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RESUMO

REIS, J. L. M. S. Desenvolvimento de um Processo de Producdo do Aminoacido
Treonina por via Biotecnologica. 2022. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2022.

O mercado global de aminoacidos foi avaliado em US$ 21.768,2 milhdes em 2019 e
deve chegar a US$ 41.296,7 milhdes até 2027, progredindo a um CAGR (Compound
Annual Growth Rate) de 8,3% de 2019 a 2027. Ja a demanda global do aminoéacido
treonina foi de 1.007,5 quilo toneladas em 2019 e deve chegar a 2.165,2 quilo
toneladas até 2027, crescendo a um CAGR estimado de 6,1% de 2020 a 2027
(GRAND VIEW RESEARCH, 2021). Como a L-treonina é o terceiro aminoacido mais
vendido com base no volume e o segundo aminoacido mais utilizado na alimentacéo
de suinos e aves, o desenvolvimento do bioprocesso de producédo de Treonina no
Brasil mostra-se bastante promissor. Esse trabalho visou a desenvolver esse
bioprocesso numa visdo industrial. Primeiramente, foi feita a construgdo de
linhagens mutantes da bactéria Escherichia coli para a producédo de L-treonina por
via biotecnoldgica. Foram utilizadas estratégias para a alteracdo de determinadas
vias metabdlicas de modo a direcionar o fluxo de carbono para a sintese do
aminoécido de interesse. Foi realizada a superexpressao das principais enzimas na
via sintética. O operon thrABC presente no genoma de E. coli € responsavel pela
sintese das principais enzimas envolvidas na biossintese de treonina, que sao:
Aspartato Quinase, Homoserina Desidrogenase e Treonina Sintase. A estratégia
adotada foi a superexpresséo de apenas o gene thrB, contendo o promotor sintético
pJ23100. Outra estratégia envolveu a engenharia de sistemas exportadores e
importadores de treonina, que permitiu aumentar a producdo, facilitando a
acumulacéo extracelular de treonina. Dessa forma, a superexpressao de outro gene,
o rhtC mostrou-se como uma alternativa para aumentar a concentracao extracelular
do aminoacido sem prejudicar a sua produgdo. Além disso, a dele¢cdo dos genes
tdcC e sstT, responsaveis pela importacdo da treonina presente no meio para o
interior da célula também se mostrou como uma alternativa promissora no aumento
da quantidade produzida desse aminoacido. Como resultado, a superexpressao dos
genes thrB e o rhtC foi a principal estratégia adotada. A bactéria utilizada como

plataforma para a superexpresséo foi uma Escherichia coli MG1655, com 0s genes



metJ e lysA previamente nocauteados. O gene met]J € um inibidor da enzima
Aspartato Quinase, enquanto o nocaute do gene lysA torna a bactéria auxotrofica no
aminoécido lisina, cuja via para sintese é concorrente da via da treonina. Ao total
foram gerados 8 mutantes, sendo a linhagem MG1655 AMetJ AlysA pBBR-rhtC-thrB
a que apresentou os melhores resultados de producdo em agitador rotativo. Por
esse motivo ela foi escolhida para ensaio em biorreator, atingindo uma concentragao

de treonina de 15,2 g/L em 48 horas de ensaio.

Palavras-chave: Escherichia coli. L-Treonina. Bioprocessos. SuperPro Designer.



ABSTRACT

REIS, J. L. M. S Development of a Biotechnological Production Process of the
Amino Acid Threonine. 2022. 82 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

This work carried aims to develop a process of industrial production of the essential
amino acid L-threonine. Mutant strains of the bacterium Escherichia coli were
engineered to produce L-threonine through a biotechnological route. Metabolic
engineering strategies were used to modify certain metabolic pathways to direct the
carbon flow to the synthesis of the amino acid. The main enzymes in the L-threonine
synthetic pathway were overexpressed. The thrABC operon present in E. coli
genome is responsible for the synthesis of the main enzymes involved in threonine
biosynthesis, which are: Aspartate Kinase, Homoserine Dehydrogenase and
Threonine Synthase. The strategy adopted was to overexpress only the thrB gene,
attached to the synthetic promoter pJ23100. Another strategy involved the
engineering of threonine exporting and importing systems, which allowed for
increased production, facilitating the extracellular accumulation of threonine. Thus,
the overexpression of another gene, rhtC, proved to be an alternative to increase the
threonine extracellular concentration, without harming its production. In addition, the
deletion of the tdcC and sstT genes, responsible for importing threonine present in
the medium into the cell, also proved to be a promising alternative for increasing the
amount of this amino acid produced. As a result, the overexpression of thrB and rhtC
genes was the main strategy adopted. The bacterium used as a platform for
overexpression was the Escherichia coli MG1655, with the metJ and lysA genes
previously knocked out. The metJ gene is an inhibitor of the Aspartate Kinase
enzyme, while the knockout of the lysA gene turns the bacteria auxotrophic into the
amino acid lysine, whose pathway for synthesis is concurrent with the threonine
pathway. In total, 8 mutants were generated, and the MG1655 AmetJ AlysA pBBR-
rhtC-thrB strain presented the best production results in flasks. For this reason, it was
selected for testing in a bioreactor, reaching a threonine concentration of 15.2 g /L in

48 hours of testing.

Keywords: Escherichia coli. L-Threonine. Bioprocesses. SuperPro Designer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Receita do mercado de aminOACIAOS.. .........cooiuuiiiiiiiiieiiiiieeee e 15
Figura 2 - Importacdo e exportacdo de aditivos alimenticios em 2012..................... 17
Figura 3 - Fluxo metabdlico para a producdo de amino&cidos provenientes do
oxaloacetato em E. coli. Linhas vermelhas indicam inibicdo alostérica. Linhas verdes

indicam iNibICA0 da tranSCriCA0 0O gENE. .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
Figura 4 - Producdo de treonina com diferentes linhagens de Escherichia coli W
) 1O G 1 1 P 23
Figura 5 - Producéo de treonina com linhagem K8280 de Escherichia coli.............. 24
Figura 6 - Producéo de treonina e formagéao do subproduto 4cido acético .............. 25
Figura 7 - Estrutura do plasmideo pUCL9 .........ccoiiiiiiiiiiiiciie e, 30
Figura 8 - Estrutura do plasmideo PBBR1 MCS2...........cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 31
Figura 9 — Primer forward utilizado para PCR do operon thrABC...............ccceeveeeens 32
Figura 10 - Mecanismo de dele¢do Datsenko & Wanner ............ccccuevvvveieienininnnnnnnnne 34
Figura 11 - Eliminacdo de gene sstT por meio do sistema de recombinacdo FLP-
e P 34
Figura 12 - Plasmideo clonado contendo os genes thrABC e rhtA.............ccceeeeees a7
Figura 13 - Extracdo de plasmideos de linhagens DHSQ ...............ueviiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 48
Figura 14 - Estrutura do plasmideo pBBR contendo os genes rhtC e thrB .............. 49
Figura 15 - Reagao de PCR para amplificacdo do iNSErto..............ccuvvvvrmmemiennnnnnnnnne 50

Figura 16 - Reacédo de PCR para confirmacéo de clonagem no plasmideo pBBR...51
Figura 17 - Confirmacéo da substituicdo dos genes sstT (esquerda) e tdcC (direita)

PEIO GENE KANR ...t e e 52
Figura 18 - Placa sem ampicilina (esquerda) e com ampicilina (direita): Selecéao
LYo =AY PO 53
Figura 19 - Produgéo de L-Treonina de cada linhagem de E. coli ATCC9637 ......... 56
Figura 20 - Producédo de L-Treonina de cada Linhagem de E. coli MG1655............ 56
Figura 21 - Ensaio em biorreator para a producao de treonina..............ccceeeeveenennee 59
Figura 22 - Monitoramento de variaveis N0 ENSAI0...............ceeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeannns 60
Figura 23 - Variacao da concentracao de biomassa, treonina e glicose em funcéo do
L= 0 01010 PPN 61
Figura 24 - Variacdo da concentracéo celular, glicose e do aminoéacido ao longo do
EEIMPO .- Erro! Indicador néo definido.
Figura 25 - Variagdo da fracdo volumétrica de CO2 e concentragdo de treonina ao
o] To [ole [0 J=T 0 K57 1o 1P Erro! Indicador ndo definido.
Figura 26 - Concentracdo de acido acético e glicose ao longo do ensaio de
o] oo [BTor=To N o (=N 1 (=To] 11 ot U 65
Figura 27 - Fluxograma do Processo de Produg&o de Treonina............c.eevvvveeennnne 67
Figura 28 - Custo de Treonina vs. Capacidade Anual de Producgo................cc....... 69

Figura 29 - Distribuicdo dos Custos Operacionais na Producédo de L-Treonina....... 70
Figura 30 - Variacdo do Custo de Treonina pela Capacidade Produtiva utilizando
Y= T0r= 10 1] < PSPPSRI 71
Figura 31 - Comparacao da Distribuicdo dos Custos em dois cenarios diferentes...72
Figura 32 - Variacdo do Custo pela Capacidade Produtiva. Produtividades 0,64 e
02 B0 0 0 73
Figura 33 - Variacdo do Custo pela Capacidade Produtiva para produtividade de
2,56 G/ N e 73


file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758018
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758019
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758020
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758021
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758022
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758022
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758023
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758023
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758024
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758024
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758025
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758025
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758026
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758027
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758028
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758029
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758029
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758030
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758031
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758031
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758032
file:///C:/Users/joaom/Downloads/Dissertação%20v_11_joao_29%2005%2021h.docx%23_Toc104758032

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho ...............cccccvvveennn. 28
Tabela 2 - Plasmideos utilizados neste trabalho.............cccccccovvvviiiiiiiiiiiiiiieeeee 29
Tabela 3 - Detalhamento dos primers: nome, sequéncias e finalidade..................... 32
Tabela 4 - Volumes dos reagentes do kit Quick-Load Taq ........ccccccevvvvvviiiiiiiiiiennnnn. 37
Tabela 5 — Volume dos reagentes com a enzima Q5 DNA polimerase .................... 37
Tabela 6 - Condi¢gbes no termociclador com enzima de alta fidelidade .................... 37
Tabela 7 - Condi¢cGes de PCR Quick-Load® Taq 2x Master MiX.........cccccvvvvveieeennn. 38
Tabela 8 - Volumes empregados na reacao de digestdo com a enzima xbal........... 40
Tabela 9 - Volumes empregados na reacao de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase
.................................................................................................................................. 41
Tabela 10 - Linhagens construidas para teste de producéo de treonina................... 54

Tabela 11 - Variagéo do custo de producéo de acordo com a producéo anual ........ 68



MM
pum

x

AK |
AK Il
AK Il
AmpR
ATP
D.O.
D.0.6%0
DMSO
DNA
dNTPs
EDTA
H1

H2

kb

kg
KmR
LB
LBA
LBK

M

min
mL
mm
mM

mmol.gPW1.h1

NAD*
NADH
NADP*
NADPH
ng

O.D.

P

Pp

pb

PCR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Microlitros

Micromolar

Micrometro

Velocidade especifica de crescimento celular
Aspartato Quinase |

Aspartato Quinase Il

Aspartato Quinase llI

Gene que confere resisténcia a ampicilina
Adenosina trifosfato

Densidade optica

Densidade Optica a 600 nanometros de comprimento
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucleotideos

Acido etilenodiamino tetra-acético

Zona de homologia a montante do gene de interesse
Zona de homologia a jusante do gene de interesse
Quilobases de nucleotideos

Quilograma

Gene que confere resisténcia a Canamicina

Meio Luria Bertani

Meio LB contando ampicilina

Meio LB contendo canamicina

Molar

Minuto

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Milimol de certo composto por grama de massa seca por
hora

Dinucleotideo de nicotinamida

Dinucleotideo de nicotinamida reduzido
Dinucleotideo de nicotinamida fosfato
Dinucleotideo de nicotinamida fosfato reduzido
Nanograma

Oxigénio Dissolvido

Concentragao de Produto

Produtividade do produto

Pares de base

Reacao de polimerase em cadeia



pmol
g.s.p.
RNA
rpm

seg
uv

Yxis
Ypis
AlysA
AmetJ
AsstT
AtdcC

Picomol
Quantidade suficiente para

Acido ribonucleico

Rotacdes por minuto

Concentragao de substrato

Segundo

Ultravioleta

Concentracgéao celular

Fator de conversao substrato em célula
Fator de converséao substrato em produto
Linhagem deletada no gene lysA
Linhagem deletada no gene metJ
Linhagem deletada no gene sstT
Linhagem deletada no gene tdcC



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oo oo 18
2.1 Producéo de L-treonina a partir de Escherichia cOli............ccccvvvvviiennnnnn. 18

2.1.1 Estratégias de manipulacdo genética em E. coli para producéo de L-

LLL=T0] 011 o = R PP PPPPPPPPP 20
2.1.2 CUltivVO €M BIOIMEALON .....ccooeeeeeeeeee e 21

2.2 Producéo de Acetato em cultivos de E. COli.........ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 25

3 OBUIETIVO et 27
3.1 ODJELIVO GTAL.... oo 27
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ....uuriiiiiieeiiiiiiiiieeee et 27
4. METODOLOGIA ..ot e e e e e e e ea e eeees 27
4.1 MICIOIQANISIMOS. ... .cciiieiiiiiiie e e e e e eee ettt e e e e e e e e e e eetaa e e e e eeaeeeesssaa s eeaeeeeennnnes 27
A2 GEINES ...ttt e et e e e e e ennne 28
4.3 Plasmideos UtIZAdOS .........coeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e 29
4.4 Oligonucleotideos iNICIAAOIES ............uciiiiieeeeieeecee e, 31
4.5 Delecéo dos genes pela metodologia de Datsenko & Wanner .................. 32

