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RESUMO

2,3-butanodiol (BDO) é um composto orgénico de formula CaH1002 que possui trés estereoisdbmeros
e que vem sendo amplamente utilizado na fabricacdo de 1,3-butanodieno, anticongelantes, espumas
de poliuretano, polimeros plasticos, combustiveis liquidos e outras matérias-primas quimicas
normalmente produzidas a partir de derivados de gés natural e petroleo bruto. Devido as suas diversas
aplicagdes na indudstria, a demanda por BDO aumenta a cada ano sendo que o mercado potencial
global de BDO ¢ de cerca de 32 milhdes de toneladas por ano. Todos os trés estereoisdmeros de BDO
podem ser produzidos por microrganismos em processos fermentativos, sendo que alguns
microorganismos sdo capazes de produzir BDO utilizando glicerol como fonte de carbono e energia.
Dentre estes microrganismos destaca-se E. aerogenes, capaz de produzir BDO em grande quantidade
a partir de glicerol, sendo o glicerol uma alternativa de interesse econémico por ser o principal residuo
da producdo de biodiesel e que atualmente é exportado como matéria prima com baixo valor
agregado.

O objetivo deste projeto foi identificar os recursos genéticos de Klebsiella aerogenes KCTC
2190 (cepa sinbnimo de E. aerogenes ATCC 13048) para consumo de glicerol e sua conversdo em
diidroxiacetona e producdo de BDO e a organizacdo destes genes em operons e proximidade com
outros genes relacionados com estas vias metabolicas e desenvolver estratégias de aumento na
producdo de BDO a partir de glicerol pela constru¢do de uma enzima quimérica utilizando biologia
sintética, que seja capaz de atribuir vantagem em trés gargalos para aumento da capacidade de
conversao de glicerol em BDO, sendo estes: 0 aumento da conversdo de glicerol em DHA; 0 aumento
da conversdo de acetoinaem BDO; e o reciclo mutuo de cofatores NAD e NADH utilizados em ambas
as vias. O gene para a enzima quimérica desenvolvida foi clonado em Escherichia coli DH5a para
avaliar seu efeito no consumo de glicerol e formacdo de biomassa e formacdo de BDO a partir de
acetoina. Os extratos brutos de Escherichia coli contendo a enzima quimérica foram avaliados em
reacao enzimatica para investigar sua atividade sobre a converséao de glicerol e converséo de acetoina
em BDO. O gene para a enzima quimerica desenvolvida pode ser utilizada em estudos futuros
envolvendo sua clonagem em cepas bacterianas produtoras de acetoina e BDO como as espécies da
familia Enterobacteriaceae. O plasmideo construido para expressdo do gene para a enzima quimérica
também permite a clonagem de genes em operon com a enzima quimérica e em promotor individual,
ampliando as possibilidades de seu uso na engenharia metabdlica de microrganismos para consumo

de glicerol e producdo de BDO.

Palavras-chave: Glicerol residual, 2,3-butanodiol, E. aerogenes

vii



ABSTRACT

2,3-butanediol (BDO) is an organic compound with formula CsH1002 which has three
stereoisomers, and that has been widely used in the manufacture of 1,3-butadiene, antifreeze
additives, polyurethane foams, plastic polymers, liquid fuels and other chemicals usually produced
from natural gas and crude petrol derivatives. Due to its diverse applications in the industry, the
demand for BDO increases every year, and the overall potential market of BDO is around 32 million
tonnes per year. All three stereoisomers of BDO can be produced by microorganisms consuming
different reduced carbon sources as substrate. These microorganisms, especially E. aerogenes ATCC
13048, are capable of using other carbon sources for fermentation and BDO formation, with glycerol
being of economic interest for it is the major residue of biodiesel production and currently is exported
as a low-value compound. This project aims to identify genetic resources for consumption of glycerol
and its conversion to dihydroxyacetone and production of 2,3-butanediol from pyruvate. The genes
identified, present in the genome of Klebsiella aerogenes KCTC 2190 (synonym strain of E.
aerogenes ATCC 13048) and its organization in operons and proximity to other related genes and
metabolic pathways were used to develop a strategy of increasing the production of 2,3-butanediol
from glycerol by constructing a fusion enzyme using synthetic biology. The fusion enzyme designed
aims to confer an advantage on three bottlenecks for increasing the fermentative capacity of glycerol
in BDO, the solutions for those bottlenecks being the increased consumption of glycerol in DHA,
increased conversion of acetoin to BDO and the mutual recycle of NAD and NADH cofactors used
in both pathways. The developed fusion enzyme was cloned in Escherichia coli DH5a to evaluate its
effect on glycerol consumption and biomass formation and production of BDO from acetoin. The
crude extracts of Escherichia coli containing the fusion enzyme were evaluated in an enzymatic
reaction to investigate their activity on the conversion of glycerol and conversion of acetoin to BDO.
The developed fusion enzyme can be used in future studies involving its cloning in bacterial strains
that already produce acetoin and BDO as the species of the family Enterobacteriaceae. The plasmid
constructed for the fusion enzyme expression also allows the cloning of genes in the operon with the
fusion enzyme and under an individual promoter, expanding the possibilities of its use in the

metabolic engineering of microorganisms for consumption of glycerol and production of BDO.

key words: residual glycerol, 2,3-butanediol, E. aerogenes
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais produtores de biocombustiveis do mundo, sendo que possui uma
indUstria estabelecida de produgdo de biodiesel. Para a producdo de biodiesel sdo utilizados 6leos
compostos principalmente de lipidios de origem vegetal e animal que passam por um processo de
transesterificacdo utilizando-se um alcool metilico ou etilico e um catalisador enzimatico, acido ou
alcalino. Como produto deste processo sdo obtidos ésteres metilicos e etilicos (biodiesel) e como
subproduto grandes quantidades de glicerol residual.

O glicerol residual da producdo de biodiesel apresenta baixo valor agregado por possuir
grande teor de impurezas como sais, esteres e 6leos residuais que impedem a sua comercializacao nas
principais inddstrias que o utilizam ou tornam sua comercializacdo dispendiosa por depender de
equipamentos e técnicas custosas para purificacdo do glicerol bruto.

O glicerol residual pode ser utilizado em bioprocessos fermentativos ou em reagdes
enzimaticas como fonte de carbono e energia, entrando na via de formacdo de piruvato pela sua
conversdao em DHA (Diidroxiacetona) e DHAP (Diidroxiacetona-fosfato). Desta forma, o glicerol
pode ser utilizado na producgdo de componentes quimicos de maior valor agregado.

Um destes componentes é o BDO, produzido a partir de piruvato por trés conversdes
enzimaticas, e € um composto liquido inodoro e incolor que possui variadas aplicac@es nas industrias
de solventes, plasticos, aromatizantes e na producdo de borracha sintética, podendo ser um
substituinte de derivados de petroleo bruto e gas natural. BDO também possui valor calorifico
comparavel a outros combustiveis liquidos como metanol e etanol, 0 que o caracteriza como um
biocombustivel potencial.

O BDO é produzido por géneros de bactérias fermentadoras facultativas como Klebsiella e
Enterobacter quando em cultivo sob microaeracdo. O BDO é produzido a partir de piruvato, seguindo
trés conversdes enzimaticas, a primeira envolve a sintese de a-acetolactato pela a-acetolactato sintase,
utilizando duas moléculas de piruvato, em seguida o a-acetolactato é convertido em acetoina pela a-
acetolactato descarboxilase e a acetoina convertida em BDO pela acetoina redutase, reciclando
NADH em NAD.

Cepas de bactérias como Escherichia coli pela sua versatilidade genética e Klebsiella oxytoca
e Enterobacter aerogenes pelas suas capacidades de producgdo de BDO vem sendo estudadas visando
0 aprimoramento de vias metabolicas para consumo de glicerol e producdo de BDO. Neste contexto,
0 objetivo geral deste trabalho foi desenvolver a partir de engenharia metabolica e biologia sintética
uma enzima quimérica (cadeia peptidica contendo sequencia de aminoacidos para duas enzimas
distintas), visando aumentar o consumo de glicerol, a producdo de BDO e manter o balanco de
cofatores NAD e NADH em microrganismos fermentadores, estabelecendo-se 0s seguintes objetivos



especificos:

analisar as sequéncias de genes envolvidos no metabolismo de glicerol e na conversao de
piruvato em BDO no genoma de Klebsiella aerogenes KCTC2190 (accession number NCBI:
NC_015663.1) para selecdo dos genes de interesse para construcéo da enzima quimérica;
construir inserto para expressao de enzima quimérica cédon otimizada contendo os genes das
enzimas selecionadas;

clonar o plasmideo sintético obtido em Escherichia coli DH5a;

avaliar a inducdo de expressao da enzima quimérica em géis SDS-PAGE;

avaliar as cepas transformadas quanto a sua capacidade de consumo de glicerol e producéo de
BDO em fermentacao;

avaliar o consumo de glicerol e acetoina e producdo de BDO dos extratos celulares contendo

a enzima quimérica em reacdes enzimaticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

O biodiesel é um biocombustivel produzido a partir de triglicerideos de 6leos vegetais ou
gordura animal, como 6leos de soja, colza, palma e residuos de 6leo de cozinha, sendo que representa
uma fonte renovavel de energia em comparagdo com combustiveis de origem fossil como os obtidos
do craqueamento do petréleo ou o gas natural (CHHETRI; WATTS; ISLAM, 2008; LI; DU; LIU,
2008; SILVA; FREITAS, 2008). O biodiesel € composto primariamente por uma combinagdo de
ésteres formados entre a ligacdo de um acido graxo com um grupo alcool pequeno como o metanol
ou etanol (CHHETRI; WATTS; ISLAM, 2008; LI; DU; LIU, 2008; SILVA; FREITAS, 2008). O
processo de producdo do biodiesel envolve a utilizacdo de éleo vegetal ou 6leos de variadas fontes
em uma reacdo de transesterificacdo (SILVA; FREITAS, 2008).

As principais fontes de triglicerideos utilizados na producdo de biodiesel no Brasil sdo
respectivamente: o dleo de soja (71,82%), a gordura bovina (15,03%) e 6leos de diferentes origens,
como 6leo de cozinha usado (5,28%), gordura suina (4,75%) e gordura de aves (1,47%) (ANP, 2018).
A transesterificacdo é o processo de formacdo de ligacdo éster entre um grupo alcool de moléculas
como o metanol ou o etanol e o grupo carboxilico de &cidos graxos, como exemplificado na figura 1
(SILVA; FREITAS, 2008).
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Figura 1. Representacdo do processo de transesterificagéo utilizando triglicerideos de 6leos e gorduras
e um alcool para formacéao de ésteres de &cidos graxos (biodiesel) e glicerol residual. (Adaptado de
Li, Du e Liu (2008).
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As cadeias de acidos graxos sdo provenientes de lipidios obtidos de 6leos vegetais e gordura
animal, sendo gque no processo de transesterificacdo, os acidos graxos ligados ao grupo glicerol, que
formam os lipidios, sdo transferidos para uma ligagcdo com o grupo alcool.

A reacdo ocorre sobre o efeito de um catalisador &cido ou basico como &cido cloridrico ou
hidroxido de sodio. Enzimas como lipases também podem ser utilizadas como catalisadores na
transesterificacdo, evitando processos mais complexos para extracao de glicerol e remocéo de sais e
outros residuos da reacdo (DU et al., 2004; LI; DU; LIU, 2008; SILVA; FREITAS, 2008).

Como produtos finais da transesterificacdo obtém-se 10%(p/p) de glicerol residual, sendo que
o glicerol residual obtido contém em média 85%(p/p) de glicerol ou glicerina puros, (YANG; A
HANNA; SUN, 2012; ROMIO, 2014, KALIA; PRAKASH; KOUL, 2016). O biodiesel produzido
em larga escala chega a representar 65% a 70% (p/p) da concentracdo final da reagdo de
transesterificacdo (SIQUEIRA; COLUSSE; ZAPPAROLLI, 2018), sendo que trabalhos como os de
Cerro-alarcon et al. (2008) relatam que no processo de transesterificacdo as titulacGes finais de

biodiesel podem chegar a 93-95% mol em processos otimizados.

2.2 Mercado do biodiesel

O biodiesel apresenta grande potencial como combustivel renovavel e sua producdo vem
sendo estudada desde as primeiras décadas do século XX. A producéo de biodiesel pode ser realizada
a partir de varias matérias-primas, catalisadores e tecnologias. No &mbito mundial, o Brasil se destaca
como uma das primeiras na¢des a buscar a diversificacdo de suas fontes de energia e combustiveis,
sendo que o biodiesel ja é utilizado em mistura ao diesel de origem fdssil em concentracdo de 10%
(SIQUEIRA; COLUSSE; ZAPPAROLLI, 2018; BRASIL, 2018).

A planta industrial de biodiesel do Brasil é representada em sua grande maioria (71,14%) por
unidades de producdo em larga escala, sendo que as analises de mercado apontam que a producao
brasileira de biodiesel aumentara em um ritmo maior do que o de etanol nos proximos anos
(SIQUEIRA; COLUSSE; ZAPPAROLI, 2018).

No mundo, a producéo de biodiesel é representada em sua maior parte pelos Estados Unidos,
responsavel por 15,9% da producdo global, seguido pelo Brasil responsavel por 12,9%, Alemanha
9,3% e Franca 7,9% (CARDOSO; SHIKIDA; FINCO, 2017).

Segundo o relatério Research And Markets (2017), um dos principais impulsionadores do
mercado de biodiesel é o aumento da demanda por biocombustiveis. O mercado global de
biocombustiveis devera crescer a uma taxa de crescimento composto anual (CAGR) de 4,57% durante
2017 a 2021, o que impulsionara o crescimento do mercado global de biodiesel.
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Com aumento da producdo de biodiesel, também h& o aumento na producdo de seus
subprodutos, em especial o glicerol, sendo que o glicerol pode ser utilizado em biorrefinarias para
aumentar a rentabilidade de producéo de biodiesel e diversificar as plantas industriais (LARI et al.,
2018).

2.3 Glicerol

Com aumento da producdo de biodiesel, também ha o aumento na producdo de seus
subprodutos, o que representa um problema, em especial o glicerol, sendo que atualmente, a maior
parte do glicerol obtido no processo de transesterificacdo é incinerado para producdo de energia ou
comercializado como matéria prima de baixo valor agregado (LARI et al., 2018).

Como uma alternativa, o glicerol pode ser utilizado em biorrefinarias para aumentar a
rentabilidade de producéo de biodiesel e diversificar as plantas industriais (LARI et al., 2018).

Glicerol ¢ um composto organico, também conhecido como glicerina, 1,2,3-propanotriol
(nomenclatura IUPAC), 1,2,3-trihidroxipropano, glicil-alcool ou gliceril, presente em vegetais e
animais (LAGES; LUCAS, 1997; MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009; ROMIO, 2014). Apresenta
massa molar de 92,09 g/mol e é caracterizado como um liquido viscoso, incolor, inodoro,
higroscépico, soltvel em agua e alcool e insolavel em éter e cloroférmio (WANG et al., 2001;
ARRUDA; RODRIGUES; FELIPE, 2007; ROMIO, 2014).

O glicerol esté presente em vérias espécies de seres vivos e se encontra em geral na forma de
triglicerideos. Os triglicerideos sdo ésteres de glicerol ligado a trés cadeias de acidos graxos
(CHHETRI; WATTS; ISLAM, 2008; DU et al., 2004; LI; DU; LIU, 2008; SILVA; FREITAS, 2008,
ROMIO, 2014).

O glicerol foi descoberto pelo farmacéutico Carl W. Scheele em 1779, obtido como resultado
de uma reacdo de saponificacdo de azeite de oliva com 6xido de chumbo (RIVALDI et al., 2008;
MOTA,; SILVA; GONCALVES, 2009; KONG; AROUA; DAUD, 2016). Pasteur também relatou a
formacéo de glicerol como um subproduto na fermentacéo de agucares e producéo de alcool em 1857
(KONG; AROUA; DAUD, 2016).

