursores, intermediarios ou
produtos da propria via metabdlica. Por meio da analise da expresséo génica, é possivel avaliar
individualmente cada gene ou regulon relacionado a via e como este determina a fisiologia
celular, além de sua interacdo com outros componentes do metabolismo global (TAO et al.,
1999; WILSON et al., 1999).

Desenvolvida nos anos 1990, a transcri¢do reversa seguida da reagcdo em cadeia da
polimerase em tempo real, ou RT-gPCR, é uma das principais técnicas utilizadas atualmente
para analisar a atividade transcricional celular, devido a alta sensibilidade, precisdo, velocidade
de anélise, reprodutibilidade e custo beneficio, possibilitando monitorar a expresséo génica em
diferentes amostras (LI et al., 2020; UDVARDI; CZECHOWSKI; SCHEIBLE, 2008).

Analisando o metabolismo do glicerol e visando o aprimoramento da sintese de
1,3-PDO, sdo descritas quatro enzimas-chave como as principais responsaveis pela utilizacéo
microbiana deste composto (GDH, DHAK, GDHt e PDODH, como visto anteriormente na
Figura 5). Tais enzimas séo expressas e induzidas na presenga de glicerol ou di-hidroxiacetona
e sdo codificadas por um conjunto de genes, que formam o denominado regulon dha. Este €
responsavel por regular as quatro enzimas-chave, sendo reprimido pelo intermediario 3-HPA
(YUAN et al., 2016). Dessa forma, analise do perfil de expressao génica dessas enzimas podera
contribuir de forma significativa para o melhor entendimento das vias do metabolismo de
glicerol a 1,3-propanodiol.

Portanto, o estudo do perfil de expresséo génica em bioprocessos é de vital importancia
para 0 pleno entendimento das vias metabolicas e fisiologia celular. A partir deste
conhecimento, sera possivel avancar para a etapa de desenvolvimento de microrganismos
geneticamente modificados, nos quais as vias metabolicas sdo planejadas com o intuito de
ampliar o rendimento e/ou produtividade de bioprodutos. Com isso, a biossintese de compostos
de interesse industrial, como o 1,3-propanodiol, torna-se mais eficiente em comparacdo ao
microrganismo original, aléem de configurar um processo barato, sustentavel e mais confiavel
que as sinteses quimicas (MERRICK et al., 2016; SJOBERG et al., 2019).
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3.6. Melhoramento genético de Clostridium

Diversos trabalhos reportaram o melhoramento genético de microrganismos
naturalmente produtores de 1,3-PDO, com o intuito de aumentar a producdo deste composto.
Para isso, foram utilizadas principalmente quatro estratégias distintas (SUN et al., 2018): 1)
remocdo de genes relacionados a sintese de subprodutos (SEO et al., 2009; WU et al., 2013;
ZHANG et al., 2006); 2) superexpressdo dos genes relacionados a via redutiva de conversédo de
glicerol a 1,3-propanodiol (CHEN; LIU; LIU, 2011; ZHAO et al., 2009); 3) manipulacédo de
genes relacionados aos niveis intracelulares de cofatores (NADH) (WISCHRAL et al., 2016;
ZHANG et al., 2009); 4) evolugédo direta das enzimas da via redutiva, para melhorar sua
atividade catalitica (QI et al., 2009) ou diminuir a especificidade de coenzima (MA et al., 2010).

Uma das formas mais habituais de obtencdo de microrganismos geneticamente
modificados é a transformacao. Neste procedimento, a célula bacteriana recebe DNA exdgeno
e este é incorporado ao seu genoma, ou replicado independentemente como um plasmideo.
Algumas espécies bacterianas evoluiram para a capacidade de receber DNA (competéncia) por
mecanismos especificos. Porém, em geral € possivel realizar a competéncia mesmo de células
gue ndo apresentam naturalmente esta caracteristica, por meio do tratamento com célcio ou
choque elétrico (WERTZ; LOW, 2017).

O tratamento com choque elétrico, ou eletroporacdo, consiste na aplica¢do de um pulso
elétrico para induzir um potencial na membrana, ocasionando poros temporarios nas
membranas celulares, possibilitando a entrada de DNA nas células. (CHUNG; CHEN; LIN,
2015). A eficiéncia de incorporacdo do DNA pode ser aumentada intensificando o potencial
elétrico aplicado, porém o aumento da intensidade do campo elétrico também resulta em
aumento da porcentagem de morte celular. Dessa forma, o potencial deve ser cuidadosamente
ajustado para possibilitar boa eficiéncia de transformacgéo. O potencial aplicado varia de acordo
com a espécie de bactéria utilizada; mas de maneira geral, bactérias gram-positivas sdo
submetidas a menores valores em comparacao a bactérias gram-negativas (XUE; JOHNSON;
DALRYMPLE, 1999), resultando em menores eficiéncias de transformacéo em comparacéo a
gram-negativas.

A dificuldade de eletrotransformacdo em bactérias gram-positivas pode estar
relacionada a (DOWER et al., 1992): sua menor vulnerabilidade a campos elétricos, devido a
densa parede celular; incapacidade de macromoléculas em permear a espessa parede celular,
mesmo ap0ds temporariamente permeéveis pelo pulso elétrico; altas pressdes internas desses

tipos celulares, que previne a entrada do DNA; limitacGes no estabelecimento e manutencéo de



40

plasmideos. Porém, as eficiéncias de transformacdo obtidas por eletroporacdo sdo geralmente
suficientes para a manipulacdo genética desses microrganismos, em comparacdo a outras
metodologias de transformacdo (DOWER et al., 1992).

Em bactérias do género Clostridium, a transformacdo € geralmente realizada por
eletroporagdo, porém diferentes pardmetros séo utilizados, dependendo da espécie. Alguns

exemplos estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Exemplos de protocolos de eletroporacéo utilizados para transformacédo de Clostridium.

Autor
Parametros
(LITTLE etal., 2018)  (DAVIS et al., 2005) (XIN et al., 2020)
Microraanismo C. beijerinckii C. beijerinckii C. beijerinckii
g NCIMB 14988 NCIMB 8052 CC101
Meio de cultura 2xXYTG 2xXYTG CGM
DOeoo da cultura
utilizada na 0,2 0,6 0,4a0,6
transformacéo
Plasmideo Série pmTL - pNICKclos 2.0-xyIR
Quantidade de 1,0 0,5 1,022,0
plasmideo (g)
Tampao d? Tampéo SEB Tampéo SEB Tampdo ETM / ET
eletroporagéo
Voltagem (kV) 1,25 1,25 1,8
Tempo de 3.0 3.0 40260
regeneragéo (h)

Legenda: 2xYTG (triptona 16 g L%, extrato de levedura 10 g L1, NaCI 5 g L™ e glicose
5 g L™1); CGM (glicose 30 g L, extrato de levedura 6,25 g L, (NH4)2S04 2,25 g L%, NaCl
1,25 g L1, asparagina 2,5 g L, KH2PO4 0,95 g L?, KoHPOs 0,95 g L, MgS04.7H,0
0,59 L%, MnS0O4.7H,0 13 mg L, FeS04.7H,0 13 mg L%, pH ajustado para 6,4); Tamp&o SEB
(sacarose 270 mmol L, NazHPO4 7 mmol L2, NaH2PO4 7 mmol L e MgCl> 1 mmol L?);
Tamp&o ETM (sacarose 270 mmol L, NaH,PO4 4,4 mmol L, Na,HPO4 0,6 mmol L, MgCl;
10 mmol L?, pH ajustado para 7,4); Tampdo ET (sacarose 270 mmol L, NaH:PO,
4,4 mmol L, NazHPO4 0,6 mmol L, pH ajustado para 7,4).
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Um passo essencial para o sucesso da transformacéo € a busca por sistemas de restri¢ao
e modificacdo no microrganismo a ser transformado. Esses sistemas sdo compostos por uma
enzima de restricdo e uma correspondente enzima de modificacdo (metilacdo). Podem ser
classificados em quatro tipos distintos (I, I1, 11 e 1), de acordo com a sequéncia nucleotidica
de reconhecimento e os cofatores necessarios (MURRAY, 2000). Esse conjunto de enzimas
atua como um sistema imune no microrganismo, protegendo-o de material genético exogeno.
Quando DNA sem o correto padrdo de metilacdo é detectado na célula, a endonuclease de
restricdo rapidamente reconhece e degrada esta molécula. Com isso, 0 microrganismo é capaz
de diferenciar seu proprio DNA (metilado) de DNA exdgeno (ndo metilado) (ROER,;
AARESTRUP; HASMAN, 2015). Como exemplo, os sistemas de restricdo e modificacdo do
tipo | sdo codificados por trés genes, cujos produtos formam um complexo enzimatico: hsdR
(restricdo), hsdM (metilacdo) e hsdS (reconhecimento da sequéncia especifica). A enzima mais
conhecida e estudada de sistemas do tipo | é a EcoKl (ROBERTS et al., 2003).

Esses sistemas devem ser considerados ao realizar a transformacédo de determinado
microrganismo, Vvisto que justamente o procedimento a ser realizado sera a insercdo de DNA
exogeno. Para evitar a degradacdo do DNA no hospedeiro, este deve conter o correto padréo de
metilacdo ou auséncia dos sitios de restrigdo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos e condigdes de cultivo

Foram utilizadas duas cepas de Clostridium: C. beijerinckii Br21, isolada em nosso
laboratério (FONSECA, 2016) (disponivel no banco de dados DDBJ/ENA/GenBank, nimero
de acesso: MWMHO00000000) e principal cepa em estudo neste trabalho; e C. pasteurianum
DSM 525, obtida na Colecdo de cultura Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) que foi empregada como referéncia. O cultivo destas cepas foi realizado
em RCM (peptona 10 g L, extrato de carne 10 g L™, extrato de levedura 3 g L™, glicose
5g L% NaCl5g L% amido solavel 1 g L, cisteina 0,5 g L™, acetato de sddio 3 g L™ e agar
0,59 L1 e meio WIS (K:HPO4 5 g L, extrato de levedura 0,5 g L e acetato de sodio
0,005 g L) (WISCHRAL et al., 2015), com pH ajustado para 7,2.

Na etapa de transformacdo, C. beijerinckii Br21 também foi cultivado em meio 2xYTG
(triptona 16 g L%, extrato de levedura 10 g L™*, NaCI5g L™ e glicose 5 g L™?). Além disso, nesta
etapa se utilizou Escherichia coli XL1-Blue MRF’, que foi cultivada em meio LB (triptona
10 g L%, extrato de levedura 5 g Lt e NaCl 10 g L™1). Ap6s a transformag&o, os meios de cultura
utilizados no crescimento de C. beijerinckii Br21 e E. coli XL1-Blue MRF’ foram
suplementados com claritromicina 2 pg mL™ e eritromicina 250 pg mL™2, respectivamente.

Em todos os cultivos, a retirada do ar foi feita por meio de troca da fase gasosa no
interior dos frascos, utilizando gas nitrogénio 5,0, com o objetivo de promover a anaerobiose

do sistema. Os frascos foram fechados com tampa de borracha e selados com lacre de aluminio.

4.2. Estoque dos microrganismos

Para o armazenamento das cepas de Clostridium a longo prazo, foi realizado um
estoque a partir de uma cultura incubada em RCM a 37 °C, por 18h. As celulas foram
centrifugadas a 9000 rpm por 3 minutos e suspendidas em RCM contendo 30 % de glicerol.
Aliguotas de 2 mL dessa suspensdo foram armazenadas em freezer a -80 °C. O preparo do
indculo foi sempre realizado a partir dessas aliquotas.

Para o armazenamento da cepa de E. coli XL1-Blue MRF’ a longo prazo, utilizou-se

uma cultura incubada a 37 °C por 18 h. Foram aliquotados 500 pL em tubos contendo 500 pL
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de glicerol puro, totalizando 1 mL de suspensdo celular. Os tubos foram armazenados em

freezer a -80 °C. O inoculo foi realizado utilizando 100 pL dessa suspenséo.

4.3. Preparo do in6culo de Clostridium

Para ativacdo das cepas de Clostridium, foram utilizados tubos de 150 mL contendo
60 mL de RCM (glicose 5 g L™). A este meio de cultivo, foram adicionados 2 mL da suspensio
celular estoque. A cultura foi incubada a 37 °C sem agitacao, por 24 h.

Apds 24 h de incubacéo, foram transferidos 2 mL da cultura de ativacdo para 60 mL
do mesmo meio de cultivo desejado para o ensaio fermentativo, como forma de adaptagéo do
microrganismo. Esse cultivo também foi feito a 37 °C sem agitacéo, por 18 h.

Apds 18 h de incubacdo, utilizou-se este segundo cultivo como in6culo dos ensaios
fermentativos, em quantidade suficiente para que a densidade 6tica (DOsoo) inicial dos ensaios

fosse igual a 0,1.

4.4. Ensaios fermentativos

Os ensaios fermentativos foram realizados em batelada em frascos de 100 mL,
preenchido com 60 mL de meio contendo glicerol como fonte de carbono, cuja concentracéo
inicial variou entre 400 a 500 mmol L. Nos ensaios realizados em RCM, a glicose
originalmente constituinte foi substituida por glicerol. O pH inicial dos meios foi ajustado para
7,2 e a anaerobiose propiciada pela troca de gas do headspace, além da tampa de borracha e do
lacre de aluminio.

Ao longo da fermentacéo, foram coletadas amostras de 2 mL do meio de cultivo, para

acompanhamento da fermentacao e estimativa de parametros cinéticos.

4.4.1. Acompanhamento da fermentacdo

4.4.1.1. Quantificacéo celular e pH

O crescimento celular foi monitorado por medidas de densidade otica do meio a
600 nm (DOeoo), utilizando o espectrofotometro UV-M51 (BEL Engineering).
Para o calculo dos parametros cinéticos, os valores de DOeoo foram convertidos em

concentracdo de massa celular seca, por meio de uma correlagdo matemética determinada
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experimentalmente por nosso grupo de pesquisa, que resultou na expresséo representada a

seguir (Equacéo 1).

Equacdo 1 - Expressdo matematica experimentalmente determinada para a conversdo de densidade ética (y, sem

unidade) em concentracdo de massa celular seca (x, mg L)

y = 0,0024 x

O pH foi monitorado utilizando o medidor de pH mPA-210 (MS TECNOPON
Instrumentagéo), devidamente calibrado com solucdes padréo de pH 4, 7 e 10.

4.4.1.2. Quantificacdo do substrato e produtos de fermentacéo

A concentragéo de glicerol e de bioprodutos ao longo da fermentagéo foi determinada
por cromatografia gasosa (GC), utilizando o cromatdgrafo GC-2014 (Shimadzu, Jap&o)
equipado com uma coluna capilar polimérica Stabilwax®-DA (30 m de comprimento, 0,25 um
de espessura do filme e 0,25 mm de didmetro) e detector de ionizagdo por chama
(flame ionization detector - FID).

O método de analise foi descrito por EGOBURO et al. (2017) e se inicia com o preparo
da amostra: 250 uL de amostra do meio de cultivo, adicionados a 750 L de etanol (com pureza
apropriada para analise por GC) e agitacdo por 1 minuto. Em seguida, a solucéo é centrifugada
a 4000 rpm por 4 minutos e filtrada utilizando membrana de 0,22 pum, sendo finalmente
transferida ao frasco de anélise.

A injecdo é realizada de forma automatica utilizado o amostrador AOC-20i
(Shimadzu, Japdo). Séo injetados 2 uL de amostra, com split de 30:1. O injetor é aquecido a
300 °C e o detector FID a 290 °C. O gas de arraste utilizado foi o N2, com um fluxo de 2,5 mL
min.

Realizou-se um gradiente de temperatura na coluna ao longo da analise, sendo
inicialmente mantida a 185 °C por 3 min, em seguida aumentando para 220 °C (taxa de
aquecimento de 40 °C mint), permanecendo nesta temperatura por 1 min. O tempo de corrida
para cada amostra foi de 5,4 min.

As concentragdes de cada composto nas amostras foram determinadas pelo método de
calibracéo externa, utilizando soluc6es padrdo com concentragdes conhecidas, preparadas com

reagentes Sigma-Aldrich. As faixas de concentracdo de cada composto empregadas nas
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solugbes padrdo foram: glicerol, 10 a 1000 mmol L; &cido acético, 6 a 650 mmol L*;
acido butirico, 4 a 450 mmol L%; e 1,3-PDO, 5 a 500 mmol L,

Além disso, as concentracdes totais de cada acido organico (Ciota) determinadas por
GC foram utilizadas para o calculo das concentra¢des de &cidos nédo dissociados (Cha) (Equagio
2). Para isso, utilizou-se a equacao de Henderson-Hasselbalch, considerando os valores de pKa
(@ 35°C) de 4,75 e 4,83 para os acidos acético e butirico, respectivamente (MADDOX et al.,
2000).

Equagcéo 2 - Célculo da concentracdo de acido organico ndo dissociado, utilizando a equagéo de

Henderson-Hasselbalch.

_ Ctotal
1+ 10(PH-pPKa)

CHA

4.4.2. Parametros cinéticos dos ensaios fermentativos

Apds a quantificacdo do substrato e produtos por GC, os dados obtidos foram
utilizados para o calculo da velocidade especifica de crescimento (u, h™). Inicialmente, os
valores de DOeoo Sd0 convertidos em concentracdo de massa celular seca, utilizando a Equacéo
1. Em seguida, faz-se o ajuste de uma curva sigmoidal, utilizando a equacdo de Boltzmann, aos
valores de concentracdo celular (X, mg L) em funcdo do tempo (t, h). A velocidade de
crescimento (rx, mg L™ hl) é obtida a partir da derivada de primeira ordem de X = f (t)
(Equacdo 3). Em seguida, a velocidade especifica de crescimento (u, h™) é calculada pela
divisdo da velocidade de crescimento (rx, mg L™ h™) pela concentragdo celular (X, mg L)
(Equacdo 4). A partir do gréfico de velocidade especifica de crescimento (i, h™t) em funco do

tempo (t, h) pode-se determinar a velocidade especifica de crescimento maxima (pmax, ™).

Equacéo 3 - Determinacéo da velocidade de crescimento (rx).

dX
I'y =a

Equacdo 4 - Calculo da velocidade especifica de crescimento ().
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Outro parametro cinético calculado foi o fator de conversdo de substrato em produto

(Yess), utilizando a Equacéo 5.