4.6 Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) .36
4.7 Purificag8o de DNA € Gel ..o 39
4.8 Clonagem e Seleg80 de MULANTES .........oooeiiiiiiiiiiiiiie e 40

4.9 MEIOS T CUIUIAL. .. e e 41



VAN KO I = E57= 10 KSRo (SN o o To [1 o> Lo PPN 42

4.10.1 Preparo dO INOCUIO .........uiiiiiieiiiiiiiiieee e 42
4.10.2 Cultivos em agitador rotatiVO..........ooveeeeiieeeiiiiiiee e e eeeeees 42
4.10.3 CultivOo €M DIOIEALON .......evviiieiiiiiiiee e 43
4.11 Tratamento de DAUOS .......coeviieiiiiiiiiiiiiieee e 44
4.12 SUPEIPIO DESIGNEN ... 46
5. RESULTADOS E DISCUSSOES........couiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
5.1 Construcao do plasmideo pUC19-thrABC-rhtA............ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeans 47
5.2 Construcao do plasmideo pBBR-thrB-rhtC ............cccoooooiiiiiiiiiiiiees 49
5.3 Nocaute dos genes em Escherichia coli..............ceoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 52
5.3.1 Nocaute dos genes SStT € tdCC ........uuiiiiieieiieeeecee e 52
5.4 LINhagens CONSITUITAS ......uuuiiie e e e eaanes 53
5.5 Teste de producdo em agitador rotativo ..............cceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeans 54
5.6 ProduGao em BiOrr@atOr ........cooeeeeei e 58
5.6.1 Cultivo em Biorreator de 5L ....coooeeeeeeieiieeeeeeeeee 58
5.6.1 Cultivo em Biorreator de 15 L .....ccooeveiiieiiieieeeeeeeeeeeee e 62
5.7 Viabilidade econémica do processo de producao de treonina................... 65
5.7.1 Fluxograma d0 PrOCESSO......cceeeeiieiieeeeeeee e 65
5.7.2 Viabilidade do processo de cultivo da linhagem THR14 ..................... 68

5.7.3 Viabilidade de linhagens tedricas consumidoras de sacarose.............. 71



5.7.4 Viabilidade de linhagens tedricas de alta produtividade e fator de

(070 01 V7=T £7= Lo TR 72

5.8 Considerag0es finais para futuros desenvolvimentos.............cccceeveeeeeeeeennns 74
B. CONCLUSOES .......uiiiiiiieieieie ettt 75
7. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt te st ste e steaneas 76
APENDICES ...ttt ettt sttt sttt e st 80

APENDICE A — Dados de custo dos equipamentos utilizados pelo software
SUPEIPTO DESIGNET ... . ittt e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeaaaaa s 81

APENDICE B — Dados de custo dos insumos utilizados pelo software SuperPro

DIBSIGNEN ..ttt 82



14

1 INTRODUCAO

Aminoacidos sdo substancias essenciais para o processo metabdlico animal ou
vegetal, uma vez que sao os blocos construtores (buildings blocks) para a sintese
das proteinas. Com base na necessidade de aminoacidos para a nutricdo do
crescimento animal, os aminoacidos costumam ser classificados como essenciais ou
nao essenciais a nutricdo animal, sendo os aminoacidos essenciais aqueles que o
organismo nao €é capaz de sintetizar, porém sao necessarios para 0 seu
funcionamento. Dos 20 amino&cidos padrées, nove deles sdo considerados
essenciais: valina, leucina, isoleucina, lisina, treonina, metionina, histidina,
fenilalanina e triptofano. Os aminoacidos mais importantes utilizados como aditivos
na alimentacédo animal sdo a lisina, a metionina, a treonina e o triptofano (HANSEN
et al., 1993).

O mercado mundial de aminoacidos em 2017 foi de US$ 8 bilh&es. A producao
global de aminoacidos foi de 4,5 milhdes de toneladas em 2012, 6,68 milhdes de
toneladas em 2014 e estima-se alcancar 10 milhGes de toneladas em 2022,
crescendo a uma CAGR (Compound Annual Growth Rate) de 5,6% de 2015 a
2022(SINGH; TIWARI, 2019). Dados durante e posteriores a pandemia mostram que
o mercado global de aminoé&cidos foi avaliado em US$ 21.768,2 milhdes em 2019 e
deve chegar a US$ 41.296,7 milhdes até 2027, progredindo a um CAGR de 8,3% de
2019 a 2027. O crescimento do mercado devera ser impulsionado por sua crescente
demanda por alimentos, industrias farmacéuticas e nutracéuticas. O produto esta
amplamente presente em suplementos alimentares devido a sua capacidade de
tratar dores musculares e entorses e fadiga mental (GRAND VIEW RESEARCH,
2021).

A crescente demanda por aminoacidos inclui mercados de ragao animal,
alimentos saudaveis, produtos farmacéuticos precursores, suplementos alimentares,
adocantes artificiais e cosméticos (Figura 1). Dentre eles, o segmento de
suplementos para ragédo animal (envolvendo L-lisina, DL-metionina, L-treonina e L-
triptofano) constitui a maior parcela (56%) do mercado total de aminoacidos e
espera-se que continue alimentando o crescimento do mercado nos proximos anos
(SINGH; TIWARI, 2019)
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Receitas da Industria de Aminoacidos por Segmento
(2019)
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Figura 1 - Receita do mercado de aminoacidos

Fontes: (GRAND VIEW RESEARCH, 2021). Elaborado pelo autor.

Algumas empresas sdo grandes players na indastria de producdo de
aminoacidos. Entre eles estdo Ajinomoto, Archer Daniels Midland, Cargill Inc.,
Daesang Corporation, Evonik Industries AG, Kyowa Hakko Kogyo, Nippon Soda,
Prinova U.S. LLC, Royal DSM, Showa Denko KK e Zhejiang Chemicals.
Participantes de pequena escala incluem Iris Biotech GmbH, Nanjing Liang
Chemical, Sunrise Nutrachem Group, Tokyo Chemical Industry, Novus International
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Inc., Anaspec Inc., CJ Cheil Jedang Corporation e Adisseo France SAS (SANCHEZ
et al., [s.d.]).

Em 2014, segundo o relatéorio denominado “Estudo do potencial de
diversificagao da industria quimica brasileira” sobre aditivos alimenticios e elaborado
pelas empresas Bain & Company e Gas Energy, o mercado brasileiro registrou um
faturamento de 1,1 bilhdo de délares em 2012 em aditivos alimenticios para animais,
0 que representou cerca de 10% do mercado global. Entre 2006 e 2012, apresentou
um crescimento anual médio de 10,1%, comparado com 3,7% ao ano do mercado
mundial (Figura 2) (BNDES, 2014).

O Brasil é o 5° maior exportador mundial de lisina, respondendo por 19% das
exportacdes mundiais do produto. O total de exportacdes do segmento representou
28% da demanda local em 2012.

A demanda global de treonina foi de 1.007,5 quilo toneladas em 2019 e deve
chegar a 2.165,2 quilo toneladas até 2027, crescendo a um CAGR estimado de
6,1% de 2020 a 2027. Em termos de receita, 0 mercado valeu US$ 1.007,5 milhdes
em 2019 e é esperado atingir um mercado no valor de US$ 2.165,2 milhfGes até
2027, crescendo a um CAGR estimado de 10,0% de 2020 a 2027 (GRAND VIEW
RESEARCH, 2021)

A L-treonina é o terceiro aminoacido mais vendido com base no volume e o
segundo aminoacido mais utilizado na alimentacdo de suinos e aves (SANCHEZ et
al., [s.d.]). No Brasil, segue a mesma rota produtiva que a lisina, e sua importacao
resultou em um crescimento de 38% entre 2008 e 2012 (BNDES, 2014). O Pais tem
capacidade produtiva anual de 20 mil toneladas de treonina com a planta da
multinacional japonesa Ajinomoto para um mercado de 21 mil toneladas em 2012.
Frente a crescente demanda existe ainda espaco para o desenvolvimento de novos
produtores de aminoacidos para atender ao mercado interno e exportar o excedente
(BNDES, 2014). E imprescindivel o pais continuar expandindo sua capacidade
produtiva para suprir a crescente demanda interna e aumentar a relevancia do Brasil

como exportador de aminoacidos.
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Figura 2 - Importacéo e exportacdo de aditivos alimenticios em 2012.

Fonte : (BNDES, 2014)

Dessa maneira, o metabolismo de producdo do aminoacido treonina foi
amplamente analisado para a constru¢cdo de linhagens recombinantes de
Escherichia coli com capacidade de produzir o aminoacido L-treonina em elevadas

concentracdes, de maneira a viabilizar o bioprocesso técnica e economicamente.

As modificagbes identificadas e realizadas consistiram na clonagem e expressao
de diferentes genes envolvidos na via bioquimica para a sintese de L-Treonina,
clonagem de genes que expressam proteinas responsaveis por realizar o transporte
desta molécula do meio intracelular para o0 meio extracelular, e o nocaute de genes

que exercem o controle das vias de sintese do aminoécido.

Em paralelo a essas modificagcbes do metabolismo, foi proposto um fluxograma
de processo condizente com um processo de producdo de aminodcidos para
suplemento animal e conduzida a analise de viabilidade econémica do bioprocesso.
Essa andlise permitiu nortear o desenvolvimento do processo de producao de
treonina quanto aos custos e demandas das producdes anuais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Producao de L-treonina a partir de Escherichia coli

L-treonina € um aminoacido essencial utilizado como suplemento para alimentos
de consumo animal e humano, com o objetivo de melhorar o seu valor nutricional
(HANSEN et al., 1993). E produzido por um bioprocesso microbioldgico, sendo que
0os mutantes da bactéria Escherichia coli gerados por mutagénese ou por
manipulacdo genética sdo comumente escolhidos como produtores devido as suas
velocidades de crescimento rapido e caracteristicas fisiologicas bem conhecidas. A
bactéria Escherichia coli sintetiza quatro aminoacidos a partir do acido aspartico: L-
treonina, L-lisina, L-metionina e L-isoleucina (LI et al.,, 2017). A primeira reagao
dessa via é catalisada por trés enzimas aspartato quinases (AK I, AK Il e AK Ill). A
enzima aspartato quinase | é codificada pelo gene thrA, sendo sua atividade inibida
pela treonina, e sua sintese reprimida pela acdo combinada da treonina e da
isoleucina. A enzima aspartato quinase Il é codificada pelo gene metL, cuja atividade
€ insensivel a metionina, embora sua sintese seja reprimida pela metionina. A
enzima aspartato quinase lll é codificada pelo gene lysC; sua atividade € inibida e
sua sintese reprimida pela lisina (CHASSAGNOLE et al., 2001). Uma caracteristica
distintiva dos genes thrA e metL é que eles codificam proteinas de multiplos
dominios que possuem duas atividades enzimaticas, que s@o as atividades das
enzimas aspartato quinase e homoserina desidrogenase (LI et al., 2017). Assim,
seus produtos de proteina catalisam a primeira e a terceira etapas na via
biossintética da L-treonina (Figura 3). A segunda reacdo € catalisada pela enzima
aspartato semialdeido desidrogenase codificada pelo gene asd. A enzima nao é
inibida por aminoacidos, mas pode ser parcialmente reprimida em altas
concentracbes de lisina, treonina e metionina. Com isso, a lisina pode diminuir o
nivel de enzima na célula 50 vezes, enquanto os outros aminoacidos sO0 podem
reduzi-lo a metade. A expressao de asd também é influenciada pela glicose-6-fosfato
(PATTE; BOY, 1972). As duas Ultimas reacdes sdo catalisadas pela enzima
homosserina quinase (gene thrB) e pela treonina sintase (gene thrC) (LI et al., 2017).
Os principais genes envolvidos diretamente na sintese de L-treonina (thrA, thrB e
thrC) formam o operon thrABC. A Figura 3 apresenta um esquema com as principais
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vias para a sintese dos aminoacidos L-Treonina, L-metionina, L-Lisina e L-Isoleucina

a partir do aspartato.
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Figura 3 - Fluxo metabdlico para a producdo de aminoacidos provenientes do
oxaloacetato em E. coli. Linhas vermelhas indicam inibicdo alostérica. Linhas verdes indicam

inibicdo da transcri¢cdo do gene. Fonte: (LI etal., 2017)

Um gene nao apresentado na Figura 3 € o metJ. Ele é responsavel pela sintese
de um repressor transcricional que atua nos genes metL e metB, da via de sintese
da metionina (MAXON et al., 1989). Como o gene metL realiza a mesma funcao que
0 gene thrA, é provavel que a desregulacédo do gene metL por meio do nocaute do

gene metJ seja favoravel a producéo de treonina.
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2.1.1 Estratégias de manipulacdo genética em E. coli para producédo de L-

treonina

A compreensdo aprofundada das vias sintéticas da treonina aliada ao uso de
ferramentas de manipulacdo genética permite o desenvolvimento de linhagens
bacterianas superprodutoras desse aminoacido. A superexpressdo dos genes da via
de biossintese de L-treonina, especialmente de genes desregulados que codificam
enzimas-chave, costuma ser a estratégia mais eficiente e produtiva. Diversos
trabalhos aplicaram tal estratégia, obtendo melhorias significativas na producao de

L-treonina.