O glicerol residual obtido da transesterificagdo pode variar na sua composic¢ao, dependendo
principalmente do tipo de catalisador utilizado na reacéo, a eficiéncia da transesterificacdo, eficiéncia
na extracdo e separacdo do biodiesel e a presenca de outras impurezas na matéria-prima utilizada
(YANG; AHANNA; SUN, 2012). Segundo Hansen et al. (2009), de 11 amostras coletadas de glicerol
residual, a presenca de glicerol puro varia de 38% a 96%. De maneira geral, o glicerol residual

apresenta impurezas como, alcool residual, 6leo residual, ésteres residuais, sais de s6dio e potassio,
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compostos saponaceos e agua que podem compreender até 62% do glicerol bruto obtido nos
processos de transesterificacdo (CHHETRI; WATTS; ISLAM, 2008; DU et al., 2004; LI; DU; LIU,
2008; SILVA; FREITAS, 2008; YANG; A HANNA; SUN, 2012). A variabilidade da composi¢ao
do glicerol residual observada por Hansen et al. (2009) esta exemplificada na tabela 1 (HANSEN et
al., 2009).

Tabela 1. Analise de composicdo de 11 amostras de glicerol bruto obtidas de diferentes inddstrias de
biodiesel. Adaptado de Hansen et al. (2009).

Amostras de Matéria
diferentes 4 Densidade | Glicerol | Umidade | Cinzas | Metanol organica
. . P (g/cm?d) (%) (%) (%) (%) excluindo
industrias .

glicerol (%)

A 3,3 1,25 77 16,1 2,3 <0,01 4,6
B 54 1,25 94,8 2 0 <0,01 3,2
C 7.6 1,21 96,5 1,3 0 <0,01 1

D 9 1,07 38,4 0,3 4,2 0,14 57
E 2,3 1,2 61,1 25 29,4 0,23 6,8
F 10,6 1,13 66,7 0,2 2,9 11,4 18,8
G 10,8 1,12 64,5 0 3,4 13,94 18,1
H 2,7 1,25 83,4 10,7 1,5 0,18 4,2
| 2 1,26 76,1 11,7 35 1,83 6,9
J 2,4 1,25 74,5 14,3 4,6 0,55 6,7
K 8,6 1,19 63,4 1 5,6 4,72 25,3

O glicerol tem aplicagbes nas industrias de cosméticos, de tintas, automotiva, de alimentos,
farmacéutica, de papel, téxtil e de couro. A maior demanda se da em produtos de higiene pessoal e
alimentos, correspondendo a 64% da total (WANG et al., 2001; DHARMADI; MURARKA,
GONZALEZ, 2006; MOTA,; SILVA; GONCALVES, 2009).

O glicerol residual da producdo de biodiesel, subproduto obtido em grandes quantidades,
mantém um crescimento constante e esta previsto para alcancar uma produtividade mundial anual de
4 bilhdes de litros em 2020 (NOMANBHAY'; HUSSEIN; ONG, 2018). No Brasil, em 2016 foram
produzidos 341911 m3 de glicerol residual (ANP, 2018). O constante aumento na produtividade vem
diminuindo o preco do glicerol de forma drastica, criando um problema no seu descarte e
comercializacdo (KALIA; PRAKASH; KOUL, 2016).



2.4 Glicerol como fonte de carbono e energia em processos fermentativos

Para produtores de biodiesel, o glicerol bruto gerado durante o processo de transesterificagéo
é um subproduto e um potencial passivo financeiro e ambiental, para o qual as industrias em operacao
séo confrontadas com limitadas opcGes para sua utilizacao e descarte (JOHNSON; TACONI, 2007).

O aumento substancial do glicerol bruto criou a necessidade de converter rapidamente grandes
quantidades de glicerol em produtos Gteis. Embora a combustao de glicerol para producéo de calor e
energia seja uma solucdo que consuma grandes quantidades de glicerol, ndo é ideal do ponto de vista
econdmico (JOHNSON; TACONI, 2007). E desejavel converter o glicerol em um produto quimico
de commodities de maior interesse econémico. Dessa forma, a conversao biolégica de glicerol é uma
alternativa de relevancia para utilizagéo e reaproveitamento deste subproduto e pode ser empregada
na obtencdo de compostos quimicos de maior valor. No entanto, devido ao volume de glicerol a ser
utilizado e a baixa eficiéncia dos processos de conversao bioldgica aplicadas, muito provavelmente
técnicas mistas envolvendo a converséo de glicerol por catalisadores e por fermentacdo e conversao
bioldgica deverdo ser empregados para que biorrefinarias deste tipo se tornem viaveis (JOHNSON;
TACONI, 2007).

O glicerol residual pode ser utilizado como fonte de carbono em processos fermentativos
industriais em substituicdo a carboidratos como sacarose, glicose e amido, para a formacdo de
compostos de interesse por via bioldgica, como o hidrogénio, etanol, BDO entre outros (SILVA;
MACK; CONTIERO, 2009; ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012; ROMIO, 2014). Bactérias e
leveduras, em condicGes aerdbias e anaerdbias, sdo capazes de obter energia pela assimilacdo de
glicerol e sua conversdo em dihidroxiacetona e dihidroxiacetona-fosfato, precursores de entrada na
via de formacdo de piruvato e que podem ser utilizados para producdo de NADH e ATP (DILLS et
al., 1980; ROSSl et al., 2012; ROMIO, 2014). Os possiveis produtos obtidos a partir de glicerol estdo

descritos na tabela 2.

Tabela 2. Relacdo de produtos obtidos a partir de glicerol por oxidagdo ou reducdo,
dihidroxiacetona apresenta um valor aproximado de quatro a quarenta vezes o valor de mercado de
glicerol e 0 2,3-butanodiol de 5,5 vezes. Adaptado de Johnson e Taconi (2007).

Nome Formula Preco US$/Kg

Glicerol C3Hs0s3 aprox. 0,1a 1,00



acido Tartr6nico C3H303 N/A
dihidroxiacetona C3He0s aprox. 4,00
acido mesoxalico C3H20s Provavelmente alto, aplicagdes na industria farmaceutica, anti-HIV
gliceraldeido C3Hs0s N/A
acido glicérico C3Hs04 Provavelmente alto, aplicacfes na industria farmaceutica
acido mal6nico C3H404 aprox. 28,00
acido hidroxipirtvico C3H404 Alto, usado na producdo de aminoacidos
acido latico CsHsO3 Aprox. 1,4a1,7
acido pirtvico C3H403 Alto
propilenoglicol C3Hs02 Aprox. 0,88 a 2,00
acido propi6nico C3HeO2 Aprox. 0,92 a 1,24
Glicidol C3HeO2 Aprox. 22000,00
acido acrilico C3Hs02 Aprox. 0,9 a 2,02
propanol C3HsO Aprox. 1,04
Isopropanol C3HsO Aprox. 0,56 a 0,98
acetona C3HeO Aprox. 0,27 a 0,85
oxido de propileno C3HsO Aprox. 1,28 a 1,59
propionaldeido C3HeO Aprox. 0,8
Alcool alilico C3HsO Aprox. 2,00
Acroleina C3H40O Aprox. 1,28
1,3-Propanodiol (*) C3HsO2 Aprox.0,5a2,8
2,3-butanodiol (#) CaH1002 Aprox. 5,5

(*) 1,3-Propanodiol, obtido pelo processo de desidratacéo do glicerol. (#) 2,3-butanodiol (BDO) obtido pela condensagéo
de duas moléculas de piruvato e sua subsequente descarboxilagdo e redugdo, BDO pode ser obtido em processos

fermentativos utilizando glicerol.

Considerando as vias microbioldgicas de conversao de glicerol como Unica fonte de carbono,
as opcoes sdo de certa forma limitadas. Varias espécies de leveduras, fungos e outros microrganismos
podem utilizar glicerol como fonte de carbono, porém a maior parte do substrato consumido é
convertido em biomassa celular e proteinas para homeostase destes organismos. Espécies de
Yarrowia, Candida e Rhodotorula vém sendo estudadas para producao de cido citrico, soforolipidios
e 6leos (JOHNSON; TACONI, 2007; ASHBY et al., 2005; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2002).
Glicerol tambeém pode ser degradado anaerobicamente em metano e gas carbénico por via de
acidogénese e metanogénese. E. aerogenes também vem sendo estudada para producéao de hidrogénio
e etanol, porém a inibicdo por substrato em concentracdes superiores de 25g/L de glicerol ocasionou
uma diminuicdo dréstica na obtencdo destes produtos, limitando seu uso para este fim (JOHNSON;
TACONI, 2007; ITO et al., 2005).

Assim como outras moléculas sem carga, o glicerol pode atravessar a membrana plasmatica
de microrganismos por difusdo facilitada. O glicerol entdo é convertido em glicerol-3-fosfato pela
enzima glicerol quinase, o glicerol-3-fosfato fica aprisionado no interior da célula para posteriormente



ser metabolizado.

O glicerol também apresenta potencial como substrato na sua bioconversao por espécies de
bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter. Foi observada
a obtencdo de quantidades significativas de 1,3-propanodiol, acido acético, acido butirico, butanol,
acetona, etanol, acido latico, acido succinico, formato, hidrogénio e 2,3-butanodiol. Espécies do
género Klebsiella apresentam uma maior toleréncia a altas quantidades de glicerol e séo capazes de
produzir 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol (JOHNSON; TACONI, 2007).

Para microrganismos como E. aerogenes e K. aerogenes, em condi¢fes de microaeracao,
grande parte do glicerol é convertido em 2,3-butanodiol (JI; HUANG; OUYANG, 2011; GIRARDI,
2014). A conversao de glicerol em 2,3-butanodiol envolve a entrada de glicerol na célula por uma
proteina facilitadora de difusdo de membrana, seguido de sua conversdao em dihidroxiacetona e
dihidroxiacetona-fosfato sendo que estes sdo convertidos em piruvato pela via glicolitica. Por sua
vez, duas moléculas de piruvato sdo utilizadas para conversdo em 2,3-butanodiol por trés passos
enzimaticos (LU et al., 2016; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

2.5 2,3-butanodiol (BDO)

O BDO é um composto quiral, que também é conhecido como 2,3-butilenoglicol ou 2,3-di-
hidroxibutano. Sua férmula quimica é CsH1002, possui massa molecular de 90,12 g/mol e valor
calorifico de 27,198 J/g. Se apresenta como um liquido incolor e inodoro (SYU, 2001). BDO existe
em trés formas isoméricas, sendo que a sua forma de apresentacdo vai depender do microrganismo
produtor. Os trés estereoisdbmeros também apresentam pontos de ebulicdo diferentes que variam de
168°C a 182°C, todos acima do ponto de ebulicdo da &gua e o levo-isdmero de BDO possui baixa
temperatura de congelamento de aproximadamente -60°C. As trés formas isoméricas de BDO estéo
representadas na Figura 2 (JI; HUANG; OUYANG, 2011; FAGHIH-MIRZAEI et al., 2016;
GIRARDI, 2014).

HO CH, HO CH, HO CH,
H4C OH H4C OH H4C OH
(R, 5)-2,3-butanodiol meso-; (25, 35)-2,3-butancdicl {2R, 3R)-Z,F-butanodiol

Opticamente inativo L-{+}-; Dextrorrotatdrio D[+)-; Levorrotatdrio
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Figura 2 - Estereoisdmeros de BDO. Adaptada de Ji, Huang e Ouyang (2011) e Faghih-mirzaei et al.
(2016).

2.5.1 Aplicacbes de BDO na industria.

O BDO pode ter variados usos na indudstria, seu levoisomero, por possuir baixo ponto de
congelamento é utilizado como anticongelante (GARG; JAIN, 1995; SYU, 2001; CELIASKA,;
GRAIJEK, 2009; GIRARDI, 2014). BDO também possui valor calorifico comparével ao de
combustiveis liquidos como o metanol (22,081 J/g) e o etanol (29,055 J/g), indicando a possibilidade
de sua utilizacdo como biocombustivel (FLICKINGER, 1980).

Outras aplicacBes incluem a producdo de solventes utilizados na industria de plésticos. O
composto diacetil, fruto do processo de desidrogenacéo de BDO é utilizado como aromatizante, por
atribuir sabor amanteigado em produtos alimentares (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2004).

O processo de desidratagdo de BDO resulta na producdo de metil-etil-cetona, composto
utilizado em resinas, vernizes e como aditivo de combustiveis. A esterificacdo de BDO leva a
formacdo de precursores de espumas de poliuretano para uso em variados produtos cosméticos e
farmacéuticos (GARG; JAIN, 1995; GIRARDI, 2014). Os usos de BDO e seus derivados estdo
representados na Figura 3.

Em estudos recentes foi observada a capacidade de inducdo de fechamento estomatal em
plantas por presenca de acetoina ou BDO no solo préximo a raiz, ampliando a aplica¢do do BDO para

agroindustria como um potencial agente preventivo (WU et al., 2018).
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Figura 3. Aplicacdo e usos do butanodiol em variadas industrias (Adaptado de Parate et al.,
2018).

2.6 Producdo bacteriana do 2,3-butanodiol

Segundo Ji, Huang e Ouyang (2011) e Girardi (2014), a producdo microbiol6gica de BDO
vem sendo estudada e desenvolvida por mais de cem anos sendo que as primeiras pesquisas de
producdo deste composto foram realizadas em 1906 por Harden & Walpole, que utilizaram uma cepa
de Aerobacter aerogenes (atualmente identificada como Klebsiella pneumoniae) para a producéo de
BDO a partir de glicose e manitol.

O interesse na producgédo fermentativa de BDO foi intensificado durante a segunda guerra
mundial por haver escassez de matérias-primas para producdo de borracha que era amplamente
utilizada nos esforcos de guerra das nacgdes beligerantes. O principal objetivo era a obtencdo de 1,3-
butadieno, composto intermediario na producgéo de borracha sintética. O interesse diminuiu ap6s o
periodo de guerra pois a obtencdo de 1,3-butadieno a partir de derivados de petroleos se tornou mais
atrativa por ter um custo menor (CELINSKA; GRAJEK, 2009; GIRARDI, 2014).

Com o aumento nos precos do petroleo na década de 1970, houve um novo aumento no
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empenho para a producdo de BDO a partir de fermentacdo microbiana (JI; HUANG; OUYANG,
2011).

A medida que as reservas de petréleo bruto se tornam cada vez mais escassas, 0s sistemas de
biorrefinaria que integram processos e equipamentos de conversdo de biomassa para produzir
combustiveis, energia e produtos quimicos a partir de recursos renovaveis estdo sendo implementados
em varios paises, sendo que a industria de biorrefinarias ainda se encontra em seus estagios iniciais.
Muitos compostos que sO poderiam ser produzidos por processos quimicos tradicionais estdo
passando a ser gerados biologicamente, usando recursos renovaveis (DANNER; BRAUN, 1999;
HATTI-KAUL et al., 2007; GIRARDI, 2014).

2.6.1 Estratégias para producéo de BDO a partir de glicerol

O glicerol é um substrato de interesse para conversdo em BDO por possuir baixo custo e servir
como fonte de carbono e energia, conforme descrito anteriormente. Entretanto os processos ainda nao
alcancaram custo beneficio suficiente devido a baixas quantidades de obtengédo de BDO, altos custos
de downstream, separacdo e purificagdo e inibicdo por producdo de compostos acidicos. Estas
dificuldades tornam necessaria a busca por cepas de microrganismos capazes de produzir BDO
eficientemente a partir de glicerol e que pertencam a classe | de biosseguranca, assim como a
utilizacdo de técnicas de engenharia metabdlica e biologia sintética que garantam uma diminuicao
dos efeitos inibitorios de glicerol, acetoina e 2,3-butanodiol e um balango redox intracelular para
acelerar os processos de obtencdo de BDO, e que impecam ou diminuam a obtencéo de subprodutos
por desvios de rotas metabdlicas no consumo de glicerol. Existem relatos bem estabelecidos em que
se utilizam diferentes fontes de carbono como glicose ou melaco de milho para producéo fermentativa
de BDO (JANTAMA et al., 2015; WANG et al., 2010;), entretanto existem poucos estudos
descrevendo o uso de glicerol para tal finalidade (PARATE; RODE; DHARNE, 2018).

Petrov e Petrova (2009) estudaram uma série de processos fermentativos de batelada
alimentada utilizando uma cepa isolada de K. pneumoniae que mostrou resisténcia a acidificagao do
meio, mesmo tendo glicerol como Unica fonte de carbono a uma concentracao de 30g/L. Previamente,
glicose era utilizada como Unica fonte de carbono e o uso de glicerol necessitava adi¢do de sacarose
como co-substrato.