Equacdo 5 - Expressdo matematica para determinacdo do fator de conversdo de substrato em produto (Yess)

Concentragio de produto obtida ao final do ensaio (mmol L™1)

Y, =
(P/S) Concentragdo de substrato consumido ao final do ensaio (mmol L™1)

Esse parametro é determinado experimentalmente, de acordo com o0s resultados
obtidos. Porém, um valor tedrico maximo também pode ser calculado, de acordo com a
estequiometria envolvida no processo (Equacdo 6) (BIEBL et al., 1992). Neste caso, o glicerol
(C3HgO3) consumido por Clostridium €é principalmente convertido em 1,3-PDO (C3HgO>),
acido acético (C2H103) e &cido butirico (CsHgO>). Portanto, o valor de Yps tedrico méaximo é
0,6 mol 1,3-PDO mol™ glicerol, ou 0,50 g 1,3-PDO g* glicerol.

Equacdo 6 - Reagdo estequiométrica da biossintese de 1,3-PDO e subprodutos, a partir de glicerol
Biocatalisador

10 C3Hg03 ————— 6 C3HgO, + 2 C,H,0, + C,Hg0, + 4 CO, + 4 H, + 4 H,0

Utilizando os valores de Ypss experimental e teérico maximo, é possivel calcular a

eficiéncia do processo (Equacéo 7).

Equacéo 7 - Célculo da eficiéncia (%) de conversdo de substrato em produto

en Yp,s experimental
Eficiéncia (%) = — — x100
Yp/s teérico maximo

Finalmente, também foi calculada a produtividade, que expressa a obtencao do produto
por unidade de tempo (Equacéo 8). E calculada considerando a variagio da concentragio do

produto (AP) em determinado intervalo de tempo (At).

Equacdo 8 - Célculo da produtividade (mmol L h?)

AP
Produtividade (mmol L™th™1) = T
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Para calcular a incerteza referente a cada um dos pardmetros cinéticos, inicialmente
foi calculado o desvio padrdo (Ax, Ay) da média de concentracdo de cada composto. Em
seguida, os erros foram propagados (Az) de acordo com a operacdo matematica realizada para
o céalculo do pardmetro cinético: adigdo ou subtracdo (Equacdo 9); multiplicacdo ou divisdo
(Equacéo 10).

Equacéo 9 - Propagacdo de erros em opera¢des de adi¢do ou subtracéo.

Az = \/(Ax)? + (Ay)? + ---

Equacéo 10 - Propagacéo de erros em operacOes de multiplicacdo ou diviséo.

)+ - )

Az

4.4.3. Balanco de carbono

O balan¢o de carbono foi calculado considerando: a quantidade total de glicerol
consumida pelos microrganismos no ensaio; a concentracao total obtida de cada produto (acido
acético, acido butirico e 1,3-propanodiol); e a variacdo da concentracdo celular ao longo do
ensaio. Em seguida, cada valor de concentracdo foi convertido em concentragéo de carbono
total, considerando o nimero de mols de carbono presente em cada um dos compostos: glicerol
(3C), acido acético (2C) e acido butirico (4C). A quantidade de carbonos referente a massa
celular pode ser obtida pela formula minima CsH702N (BIEBL, 2001), equivalendo a 4C.

Finalmente, calculou-se a recuperagédo de carbono (%) de acordo com a Equacéo 11.

Equacao 11 - Célculo da recuperagéo de carbono (%)

R 50 d bono (%) = Concentragdo de C (mmol L™1) dos produtos 100
eeuperagao e carbono L) = Concentragdo de C (mmol L™1) do glicerol consumido X

4.5. Quantificacdo da expressado génica absoluta

Durante a fase exponencial de crescimento dos microrganismos, foram coletadas
amostras do meio de cultivo para armazenamento das células e posterior analise da expressdo

génica absoluta de algumas das principais enzimas do metabolismo do glicerol. Esta etapa foi
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realizada em colaboragdo com o laboratério coordenado pela Profa. Dra. Taisa Magnani
Dinamarco (Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo) e também com o laboratério coordenado pelo Prof. Dr. Sergio Akira Uyemura

(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo).

4.5.1. Armazenamento e conservacao das células

Ao alcancar a fase exponencial de crescimento, foram coletados 5 mL do meio de
cultivo, que foram centrifugados em tubos criogénicos de 5 mL a 12000 g e 4 °C por 20 minutos.
Utilizando ponteiras com filtro e livres de RNases, todo o sobrenadante foi imediatamente
removido do pellet de celulas e o tubo criogénico foi congelado em nitrogénio liquido, para
armazenamento a curto prazo. Caso necessario, 0 armazenamento a longo prazo foi realizado

em freezer a -80 °C.

4.5.2. Extracdo do RNA total e verificacdo de integridade

O RNA total das células coletadas foi extraido utilizando-se 0 PureLink™ RNA Mini
Kit (Invitrogen), de acordo com a secéo dedicada a células bacterianas. Este protocolo consiste
em duas etapas: 1) Lise e Homogeneizacdo; 2) Ligacdo, Lavagem e Eluicdo. Na primeira etapa,
o pellet de células é tratado com uma solucéo de lisozima, preparada antes da extracdo e de uso
imediato; além de um tampdo de lise celular, fornecido pelo Kkit. Utilizou-se um
homogeneizador de amostras diretamente em cada tubo, a 20000 rpm por 20 segundos, para
lise das células e mistura dos reagentes. Na segunda etapa, 0 homogeneizado celular resultante
é submetido a sucessivas centrifugacdes em tubos contendo membranas na qual o RNA se
adere, permitindo o tratamento com tampdes de lavagem, para purificagdo do RNA obtido. Por
fim, efetua-se a eluicdo do RNA aderido a membrana utilizando-se agua livre de RNases. O
RNA obtido foi quantificado utilizando-se o NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific),
com 1 pL da solu¢do de RNA.

Apos a extragdo e quantificagdo do RNA total, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (1 % m/v) em condic¢Ges desnaturantes, para avaliar a integridade
do material genético extraido. As amostras para a eletroforese foram preparadas utilizando-se
1000 ng (ou 1 pg) de RNA. Adicionou-se o corante de acidos nucléicos Gel Red®, que emite
fluorescéncia quando iluminado com radiacdo UV, possibilitando a revelacdo do gel; além

disso, também foi utilizado o tampé&o de carregamento 5X (composicédo descrita na Tabela 4),
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que permite monitorar o progresso da eletroforese e fornece as condigdes ideais para migragéo
dos fragmentos de RNA no gel. Os componentes e quantidades utilizados no preparo das
amostras encontram-se dispostos na Tabela 5. A eletroforese foi realizada utilizando o tampé&o
MOPS 1X pH 7,0, preparado a partir do tampdo MOPS 10X pH 7,0, cuja composicao é descrita
na Tabela 6. Como referéncia, foi utilizado o GeneRuler™ | kb DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific).

Tabela 4 - Composicao do tampao de carregamento 5X (para amostras de RNA)

Componente Proporcao
Formamida 52,8 % (v/v)
Tampédo MOPS 10X pH 7,0 10,5 % (v/v)
Formaldeido 16,9 % (v/v)
Glicerol 7,0 % (viv)
Azul de bromofenol 5,6 % (m/v)
Agua livre de nucleases Suficiente para completar 100 %

Tabela 5 - Componentes utilizados no preparo das amostras de RNA para analise por

eletroforese em gel de agarose (1 % m/v)

Componente Quantidade
RNA 1000 ng
Tampdo de carregamento 5X 3uL
Gel Red® 1:500 2 uL
Agua livre de nucleases Suficiente para completar 15 pL

Tabela 6 - Composicdo do tamp&o MOPS 10X pH 7,0

Componente Concentragdo (mmol L)
MOPS 200
Acetato de sodio 50
EDTA 0,25 M pH 8,0 10
NaOH sélido Suficiente para pH 7,0

Obs.: armazenar o tampdo MOPS 10X pH 7,0 em frasco ambar.
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A eletroforese foi realizada a 100 V, por aproximadamente 30 minutos, sendo o gel

posteriormente revelado utilizando o Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad).

45.3. Tratamento com DNase

Apo6s confirmar a integridade do RNA, realizou-se o tratamento com DNase, para
eliminar possiveis moléculas de DNA presentes em solugdo. Para isso, utilizou-se o kit DNase
I, Amplification Grade (Invitrogen). O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante, no qual adicionam-se 0s componentes descritos na Tabela 7 (para o

tratamento de 1 pg de RNA).

Tabela 7 - Componentes utilizados para o tratamento com DNase

Componente Quantidade
RNA 1 g
10X DNase | Reaction Buffer 1puL
DNase I, 1 U pL? 1uL
Agua livre de nucleases Suficiente para completar 10 pL

Apds a adicdo dos componentes, a solucdo foi incubada em temperatura ambiente, por
15 min. Em seguida, adicionou-se 1 uL de EDTA 25 mmol L (para 1 ug de RNA inicial) e 0
meio reacional foi aquecido a 65 °C, por 10 min, finalizando o procedimento.

45.4. Sintese do cDNA

Como a PCR somente pode ser realizada com DNA, é necessario sintetizar moléculas
de DNA complementares (cDNA) ao RNA extraido anteriormente. Para isso, utilizou-se o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

De acordo com o protocolo, partindo de 10 uL da solugao de RNA (que, neste volume,
deve conter até¢ 2 pg de RNA), devem ser utilizados 10 pLL do RT master mix, totalizando
20 pL de volume final da reagao.

As quantidades necessarias para o preparo do RT master mix, por reacdo, estdo
descritas na Tabela 8. Ao preparar o master mix, foram consideradas algumas reacdes
adicionais, isto é, preparou-se quantidade superior a necessaria, devido a eventuais perdas de

volume durante as transferéncias de reagentes.
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Tabela 8 - Reagentes necessarios para a sintese do cDNA, por reacao

Componente Volume (pL)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0
Agua livre de nucleases 4,2
Total por reagédo 10,0

Ap0s preparar o meio reacional (10 pL da solugdo de RNA + 10 pL do RT master
mix), as amostras foram levadas ao termociclador C1000 Touch™ (Bio-Rad), com o seguinte

programa de temperaturas (Tabela 9).

Tabela 9 - Programa de temperaturas empregado na sintese do cDNA

Parametro 12 Etapa 2% Etapa 3% Etapa 48 Etapa
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo (min) 10 120 5 0

O cDNA sintetizado foi quantificado utilizando-se o NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher
Scientific), com 1 pL da solucdo de cDNA.

4.5.5. PCR em tempo real (QPCR)

Para a realizacdo da qPCR, foram adquiridas sondas e primers para os genes de
interesse, utilizando Custom TagMan™ Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Como
foram avaliadas duas espécies diferentes de Clostridium, os primers foram sintetizados
separadamente para cada microrganismo. As enzimas-alvo, bem como os primers e sondas

sintetizados para cada cepa encontram-se descritos nas Tabela 10 e Tabela 11.
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Tabela 10 - Enzimas selecionadas para a quantificacdo da expressdo génica absoluta em C. beijerinckii Br21

Enzima Primers (5 3°) Reporter 1 (5” 37)
: FW: AGATGTTGTGATAACATTAACACATTCAGGAT
DNA girase TCTGCCGAAATTCTT
(normalizador) R: GCTTGAATTCCTTTTCCACCTCTTC

FW: CAGGAGGCGTTAGAGTTCCAATAG

Glicerol quinase TCCCCTGCCATACCTG
R: TGTCCAAATAGAGCGCATTGTTGA

: FW: TGGTGCAACTGATATTTTAGCATAGTGA
Gl_lcerol 3P CCGGCCTCTAAATTA
desidrogenase R: AAAGAGTCAATAATTAATATATTTACAGAAGTATATAGCGAAAATGA
; FW: GGACGCTTTAACTCATGCAATTGAA
1.3 propanodlol CCGGATTTGCATCTTT
desidrogenase R: CTTGTATTGCTGAAGCATCTGTCA

Tabela 11 - Enzimas selecionadas para a quantificacdo da expressdo génica absoluta em C. pasteurianum DSM 525

Enzima Primers (5 3”) Reporter 1 (57 3”)
. FW: AGCACTTGACCATATTGATGAAGTAATAAGTATAATAAG

DNA gll‘ase CCGCTTCACGAACTGT

(normalizador) R: CTGATTGCTTTTCAGAAAGACTAAATGCT

. FW: GGAGTTGAAATAGGAGGTGCAGTTAAAA
dGI.'é:erOI 3P TCCATCACAAATTCC

esiarogenase R: CAGCTTTGGTATTATCACCGTAACC
: FW: GCCTTAACTCATGCCATAGAGTCCTA

1,3-propanodiol CTGGGTTTGCATCTTT

desidrogenase R: TTATTGCTTGTATAGCTAAGGCATCTGTT

O cDNA sintetizado foi diluido para 100 ng pL™ ap6s a quantificacdo. Em seguida,
utilizou-se 0 TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) para o preparo das
amostras, em placas de reacdo de 96 pocas (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate,
Biosystems). Seguindo o protocolo fornecido pelo Kit, as reagdes foram preparadas em triplicata
para cada amostra de cDNA obtida, de acordo com as quantidades na

Tabela 12. Além disso, preparamos amostras NTC (No Template Control) substituindo

a solucdo de cDNA por &gua, como controle negativo da reagéo.
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Tabela 12 - Volumes dos reagentes utilizados no preparo das amostras para a q°PCR

Componente Volume (pL)
Solucio de cDNA 100 ng pL? 1,0
TagMan™ Universal PCR Master Mix (2X) 5,0
TagMan™ Gene Expression Assay (20X) 0,5
Agua livre de nucleases 3,5
Total por reagédo 10,0

Em seguida, as placas de reacdo foram lacradas com MicroAmp™ Optical Adhesive
Film (Applied Biosystems), para evitar a evaporagdo das amostras. A reacdo foi realizada no
termociclador Mastercycler® RealPlex 4S (Eppendorf, Alemanha) utilizando o programa de

temperaturas listado na Tabela 13.

Tabela 13 - Programa de temperaturas empregado na gPCR

Parametro 12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa 42 Etapa
Temperatura (°C) 50 95 95 60
Tempo (min:s) 02:00 10:00 00:15 01:00
Numero de ciclos 1 1 40 40

A expressdo génica foi obtida por quantificacdo absoluta utilizando-se uma curva
analitica de DNA relativa a cada enzima, com niimero de copias do gene alvo situadas entre 10’
e 10%.

4.6. Superexpressdo homologa dos genes dhaBl, dhaB2, CoT e dhaT em
C. beijerinckii Br21

Esta etapa da pesquisa foi realizada em colaboragdo com o laboratério do Prof. Dr.
Peter Durre (Institut fur Mikrobiologie und Biotechnologie, Universistat Ulm, Alemanha), sob
financiamento da Bolsa Estadgio de Pesquisa no Exterior (BEPE) FAPESP (Processo
2021/06757-2). Neste caso, alguns dos procedimentos foram efetuados de maneira diferente da
descrita anteriormente, conforme os métodos utilizados pelos parceiros alemdes. Portanto, serdo

novamente detalhados.
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4.6.1. Amplificacéo do cluster de genes de 1,3-PDO

De acordo com 0 genoma da cepa C. beijerinckii Br21 disponivel no banco de dados
DDBJ/ENA/GenBank (nimero de acesso: MWMHO00000000), os genes dhaB1, dhaB2 e dhaT
estdo aglomerados em sequéncia (Figura 6), com um gene CoT adicional (locus tag:
CBEIBR21_22770) entre dhaB2 e dhaT, que codifica a enzima cobalamina adenosiltransferase.
Essa sequéncia de quatro genes possui 5015 bp.

MWMHIOlOOOOlO CBEIBR21_22770

1 CBEIBR21_22760 CBEIBR21_22765 CBEIBR21_22775 :
1

82.000 83.000

! dhaB1 dhaB2 CoT  dhaT !

Figura 6 - Representacéo esquematica dos genes aglomerados relacionados a via redutiva de sintese do
1,3-PDO. dhaB1: gene codificante da subunidade grande do complexo enzimatico da glicerol desidratase (locus
tag: CBEIBR21_22760); dhaB2: gene codificante da subunidade pequena do complexo enzimatico da glicerol
desidratase (locus tag: CBEIBR21 22765); CoT: gene codificante da enzima cobalamina adenosiltransferase
(locus tag: CBEIBR21 22770); dhaT: gene codificante da enzima 1,3-propanodiol desidrogenase (locus tag:
CBEIBR21_22775).

Para a amplificacdo do cluster de genes de 1,3-PDO, DNA genémico foi inicialmente
extraido de C. beijerinckii Br21. Para isso foi utilizado o MasterPure™ Gram Positive DNA
Purification Kit (Epicentre Biotechnologies). Os primers necessarios para a amplificacéo
(Tabela 14) do cluster de genes de 1,3-PDO foram desenhados utilizando a ferramenta
NEBuilder® Assembly Tool (https://nebuilder.neb.com) e sintetizados pela empresa Biomers
GmbH (Ulm, Baden-Wirttemberg, Alemanha). A temperatura de anelamento dos primers
informada pela ferramenta online foi de 56 °C. Uma PCR em gradiente foi realizada, variando-
se a temperatura de anelamento em 56 + 5 °C. A PCR foi efetuada utilizando CloneAmp™ HiFi
PCR Premix (Clontech), com o programa de temperaturas listado na Tabela 15. Um controle
negativo também foi preparado, substituindo o DNA genémico da reacéo por agua.

Apos a PCR, realizou-se a eletroforese em gel de agarose (0,8 % m/v) e tampao
TAE 1X, para confirmar a obtencdo do fragmento de tamanho correto (5015 bp).


https://nebuilder.neb.com/
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Tabela 14 - Primers utilizados para a amplificacdo do cluster de genes de 1,3-PDO e sequenciamento do

plasmideo pMTL83251_Pyta-ack_1,3-PDO_cluster

Nome Sequéncia (5’ 3”) Aplicacéo
dhaB1/2CoTdhaT. fwd TTAAATTTAAAGGGAGGACTCTAGAATGATAAGTAAAGGATTTAG Amplificacdo
TACC do cluster de
GCAGGCTTCTTATTTTTATGCTAGCTTAATAAGCAGCTTTAAATAT genes de 1,3-
dhaB1/2CoTdhaT.rev ATTTACG PDO
Seql GGAGCTGGTGAAGTACAT
Seq2 GAAACAGAAGGTCAACCG
Seq3 GCGTGTCAATCATTTTGG
Sequenciamento
Seq4 AGGGAAAAGCCTTCAAGA do plasmideo
pMTL83251_
Seq5 CCATCGGCATTAAAAGGT Ppta-ack_1,3-
PDO_cluster
Seq6 GATTTTGCAGTGGAGCTT
Seq7 TCCAAACATTCAGCCAGG
Seq8 CCAGCAGGATTAACAGCA
27f ATAAGCTTGGATCCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Amplificacdo
do gene
1492r ACTCGAGGATATCGGTTACCTTGTTACGACTT 16S rRNA

Tabela 15 - Programa de temperaturas empregado na amplificacdo do cluster de genes de 1,3_PDO

Parametro 1*Etapa 2% Etapa 3*Etapa 4%Etapa 5%Etapa 6% Etapa
Temperatura (°C) 98 98 56 72 72 4
Tempo (min:s) 02:00 00:10 00:15 02:30 10:00
NUmero de ciclos 1 33 33 33 1 ”

4.6.2. Construcao e replicacdo do pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

O esqueleto (ou “backbone”) utilizado na construg¢ao do plasmideo contendo o cluster
de genes de 1,3-PDO foi 0 pMTL83251 (Figura 7a), descrito por HEAP et al., 2009. O promotor
constitutivo utilizado foi 0 Ppta-ack (gene da fosfotransacetilase-acetato quinase), derivado de
Clostridium Partindo de
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-propanediol_ CLOBI (Figura 7b) (SCHOCH,
recuperou-se o esqueleto contendo o promotor utilizando as enzimas de restricdo FastDigest®
Bsp1191, Nhel e Xbal (Thermo Fisher Scientific) e Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit. Antes

ljungdahlii. outro plasmideo,

ndo publicado),
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da clonagem, ambos os fragmentos de DNA (esqueleto e cluster de genes de 1,3-PDO) foram
purificados utilizando o DNA Clean & Concentrator®-5 (Zymo Research Corporation). Em
sequida, a reacdo de clonagem foi efetuada utilizando o NEBuilder® HiFi DNA Assembly
Master Mix (Clontech), para juncéo do esqueleto com o cluster de genes de 1,3-PDO, resultando
em pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster (Figura 7c). As sequéncias génicas dos trés

plasmideos citados acima estdo reportadas no Anexo 1.