A maior parte das estratégias tem o foco na superexpressdo dos genes da via
terminal da L-treonina, e os melhores resultados sdo alcancados com alelos
mutados que codificam enzimas-chave desreguladas. Em E. coli, os genes thrA, thrB
e thrC estdo agrupados no operon thrABC, e a enzima AK | codificada por thrA
existe mais abundantemente entre as trés aspartato quinases (DONG; QUINN;
WANG, 2011). A modificacdo da via de producdo de L-treonina tem o foco na
manipulacdo dos genes presentes nesse operon. Na maioria dos casos, 0 operon
thrABC superexpresso continha um gene thrA dessensibilizado para a inibigcdo por
treonina. LIVSHITS et al. (2003) introduziram um plasmideo recombinante pVIC40
contendo o operon mutante thrA42BC na linhagem MG442 de E. coli
dessensibilizada. Como resultado, a producao de L-treonina foi aumentada de 8 g/L
para 18,4 g/L em um processo de batelada alimentada. Em 2009, ZHANG et al.
introduziram um plasmideo recombinante de alto niumero de copias pWYE134
contendo um operon mutado thrA345BC sob seu promotor nativo na linhagem de
tipo selvagem E. coli W3110. Como resultado, a producéo de L-treonina aumentou
de 0,036 g/L para 9,2 g/L num processo descontinuo alimentado (ZHANG et al.,
2009).

LEE et al. (2007) desenvolveram uma linhagem de Escherichia coli capaz de
super produzir L-treonina. As inibi¢cdes de feedback da AK | e Ill (codificadas por thrA

e lysC, respectivamente) foram removidas. As vias para a degradacao de treonina
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foram removidas por delecdo de tdh e mutacéo de ilvA. Os genes metA e lysA foram
deletados com o objetivo de tornar mais precursores disponiveis para a biossintese
de treonina. A linhagem final de E. coli projetada foi capaz de produzir treonina com
uma elevada converséo de 0,393 g de treonina por grama de glicose e concentracao

final de 82,4 g/L de treonina, num cultivo em batelada alimentada (LEE et al., 2007).

Outra estratégia envolve a engenharia de sistemas exportadores e importadores
de treonina, que pode aumentar a producao, facilitando a acumulacdo extracelular
de treonina. KRUSE et al. (2002) descobriram que a concentracdo interna de
treonina excedia significativamente a concentracdo externa durante o processo de
producdo da treonina, o que implica a importancia da aceleracdo da secrecao de
treonina (KRUSE et al., 2002). A expressado aumentada do gene rhtA devido a uma
substituicdo do nucleotideo G para A no genoma também melhorou claramente a
producado de treonina por E. coli MG422 (pAYC32-thrArBC) (LIVSHITS et al., 2003).
Entretanto, esse transportador também € capaz de excretar a molécula homoserina
(ATSUSHI YOKOTA, 1967), um importante intermediario da sintese da treonina.
Portanto, a superexpressao de outro gene, o rhtC, mostra-se como uma alternativa
para aumentar a concentracdo extracelular do aminoacido sem prejudicar sua

producao.

Além disso, a delecdo dos genes tdcC e sstT que promove a recaptura da
treonina presente no meio também se mostra como uma alternativa promissora no

aumento da quantidade produzida desse aminoacido (LEE et al., 2007).
2.1.2 Cultivo em Biorreator

Atualmente, os aminoacidos s&o produzidos em bioprocessos operados
principalmente nos modos de producdo em batelada ou batelada alimentada. Os
cultivos de batelada sdo aplicados como um processo muito simples em termos de
controle de processo, tecnologia ou esterilidade. O principal limite para uma possivel
intensificacdo de um processo em batelada € a osmolaridade do meio inicial.
Especialmente, altas concentragdes iniciais da fonte de carbono interferem no

crescimento e na produtividade das bactérias(WOOD et al., 2001).
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O controle do fornecimento de nutrientes, especialmente da fonte de carbono,
permite executar o processo em condi¢des de transferéncia ideal de oxigénio para o
biorreator. Além disso, o controle da concentracdo do nutriente reduz as influéncias
do nutriente na produtividade ou rendimento do processo. Se a concentracdo de
nutrientes exceder um determinado nivel, podem ocorrer efeitos indesejados, como
inibicdo pelo substrato ou um overflow do metabolismo, produzindo diversos
metabdlitos indesejados (ENFORS et al., 2001). Os metabdlitos tipicamente

observados na producao de treonina sao o lactato e o acetato.(LEE et al., 2007)

O acetato que as células excretam no meio de cultura apresenta um problema
a essas ceélulas. O acetato, como outros acidos fracos, € toxico. Em sua forma
indissociada ou &cida, esse acido lipofilico fraco permeia facilmente as membranas,
desacoplando o gradiente de pH transmembrana. Uma vez que se encontra no
espaco transmembrana, ele se dissocia em um préton e um anion. O préton acidifica
o citoplasma, enquanto o anion aumenta a pressdo osmoética interna e interfere na
biossintese de metionina. No entanto, o acetato é apenas parcialmente oxidado e,
portanto, é uma fonte potencial de carbono e energia. Uma forma que a bactéria E.

coli remove essa toxina do ambiente € através de seu consumo (WOLFE, 2005a).

A seguir, serdo apresentados alguns trabalhos que realizaram a producéo de
L-treonina por meio do cultivo em biorreator de linhagens geneticamente

modificadas.

Primeiramente, (KASE; TANAKA; NAKAYAMA, 1971) foram capazes de
produzir treonina a partir de uma linhagem de Escherichia coli denominada KY8280.
Inicialmente, quinze linhagens de bactérias foram tratadas com luz ultravioleta para
originar mutantes auxotroéficos, que foram selecionados quanto a sua capacidade de
produzir L-treonina. Observou-se que a melhor condi¢cao de produtividade foi obtida

com a linhagem KY8280 de E coli W, cujo genadtipo € apresentado na Figura 4.
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L-Treonina (mg/mL)

E. coli W ATCC 9637 0
JUV

KY8270 Met 1.0
UV

KY8274 Met-, DAP- 2.0
IUV

KY8279 Met-, DAP-, Ile- 2.5

espontaneo
KY8280 Met-, DAP-, llet 5.0

Figura 4 - Producéo de treonina a partir de diferentes linhagens de Escherichia coli W
ATCC 9637

Fonte: (KASE; TANAKA; NAKAYAMA, 1971)

Varias fontes de carbono foram testadas para a producdo de treonina em
frascos de 10 mL em shaker a partir desta linhagem e a frutose obteve o melhor

resultado: 6,3 g/L em 72 horas de ensaio em batelada néo alimentada.

O melhor resultado desse estudo foi obtido a partir de um cultivo em
biorreator ndo-alimentado, agitado e aerado por 48 horas, onde uma concentracao
final de treonina de 13,8 g/L foi atingida, com produtividade de 0,115 g/(L.h) e fator
de converséao Ypss de 0,25 g/g, conforme mostra a Figura 5.



24

7+ 14 -+ 8
TN g
6 — 12 I~ - " i -e - ? -
O _ e
Q»S_EIGJ _6
= £
g 4 8 19
o = ]
= 3'8 6—- 0'5 ~—
s E I
g 2F7 4tF 104 x
_ N 402 O
1 2 p=
0_ 'D | | | L 1

0 24 48 72 96 120

Figura 5 - Producéo de treonina com linhagem K8280 de Escherichia coli

Fonte: (KASE; TANAKA; NAKAYAMA, 1971).(LEITE; RODRIGUES;
PAULO, 2017)

Legenda: Tridngulo: acucar residual, Circulo aberto: L-treonina (mg/mL), Circulo
fechado e Linha continua: O.D., Circulo fechado e Linha tracejada: pH

Como mencionado anteriormente, (LEE et al., 2007) construiram duas
linhagens produtoras de treonina (TH27C e TH28C) a partir da engenharia
metabdlica. Realizando ensaios de producdo em biorreator, os autores obtiveram
produtividade de produto igual a 1,37 g/(L.h) com concentracéo final de 77,1 g/L de
treonina em um processo com duracdo de 56,1 horas. O acido acético comecou a
acumular apos o consumo de 180 g/L de glicose, ocasionando inibicdo no
crescimento celular na produgdo de treonina. Os autores realizaram novas
modificacdes no microrganismo com o objetivo de reduzir a produgdo de &cido
acético (linhagem TH28C).

O resultado obtido foi a concentragdo de treonina final igual a 82,4 g/L com
produtividade de 1,65 g/(L.h) em um processo que durou 50 horas. Os autores
mostram uma producao de treonina 20,4% maior do que a producéo com a linhagem

TH27C anterior, mostrando a interferéncia do acido acético na producao de treonina.
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Figura 6 — Producdo de treonina e a formacao elevada (A) e baixa (B) do subproduto &cido
acético

Fonte: (LEE et al., 2007). (LEITE; RODRIGUES; PAULO, 2017)

Legenda: Circulo aberto: (DO 600nm); Quadrado fechado: L-treonina (g/L); Triangulo fechado:
glicose (g/L); Losango aberto: &cido latico (g/L); Quadrado aberto: acido acético (g/L)

2.2 Producao de Acetato em cultivos de E. coli

Os metabdlitos tipicamente observados na producédo de treonina sado lactato e
o acetato. (LEE et al., 2007). O acetato que as células excretam no meio de cultura
apresenta um problema a essas células. O acetato, como outros acidos fracos, é
toxico. Em sua forma n&o dissociada ou acida, esse acido lipofilico fraco permeia
facilmente as membranas, desfazendo o gradiente de prétons transmembrana. Uma
vez que se encontra no espaco transmembrana, ele se dissocia em um préton e um
anion. O proton acidifica o citoplasma, enquanto o anion aumenta a pressao
osmotica interna e interfere na biossintese de metionina. O acetato € apenas
parcialmente oxidado e, portanto, € uma fonte potencial de carbono e energia. Uma

7

forma que a bactéria E. coli remove essa toxina do ambiente é através de seu
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consumo (WOLFE, 2005). Embora o acumulo excessivo de acido acético seja
prejudicial para as células no cultivo, um estudo utilizando linhagens de Escherichia
coli conduzido por batelada alimentada, revelou que o fluxo de carbono direcionado
para a sintese e excrecao de acetato é fisiologicamente vantajoso para 0 organismo
por possibilitar uma distribuicdo de fluxos metabdlicos internos, de tal forma que o

cultivo possa atingir uma taxa de crescimento maior (J).

A bactéria E. coli excreta acetato para o ambiente pela necessidade de
regenerar o NAD* consumido na via de glicélise e reutilizar a coenzima A (CoASH)
necessaria para converter piruvato em acetil-CoA. A formacao de acido acético na
célula ocorre sempre que o ciclo completo do acido tricarboxilico (TCA) néo opera ou
quando o fluxo de carbono para o interior das células excede a capacidade das vias
metabdlicas centrais de regenerar o NAD*, limitando o fluxo de carbono pelas vias
principais. Desse modo, a excrecdo de acetato pode ocorrer mesmo na presenca de
oxigénio, quando o crescimento em um meio com excesso de glicose (ou outras
fontes de carbono altamente assimilaveis) inibe a respiragdo, um comportamento
denominado efeito Crabtree bacteriano(PFEIFFER; MORLEY, 2014). A
disponibilidade de oxigénio dissolvido no meio e a natureza da fonte de carbono
também podem influenciar nas reacbes do TCA. Em condicdes de baixa
concentracdo de oxigénio e altas concentracdes de glicose, as células de E. coli
operam uma versdo incompleta do TCA, que forma succinil-CoA por uma via
redutora e 2-cetoglutarato por uma oxidativa e ndo gera energia (WOLFE, 2005b).
Esta versédo ramificada ocorre porque a auséncia de oxigénio inibe severamente a

expressdo de muitas enzimas do ciclo do TCA.

Em cultivos celulares de alta densidade de E. coli, € possivel observar um
momento quando as células bacterianas transitam de um estado de crescimento
rapido, em que ha uma grande producédo e excre¢ao de acetato, para um estado de
crescimento mais lento facilitado pela importacéo e utilizacdo (assimilacdo) desse
acetato excretado. Este fendbmeno pode ser chamado de "Acetate Switch" e ocorre
guando as células esgotam as fontes de carbono acetogénicas (como D-glicose ou

piruvato) e passam a consumir o acetato presente no meio.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo desenvolver um processo de producdo do
aminoacido L-treonina por via biotecnolédgica. Para atingir os objetivos geral, foram
considerados o0s seguintes objetivos especificos:

3.2 Objetivos especificos

Analise do metabolismo de biossintese de L-treonina na bactéria Escherichia

coli;

e Desenvolvimento de uma linhagem bacteriana produtora de L-treonina,

utilizando-se técnicas de biologia molecular;

e Realizacdo de testes de producdo em biorreator para a producdo do

aminoacido em elevada concentragao;

e Analise da viabilidade econémica da producdo de L-treonina a partir dos
resultados obtidos experimentalmente;

4. METODOLOGIA

4.1 Microrganismos

As linhagens utilizadas neste trabalho foram a Escherichia coli K12 MG1655
(BACHMANN, 1996) selvagem e a modificada geneticamente com o nocaute do
gene metJ, responsavel por regular parte das reacfes da via de sintese da treonina.
Outra modificacdo previamente feita nessa linhagem e que foi explorada neste
trabalho foi 0 nocaute do gene lysA. Outra linhagem utilizada foi a E. coli W ATCC
9637 (ARCHER et al., 2011a), tanto a linhagem selvagem como a modificada com
0S nocautes mencionados anteriormente (Tabela 1). A bactéria E. coli W foi
escolhida por ser uma bactéria capaz de consumir sacarose como fonte de carbono,

que é uma matéria-prima de menor custo que a glicose.