Petrov e Petrova (2010) ainda investigaram a influéncia de variagdes no pH partindo de 30
g/L de glicerol como substrato e obtiveram 70 g/L de BDO com controle do pH inicial do meio, sendo
que sem o controle, alcancaram titulagdes de 52,5g/L de BDO em fermentagOes do tipo batelada
alimentada (PETROV; PETROVA, 2010; PARATE; RODE; DHARNE, 2018). Petrov e Petrova
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(2010) também identificaram que o pH era um dos fatores mais importante afetando a mudanca do
metabolismo de K. pneumoniae da producéo de acido acético para producdo de 2,3-butanodiol, sendo
que o metabolismo e formagdo de 2,3-butanodiol sdo resultado de mecanismos de adaptacdo a
mudanca de pH e acidificacdo do meio.

O glicerol também apresenta efeito inibitério quando em altas quantidades em processos
fermentativos. O problema de inibicdo por substrato pode ser contornado pela utilizacdo de
fermentacdes do tipo batelada alimentada. Estudos desenvolvidos por Cheng et al. (2004) envolvendo
fermentacBes combinadas aerdbicas e anaerdbicas do tipo batelada alimentada obtiveram produgdes
finais de 70g/L de 1,3-PDO e 16 g/L de BDO utilizando de 15 a 40 g/L de glicerol como substrato
(CHENG et al., 2004).

Mu et al. (2006) realizaram estudos em frascos sob agitacéo e em fermentacéo do tipo batelada
alimentada em condicdes anaerdbicas de Klebsiella pneumoniae DSM2026 em que foram obtidos
51,3 a 61,9 g/L de 1,3-PDO e 5,3g/L de BDO, com formacdo de &cido acético e etanol (MU et al.,
2006). Fermentacdes em batelada alimentada, apesar de ainda ndo garantirem uma producao
economicamente viavel de compostos de interesse a partir de glicerol, apresentam vantagens as
alternativas existentes, sendo que em fermentacOes de batelada se observa uma baixa producéo
volumétrica e em fermentacgdes continuas alimentadas, a concentracdo de BDO obtida é baixa, o que
encarece sua extracdo e purificacdo em processos de downstream e levam a maior desperdicio do
substrato (CELInSKA; GRAJEK, 2009).

Portanto, apesar dos avancos realizados, ainda é necessario desenvolver métodos para total
consumo do glicerol como substrato e producdo eficiente de compostos de alto valor agregado
(PARATE; RODE; DHARNE, 2018). Sistemas otimizados ainda podem ser utilizados em estudos
envolvendo cepas de microrganismos modificados ou melhorados (PARATE; RODE; DHARNE,
2018).

Em fermentacOGes de batelada sob condicGes aerdbias, K. variicola SRP3 foi capaz de
converter 50g/L de glicerol em 25,33 g/L de BDO com uma atividade de 558,2 umol/min/mg da
enzima glicerol desidrogenase. K. variicola SRP3 foi utilizada em um processo de sele¢do em cultivos
com concentrac6es ascendentes de glicerol, alcancando a concentragdo de 200g/L. A cepa obtida por
este processo de selecéo, denominada pelos autores K. variicola SRM3 apresentou 721,5 unidades/mg
de atividade enzimética para glicerol desidrogenase, um aumento de 1,3 vezes, alcancando uma
concentragéo final de 29,87 g/L de BDO. Esta é a maior concentragdo de BDO alcangada em cultivos
de batelada e a maior quantidade relatada por Rahman e Ma (2015) com 100% de consumo de glicerol
apos 120 horas (RAHMAN; MA, 2015; PARATE; RODE; DHARNE, 2018). A relacdo dos estudos

recentes em fermentacdo de batelada alimentada e as cepas bacterianas utilizadas estdo descritas na
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Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo de estudos recentes utilizando diferentes cepas bacterianas em cultivo de
batelada alimentada em diferentes condicdes e com suas respectivas producdes de BDO em g/L.
Adaptado de Parate, Rode e Dharne (2018).

. - o Agitacéo Substrato Tempo de Condigéo de Producéo de
Cepa bacteriana PH inicial Temp. (*C) (rpm) glicerol (g/L) | fermentacéo (h) aeracao BDO (g/L)
K'Ebs'e"zgqe”momae 8 37 200 30 280 condicio aerdbia 49,2
KIebszIa:B%nleumomae ndo descrito 37 200 30 150 condicao aerobia 70
Klebsiella pneumoniae ndo descrito 37 150 20 68 condicao aerobia 20
Mb5al
condigdo
Klebsiella pneumoniae N0 descrito 37 150 20 68 complr)ada 16
Mb5al aerdbia e
anaerdbia
Klebsiella pneumoniae condigdo
DSM 2026 ! 37 200 40 32 anaerobia 53
Klebsiella variicola SRP3 5 35 200 50 96 condicdo aer6bia 25,3
Klebsiella variicola SRP3 5 35 200 50 96 condicio aerobia 20,8
geneticamente melhorada
Bacillus
amyloliquefaciens B10- - s
127 tdhaD; thudC: 6,5 37 180 20a50 88 condigdo aer6bia 103
PbdhA-alsR
Klebsiella oxytoca M3 Condigéo ndo
Aldha: ApduC 7 30 200 35a40 160 descrita 1315

*(Aldha; ApduC) delecdo dos genes lactato desidrogenase Idha e glicerol desidratase pduC. (1dhaD; tbudC; PbdhA-alsR)
superexpressdo plasmidial dos genes para glycerol desidrogenase dhaD e acetoina redutase budC; PbdhA-alsR representa
a expressao do regulador transcricional de acetoina e glicerol ALSR (indutor de expressdo dos genes de metabolismo de
piruvato em BDO) sob promotor de expressdo moderada PbdhA.

Levando em consideracdo que um processo fermentativo € um sistema de maltiplas variaveis,
a otimizacdo de parametros é fundamental na otimizacao de processos produtivos.

Pesquisas envolvendo engenharia metabdlica de microrganismos para produzir BDO também
ja foram desenvolvidas. Yang et al. (2015) desenvolveram uma estratégia manipulando o fluxo de
carbono para producdo de BDO em Bacillus amyloliquefaciens por método fermentativo em dois
estagios, com controle de pH e oxigénio dissolvido. Superexpressdo da enzima de regeneragdo NADH
/ NAD + permitiu minimizar eficientemente a obtencdo de subprodutos e levar ao aumento da
producdo de BDO, alcangando titulacdo de 102,3 g/L (YANG et al., 2015).

Wang, Tao e Xu (2014) clonaram os genes dhaD e gldA, ambos genes para glicerol
desidrogenases, de Klebsiella pneumoniae em Escherichia coli. Eles afirmam que a glicerol
desidrogenase (DhaD) de Klebsiella pneumoniae desempenha um duplo papel na metabolizagéo de
glicerol e formacao de BDO, sendo que esta enzima é capaz de atuar como glicerol desidrogenase e

acetoina redutase em K. pneumoniae (WANG; TAO; XU, 2014). Estudos semelhantes foram
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realizados por Cho et al. (2015) em que foi realizada engenharia metabdlica de Klebsiella oxytoca
M3 em que os genes pduC (glicerol desidratase) e IdhA (lactato desidrogenase) foram deletados,
levando a uma reducdo na formacéo de 1,3-PDO e acido latico. A cepa mutada apresentou producéao
de 131,5 g/L de BDO (CHO et al., 2015). Pelo aprimoramento da via oxidativa e supresséo da via
redutiva, os problemas associados com a fermentacdo de diferentes acidos devem ser contornados.
Uma das alternativas que podem ser exploradas para aumento na producdo de BDO € clonar enzimas
que possam realizar o reciclo de cofatores, delecdo de genes que levam ao desvio de piruvato para
outras rotas e aumento na expressao de genes envolvidos no consumo do substrato (PARATE; RODE;
DHARNE, 2018).

Além disso, estereoisébmeros puros de diol também podem ser obtidos a partir de engenharia
genética e biologia sintética (Ul et al., 2004; FU et al., 2016). Assim sendo, processos eficientes e de
baixo custo precisam ser desenvolvidos para minimizar desvios na formacao de produtos secundarios
e para alcancar larga escala produtiva de BDO (PARATE; RODE; DHARNE, 2018).

2.7 Genoma de E. aerogenes ATCC 13048

Enterobacter aerogenes ATCC 13048, cepa sindnimo de Klebsiella aerogenes KCTC 2190,
é uma bactéria gram-negativa anaerobia facultativa que produz preferencialmente hidrogénio sob
condicOes estritamente anaerGbias e que se torna produtora de BDO quando em fermentagdo
estimulada por microaeragdo. Seu genoma foi sequenciado e publicado em 2012 na revista “Journal
of Bacteriology” sob o titulo “Complete Genome Sequence of Enterobacter aerogenes KCTC 21907,
seu genoma completo é composto por um cromossomo circular de aproximadamente 5.280 Kpb
(quilo pares de base) contendo 54,8% de GC, 4.912 ORFs (open reading frames), sendo destes, 84
tRNAs e 25 rRNAs. Um total de 3.824 genes (77,85% do total) tém suas possiveis funcdes atribuidas

com base em anotacgdes (SHIN et al., 2012).

2.7.1 Metabolismo de glicerol por E. aerogenes

O glicerol é transportado para o interior da célula por acdo de proteinas facilitadoras de difuséo
de glicerol e classes de aquaporinas especificas para triois (HOHMANN et al., 2000; TREFZ et al.,
2018; VOEGELE; SWEET; BOOS, 1993). A entrada de glicerol € citada como o Gnico exemplo de
transporte mediado por difuséo facilitada em E. coli (VOEGELE; SWEET; BOQOS, 1993). O glicerol
pode ser metabolizado de forma aerdbia e anaerdbia por varias espécies de Klebsiella e Enterobacter
e outros microorganismos da familia Enterobacteriaceae (GARG; JAIN, 1995).
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Pela via oxidativa, glicerol € convertido em dihidroxiacetona pela enzima glicerol
desidrogenase (EC 1.1.1.6) utilizando como coenzima NAD+ e em seguida dihidroxiacetona é
fosforilada em dihidroxiacetona-fosfato pela enzima dihidroxiacetona quinase (EC 2.7.1.29),
utilizando uma molécula de ATP. Dihidroxiacetona-fosfato € uma molécula que participa da via
metabolica de formacdo de piruvato, que pode ser utilizado para sintese de outras moléculas do
metabolismo bacteriano ou como fonte de energia (PARATE; RODE; DHARNE, 2018).

O glicerol é convertido em glicerol-3-fosfato pela enzima glicerol quinase, utilizando uma
molécula de ATP, evitando sua saida e difusdo pela membrana, em seguida, glicerol-3-fosfato pode
ser convertido em dihidroxiacetona-fosfato pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, utilizando
como coenzima uma molecula de NAD+ (ZHANG; SHANMUGAM; INGRAM, 2010; RIVALD et
al., 2008; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009; KAUR; SRIVASTAVA; CHAND, 2012).

Pela acdo da enzima glicerol desidratase o glicerol também pode ser convertido em 3-
hidroxipropioanaldeido com a perda de uma molécula de agua. Por sua vez 3-hidroxipropionaldeido
pode ser convertido em 1,3-propanodiol pela enzima 1,3-propanodiol oxidoredutase utilizando
cofator NADH (PARATE; RODE; DHARNE, 2018; RIVALD et al., 2008; SILVA; MACK;,
CONTIERO, 2009; KAUR; SRIVASTAVA; CHAND, 2012).

Todas as enzimas supracitadas e as vias metabdlicas com seus produtos finais estdo

representados na Figura 4.
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Figura 4. Vias metabolicas de conversédo de glicerol em E. aerogenes. O glicerol é transportado para
o interior da célula por proteinas facilitadoras de difusdo de glicerol. O glicerol pode ser convertido
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em 1,3-propanodiol por uma enzima desidratase e uma oxidoredutase. O glicerol pode ser convertido
em G3P por uma quinase ou em DHA por uma desidrogenase. G3P Pode ser utilizado no metabolismo
e formacéo de fosfolipideos de membrana ou convertido em DHAP por uma desidrogenase, DHA
pode ser convertidaem DHAP por uma quinase. DHAP ¢ uma molécula de entrada na via de producéo
de piruvato. Adaptado de Rivaldi et al. (2008), Silva et al. (2009),Kaur, Srivastava e Chand (2012) e
Kanehisa Laboratories, (2017).

2.7.2 Producdo de BDO por Enterobacter aerogenes

Os genes envolvidos na sintese de 2,3-butanodiol encontram-se organizados em um operon
contendo da regido 5’ para 3’ os genes budA, budB e budC. Os genes budA, budB e budC estdo
organizados de forma diferente a sua organizacdo nos passos enzimaticos de producdo de BDO. O
primeiro gene do mRNA resultante da transcri¢do, budA, é traduzido para acetolactato descarboxilase,
responsavel pelo passo de conversdo de a-acetolactato em acetoina. O segundo gene, budB, esta
separado por um possivel RBS de 9 nucleotideos de budA e é traduzido em acetolactato sintase,
responsavel pela primeira etapa de conversdo de piruvato em BDO, a conversdo de duas moléculas
de piruvato em uma molécula de a-acetolactato. O terceiro gene presente no mRNA, budC, esta
separado de budB por um possivel RBS de 22 nucleotideos e é traduzido em acetoina redutase,
responsavel pela conversédo de acetoina em BDO. A ordem de separacdo dos genes em operon pode
influenciar seu nivel de traducdo, sendo que os primeiros genes presentes no MRNA podem possuir
um nivel de tradugdo maior. O tamanho das regifes de ligacdo ribossomal também podem estar
envolvidas no nivel de tradugdo dos genes em um operon (KANEHISA LABORATORIES, 2018;
NCBI, 2017; SHIN et al., 2012).

O gene budB é responsavel pela producdo da enzima a-ALS, que converte duas moléculas de
piruvato em uma molécula de a-acetolactato em uma reacao irreversivel. a-acetolactato € o primeiro
composto a entrar na via de producdo de BDO, existem vinte copias de genes relacionados a producéo
de a-acetolactato no genoma de E. aerogenes sendo que budB é o segundo gene a ser traduzido no
operon budABC (KANEHISA LABORATORIES, 2018; NCBI, 2017; SHIN et al., 2012).

A segunda reacdo ¢ irreversivel e realizada pela enzima produto do gene budA. budA € o
primeiro gene a ser transcrito no operon budABC e ndo existem outras copias anotadas com esta
mesma funcdo no genoma de E. aerogenes, sendo que a enzima produto é a Unica que E. aerogenes
possui para realizar a reacdo de descarboxilacdo de o-acetolactato em acetoina (KANEHISA
LABORATORIES, 2018; NCBI, 2017; SHIN et al., 2012).

A terceira e Ultima reacéo é realizada pela enzima produto do gene budC acetoina redutase
(BDH), que converte acetoina em BDO em uma reacdo reversivel dependente do potencial redox no
interior da célula utilizando NADH e produzindo NAD+ (KANEHISA LABORATORIES, 2018;
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NCBI, 2017; SHIN et al., 2012). As reacdes estdo exemplificadas na figura 5.

C( -acetolactato sintase

Ol

budB o-acetolactato
decarboxilase
budA
Acetoina redutase CO.
HC OH budC HAC OH
HO CH, ) <
; : (o} CH4
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Figura 5. Via metabodlica de conversédo de piruvato em BDO de E. aerogenes, K. aerogenes.
Adaptado de Rivaldi et al. (2008), Silva et al. (2009), Kaur, Srivastava e Chand (2012) e Kanehisa
Laboratories, (2017).

Embora a produgdo bioldgica de acetoina ou BDO ofereca uma forma renovavel e de baixo
impacto ambiental para obtencdo de seus derivados quimicos, como butadieno e solventes como
metil-etil-cetona, a viabilidade econdmica de obtencdo de BDO por via microbioldgica € prejudicada
por varios inconvenientes, sendo eles: baixo rendimento, formacéo simultanea de subprodutos e o
alto custo de substrato e componentes de meios de cultivo. As principais abordagens para solucéo
destes problemas envolvem a otimizacéo de meios de cultivo e a otimizacdo e engenharia metabdlica
de cepas bacterianas (YANG et al., 2017).