(a) (b) o c)

=Y pta-ack

ermB / CoT
4 ‘ Q\ / B
oMTL83251 PMTL83251_P,, e 1,3\ | dhaB2 [} \ 7183251 P, e 1,3- | €™
- ] - propanediol_CLOBI ]} dhaB1 U' PDO_cluster I
Bt 4583hp repH 9867b
15 pH © <000 9463bp 3099 p U ori
/ \._6000
~N~~—=— dhaBl =
dhaT dhaB2 p
pta-ack
Figura 7 - pMTL83251 (a), pMTL83251_Ppua-ack_1,3-propanediol_CLOBI (b) e

PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster (c). ori: replicon de bactérias gram-negativas, derivado do plasmideo
ColE1; traJ: gene de transferéncia conjugativa do plasmideo; lacZ: gene codificante da enzima B-galactosidase;
repH: replicon de bactérias gram-positivas pCB102, de C. butyricum; ermB: gene de resisténcia a eritromicina (ou
claritromicina, para anaerdbios); Ppa-ack: gene da fosfotransacetilase-acetato quinase, utilizado como promotor
constitutivo; dhaB1: gene codificante da subunidade grande do complexo enzimético da glicerol desidratase (locus
tag: CBEIBR21 22760); dhaB2: gene codificante da subunidade pequena do complexo enzimético da glicerol
desidratase (locus tag: CBEIBR21 22765); CoT: gene codificante da enzima cobalamina adenosiltransferase
(locus tag: CBEIBR21_22770); dhaT: gene codificante da enzima 1,3-propanodiol desidrogenase (locus tag:
CBEIBR21_22775).

4.6.2.1. Preparo das células competentes de E. coli XL1-Blue MRF’

O plasmideo pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster foi transformado em E. coli
XL1-Blue MRF’ para amplificagdo. Inicialmente, foi realizado o preparo das células
competentes deste microrganismo. Para isso, foram inoculados 10 tubos de ensaio contendo
5 mL de meio LB com E. coli XL1-Blue MRF’. Cada um dos tubos de meio LB foi
suplementado com tetraciclina 10 ug mL™. Apds incubagio a 37 °C e 200 rpm por 18 h, 0 meio
de cultura dos 10 frascos foi unido e transferido a um tubo Falcon de 50 mL, para ser utilizado

como indculo na préxima etapa.
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Essa cultura foi entdo utilizada para o in6culo de 250 mL de meio SOB em erlenmeyer
de 1 L, que é preparado em duas solucdes autoclavadas separadamente (SOB 1: triptona
40 g L, extrato de levedura 10 g L, KC1 0,38 g L%, NaCl 1,16 g L™*; SOB 2: MgS04.7H20
4,88 g L, MgCl..6H.0 4,06 g L), sendo misturadas no momento do indculo. Este meio
também foi suplementado com tetraciclina 10 pg mL e foi inoculado com DO inicial de 0,1.
A cultura foi incubada a 18 °C e 100 rpm, até alcancar DO entre 0,6 e 0,8 (aproximadamente
24 a 26 h de incubacao).

Apos o crescimento, 0 meio de cultura foi centrifugado a 4000 rpm e 4 °C por 10 min.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet de células foi suspendido em 40 mL de tamp&o TB, que
também é preparado em duas solugdes autoclavadas separadamente (TB 1: PIPES 6,05 g L™,
CaCl2 3,33 g L, ajustar para pH 6,7 com KOH 2 mol L; TB 2: KCI 37,28 g L, MnCl2.4H,0
13,76 g L) que sdo misturadas ao utilizar. A suspensdo de células em tamp&o TB foi mantida
em gelo por 10 min. Em seguida, foi novamente centrifugada a 4000 rpm e 4 °C por 10 min,
descartando-se o sobrenadante. O pellet de células foi finalmente suspendido em 10 mL de
tampdo TB e a esta solucdo adicionou-se 1,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Aliguotas de
200 pL foram distribuidas em microtubos de 1,5 mL e estes congelados em nitrogénio liquido.

Imediatamente ap6s o congelamento, os tubos foram armazenados em freezer a -80 °C.

46.2.2. Transformacdo de E. coli XL1-Blue MRF’ com
PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

A transformacéo de E. coli XL1-Blue MRF’ com o plasmideo construido foi realizada
utilizando uma das aliquotas de células competentes preparadas anteriormente. O tubo foi
removido do freezer a -80 °C e permaneceu em gelo até o completo descongelamento das
células. Foram adicionados 5 pL da solucdo do plasmideo construido e a mistura foi mantida
em gelo por 15 min. Apos, a solucdo foi aquecida a 42 °C por 1 min, novamente seguido de
incubacédo no gelo por 15 min. Finalmente, foram adicionados 800 pL de meio LB e o tubo foi
incubado a 37 °C e 600 rpm por 45 min, para regeneracao das células.

Ap0s a regeneracdo das células, o meio foi centrifugado a 5000 g por 3 minutos e o
sobrenadante descartado. O pellet de células foi ressuspendido em 200 pL de meio LB fresco e
essa suspensdo celular foi entdo utilizada para o indculo de uma placa contendo meio LB
(1.5 % 4agar) suplementado com eritromicina 250 pg mL™. A placa foi incubada a 37 °C por

1 a 2 dias, para crescimento das colonias.
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4.6.3. Verificacdo do pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

Ap0s a obtencdo de E. coli XL1-Blue MRF’ [pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster],
foram coletadas e replicadas 12 colonias para a verificacdo do plasmideo. Estas foram
propagadas individualmente em meio LB por 18 h a 37 °C e 200 rpm, para a extracdo do DNA
plasmidial utilizando o Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research Corporation). Além
disso, foram inoculadas em uma nova placa contendo meio LB sélido, que foi utilizada como
estoque das colbnias.

Para  confirmar o  correto  tamanho do  plasmideo  construido
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, o DNA plasmidial foi utilizado em uma digestéo
controle com as enzimas de restricdo Pvull e Xbal, que resultaria nos fragmentos de 6445 e
3422 bp.

Em seguida, as amostras de DNA plasmidial que geraram os fragmentos de tamanho
correto foram enviadas para sequenciamento na empresa Microsynth Seglab GmbH (Gottingen,
Niedersachsen, Alemanha). A reacdo de sequenciamento foi direcionada para a regido do
cluster de genes de 1,3-PDO do plasmideo, utilizando os primers (Biomers GmbH, Ulm,
Baden-Wirttemberg, Alemanha) listados na Tabela 14.

Finalmente, selecionou-se uma das colénias de E. coli XL1-Blue MRF’
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] que apresentou o correto tamanho do plasmideo e

auséncia de mutaces como fonte do plasmideo pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster.

4.6.4. Transformacdo de C. beijerinckii Br2l com pMTL83251 e
PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

Além da transformacdo desejada com o plasmideo de superexpressdo homéloga dos
genes de 1,3-PDO, C. beijerinckii Br21 também foi transformado com o plasmideo vazio sem
0 promotor, pMTL83251, sendo este utilizado como controle negativo da superexpressao
génica.

A transformacéo de C. beijerinckii Br21 com o plasmideo pMTL83251 foi efetuada
de acordo com o protocolo descrito por LITTLE et al., 2018. Todos os procedimentos foram
realizados sob condigdes anaerdbias, em camara de anaerobiose (atmosfera composta por
95 % N2 e 5 % Hy). Quando as células alcancaram a fase de crescimento exponencial em RCM
(etapa de ativacao descrita no item 4.3), a cultura foi utilizada para inocular 60 mL de meio
2xYTG em frasco de 150 mL, com DOeoo inicial de 0,05. Quando a DOego alcangou 0,2, as
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células foram centrifugadas a 2000 rpm e 4 °C, por 10 minutos. Em seguida, o pellet de células
foi lavado com volumes decrescentes de tamp&o SEB gelado (sacarose 270 mmol L, Na;HPO4
7 mmol L%, NaH,POs 7 mmol L e MgCl> 1 mmol L) (LITTLE et al., 2018): 40 e 20 mL,
respectivamente. Finalmente, o pellet de células foi suspendido em 5 mL de tampdo SEB
gelado, contendo 10% de DMSO; aliquotas de 280 pL das células competentes foram
armazenadas em freezer a -80 °C.

Para a transformacéo, 1 pg do DNA plasmidial foi adicionado aos 280 pL de células
de C. beijerinckii Br21 competentes e essa solucdo foi transferida a uma cubeta de eletroporagéo
de 0,2 cm (Bulldog Bio). Um pulso exponencial de 1,25 kV foi aplicado, com 200 Q de
resisténcia e 25 YF de capacitancia, resultando em uma constante de tempo de 3 ms.
Imediatamente apds o pulso elétrico, as células foram recuperadas em tubos Hungate contendo
3 mL de meio 2xYTG. As culturas foram incubadas a 37 °C por 5 h. Apés a incubacdo, 500 puL
de cada cultura foram transferidos a novos tubos Hungate contendo meio fresco, suplementado
com claritromicina 2 pug mL™?. Quando observado crescimento na presenca de antibiético,
100 pL da cultura foi utilizado para inocular placas contendo meio 2xYTG com &gar
1,5% (m/v). Apo6s incubacéo a 37 °C por 2 a 4 dias, as col6nias foram coletadas e cultivadas em
RCM, contendo claritromicina 2 ug mL™.

Para a transformacéo de C. beijerinckii Br21l com
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, 0 mesmo protocolo utilizado para a transformagao com
pMTL83251 foi inicialmente testado. Entretanto, ap6s 12 replicatas malsucedidas, o protocolo
foi adaptado. A cultura em meio 2xYTG utilizada para preparar as células competentes de C.
beijerinckii Br21 foi cultivada até DOsoo = 0,6, enquanto todos os outros pardmetros foram

mantidos inalterados.

4.6.5. Confirmacao das cepas transformadas

Para confirmar a transformacgdo do C. beijerinckii Br21 com pMTL83251, o DNA
gendmico foi extraido de culturas incubadas overnight, que foram inoculadas individualmente
com 3 coldnias de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251]. Em seguida, 0 DNA gendmico extraido
foi retransformado em E. coli XL1-Blue MREF’, para replicacao e extragcdo dos plasmideos. Os
plasmideos foram entdo digeridos com EcoRl, que resultaria em fragmentos de 3588 e 1001 bp.

Para confirmar a transformagdo de C. beijerinckii  Br2l  com
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, o DNA genbémico foi extraido de culturas incubadas
overnight, que foram inoculadas individualmente com 2 col6nias de C. beijerinckii Br21
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[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster]. Em seguida, 0 DNA genémico extraido também foi
retransformado em E. coli XL1-Blue MRF’, para replica¢ao ¢ extragdo dos plasmideos. Os
plasmideos foram entdo digeridos com Pvull e Xbal, que resultaria em fragmentos de 6445 e
3422 bp.

Além disso, em ambas as transformac6es de C. beijerinckii Br21, a identidade da cepa
transformada foi verificada por amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. Para a
amplificacdo, realizou-se a extracdo do DNA gendmico de uma cultura de C. beijerinckii Br21
transformado, assim como descrito no item 4.6.1. Os primers para amplificacdo do gene 16S
rRNA foram sintetizados pela empresa Biomers GmbH (Ulm, Baden-Wurttemberg, Alemanha)
e estdo listados na Tabela 14. Em seguida, a PCR foi realizada utilizando ReproFast-DNA

Polymerase (Genaxxon BioScience GmbH), com as condic@es listadas na Tabela 16.

Tabela 16 - Programa de temperaturas empregado na amplificacdo do gene 16S rRNA

Parametro 12 Etapa 2% Etapa  3*Etapa 4%Etapa 5%Etapa 6% Etapa
Temperatura (°C) 95 95 55 72 72 4
Tempo (min:s) 05:00 00:30 00:30 01:30 10:00
Numero de ciclos 1 30 30 30 1 ”

Apbs confirmar a amplificacdo do fragmento de tamanho correto (1465 bp) por
eletroforese em gel de agarose (0,8 % m/v) e tampdo TAE 1X, o fragmento foi enviado para
sequenciamento na empresa Microsynth Seqlab GmbH (G6ttingen, Niedersachsen, Alemanha).
Finalmente, o fragmento sequenciado foi alinhado ao genoma de C. beijerinckii Br21 e a

identidade da cepa foi confirmada de acordo com o percentual de similaridade do alinhamento.

4.6.6. Estoque das cepas transformadas

Para armazenar as cepas transformadas de C. beijerinckii Br21 a longo prazo, foram
realizados estoques para o freezer a -80 °C. Utilizando uma cultura do microrganismo, inoculou-
se um frasco Hungate contendo 5 mL de RCM e este foi incubado a 37 °C sem agitagéo, por
18 h. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 4500 rpm e 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante
foi imediatamente removido (para evitar a perda de células) e ao pellet de células foram
adicionados 400 pL de tamp&o SMP (sacarose 270 mmol L, MgCl, 1 mmol L, NaH2PO4

7 mmol L, preparado de forma anaerdbica) e 200 pL de tampéo anti freezing (60 % tamp&o
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SMP, 40 % DMSO, pH 6). Apos a suspensdo das células nessa solugdo, o tubo Hungate foi
armazenado em freezer a -80 °C. A propagacdo da cultura em etapas posteriores foi realizada

utilizando 50 pL do estoque.

4.6.7. Ensaio cinético com as cepas transformadas

O ensaio cinético utilizando as cepas transformadas foi realizado da mesma forma
descrita no item 4.3. Comparou-se 0 metabolismo das trés variantes: C. beijerinckii Br21,
C. beijerinckii Br21 [PMTL83251] e C. beijerinckii Br21l
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster]. As cepas foram cultivadas em meio WIS (ajustado
para pH = 7,2) (WISCHRAL et al., 2015), contendo glicerol 500 mmol L. Também foram
coletadas amostras periodicas de 2 mL do meio de cultivo, sendo o substrato e produtos de

fermentacdo quantificados utilizando GC e HPLC.

4.6.7.1. Quantificacdo do substrato e produtos de fermentacéo

Neste caso, glicerol e 1,3-PDO foram quantificados por HPLC; enquanto acetato,
butirato e etanol foram quantificados por GC. Para ambos 0s métodos, padrbes de calibracdo
externa foram utilizados para calcular as concentrac6es de cada componente nas amostras. Para
executar as analises, as amostras do meio de cultura foram centrifugadas a 15000 rpm e 4 °C
por 35 min. Em seguida, 480 uL do sobrenadante foi coletado e utilizado para a anélise. Para a
andlise por GC, 20 pL de HCI 2 mol L™ também foi adicionado ao sobrenadante coletado.

A analise por HPLC foi executada utilizando o HPLC 1290 Infinity (Agilent
Technologies), equipado com a coluna CS-Organic Acid Resin Column 300 x 8 mm (CS-
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Nordrhein-Westfalen, Alemanha), contendo o
copolimero poliestireno-divinilbenzeno como fase estacionaria. A pré-coluna consistiu da
mesma fase estacionaria, com 40 x 8 mm de tamanho. A temperatura da coluna foi ajustada em
40 °C. Uma solugéo de H.SO4 5 mmol L™ foi utilizada como fase mdvel, com fluxo de 0,6 mL
min‘t. Os detectores utilizados na analise foram RID e DAD/UV (210 nm). O volume de injecio
foi 20 pL e o tempo de analise foi ajustado para 30 min.

A andlise por GC foi executada utilizando o Clarus 600 (PerkinElmer Corp.) equipado
com a coluna capilar Elite-FFAP (PerkinEImer Corp.), que possui 30 m de comprimento,
0,35 mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura do filme, contendo polietilenoglicol

modificado com &cido nitrotereftalico como fase estacionéaria. Hz foi utilizado como gas de
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arraste, com um fluxo de 2,25 mL min*. O detector utilizado para a analise foi o FID, ajustado
para temperatura de 300 °C. O volume de injecéo foi de 1 uL com split de 1:20 e a temperatura
do injetor foi ajustada para 225 °C. A temperatura da coluna variou ao longo da andlise: 70 °C
por 2 min, em seguida aumentando para 250 °C (taxa de aquecimento de 40 °C min'),

permanecendo nesta temperatura por 1 min. O tempo de anélise foi ajustado para 7,5 min.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo de 1,3-PDO em diferentes meios de cultura

Nessa etapa inicial do trabalho, avaliou-se o metabolismo do glicerol por
C. beijerinckii Br21 em diferentes condig¢des nutricionais, fornecidas por diferentes de meios
de cultura. Foram utilizados dois meios de cultura de composicGes diferentes: um meio rico em
nutrientes (RCM); e outro meio, composto por apenas 3 constituintes (WIS, descrito por
WISCHRAL et al., 2015). Originalmente, 0 RCM apresenta como substrato 5 g L™ de glicose,
porém este foi alterado para glicerol 450 mmol L, concentragdo que foi selecionada com base
em outros estudos efetuados em nosso laboratério (MERMEJO et al., 2022). Como comparacao
ao nosso isolado, empregamos C. pasteurianum DSM 525, por trata-se de uma cepa muito
reportada em estudos da biossintese de 1,3-PDO a partir de glicerol (DABROCK; BAHL;
GOTTSCHALK, 1992; GALLARDO; ALVES; RODRIGUES, 2017; LEE et al., 2015;
VERAS et al., 2019).