Tabela 1 - Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho
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Bactéria

Genaotipo

Referéncia

Escherichia coli MG1655

rphtF A

(GUYER; REED;
STEITZ, 1981)

E. coli MG1655 AmetJ

rph* F- A" AmetJ

IPT

Escherichia coli MG1655 AmetJ
AlysA

rpht F A AmetJ
AlysA

IPT

Escherichia coli W ATCC 9637 Selvagem (ARCHER et al.,
2011b)

E. coli W ATCC 9637 AmetJ AmetJ IPT

E. coli W ATCC 9637 AsstT AsstT Este trabalho

E. coli W ATCC 9637 AmetJ AlysA | AmetJ AlysA IPT

E. coli W ATCC 9637 AmetJ AsstT

AmetJ AsstT

Este trabalho

E. coli W ATCC 9637 AmetJ AtdcC

AmetJ AtdcC

Este trabalho

4.2 Genes

Os principais genes de interesse utilizados neste trabalho sédo os responsaveis

pela biossintese da treonina (thrABC), e os genes envolvidos no consumo de

treonina (sstT e tdcC), bem como na exportacdo desse aminodacido (rhtA e rhtC).

Conhecendo a sequéncia de DNA da E. coli, depositada no GenBank com numero

U00096.3 (BLATTNER et al., 1997), deletou-se genes responsaveis pela recaptura

da treonina e foi feita a superexpressao de genes relacionados a sintese deste

bioproduto.
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4.3 Plasmideos utilizados

Os plasmideos empregados neste trabalho sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo Caracteristica Referéncia

pBBR1 MCS-2 Plasmideo mobilizavel com | KOVACH et al., 1995
amplo espectro de
hospedeiros (5144 pb),
KmR

pUC19 Plasmideo mobilizavel com | NORRANDER;KEMPE;MESSING,
amplo espectro de | 1983
hospedeiros (2686 pb),
AmpR

pCP20 flp de leveduras, repAl0lis, | CHEREPANOV e
CmR, AmpR WACKERNGEL, 1995

pKD13 Plasmideo com cassete de | DATSENKO e WANNER, 2000
delecdo FRT- KmR -FRT,
KmR, AmpR

pKD46 Plasmideo com | DATSENKO e WANNER, 2000
recombinases do fago A,
repA101is, AmpR

pBBR::rhtC+thrB | Genes rhtC e thrB de | Este trabalho
Escherichia coli, KmR

O plasmideo pUC19 (NORRANDER; KEMPE; MESSING, 1983) foi utilizado
como vetor na tentativa de clonagem e expresséo do operon thrABC da linhagem
bacteriana ATCC 9637 (Figura 7).
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Figura 7 - Estrutura do plasmideo pUC19

O plasmideo pBBR1 MCS2 (KOVACH et al., 1995) foi utilizado como vetor de
clonagem e expressao dos genes thrB e rhtC (Figura 8).
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pPBER1 MCS2

5146 bp

Figura 8 - Estrutura do plasmideo PBBR1 MCS2
4.4 Oligonucleotideos iniciadores

O desenho dos plasmideos e primers utilizados para a modificagcdo genética
bacteriana foram desenhados empregando-se o software SnapGene®. As
sequéncias do genoma de Escherichia coli K12 MG1655 disponiveis no GenBank
(National Center for Biotechnology Information) foram utilizadas como base.

Também foram utilizadas as ferramentas online OligoAnalyzer e NEB Tm calculator.

Em todas as sequéncias de genes que seriam expressas na célula bacteriana foi
adicionado um promotor sintético, pJ23100 (Registry of Standard Biological Parts -
IGEM)(MARKAKIS; DE LAS HERAS; ELFICK, 2016), seguido de uma regido 5’ nao
traduzida desenhada pelo software UTR designer (SEO, 2013) contendo RBS

idéntica a subunidade 16s do ribossomo da E. coli de interesse (Figura 9).



Start (0)

57 gcTCTAGAttgacggectagectcagtcctaggtacagtgeotagec TAGCTCTTAAGGAGGATTCCAatgecgagtgttgaagttcggeggta 3’
I 1 1 L 1 L 1 1 1 L 1 1 1 L 1 L 1 1 ]
} 1 + i + 1 } i + + i + 1 }

Styl AfIIL

Xbar AvrIl Smi1

32

End (89)

89

3" cgAGATCTaactgccgatcgagtcaggatccatgtcacgatcgATCGAGAATTCCTCCTAAGGTtacgetcacaacttcaageccgecat 5"

[ pl23100

Figura 9 — Primer forward utilizado para PCR do operon thrABC

O primer para a construcdo dos genes thrB, rhtC e rhtA também apresenta a

sequéncia para o promotor pj23100 e uma regido de RBS proépria desenhada com a

ferramenta UTR Designer. A Tabela 3 apresenta as sequéncias dos primers

utilizados:
Tabela 3 - Detalhamento dos primers: nome, sequéncias e finalidade
Nome Sequéncia* Finalidade
GCTCTAGATTGACGGCTAGCTCAGTCCTA Iniciador a montante do operon thrABC
thrABCforw  GGTACAGTGCTAGCTAGCTCTTAAGGAGG para clonagem no pBBR
ard ATTCCATGCGAGTGTTGAAGTTCGGCGGT
A
thrABCreve Iniciador a jusante do operon thrABC
GCTCTAGACGGGCTGCATAAAAGCAAAC
rse para clonagem no pBBR
GACTAGTGTTGACGGCTAGCTCAGTCCTA Iniciador a montante do gene thrB para
GGTACAGTGCTAGCGGATCGAAAATAAGG clonagem no pBBR
thrBforward
AGGTTTTTGTATGGTTAAAGTTTATGCCCC
GGCTT
GCTCTAGACTTTCAGATTGTAGAGTTTCAT Iniciador a jusante do gene thrB para
thrBreverse
TTAG clonagem no pBBR
GACTAGTTTGACGGCTAGCTCAGTCCTAG Iniciador a montante do gene rhtC para
GTACAGTGCTAGCATTTTTGTTATTAAGGA clonagem no pBBR
rhtCforward
GGTTTACAATGTTGATGTTATTTCTCACCG
TCG
GCTCTAGAGACGCGTCTGGCATCACCGC Iniciador a jusante do gene rhtC para
rhtCreverse GAAAT clonagem no pBBR

WANNER, 2000).

4.5 Delecéo dos genes pela metodologia de Datsenko & Wanner

Uma técnica de nocaute foi desenvolvida por Wanner & Datsenko (DATSENKO;

Esse procedimento envolve o uso de um sistema de

recombinacdo FLP-FRT. A enzima flippase recombinase (FLP) reconhece um par de
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sequéncias de FLP recombinase target (FRT) que se unem eliminando uma regiédo

gendmica de interesse.

Primeiramente, um gene de resisténcia a um determinado antibidtico €
amplificado por PCR, contendo sitios FRT e regides homologas ao gene a ser

inativado (Figura 10).

A recombinagcdo requer a enzima recombinase do fago A —Red, que é
sintetizada sob o controle de um promotor induzivel por arabinose no plasmideo
pKD46. O plasmideo pKD46 apresenta genes de resisténcia a ampicilina e ndo se

replica a temperaturas acima de 30° C.

A selecdo dos mutantes é feita por meio da selecdo pela resisténcia ao
antibiético adquirida durante recombinacdo. A remocdo da resisténcia é feita
utilizando-se o sistema FLP-FRT. O plasmideo pCP20 contém um gene para a
codificacdo da enzima FLP recombinase e € inserido no micro-organismo apos a

remocéao do plasmideo pKD46 (Figura 11).
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Figura 10 - Mecanismo de dele¢cdo Datsenko & Wanner

Fonte: (DATSENKO; WANNER, 2000)

FLP recombinase

FRT

+

Figura 11 - Eliminacdo de gene sstT por meio do sistema de recombinacdo FLP-FRT
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A recombinacdo requer a enzima recombinase do fago A —Red , que é
sintetizada sob o controle de um promotor induzivel por arabinose no plasmideo
pKD46. O plasmideo pKD46 apresenta genes de resisténcia a ampicilina e néo se
replica a temperaturas acima de 30° C devido a caracteristicas de sua origem de

replicacdo oriR101 (Tabela 3).

O plasmideo pKD46 proporciona resisténcia ao antibidtico ampicilina (gene da
enzima beta-lactamase) e codifica os genes do fago A—Red (gama, beta e exo
nucleases) que produzem enzimas recombinases, auxiliando no processo de

recombinacdo do DNA, controlados por um promotor induzivel por arabinose (Paras).

O segundo plasmideo utilizado no protocolo é o pCP20 (Tabela 2). Esse
plasmideo também apresenta uma origem de replicagdo (pSC101 ori)
termossensivel e 0 gene para a producdo da enzima flipase (FLP). O protocolo

para a delecdo de genes é resumido a seguir:

1) Inicialmente, a bactéria E.coli contendo o plasmideo pKD46 foi cultivada em um
frasco do tipo Erlenmeyer (erlen) de 125 mL contendo 25 mL de meio LB (Luria
Bertani ) e 25 uL de ampicilina.

2) O frasco foi cultivado sob agitacdo de 180 rpm e 30 °C. No momento que o
cultivo atingiu uma DO de aproximadamente 0,1, adicionou-se 250 pL de solugao
de arabinose com o objetivo de induzir a expressdo dos genes do fago A—Red,
para que haja uma maior disponibilidade de enzimas recombinases nas células.
O frasco foi posicionado novamente sob agitacdo até que se atingisse uma DO
de 0,5.

3) Em seguida, a solucdo de cultivo foi centrifugada a 6000 rpm por 8 minutos e 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em uma solugéo
estéril 10% de glicerol e agua. Essa ultima operacéo foi repetida por mais duas
vezes.

4) 100 uL da solugéo de glicerol contendo as células bacterianas foi adicionado a
uma cubeta de eletroporagao estéril, juntamente com 6 pL de uma solugao
contendo o cassete de delecdo de cada gene. O choque foi dado por um

aparelho de eletroporacéao.
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5) Apoés a eletroporacéo, a solucéo foi transferida a um frasco Eppendorf® contendo

6)

7

1 mL de meio LB e arabinose (para ajudar na recombinagdo). O frasco
Eppendorf® foi posicionado sob agitacdo a 180 rpm e 30° C por 1 hora e 30
minutos. O seu conteudo foi inoculado em uma placa de meio LB contendo os
antibidticos canamicina e ampicilina. As placas foram posicionadas para
crescimento overnight a 30° C.

Uma linhagem com o gene deletado foi cultivada por 24 horas em um erlen
contendo meio LB com canamicina, a 180 rpm de agitacdo e temperatura de
37°C. Nessa temperatura, o plasmideo pKD46 néo se replica e espera-se que a
linhagem o perca. A confirmagao foi feita por meio de uma selecdo negativa,
cultivando-se a linhagem resultante em duas placas de meio LB, uma contendo o
antibiético ampicilina e outra o antibiético canamicina. Espera-se que a linhagem
nao cresca na placa com ampicilina.

Com o plasmideo pKD46 removido, o plasmideo pCP20 foi transformado nas
células por meio de choque térmico. A linhagem com o plasmideo foi cultivada
por 24 horas em um erlen contendo meio LB e ampicilina, a 180 rpm de agitacéo
e temperatura de 30°C. Apés esse periodo foi feito um repique da linhagem para
um novo erlen com meio LB, sob as mesmas condi¢des de cultivo. A confirmacao
também foi feita por selecdo negativa, cultivando-se uma mesma colénia em
duas placas de meio LB, uma contendo o antibiético ampicilina e outra o
antibidtico canamicina. Selecionou-se as col6nias que cresceram em ampicilina,
mas ndo em canamicina. A remoc¢do do plasmideo pCP20 foi feita da mesma
forma que a do pKD46.

4.6 ReacOes em Cadeia da Polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction)

Foram feitas PCRs com os propositos de: (1) gerar cassetes de delecéo pelo

método de Datsenko e Wanner (2000); (2) confirmar tamanhos de fragmentos de

DNA especificos; (3) clonar os gene rhtC e thrB no plasmideo pBBR. Para gerar 0s

cassetes de delecdo, fazer clonagem dos genes rhtC, thrB,o operon thrABC e

amplificar regides do plasmideo com os guias, foi utilizada a enzima Q5 (New

England Biolabs, Massachusetts, EUA) enquanto que para PCRs de rotina para
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confirmar tamanhos de regides do DNA foi utilizado o kit PCR Quick-Load® Taq 2x

Master Mix (New England Biolabs, Massachusetts, EUA).

As reacbes com o kit Quick-Load® Taq 2x Master Mix foram montadas

conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Volumes dos reagentes do kit Quick-Load Taq

Reativos Volume (uL)
Agua livre de Nuclease 8
Iniciador forward (10 uM) 0,5
Iniciador reverse (10 uM) 0,5
Solugéo Master Mix* (2x) 10
DNA molde (100 ng/uL) 1

As reacdes com a enzima Q5 DNA polimerase foram realizadas conforme a

Tabela 5.

Tabela 5 — Volume dos reagentes com a enzima Q5 DNA polimerase

Reativos Volume (uL)

Q5 buffer (5x) 10

Q5 enhancer (5x) 10
DMSO (100%) 1

Agua livre de Nuclease 21,5
Mix dNTPs (solucdo com 10 mM de cada dNTP) 2
Iniciador forward (10 uM) 2
Iniciador reverse (10 uM) 2
DNA molde (200 ng/pL) 1

Enzima Q5 (2 U/ pL) 0,5

As PCRs para as amplificacbes de genes para clonagem e constru¢cao dos

cassetes de delecédo foram realizadas conforme a Tabela 6.

Tabela 6 - Condic¢fes no termociclador com enzima de alta fidelidade
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Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao Inicial 98 °C 30s 1
Desnaturagao 98 °C 10s
Hibridizacdo - 30s 30
Extenséo 72 °C -

Extenséao final 72 °C 5 min 1

A temperatura de hibridizacdo variou entre 50 e 56°C, conforme calculado
com a ferramenta NEB Tm calculator para cada iniciador utilizado, e o tempo de
extensdo também variou dependendo do tamanho do produto a ser formado. O
calculo utilizado foi de 30 segundos a cada 1000 pares de bases do produto

desejado.