Considerando as abordagens de engenharia metabdlica, os principais sistemas explorados
envolvem: a otimizacdo da via glicolitica e de formacdo de piruvato, adaptando a expressdo de
enzimas para acelerar a conversdo de substratos como glicose e glicerol; a otimizagdo da via de
formacdo de BDO, pela clonagem e superexpressdo dos genes acetolactato sintase, acetolactato
descarboxilase e acetoina redutase e a expressdo moderada de genes para reguladores transcricionais
de genes relacionados a formacédo de BDO e a expressdo ou substituicdo de genes especificos para
acetoina redutase para producdo de formas opticamente puras de BDO também vem sendo
explorados; a expresséo de enzimas para diminuir o efeito de desbalanco redox, como a expressao de
genes como NADH oxidase, ou genes relacionados a via de sintese de nicotinamida; a delecdo de
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genes de desvio de piruvato para formacao de lactato, acetato e etanol, e no caso de utilizacéo de

glicerol como substrato, a delecdo do gene de formacéo de 1,3-propanodiol (YANG et al., 2017).

2.8 Engenharia metabdlica

A engenharia metabdlica é um campo tecnoldgico em expansao que visa modificar o sistema
metabdlico enddgeno de um organismo para aproveita-lo em uma tarefa biotecnologicamente util
como, por exemplo, a producdo de um composto de interesse (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Tem sido um dos objetivos finais da biologia chegar ao mesmo nivel conceitual e sintético
alcangado na quimica, desde o principio das pesquisas em “engenharia metabdlica” desenvolvidas no
inicio dos anos 90. No entanto, as células ainda estdo longe de serem pequenas fabricas para obtencao
(ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017; WOOLSTON; EDGAR;
STEPHANOPOULOS, 2013), sendo que a engenharia metabodlica continua sendo limitada na sua

de produtos quimicos
capacidade sintética, dependendo primariamente da transposicdo de vias metabdlicas de um
organismo para outro seguido por otimizacdo desta via (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

A engenharia metabdlica pode ser separada em cinco niveis, dependendo da complexidade

das vias metabolicas desenvolvidas e das modificacdes realizadas nas suas enzimas (tabela 4).

Tabela 4. Niveis de engenharia metabdlica (Adaptado de Erb, Jones e Bar-even (2017)).

Niveis Definigao Caracteristica tipica Exemplo
knock-out ou
Nivel 1 Otimizagdo da via existente | superexpressdo de genes | Ciclo de Calvin para fixagdo de CO2: Superexpressédo de transacetolase
no organismo natural originais no organismo para aumentar o fluxo da via (LIANG; LINDBLAD, 2016).
natural
Transferencia e troca de Vias naturais trocadas ou
Nivel 2 (sub-) vias conhecidas para | modificadas para maior | Transferencia do ciclo de Calvin para fixacdo de CO2: Em E. coli para
um novo hospedeiro ou eficiéncia nas reacoes producdo de acucares a partir de CO2 (ANTONOVSKY et al., 2016).
chassis realizadas
Novas vias metabolicas N . . N - . .
Nivel 3 criadas de reacies Via néo natural construida | Via MOG para fixa¢do de COz2: recombinacéo de enzimas conhecidas
. ¢ a partir de enzimas naturais em uma via sintética (BAR-EVEN et al., 2010).
conhecidas
Novas vias criadas a partir | Via néo natural contendo . N - .
~ P . Ciclo CETCH para fixa¢éo de COz2: recombinacéo de enzimas
. de novas reagdes baseadas enzimas com . . e e
Nivel 4 em mecanismos e enzimas | especificidade a0 substrato conhecidas e enzimas modificadas com novas especificidades de
. P e substrato e reagdo em uma via sintética (SCHWANDER et al., 2016).
conhecidos modificada
Novas vias criadas a partir . L . . x
N — . Um ciclo de fixagdo de COz2 baseado em cofator Ni-Ga ainda néo-
. de novas reacdes baseadas | Vias ndo naturais contendo - . e x
Nivel 5 oM novas enzimas e enzimas de novo desianed desenvolvido contendo metaloproteinas artificiais ainda ndo
mecanismos g desenvolvidas (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Em contraste com as estratégias exemplificadas na tabela 3, que sdo construidas baseadas em
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vias metabolicas conhecidas e abordagens envolvendo o uso de diferentes enzimas com fungdes
conhecidas de diferentes vias metabdlicas sdo expressas em conjunto para criagdo de uma nova via
metabdlica sintética expandem as possibilidades de solugdes envolvendo engenharia metabdlica
(ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Nestes esforcos, diferentes enzimas existentes, de diferentes organismos ou de diferentes vias
metabolicas conhecidas e que podem ser responsaveis por um passo especifico de uma nova via
metabolica sintética sdo integradas para realizar uma determinada tarefa metabdlica com maior
eficiéncia ou nova funcionalidade (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017). Um exemplo recente é o de
uma via desenhada para a biossintese de propano a partir da glicose (KALLIO et al., 2014; ERB;
JONES; BAR-EVEN, 2017), uma via de glicélise ndo oxidativa para conservacao total de carbono
(BOGORAD; LIN; LIAO, 2013; ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017), ou vias artificiais C1 de
assimilacdo de carbono projetadas pela recombinacéo livre de reacdes enzimaticas existentes, ainda
que esta via ainda ndo tenha sido realizada experimentalmente (BAR-EVEN et al., 2010; BAR-
EVEN, 2016; ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017). Tais esfor¢cos de design combinatério podem ser
automatizados por programas de software (RODRIGO et al., 2008; CARBONELL et al., 2013; ERB,;
JONES; BAR-EVEN, 2017), embora seja importante ter em mente que bancos de dados como KEGG
ndo sdo completos em relacdo a literatura existente (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Para identificar os caminhos mais promissores dentre muitas rotas possiveis, uma analise
abrangente das vias metabolicas existentes é recomendada (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017). Tal
analise compara diferentes candidatos a via de acordo com suas propriedades fisico-quimicas,
incluindo consumo de recursos e substrato, viabilidade termodindmica, proficiéncia cinética,
toxicidade e hidrofobicidade dos intermediarios, bem como sobreposicdo com o metabolismo
enddgeno (BAR-EVEN et al., 2012; ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

2.8.1 Enzimas de fuséo (enzimas quimeéricas)

As enzimas sdo 0s principais participantes de um amplo portfolio de cascatas de reacdes
complexas que organizam respostas aos estimulos ambientais, inter-celulares e intracelulares em
todos sistemas vivos (ELLEUCHE, 2014).

Para permitir rotas de reacdo controlaveis, a natureza desenvolveu varias solucdes para
aproximar fisicamente diferentes enzimas que participam em rotas metabolicas ou processos
catabolicos integrados, incluindo compartimentos de reagdo subcelular, complexos associados a
membranas em superficies celulares e proteinas organizadas por scaffold ou aglomerados de

proteinas, enzimas conjugadas e enzimas fusionadas (Figura 6) (ELLEUCHE, 2014).
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Figura. 6 Cascatas de reagdes acopladas em sistemas vivos como paradigmas para modelos
artificiais. A) Acdo combinada de trés diferentes enzimas em um compartimento especifico, como
uma célula (natureza) ou em um reator de um Unico recipiente (sistema artificial) catalisa a conversao
de um substrato para formacéo de um dado produto. B) As enzimas estdo representadas na superficie
celular, cell-surface display, (natureza) ou imobilizadas em particulas (sistema artificial). C) Enzimas
sdo orientadas por uma proteina de suporte scaffold, como por exemplo em celulossomas (natureza)
ou imobilizadas em uma superficie (sistema artificial). D) Uma enzima modular composta por trés
regibes ou dominios cataliticos (natureza) ou enzimas artificialmente fundidas (sistema artificial)
catalisam trés etapas de reacdo. Setas ilustram uma reacdo hipotética catalisada por trés enzimas para
converter um substrato em um produto. Adaptado de Elleuche (2014).

Enzimas naturais e recombinantes séo rotineiramente produzidas e recicladas em sistemas
celulares ou em reag@es industriais, e também séo aplicadas em sistemas micelares (Figura 6A). A
producéo de scaffolds protéicos como celulossomas e xilanossomas s&o bem conhecidos e podem ser
copiados e artificialmente modificados, por ligagdo cruzada ou imobilizagdo de complexos
multienzimaticos em superficies ou particulas (Figura 6B, C). Outra abordagem que tem sido usada
para diferentes propdsitos em uma variedade de campos de pesquisa cientifica é a geracdo de
proteinas acopladas com habilidades distintas por fusdo genética ao nivel de DNA ou fuséo pos-

translacional (Figura 6D). Neste contexto, sistemas enzimaticos modulares bi- ou multifuncionais



22

contém capacidades cataliticas combinadas na mesma cadeia polipeptidica (ELLEUCHE, 2014).

Desde o desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante, quase todas as proteinas
quimérica desenvolvidas foram geradas pela tecnologia de fusdo génica em que dois peptideos estdo
ligados entre si através da por¢ao C-terminal da primeira proteina e N-terminal da segunda. Portanto,
dois quadros de leitura abertos sdo geneticamente fundidos ao nivel de DNA, resultando em um unico
transcrito continuo de mRNA que codifica uma cadeia polipeptidica, sem elementos reguladores
internos como cddon de parada ou sitio de ligagdo ribossomal (RBS) das enzimas individuais
(ELLEUCHE, 2014).

2.9 Biologia sintética

A biologia sintética € um novo termo para uma ideia antiga. Em seu livro de 1912, The
Mechanistic Conception of Life, 0 biélogo alemao-americano Jacques Loeb propds que 0s organismos
vivos fossem considerados a partir de uma perspectiva de engenharia - ndo apenas como entidades
“projetadas” pela evolugdo, mas como dispositivos passiveis de intervencdo humana, manipulacéo e
alteracdo (BALL, 2018).

Essa foi uma visdo nascida em parte por pura ingenuidade. De onde vinha a vitalidade da vida
havia sido um profundo mistério para os cientistas, mas apenas nas décadas seguintes a proposta de
Loeb é que os bidlogos comegaram a perceber que as origens surgiam da capacidade da matéria viva
de se organizar em escalas microscopicas e essa organizacao se mostrou incrivelmente complicada
(BALL, 2018).

As esperancas de total compreensdo dos mecanismos de heranca de controle genéticos - a
transmisséo, a mutacgéo e a traducdo de informacdes codificadas no DNA - para levar a compreenséo
das células e os organismos em termos de sua maquinaria molecular deram lugar a uma apreciacao
da complexidade desconcertante dos sistemas vivos (BALL, 2018).

Mesmo assim, evidentemente podemos intervir na genética de maneiras que as vezes Sao
previsiveis. Entende-se muito sobre como 0s genes tendem a funcionar em redes, regulando a
atividade uns dos outros para direcionar o destino da célula. Essa analise dos genomas em termos de
redes funcionais envolvendo feedback, switching e amplificacdo é aquela que soa familiar aos
engenheiros, e as esperancas e sonhos da biologia sintética seguem em frente (BALL, 2018).

Dessa forma, a biologia sintética se caracteriza como um campo tecnologico emergente que
envolve a construcdo orientada por engenharia de entidades biologicas cada vez mais complexas para
novas aplicagdes. Os principais aspectos de uma abordagem de engenharia séo a orientagdo para
propositos especificos, a percep¢do profunda dos principios cientificos subjacentes, uma hierarquia
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de abstracdo incluindo interfaces adequadas entre e dentro dos niveis da hierarquia, padronizacéo e
separacao entre projeto e fabricacdo. A biologia sintética investiga as possibilidades de implementar
esses requisitos no processo de engenharia de sistemas bioldgicos (HEINEMANN; PANKE, 2006).

O advento da biologia de sistemas, o constante desenvolvimento de tecnologias fundamentais,
como a sintese de novo de DNA (TIAN et al., 2004; HEINEMANN; PANKE, 2006), experimentos
importantes, como o0 redesenho computacional de enzimas (DWYER, 2004; HEINEMANN;
PANKE, 2006), a oportunidade de recombinar amplamente sistemas utilizando tecnologias como
CRISPR-Cas9 (MAO, 2018), proteinas zinc-finger (DREIER et al., 2001; HEINEMANN; PANKE,
2006) e proteinas TALENs (WOOD et al., 2011) para reprogramar a especificidade do local de
ligacdo ao DNA, e ainda a disponibilidade de sistemas regulatorios modelo bem definidos para o
design de dispositivos moleculares inspirados em engenharia, fornecem uma base de conhecimento
e tecnologia muito poderosa para a construcéo de novas entidades bioldgicas.

Aplicacdes encorajadoras vém de areas tdo diversas quanto o desenho de redes de genes
artificiais (SPRINZAK; ELOWITZ, 2005; HEINEMANN; PANKE, 2006), a refatoracdo de
pequenos genomas (CHAN; KOSURI; ENDY, 2005; HEINEMANN; PANKE, 2006), a
reprogramacdo de vias de sinalizagdo (DUEBER, 2003; HEINEMANN; PANKE, 2006) ou
engenharia metabdlica (MARTIN et al., 2003; HEINEMANN; PANKE, 2006). Em conjunto, estas

abordagens tém sido referidas como "biologia sintética".

2.10 Escherichia coli como chassis para biologia sintética e engenharia metabdlica

A engenharia de organismos vivos, especialmente microrganismos, como bactérias, para
obtencdo de produtos Uteis tem uma longa historia, e tem sido um dos objetivos da biotecnologia
desde seus primdrdios. A insulina humana para o tratamento da diabetes foi primeiro expressa em
bactérias E. coli geneticamente modificadas em 1979 e comercializada desde 1982 como a primeira
droga licenciada produzida pela entdo nova tecnologia de DNA recombinante. Hoje, centenas de
produtos farmacéuticos sdo obtidos por fermentacéo utilizando microrganismos modificados (BALL,
2018).

A bactéria Escherichia coli teve papel importante no desenvolvimento dos campos cientificos
da genética e biologia molecular. Dessa forma, a biologia sintética também vem sendo construida
baseada no uso do chassis E. coli, sendo que este microrganismo continua a dominar os estudos neste
campo (ADAMS, 2016).

No que diz respeito a este estudo proposto, E. coli se qualifica como uma cepa experimental
modelo para aplicacdo dos conceitos discutidos até entdo visando a construcdo de novas estratégias
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para obtencéo de produtos de maior valor agregado como o BDO a partir de glicerol residual como
fonte de carbono em processos fermentativos. E. coli pode ser utilizada para estudos prévios visando
a aplicacdo destas estratégias em outros organismos chassis que sdo conhecidos produtores naturais
de BDO como K. pneumoniae e K. aerogenes.

A bactéria E. coli é capaz de produzir quantidades vestigiais de acetoina, no entanto, ndo
produz BDO. A principal limita¢do do uso de uma cepa de E. coli para a producéo de BDO e acetoina
é o fato de ndo possuir uma via metabdlica de producéo destes compostos, dessa forma, engenharia
metabolica e biologia sintética sdo disciplinas a serem aplicadas na investigacéo e desenvolvimento
de cepas de E. coli para producao de BDO (YANG et al., 2017).

Estudos visando o desenvolvimento de vias alternativas ja vem sendo desenvolvidos. Em
estudos recentes, foram clonados diferentes genes heterélogos relacionados a formagdo de BDO em
plasmideos controlados por diferentes promotores, assim como a delecdo de genes de desvio de
direcionamento da fonte de carbono utilizada como substrato. Como estratégia para clonagem e
expressdo de genes heterdlogos, foram utilizados promotores com diferentes niveis de expressao,
visando a melhor regulacéo nos niveis plasmaticos das enzimas clonadas, como Pspac (OLIVEIRA;
NICHOLSON, 2015; YANG et al., 2017), T7 e Pabc (XU et al., 2014; YANG et al., 2017), em E.
coli. Genes de conversdo de piruvato em BDO budABC de diferentes microrganismos foram clonados
em E. coli para avaliar a producdo de BDO. Além da clonagem heterdloga destes genes, a codon
otimizacdo para expressao em E. coli e adaptacdo de sitios de ligacdo ribossomal (RBS) resultou em
um aumento na produtividade de BDO em 60,6% em cepas de E. coli modificada expressando estas
vias metabdlicas (PARK et al., 2014; YANG et al., 2017). Mazumdar, Lee e Oh (2013) deletaram
multiplos genes (pfIB, pta, adhE, frdA e Idh) e expressaram um operon dos genes para a-acetolactato
sintase, acetolactato descarboxilase e acetoina redutase em E. coli, produzindo 18,8 g/ L de BDO e
acetoina a partir de um substrato misto de glicose e manitol (YANG et al., 2017).

Utilizando E. coli como organismo chassis também foi possivel realizar expressdo de genes
para a producéo de (2R, 3R)-, (2S, 3S)- e meso- formas enantiomericamente puras de BDO (YANG
etal., 2017).