Analisando a cinética de crescimento e formacéo de 1,3-PDO por ambas as cepas em
RCM (Figura 8), nota-se que a cepa Br21 apresenta rapido crescimento, sem ou com curta fase
lag (Figura 8a). Em contrapartida, a cepa DSM 525 apresentou maior fase lag, iniciando o
crescimento em 5 h de fermentacdo. Esta observacdo € corroborada comparando-se as
velocidades especificas de crescimento (Figura 9). A cepa Br21 apresentou maior valor maximo
(0,47 h'Y), em menor intervalo de tempo (1,4 h), em comparagdo a cepa DSM 525 (0,43 h't e
5,3 h, respectivamente).

O répido crescimento se estende ao decaimento do pH (Figura 8b), que é inicialmente
mais acentuado para a cepa Br21. Entretanto, a cepa DSM 525 apresentou maior concentracao
celular final (DO = 6,5), bem como menor pH final (pH ~ 4,6).

O crescimento distinto entre as duas cepas pode ser explicado pelo diferente perfil de
produtos do metabolismo observado na Figura 8c, Figura 8d, Figura 8e e Figura 8f. Enquanto
a cepa DSM 525 consumiu aproximadamente 50 % do glicerol adicionado (Figura 8c), a cepa
Br21 consumiu apenas 12 %. Entretanto, na Figura 8e, observa-se que o C. beijerinckii
Br21consumiu o acetato presente no meio de cultura, em detrimento do glicerol adicionado
como fonte de carbono, com formagdo de 30 mmol L? de acido butirico (Figura 8f). Além
disso, 0 RCM, por se tratar de um meio bem nutritivo fornece ao microrganismo outros

carboidratos, que também estdo presentes no extrato de levedura, triptona e peptona
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(RODRIGUES, 2021), consumidos preferencialmente pelo C. beijerinckii Br21, em detrimento
do glicerol. Com isso, ndo houve a formacéo de 1,3-PDO pela cepa Br21 neste meio de cultura,
no periodo do ensaio (Figura 8d). Ao contrario, o C. pasteurianum DSM 525 produz 1,3-PDO
(14 mmol L), conforme o esperado. Porém, a concentracio de acetato permanece constante e
com concentragdo de acido butirico (13 mmol L) menor que a cepa Br21.
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Figura 8 - Ensaio cinético realizado com C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em RCM,
contendo glicerol 450 mmol L. (a) DOsoo; (b) pH; e concentragdes de (c) glicerol, (d) 1,3-propanodiol, (e) acido
acético e (f) acido butirico. Nos gréaficos dos acidos acético e butirico, os simbolos com preenchimento representam

as concentraces totais de acido, enquanto os simbolos sem preenchimento representam as concentrag@es de acido
ndo dissociado.
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Possivelmente, ocorre um efeito de represséo catabolica em C. beijerinckii Br21, que
inibe o consumo de glicerol, consequentemente impedindo a biossintese de 1,3-PDO; nota-se
que este efeito ndo é observado em C. pasteurianum DSM 525. A repressdo catabdlica por
carboidratos presentes em fontes complexas constituintes do meio de cultura foi observada em
Clostridium diolis (XIN et al., 2016) e também inibiu o consumo de glicerol. Atualmente,
C. diolis é classificado como C. beijerinckii (POEHLEIN et al., 2017). Aparentemente, ao ser
cultivado em RCM, C. beijerinckii Br21 esta exposto a possiveis agentes de repressdo

catabdlica presentes no extrato de levedura e peptona, tais como os carboidratos.

o
[
1

—=— C. beijerinckii Br21
—e— C. pasteurianum DSM 525

Velocidade de crescimento especifica (h™?)
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0,0

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 9 - Velocidades especificas de crescimento no ensaio cinético realizado com C. beijerinckii
Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em RCM, contendo glicerol 450 mmol L.

Portanto, constatou-se que 0 RCM, rico em nutrientes, ndo é um meio adequado para
sintese de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21. Para direcionar o metabolismo da cepa Br21 a
producéo desse composto, realizamos um novo ensaio empregando o meio WIS (WISCHRAL
et al., 2015), cuja composicdo contém glicerol 400 mmol L, além de K;HPO4 5 g L2, extrato
de levedura 0,5 g L e acetato de sddio 0,005 g LX. Novamente, comparamos 0 metabolismo
do C. beijerinckii Br21 com C. pasteurianum DSM 525 (Figura 10).
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Figura 10 - Ensaio cinético realizado com C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em meio
WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo glicerol 400 mmol L. (a) DOsoo; (b) pH; e concentracdes de (c) glicerol,

(d) 1,3-propanodiol, (e) &cido acético e (f) &cido butirico. Nos graficos dos acidos acético e butirico, os simbolos

com preenchimento representam as concentragdes totais de acido, enquanto os simbolos sem preenchimento

representam as concentra¢@es de acido ndo dissociado.

Nesse caso, o crescimento celular de ambas as cepas foi similar, no qual observou-se

a fase estacionaria de crescimento em 25 horas de ensaio (Figura 10). A velocidade especifica

de crescimento maxima foi igual a 0,07 h! para ambos os microrganismos, que foi alcancada

nos momentos iniciais da fermentagéo, entre 2 a 3 h (Figura 11). Em comparagédo ao ensaio

com RCM, a velocidade especifica de crescimento maxima em meio WIS ¢ 6,4 vezes menor
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(0,45 versus 0,07 h™). Em outros trabalhos também foi observado o menor crescimento da cepa
Br21, quando cultivada em meio menos nutritivo que 0 RCM, com glicerol como fonte de
carbono (ALTAFINI et al., 2022).
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Figura 11 - Velocidades especificas de crescimento no ensaio cinético realizado com C. beijerinckii
Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em meio WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo glicerol 400 mmol L.

Em geral, a concentragdo celular no meio WIS é menor em comparagdo ao RCM, com
valores finais de DO préximas a 1,25. Além disso, em contraste ao ensaio com RCM, ao atingir
a fase estacionaria ambas as cepas apresentaram valores de pH em torno de 6,0.

Outra caracteristica importante ao utilizar o meio WIS foi a maior duracdo do ensaio
fermentativo. O RCM, empregado anteriormente, ndo apresenta compostos tamponantes, de
forma que o pH decai rapidamente ao longo do crescimento, atingindo valor de 4,6 em 23 h
(Figura 8b). Em contrapartida, ao utilizar o meio WIS para o cultivo, observamos que o pH
varia mais lentamente, alcancando valor igual a 4,9 apenas em 150 h de ensaio (Figura 10b).
Com isso, a fermentacdo ocorre por mais tempo, sem a inibicdo supostamente pelos baixos
valores de pH, sendo possivel observar crescimento celular mesmo apos 100 h.

Com a diminuicdo do pH, ocorre altera¢do no equilibrio reacional dos acidos organicos
presentes no meio extracelular, no sentido de formacao de acidos organicos ndo dissociados.
Estes apresentam maior efeito inibitério do crescimento microbiano em comparagdo as
respectivas espécies ionizadas, visto que apresentam carga neutra, que favorece a difusdo para

o interior da célula. No meio intracelular, os acidos sdo expostos a pH neutro, que novamente
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desloca o equilibrio reacional, porém neste caso no sentido de formacéao das espécies ionizadas.
Consequentemente ha a liberagdo de H* no meio intracelular, que leva ao colapso do gradiente
de pH transmembrana (DURRE, 2007; FONSECA et al., 2020; MADDOX et al., 2000).

A concentracdo dos acidos aceético e butirico ndo dissociados nos ensaios realizados
em RCM e meio WIS foi representada nas Figura 8 (e, f) e Figura 10 (e, f), respectivamente.
Em RCM, o crescimento de C. beijerinckii Br21 cessa em 8 h, quando a concentracgdo de acidos
organicos n3o dissociados atinge aproximadamente 13 mmol L. Esta concentragio parece ser
inibitoéria em C. beijerinckii Br21, tendo sido reportada em outro trabalho de nosso grupo de
pesquisa (FONSECA et al., 2020). Ja o C. pasteurianum DSM 525 cresce por 14 h, momento
no qual também ha 13 mmol L de acidos organicos ndo dissociados. Dessa forma, o
crescimento de ambas as cepas foi inibido pela mesma concentracdo de acidos organicos ndo
dissociados, porém a inibicéo ocorreu em diferentes tempos de fermentacéo.

Considerando o meio WIS, a concentracdo maxima de acidos organicos nao
dissociados foi alcancada em 123 h, aproximadamente 5 mmol L por ambos os
microrganismos. Dessa forma, o meio WIS favorece o crescimento de C. beijerinckii Br21 e
C. pasteurianum DSM 525 possivelmente por manter o pH mais elevado por mais tempo e,
com isso devido diminui concentracdo de &cidos organicos ndo dissociados.

A adicdo de compostos tamponantes ao meio de cultivo é uma alternativa ao controle
de pH por adicdo externa de reagentes ao longo da fermentacéo, particularmente Gtil em reatores
operando em modo de batelada (TEE et al., 2017). Neste caso, 0 reagente tamponante é 0
fosfato de potéssio dibasico (K2HPOas), principal constituinte do meio WIS (WISCHRAL et al.,
2015). Outros autores também reportaram o uso de carbonato de célcio (CaCO3) para este fim
(TEE et al., 2017).

Quanto a metabolizacdo da fonte de carbono, ambas as cepas consumiram
aproximadamente 70 mmol L de glicerol (Figura 10c). O glicerol consumido é convertido em
grande parte ao produto de interesse, 1,3-PDO, em ambas as cepas, alcancando concentragoes
finais similares e proximas a 30 mmol L (Figura 10d). Isto pode ser constatado calculando-se
o fator de converséo de substrato em produto para o C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum
DSM 525, os quais foram, respectivamente, 0,46 e 0,47 mol 1,3-PDO mol™* glicerol, ou seja,
aproximadamente 77 % do tedrico de 0,60 descrito por (BIEBL et al., 1992).

Concentragbes de acido acético (10 mmol L?) e 4cido butirico (5 mmol L7?)
(Figura 10e e Figura 10f, respectivamente) foram observadas no ensaio com o C. pasteurianum

DSM 525. Por outro lado, com o C. beijerinckii Br21, apenas o &cido butirico foi detectado a



69

15 mmol L (Figura 10f), novamente evidenciando a especificidade desta cepa para o acido
butirico (FONSECA et al., 2020). O &cido acético ndo foi observado no meio de cultivo.
Possivelmente este foi consumido, conforme observado anteriormente no RCM, ou foi
diretamente conduzido para a formacéao de &cido butirico.

A alteracdo da composicdo do meio de cultura, do RCM para o meio WIS
(WISCHRAL et al., 2015), possibilitou ndo apenas a producdo de 1,3-PDO pelo C. beijerinckii
Br21, como também aumentou a concentracdo final de 1,3-PDO pelo C. pasteurianum DSM
525. Provavelmente, a manutencdo do pH do meio eliminou a inibigdo do crescimento pelos
acidos organicos nao dissociados. No caso do C. pasteurianum DSM 525, observou-se um
aumento de aproximadamente 22 mmol L™ na concentragao final de 1,3-PDO, em comparagio
a obtida em RCM. Além disso, por apresentar poucos nutrientes, comparado ao RCM, o meio
WIS ndo favorece o crescimento, ou seja, ha a formacao de pouca biomassa celular. Neste caso,
iSso torna-se vantajoso pois direciona os elétrons para a via redutiva, resultando na biossintese
de 1,3-PDO.

5.2. Expressao génica absoluta de enzimas do metabolismo do glicerol

Com o intuito de realizar a analise da expressdo génica absoluta de enzimas do
metabolismo do glicerol, foram coletadas e armazenadas amostras de células dos ensaios com
C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em meio WIS. Porém, apds a extracdo do
RNA total dessas amostras, verificou-se que apresentavam baixo rendimento de RNA
(provavelmente devido ao baixo crescimento celular). Entéo, foi realizado um novo ensaio com
as mesmas condigdes, exclusivamente para a coleta das amostras de células em maior
guantidade, visto que a cinética de ambas as cepas ja havia sido estudada e o perfil de
metabolitos permaneceu similar. Neste novo ensaio, observou-se que o crescimento foi mais
lento (Figura 12), isto €, apresentou maior fase lag, de forma que as amostras de células foram

coletadas em 35 h.
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Figura 12 - Ensaio cinético realizado com C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em meio
WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo glicerol 400 mmol L, para coleta e armazenamento das células.

() DOsoo; (b) pH. As linhas vermelhas tracejadas representam o momento de armazenamento das células (35 h).

Ap0s a realizacdo do novo ensaio apenas para a coleta das células, extraiu-se 0 RNA
total e, dessa vez, obtivemos bons rendimentos e integridade dos fragmentos, como pode ser
observado na Figura 13. Entdo, prosseguimos para as etapas de tratamento com DNase, sintese
do cDNA e andlise da expressdo génica absoluta por RT-gPCR, assim como descrito na se¢do
de Materiais e Métodos, item 4.5. Para estes ensaios, foram sintetizadas sondas (sequéncias das
sondas Tagman™ nas Tabela 10 e Tabela 11) especificamente para as enzimas que

representassem a via oxidativa, tais como a glicerol quinase (apenas Br21) e a glicerol-3-fosfato



71

desidrogenase (ver Figura 5); e a via redutiva, a 1,3-propanodiol desidrogenase (ver Figura 5).

Para ambas as cepas o gene housekeeping utilizado foi o codificante da enzima DNA girase.

gDNA

23S rRNA

16S rRNA

1 2 3 4 5 6

Figura 13 - Eletroforese em gel das amostras de RNA total. Pogas 1 a 3: RNA total extraido de C.
beijerinckii Br21. Pocgas 4 a 6: RNA total extraido de C. pasteurianum DSM 525.
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Figura 14 - Niveis de expressdo génica absoluta relacionados as enzimas glicerol quinase,
glicerol-3-fosfato desidrogenase e 1,3-propanodiol desidrogenase, nos ensaios fermentativos realizados com C.
beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 em meio WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo glicerol
400 mmol L. O asterisco indica que a expressdo génica da enzima glicerol quinase néo foi quantificada para o C.

pasteurianum DSM 525, visto que este ndo possui o respectivo gene codificante (glpK).

O gene codificante da enzima glicerol quinase (glpK) foi encontrado apenas em
C. beijerinckii Br21, e ndo em C. pasteurianum DSM 525. Observou-se uma diferenca de 6,6

vezes na expressao da enzima glicerol quinase em comparacdo a enzima glicerol-3-fosfato
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desidrogenase, em C. beijerinckii Br21. Com isso, caso a reagéo inicial de consumo do glicerol
pela cepa Br2lseja catalisada pela enzima glicerol quinase (Figura 15), a via é limitada pela
reacao catalisada pela glicerol-3-fosfato desidrogenase, cuja expressao foi baixa (0,27 copias).
Isto resultaria numa limitacdo das reacGes posteriores e, consequentemente, na obtencgdo de
energia pela célula. Estes resultados podem estar relacionados ao baixo consumo de glicerol e
baixo crescimento celular. Provavelmente, a metabolizacdo do glicerol ocorre pelas enzimas

GDH e DHAK (Figura 15) na cepa Br21, porém a expressdo destas ndo foi quantificada.

NAD" NADH +H" ATP ADP
v » DHA \/ » DHA-P ——> Piruvato
GDH (dhaD) GDH (dhaD) A
Glicerol
ATP ADP NAD" NADH +H"
\/ » Glicerol-3-P \/

GK (g/pK) GPDH (g/pD)

Figura 15 - Vias oxidativas relacionadas ao consumo de glicerol em Clostridium. DHA: di-
hidroxiacetona; GDH: glicerol desidrogenase, codificada pelo gene dhaD; DHAK: di-hidroxiacetona quinase,
codificada pelo gene dhaK; GK: glicerol quinase, codificada pelo gene glpK; GPDH: glicerol-3-fosfato

desidrogenase, codificada pelo gene glpD.

A enzima glicerol quinase também tem sido reportada como ativa durante a
metabolizacdo do glicerol sob condi¢gdes microaerofilicas por Lactobacillus (DOI, 2019). Neste
caso, 0 oxigénio é utilizado em rea¢es mediadas por flavinas oxidases para a sintese de ATP.
Porém, estudos ainda s&o necessarios para compreender o caminho utilizado pelo C. beijerinckii
Br21 para assimilagéo do glicerol.

Ja o C. pasteurianum, apesar de ndo apresentar a enzima glicerol quinase, realiza a
converséo de glicerol-3-fosfato a di-hidroxiacetona fosfato com nivel de expresséo génica 8,2
vezes maior em relacdo ao C. beijerinckii, e ligeiramente maior (1,3 vezes) que a glicerol
quinase deste Gltimo microrganismo. Provavelmente, C. pasteurianum também consome 0
glicerol principalmente via GDH e DHAK (Figura 15), e o glicerol-3-fosfato estd sendo
formado por uma via alternativa, independente da glicerol quinase. Porém, C. pasteurianum
ainda e capaz de realizar a reacao de converséo de glicerol-3-fosfato a di-hidroxiacetona fosfato,

ampliando a disponibilidade deste ultimo composto para a formacéo de piruvato.
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Outra possibilidade para explicar a expressdo génica da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase obtida em C. pasteurianum € a realizacdo da reacdo inversa, partindo de di-
hidroxiacetona fosfato. Em Ceratitis capitata, esta enzima apresenta constante de Michaelis
(Km) de 0,74 e 0,33 mmol L para glicerol-3-fosfato e di-hidroxiacetona, respectivamente
(FERNANDEZ-SOUSA et al., 1977) . Ou seja, também é capaz de utilizar di-hidroxiacetona
fosfato como substrato com metade da afinidade de glicerol-3-fosfato, que torna a velocidade
de reacdo mais lenta, porém ainda possivel.

Em Saccharomyces cerevisiae, ALBERTYN e colaboradores (1992) observaram que
a reagdo catalisada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase ocorria principalmente no
sentido de reducdo de di-hidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato, com Km de
0,54 mmol L para di-hidroxiacetona fosfato. Além disso, ndo houve atividade enzimatica
quando a enzima foi exposta a glicerol. Dessa forma, provavelmente C. pasteurianum ndo é
capaz de utilizar glicerol como substrato da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase.

No ramo redutivo da via do glicerol, ambas as cepas apresentaram o mesmo nivel de
expressdao da enzima 1,3-propanodiol desidrogenase (Figura 14), que pode ser relacionado as
concentracgdes finais de 1,3-PDO similares obtidas por ambas as cepas (Figura 12d). Portanto,
os esforgcos aqui foram concentrados em reforcar a via redutiva da cepa Br21, por meio de
transformacdo da cepa Br2l1 para futuramente combinar as estratégias de suplementacdo
nutricional e engenharia metabolica de forma a tornar a cepa num microrganismo bom produtor
de 1,3-PDO. A suplementacdo do meio de cultura ja foi empregada com sucesso pelo grupo a
partir da introducdo de um sal de ferro para complementar a formulacdo do meio WIS
(ALTAFINI et al., 2022), a qual promoveu um aumento de 14 % no consumo de glicerol e

51 % na concentracao final de 1,3-PDO.