As PCRs para confirmacéo utilizando o kit Quick-Load® Tag 2x Master Mix

seguiram de acordo com passos mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Condicfes de PCR Quick-Load® Tag 2x Master Mix

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao Inicial 94 °C 30s 1
Desnaturacdo 94 °C 30s
Hibridizacdo - 20s 35
Extenséo 68 °C -

Extensao final 68 °C 3 min 1
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A temperatura de hibridizacao variou entre 50 e 56°C conforme calculado com
a ferramenta NEB Tm calculator para cada iniciador utilizado, e o tempo de extensao
também variou dependendo do tamanho do produto a ser formado. O calculo

utilizado foi de 60 segundos a cada 1000 pares de bases do produto desejado.

4.7 Purificagdo de DNA e Gel

As reacdes de PCR foram verificadas por meio da aplicagdo em gel de
agarose 1% feito com tamp&o de corrida Tris-Acido acético-EDTA (TAE) contendo o
corante SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies — Invitrogen, Califérnia,
EUA). Foram aplicados também os marcadores de peso molecular Gene ruller 1 kb
plus DNA ladder e Gene ruller 1kb DNA ladder (Fermentas — Life Technologies,
Califérnia, EUA). A corrida em gel de agarose foi realizada sob a diferenca de
potencial de 90 - 100 Volts durante aproximadamente 40 - 50 min. O gel foi entdo

exposto a luz UV (253 nm) e uma imagem capturada para registro.

Antes de realizar a etapa de purificacdo do produto de PCR, era feita uma
corrida em gel de agarose utilizando-se cerca de 1 ou 2 microlitros deste produto.
Caso a banda correspondente ao produto apresentasse o tamanho esperado e nao
fosse possivel detectar bandas inespecificas a olho nu, o produto de PCR era
purificado diretamente. Em situacdes de deteccdo de bandas inespecificas, era
realizada uma nova corrida em gel utilizando-se toda a amostra obtida no PCR. A

banda com o tamanho correto era entdo purificada a partir do gel.

Os produtos de PCR e bandas de DNA em gel de agarose foram purificados
com o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega, Madison, EUA).
Todas as amostras de DNA purificadas deste trabalho foram eluidas em agua e,
guando necessario, foram quantificadas utilizando-se o equipamento NanoDrop™
One/One® Microvolume Cv-Vis Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc,
Massachusetts, EUA).

Em experimentos cujo objetivo era apenas verificar se uma mutagao ou delecao

havia ocorrido de modo desejado, uma coldnia da bactéria era diluida em cerca de
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10 L de agua livre de nuclease utilizando-se um microtubo de 200 pL. A suspensao
de células era aquecida a 98°C durante 5 min, centrifugada a 14000 rpm por 2
minutos, e o sobrenadante era utilizado como a solugdo que continha o DNA a ser
utilizado como molde para a reacdo de PCR. Para a extracdo do DNA total da
bactéria, foi utilizado o kit de extracdo QIAmp DNA Kits (QIAgen, California, EUA) de
acordo com as instrugbes do fabricante. Para a extracdo de DNA plasmidial foi
utilizado o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,

Winsconsin, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.8 Clonagem e Selecao de Mutantes

O operon thrABC foi clonado utilizando iniciadores proprios para esse fim, com a
enzima Q5 (New England Biolabs, Massachusetts, EUA). Na ponta dos iniciadores
havia um sitio de restricdo para a enzima xbal. Em seguida, o plasmideo pUC19 e 0
trecho de DNA obtidos (thrABC) foram digeridos com a enzima xbal (New England
Biolabs, Massachusetts, EUA), da forma como descrito na Tabela 8. Uma vez a

reacao pronta, esta era incubada a 37°C por 20 min.

Tabela 8 - Volumes empregados na reagdo de digestdo com a enzima xbal

Reativos Volume (pL)
CutSmart Buffer (10x) 2
DNA a ser digerido Volume para 1 ug
Enzima de Restrigdo (xbal) 1
Agua livre de Nuclease g.s.p. 20 pL

A mistura de cada uma das digestdes, depois de prontas, foi aplicada em gel
de agarose e teve a banda purificada. Com os DNAs digeridos e purificados, foi
realizada a ligacdo com a enzima T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific Inc.,
California, EUA). As condi¢des da ligacdo estdo na Tabela 9. A mistura era mantida

overnight a 16 °C em um termociclador.
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Tabela 9 - Volumes empregados na reacédo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase

Reativos Volume (uL)
T4 ligase buffer (10x) 2
Vetor Volume para 100 ng
Inserto Volume para 300 ng
T4 DNA ligase 1
Agua livre de Nuclease g.s.p. 20 L

Apos a ligacao, o plasmideo foi transferido por eletroporacdo em uma E. coli DH5a.
4.9 Meios de cultura

Os cultivos das diferentes linhagens foram realizados em meios liquido e
sélido a 30 ou 37 °C, contendo antibiéticos quando necessario nas seguintes
concentragdes: Ampicilina (100 ug/mL) e Canamicina (50 pg/mL). A Canamicina foi
utilizada em cultivos de linhagens que continham o plasmideo pBBR e seus
derivados, enquanto a Ampicilina em cultivos de linhagens contendo o plasmideo
pUC19 e seus derivados.

Luria Bertani (LB): Triptona a 10 g/L, Extrato de Levedura a 5 g/L e NaCl a 5

g/L. Para o meio sélido acrescentou-se agar a uma concentragao final de 20 g/L.

Meio Huang (Huang, 2017) Na2S2035H20 1 g/L, KH2POa4 1,5 g/L, (NH4)2S04
8 g/L, MgS04.7H20 0,2 g/L, FeS0O4.7H20 0,005 g/L, MnSO4.5H20 0,005 g/L, Extrato
de Levedura 2 g/L, Lisina 0,1 g/L e Glicose 10 g/L. Nos cultivos de linhagens
provenientes de E. coli W, a glicose foi substituida por sacarose na mesma

concentragao.

A solucdo de alimentacdo de glicose para o biorreator foi preparada com
concentracéo de 500 g/L. A solucéo de alimentacdo contendo os sais e a lisina teve
a seguinte composicao: Na25S2035H20 24 g/L, KH2PO4 12,5 g/L, (NH4)2S04 16 g/L,
extrato de levedura 1 g/L e Lisina 4,5 g/L.
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4.10 Ensaios de Producéo
4.10.1 Preparo do in6culo

A preservacao das linhagens que seriam utilizadas posteriormente em ensaios
de cultivo foi realizada do seguinte modo: uma colbnia era isolada de uma placa e
inoculada em 25 mL de meio LB com Canamicina, a 30 °C e 180 rpm no agitador
rotativo. Apos 12 horas, separou-se aliquotas de 1 mL do cultivo que foram
misturadas com 1 mL de uma solugéo aquosa de glicerol 20% (v/v) em um tubo de 2
mL. As linhagens foram armazenadas em um congelador que opera na temperatura
de -80°C.

Para o preparo do indculo, a linhagem a ser cultivada foi descongelada e parte
dessa suspensdao de células transferida para frascos erlenmeyers com meio LB com
Canamicina. Os frascos foram incubados durante 12 h em agitador rotativo a 180

rpm e temperatura de 30 °C.
4.10.2 Cultivos em agitador rotativo

Foram feitos ensaios de producdo em agitador rotativo com as seguintes
linhagens: (1) E. coli ATC9637 selvagem; (2) E. coli ATCC9637 AmetJ; (3) E. coli
ATCC9637 AsstT; (4) E. coli ATCC9637 AmetJ AsstT ; (5) E. coli ATCC9637 AmetJ
AtdcC; (6) E. coli ATCC9637 AmetJ AlysA; (7) E. coli MG1655 selvagem; (8) E. coli
MG1655 Ametd ; (9) E. coli MG1655 AmetJ AlysA; todos contendo o plasmideo
pBBR-thrB-rhtC.

Em frascos Erlenmeyers de 125 mL, foram adicionados 25 mL de meio
cultivo. Os experimentos foram realizados em agitador rotativo (30 °C ou 37 °C, 180
rpm), e tiveram duragdo variando entre 24h e 48h. Nestas amostragens foram
retirados 1 mL de cultivo que passa por uma centrifugagéo de 10000 rpm por 10 min,
e posteriormente é filtrado por uma membrana de porosidade de 0,22 um. A amostra
€ entdo injetada em um aparelho de HPLC para determinar as concentracdes de

acido acético, glicose, frutose e sacarose.
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4.10.3 Cultivo em biorreator

Os ensaios em biorreator foram conduzidos em biorreator Biostat B-DCU, marca
B.Braun (5 L) e no biorreator Sartorius CPlus (15 L), com aeragao, agitacao
mecanica e controle automatico das variaveis: temperatura, pH e oxigénio dissolvido.
Durante a montagem do biorreator, a sonda de pH e de oxigénio (internas) foram
calibradas seguindo as orientagdes do fabricante e o meio de cultura previamente

preparado foi adicionado no biorreator.

O primeiro ensaio, realizado no Biostat B-DCU partiu de um volume inicial do
cultivo de 2,5 litros de meio. O segundo ensaio, realizado no reator Sartorius CPlus,
partiu de um volume inicial de 5 L de meio de cultivo. O pH foi controlado em 7,00 +
0,05 ao longo de todo o experimento, bem como a temperatura a 37 °C. A cada duas
ou trés horas foram retirados aproximadamente 10 mL de cultivo, e a partir desse
volume foi determinada a massa seca celular e as concentracfes de aclcares e
acido acético. Medidas de porcentagem de oxigénio (pO2) dissolvido no meio e do
pH do meio eram determinados por sondas especificas, enquanto as porcentagens
volumétricas de oxigénio e de diéxido de carbono no gas de saida dos reatores eram
tomadas por sensores especificos. O pO2 foi mantido com valor minimo de 20%,

variando-se o nivel de agitacdo e a vazao de ar na entrada do biorreator.

A densidade Optica (D.O.) da suspensao de células bacteriana foi determinada por
leitura de absorbancia em espectrofotdmetro U-2000 (Hitachi Co.) com comprimento
de onda de 600 nm. A concentracdo de biomassa total foi determinada pela massa
seca presente nas amostras coletadas. Essas amostras foram filtradas em sistema a
vacuo com membrana de éster de celulose com 0,22 um de porosidade (Millipore)
previamente pesada. Uma vez seca a 105 °C por 4 horas em estufa, a membrana foi
colocada em dessecador por 5 minutos e pesada em balanca analitica. Os
aminoacidos produzidos pelos microrganismos e presentes em sua forma livre no
sobrenadante dos ensaios de biorreator tiveram suas concentracdes determinadas

por cromatografia gasosa e metodologia comercial Phenomenex EZ:faast™.
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4.11 Tratamento de Dados

Os dados obtidos nos experimentos de cultivo em agitador rotativo e biorreator
foram tratados conforme equagdes descritas por (WILLIBALDO SCHMIDELL et al.,
2001).

As variacfes da concentracdo celular (X), do substrato (S) e do produto (P)

foram descritas conforme as Equacao 1,Equacéo 2 e Equacéo 3.

dX _ d(X — Xo)

dt  d(t—ty)
Equacéo 1

dS  —d(S —Sp)

dt  d(t—tp)
Equacéo 2

dpP _ d(P - Py)

dt  d(t —t,)
Equacéo 3

A velocidade especifica de crescimento celular px (h?) foi determinada pela

Equacéo 4

1dX

ux=)—(a

Equacéo 4

O fator de converséo substrato em célula (Yxss) foi calculado como a razéo entre
a variagado da concentracao celular (X) pela variacdo da quantidade do substrato (S)

consumido (Equacéo 5).

aAX

YX/S = —AS

Equacéo 5
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Onde,

Yxss... fator de converséo de substrato em célula (g/g)
AX... variagéo da concentragéo celular (g)

AS... variagéo da quantidade de substrato consumido (g)

O fator de conversédo substrato em produto (Yess) foi calculado como a razéo
entre a variacado da quantidade de produto (P) formado pela variacdo da quantidade

do substrato (S) consumido (Equacgéao 6).

AP
Yeis = a5

Equacéo 6

Onde,

Ypss... fator de converséo de substrato em produto (g/g)
AP... variagdo da quantidade de produto treonina (g)
AS... variagdo da quantidade de substrato consumido (g)

A produtividade do produto (Pp) é definida como a razdo entre a variagdo da
concentracdo do produto pelo tempo de reacao, expressa em g/(L.h). Nos processos
em que a concentracdo inicial do produto é nula, a produtividade pode ser expressa
pela razdo entre a concentracéo final do produto e o tempo total da reacéo (Equacao
7).

Equacéo 7
Onde,
Pp... produtividade do produto g/(L.h);

AP... variagdo da concentragao de produto (g/L);
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At... variagdo do tempo (h);

4.12 SuperPro Designer

O software SuperPro Designer € um simulador de processos desenvolvido para

auxiliar na modelagem, analise de custos, andlise de gargalos de processos,

reducdo de tempo dos ciclos dos processos relacionados a produtos bioquimicos,

quimicos especiais, farmacéuticos, alimentos e outros relacionados.