Ui et al. (2004) introduziram trés genes, respectivamente para, a-acetolactato sintase, o-
acetolactato descarboxilase e acetoina redutase, de K. pneumoniae IAM 1063 em E. coli IM109. A
E. coli modificada resultante produziu 17,7 g/L de meso-BDO (0,177 g/g de glucose) (Ul et al., 2004;
YANG et al., 2017). Lee et al. (2012) introduziram as enzimas acetolactato descarboxilase e acetoina
redutase de K. pneumoniae KCTC2242 em E. coli, produzindo uma cepa capaz de converter
competentemente glicose e glicerol em meso-BDO; alcancando maximo de 15,7 g/L de meso-BDO
a partir de glicose (YANG et al., 2017). Nielsen et al. (2010) desenvolveram uma cepa de E. coli
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sistematicamente modificada para aumento de producdo de piruvato para facilitar a producdo de
acetoina, bloqueando as vias de geracdo de subprodutos, elevando os niveis de acetolactato
intracelular e superexpressando ilvBN exdgeno (codificando a-acetolactato sintase) de E. coli e aldB
(codificando acetolactato descarboxilase) de Lactococcus lactis; a E. coli modificada foi capaz de
produzir até 84,8 g/L de acetoina, com pequenas quantidades de meso-BDO. Por fim, a co-expressao
de bdh1 (que codifica acetoina redutase) de Saccharomyces cerevisiae aumentou a titulacao final de
meso-BDO para 1,12 g/L (YANG et al., 2017). Li et al. (2010) também projetaram uma linhagem de
E. coli para a producéo de meso-BDO utilizando uma estratégia semelhante, incluindo blogueio de
vias de subproduto e montagem de genes exogenos responsaveis pela formacdo de BDO. O titulo
méaximo de BDO alcancado foi de 14,50 g/L utilizando 1% de oxigénio dissolvido (YANG et al.,
2017).

Utilizando um sistema de expressdo induzivel por biomassa, inserido no cromossomo,
Nakashima, Akita e Hoshino (2014) construiram uma cepa de E. coli produtora de meso-BDO.
Eliminaram os genes ldh, adhE, pfIB e ackA-pta e introduziram o operon alsSD da estirpe 168 de B.
subtilis. A cepa de E. coli recombinante (mlc-XT7-LAFC) sintetizou um méximo de 31 g/L de
acetoina a partir de 66 g/L de glicose e 1,2 g/L de xilose (YANG et al., 2017). Nakashima, Akita e
Hoshino (2014) entdo selecionaram um gene acetoina redutase butA de L. lactis NBRC100933 e 0
clonaram na cepa de E. coli modificada. O rendimento maximo de meso-BDO da cepa resultante foi
de 54 g/L a partir de 99 g/L de glicose e 11 g/L de xilose (YANG et al., 2017).

Considerando os esforcos supracitados, € possivel afirmar que E. coli vem sendo utilizada
para o desenvolvimento de biocatalisadores alternativos para producdo de acetoina e BDO. Além de
possuir uma taxa de multiplicacdo mais acelerada, sua genética € muito bem compreendida e muitas
ferramentas de edicdo génica foram desenvolvidas para este microrganismo (LI et al., 2010; YANG
et al., 2017). Portanto, E. coli é um chassis heterdlogo promissor para a producéo em larga escala de
acetoina e BDO (YANG et al., 2017) e para desenvolvimento de modelos de testes para estratégias

gue podem ser aplicadas em outros microrganismos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo separados em dois capitulos representando dois artigos que serdo
submetidos para publicagdo. O primeiro capitulo envolve o processo de prospecgdo de recursos
geneticos para otimizacdo do consumo de glicerol e producdo de BDO. O segundo capitulo apresenta
a construcdo e aplicacdo de uma estratégia visando aprimorar o processo de producéo de BDO a partir

de glicerol.

3.1. Capitulo I: Search and description of annotated genes related to glycerol and

butanediol metabolism on Klebsiella aerogenes KCTC 2190: a search for genetic resources.

Mauricio Schiavol, Mauricio M. da Silveira2, Sergio Echeverrigarayl*

1 Laboratory of Microbiology and Applied Biotechnology, Institute of Biotechnology, University of
Caxias do Sul, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil.

2 Laboratory of Bioprocesses, Institute of Biotechnology, University of Caxias do Sul, Caxias do
Sul, Rio Grande do Sul, Brazil.

Abstract

The main by-product from biodiesel production is glycerol, a poly-alcohol molecule that can
serve as a source of energy and carbon for microbial growth and employed for bioconversion for
more valuable chemicals as 2,3-butanediol (BDO). One of the most studied species of
microorganisms related to the production of BDO is Klebsiella aerogenes a microorganism that can
use glycerol for growth and production of BDO. The genome of K. aerogenes KCTC 2190 (K.
aerogenes) was sequenced in 2012 and was submitted on the NCBI database under the accession
number NC_015663.1 by Shin, et al. (2012). The genome of K. aerogenes is characterized as a
circular chromosome of approximately 5.28 million base pairs (bp). The genome of K. aerogenes can
be used as a source of genetic resources aiming to increase the consumption of glycerol and
conversion of pyruvate on BDO, these genetic resources can be used for the development of

metabolically engineered microorganisms aiming higher production of fine chemicals based on
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glycerol as carbon source. In this work, an extensive search for K. aerogenes annotated genes related
to glycerol transport and conversion to precursors of the pyruvate forming pathway was performed
as well as a search for genes annotated for pyruvate to acetoin and BDO production. After these genes
were identified, a second search was performed to find other genes that express proteins from the
same family as the proteins for glycerol and BDO metabolism. A total of 25 genes for glycerol
metabolism and 13 genes for acetolactate, acetoin, and BDO metabolism were identified, and more
39 genes that express proteins of related families. The possible organization of genes in operons and
close by to other genes of interest were assessed and displayed on this article, showing an interesting
organization and a relation between glycerol and BDO metabolism. The genes described in this paper
can be studied as genetic resources to be used on future metabolic pathway constructions and

improvements on glycerol consumption and BDO production.

Key-words: Klebsiella aerogenes; genetic resources; glycerol; 2,3-butanediol

Introduction

Glycerol is a renewably obtained compound, present in lipids of plants and animals. It is a by-
product of biodiesel production and glycerol supply is predicted to increase as most nations look for
diversify their energy production systems with renewable options [1-4]. Glycerol can serve as carbon
source for microbial growth and bioconversion into more valuable fine chemicals such as 2,3-
butanediol [1][5], 2,3-butanediol having a variety of applications in the industry, ranging from the
rubber and methyl ethyl ketone production to applications on food and pharmaceuticals [1][6] [7].
Recently, it has become of interest to pursue metabolic engineering of microorganism aiming at a
faster growth, substrate consumption and product of interest formation [1]. Most of the attempts to

develop new routes for increased product formation have been explored, in which heterologous and
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homologous peptides are expressed on different chassis organisms. Companies as DuPont, Genencor
Inc., Amyris and Gevo already biologically produce 1,3-propanediol, lactic acid and isobutanol
respectively [1]. Synthetic biology is an emergent technological field that aims the application of the
engineering concepts of modularization and componentization on genetic resources to allow more
predictable and easy assembly of those genetic resources, called biobricks, for a variety of purposes,
including metabolic engineering for higher production of valuable chemicals [8-10]. Some of the
major techniques are the ligation-free assembly of novel operons which increase scalability and
automation for novel complex gene configurations [8][10][11]. In this context, the understanding of
the natural organization of genes of interest in a given microorganism is important when designing
novel combinatorial enzymes and strategies for metabolic engineering. Klebsiella aerogenes, a well-
studied microorganism for glycerol conversion in 2,3-butanediol, was selected in this work for a
meticulous search for its genes related to glycerol metabolism and acetolactate, acetoin and BDO
conversion. Klebsiella aerogenes is a gram-negative facultative anaerobe, preferentially fermenting
hydrogen on anaerobic conditions. Its complete genome is composed of a 5.280 Kbp circular double
strand DNA, containing 54.8% GC bonds, approximately 4912 genes, 84 tRNAs and 25 rRNAs. A

total of 3824 genes (77.85% of total) have its possible function attributed by annotations [12].

The online tools present on the National Center for Biotechnology Information (NCBI) site
were utilized and the possible operons and genes related to glycerol conversion on precursors of the
pyruvate forming pathway and acetolactate, acetoin and BDO related genes were schematically
represented. All the genes identified for proteins of interest related to glycerol, acetolactate, acetoin
and butanediol metabolism were organized on three tables. The overall metabolism of glycerol into

2,3-butanediol inside the cell is represented on figure 1.
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NAD+ NADH
Glycerol Dihydroxyacetone
ATP Dehydrogenation ATP
Phosphorylation| Phosphorylation
ADP ADP

Dehydrogenation

Glycerol-3-phosfate ﬁ Dihydroxyacetone phosphate
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Pyruvate

Pyruvate CO-

Pyruvate M a-acetolactate
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Decarboxylation

, CO:
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2,3butanediol ?T Acetoin

NAD+ NADH

Fig. 1 Schematic representation of the conversion of glycerol into dihydroxyacetone-
phosphate, a precursor for the pyruvate synthesis and the production of BDO from two molecules of

pyruvate.

2. Materials and methods

2.1 Search for genes of interest on K. aerogenes genome

The genome of K. aerogenes KCTC 2190 (K. aerogenes) submitted on the NCBI under the
accession number CP002824.1 (NC_015663.1) was utilised for search of possible genes related to
glycerol metabolism, by searching on the database for proteins annotated as glycerol dehydrogenase,
glycerol kinase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, dihydroxyacetone kinase, glycerol uptake,
glycerol transport, glycerol-3-phosphate transporter, glycerophosphodiester phosphodiesterase, gldA,

gpsA, glpA, glpB, glpC, glpD, glpQ, glpT, ugpC, ugpQ, dhaK. Genes for proteins related to acetoin
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and butanediol metabolism annotated as acetolactate synthase, acetolactate decarboxylase, acetoin
reductase, acetoin utilization, budA, budB, budC. For the proteins encountered for both glycerol and
butanediol metabolism, the protein family described was utilized for a third search on the genome,
aiming at finding other genes that could play a role on the metabolic pathways of glycerol,
acetolactate, acetoin, and butanediol.

2.2 Organization of operons and genes associated to the operons

For every gene identified for glycerol and butanediol metabolism, the graphics feature present
on NCBI was employed to access genes close by, possibly sharing an operon or a promoter with the
genes of interest. The possible organization of the genes was represented on schemes and images, in
blue or yellow are genes related to or in close proximity with genes for glycerol and BDO metabolism,
in red are represented genes not directly related with glycerol or BDO.
2.3 Organization of tables reporting the genes of interest

The genes found for Glycerol metabolism, table 1, and for butanediol metabolism, table 2,
were organized representing the gene name, its protein NCBI ID number, its annotated protein
product, its protein family in “note”, an organisational given number on the table, possible operon
related genes, and possible genes sharing their operon promoter. The genes identified on a third
search, in which the protein products belong to the same family as the glycerol and butanediol
metabolism genes, were organized on table 3 on columns representing the protein family, the number
of gene copies containing the annotated protein family, and the NCBI protein IDs. On table 3, all

genes, including the ones present on tables 1 and 2 were included.

3. Results and discussion

3.1 Genes of interest for glycerol transport and metabolism
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The genome of K. aerogenes under the accession number NC_015663.1 was utilized for a

search of glycerol genes of interest. There were identified 25 genes for transport, gene expression,

regulation and metabolism of glycerol (tablel). The genes found were evaluated for possible relation

with genes close by, expressed possibly under the same promoter or in the same operon.

Table 1. Genes related to glycerol metabolism in K. aerogenes KCTC 2190.

Close to the operon of or sharing

Genes Protein_ID Product NCBI Note n° In operon with or close with -
promoter with
COG0371 AEG96448.1: fructose-6-
AEG96447 1 glycerol Glycerol 1 phosphate aldolase; AEG96450.1: zinc/cadmium-binding
"~ | dehydrogenase | dehydrogenase and AEG96449.1: putative AraC- protein
Glycerol related enzymes type regulatory protein;
dehydrogena
se COG0371
AEG95698.1 hypothe_tlcal Glycerol 2 3 4567
protein dehydrogenase and
related enzymes
COG3284
DhaR DNA-binding | Transcriptional
transcription | AEG95697.1 | transcriptional activator of 3 2 4;5;6;7
al regulator regulator DhaR | acetoin/glycerol
metabolism
dihydroxyaceto COG2376
AEG95699.1 ne kinase Dihydroxyacetone | 4 5;6;7 2;3
subunit DhaK kinase
dihydroxyaceto COG2376
AEG95700.1 ne kinase Dihydroxyacetone | 5 4;6;7 2;3
subunit DhalL kinase
dihydroxiace
tone kinase dihydroxyaceto COG3412
AEGO57011| nekinase | Uncharacterized | g 4,57 2:3
subunit M protein consgrved
in bacteria
dihydroxyaceto | . C0G2376
AEG95702.1 . Dihydroxyacetone | 7 4;5;6 2;3
ne kinase .
kinase
AEG96224.1: Septal ring assembly
protein ZapB; AEG96223.1: Sulfate
AEG96226.1 | glycerol kinase GI(3060554 8 10 transporter subunit; AEG96222.1: C‘:DP—
ycerol kinase diacylglycerol pyrophosphatase;
AEG96221.1: Sodium:sulfate symporter
family protein
AEG97629.1:periplasmic
binding protein/Lacl
transcriptional regulator;
glycerol AEG97628.1: periplasmic
kinase lipoprotein; AEG97627.1:
Putative ribose ABC transport
AEG97630.1 putative COG0554 9 system ATP-binding AEG97631.1: DeoR family transcriptional
™| glycerol kinase | Glycerol kinase component; AEG97626.1: regulator
Inner-membrane translocator;
AEG97625.1: Short chain
dehydrogenase/reductase
family oxidoreductase;
AEG97624.1: Short chain
dehydrogenase;
COG0580 AEG96224.1: Septal ring assembly
ilyf;;gl AEG96225.1 gly:;:ﬁilt:tpot fke Glycerol uptake 10 8 protein ZapB; AEG96223.1: Sulfate
2 ’ . facilitator and transporter subunit; AEG96222.1: CDP-
facilitator protein

related permeases

diacylglycerol pyrophosphatase;
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(Major Intrinsic
Protein Family)

AEG96221.1: Sodium:sulfate symporter
family protein

COG0580
Glycerol uptake
facilitator and

AEG97914.1: hypothetical
protein COG2431 Predicted
membrane protein;
AEG97913.1: hybrid cluster
protein COG1151 6Fe-6S
prismane cluster-containing

AEG97916.1: putative ATP-dependent
endonuclease of the OLD family;
AEG97917.1: macrolide transporter
subunit MacA COG0845 Membrane-