5.3. Superexpressdo homologa dos genes dhaBl, dhaB2, CoT e dhaT em
C. beijerinckii Br21

5.3.1. Construcéo e replicacdo do pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

Ap0s a PCR para amplificacdo do cluster de genes de 1,3-PDO, avaliou-se o fragmento
amplificado por eletroforese em gel de agarose (0,8 % m/v) e tampédo TAE 1X (Figura 16). Em
todas as temperaturas de anelamento testadas, o fragmento de correto tamanho foi amplificado
(5015 bp).
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Figura 16 - Eletroforese em gel das amostras de amplifica¢do do cluster de genes de 1,3-PDO. Pogas 1
e 11: GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific); Poca 2: Controle negativo. Pocas 3 a 10:
temperaturas de anelamento de 51,0; 52,4; 53,9; 55,3; 56,7; 58,1; 59,6 e 61.0 °C, respectivamente.

Em seguida, recuperou-se o esqueleto do plasmideo pMTL83251, contendo o
promotor Ppta-ack. Para isso, o plasmideo pMTL83251 Ppta-ack_1,3-propanediol_CLOBI (Figura
7b) foi digerido com as enzimas FastDigest® Bsp1191, Nhel e Xbal (Thermo Fisher Scientific),
que resultou em fragmentos de 4898, 2525 e 2042 bp (Poca 3, da Figura 17), sendo o fragmento
de 4898 bp referente ao esqueleto desejado. Nessa mesma poca, sdo observados dois fragmentos
acima da banda de 4898 bp, em 10000 e 8000 bp, que correspondem ao plasmideo ndo digerido,
assim como na poc¢a 2. O plasmideo é capaz de assumir duas conformac@es diferentes que,
apesar de apresentarem a mesma massa, possuem propriedades hidrodindmicas diferentes
(ANCHORDOQUY; MOLINA; KEMPNER, 2009): conformacéo circular aberta (ou nicked,
em inglés), que é a forma de menor velocidade de migracdo (10000 bp); e conformacéo super-
enrolada (do inglés, supercoiled), que diminui o tamanho aparente do fragmento, aumentando
sua velocidade de migracao (8000 bp).

10000 bp —» i <«— 10000 bp
‘:~
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2000 bp —» <«— 2000 bp

Figura 17 - Eletroforese em gel. Pocas 1 e 6: GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific);
Poca 2: pMTL83251_Ppta-ack_1,3-propanediol_CLOBI  sem  digerir.  Poga 3: digestio de
PMTL83251_Ppta-ack_1,3-propanediol_CLOBI com FastDigest® Bsp1191, Nhel e Xbal (Thermo Fisher Scientific).
Poca 4: produto da reacdo de clonagem utilizando proporcdo 1:2 (esqueleto:inserto); Poca 5: produto da reacéo de

clonagem utilizando proporcédo 1:3 (esqueleto:inserto)

Ap0s a recuperacdo da banda de 4898 bp, este fragmento foi utilizado juntamente com

o cluster de genes de 1,3-PDO para a realizagdo da clonagem. Esta reacdo foi executada
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utilizando duas proporgdes esqueleto:inserto, 1:2 e 1:3. O produto destas reaces também foi
submetido a eletroforese em gel (pocas 4 e 5, respectivamente, da Figura 17). Observou-se a
obtencdo do plasmideo (banda em 10000 bp), além de uma banda referente aos fragmentos
remanescentes da clonagem (banda em 5000 bp). Porém, a quantidade de
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster obtida por esta reacdo de clonagem é muito pequena,
vide a intensidade das bandas no gel. Com isso, realizou-se a transformacdo do plasmideo
construido por ambas as reaces em E. coli XL1-Blue MRF’, para amplificacdo.

Apo6s 24 h de incubacédo a 37 °C, foram obtidas grandes quantidades de col6nias nas
placas referentes a ambas as reagdes de clonagem, indicando que ambas as reagdes foram
capazes de construir corretamente o plasmideo desejado. Para as proximas etapas, selecionamos

a placa referente a clonagem com proporcdo esqueleto:inserto de 1:2.

5.3.2. Verificacdo do pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

Apbs a obtengdo dos clones de E. coli XL1-Blue MRF’ contendo o plasmideo
desejado, foram coletadas e replicadas 12 col6nias (Figura 18) da placa referente a reacdo de
clonagem com proporcdo esqueleto:inserto de 1:2, para verificar qual (ou quais) possuia (m) o
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster intacto, isto é, com tamanho e sequéncia génica

corretos.

Figura 18 - E. coli XL1-Blue MRF’ [pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] replicada em meio LB

sélido (a) e meio LB liquido (b). Ambos os meios foram suplementados com eritromicina 250 pg mL.

Ap0s a extracdo dos 12 plasmideos utilizando as culturas ilustradas na Figura 18b,

estes foram digeridos com Pvull e Xbal, para verificar o tamanho do plasmideo replicado.
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Observou-se que somente as colbnias 2, 3, 6, 7, 9, 10 e 12 apresentaram os fragmentos
esperados, 6445 e 3422 bp, que correspondem as pocas 3, 4, 7, 8, 10, 11 e 13 na Figura 19.
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Figura 19 - Eletroforese em gel das amostras de digestdo controle com Pvull e Xbal. Pogas 1 e 14:
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific); Pocas 2 a 13: digestdo controle do DNA plasmidial
extraido de culturas derivadas de 12 colbnias de E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com
PMTL83251 Ppaack_1,3-PDO_cluster.

Em seguida, as amostras de DNA plasmidial que geraram os fragmentos de tamanho
correto (pocas 3, 4, 7, 8, 10, 11 e 14 na Figura 19) foram enviadas para sequenciamento na
empresa Microsynth Seglab GmbH (Géttingen, Niedersachsen, Alemanha), que revelou que
todos estes plasmideos possuiam as sequéncias desejadas, sem mutacOes. Para as proximas
etapas, a colénia 2  foi  selecionada como fonte do  plasmideo
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster.

5.3.3. Transformacdo de C. beijerinckii Br2l com pMTL83251 e
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster

A busca por sistemas de restricdo e modificacdo no C. beijerinckii Br21 foi realizada
utilizando o genoma disponivel no banco de dados NCBI (nimero de acesso:
MWMHO00000000). Ao genoma, foram alinhados genes de outras cepas de C. beijerinckii,
codificantes dos sistemas de restricdo e modificagdo. Foram encontrados todos os genes
necessarios para a formacdo de um sistema do tipo | (locus tag: CBEIBR21_ 17880,
CBEIBR21 17865, CBEIBR21_00480 e CBEIBR21 13600). Este tipo é formado pela
endonuclease de restricdo EcoKI, que reconhece o padrdo de metilagio m6a
(N®-metiladenosina). Convenientemente, a E. coli XL1-Blue MRF’ utilizada para a replicacio
do plasmideo construido também apresenta um sistema de restricdo e modificacdo do tipo I.
Além disso, apresenta a mutacao hsdR17(rkK- mK*), que elimina sua endonuclease de restricao,

porém mantém sua enzima de modificacdo. Como resultado, ao transformar o plasmideo
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PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster em E. coli XL1-Blue MRF’, esta ndo é capaz de
degrada-lo, porém ainda é capaz de realizar a metilacdo. Com isso, ao realizar a extracao do
plasmideo, este ja apresenta o correto padréo de metilacdo necessario para a transformacao em
C. beijerinckii Br21.

Inicialmente, a transformacéo de C. beijerinckii Br21 foi realizada exatamente com o
mesmo protocolo descrito por LITTLE et al., 2018. Entretanto, em um ensaio preliminar, ndo
houve sucesso na transformacéao para ambos os plasmideos. Comparando diferentes protocolos
de transformacéo de C. beijerinckii descritos por diferentes autores na literatura, buscamos por
possiveis parametros a serem alterados. Decidiu-se alterar o tempo de regeneracédo da cultura,
apos a transformacdo (em meio sem antibiotico), pois havia certa variacdo entre os protocolos
avaliados. Foram testados 4, 5 e 6 h de regeneracgdo das células, assim como descrito por (XIN
et al., 2020). Variando apenas este parametro, foi possivel realizar a transformacdo de
C. beijerinckii Br21 com pMTL83251, sendo que se observou o crescimento desta variante na

presenca de antibidtico na replicatas referentes a 5 e 6 h de regeneracédo (Figura 20).
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Figura 20 - Incubacéo do C. beijerinckii Br21 com pMTL83251, em meio 2xYTG suplementado com
claritromicina 2 pug mL™. As setas indicam as replicatas nas quais a transformacdo foi bem sucedida: replicatas

referentes a 5 e 6 h de regeneracéo das células apds a transformagdo. Nos demais tubos, ndo houve crescimento.

Em seguida, ambos os tubos com crescimento celular ilustrados na Figura 20 foram
utilizados para o indculo de placas contendo meio 2xYTG solido, também suplementado com
claritromicina 2 pg mL™. Apds incubacéo por 3 dias, foram obtidas grandes quantidades de
col6nias de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] (Figura 21).
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Figura 21 - Col6nias de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251].

O mesmo procedimento foi empregado na transformacéo do C. beijerinckii Br21 com
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, somente alterando o tempo de regeneracéo (4, 5 e 6 h)
em relacdo ao protocolo de LITTLE et al., 2018. Porém, ap6s 12 replicatas malsucedidas, foi
novamente necessario realizar alteracdes no protocolo. Assim como descrito no item 4.6.4, a
cultura utilizada para realizar o estoque de células competentes foi incubada até alcancar
DO = 06. Com isso, a transformagdo do C. beijerinckii Br2l com
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster foi bem-sucedida, resultando em grande nimero de
col6nias em meio sélido, assim como ilustrado na Figura 21.

Portanto, foram alterados 2 pardmetros em relacéo ao protocolo descrito por LITTLE
et al., 2018, que variaram de acordo com o plasmideo a ser transformado. Para a transformacéao
com pMTL83251, foi necessario aumentar o tempo de regeneracdo das células para 5 h. Para a
transformacdo com pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, além de alterar o tempo de
regeneracdo das células para 5 h, também foi necessario aumentar o tempo de incubacéo da
cultura em meio 2xYTG utilizada para o estoque das células competentes, permitindo que esta
alcancasse DO =0,6.

5.3.4. Confirmagéo das cepas transformadas

Ap0s a obtencdo de colbnias das cepas de C. beijerinckii Br21 transformadas, foi
realizada uma verificacdo de seus plasmideos, de acordo com a metodologia descrita no item
4.6.5.
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O plasmideo de trés coldnias de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] foi confirmado por
digestdo com a enzima EcoRl, que resultou em fragmentos de 3588 e 1001 bp. Esses fragmentos
foram observados por eletroforese em gel para as trés colbnias testadas (Figura 22),
confirmando que as trés apresentaram o plasmideo correto. Para o ensaio cinético, apenas uma

dessas colonias de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] foi selecionada.
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Figura 22 - Digestdo controle do pMTL83251 com EcoRI. Pogas 1 e 11: GeneRuler DNA Ladder Mix

(Thermo Fisher Scientific); Pogas 2 a 4: coldnia 1; Pogas 5 a 7: col6nia 2; Pogas 8 a 10: col6nia 3.

@) plasmideo de duas colénias de C. beijerinckii Br21l
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] foi confirmado por digestdo com as enzimas Pvull e
Xbal, que resultou em fragmentos de 6445 e 3422 bp. Esses fragmentos foram observados por
eletroforese em gel para as duas col6nias testadas (Figura 23), confirmando que as duas
apresentaram o plasmideo correto. Para o0 ensaio cinético, apenas uma dessas colonias de
C. beijerinckii Br21 [pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] foi selecionada.

8000 bp —»
6000 bp —» ) ) (orn )

3500 bp —» —— — —

1 2 3 4

Figura 23 - Digestdo controle do pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster com Pvull e Xbal. Poca 1:
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific); Pocas 2 e 3: col6nia 1; Poca 4: colbnia 2.

Ap0s confirmar a presenca do plasmideo de correto tamanho em ambas as variantes
obtidas, realizou-se uma verificacdo da identidade da cepa transformada. Para isso, amplificou-
se 0 gene 16S rRNA de C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] e C. beijerinckii Br2l
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] por PCR, sendo o tamanho do fragmento amplificado
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confirmado por eletroforese em gel (1465 bp). Em seguida, o fragmento foi enviado para
sequenciamento e o resultado foi comparado ao genoma da cepa Br21. Em ambos 0s casos,
tanto para C. beijerinckii Br2l [pMTL83251] quanto para C. beijerinckii Br2l
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster], observou-se que o alinhamento gerou um percentual
de similaridade acima de 99 %, confirmando a identidade das cepas transformadas.

5.3.5. Ensaio cinético

O ensaio cinético foi realizado em meio WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo
glicerol 500 mmol L. Foram comparadas as trés variantes obtidas: C. beijerinckii Br21,
C. beijerinckii Br21 [pPMTL83251] e C. beijerinckii Br21l
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] (Figura 24).
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Figura 24 - Ensaio cinético realizado com C. beijerinckii Br21, C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] e
C. beijerinckii Br21 [pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] em meio WIS (WISCHRAL et al., 2015), contendo
glicerol 500 mmol L. (a) DOsoo; (b) pH; e concentragdes de (c) glicerol, (d) 1,3-propanodiol e (e) acido butirico.
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Houve uma clara diferenca entre C. beijerinckii Br21 e o transformado C. beijerinckii
Br21 [pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] na fermentacdo do glicerol. A superexpresséo do
cluster de genes de 1,3-PDO acelerou o metabolismo do glicerol, visto que o C. beijerinckii
Br21 [pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] alcangou a fase estacionéria de crescimento em
100 h. C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] ndo cresceu durante este ensaio, porém ja foi
observado o crescimento do microrganismo transformado com o plasmideo sem os genes de
interesse. A concentracdo inicial de glicerol para a variante portadora do vetor vazio foi maior
comparada a cepa selvagem e a cepa com o vetor de superexpressdo do cluster de genes de
1,3-PDO. N&o é possivel afirmar que essa foi a causa da incapacidade de crescimento.
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| | @ C. beijerinckii Br21 [pMTL83251_P.-«_1,3-PDO_cluster]

o
o
=
[S)

Velocidade de crescimento especifica (h™)
=] (=} o o (=}
o o o o o
o [ N N w
(3] [$)] o 6] o
1 1 1 1 1

oo0+—/—"7—r——"——"—T T 1 — T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (h)

Figura 25 - Velocidades especificas de crescimento no ensaio cinético realizado com C. beijerinckii
Br21 e C. beijerinckii Br21 [pMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] em meio WIS (WISCHRAL et al., 2015),
contendo glicerol 500 mmol L. C. beijerinckii Br21 [pMTL83251] foi omitido desta figura, visto que ndo houve

crescimento desse microrganismo no ensaio.

Em geral, C. beijerinckii Br21 [pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] foi capaz de
crescer mais rapido que a cepa selvagem com velocidade especifica de crescimento maxima de
0,022 h't em 38 h, em comparagéo a 0,015 h™t em 55 h para a cepa selvagem (Figura 25). Com
isso, a diminuicdo do pH (Figura 24b) e a producgéo de acido butirico (Figura 24e) foram mais
rapidas na cepa transformada. A concentragdo final de 1,3-PDO foi similar em ambos
C. beijerinckii Br21 e C. beijerinckii Br2l [pMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster],
aproximadamente 35 mmol L. Entretanto, esta concentrago foi detectada apds 119 h na cepa

transformada, enquanto a cepa selvagem levou 167 h para alcangar a mesma concentracéo. Isto
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resulta em maior produtividade de 1,3-PDO pela cepa transformada, comparado a cepa
selvagem: 0,27 e 0,20 mmol de 1,3-PDO L™ h', respectivamente. O consumo de glicerol
também foi similar para ambas as cepas, aproximadamente 60 mmol L. Isso resulta em um
rendimento de 0,58 mol de 1,3-PDO mol™* glicerol e uma eficiéncia de 97 %, comparado a
estequiometria tedrica (0,6 mol 1,3-PDO mol™? glicerol). Acido butirico foi o principal
subproduto, alcancando concentragdo final de 10 mmol L™ para ambas as cepas. Acetato e
etanol foram detectados em concentracdes inferiores a 1 mmol L, sendo assim n&o foram
representados na Figura 24. A auséncia de etanol pode ser considerada vantajosa, pois dessa
forma facilitaria em etapas posteriores de purificacdo dos produtos em processos industriais.
Com isso, evita-se a perda do produto desejado devido a sucessivas etapas de purificacdo, além
de diminuir o tempo de processamento e o custo de producdo (SINGH et al., 2022).

Dessa forma, apesar de acelerar o metabolismo do glicerol, as concentracdes finais de
glicerol, 1,3-PDO e acido butirico foram similares para a cepa selvagem e a cepa portadora do
vetor de superexpressao. Mesmo sem ter sido observado o crescimento de C. beijerinckii Br21
[PMTL83251] durante o ensaio, a presenca dos genes contidos no backbone do plasmideo
parece nao interferir no metabolismo do glicerol. Isto €é, o perfil metab6lico observado deve-se
exclusivamente a superexpressdao do cluster de genes de 1,3-PDO. Isto indica que o
pMTL83251 é um bom vetor para a manipulacdo genética da cepa Br21.

Assim como visto anteriormente, 0 metabolismo do glicerol envolve principalmente
quatro enzimas (Figura 26): glicerol desidrogenase (dhaD) e di-hidroxiacetona quinase (dhak),
no eixo oxidativo; e glicerol desidratase (dhaB) e 1,3-propanodiol desidrogenase (dhaT). Esses
genes sdo constituintes do regulon de di-hidroxiacetona (dha), cuja expressao € induzida por
di-hidroxiacetona ou glicerol (SUN et al., 2003).

GDHt (dhaB) PDODH (dhaT)
» 3-HPA / \ » 1,3-PDO
Glicerol NADH + H" NAD*
K / > DHA » DHA-P
GDH (dhaD) DHAK (dhak)

Figura 26 - Vias metabdlicas relacionadas ao consumo de glicerol em Clostridium, com destaque para
0 inicio das vias oxidativa e redutiva. 3-HPA: 3-hidroxipropionaldeido; 1,3-PDO: 1,3-propanodiol; DHA: di-
hidroxiacetona; DHA-P: di-hidroxiacetona fosfato; GDHt: glicerol desidratase, codificada pelo gene dhaB;
PDODH: 1,3-propanodiol desidrogenase, codificada pelo gene dhaT; GDH: glicerol desidrogenase, codificada
pelo gene dhaD; DHAK: di-hidroxiacetona quinase, codificada pelo gene dhaK. Adaptado de (CHEN; LIU; LIU,
2009).