No projeto de um bioprocesso temos um produto e uma taxa de producao anual

desejada. O uso do software se mostra como uma ferramenta para a obtencao das

respostas as principais questdes relacionadas ao bioprocesso (HARRISON et al.,

2015):

Quais sdo as quantidades necessarias de matérias-primas e
equipamentos necessarios para um unico lote;

Qual a quantidade total de recursos consumidos por ano pelo
bioprocesso;

Qual o tamanho necessario dos equipamentos do processo;

Qual é o investimento total de capital;

Qual o custo de fabricacgéao;

Quanto tempo € necessario para a producdo de um unico lote;

Quanto produto pode ser gerado por ano;

Quais etapas do processo ou recursos constituem os atuais gargalos do
processo;

Que mudancgas podem aumentar a producao anual e reducao do custo do
produto;

Qual design é o melhor entre varias alternativas possiveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Construcao do plasmideo pUC19-thrABC-rhtA

A construcao do plasmideo pUC19-thrABC-rhtA foi baseada na combinacéo do
operon thrABC que contém genes para a producao de treonina e do gene rhtA para
a exportacao extracelular do mesmo aminoacido. A estrutura do plasmideo encontra-

se na Figura 12.

|CAP binding site| |lac operator|
'

Afel (382)

s Pacl (1183)

| NsiI (1211)
SphlI (1236)
_PstI - Shfl (1292)
Sall (1294)
~ AFIID (1346)
T AarI (1445)

(7443) Bsal

(6590) AatIl

(6583) Zral ' — BspDI* - ClaI* (1804)

(6529) EcoO109I —— BclI* (1904)
s — Sacll (1993)
(6335) Ndel
(6286) PIuTI ™ puUC19_thrABC_rhtA BIEIEIh CELIR{20=2)
(6284) Sfol .~ 8523 bp
(6283) Narl — BbsI (2269)
(6282) KasI

(6112) BanIl - Sacl /||
(5117) Eco53kI /|
(6113) KpnI!

(6108) Acc65I

" FspAI (2580)

(5269) BsrGI

"BbvCI (3493)
(4818) PasI MauBI (3552)

Figura 12 - Plasmideo clonado contendo os genes thrABC e rhtA

O fragmento do operon thrABC foi amplificado utilizando-se o genoma de E. coli
MG1655 como molde. O plasmideo pUC19 e o inserto do gene thrABC foram
digeridos separadamente com a enzima de restricdo xbal. Ap0s uma etapa de
digestdo de 20 minutos a 37° C, foi feita a ligagdo entre o plasmideo com o

fragmento por meio da enzima T4-Ligase.

Apos a ligagéo, foi feito o processo de transformagéo do plasmideo em células

de E. coli DH5a e essas cultivadas em placas para selecdo azul-branco. Colbnias
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brancas foram selecionadas para a extracdo do plasmideo e a confirmacdo da

ligagao.

Parte da solugdo contendo o plasmideo extraido foi digerida com a enzima de
restricdo bamhl e colocado para correr em gel de agarose para verificacdo (Figura
13).

4000 bp

3000 b
s = et lomd emd  ~ Cmgad uuubu.ooobp
2000 bp

Figura 13 - Extragao de plasmideos de linhagens DH5a

As bandas de plasmideo digerido apresentaram tamanho de aproximadamente

2900 bp, que é condizente com o tamanho do plasmideo pUC19 sem inserto.

Apesar de terem sido selecionadas apenas colonias brancas e estas terem sido
inoculadas novamente em outra placa de LB-IPTG-X-gal para confirmacédo, foram
obtidas colbnias brancas que ndo possuiam o plasmideo recombinante. Isso pode
ter ocorrido porque um pequeno fragmento de DNA pode ter se ligado ao Multiple
Cloning Site (MCS) do vetor e alterado o “frame” de transcrigdo para o gene LacZa
e, assim, impedir sua expressédo, dando origem a clones falsos positivos. Além disso,
€ possivel que vetores linearizados possam ter sido transformados nas células
competentes, e as extremidades tenham sido "reparadas” e ligadas entre si pela

propria maquinaria celular, de modo que nenhum clone LacZ seja produzido, e
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sejam células que ndo possuem a capacidade de converter X-gal na substancia
azul. (PADMANABHAN; BANERJEE; MANDI; ZHANG, 2016)

5.2 Construgéo do plasmideo pBBR-thrB-rhtC

Como a construcdo do plasmideo pUC19-thrABC-rhtA ndo apresentou bons
resultados, foi testada uma alternativa para a construcdo de um plasmideo mais
simples. Foi feito o plasmideo pBBR-thrB-rhtC. Ao contrario do plasmideo anterior,
ele apresenta apenas um gene para a producéo de treonina, o thrB, e o gene rhtC
para a exportacdo extracelular do mesmo aminoacido. Com um tamanho de inserto
menor, esperava-se que a reacdo de ligacdo entre o plasmideo e o inserto fosse
mais favoravel que o fechamento do proprio vetor. Além disso, foi utilizado o
plasmideo pBBR em vez do pUC19 por abrigar genes de resisténcia ao antibiotico
canamicina. Ao contrario da ampicilina, a canamicina nao é degradada pelo gene de

resisténcia kanR, o que impede a formacao de colbnias satélite (Figura 14).

(CAPBIRGING IS PBBR-rhtC-thrB
ac operator| =

KS primer|

6881 bp

Shine-Dalgarno sequence T7 promoter

Figura 14 - Estrutura do plasmideo pBBR contendo os genes rhtC e thrB
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Primeiramente, foi feita uma reacdo de PCR para amplificar os genes thrB e rhtC
separadamente, utilizando o genoma de E. coli MG1655 como molde. Os primers
para a amplificagéo dos dois genes foram desenhados de forma que os genes rhtC e
thrB pudessem ser digeridos pela enzima spel em sua extremidade forward e pela
enzima xbal em sua extremidade reverse. Apés a digestdo dos dois genes com as
duas enzimas de restricao, foi feita uma reacéo de ligacdo dos dois genes com a
enzima T4 Ligase por 1h a 37°C. A partir dessa reacao de ligacéo foi realizada uma
nova reacao de PCR, utilizando o primer forward do gene rhtC e o primer reverse do
gene thrB. O objetivo dessa reacédo foi amplificar os fragmentos de DNA formados
pela ligacao dos dois genes de interesse, obtendo assim muitas copias do fragmento

a ser inserido no vetor.

A Figura 15 mostra o resultado da reacdo de PCR para a amplificacdo do
inserto. Uma banda de brilho mais intenso foi observada entre os marcadores de
tamanho 1500 bp e 2000 bp. O inserto rhtCthrB apresenta tamanho de 1740 bp.

Figura 15 - Reacéo de PCR para amplificacdo do inserto

Com o inserto purificado, ele foi novamente digerido com as enzimas xbal e spel
e ligado ao plasmideo pBBR digerido apenas com a enzima xbal. Apoés a ligagéo, foi

feito o processo de transformacédo do plasmideo em células de E. coli DH5q, e estas
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cultivadas em placas para selecédo azul-branco com o antibiético canamicina. Trés
colénias brancas foram selecionadas para extracado do plasmideo. Apos a extracao,
a confirmacao foi feita por meio de uma reacdo de PCR. Utilizando-se os primers
rhtC_fw e thrB_rv, esperava-se que a reacdo produzisse um fragmento de DNA do
mesmo tamanho do inserto (1700 bp). A Figura 16 mostra a banda resultante de
PCR que indica o fato de que apenas duas colbnias brancas possuiam de fato o

plasmideo recombinante.

Figura 16 - Reacdo de PCR para confirmacgéo de clonagem no plasmideo pBBR

Com a finalizacdo da construgcdo do plasmideo recombinante, foi possivel
inseri-lo em diferentes linhagens bacterianas para o teste de producao de treonina,

como sera apresentado nas proximas secoes.
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5.3 Nocaute dos genes em Escherichia coli
5.3.1 Nocaute dos genes sstT e tdcC

Para o nocaute dos genes sstT e tdcC foi utilizada a metodologia descrita por
Datsenko & Wanner (DATSENKO K.A., 2000). Os resultados apresentados nesta

secdo comprovam a remocao dos genes do cromossomo bacteriano.

A confirmacgédo da substituicdo dos genes de recaptura de treonina pelo gene
kanR foi feita por uma reacdo de PCR. Foi utilizada uma combinag&o de primers na
qgual um se ligava em uma regido do cromossomo bacteriano e 0 outro no gene
kanR. Desse modo, uma banda de 1291 bp foi observada para a delecdo do gene

SstT e outra de 1473 bp para o gene tdcC (Figura 17).

tacC
1473 bp

Figura 17 - Confirmagdo da substituicdo dos genes sstT (esquerda) e tdcC (direita) pelo

gene kanR

ApoOs a confirmagéao, o plasmideo pCP20 foi inserido na colonia para que a

enzima FLP recombinase removesse o0 gene kanR do cromossomo. A confirmacao
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foi feita por selecdo negativa em duas placas de meio LB sélido, com uma contendo
0 antibidtico ampicilina e a outra canamicina. As coldnias que perderam o gene
cresceram na placa com ampicilina, mas nao na placa com canamicina. A posterior
remocao do plasmideo pCP20 também foi confirmada por selecdo negativa. Uma
mesma colonia foi primeiramente semeada em uma placa de Petri contendo apenas
meio LB sélido e posteriormente em uma segunda placa contendo meio LB sélido e
ampicilina. As col6nias que perderam o plasmideo ndo cresceram na placa que

continha ampicilina (Figura 18).

Figura 18 - Placa sem ampicilina (esquerda) e com ampicilina (direita): Selecéo

negativa
5.4 Linhagens construidas

Com o plasmideo para a superexpressdo dos genes, este foi inserido por
eletrotransformacao em diferentes linhagens bacterianas de E. coli. A descricdo de

cada linhagem construida encontra-se na Tabela 10.
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Tabela 10 - Linhagens construidas para teste de producéo de treonina

NUumero Receptor Caracteristicas Plasmideo
cromossomais

THR 01 ATCC9637 Selvagem pBBR-rhtC- thrB
THR 02 ATCC9637 AsstT pBBR-rhtC- thrB
THR 03 ATCC9637 AmetJ pBBR-rhtC- thrB
THR 04 ATCC9637 AmetJ AsstT pBBR-rhtC- thrB
THR 05 ATCC9637 AmetJ AtdcC pBBR-rhtC- thrB
THR 11 MG1655 Selvagem pBBR-rhtC- thrB
THR 12 MG1655 AmetJ pBBR-rhtC- thrB
THR 14 MG1655 AmetJ AlysA pBBR-rhtC- thrB

5.5 Teste de producéo em agitador rotativo

Foi feito um teste de produgc&o em agitador rotativo com o objetivo de selecionar
uma boa linhagem produtora de treonina para posterior teste de producdo em
biorreator. As linhagens provenientes de ATCC9637 foram cultivadas em Meio
Huang com sacarose como fonte de carbono em vez da glicose, enquanto as
linhagens MG1655 foram cultivadas em Meio Huang padréo. A producéo foi testada

nas temperaturas de 30°C e 37°C a 180 rpm.

As andlises de concentragdo de treonina no meio de cultivo apos 48 horas foram
feitas para algumas linhagens selecionadas com base em seu genoétipo para

comparacao (Figura 19 , Figura 20 e Tabela 11).

Observa-se também que a producado da linhagem 14 a 30°C e 37°C foi bastante

elevada quando comparada com as linhagens provenientes de E. coli W (Figura 20).



Tabela 11 - Producao de Treonina por diferentes linhagens a 30 °C e 37 °C
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Linhagem Temperatura (°C) Producédo (mg/L)
THR 01 30 17,62 + 4,36
THR 01 37 33,22 £ 9,90
THR 02 30 25,13 + 3,98
THR 02 37 47,09 + 9,29
THR 03 30 98,64 + 20,41
THR 03 37 181,82 + 34,29
THR 04 30 107,02 + 13,09
THR 04 37 201,17 £19,99
THR 05 30 92,92 + 5,20
THR 05 37 173,59 + 19,21
THR 11 30 56,46 + 14,14
THR 11 37 107,07 £ 29,20
THR 12 30 251,84 + 15,30
THR 12 37 467,81 + 52,18
THR 14 37 1080,00 + 23,12
THR 14 37 2057,67 £ 42,85
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Producdo de L-Treonina de cada Linhagem
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Figura 19 - Producao de L-Treonina de cada linhagem de E. coli
ATCC9637

Produgdo de L-Treonina de cada Linhagem
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0,00 = —
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Figura 20 - Produgéo de L-Treonina de cada Linhagem de E. coli
MG1655

Um ponto interessante de se observar € que a producéo de treonina foi maior
em cultivo realizado em temperatura de 37 °C quando comparada ao cultivo em 30
°C. A busca em literatura sobre a influéncia da temperatura sobre a producédo de

treonina em linhagens recombinantes de E. coli mostrou resultados controversos.
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Um estudo realizado por (HIRAKAWA; WATANABE, 1974)apresentou os efeitos da
temperatura na formacéo de uma das enzimas biossintéticas de L-treonina, a AK |. O
estudo concluiu que a enzima aspartoquinase apresentou nivel de atividade 20%
superior em cultivo realizado a 37 °C quando comparado ao cultivo realizado a 28
°C. Por outro lado, (SHIMIZU et al.,, 1995)cultivou duas linhagens de E. coli
recombinantes para a producao de L-Treonina em temperaturas entre 28° e 40 °C.
Os resultados indicaram que embora o crescimento de ambas as linhagens se
manteve essencialmente inalterado ao longo da faixa temperatura testada, as
maiores producfes foram observadas na temperatura de 31,5 °C. Conforme a

temperatura foi aumentada, a producéo sofreu decréscimos proporcionais.

Esta aparente contradicdo de resultados de diferentes trabalhos da literatura
pode indicar que ndo existe uma correlacdo padrdo entre a temperatura de cultivo e
a producédo de L-treonina por E. coli recombinante, pelo fato de que cada linhagem
apresenta modificacdes, e consequentemente alteragcbes de metabolismo Unicas, 0
que dificulta a busca por uma explicacéo para o fato de que a linhagem THR14 ter

apresentado uma producdo muito maior em cultivo a 37 °C do que em 30 °C.