NEGRTRASL. | EEJIERET N A related permeases il protein; AEG97912.1: HCP fui:gr?spgtgrn;Ai?_‘Ei?ﬁ%‘&}:g:r?;?sléde
(Major Intrinsic oxidoreductase, NADH- : £0G1136 ABC d /perme bial
Protein Family) dependent COG1018 protein C “type antimicrobia
Flavodoxin reductases peptide transport system, ATPase
(ferredoxin-NADPH SR
reductases) family 1
AEG96000.1: glpE - thiosulfate
sulfurtransferase; AEG95999.1:
glycerol-3- (3028373 intramembrane serine protease GlpG;
AEGY6001.1| phosphate ﬁ’os bote 12 - AEG95998.1: DNA-binding
dehydrogenase deﬁ dr(l;) enase transcriptional repressor GIpR
ydrog transcriptional regulators of sugar
metabolism;
gpsA - AEG96177.1: rhodanese AEG96178.1: phosphoglyceromutase;
NAD(P)H- COG0240 COG0607 Rhodanese-related | AEG96179.1: AmiB activator COG4942
AEG96174.1 dependent Glycerol-3- 13 sulfurtransferase; AEG96175.1: membrane-bound metallopeptidase;
’ glycerol-3- phosphate preprotein translocase subunit AEG96180.1: hypothetical protein
phosphate dehydrogenase SecB; AEG96173.1: serine COG2861 Uncharacterized protein
dehydrogenase acetyltransferase; conserved in bacteria
glycerol-3-
[ hosphate g?l')f’cAemlsg COGO578
ehydrogena e -3-
YO AEGO9746.1|  phosphate G'ﬁ’gfrﬁgti 14 15,16 17,22
dehydrogenase deﬁydrggenase
subunit A
anaerobic COG3075
glycerol-3- Anaerobic
AEG99747.1 phosphate glycerol-3- 15 14; 16 17; 22
dehydrogenase phosphate
subunit B dehydrogenase
glpC - sn-
glycerol-3-
COG0247 Fe-S . .
AEG99748.1 phosphate oxidoreductase 16 14; 15 17,22
dehydrogenase
subunit C
glpT - sn-
lycerol-3- COG2271 Sugar
AEGO9745.1| 9 phosphate 17 22 14; 15; 16
phosphate
permease
transporter
ugppC- | coG3839 ABC-
glycerol-3- AEVRET
phosphate type sug o0 91-
AEG96019.1 transport systems, | 18 19; 20; 21; 23 -
transporter ATP
o ase
ATP-binding
- components
subunit
sn-glycerol- glycerol-3- COG0395 ABC-
3-phosphate phosphate type sugar
transporter | AEG96020.1 | transporter transport system, | 19 18; 20; 21; 23 =
membrane permease
protein component
glycerol-3- COG1175 ABC-
phosphate S 10, o1,
AEG96021.1 transport systems, | 20 18; 19; 21; 23 -
transporter
permease
permease
components
glycerol-3- COG1653 ABC-
AEG96022.1 phosphate type sugar 21 18; 19; 20; 23 -

transporter

transport system,




34

periplasmic periplasmic
binding protein component
glpQ - COG0584
glycerophospho Glycerophosphoryl
AEG99744.1 diester diester 22 17 14; 15; 16
phosphodiestera h .
s phosphodiesterase
ugpQ -
| b cytoplasmic COG0584
glyceropnos glycerophospho | Glycerophosphoryl 10 5N
phodlestgr AEG96018.1 diester diester 23 18; 19; 20; 21
phosphodies phosphodiestera | phosphodiesterase
terase se
AEG97300.1: DNA polymerase IV
glycerophospho COG0584 COG0389 Nucleotidyltransferase/DNA
ryl diester | Glycerophosphoryl polymerase involved in DNA repair;
AEGI7299.1 phosphodiestera diester 24 AEG97301.1: putative acyltransferase
se phosphodiesterase COG0454 Histone acetyltransferase HPA2
and related acetyltransferases
sigma-54 sigma-54 COG?’Z?M
dependent dependent Transcriptional AEG95204.1: aldehyde dehydrogenase
o | AEGY5205.1 | | CSPEIEN | activatorof | 25 (NAD(+)) COG1012 NAD-dependent
al re uFator e uIF;tor acetoin/glycerol aldehyde dehydrogenases
9 g metabolism

3.1.2 Regulatory proteins DhaR and Sigma-54 dependent transcriptional regulator (Sigma-
54tr), glycerol dehydrogenases and the dhaKLM operon

The operons and gene organization for the hypothetical glycerol dehydrogenase, DhaR
(transcriptional activator of acetoin/glycerol metabolism) and four dihydroxyacetone kinase genes
are represented on figure 2. Apparently, two gene operons are organized separated by an hypothetical
bidirectional promoter of 556 nucleotides, in one direction,the hypothetical gldA is expressed
separated by a 113 nucleotides RBS or independent promoter from dhaR. On the other direction the
first three genes, dhaK (Dihydroxyacetone kinase subunit K), dhalL (Dihydroxyacetone kinase
subunit L) and dhaM (Dihydroxyacetone kinase subunit M) are all separated by a 10 nucleotide RBS,
followed by a 74 nucleotide RBS or independent promoter for a protein gene annotated as a
dihydroxyacetone kinase. The Dihydroxyacetone kinases are a sequence-conserved group of enzymes
that catalyze the phosphorylation of dihydroxyacetone utilizing ATP or the phosphoenolpyruvate
carbohydrate phosphotransferase system (PTS) [13][14]. In E. coli, the PTS-dependent system
consists of three subunits that have its orthologs in K. aerogenes: dhaK that binds to
dihydroxyacetone, DhalL contains ADP as a cofactor for the double displacement of phosphate from

the dhaM to DHA, dhaM possess a phospho-histidine relay between the PTS and dhaL bound ADP
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[13-16]. the dhaR is a transcription activator of the dhakLM operon [13][17]. dhaR also binds with
the dhaL and dhaK in which they can act as both coactivator or corepressor of dhaR [13]. When
dihydroxyacetone is produced, dhaL is dephosphorylated and dhalL. ADP decouple with dhaK that in

turn activates dhaR. In turn, dhaL containing ATP does not bind to dhaR [13].

Hypothetical gldA p.omoterss6 nt  @hak dhaM 74t
,|—\‘ l:l
— — —
113 nt dhiel Dihydroxyacetone

dhaR :
kinase

Fig. 2: Schematic representation of the gene organization for the dhaR, hypothetical gldA and

dhaKLM genes. Adapted from NCBI.

Glycerol metabolism genes were remarkably well organized on close clusters of operons
sharing the same promoter and containing regulators as sigma-54tr and DhaR acetoin/glycerol
activator. The gene for Sigma-54tr is expressed by a possible 256 nucleotides bidirectional promoter
that also express an aldehyde dehydrogenase (NAD+ dependent). Both genes represented on figure

3.

Promoter

Aldehyde dehydrogenase (NAD+ dependente)
265 nt

Sigma-54tr

Fig. 3: Schematic representation of the gene organization for the sigma-54tr gene. Adapted from

NCBI.

Interestingly, the gene annotated as a glycerol dehydrogenase gldA was close to the gene for
fructose-6-phosphate  (F6P) aldolase, which utilises glyceraldehyde-3-phosphate and

dihydroxyacetone to form F6P. The operon also could possess a regulation by the AraC-type
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regulatory protein expressed, which in turn make the putative gldA represented on figure 2 probably
the one directly related to glycerol metabolism and the annotated gldA a gene oriented for the fructose-

6-phosphate synthesis from dihydroxyacetone figure 4.

Promoter 205 nt 54 nt
146 nt . [ N
—— v
Gene for: AEG96450.1 Putative AraC-type  Fructose-6-phosphate gl
protein aldolase

Fig. 4: Organisation of a possible operon containing the gldA gene. The glycerol dehydrogenase gene

is close by to a fructose-6-phosphate aldolase and a putative AraC-type protein. Adapted from NCBI.
3.1.3 Glycerol uptake, glycerol transport and glycerol kinases

The glycerol uptake facilitator protein gene is possibly expressed under a promoter region of
444 nucleotides followed by a possible RBS of 21 nucleotides and a glycerol kinase (GK) protein
gene. On the other direction of the promoter region other genes not directly related to glycerol
metabolism are present with the exception of the gene for AEG96222.1 representing a CDP-

diacylglycerol pyrophosphatase, possibly related to membrane and phospholipid formation figure 5.

Glycerol uptake facilitator
. Promoter 444 nt Genes for: AEG96224.1, AEG96223.1,
Glycerol kinase AEG96222.1, AEG96221.1

Fig 5. Representation of the glycerol uptake facilitator protein and glycerol kinase genes possible

operon. Adapted from NCBI.

Other glycerol transport related gene is the Aquaporin Z protein, a major glycerol uptake

facilitator protein. The gene for aquaporin z is expressed under a 396 nucleotides possible promoter
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region. The promoter region also express the proteins AEG97916.1 (OLD endonuclease gene),
AEG97917.1, AEG97918.1(macrolide transporter related genes). The Aquaporin Z gene may also be
expressed in an operon in which, after a 117 possible RBS or independent promoter region, the genes
for AEG97914.1 (transport membrane protein), AEG97913.1, AEG97912.1 (possible nitrite/nitrate

metabolism genes) are present. Figure 6.

Genes for: AEG97916.1, AEG97917.1,

AquaporinZ AEG97918.1

- —
117 nt Promoter 396 nt

Genes for: AEG97914.1,
AEG97913.1, AEG97912.1

Fig 6. Possible operon and gene organization for aquaporin Z. Adapted from NCBI.

The putative glycerol kinase (GK) gene, a second copy for glycerol kinase, is expressed under
a possible promoter region of 348 nucleotides followed by a possible RBS or second unidirectional
promoter of 170 nucleotides and the operon or genes for other proteins not directly related to glycerol
metabolism and separated by stretches of DNA ranging from 88 nucleotides to 17 nucleotides, the
two last genes for the proteins, AEG97625.1 and AEG97624.1 are annotated as short chain
dehydrogenases (AEG97625.1 short chain dehydrogenase/reductase alcohol dehydrogenases;
AEG97624.1 short chain dehydrogenase) that could be related to glycerol conversion to DHA or in
the acetoin metabolism. AEG97631.1 express a DeoR regulatory protein (regulators of sugar and

nucleoside metabolic systems). Figure 7.

putative glycerol Gene for: AEG97631.1
170 nt kinase
¥ <

Promoter 348 nt
Genes for: AEG97629.1, AEG97628.1,
AEG97627.1, AEG97626.1, AEG9S7625.1,
AEG97624.1

Fig 7. Possible operon and gene organization for a putative glycerol kinase gene. Adapted from NCBI.
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3.14 Glycerol-3-phosphate  transport, dehydrogenases and glycerophosphodiester

phosphodiesterases.

Genes for G3P anaerobic dehydrogenase subunits glpABC were present in an operon and
possibly sharing promoter with the glpTQ operon. The genes glpA, glpB and glpC are organized under
overlaps of sequences on the same strand, the glpB gene first CDS nucleotide start 11 nucleotides
before the glpA last nucleotide stop codon and the glpC first CDS nucleotide start 4 nucleotides before
the glpB last nucleotide stop codon.

In E. coli, the GIpABC protein has been characterized by having fumarate as final electron
acceptor and the utilization of vitamin K as cofactor [35]. Previous analysis on the GlpB protein
revealed the possible presence of iron-sulfur centers on the enzyme core [35]. [35] also showed that
the enzyme centers are reduced by dithionite ([S204]%") and by G3P as substrate, but not by lactate or
formate and that the centers can be oxidized by fumarate. The GIpC protein contains two cysteine
clusters typical of iron-sulfur binding domains [34].

The glpT gene is separated by a 9 nucleotides RBS from glpQ. The glpQ gene encodes a
glycerophosphodiester phosphodiesterase, an enzyme involved in glycerophospholipid metabolism
and produces a glycerol-3-phosphate and an alcohol from glycerophospholipids, glpQ is possibly
expressed to act on membrane phospholipids, as G3P needs to be carried inside the cell for its
consumption by glpT that encodes a G3P transporter. finally, the genes for glpABC express the

proteins that convert G3P into DHAP for its utilization on the pyruvate formation pathway. Figure 8.

glpT 270 nt glpA glpB glpC
e c— ] j
glpQ overlap1l nt overlap4nt

Fig 8. Representation of the glpTQ and glpABC genes possible operons. Adapted from NCBI.
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Another G3P dehydrogenase, glpD (aerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase) protein
gene is present on the genome of K. aerogenes KCTC 2190 and is close to or related to the operon
glpEGR (figure 9). The glpD gene is under a possible bidirectional promoter of 206 nucleotides that
can possibly also regulate the glpEGR operon. glpE encodes a thiosulfate sulfurtransferase and is
separated by a 52 nucleotides possible RBS from glpG. The gene for glpE has a function similarity
to the rhodanese present on the gpsA related operon on figure 10 (in E. coli, glpE was classified as a
rhodanese enzyme [18]). glpG encodes an intramembranous serine protease and is separated by a
possible 19 nucleotides RBS from gIpR. glpG was first characterized on E. coli for its function as a
serine protease belonging to the rhomboid family [19]. glpR encodes a DNA-binding transcriptional
repressor/regulator related to sugar metabolism, glpR is also described as the glycerol-3-phosphate
metabolism transcriptional regulator.

glpE and glpG are genes for proteins that does not have its functions or associations with
glycerol fully understood, however they seem to be important for the maintenance of the redox
homeostasis on the cell.

Both GIpE and GlpG enzymes associations with sulphur can be related to the regulation of
GlpB and GIpC activity on the anaerobic metabolism of G3P. GIpE, GIpG, thiosulfate
sulfurtransferases, rhodanese enzymes, glutaredoxin and other Rhomboid serine proteases and serine
acetyltransferases may play a role on the GIpABC function, to enable a fast alternation from anaerobic

to aerobic glycerol metabolism.

glpD glpE 52 nt glpR
: %‘g ;l—] | l b
R [ B :
206 nt glpG

Fig 9. Representation of the glpD and glpEGR genes possible operons. Adapted from NCBI.
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It was found a third gene annotated as a G3P dehydrogenase, the gpsA gene (NAD(P)H-
dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase). The gpsA gene is apparently on an operon
containing a Rhodanese sulfurtransferase, a glutaredoxin 3 gene and a serine acetyltransferase, similar
to the glpD associated operon and genes. Glutaredoxin 3 functions as an electric carrier in the
glutathione-dependent synthesis of deoxyribonucleotides by the enzyme ribonucleotide reductase. It
also act on reducing disulfide bonds in a coupled system with glutathione reductase [20]. The
Rhodanese enzymes belongs to a protein family present in all three domains of life. Rhodaneses
catalyses the transfer of sulfur atom from thiosulfate to cyanide [21-23]. Rhodanese enzymes can also
catalyze similar reactions with other sulfur donors (like polysulfide for sud) transferring the sulfur to
a sulfur nucleophilic acceptor. Rhodanese and rhodanese like enzymes are known to act on sulfur
traffic, delivering sulfur in the form of "safe" chemical species for biosynthetic pathways. Rhodanese
enzymes may also be related to maintenance of redox homeostasis, elimination of toxic cyanide and
in several other biosynthetic pathways for metabolites as vitamins, enzymes, and cofactors that
include a step of sulfur transfer [23-29]. Finally, the serine acetyltransferase, which acts on cystein
formation and sulfur metabolism. Interestingly gpsA is in frame with a preprotein translocase Sec-B
coding region, not annotated on the genome, present only on the NCBI graphics feature. On the other
direction of the possible promoter, an operon containing the genes for a phosphoglyceromutase,
separated by 96 nucleotides from a AmiB activator protein (a metallopeptidase with function on cell
division) gene and finally separated by a 18 nt RBS region from an hypothetical peptide without a
function assigned. Figure 10. This possible operon has some level of similarity to the glpD glpEGR
operon and genes.

Phosphoglyce Hypothetical

80nt gpsA 60 nt 104 nt 246 nt e ' protein ’
—1 —— ———n p— D‘ 4
serine preprotein Glutaredoxin Rhodanese 96nt AmiB
translocase 3 activator

acetyltransferase
subunit SecB

Fig. 10. Representation of the gpsA gene and its close by related protein genes. Adapted from NCBI.



41

Another cluster of genes was identified for glycerol-3-phosphate transport, the ugp genes. The
possible operon encompass five genes, all related with G3P transport, with the exception of the ugpQ
gene that encodes a glycerophosphodiester phosphodiesterase. The glycerol-3-phosphate transport
operon is separated by a 271 possible promoter region and is preceded by a branched chain amino
acid transport operon (represented in red on fig. 11). The first gene of the operon, Glycerol-3-
phosphate periplasmic binding protein, is separated by a 106 nucleotides possible RBS or independent
promoter region from the second gene. The second gene annotated as glycerol-3-phosphate permease
overlaps with the first 4 nucleotides of the glycerol-3-phosphate transporter gene, which in turn is
separated by 1 nucleotide from the ugpC (G3P importer ATP binding protein) gene and the ugpC
gene overlaps with the first four nucleotides for ugpQ (cytosolic glycerophosphodiester
phosphodiesterase). Adjacent to the ugpCQ operon, another operon expressing genes related to
branched chain amino acids transport is present (AEG96027.1: ABC transporter subunit substrate-
binding protein LivK; AEG96026.1: branched-chain amino acid transporter permease subunit LivH;
AEG96025.1:  leucine/isoleucine/valine  transporter ~ permease  subunit;  AEG96024.1:
leucine/isoleucine/valine transporter ATP-binding subunit; AEG96023.1: leucine/isoleucine/valine

transporter ATP-binding subunit). The operons are represented in figure 11.