83

Diferentes abordagens envolvendo estes genes foram testadas com o intuito de
aumentar a producdo de 1,3-PDO a partir de glicerol em diferentes microrganismos (E. coli,
K. pneumoniae, Clostridium spp.) (MAERVOET et al., 2011). ZHENG e colaboradores (2006)
estudaram a superexpressdo simultanea de dhaB e dhaT em K. pneumoniae. Neste
microrganismo, a superexpressao desses genes ndo promoveu aumento da produgdo de
1,3-PDO, além de atrasar o consumo de glicerol e sintese dos produtos. Os autores relatam que
provavelmente o plasmideo ocasionou uma sobrecarga (metabolic burden) ao metabolismo do
glicerol neste microrganismo, visto que a fase logaritmica de crescimento se inicia quando 0s
niveis de atividade enzimética relacionadas a dhaB e dhaT decrescem. Com isso, também foi
possivel inferir problemas de estabilidade do plasmideo na célula ao longo da fermentacéo em
batelada, possivelmente ocasionada devido a superexpressdo de dhaB, que causa o acimulo do
intermediario téxico 3-HPA, levando a perda do plasmideo. Em nosso trabalho, a
superexpressdo de dhaB e dhaT em C. beijerinckii resultou no efeito contrario, aumentando a
velocidade de consumo do glicerol e sintese dos produtos e aparentemente ndo houve perda do
plasmideo ao longo da fermentacéo.

Também foi reportada a superexpressdo unicamente de dhaT em K. pneumoniae
(ZHAO et al., 2009), porém sem aumento na producédo de 1,3-PDO, provavelmente devido a
insuficiéncia de NADH necessarios para a reacdo catalisada pela 1,3-propanodiol
desidrogenase. Além disso, a reacéo catalisada pela enzima glicerol desidratase (dhaB) € a etapa
limitante da via redutiva (MAERVOET et al., 2011), de forma que somente superexpressar 0
gene dhaT ndo afeta a producado de 1,3-PDO.

Para contornar a insuficiéncia de NADH e diminuir o acimulo de 3-HPA, CHEN e
colaboradores (2009) superexpressaram dhaT e dhaD, também em K. pneumoniae. Com isso,
houve um aumento de 2,6 e 3,2 vezes nas atividades enzimaticas de glicerol desidratase e
1,3-propanodiol desidrogenase, respectivamente, que resultou em um aumento de 56,3 % na
concentracgéo final de 1,3-propanodiol.

WISCHRAL et al., (2016) selecionou GDH e DHAK como alvos da superexpressdo
em C. beijerinckii DSM 791. Esta foi realizada de forma heterologa, utilizando os genes gldA
e dhaKLM respectivamente, provenientes de E. coli CA434, pois esta cepa apresenta maior
rendimento e produtividade de 1,3-PDO em relacdo a produtores naturais deste composto.
Observou-se que a cepa modificada de C. beijerinckii DSM 791 apresentou maior velocidade
de crescimento, que consequentemente aumentou a produtividade de 1,3-PDO. Porém, néo

houve aumento na concentracéo final de 1,3-PDO que, segundo 0s autores ocorreu, pois, apesar
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de superexpressar um dos ramos do metabolismo do glicerol, as distribui¢fes dos fluxos
metabolicos permanecem iguais. Este resultado € similar ao obtido para a cepa Br21 em nosso
trabalho e provavelmente pode se utilizar da mesma justificativa: a superexpressao dos genes
relativos a via redutiva aumentaram as velocidades apenas dessas reagdes do metabolismo, e
isso ndo resultou no aumento da concentragéo final de 1,3-PDO. Portanto, a complementacéo
de abordagens, como mencionado anteriormente, com a suplementacéo nutricional de meios de
cultura, aliado a ferramentas moleculares parecem ser uma boa estratégia para aumentar o

produto de interesse.

5.4. Comparacdo entre as abordagens para o aumento da producéo de 1, 3-PDO por
C. beijerinckii Br21: composicdo do meio de cultura e transformacéo

A Tabela 17 apresenta um resumo dos resultados de todas as etapas do trabalho. O
consumo médio de glicerol por C. beijerinckii Br21, considerando todos os ensaios, foi de
aproximadamente 60 mmol L. Com isso, ainda é necessario otimizar as condigdes de cultivo
para maximizar o consumo de glicerol.

Neste ponto, vale ressaltar novamente que a manipulacdo genética realizada neste
trabalho, para superexpressdo do cluster de genes de 1,3-PDO, ndo promoveu o aumento da
concentracdo final de 1,3-PDO ou do consumo de glicerol, porém houve aumento na
produtividade (de 0,20 mmol L h' para 0,27 mmol L h). Possivelmente, a posterior
combinacéo das estratégias de alteracdo do meio nutricional e utilizacdo da cepa transformada
poderiam resultar em aumento da concentracdo final de 1,3-PDO com o concomitante aumento
da produtividade.

Em alguns casos, observou-se gque a eficiéncia de obtencdo de 1,3-PDO foi superior a
100 %. Provavelmente, isto se deve ao fato de C. beijerinckii Br21 consumir outros compostos
como fonte de carbono, além do glicerol, como o acetato, mencionado anteriormente e ja
verificado em varios trabalhos do grupo (ALTAFINI, 2022; MERMEJO, 2020; RODRIGUES,
2021), que tambem obtiveram eficiéncias superiores a 100 %.

No ensaio da cepa referéncia (C. pasteurianum DSM 525) em RCM, observou-se o
maior consumo de glicerol entre os ensaios (230,74 mmol L™?) e a maxima produtividade de
1,3-PDO (0,95 mmol Lt ht). Porém, isto ndo se refletiu em maior concentracdo final de
1,3-PDO, comparado ao C. beijerinckii Br21. Provavelmente, o glicerol foi direcionado para

outras vias metabdlicas quando o microrganismo € exposto a alta oferta de nutrientes. A
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concentragio de 1,3-PDO variou de 13,25 a 3520 mmol L%, em RCM e meio WIS,
respectivamente, ressaltando, mais uma vez, a influéncia do meio nutricional que, neste caso,
triplicou a concentracao final.

Finalmente, calculou-se a recuperagéo de carbono nos ensaios (Figura 27), que variou
entre 79 a 99 %. Valores abaixo de 100 % séo esperados, visto que 0 microrganismo também
produz CO:> e este ndo foi quantificado. Entretanto, também foram obtidos valores cuja faixa
de incerteza os torna acima de 100 %. Um dos possiveis motivos para este resultado seria a
obtencédo de carbono por diferentes fontes, além do glicerol, que ndo foram consideradas no
calculo. SANDOVAL-ESPINOLA e colaboradores (2017) reportaram evidéncias da captura
mixotréfica de carbono por C. beijerinckii. Neste caso, o microrganismo seria capaz de
metabolizar concomitantemente o carboidrato disponivel no meio de cultura e o COa,
resultando em produtos contendo carbono proveniente de diferentes fontes. Em nosso trabalho,
somente quantificamos a principal fonte de carbono, o glicerol; porém o CO. possivelmente

pode atuar como fonte de carbono complementar em C. beijerinckii Br21.



Tabela 17 - Resumo dos resultados dos ensaios com C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum DSM 525 sob diferentes meios de cultura e o C. beijerinckii Br21

apos a transformacao.

Meio Consumo de

. . - DOsoo q Acido butirico 1,3-PDO Y 1,3-PDO/glicerol Al o Produtividade
Etapa Microrganismo de gllcerol_l méxima pH final (mmol L) (mmol L) (mol mol) Eficiéncia (%) (mmol L h)
cultura (mmol L)
C. beijerinckii Br21 RCM 54,78 + 9,51 4,64 +0,08 5,10 £ 0,02 24,17+ 1,14 0 0 0 0

C. pasteurianum

DSM 525 RCM  230,74+10,17 6,66+0,32 5,62 +0,03 12,42 + 0,43 13,25+0,51 0,06 +£0,00 9,57 £ 0,56 0,95+0,04

C. beijerinckii Br21 ~ WIS 66,78 *+ 14,50 1,27 +0,10 5,15+ 0,03 10,64 £ 0,72 30,68+0,40 0,46+0,10 76,58 *+ 16,66 0,25+ 0,00

Avaliacgéo do efeito nutricional

C.pasteurianum o 74504673 1214003 4924001  667+067 3520+432 047+007 7875+1200 0,29+ 0,04

DSM 525
z% C. beijerinckii Br21 WIS 58,55 + 6,76 0,39 £ 0,02 5,68 £ 0,01 9,41+ 1,06 3352+361 057+0,09 9544 +15,06 0,20 £ 0,02
£
€ | C. beijerinckii Br21
S [PMTL83251_
= P WIS 49,31 + 16,79 0,50 £ 0,02 5,51 +0,03 10,47 + 0,67 32,54 + 2,27 0,66 +0,23 109,99 + 38,23 0,27 £ 0,02
pta-ack__

1,3-PDO_cluster]

98
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Figura 27 - Resumo dos resultados obtidos com o C. beijerinckii Br21, considerando a recuperagéo de
carbono (%).

Em RCM, o carbono proveniente do glicerol foi direcionado principalmente (Figura
27) a biossintese de &cido butirico (44,37 %) e massa celular (35,09 %), em C. beijerinckii
Br21. Ja em meio WIS, o carbono proveniente do glicerol foi direcionado principalmente
(Figura 27) a biossintese de 1,3-PDO (com valores acima de 45 %), seguido de acido butirico
e massa celular. Ou seja, a composi¢do nutricional do meio WIS favorece a produgéo de
1,3-PDO, diminuindo a recuperacédo de carbono em outros subprodutos, como o acido butirico
e a massa celular.

Portanto, a producdo de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21 ¢é influenciada por um
conjunto de fatores, nutricionais e genéticos. Ao longo do trabalho, ambas as estratégias foram
exploradas e cada uma promoveu um resultado diferente. A alteracdo do meio nutricional

possibilitou a biossintese de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21; ja a modificacdo genética da
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cepa, para superexpressdo da via redutiva de sintese deste composto, ocasionou 0 aumento da
produtividade de 1,3-PDO (Tabela 17).

Em etapas posteriores, ambas as estratégias poderiam ser otimizadas. As condicdes de
crescimento / nutricionais para a cepa transformada ainda devem ser otimizadas, para aumentar
o consumo de glicerol, que foi relativamente baixo considerando a concentragdo inicial
adicionada nos ensaios. No caso da cepa modificada, novos promotores poderiam ser testados,
em substituicédo ao gene codificante da fosfotransacetilase em
PMTL83251 Ppta-ack_1,3-PDO_cluster, possivelmente aumentando a expressao dos genes alvo

contidos no plasmideo.
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6. CONCLUSOES

A cepa C. beijerinckii Br21, principal foco de estudo deste trabalho, ao consumir
glicerol forma 1,3-PDO como um dos produtos de fermentacao, como observado anteriormente
em trabalhos do grupo de pesquisa. Entretanto, a composicdo do meio de cultura foi
determinante na obtengdo do composto de interesse. A cepa C. beijerinckii Br21 formou
1,3-PDO somente em meio WIS, enquanto C. pasteurianum DSM 525 produziu este composto
tanto no meio WIS, como no RCM. A fermentacdo do glicerol foi provavelmente inibida em
C. beijerinckii Br21 pela alta concentracdo de nutrientes do RCM, bem como pelo decaimento
do pH neste meio, resultado da formacdo de acidos organicos. Em meio WIS, foi possivel
comprovar a sintese de 1,3-PDO pela cepa Br2l1 em concentracbes similares ao
C. pasteurianum DSM 525. Ressalta-se, entdo, a importancia da composicdo do meio cultura
no direcionamento do metabolismo para o produto de interesse, bem como do controle do pH
em biorreatores.

O perfil de produtos da fermentacdo do glicerol foi distinto para as espécies
C. beijerinckii e C. pasteurianum. Enquanto C. beijerinckii gerou 1,3-PDO com apenas acido
butirico como subproduto, a espécie C. pasteurianum além de 1,3-PDO também formou &cido
acético conjuntamente ao &cido butirico.

O nivel de expressdo da 1,3-propanodiol desidrogenase, que catalisa a Ultima reacéo
da via redutiva para a formacao de 1,3-PDO, foi similar em ambas as cepas, corroborando com
os resultados de concentracdo de 1,3-PDO. Entretanto, C. beijerinckii Br21 e C. pasteurianum
DSM 525 apresentaram distintos niveis de expressdo de glicerol-3-fosfato desidrogenase,
supostamente envolvida na oxidacdo do glicerol. Devido a baixa expressdo génica de
glicerol-3-desidrogenase, provavelmente C. beijerinckii Br21 realiza a oxidacao de glicerol
preferencialmente pelas enzimas glicerol desidrogenase e di-hidroxiacetona quinase.

O método de transformacéo para o C. beijerinckii Br21 foi selecionado e aperfei¢coado
a partir da metodologia descrita por LITTLE et al. (2018). Tal método, apds adaptacdes da
concentracdo celular para a transformac&o e do tempo necessario para a regeneracao celular das
cepas transformadas, foi apropriado a transformacéo de C. beijerinckii Br21. Tais altera¢Ges no
protocolo parecem ser necessarias de acordo com o tamanho do plasmideo a ser transformado.

O plasmideo pMTL83251 utilizado na superexpressdo aparentemente € um bom vetor

para a transformacdo de C. beijerinckii Br21. A superexpressao dos genes dhaB1, dhaB2, CoT
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e dhaT resultou no aumento significativo da produtividade de 1,3-PDO por C. beijerinckii Br21
[PMTL83251_Ppta-ack_1,3-PDO_cluster] em comparagdo a cepa selvagem. Entretanto, nédo

houve diferenca na concentracéo final de 1,3-PDO por ambas as cepas.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Sequéncias (5’ 3”) dos plasmideos empregados durante as atividades de pesquisa.

a) pMTL83251

CCTGCAGGATAAAAAAATTGTAGATAAATTTTATAAAATAGTTTTATCTACAATTTTTTTATCAGGAAACAGCTAT
GACCGCGGCCGCTGTATCCATATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACGTCACGCGT
CCATGGAGATCTCGAGGCCTGCAGACATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG
TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCC
CAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTAGCATAAAAATAAGAAGCCTGCATTTGCAGGCTTCTTATTTTTATGGCG
CGCCGCCATTATTTTTTTGAACAATTGACAATTCATTTCTTATTTTTTATTAAGTGATAGTCAAAAGGCATAACAGTGCTGAA
TAGAAAGAAATTTACAGAAAAGAAAATTATAGAATTTAGTATGATTAATTATACTCATTTATGAATGTTTAATTGAATACAAA
AAAAAATACTTGTTATGTATTCAATTACGGGTTAAAATATAGACAAGTTGAAAAATTTAATAAAAAAATAAGTCCTCAGCTCT
TATATATTAAGCTACCAACTTAGTATATAAGCCAAAACTTAAATGTGCTACCAACACATCAAGCCGTTAGAGAACTCTATCTA
TAGCAATATTTCAAATGTACCGACATACAAGAGAAACATTAACTATATATATTCAATTTATGAGATTATCTTAACAGATATAA
ATGTAAATTGCAATAAGTAAGATTTAGAAGTTTATAGCCTTTGTGTATTGGAAGCAGTACGCAAAGGCTTTTTTATTTGATAA
AAATTAGAAGTATATTTATTTTTTCATAATTAATTTATGAAAATGAAAGGGGGTGAGCAAAGTGACAGAGGAAAGCAGTATCT
TATCAAATAACAAGGTATTAGCAATATCATTATTGACTTTAGCAGTAAACATTATGACTTTTATAGTGCTTGTAGCTAAGTAG
TACGAAAGGGGGAGCTTTAAAAAGCTCCTTGGAATACATAGAATTCATAAATTAATTTATGAAAAGAAGGGCGTATATGAAAA
CTTGTAAAAATTGCAAAGAGTTTATTAAAGATACTGAAATATGCAAAATACATTCGTTGATGATTCATGATAAAACAGTAGCA
ACCTATTGCAGTAAATACAATGAGTCAAGATGTTTACATAAAGGGAAAGTCCAATGTATTAATTGTTCAAAGATGAACCGATA
TGGATGGTGTGCCATAAAAATGAGATGTTTTACAGAGGAAGAACAGAAAAAAGAACGTACATGCATTAAATATTATGCAAGGA
GCTTTAAAAAAGCTCATGTAAAGAAGAGTAAAAAGAAAAAATAATTTATTTATTAATTTAATATTGAGAGTGCCGACACAGTA
TGCACTAAAAAATATATCTGTGGTGTAGTGAGCCGATACAAAAGGATAGTCACTCGCATTTTCATAATACATCTTATGTTATG
ATTATGTGTCGGTGGGACTTCACGACGAAAACCCACAATAAAAAAAGAGTTCGGGGTAGGGTTAAGCATAGTTGAGGCAACTA
AACAATCAAGCTAGGATATGCAGTAGCAGACCGTAAGGTCGTTGTTTAGGTGTGTTGTAATACATACGCTATTAAGATGTAAA
AATACGGATACCAATGAAGGGAAAAGTATAATTTTTGGATGTAGTTTGTTTGTTCATCTATGGGCAAACTACGTCCAAAGCCG
TTTCCAAATCTGCTAAAAAGTATATCCTTTCTAAAATCAAAGTCAAGTATGAAATCATAAATAAAGTTTAATTTTGAAGTTAT
TATGATATTATGTTTTTCTATTAAAATAAATTAAGTATATAGAATAGTTTAATAATAGTATATACTTAATGTGATAAGTGTCT
GACAGTGTCACAGAAAGGATGATTGTTATGGATTATAAGCGGCCGGCCGAAGCAAACTTAAGAGTGTGTTGATAGTGCAGTAT
CTTAAAATTTTGTATAATAGGAATTGAAGTTAAATTAGATGCTAAAAATTTGTAATTAAGAAGGAGTGATTACATGAACAAAA
ATATAAAATATTCTCAAAACTTTTTAACGAGTGAAAAAGTACTCAACCAAATAATAAAACAATTGAATTTAAAAGAAACCGAT
ACCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTAAAATAAGTAAACAGGTAACGTCTATTGAATT
AGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATTAAAACTGAATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGT
TTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAAATTGTTGGGAGTATTCCTTACCATTTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTT
TTTGAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTCACCGAACACTAGG
GTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTGCTTAAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACA
GTGTCTTAATAAAACTTACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAATATTGGAAGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGG
GTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTACTAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTAAACAATTTAAGTAC
CGTTACTTATGAGCAAGTATTGTCTATTTTTAATAGTTATCTATTATTTAACGGGAGGAAATAATTCTATGAGTCGCTTTTGT
AAATTTGGAAAGTTACACGTTACTAAAGGGAATGTGTTTAAACTCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCT
GCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACT
GGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACC
GCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA
GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAG
CGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCC
ACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTA
CGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGC
CTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAA
TACGCAGGGCCCCCTGCTTCGGGGTCATTATAGCGATTTTTTCGGTATATCCATCCTTTTTCGCACGATATACAGGATTTTGC
CAAAGGGTTCGTGTAGACTTTCCTTGGTGTATCCAACGGCGTCAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGTAGGCCCACCCGCGAGCGG
GTGTTCCTTCTTCACTGTCCCTTATTCGCACCTGGCGGTGCTCAACGGGAATCCTGCTCTGCGAGGCTGGCCGGCTACCGCCG
GCGTAACAGATGAGGGCAAGCGGATGGCTGATGAAACCAAGCCAACCAGGAAGGGCAGCCCACCTATCAAGGTGTACTGCCTT
CCAGACGAACGAAGAGCGATTGAGGAAAAGGCGGCGGCGGCCGGCATGAGCCTGTCGGCCTACCTGCTGGCCGTCGGCCAGGG
CTACAAAATCACGGGCGTCGTGGACTATGAGCACGTCCGCGAGCTGGCCCGCATCAATGGCGACCTGGGCCGCCTGGGLGGLC
TGCTGAAACTCTGGCTCACCGACGACCCGCGCACGGCGCGGTTCGGTGATGCCACGATCCTCGCCCTGCTGGCGAAGATCGAA
GAGAAGCAGGACGAGCTTGGCAAGGTCATGATGGGCGTGGTCCGCCCGAGGGCAGAGCCATGACTTTTTTAGCCGCTAAAACG
GCCGGGGGGTGCGCGTGATTGCCAAGCACGTCCCCATGCGCTCCATCAAGAAGAGCGACTTCGCGGAGCTGGTGAAGTACATC
ACCGACGAGCAAGGCAAGACCGATCGGGCCC
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b) pMTL83251