As linhagens THR 01 e THR 03 apresentam como Unica diferenca genética, o
nocaute do gene metJ na linhagem THR 03. O mesmo pode ser dito para as
linhagens THR 11 (selvagem) e THR 12 (AmetJ). Comparando-se os resultados de
producdo do par de linhagens THR 01 e THR 03, é possivel observar o efeito do
nocaute do gene metJ sobre a producdo de treonina. A concentracdo final de
treonina no cultivo da linhagem THR 03 foi aproximadamente 5,5 vezes superior a
concentragdo da linhagem THR 01. A producgédo final da linhagem THR 12 foi
aproximadamente 4,5 vezes superior a producado da linhagem THR 11. O gene metJ
é responsavel pela sintese de um composto inibidor transcricional do gene metL, e o
seu nocaute pode ter aumentado o fluxo de carbono pela via de sintese da treonina,
uma vez que o gene metL é responsavel pela conversao de aspartato em aspartil-
fosfato e pela conversdo do aspartato semialdeido em homoserina. Conforme o
esquema apresentado na Figura 3, a homoserina pode ser direcionada para a via de
sintese de metionina, pela expressdo do gene metA, ou para a via de sintese da

treonina pela expressao do gene thrB. A expressao do gene thrB combinada com a
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auséncia do regulador do gene metJ pode ter favorecido a producdo do aminoacido

treonina.

O nocaute dos genes sstT e tdcC ndo apresentou um aumento significativo na
concentracéo final de treonina produzida, ao se comparar os resultados de producao
das linhagens THR 03, THR 04 e THR 05. Embora os dados experimentais obtidos
possam levar a conclusdo de que o0 nocaute desses genes ndo proporciona o
aumento da concentracdo da treonina extracelular, trabalhos na literatura
apresentam aumentos significativos da producdo de treonina com essas
modificacdes (LEE et al., 2007).

A producdo da linhagem THR 14 foi aproximadamente 4 vezes superior a
producgéo da linhagem THR 12, sendo o nocaute do gene lysA na linhagem THR 14
a Unica diferenca genética entre as duas linhagens. O nocaute do gene pode ter
favorecido a producéo de treonina por eliminar a producédo do aminoacido lisina, que
também é sintetizado a partir do aspartato. Portanto, menos carbono é direcionado
para a sintese de lisina. A lisina atua como um inibidor transcricional do gene lysC e
um inibidor alostérico da enzima aspartato quinase Il (Figura 3), portanto a auséncia
de lisina no interior da célula pode contribuir para desinibir a reacdo de converséao do

aspartato em aspartato semialdeido, favorecendo a formacéo de treonina.

A linhagem 14 foi entdo selecionada para a realizagdo de um ensaio em

biorreator.
5.6 Producao em Biorreator
5.6.1 Cultivo em Biorreator de 5 L

A linhagem 14 é auxotrofica para o aminoacido lisina, em outras palavras, as
células sdo capazes de se reproduzir apenas na presenca desse aminoacido no
meio, uma vez que ela ndo é capaz de produzi-lo. Essa caracteristica foi utilizada
coOmo uma estratégia para regular o crescimento de células no reator por meio de
pulsos de uma solucao de lisina e sais. A limitacdo do crescimento celular tem como
objetivo direcionar a maior parte do fluxo de glicose (fonte de carbono) para a

producdo de treonina e ndo para a formacdo de biomassa. Quando as células
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consomem a lisina presente no meio, elas sdo capazes de sintetizar compostos
intermediarios, enzimas, cofatores e outras moléculas necessarias para o
crescimento celular. Na auséncia de lisina no meio de cultivo, as células ndo sado
capazes de se multiplicar, e na auséncia de reacfes de formacéo de biomassa, 0s
diversos compostos sintetizados podem ser redirecionados para a sintese de outras
moléculas, como a treonina, uma vez que as vias de sintese desse aminoéacido se

encontram superexpressas.

O ensaio teve duracado de 48 horas e as amostras foram coletadas em intervalos

de 3 horas (com intervalos maiores para periodos noturnos) (Figura 21)

Figura 21 - Ensaio em biorreator para a producéo de treonina

As condicdes de pH (7,0), temperatura (37 °C), agitacdo mecanica, porcentagem
de O:2 dissolvido (30 %) e volume de base adicionada do ensaio foram monitorados
com o software BioPAT® MFCS/win, (Figura 22).
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Ensaio em biorreator
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Figura 22 - Monitoramento de variaveis no ensaio em biorreator.

A agitacdo (0 — 1200 rpm) foi manipulada por um sistema de controle em
cascata, que aumentava a agitacdo de modo a manter a porcentagem de saturacéo
de O:2 dissolvido no reator acima de 30%. Portanto, os instantes em que o valor de
agitacdo sofria uma queda brusca e a porcentagem de saturagcdo de oxigénio
passava por uma elevacdo indicavam o esgotamento de glicose no meio,

sinalizando o instante certo para fornecer um novo pulso de glicose ao cultivo.

A diminuicdo do crescimento celular era indicada pela interrupcdo do
fornecimento de base e consequente aumento do pH do meio para valores acima de
7,0.

As curvas de concentracado celular, de treonina e de glicose além dos pulsos da
solucdo de sais + lisina e da solucdo de glicose no decorrer do ensaio sdo

mostrados na Figura 23.
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Concentracdode biomassaetreonina ao longo do tempo.
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Figura 23 - Variac&o da concentragcdo de biomassa, treonina e glicose em func¢éo do tempo

A velocidade especifica de crescimento na primeira fase exponencial do cultivo
(de 0 a 9 h) foi de y = 0,16 h'L. Entre os instantes de 32 h a 44 h houve um erro
experimental no qual um pulso de glicose programado néo foi fornecido pelo reator.
Isso fez com que o cultivo permanecesse 12 horas sem uma nova fonte de carbono,
0 que explica o declinio da concentracdo de biomassa entre esses instantes. Apesar
disso, a concentracdo de treonina ndo diminuiu e ndo foi consumida pelas células,

como forma de compensar a falta da glicose.

E possivel visualizar que antes do esgotamento da glicose, a producdo de
treonina apresentou uma fase exponencial entre o periodo de 20 h a 29 h.

Entretanto, foi interrompida pela falta de alimentacéo de acucar.

Os fatores de conversao de substrato em biomassa e substrato em produto do
ensaio foram de Yxs = 0,228 g/g e Yris = 0,174 g/g respectivamente, enquanto a
produtividade foi de aproximadamente 0,32 g/(L.h).

Comparando com o resultado obtido por KASE et al.,1971, esses realizaram
um cultivo em biorreator onde uma concentracao final de treonina de 13,8 g/L foi
atingida, com produtividade de 0,115 g/(L.h) e fator de conversao Ypis de 0,25 g/g.
Embora o fator de conversdo tenha sido menor, obteve-se um valor maior de
produtividade. Entretanto, ainda existem condigcbes para melhorias quando

comparamos com outros trabalhos. No trabalho de (LEE et al., 2006)foi alcancada



62

uma produtividade de produto igual a 1,37 g/(L.h) com concentracao final de 77,1 g/L
de treonina em um processo com duracao de 56,1 horas. Isso indica que pode haver
condicdo para aumentar a produtividade do produto em pelo menos 4 vezes em

relacdo ao valor atual.
5.6.1 Cultivo em Biorreator de 15 L

Para o segundo ensaio, realizado no biorreator Sartorius CPlus 15 litros foi
utilizado o mesmo meio de cultura, mesma linhagem e mesmas solugcbes de

alimentacéo do ensaio apresentado anteriormente.

Na Figura 24 encontram-se as curvas de concentracao celular, do aminoéacido e
de glicose, além dos pulsos da solucao de sais + lisina indicados pelas setas azuis.
A alimentacg&o de acucar foi feita manualmente de modo a manter a concentragéo de

glicose entre 7 e 15 g/L.

Concentracao de Células, Glicose e Aminoacido ao longo do tempo
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Figura 24 - Variacdo da concentracao celular, de glicose e treonina ao longo do ensaio.




63

Os periodos em que houve uma queda no valor da concentracao celular podem
ser atribuidos a diluicdo do meio de cultura ocasionada pela adi¢cdo de solucédo de

glicose, além de erros experimentais de medi¢cdo da massa seca.

A estratégia adotada consistiu em fornecer uma determinada quantidade de
lisina para as células, para que o cultivo atingisse uma determinada concentracédo
celular e produgdo concomitante do aminoacido de interesse. Com o0 esgotamento
da lisina inicial, o aminoacido lisina passou a ser fornecido por meio de pulsos. Na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., o esgotamento da lisina pode ser o
bservado nos instantes em que ha uma queda na concentracao celular, porque as
células param de crescer, mas a alimentacdo de glicose continua, provocando uma

diluicdo no meio.

Os periodos de crescimento celular ficam mais evidentes quando se analisa a
figura da porcentagem volumétrica de CO2 no gas da saida do reator. Observa-se
que apoés a adicao da solucao de lisina + sais, a porcentagem volumétrica de CO2
aumenta devido a maior atividade metabdlica das células durante o crescimento. A

medida que a lisina no meio se esgota, os niveis de CO2 diminuem (Figura 25).

CO, na saida dos gases do reator
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Figura 25 - Variacdo da fragcdo volumétrica de CO2 e concentragao de treonina ao longo do

ensaio.
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Na analise da relacdo entre o crescimento e a produgdo do aminoécido,
observa-se que no intervalo de tempo entre 20 h e 26 h, em que n&o houve adicao
de lisina, a producdo do aminoacido sofreu uma diminuicdo em sua velocidade,
voltando a aumentar apés a adicéao de lisina. A partir do instante de 40 h ocorre uma
desaceleracdo da producéo, que pode ser explicada pela alta concentracdo de acido
aceético no meio (Figura 26).

O &cido acético é um subproduto proveniente de um overflow do metabolismo,
no qual a célula passa a realizar processos fermentativos em detrimento dos
processos de respiragdo, apesar da disponibilidade de oxigénio. Esse fendmeno
ocorre em células que estdo passando por um rapido crescimento, com

disponibilidade da fonte de carbono.

Para diminuir a concentracdo do acido, reduziu-se o bombeamento de glicose
para o seu valor minimo, para que as células consumissem o &cido acético em

€XCesso.

Portanto, a alta concentracdo de acido acético e a reducédo da concentracdo de
glicose no meio podem ter contribuido para a diminuicdo da taxa de producdo do

aminoacido nas ultimas 30 horas do ensaio.
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Figura 26 - Concentracdo de acido acético e glicose ao longo do ensaio de produc¢éo de treonina

Portanto, o ensaio mostrou que é provavel que a producdo do aminoacido de
interesse esteja ligada ao crescimento. Além disso, a producéo de &cido acético pela
bactéria precisa ser mais bem controlada em futuros ensaios para que seja

eliminado o efeito de inibicdo do crescimento e de formacédo do produto.

Os fatores de conversédo de substrato em biomassa e substrato em produto do
ensaio foram de Yxs = 0,324 g/g e Yris = 0,149 g/g respectivamente, enquanto a
produtividade foi de aproximadamente 0,24 g/(L.h).

5.7 Viabilidade econémica do processo de producdo de treonina

5.7.1 Fluxograma do processo

Com o objetivo de guiar futuros desenvolvimentos do processo, foi realizada
uma analise do custo do produto de acordo com parametros obtidos
experimentalmente. Para a simulacdo foi utilizado o fluxograma de processo
representado na Figura 27.
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O processo é alimentado com uma solucao da fonte de carbono (glicose ou
sacarose), que inicia por uma etapa de esterilizacéo representada pelo equipamento
P1/ST 101 - Heat Sterilization. A solucéo estéril € entdo armazenada em um tanque
de mistura com capacidade de 80 m3 e 90% de volume util (P-12/V-104 - Blending
Storage). O conteudo desse tanque € utilizado para alimentar o reator de inéculo e o
reator principal. O reator de in6culo apresenta volume total de 20 m3 e 90% de
volume util (P-4/SFR-101 — Seed Fermentation). Nele acontece o crescimento das
células por 8h, até que se atinja uma concentracao de 10 g/L de células. Este cultivo
€ entdo utilizado como indculo no reator principal. O reator principal apresenta
capacidade de 200 m2 e 90% de volume util (P-3/FR-101 — Fermentation). A solucdo
proveniente do reator principal, que contém biomassa e treonina, é entao
direcionada para um tanque de armazenamento e mistura, com capacidade de 80
m3 e 90% de volume (til (P-2/V-101 — Blending/Storage). A partir desse ponto, inicia-
se 0 processo de separacao e purificacdo do produto (downstream) e 0 processo
passa a ser conduzido de modo continuo. O processo de downstream inicia-se com
uma centrifuga com capacidade de 9.000 m%/h (P-6/DC-101 — Centrifugation), onde
ocorre a remoc¢ao de 100% da biomassa e o sobrenadante contendo o produto é
encaminhado para armazenamento em um tanque de mistura de 80 m3 com 90% de
volume atil (P-5/V-102 — Blending/Storage). A corrente contendo o produto passa por
um processo de secagem em um evaporador com capacidade de 8.500 kg/h (P-
8/EV-101 — Evaporation), onde é removida 90% da agua presente na solucdo. Em
seguida, passa por um cristalizador com volume de 40 m3 e 90% de volume util (P-
9/CR-101 - Crystallization), onde ocorre a formacao de cristais solidos de treonina.
Do cristalizador a corrente contendo o produto € filtrada pelo equipamento P-
12/RVF-101 — Rotary Vacuum Filtration, e em seguida € conduzida a um secador
com capacidade de 70,7 kg/h (P-1/FBDR-101 — Fluid Bed Drying), onde 90% da
agua restante é removida(LEITE; RODRIGUES; PAULO, 2017).
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Figura 27 - Fluxograma do Processo de Producéo de Treonina
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5.7.2 Viabilidade do processo de cultivo da linhagem THR14

Para o célculo do custo do Produto foram considerados os dados experimentais
obtidos a partir do Ensaio em Biorreator 01, sendo Yx;s = 0,228 g/g, Yris = 0,174 g/g
e Pp=0,32 g/(L.h)

Dados sobre o valor de mercado da L-treonina foram obtidos da plataforma
Glowlit (“Amino Acids prices”, [s.d.]). Considerando-se que o0 preco da L-treonina
esta sujeito as oscilacbes de mercado, assim como qualquer commodity, foi
considerado um preco médio de US$ 3,00 /kg para os célculos de viabilidade deste

trabalho.