Promoter 106 nt Glycerol-3-phosphate transporter ugpQ
271 ] )
[ | V) —
Genes for: AEG96027.1, Glycerol-3-phosphate Glyeerol-3:phiasphiate ugpC
AEG96026.1, AEG96025.1, periplasmic binding PErmease
AEGS6024.1, AEG96023.1 protein

Fig 11. Representation of the G3P transport and ugpCQ genes operon. In red, genes for proteins

related to BCAA transport and metabolism. Adapted from NCBI.
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Finally, there was identified a third copy of a glycerophosphodiester phosphodiesterase. The
Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase gene is apparently not expressed in an operon with
other genes and is expressed under a possible bidirectional 158 nucleotides promoter. The promoter
could also express two genes for the proteins AEG97300.1 and AEG97301.1 representing a type 4
DNA polymerase and a histone-like protein respectively (Figure 12). These genes may be expressed
during cell duplication and the Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase gene may play an

important role in the separation of the two new cells.

genes for: AEG97300.1,
Promoter AEG97301.1
P < 158 nt

N

glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase

Fig. 12: Representation of the glycerophosphoryl diester phosphodiesterase gene. Adapted from

NCBI.

3.2 Genes of interest for acetolactate, acetoin and BDO metabolism

There were identified 13 genes related to pyruvate conversion on acetolactate, acetoin, BDO,

and acetoin utilization (Table 2).
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Table 2. Genes related to acetolactate, acetoin and BDO metabolism in K. aerogenes KCTC

2190.
Genes Protein_ID Product NCBI Note o Po_ssmly in operon Close to the operon o_f or sharing promoter
with or close with with
C0OG0028 Thiamine
pyrophosphate-
requiring enzymes
[acetolactate . n AEG95282.1: transcriptional regulator, LysR
synthase, pyruvate HEGEEAEL Auxm family protein COG0583 Transcriptional
acetolactate synthase Efflux Carrier ’ ; X .
AEG95284.1 - " dehydrogenase : regulator; AEG95281.1: hypothetical protein
catalytic subunit COG0679 Predicted - - . .
(cytochrome), ermeases (nitrous oxide-stimulated promoter family
glyoxylate P protein similar to Escherichia coli YghA)
carboligase,
phosphonopyruvate
decarboxylase]

Acetolactate

synthase

COG0028 Thiamine
pyrophosphate-

AEG95536.1 short
chain dehydrogenase
C0OG1028
Dehydrogenases with
different specificities
(related to short-chain

requiring enzymes alcohol
[acetolactate dehydrogenases);
synthase, pyruvate AEG95535.1: L-
AEG95533.1 | hypothetical protein dehydrogenase aspartate -
(cytochrome), dehydrogenase
glyoxylate COG1712 Predicted
carboligase, dinucleotide-utilizing
phosphonopyruvate enzyme; AEG95534.1:
decarboxylase] putative aldehyde
dehydrogenase
COG1012 NAD-
dependent aldehyde
dehydrogenases;
COG0440
AEG96301.1 | 2cetolactate synthase Acetolactate 4 _
1 regulatory subunit synthase, small
(regulatory) subunit
COG0028 Thiamine
pyrophosphate-
requiring enzymes
[acetolactate
synthase, pyruvate
AEG96302.1 acetolactgte synth_ase dehydrogenase 3 -
catalytic subunit
(cytochrome),
glyoxylate
carboligase,
phosphonopyruvate
decarboxylase]

AEG96466.1

acetolactate synthase
2 catalytic subunit

COG0028 Thiamine
pyrophosphate-
requiring enzymes
[acetolactate
synthase, pyruvate

(cytochrome),
glyoxylate
carboligase,

phosphonopyruvate

decarboxylase]

dehydrogenase 5

dehydratase COG0129

dehydratase/phosphogl

threonine dehydratase

Table number 6;
AEG96468.1:
branched-chain amino
acid aminotransferase
COGO0115 Branched-
chain amino acid
aminotransferase/4-
amino-4-
deoxychorismate
lyase; AEG96469.1:
dihydroxy-acid

Dihydroxyacid

uconate dehydratase;
AEG96470.1:

AEG96465.1: putative 2-component regulator
COGO0606 Predicted ATPase with chaperone

activity
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COG1171 Threonine
dehydratase

acetolactate synthase

COG3978
Acetolactate

Table number 5;
AEG96468.1:
branched-chain amino
acid aminotransferase
COGO0115 Branched-
chain amino acid
aminotransferase/4-
amino-4-
deoxychorismate

AEG96465.1: putative 2-component regulator

AEG96467.1 2 regulatory subunit synthase (isozyme lyase; AEG96469.1: | COG0606 Predicted ATPase with chaperone
1), small dihydroxy-acid activity
(regulatory) subunit dehydratase COG0129
Dihydroxyacid
dehydratase/phosphogl
uconate dehydratase;
AEG96470.1:
threonine dehydratase
COG1171 Threonine
dehydratase
AEG96882.1: putative
NADH-dependent
dehydrogenase
COG0673 Predicted
dehydrogenases and
related proteins;
AEG96883.1: xylose
isomerase COG1082
COG3962 isorsn“e?;e‘é?fﬁi‘fn‘ﬁﬁises AECESEILL LA The-les)
AEG96881.1 | acetolactate synthase Acetolactate ; AEG96884.1: myo- cat_gbokl_lsm p}zote_lln ,0060524 Sug.ar klnqses,
synthase inosose-2 dehydratase ribokinase family; AE(_396879._1. putative
COG1082 Sugar helix-turn-helix protein
phosphate
isomerases/epimerases
; AEG96885.1: major
myo-inositol
transporter iol T
COG0477 Permeases
of the major facilitator
superfamily
COG0028 Thiamine
pyrophosphate-
requiring enzymes Table number 9;
[acetolactate AEG97156.1: DNA-
AEG97154.1 acetolacta'te synthqse syg;ﬂ;fﬁbzzgi\ézte blndrlgggu:;atlgfc':r:ﬁgonal AE697153._1: hypothetjcal protgin (44 amino
3 catalytic subunit (cytochrome) COG1609 acids hyothetical peptide)
glyoxylate Transcriptional
carboligase, regulators
phosphonopyruvate
decarboxylase]
Table number 8;
coce | | AECuEOLONA, o
AEG97155.1 acetolactate synthase Acetolactate regulator FTuR AEG97153.1: hypothetical protein (44 amino

3 regulatory subunit

synthase, small
(regulatory) subunit

COG1609
Transcriptional
regulators

acids hyothetical peptide)
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COG0028 Thiamine
pyrophosphate-
requiring enzymes
[acetolactate
synthase, pyruvate

AEG98412.1: putative LysR-family

AEG98410.1 | acetolactate synthase |  dehydrogenase | 10 11; 12 transcriptional regulator COG0583
(cytochrome), Transcriptional regulator
glyoxylate
carboligase,
phosphonopyruvate
decarboxylase]
COG3527 Alpha- AEG98412.1: putative LysR-family
(Qggﬁglc?;itlzt:e AEG98411.1 algf;g;iiggt;;?;:st:te acetolactate 11 10; 12 transcriptional regulator COG0583
decarboxylase Transcriptional regulator
C0G1028
Dehydrogenases
et ) V\{it_h _d_ifferent AE698_41_2.1: putative LysR-family
reductase AEG98409.1 | acetoin reductase | specificities (related | 12 10; 11 transcriptional regulator COG0583
to short-chain Transcriptional regulator
alcohol
dehydrogenases)
AEG97588.1: putative
regulatory protein
COG2771 DNA-
binding HTH domain-
containing proteins;
AEG97589.1: major
facilitator superfamily
MFS_1 COG0477
Permeases of the
major facilitator
:Lépégga&glllyl AEGO7587.1: putative iron-sulfur modifier
hypothetical péoiein protein COG0641 Arylsulfatase regulator (Fe-
COG0123 COG4680 S oxidoreductase); AEG97586.1: arylsulfatase
) Deacetylases Uncharacterized COG3119 Arylsulfatase A_and related
a}c_eto[n ) including yeas’,t protein conserved in enzymes; A_EG9758_5.1: putative 3-ketoacyl-
utlllzat_lon AEG97590.1 | putative deacetylase histone deacetylase 13 bacteria (type Il toxin- (acyl-carrler-prote!n) rgductase CO_G_l(_)gS
protein Dehydrogenases with different specificities

and acetoin
utilization protein

antitoxin (TA) system
HigB family toxin
similar to Escherichia
coli mRNA interferase
HigB, the toxin
component of the
HigB-HigA TA
system; induced by
amino acid starvation);
AEG97592.1: XRE
family transcriptional
regulator COG5499
Predicted transcription
regulator containing
HTH domain

(related to short-chain alcohol
dehydrogenases); AEG97584.1: hypothetical
protein (Molybdenum cofactor biosynthesis
protein F)

For acetolactate synthases, there were identified 10 related genes. The number of genes related

to acetolactate synthase show its importance in the BCAA synthesis and metabolism.

The first copy of acetolactate synthase was identified. This copy express a catalytic subunit

of acetolactate synthase and may not be directly related to BCAA synthesis. Interestingly, the

acetolactate gene is in operon with an Auxin Efflux carrier that possess similarity to an

uncharacterized protein carrier yfdV from E. coli. The acetolactate synthase and auxin efflux carrier

genes possibly share the 183 nucleotide promoter with a LysR (AEG95282.1) regulator protein gene
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(figure 13). LysR-type transcriptional regulators (LTTRS) regulate a diverse set of genes, including
those involved in virulence, metabolism, quorum sensing and motility [30]. Another hypothetical
protein, similar to the nitrous oxide promoter related protein ygbA (AEG95281.1) may be expressed
together in an operon with LysR. Major efflux pumps are related to antibiotic and xenobiotic

resistance, so the operon may be related to resistance to some antimicrobial chemicals [31].

Promoter S
183 nt i ,
‘ o = :
Genes for: AEG95282.1, _ I —
AEG95281.1 Auxin Efﬂux
carrier

Fig 13: Representation of acetolactate synthase gene, possibly in an operon with a protein gene

annotated as a auxin efflux pump. Adapted from NCBI.

A second gene for a acetolactate synthase was identified in a possible operon and possibly
sharing a promoter with a NADH-dependent dehydrogenase, a xylose isomerase, a Myo-inosose-2
dehydratase, a major myo-inositol transporter iolT, a myo-inositol catabolism protein and a possible
helix-turn-helix regulator protein (related to sugar phosphate metabolism ripR or N-acetylmuramate
degradation murR) genes (respectively: AEG96882.1, AEG96883.1, AEG96884.1, AEG96885.1 and

AEG96880.1, AEG96879.1 ) (figure 14).

Promoter Genes for: AEG96880.1,
47 nt 527 nt AEG96879.1
1 — >
Genes for: AEG96882.1, acetolactate synthase

AEG96883.1, AEG96884.1,
AEG96885.1
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Fig 14: Representation of acetolactate synthase gene, possibly in an operon with a proteins genes
related to dehydrogenases, xylose and sugar phosphate metabolism and myo-inositol metabolism and

transport. Adapted from NCBI.

There was one gene annotated as a putative acetolactate synthase. This putative acetolactate
synthase possibly shares an operon with an aspartate dehydrogenase an aldehyde dehydrogenase and
a short chain dehydrogenase, which could be related to acetoin and glycerol metabolism. The gene
for the short chain dehydrogenase is separated by a 9 nucleotide RBS from the aspartate
dehydrogenase, which is separated by a 15 nucleotides RBS from the aldehyde dehydrogenase and
the aldehyde dehydrogenase is separated by a 13 nucleotides RBS from the putative acetolactate
synthase. The putative aspartate dehydrogenase may be responsible for production of oxaloacetic acid
from aspartate. The possible operon was located after a long region of 763 nucleotides, possibly

containing its operon promoter (figure 15).

putative aspartate

SHDRIELey dehydrogenase

763 nt
— < X O _
putative aldehyde putative acetolactate

dehydrogenase synthase

short chain
dehydrogenase

Fig. 15: Representation of acetolactate synthase gene, possibly in an operon with proteins genes

related to different dehydrogenases. Adapted from NCBI.

3.2.1 The acetolactate synthase enzymes I, 11 and Il11.

There are three major acetolactate synthase enzymes related to the BCAA synthesis on

microbial and plant cells (alsS). Klebsiella aerogenes KCTC 2190 possess all the three enzymes with

its respective catalytic subunits and small regulatory subunits. The acetolactate synthase | genes are
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expressed under a 960 nucleotides region which contains its promoter. The catalytic subunit gene is

separated by 2 nucleotides from the regulatory subunit gene (Figure 16).

acetolactate synthase
catalytic subunit
1 4 —————— Promoter
I—' ‘

960 nt
acetolactate synthase
1 regulatory subunit

Fig. 16: Possible operon for acetolactate synthase I. Adapted from NCBI.

The operon for acetolactate synthase 11 subunits. The catalytic subunit gene stop codon is overlapped
with the first 4 nucleotides of the regulatory subunit CDS. After a 19 nucleotides RBS, three genes
for Branched chain amino acids metabolism are present in the operon (AEG96468.1, AEG96469.1
and AEG96470.1). On the other direction of the possible 592 nucleotides promoter, a putative 2-
component regulatory protein (AEG96465.1) (possibly a magnesium chelatase chll gene) is present.

(Figure 17).

acetolactate synthase
Genes for: AEG96468.1,

2 catalyticsubunit
AEG96469.1, AEG96470.1 19 nlt . o
= L & "
Promoter .
acetolactate synthase 2 592 nt fenerior BECE6365.1

regulatory subunit

Fig. 17: Possible operon for acetolactate synthase Il. Adapted from NCBI. Adapted from NCBI.

The operon for acetolactate synthase Il subunits. The catalytic subunit for acetolactate
synthase is separated by 2 nucleotides from its regulatory subunit. The regulatory subunit is separated
by 197 nucleotides from a FruR regulatory protein gene, FruR (DNA-binding transcriptional

regulator) is the global regulatory protein that modulates the direction of carbon flow in Escherichia
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coli, and possibly have an important role in regulating oxidative and fermentative glycolytic and
gluconeogenic pathways [33]. The gene for AEG97153.1 express a small hypothetical protein with

44 amino acids (Figure 18).

acetolactate synthase
3 catalyticsubunit

Gene for: AEG97153.1

197 nt
fruR ‘ e )
— K———"
acetolactate synthase 3 Promoter
298 nt

regulatory subunit

Fig 18. Possible operon for acetolactate synthase I11. Adapted from NCBI.

Finally, the genes that convert pyruvate to 2,3-butanediol are expressed in a three gene operon
budABC. The budABC operon is under a possible bidirectional promoter of 106 nucleotides that
possibly express both the budABC operon and the LysR regulatory protein gene (AEG98412.1). The
first gene, budA (acetolactate decarboxylase) is separated by 9 nucleotides from the second gene budB
(acetolactate synthase) and budB is separated by 22 nucleotides from budC (acetoin reductase) (figure
19). The genes budA and budC are the only copy annotated with enzymes related to BDO formation
on the genome of Klebsiella aerogenes KCTC 2190. however, other genes for proteins with functions

as dehydrogenases and decarboxylases may also be involved on BDO formation.

budC budA Gene for: AEG98412.1

budB Promoter
106 nt

Fig. 19: The budABC operon organisation. Adapted from NCBI.

The last gene for acetolactate, acetoin and BDO metabolism, identified as a histone-like

acetoin utilization protein was organized into its possible operon and close by genes. The acetoin
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utilisation protein ( COGO0123 Deacetylases, including yeast histone deacetylase and acetoin
utilization protein) CDS first nucleotide is positioned 4 nucleotides prior to the last nucleotide of

AEG97589.1 gene (figure 20). The relation with acetoin is not clear.

Gene for: AEG97587.1,

enes for: .
A§697591 : genes for: AEG97588.1 AEG97586.1, AEG97585.1,
7 1l6nt AEGIEBIL AEG97584.1
AEG97592.1 :
= —— ; >
. ilisati Promoter
Acetoin utilisation 424 nt

protein

Fig. 20: Acetoin utilization protein on its possible operon. Adapted from NCBI.

3.3 Search for proteins sharing its family classification with the 25 glycerol genes and 13

acetolactate, acetoin and BDO genes.

Following the identification of 38 genes related to glycerol and BDO metabolism, the protein
family of the proteins identified were used for a third search on the K. aerogenes genome for genes
of proteins that can perform similar enzymatic conversions. 77 genes containing the protein family
equal to the 38 genes previously identified were found (table 3), revealing a vast number of genetic

resources to be explored for metabolic engineering for glycerol and BDO using K. aerogenes genes.