CCTGCTCTGCGAGGCTGGCCGGCTACCGCCGGCGTAACAGATGAGGGCAAGCGGATGGCTGATGAAACCAAGCCAA
CCAGGAAGGGCAGCCCACCTATCAAGGTGTACTGCCTTCCAGACGAACGAAGAGCGATTGAGGAAAAGGCGGCGGCGGLLGGL
ATGAGCCTGTCGGCCTACCTGCTGGCCGTCGGCCAGGGCTACAAAATCACGGGCGTCGTGGACTATGAGCACGTCCGCGAGCT
GGCCCGCATCAATGGCGACCTGGGCCGCCTGGGCGGCCTGCTGAAACTCTGGCTCACCGACGACCCGCGCACGGCGCGGTTCG
GTGATGCCACGATCCTCGCCCTGCTGGCGAAGATCGAAGAGAAGCAGGACGAGCTTGGCAAGGTCATGATGGGCGTGGTCCGC
CCGAGGGCAGAGCCATGACTTTTTTAGCCGCTAAAACGGCCGGGGGGTGCGCGTGATTGCCAAGCACGTCCCCATGCGCTCCA
TCAAGAAGAGCGACTTCGCGGAGCTGGTGAAGTACATCACCGACGAGCAAGGCAAGACCGATCGGGCCCCCTGCAGGATAAAA
AAATTGTAGATAAATTTTATAAAATAGTTTTATCTACAATTTTTTTATCAGGAAACAGCTATGACCGCGGCCGCTGTATCCAT
ATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGTCGACGTTACCACTCATAACTGCTATTACAGCATCACATTTTGTAG
CAGAACGAGCACTTTCAATATGATATTTATGTCCATTGTGAAAGGGATTATATTCAACTATTATTCCAGTTACGTTCATAGAA
ATTTTCCTTTCTAAAATATTTTATTCCATGTCAAGAACTCTGTTTATTTCATTAAAGAACTATAAGTACAAAGTATAGGGCAT
TTGAAAAAATAGGCTAGTATATTGATTGATTATTTATTTTAAAATGCCTAAGTGAAATATATACATATTATAACAATAAAATA
AGTATTAGTGTAGGATTTTTAAATAGAGTATCTATTTTCAGATTAAATTTTTGCTTATTTGATTTACATTATATAATATTGAG
TAAAGTATTGACTAGCAAAATTTTTTGATACTTTAATTTGTGAAATTTCTTATCAAAAGTTATATTTTTGAATGATTTTTATT
GAAAAATACAACTAAAAAGGATTATAGTATAAGTGTGTGTAATTTTGTGTTAAATTTAAAGGGAGGACTCTAGAGATGATATC
TAAAGGGTTTTCAAAACCAACTGAGAGGGTTGAAAGATTAAAAAGAATGATTGTGGATGCAATTCCGTATGTAGAATCAGAAA
GAGCGGTTCTTGTAACAGAATCATATAAGGAAACAGAAGGTCTATCTCCTATATTAAGACGTGCTAAAGCCGTAGAAAAAATA
TTTAACAATTTACCTATTACTATTCGTGAAGATGAATTAGTAGTTGGTGCAATTACTAAAAATCCACGTTCTACTGAAATTTG
TCCAGAATTTTCTTATGATTGGGTAGCTAAAGAATTTGACACAATGGGAACAAGAATTGCAGATCCATTCCAAATTCCAAAGG
AAACAGCGGCAGAATTAAGTGAAGCATTTAAATATTGGGAAGGTAAGACCACAAGTGCACTTGCTGATTCTTACATGTCTCAA
GAAGCAAAAGACTGTATGGCAAATGGAGTATTTACTGTAGGAAATTATTTCTATGGTGGAGTTGGTCACATTTGTGTTGATTA
CGGAAAGATTTTAAGAAAAGGGTTTAAAGGCATTATTGCTGAAGTTATTGAAGCAATGAGTAAAATGGACAAGAAGGACCCTG
ATTATATAAAGAAACAACAATTTTATAATGCTGTAGTAATTTCTTATAGCGCAGCAATAAATTTTGCACATAGATATGCTCAA
AAAGCTAGAGATATGGCGGCTATAGAATTAAACCCTACTAGAAAAGCAGAATTGTTACAAATAGCTGCTAACTGTGAAAGAGT
ACCTGAAAATGGTGCAACAAACTTCTATGAAGCTTGCCAATCATTCTGGTTCATTCAAATAATGGTTCAAATTGAATCTAATG
GACACTCAATTTCACCAGGACGTTTTGATCAATATATGTATCCTTACCTTAAAGAAGATAAAAACATCTCAAAAGAATTTGCT
CAAGAGTTAGTTGATTGTATTTGGATTAAACTAAATGATATTAATAAAACTCGTGATGAAATTTCAGCTCAAGCTTTTGCAGG
TTATGCTGTGTTCCAAAACCTATGTGTTGGTGGACAAAATGAAGAAGGGCTTGATGCCACAAATGAAGTATCTTACATGTGTA
TGGAAGCAACAGCTCATGTTAAATTACCAGCACCTTCATTCTCTATCCGTGTATGGCAAGGGACTCCAGATGAATTCTTGTTA
AGAGCTTGCGAAGTCGCAAGATTAGGCCTTGGTGTACCTGCTATGTACAATGATGAAGTTATAATTCCTGCATTAGTTAATAG
AGGTGTTACTCTTAGAGATGCACGTAACTATTGTATTATCGGCTGTGTTGAACCTCAATGTCCAAACAAGACAGAAGGCTGGC
ATGATGCAGCATTCTTTAATGTAGCTAAGGTATTAGAAATTACATTAAATAATGGTAAAGTAGGCAACAAGCAATTAGGTCCT
ATCACAGGGGATATAACAACATTTAAGAATATAGATGATTTCTATGCAGCATTTAAGAAGCAAATGGAATACTTTGTTTACTA
TCTTGTTGAAGCAGATAACTGTGTTGATTATGCTCATGCTGAAAGAGCGCCATTACCATTCTTATCAGCAATGGTTGATGATT
GTATAGGAAGAGGTAAATCAGTTCAAGAAGGTGGAGCAATTTATAACTTTACAGGACCACAAGCTTTTGGTATAGCAGATACA
GGAGATTCCGTATATGCAATTCAAAAACATGTATTTGAAGATAAAACTATTGCAATGGATCAATTAAAAGCAGCATTAGATGC
AAACTTTGGACATACTGGCGTTAATGCAGTTAGTACAAGCAATAACAATGCTGATGTTACTGAAATGCAGATATATGAAGCAG
TTAAGAGAATATTAAGTAATTCTGGATCAATTGATATATCTGAAATTCAAAGCAGAATCTCTTCAGAATTTACTTCACCTAAA
ACAACAGTTTCAGGAGATATTGATAATATAAGAAGACTTCTTGAAAGTACTCCTTGCTTTGGTAATGATATAGATGAAGTTGA
TATGGTTGCTCGTAAATGTGCACAAATATACTGCTTCGAAGTTGAAAAATATACTAACCCACGTGGAGGACAATTCCAAGCTG
GAGTTTACCCAGTATCTGCAAATGTATTATTTGGTAAAGATGTTGGGGCATTACCAGATGGTAGATTAGCTAAGACTCCTCTT
GCTGATGGTGTATCTCCTAGAGCAGGTAAAGATTGTGCAGGTCCAACTGCAGCAGCAAATTCTGTTGCTAAGCTAGATCACTT
TGTAGCATCAAATGGTACACTTTATAATCAAAAATTCTTACCATCTGCAGTTGCTGGAGATACAGGATTACAAAACTTTGCTT
CTGTAATAAGAAGTTACTTTGATCATAAAGGTATGCATGTTCAATTTAATGTAATTGATAAGCAATTATTATTAGATGCTCAA
AAGCACCCAGAAAATTATAAAGACCTGGTTGTTCGTGTTGCAGGCTATAGTGCTCAATTTACTGTATTAGCAAAGGAAGTACA
AGATGACATTATAAATCGTACTGAACATTCACTTTAAGCTTATTTGAACATAATAAGTAGGCCAAAATTTTATCCCTTATAAG
TTTTATTTGAAAAAGTTACACTTTATAAGGTTAGGGGAGATGTGCATGATGGATACAATTAATTATAGTATGGAAGGAACAGT
ATTTGATATACAGAGATTCTCTATACATGATGGCCCAGGAATTCGTACAATAGTTTTTTTAAAAGGATGTCCTTTATCATGCT
TATGGTGTAGCAATCCTGAATCACAGAAAATTAAACCTGTCATAATGTATCAATCTGCGAATTGTATTCATTGTGGAAGATGT
ATTTCAGCCTGCAAAATAGGTGCAATTAGTGTTAATAATAAAGGTTTTATAAATAGAGAAATTTGCACAGCATGTGGTGAATG
TAGCAATGTTTGTCCAACAAGCTCTTTAGTCTTAAAAGGTAAAAAAATGACGATTGAACAAGTTATAAAAGAACTCAAAAAAG
ATGCTATAAATTATAGACGATCTGGTGGTGGAATCACTTTATCAGGAGGAGAACCACTATTACAGTCAGATTTTTCAAAAGAA
CTTTTTAAGGCATGTAAAGCACAAGGTTGGCATACAGCTATTGAAACTACAGGTTATGCAAATTCAGAAACTATTGAAAAAGT
ATTTCCATATATAGATTTAGTGCTTATGGATATTAAGAGTACAAATCTTGAATTACACAGAAAATACACAGGAGTTTCTAACG
AAATAATTCTAAATAATGCAAAGAGAATTTCTGAAATATCAAAAATGGTAGTTAGAGTACCATTAATACCAGACTTTAATTCT
TCAATTCAAGATATTTTGGAATTATGTAGGTTTACTAAAACTTTGAATAACATTGATACGATTCATTTGTTACCATACCATAC
TTATGGTGAAAATAAATATGAACTCCTTGGAAGAGATTATCTTATGAAAGACTCACGGTCATTAAAAGAAGATGAGATTGAAG
TCTTAAAAAAGATTATTGAGGATCAGGGGATTAAATGTATTATTGGTGGTTAAAGATATAATTTTAGAATGGAGGAGTCAAAA
TGGATCAACAATTGATTGAAAAGGTAATGAAACAGGTTTCTAGCGAACTTGGAATATCTGTTAAAAATCAAAATAATGATTCT
CAAAATATAAGCAAAAATACTAGTGGAGGAATAGGTGTTACTGAATTTGTAGGTACTGCAATAGGAGATACTATTGGACTAGT
AATTGCAAGTGTAGATCCACTACTTACAGAAACTATGAAATTAGGAAAGTACCGTTCAATCGCTATCATAGGCGGAAGAACTG
GAGCTGGACCTCAAATTATGGCTGTTGATGATGCTGTTAAAGCTACAAATACAGAAGTTATTTCTGTTGAATTACCTAGAGAT
ACTAAAGGCGGAGCAGGTCATGGAAGTTTAATTTATATAGGAGCTGATGATGTTTCAGATGCTAGACGTGCAGTTGAAATTGC
ACTTTCAAGCTTAGATAAATATTTTGGAGATGTGTATGCAAATGATGCAGGACATTTAGAATTTCAATACACAGCTAGAGCAA
GTTATTGTTTAGAAAAAGCTTTTGGAACGCCATTAGGCAGAGCTTTTGGAATGGTTTGTGCAGGACCAGCTGCAATTGGAACA
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GTTTTAGCTGATGTTGCTGTAAAAGCTGCTAATGTTGATGTTGTAGGTTACTGTTCACCAGGAAACGGAACAAGTTTCTCAAA
TGAGGTTATATTAACTTTCAGTGGTGATTCGGGAGCTGTAAGACAAGCTGTAAGAGCATCAATTGAAGTAGGTAAAAAATTAC
TTGGTGCGTTAGGTGATGAACCTAAATCAACTACAACACCTTATATTTAATCGAGGCCTGCAGACATGCAAGCTTGGCACTGG
CCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGC
TGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTAGCATAAAAA
TAAGAAGCCTGCATTTGCAGGCTTCTTATTTTTATGGCGCGCCGCCATTATTTTTTTGAACAATTGACAATTCATTTCTTATT
TTTTATTAAGTGATAGTCAAAAGGCATAACAGTGCTGAATAGAAAGAAATTTACAGAAAAGAAAATTATAGAATTTAGTATGA
TTAATTATACTCATTTATGAATGTTTAATTGAATACAAAAAAAAATACTTGTTATGTATTCAATTACGGGTTAAAATATAGAC
AAGTTGAAAAATTTAATAAAAAAATAAGTCCTCAGCTCTTATATATTAAGCTACCAACTTAGTATATAAGCCAAAACTTAAAT
GTGCTACCAACACATCAAGCCGTTAGAGAACTCTATCTATAGCAATATTTCAAATGTACCGACATACAAGAGAAACATTAACT
ATATATATTCAATTTATGAGATTATCTTAACAGATATAAATGTAAATTGCAATAAGTAAGATTTAGAAGTTTATAGCCTTTGT
GTATTGGAAGCAGTACGCAAAGGCTTTTTTATTTGATAAAAATTAGAAGTATATTTATTTTTTCATAATTAATTTATGAAAAT
GAAAGGGGGTGAGCAAAGTGACAGAGGAAAGCAGTATCTTATCAAATAACAAGGTATTAGCAATATCATTATTGACTTTAGCA
GTAAACATTATGACTTTTATAGTGCTTGTAGCTAAGTAGTACGAAAGGGGGAGCTTTAAAAAGCTCCTTGGAATACATAGAAT
TCATAAATTAATTTATGAAAAGAAGGGCGTATATGAAAACTTGTAAAAATTGCAAAGAGTTTATTAAAGATACTGAAATATGC
AAAATACATTCGTTGATGATTCATGATAAAACAGTAGCAACCTATTGCAGTAAATACAATGAGTCAAGATGTTTACATAAAGG
GAAAGTCCAATGTATTAATTGTTCAAAGATGAACCGATATGGATGGTGTGCCATAAAAATGAGATGTTTTACAGAGGAAGAAC
AGAAAAAAGAACGTACATGCATTAAATATTATGCAAGGAGCTTTAAAAAAGCTCATGTAAAGAAGAGTAAAAAGAAAAAATAA
TTTATTTATTAATTTAATATTGAGAGTGCCGACACAGTATGCACTAAAAAATATATCTGTGGTGTAGTGAGCCGATACAAAAG
GATAGTCACTCGCATTTTCATAATACATCTTATGTTATGATTATGTGTCGGTGGGACTTCACGACGAAAACCCACAATAAAAA
AAGAGTTCGGGGTAGGGTTAAGCATAGTTGAGGCAACTAAACAATCAAGCTAGGATATGCAGTAGCAGACCGTAAGGTCGTTG
TTTAGGTGTGTTGTAATACATACGCTATTAAGATGTAAAAATACGGATACCAATGAAGGGAAAAGTATAATTTTTGGATGTAG
TTTGTTTGTTCATCTATGGGCAAACTACGTCCAAAGCCGTTTCCAAATCTGCTAAAAAGTATATCCTTTCTAAAATCAAAGTC
AAGTATGAAATCATAAATAAAGTTTAATTTTGAAGTTATTATGATATTATGTTTTTCTATTAAAATAAATTAAGTATATAGAA
TAGTTTAATAATAGTATATACTTAATGTGATAAGTGTCTGACAGTGTCACAGAAAGGATGATTGTTATGGATTATAAGCGGCC
GGCCGAAGCAAACTTAAGAGTGTGTTGATAGTGCAGTATCTTAAAATTTTGTATAATAGGAATTGAAGTTAAATTAGATGCTA
AAAATTTGTAATTAAGAAGGAGTGATTACATGAACAAAAATATAAAATATTCTCAAAACTTTTTAACGAGTGAAAAAGTACTC
AACCAAATAATAAAACAATTGAATTTAAAAGAAACCGATACCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAA
ACTGGCTAAAATAAGTAAACAGGTAACGTCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATTAAAACTGA
ATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAAATTGTTGGGAGTATT
CCTTACCATTTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTTTTTGAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCTGATTGTTGAAGAAGG
ATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTGCTTAAGC
TGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGTCTTAATAAAACTTACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGAT
AAATATTGGAAGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTACTAAAAATCAGTTTCA
TCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTAAACAATTTAAGTACCGTTACTTATGAGCAAGTATTGTCTATTTTTAATAGTTATCTAT
TATTTAACGGGAGGAAATAATTCTATGAGTCGCTTTTGTAAATTTGGAAAGTTACACGTTACTAAAGGGAATGTGTTTAAACT
CCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAG
GATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTG
CCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTA
GCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTG
CCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCAC
GCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGG
GAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGG
CGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCC
TGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGC
GCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAGGGCCCCCTGCTTCGGGGTCATTATAGCGATTTTTTCG
GTATATCCATCCTTTTTCGCACGATATACAGGATTTTGCCAAAGGGTTCGTGTAGACTTTCCTTGGTGTATCCAACGGCGTCA
GCCGGGCAGGATAGGTGAAGTAGGCCCACCCGCGAGCGGGTGTTCCTTCTTCACTGTCCCTTATTCGCACCTGGCGGTGCTCA
ACGGGAAT
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CATAAAAATAAGAAGCCTGCATTTGCAGGCTTCTTATTTTTATGGCGCGCCGCCATTATTTTTTTGAACAATTGAC
AATTCATTTCTTATTTTTTATTAAGTGATAGTCAAAAGGCATAACAGTGCTGAATAGAAAGAAATTTACAGAAAAGAAAATTA