Inicialmente, foi feita uma simulacdo considerando um cenario em que o
processo apresenta apenas 1 reator principal e 1 reator de indculo. Nesse cenario
seria possivel atingir uma producdo anual de aproximadamente 265,6 toneladas a
um custo de US$ 30,84 por kg de L-treonina (138 bateladas anuais). Esse custo
encontra-se muito acima do valor pelo qual a L-treonina poderia ser vendida no
mercado. O custo total pode ser diminuido aumentando-se a capacidade de
producdo da planta industrial. Isso acontece porque certos custos e despesas fixos
nao sofrem, por definicdo, variacdo conforme aumentamos o volume de producéo.

Ha, portanto, uma diluicdo dos custos fixos pelo maior volume do produto.

A Tabela 12 apresenta a variagéo do custo de producao conforme a variagdo da
producdo anual. Para aumentar a producdo no SuperPro, adicionou-se o
equipamento que era indicado como sendo o gargalo do processo. Neste caso,

foram sendo adicionados reatores principais e reatores de inoculo.

Tabela 12 - Variacdo do custo de producédo de acordo com a produc¢ao anual

N° de reatores de N° de reatores Producgéo anual Custo (US$/kg)

in6culo principais
(toneladas/ano)

1 1 265,6 30,4

1 2 529,3 23,4
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1 3 793,1 20,98
1 4 1056,8 19,44
2 5 1320,5 18,91
2 6 1586,1 18,42
2 7 1849,6 18,07
3 9 2641,0 17,64
4 12 3170,3 17,24
5 15 3961,4 17,18

A Figura 28 mostra o perfil do custo de producédo de L-treonina em fungéo da
demanda produtiva. A producdo chega a um patamar em que o custo do produto
passa a ser praticamente constante (~S$17/kg), independente do aumento da

demanda.

Custo de Producao de Treonina x Capacidade

Produtiva
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Figura 28 - Custo de Treonina vs. Capacidade Anual de Producéo
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Foi feita uma analise a partir dos dados econémicos gerados pelo SuperPro
no cenario de producdo de 3961,4 toneladas anuais. E possivel analisar o impacto

de cada segmento do processo sobre o custo do produto (Figura 29).

Custo operacional por Segmento - Producédo de
custo USS17,18/kg

Utilidades 17%

Laboratario 46- 1%

Instalacées 27%

Mao-de-obra

7%

Matéria-Prima 48%

o

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
x1000 USS/ano

Figura 29 - Distribui¢c&o dos Custos Operacionais na Produc¢éo de L-Treonina

A Figura 29 mostra que os custos referentes a matéria-prima apresentam o
maior impacto no produto (48%), que sédo 0s custos com 0s insumos utilizados no
processo. Em seguida temos os custos com instalacées (27%), utilidades (17%),

mao de obra (7%) e laboratérios (1%).

Uma vez que 0s custos com matéria-prima representam o maior gargalo do
processo, 0 Unico insumo que poderia ser substituido seria a fonte de carbono. A
sacarose é um agucar mais barato do que a glicose e poderia ser utilizado em seu

lugar.

Os experimentos com as linhagens provenientes de ATCC9637 nao
apresentaram bons resultados de producéo de L-treonina quando comparados as

linhagens provenientes de MG1655. Para as proximas simulacoes, sera considerada
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que a linhagem ATCC9637 (consumidora de sacarose) produz treonina com 0s

mesmos parametros da linhagem THR14.

5.7.3 Viabilidade de linhagens tedricas consumidoras de sacarose

Foi feita uma simulagcdo com os mesmos parametros utilizados na Tabela 12,
com a Unica diferenca que se utilizou uma solu¢do de sacarose VHP em vez de

glicose. Os resultados podem ser visualizados na Figura 30.

Custo de Producao de Treonina x Capacidade
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Figura 30 - Variac&o do Custo de Treonina pela Capacidade Produtiva utilizando Sacarose

A Figura 31 apresenta uma comparacéo entre as distribuicbes de custo em duas

situacoes.
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Figura 31 - Comparagao da Distribui¢cdo dos Custos para fontes de aclcares diferentes

Primeiramente (a esquerda), temos a distribuicdo de custos para a simulacao
feita com base nos dados experimentais da linhagem THR14 utilizando a glicose
como fonte de carbono. Nesse caso, 0s custos referentes a matéria-prima do
processo apresentou maior peso (48%). A direita, temos a simulagcdo da mesma
producédo, mas utilizando a sacarose como fonte de carbono. E importante observar
gue nesse caso 0 custo de matéria-prima apresentou um impacto menor (31%) no
custo do produto. Com a substituicdo pela sacarose, o segmento de maior impacto
no custo foi o relacionado as instalacfes (35%). Para diminuir os custos, nesse caso,
o caminho a ser percorrido é a busca por uma linhagem que apresente valores de

produtividade de treonina maiores.

5.7.4 Viabilidade de linhagens tedricas de alta produtividade e fator de

conversao

Zhao et al.,, 2018 foram capazes de desenvolver uma linhagem de E. coli
recombinante que atingiu o valor de fator de converséo de glicose em treonina de
0,53 (g/g). Esse valor é o maior encontrado na literatura e sera considerado nas
simulagcées. Com o objetivo de calcular qual o valor de produtividade do produto
necessario para tornar o processo economicamente viavel, foram feitas simulacdes
variando o valor da produtividade (Pp), mantendo-se o valor do fator de converséo
Yris = 0,53 (g/9).

A Figura 32 a seguir mostra a variagdo do custo do produto com a capacidade de

producao, considerando-se diferentes valores de produtividade.
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Figura 32 - Variac&o do custo pela capacidade produtiva para produtividades de 0,64 (A) e 1,28
(B) em g/(L.h)

A Figura 33 mostra que se considerarmos uma produtividade de 2,56 g/(L.h) e
uma producao anual de 15536 toneladas por ano, € possivel atingir um custo de
producéo de US$ 2,44/kg (ROI de aproximadamente 8 anos). Esse valor € inferior ao
custo médio de venda no mercado de treonina de US$3,00/kg. Portanto, para obter
um processo economicamente viavel, a linhagem THR14 deve ser melhorada de
forma a ser possivel atingir um valor de pelo menos 2,56 g/(L.h) de produtividade do
produto.

Custo de Producao de Treonina x Capacidade
Produtiva. Produtividade: 2,56g/(L.h)

= M W b [Sa I ]

Custo de Treonina (US$/kg)
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Figura 33 - Variacdo do Custo pela Capacidade Produtiva para produtividade de 2,56 g/(L.h)

Atingir valores tdo altos de Yris e de Pp € um grande desafio de engenharia
metabdlica.(FANG et al., 2020) desenvolveram a linhagem TWF106/pFT24rp que foi
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capaz de produzir L-treonina a partir de glicose com 111,78% mol/mol de fator de
converséo (73,9% g/g). Foi utilizado um sistema “switch” térmico para “desligar” a via
de sintese da L-alanina. Isso resultou no maior rendimento de L-treonina de
124,03% mol/mol, que excedeu o valor maximo tedrico disponivel de producéo de L-
treonina (122,47% mol/mol ou 81% g/g).

(ZHAO et al., 2018) mostraram que determinadas modificagcbes no ciclo do
glioxilato de E. coli pode aumentar de maneira significativa a producéo de L-treonina.
A linhagem TWF006/pFWO01-thrA*BC-asd apresentou um fator de converséo Ypss de
0,53 g L-treonina / g glicose.

Embora seja um grande desafio, trabalhos na literatura mostram ser possivel
desenvolver linhagens de E. coli capazes de superproduzir L-treonina.

5.8 Consideracdes finais para futuros desenvolvimentos

Este trabalho buscou desenvolver uma linhagem de E. coli produtora do
aminoacido treonina. Os estudos de viabilidade econémica mostraram que a
utilizacdo de uma matéria-prima de baixo custo é essencial para uma producéo de L-
treonina viavel economicamente. E recomendavel que futuros estudos a partir deste
trabalho tenham foco no melhoramento da linhagem E. coli W, uma vez que essa
linhagem é capaz de consumir a sacarose como fonte de carbono. Neste momento,
€ essencial o aprofundamento dos estudos de diferentes estratégias de engenharia

metabdlica para se atingir altos valores de Yr/s e de Pp.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento de uma linhagem bacteriana produtora do aminoéacido
treonina apresenta boas perspectivas de aplicabilidade na industria brasileira, dada
a grande demanda desse aminoacido pelo mercado interno e a ampla
disponibilidade de uma matéria-prima de baixo custo, a sacarose. Neste trabalho

foram desenvolvidas linhagens superprodutoras a partir de E. coli W e E. coli MG.

A delecdo de genes responsaveis pela entrada de treonina no interior da célula
(sstT e tdcC) foi realizada com sucesso na linhagem ATCC 9637 (E. coli W), que ja é

capaz de consumir sacarose como substrato a velocidades elevadas.

Com relacdo a superexpressdo dos genes de producdo de treonina, a
construcdo do plasmideo pUC19-thrABC-rhtA néo foi bem-sucedida e foi substituida
pela construgdo de um outro plasmideo pBBR-thrB-rhtC. No total foram produzidas 8
linhagens mutantes para teste de producéo de treonina.

As linhagens mutantes provenientes da E. coli W ndo se apresentaram como
boas produtoras quando comparadas com as provenientes da E. coli MG. A principal
hipotese é a de que essa bactéria necessite de mais modificacdes para se tornar
uma boa produtora, por apresentar um sistema mais regulado para a producéo do

aminoéacido.

O uso da linhagem 14 a 37°C para producdo em biorreator apresentou valores
de concentracdo final de treonina e produtividade inferiores aos trabalhos ja
apresentados na literatura. Entretanto, estratégias de alimentacdo da fonte de
carbono mais controladas, evitando a limitacdo de substrato, devem aumentar a

produgdo do aminoacido.

Até o momento, foi desenvolvido um processo de produgdo de treonina que
apresenta um valor de produtividade (Pp) de 0,32 g/ (L.h) e fator de conversao de
substrato em produto (Yrss) de 0,174 g substrato/ g produto.
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APENDICE A — Dados de custo dos equipamentos utilizados pelo software SuperPro
Designer

APENDICE B — Dados de custo dos insumos utilizados pelo software SuperPro
Designer



APENDICE A — Dados de custo dos

pelo software SuperPro Designer

Quantity/
Standby/
Staggered
11040
11040
11040
11070
11070
11070
11070
11040
11040
11040

11040

Name
FR-101
SFR-11
DC-101
Ev-101
CR-101
RVF-101
FBDR-101
V=104
ST-101
V-1

V-102

Description

Fermentor

YVesselVolume = 200,00 m3
Seed Fermentor
WesselVolume = 20000, 00 L
Decanter Centrifuge
Throughput = 249696 Lih
Evaporator

Mean Heat Transfer Area = 4,76 m2
Crystallizer

YessalVolume = 616,66 L
Rotary Vacuum Filter

Filter Area = 0,95 m2

Fluid Bed Dirver

Dryer Yolume = 126,09 L
Blending T ank
VesselVolume = 2811239 L
Heat Sterilizer

Rated Throughput = 5036158 Lh
Blending Tank
VesselVolume = 2774, 40L
Blending T ank
VessalVolume = 266290 L
Unlisted Equipment

81

equipamentos utilizados

Unit Cost (%)
650,000
170,000
295,000
123.000
817,000

37,000
35,000
330,000
15,000
231,000

229,000

TOTAL

Cost ($)
G50,000
170,000
295,000
123,000
517,000

37,000
35,000
330,000
15,000
231,000
229,000

£58,000
3,290,000
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APENDICE B — Dados de custo dos insumos utilizados pelo

software SuperPro Designer

Bulk Material

Adr

Ammaonium Sulfat
Glicose mix
FHZPO4

Lysine

MH4OH
Tinssulfato de
Water

Yeast Extract
TOTAL

Bulk Material

Adr

Ammaonium Sulfat
KH2PO4

Lysine

MNH4COH

Sacarose VHP
Tinssulfato de
Water

Yeast Extract
TOTAL

Unit Cost
($)
0.000
0.080
0.470
1.000
3500
1.000
0.500
0.000
4000

Unit Cost
($)
0.000
0.080
1.000
3.500
1.000
0.179
0.500
0.000
4.000

Annual
Amount
36,636,098
183,264
373,378
35,052
32,430
62,652
23,322
27,630,368
45, 644

Annual
Amount
35,311,923
161,276
45,854
a4.870
218178
9,685,530
60,720
20413796
121,440

Annual Cost
ﬁ‘é

14, GE1
1,749,938
35,052
113,505
62 652
11, 661

0

186,576
2174,095

Annual Cost
ﬁ‘é

12,902
45,954
297,045
218,178
1,729,836
30,360

0

485,760
2,820,035

0.00
0.67
80.49
1.6
522
288
0.54
0.00
8.58
100.00

0.00
0.46
163
10.53
774
61.34
1.08
0.00
17.23
100.00