TAGAATTTAGTATGATTAATTATACTCATTTATGAATGTTTAATTGAATACAAAAAAAAATACTTGTTATGTATTCAATTACG
GGTTAAAATATAGACAAGTTGAAAAATTTAATAAAAAAATAAGTCCTCAGCTCTTATATATTAAGCTACCAACTTAGTATATA
AGCCAAAACTTAAATGTGCTACCAACACATCAAGCCGTTAGAGAACTCTATCTATAGCAATATTTCAAATGTACCGACATACA
AGAGAAACATTAACTATATATATTCAATTTATGAGATTATCTTAACAGATATAAATGTAAATTGCAATAAGTAAGATTTAGAA
GTTTATAGCCTTTGTGTATTGGAAGCAGTACGCAAAGGCTTTTTTATTTGATAAAAATTAGAAGTATATTTATTTTTTCATAA
TTAATTTATGAAAATGAAAGGGGGTGAGCAAAGTGACAGAGGAAAGCAGTATCTTATCAAATAACAAGGTATTAGCAATATCA
TTATTGACTTTAGCAGTAAACATTATGACTTTTATAGTGCTTGTAGCTAAGTAGTACGAAAGGGGGAGCTTTAAAAAGCTCCT
TGGAATACATAGAATTCATAAATTAATTTATGAAAAGAAGGGCGTATATGAAAACTTGTAAAAATTGCAAAGAGTTTATTAAA
GATACTGAAATATGCAAAATACATTCGTTGATGATTCATGATAAAACAGTAGCAACCTATTGCAGTAAATACAATGAGTCAAG
ATGTTTACATAAAGGGAAAGTCCAATGTATTAATTGTTCAAAGATGAACCGATATGGATGGTGTGCCATAAAAATGAGATGTT
TTACAGAGGAAGAACAGAAAAAAGAACGTACATGCATTAAATATTATGCAAGGAGCTTTAAAAAAGCTCATGTAAAGAAGAGT
AAAAAGAAAAAATAATTTATTTATTAATTTAATATTGAGAGTGCCGACACAGTATGCACTAAAAAATATATCTGTGGTGTAGT
GAGCCGATACAAAAGGATAGTCACTCGCATTTTCATAATACATCTTATGTTATGATTATGTGTCGGTGGGACTTCACGACGAA
AACCCACAATAAAAAAAGAGTTCGGGGTAGGGTTAAGCATAGTTGAGGCAACTAAACAATCAAGCTAGGATATGCAGTAGCAG
ACCGTAAGGTCGTTGTTTAGGTGTGTTGTAATACATACGCTATTAAGATGTAAAAATACGGATACCAATGAAGGGAAAAGTAT
AATTTTTGGATGTAGTTTGTTTGTTCATCTATGGGCAAACTACGTCCAAAGCCGTTTCCAAATCTGCTAAAAAGTATATCCTT
TCTAAAATCAAAGTCAAGTATGAAATCATAAATAAAGTTTAATTTTGAAGTTATTATGATATTATGTTTTTCTATTAAAATAA
ATTAAGTATATAGAATAGTTTAATAATAGTATATACTTAATGTGATAAGTGTCTGACAGTGTCACAGAAAGGATGATTGTTAT
GGATTATAAGCGGCCGGCCGAAGCAAACTTAAGAGTGTGTTGATAGTGCAGTATCTTAAAATTTTGTATAATAGGAATTGAAG
TTAAATTAGATGCTAAAAATTTGTAATTAAGAAGGAGTGATTACATGAACAAAAATATAAAATATTCTCAAAACTTTTTAACG
AGTGAAAAAGTACTCAACCAAATAATAAAACAATTGAATTTAAAAGAAACCGATACCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGG
GCATTTAACGACGAAACTGGCTAAAATAAGTAAACAGGTAACGTCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAG
AAAAATTAAAACTGAATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAA
ATTGTTGGGAGTATTCCTTACCATTTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTTTTTGAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCT
GATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTC
AGCAATTGCTTAAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGTCTTAATAAAACTTACCCGCCATACC
ACAGATGTTCCAGATAAATATTGGAAGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTAC
TAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTAAACAATTTAAGTACCGTTACTTATGAGCAAGTATTGTCTATTT
TTAATAGTTATCTATTATTTAACGGGAGGAAATAATTCTATGAGTCGCTTTTGTAAATTTGGAAAGTTACACGTTACTAAAGG
GAATGTGTTTAAACTCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCG
TAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCA
GCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
TGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT
TACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGG
TCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCT
ATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGC
TCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCA
GCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAGGGCCCCCTGCTTCGGGGTCATT
ATAGCGATTTTTTCGGTATATCCATCCTTTTTCGCACGATATACAGGATTTTGCCAAAGGGTTCGTGTAGACTTTCCTTGGTG
TATCCAACGGCGTCAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGTAGGCCCACCCGCGAGCGGGTGTTCCTTCTTCACTGTCCCTTATTCGC
ACCTGGCGGTGCTCAACGGGAATCCTGCTCTGCGAGGCTGGCCGGCTACCGCCGGCGTAACAGATGAGGGCAAGCGGATGGCT
GATGAAACCAAGCCAACCAGGAAGGGCAGCCCACCTATCAAGGTGTACTGCCTTCCAGACGAACGAAGAGCGATTGAGGAAAA
GGCGGCGGCGGCCGGCATGAGCCTGTCGGCCTACCTGCTGGCCGTCGGCCAGGGCTACAAAATCACGGGCGTCGTGGACTATG
AGCACGTCCGCGAGCTGGCCCGCATCAATGGCGACCTGGGCCGCCTGGGCGGCCTGCTGAAACTCTGGCTCACCGACGACCCG
CGCACGGCGCGGTTCGGTGATGCCACGATCCTCGCCCTGCTGGCGAAGATCGAAGAGAAGCAGGACGAGCTTGGCAAGGTCAT
GATGGGCGTGGTCCGCCCGAGGGCAGAGCCATGACTTTTTTAGCCGCTAAAACGGCCGGGGGGTGCGCGTGATTGCCAAGCAC
GTCCCCATGCGCTCCATCAAGAAGAGCGACTTCGCGGAGCTGGTGAAGTACATCACCGACGAGCAAGGCAAGACCGATCGGGC
CCCCTGCAGGATAAAAAAATTGTAGATAAATTTTATAAAATAGTTTTATCTACAATTTTTTTATCAGGAAACAGCTATGACCG
CGGCCGCTGTATCCATATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGTCGACGTTACCACTCATAACTGCTATTACA
GCATCACATTTTGTAGCAGAACGAGCACTTTCAATATGATATTTATGTCCATTGTGAAAGGGATTATATTCAACTATTATTCC
AGTTACGTTCATAGAAATTTTCCTTTCTAAAATATTTTATTCCATGTCAAGAACTCTGTTTATTTCATTAAAGAACTATAAGT
ACAAAGTATAGGGCATTTGAAAAAATAGGCTAGTATATTGATTGATTATTTATTTTAAAATGCCTAAGTGAAATATATACATA
TTATAACAATAAAATAAGTATTAGTGTAGGATTTTTAAATAGAGTATCTATTTTCAGATTAAATTTTTGCTTATTTGATTTAC
ATTATATAATATTGAGTAAAGTATTGACTAGCAAAATTTTTTGATACTTTAATTTGTGAAATTTCTTATCAAAAGTTATATTT
TTGAATGATTTTTATTGAAAAATACAACTAAAAAGGATTATAGTATAAGTGTGTGTAATTTTGTGTTAAATTTAAAGGGAGGA
CTCTAGAATGATAAGTAAAGGATTTAGTACCCAAACAGAAAGAATAAATAATTTAAAAGCTCAAATATTAAATGCTAAACCAT
GTGTAGAGTCAGAGAGAGCAGTATTAATAACAGAATCATTTAAAGAAACAGAAGGGCAACCGGCAATATTAAGAAGGGCATTG
GCTTTAAAGCATATATTGGAAAATATCCCTATAACAATTAGAGAAGAAGAACTTATAGTAGGAAGCTTAACTAAAGAACCAAG
ATCTTCTCAAGTATTTCCTGAATTTTCTAATAAATGGTTACAAGATGAATTAGATAGACTAGACAAAAGGACTGGAGATGCAT
TTCAAATTTCAGAAGAAAGTAAAGAAAAATTAAAAGCTGTATTTGAATATTGGAATGGAAAAACAACAAGTGAATTAGCAACT
TCATATATGACTGAAGAAACAAGAGAAGCAGTAAATTCCGATGTATTTACTGTAGGAAATTATTACTATAATGGAGTGGGACA
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TGTTTCCGTTAGTTATGAGAAAGTATTAAAAATTGGATTTAATGGGATTATAAATGAAGCAAAGGAACAATTAGAGAAAAATA
GAAGTATAGATCCTGATTTTATAAAGAAAGAGAAATTTTTAAATAGTGTTATTATTTCCTGCGAAGCAGCAATAATATATGCA
AATAGATATGCTAAAAAGGCTAAAGAGCTTGCAGACAATGCAAATGATTTAAAAAGAAAATCTGAATTAAATGAAATAGCAAA
AATCTGTCTAAAGGTTCCAGCAGAAGGAGCAACTTCTTTCTATGAAGCGTGTCAATCATTTTGGTTTGTTCACGCAATAATAA
ATACAGAATCTAATGGACATTCTATTTCGCCAGCTAGATTTGATCAATATATGTATCCATATTATGAAAATGATGAAAATATA
ACAGAGGAATTTGCTCAAGAGTTAATAGATTGTATATGGATTAAATTAAATGATATTAATAAAGTAAGAGATGAGATTTCAAC
TAAGCATTTTGGCGGCTATCCAATGTACCAAAATTTAATCGTTGGAGGGCAAAATTCAGAAGGAAAAGATGCAACAAATAAAA
TATCATATATGGCATTAGAAGCAGCAGTACATGTTAAATTACCTCAACCATCTCTATCAGTAAGAATATGGAATAAGACTCCA
GACGAATTTATGCTTAGAGCAGCAGAATTAACTAGAGAAGGATTAGGACTTCCAGCTTATTATAATGATGAAGTTATTATTCC
AGCATTAGTTGCTAGAGGACTTACGTTAGAAGATGCAAGAGACTATGGAATAATTGGATGTGTTGAGCCACAAAAGCCAGGAA
AAACAGAAGGATGGCATGATTCAGCATTCTTTAACCTTGCTAGAATAGTAGAGTTAACTATGAATTCTGGATTAGATAAAAAT
AAACAAATTGGACCTAAAACTCAAAGTTTTGAAGAAATGAAATCTTTTGATGAATTTATGAATGCCTATAAGATTCAAATGGA
GTATTTTGTAAAACATATGTGTTGTGCTGATAATTGTATAGATATTGCACATGCAGAAAGAGCACCATTACCTTTCTTGTCAT
CTATGGTTGATGATTGTATTGGTAGAGGAAAAAGCCTTCAAGATGGTGGGGCAGAATATAACTTTAGTGGACCACAAGGTGTT
GGGGTAGCTAATATAGGAGATTCATTAGTTGCTGTTAAAAAAGTTGTGTTTGATGAAAATAAAATTACGCCTTCAGAATTAAA
GAAAGCATTAAATAATGATTTTGAAAATGCAGAAGAAATACAAGCATTACTAAAAAAAGCTCCTAAGTTTGGAAATGATATTG
ATGAAGTTGATGATTTAGCTAGAGAAGGTGCATTAGTATACTGTAGGGAAGTTAATAAATATACAAACCCAAGAGGTGGAAAA
TTTCAACCAGGATTATATCCATCATCAATAAATGTATACTTCGGAATTTTAACAGGTGCTACTCCAGATGGTAGAAAATCTGG
ACAACCATTAGCTGATGGGGTTTCTCCATCAAGAGGATGTGATGTGTCTGGCCCTACTGCAGCTTGTAATTCAGTTGCTAAAT
TGGATCATTTTATAGCTTCAAATGGAACTTTATTCAACCAAAAATTTCATCCATCAGCATTAAAAGGTGATAATGGATTAACA
AATGTATCAGCATTGATAAGAAGTTATTTTGATCAAAAAGGTTTTCATGTTCAATTTAATGTAATAGATAAACAAATATTACT
TGCAGCACAAAAAAATCCTGAAAAGTATCAAGACTTAATTGTTAGAGTTGCTGGATATAGTGCGCAATTCATTTCTTTAGATA
AATCTATACAAAATGATATCATTGCAAGAACAGAACATGTTATGTAAAAAAGTTTCAGAGGGGATAAAAAGTGATGAGTAAAG
ATATTGAAGGTGTCATATTTAATATACAAAAATTTTCATTACATGATGGACCGGGGATAAGAACTATAGTATTTTTCAAAGGT
TGTAATATGTCATGTTTATGGTGTAGTAATCCAGAATCACAAGAAGTTGCTCCTCAAATAATGTTTAATAAAAATTTATGTGC
TAAATGTGGAAGATGTCAGTCAGTATGTGAAACTTCAGCTATTGATATGAATTCAGTATATAGAATAGATAAAAGTAAATGCA
TTAAATGTAAAAGATGTGTTGAAAGTTGTTTAAATGGAGCGCTTGTTCTTGAAGGAAAGAAATACAGTGTTGAAGAGATCATT
AAAGAATTAAAAAAAGATAGTGTCCAATATAGAAGATCAAATGGTGGAATTACATTATCTGGAGGCGAAGTGTTACTCCAACC
TGATTTTGCAGTAGAGCTTTTAAAAGAATGTAAAGCATATGGATGGCATACTGCTATTGAAACAGCAATGTATGTGAATAGTG
AAGCCGTAAAAAAGGTAATGCCATATATAGATTTAGCTATGATTGATATAAAGAGTATGAATGATGAAGTTCATAAGAGATTT
ACAGGCGTAAGCAATAATATTATCTTAAAAAACATCAAATTAAGCGATCAATTGACTAAAGAAATAATAATTAGAATTCCCGT
AATTGAAGGATTTAATGCAGATTTACAAAGTATAGGAGAAATAGCTCAATTTTCAAAATCATTAACAAACTTTAAAAGAATTG
ATCTTCTTCCATACCACAATTATGGAGAAAATAAGTATGAAGCTATTGGAAGAGATTATTTACTAGGAGAATTGAAATCTCCT
AGTGAAGATAAAATGGAGAGATTAAAAGCTTTAGTTGAAATTATGGGAATACCTTGCACAATTGGAGCGCAGTAATATTCTGA
AGGCGACTAAAAAATATGCCTATGAAAGGAGATGTGAATCTTGAAGAAGTTAAATGAAATAAAACAATTAAGCCTTGATATAG
TAAAGGAAATGGCTGTGGCAGCTGAAGCTAAAGCTGCTGAAATGAGTGTGCCAATAGTGTTTGCGGCAGTAGATTCAGGGACA
AATTTAATGCTTATGCACAGAATGGAGAACGCTTTTATAACAAGTGTTGATATAGCAATCAACAAAGCATTTACCTCAGCAGC
ATTAAAAATAGGAACTCATGAAGTTACTCCAAGCATTCAGCCAGGAGAAAGTCTTTATGGATTACAATTAACCAATAACTGCA
GAATAATACCTTTTGGCGGCGGTTTCCCGATAATAGAAAATGGACAAGTTGTTGGAGCCGTGGGAGTAAGCGGAGGAAGTGTT
GAAGAAGATATGGCTATAGCAAAGGCTGCAGCAGAAATTTTTAATAAATAATTTTAAAATGAAAAGGAGAATATTTTATATGA
GAATGTATGATTATTTAGTACCAAGTGTAAACTTTATGGGAGCAAATTCAGTATCAGTAGTAGGCGAACGATGTAAAATATTA
GGTGGAAAAAAAGCATTAATAGTTACAGATAAATTTTTAAGAGACATGGAAGGTGGAGCTGTTGAATTAACAGTTAAATATTT
AAAAGAAGCTGGATTAGATGTTGCATATTATGACGGAGTTGAACCGAATCCAAAAGATGTTAATGTTATAGAAGGATTAAAAA
TATTTAAAAATGAAAATTGTGATATGATAGTAACTGTAGGTGGAGGGAGTTCTCATGATTGTGGTAAAGGAATAGGAATTGCT
GCAACACATGAAGGAGATCTTTATGATTACGCTGGAATAGAAACACTTAGCAATCCATTACCACCAATAGTAGCAGTAAATAC
TACTGCAGGAACTGCTAGTGAAGTAACTCGTCATTGCGTATTAACTAATACAAAGAAAAAAATAAAATTTGTTATAGTTAGCT
GGAGAAACTTACCATTAGTTTCTATAAATGATCCAATGCTTATGGTTAAAAAACCAGCAGGATTAACAGCAGCTACAGGAATG
GACGCTTTAACTCATGCAATTGAAGCATATGTATCAAAAGATGCAAATCCGGTGACAGATGCTTCAGCAATACAAGCTATTAA
ACTAATATCACAAAATTTAAGACAAGCTGTAGCTTTAGGAGAAAATCTTGAAGCAAGAGAAAACATGGCTTATGCATCATTGT
TAGCTGGAATGGCGTTTAATAATGCCAATTTAGGATATGTACATGCAATGGCTCACCAATTAGGTGGATTATATGATATGCCA
CATGGTGTTGCTAATGCTATGCTTTTACCTCATGTTGAACGTTATAATATGATATCAAATCCTAAGAAATTTGCGGATATAGC
AGAATTTATGGGAGAAAATATTTCAGGCCTTTCAGTAATAGAAGCAGCAGAAAAAGCTATAGATGCTATGTTTAGACTTTCAA
AAGACGTTGGAATCCCAGCAAGTTTAAAAGAAATGGGAATTAAAGAAAAAGACTTTGAATATATGGCAGAGCTAGCTCTTTTA
GATGGAAATGCATTTAGTAATCCAAGAAAAGGAAATGAAAGAGATATCGTAAATATATTTAAAGCTGCTTATTAAGCTAG