Table 3. Genes that express proteins with the same families as the proteins identified on tables

1and 2 in K. aerogenes KCTC 2190.

n° of genes containing
Protein domain family the protein domain Genes protein_ID
family

COGO0371 Glycerol dehydrogenase and

2 AEG96447.1; AEG95698.1
related enzymes




o1

COG3284 Transcriptional activator of
acetoin/glycerol metabolism

AEG95205.1; AEG95697.1

COG2376 Dihydroxyacetone kinase

AEG95699.1; AEG95700.1; AEG95702.1

C0OG3412 Uncharacterized protein
conserved in bacteria

AEG95701.1 (dhaM)

COGO0554 Glycerol kinase

AEGY96226.1; AEG97630.1

COGO0580 Glycerol uptake facilitator
and related permeases (Major Intrinsic
Protein Family)

AEG96225.1; AEG97915.1

COGO0578 Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase

AEG96001.1; AEG99746.1

C0G0240 Glycerol-3-phosphate

AEGY96174.1

dehydrogenase
COG3075 Anaerobic glycerol-3- AEGO9747 1
phosphate dehydrogenase
COG0247 Fe-S oxidoreductase AEG99748.1

COG2271 Sugar phosphate permease

AEG95441.1; AEG96297.1; AEG96298.1,;
AEG99745.1

COG3839 ABC-type sugar transport
systems, ATPase components

AEG96019.1; AEG96603.1; AEG96887.1

COG0395 ABC-type sugar transport
system, permease component

AEG96020.1; AEG96889.1

COG1175 ABC-type sugar transport
systems, permease components

AEG96021.1; AEG96601.1; AEG96890.1

COG1653 ABC-type sugar transport
system, periplasmic component

AEG96022.1; AEG96886.1

COG0584 Glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase

AEG96018.1; AEG97299.1; AEG99744.1

COG0028 Thiamine pyrophosphate-
requiring enzymes [acetolactate
synthase, pyruvate dehydrogenase
(cytochrome), glyoxylate carboligase,
phosphonopyruvate decarboxylase]

AEG95284.1; AEG95533.1; AEG96302.1;
AEG96466.1; AEG97154.1; AEG97909.1;
AEG98410.1

COG0440 Acetolactate synthase, small
(regulatory) subunit

AEG96301.1; AEG97155.1

COG3978 Acetolactate synthase
(isozyme II), small (regulatory) subunit

AEG96467.1
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AEG95192.1; AEG95249.1; AEG95322.1,
AEG95383.1; AEG95402.1; AEG95511.1,
AEG95536.1; AEG95543.1; AEG95603.1,;
AEG95979.1; AEG95983.1; AEG96058.1;

COG1028 Dehydrogenases with AEG96100.1; AEG97321.1; AEG97439.1;
different specificities (related to short- 32 AEG97531.1; AEG97585.1; AEG97624.1;
chain alcohol dehydrogenases) AEG97625.1; AEG97647.1; AEG97653.1;

AEG97878.1; AEG98186.1; AEG98377.1,

AEG98409.1; AEG98413.1; AEG98527.1,

AEG98621.1; AEG98667.1; AEG9I8855.1;
AEG98883.1; AEG99176.1

COGO0123 Deacetylases, including yeast
histone deacetylase and acetoin 1 AEG97590.1
utilization protein

4. Discussion

The genome of K. aerogenes showed a well organized, well-regulated system of genes that
perform glycerol transport and metabolism and acetolactate, acetoin and BDO production. Two
annotated sequences for regulatory proteins (Sigma-54tr and DhaR) were identified as possible genes
of interest for the overall promoter regulation of acetoin and glycerol metabolism, the dual regulation
under the same mechanism may explain the increased capacity of Enterobacter and Klebsiella species
to produce BDO from glycerol. Genes related to glycerol metabolism were also associated or close
by to regulatory protein genes as deoR, fruR, glpR, dhaR, lacl, lysR, sigma-54tr and araC (table 1).
Other genes for sulfur transferases and rhodanese enzyme, serine proteases, and serine
acetyltransferase were associated with enzymes involved in glycerol uptake, glycerol kinase and G3P
dehydrogenases on the aerobic metabolism of glycerol (table 1, figures 9 and 10).

Various peptide, sulfur, carbohydrate, macrolide, ribose, and glycerol permeases and
translocases were also associated with glycerol metabolism genes (table 1).

It is also important to notice the presence of a branched chain amino acids gene cluster close
to the glycerol-3-phosphate transport operon (figure 11), indicating a possible association of the

metabolism of such amino acids with glycerol genes expression, and possibly with acetolactate
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synthase expression, as acetolactate is a key metabolite related to both branched-chain amino acids
synthesis and acetoin and BDO production.

For the pyruvate to BDO associated genes, it was identified 10 genes related to acetolactate
synthase, three of them harboring a catalytic and a regulatory subunit, most probably related to
branched-chain amino acids synthesis (table 2). Other three copies of catalytic acetolactate synthase
were associated with other genes related to various functions. Only one copy of a catalytic acetolactate
synthase related to the conversion of pyruvate on BDO was found, present on the budABC operon.
For acetolactate decarboxylase and acetoin reductase, only the genes budA, and budC respectively
were found. Also interestingly is the variety of genes for proteins of the COG1028 family (a total of
32 genes encountered), which budC belongs. Those genes could be overexpressed in E. coli for
identification of other peptides of interest for acetoin conversion on BDO, or other reductases to
production of short chain reduced chemicals of interest.

For future projects aiming an increase in BDO production from glycerol as sole carbon source,
strategies involving the overexpression or heterologous expression of genes related to transport and
conversion of glycerol into DHA or DHAP combined with the overexpression of the budABC operon
could be useful for increasing the directing of carbon flow towards BDO production. Manipulating
the expression of regulatory proteins can also lead to an increase in carbon utilization from glycerol
and eventual direction towards the BDO pathway, deletion or overexpression of the the deoR and
fruR regulatory proteins genes can provide insights on their possible role in glycerol as sole carbon
source metabolism and the overexpression of sigma-54tr gene and the deletion of dhaR and glpR

could also promote glycerol conversion into glycolytic precursors and increase its utilization.

Conclusions

The genes described in this work show a remarkable organization for the metabolism of

glycerol and BDO. This work can serve as a source of genetic resources for other projects being that
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the genes described could be studied individually or in novel clusters and operons aiming the
metabolic engineering via synthetic biology of Klebsiella aerogenes or other microorganisms for
increased BDO production from glycerol. The natural organization of the genes showed in this work

can also provide hints for the design of new combinations of genes and fusion enzymes.
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Abstract

The biodiesel industry has the potential to sustain the entire future fuel market. The main
waste from biodiesel production is glycerol, which exceeds its demand. Crude glycerol can be used
as microbial feed for the production of fine chemicals as 2,3-butanediol (BDO). The development of
metabolically engineered bacterium is being explored for increasing glycerol consumption and BDO
production. Escherichia coli by its genetic versatility has been studied for this purpose. The objective
of this work is to develop a novel fusion enzyme to convert simultaneously glycerol into
dihydroxyacetone and acetoin in BDO under a close exchange and recycle of cofactor NADH and
NAD. The engineered E. coli was capable to convert acetoin in BDO in 10mL growth batches and
crude cell enzymatic assays and to achieve increased growth on media supplemented with 25 g/L
glycerol and 5g/L acetoin. The fusion enzyme can be used to improve glycerol directing for BDO

production.

Key words: fusion enzyme; 2,3-butanediol; glycerol

1.Introduction

The total demand for energy has increased dramatically in the past decades and will continue

to grow as the population energy usage increases. In this context the consumption of fossil fuels and
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their derivatives is increasing, causing harmful environmental changes and the reliance on and
depletion of non-renewable energy sources such as petroil and natural gas (Almeida et. al., 2012;
Kalia et al., 2016; Meher et al., 2006; Rahman et al., 2018; Silva et al., 2009; Yang and Zhang, 2018).
In the last decades, considerable efforts have been done for the substitution of fossil fuels by
renewable alternative chemicals based on the transformation of biomass (Almeida et. al., 2012; Cho
etal., 2015; Meher et al., 2006; Silva et al., 2009). One of the most promising alternatives is biodiesel,
that has the potential to sustain the entire future fuel market (Almeida et. al., 2012; Cho et al., 2015;
Kalia et al., 2016; Meher et al., 2006; Silva et al., 2009). Transesterified fatty-acids are used as
biodiesel and the crude glycerol resulted as a residue comprising 10% (w/w) of the total final reaction
obtained, in which 85% (w/w) is composed solely by glycerol (Almeida et. al., 2012; Garg and Jain,
1995; Jhonson and Taconi, 2007; Kalia et al., 2016; Karinen and Krause, 2006; Meher et al., 2006;
Pagliaro et al., 2009; Parate et al., 2018; Rahmat et al., 2010; Silva et al., 2009). Nevertheless, glycerol
is also obtained from other industrial activities as the production of bioethanol and soaps. As an
abundant waste, low cost chemical, high energy reduced molecule and suitable carbon source,
glycerol can be used as feed for its microbial conversion on other highly reduced fine and bulk
chemicals such as 1,3-propanediol, 1,2-propanediol, BDO, dihydroxyacetone, polyglycerols, succinic
acid, and various polyesters (Almeida et. al., 2012; Ashby et al., 2009; Cho et al., 2015; He et al.,
2018; Jhonson and Taconi, 2007; Meher et al., 2006; Rahman et al., 2018). Glycerol is metabolized
by microorganisms, entering the pyruvate production pathway, which consists of two possible
enzymatic conversion steps, the first one comprising the direct transformation of glycerol into
dihydroxyacetone by the glycerol dehydrogenase (GLDH) enzyme, the other by the prior
phosphorylation of glycerol by glycerol kinase (GK) and subsequent conversion on
dihydroxyacetone-3-phosphate by  glycerol-3-phosphate  dehydrogenase  (GPSA), both
dihydroxyacetone and dihydroxyacetone-3-phosphate are precursors entering the glycolytic pyruvate

production pathway being that pyruvate can be subsequently converted in a myriad of other important
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molecules including BDO(Garg and Jain, 1995; Petrov and Petrova 2009; Silva et al., 2009; Syu,
2001; Zhang et al., 2009).

BDO is an organic compound that has been explored by the industry for the production of
1,3-butadiene, antifreeze additives, polyurethane and foams, plastic polymers, methyl ethyl ketone
(MEK), liquid fuels and other fine chemistry compounds (Ashby et al., 2009; Cho et al., 2015;
Rahman et al., 2018; Cho et al., 2015). The biosynthesis of BDO from pyruvate, on BDO producing
strains, occurs by the action of three enzymes, a-acetolactate synthase (a-ALS), a-acetolactate
decarboxylase (a-ALDC), and acetoin dehydrogenase (BDH). Considering E. aerogenes, there was
identified a one copy operon containing the three genes: budA (a-ALDC), budB (a-ALS) and budC
(BDH), respectively (Garg and Jain, 1995; Rao et al., 2011; Shin et al., 2012; Xu, et al., 2015; Yang
et al., 2014). E. aerogenes produces a-acetolactate from two pyruvate molecules by a-ALS and
subsequently a-acetolactate to acetoin by a-ALDC, a-acetolactate can also be readily converted
expontaneously into diacetyl. Diacetyl and acetoin can be both converted into BDO by the BDH
enzyme that can act both as acetoin reductase and butanediol dehydrogenase (Garg and Jain, 1995;
Rao et al., 2011; Shin et al., 2012; Xu, et al., 2015; Yang et al., 2014).

Many strategies have been explored for higher BDO production titers from crude glycerol,
one of those strategies of interest is the metabolic engineering of known BDO producing bacterium
strains as E. aerogenes and Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) or the cloning of synthetic pathways for
BDO production in E. coli (Cho et al., 2015; Petrov and Petrova 2009; Rahman et al., 2018; Cho et
al., 2015; Xu, et al., 2014; Yang et al., 2014; Yang and Zhang, 2018; Zhang et al., 2018). Two main
bottlenecks for BDO production from glycerol concern the speed and higher conversion of glycerol
into pyruvate and subsequently from pyruvate to acetoin and BDO, and the other is the maintenance
of redox balance of NADH and NAD+ inside the microorganism, as there is a relationship of four
NADH to one NAD+ cofactor being released from the glycerol to BDO enzymatic pathway (Almeida

et. al., 2012; Li et al., 2013; Liu et al., 2018). Therefore, the development of a simple strategy
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directioned to overcome both bottlenecks simultaneously can be a powerful approach to improve
BDO production from glycerol.

Escherichia coli is well established as a suitable chassis for expression of various genes of
interest and its genome have been extensively studied (Liu et al., 2018; Yang and Zhang, 2018). The
strategies explored for BDO production in E. coli involved the overexpression of the three-enzyme
pathway a-ALS, a-ALDC and BDH from other species such as Klebsiella pneumoniae budA, budB,
Bacillus subtilis ydjL (BDH) (Forster et al., 2017; Tong et al., 2015; Yang and Zhang, 2018). Strains
of Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, and
Enterobacter cloacae were also explored as suitable sources of heterologous genes for a-ALS, a-
ALDC and BDH cloning on E. coli (Xu, et al., 2014; Yang and Zhang, 2018). Not only the
heterologous genes were cloned but also different expression promoters were tested aiming cheap
inducer molecules and better cytoplasmic levels of enzymes (Yang and Zhang, 2018).

Other strategies for the cytoplasmic redox control have been explored. The overexpression of
NAD synthesis pathway to increase its concentration, the knockdown of other deviant cofactor-
consuming pathways, replacement of enzymes with different cofactor needs, the NADH to NADPH
conversion for enzymes with preferential cofactor needs, cofactor regeneration systems and the
creation of fusion proteins for simultaneous cofactor regeneration and conversion of substrate
molecules (Bao et al., 2014; Fang et al., 2015; Liu et al., 2018). Fang et al. (2015) have developed a
fusion protein of a GLDH and an NADH oxidase (NOX) for the development of a bi-enzyme system
aiming increased production of dihydroxyacetone and as a biotechnological tool in glycerol analysis
(Fang et al., 2015; Lu and Feng, 2008). Rahman et al. (2018) also suggest on its conclusions that the
cloning of both a very efficient GLDH enzyme gene and the genes for BDO production budB and
budC could lead to higher levels of BDO production (Rahman et al., 2018).

The development of novel combinatorial enzymes increasing redox homeostasis and carbon

directing for BDO production are essential for the future development of biorefineries using waste
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substrates as glycerol. In this work, we developed a fusion protein of a glycerol dehydrogenase and
an acetoin reductase enzymes for both increased conversion of acetoin into BDO, increased directing
of glycerol into the pyruvate producing pathway via dihydroxyacetone and to maintain a close
exchange and recycling of NAD and NADH.

The peptide expressed can be studied in the future for applications as a second step enzymatic
system for both dihydroxyacetone and BDO production using acetoin and glycerol obtained from
previous fermentation steps and from biodiesel refineries respectively. The plasmid constructed can
also be cloned into species of the genus Enterobacter or Klebsiella to evaluate its capacity to improve

BDO production and accelerate glycerol consumption.

2. Materials and methods

2.1 Enzymes and chemicals

Acetoin and Glycerol were purchased from Sigma Aldrich (USA). Isopropyl-p-d-
thiogalactoside (IPTG) and kanamycin were purchased from Thermofisher scientific, (USA), YNB
(Yeast Nitrogen Base) was acquired from Difco™. All chemicals used in this work were

commercially available and analytical-graded.

2.2 Bacterial strain, vectors, and insert construction

The control vector pET28a+ was purchased from Merck Millipore (USA) and the synthetic
plasmid pGLDH-BDH was constructed by Integrated DNA Technologies (IDT) (USA) using a
pIDTsmart kanamycin resistance backbone vector. The genome of Klebsiella aerogenes KCTC2190
annotated under the NCBI accession number NC_015663.1 was utilized for a search of glycerol and

BDO metabolism genes of interest for the fusion enzyme construction. After the selection of the two
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enzymes GLDH and BDH, the Integrated DNA Technologies online system for codon optimisation
was utilised on the primary sequence of the enzymes for Klebsiella species codons, this way, the
genes obtained were different from the original ones, which would prevent homologous
recombination if the plasmid is utilized in other studies involving cloning in Enterobacter and
Klebsiella species. The codon optimization index for the insert was calculated using the Biologics
International Corp codon adaptation index calculator. Escherichia coli DH5a was used for cloning

and expression of both pET28a+ and pGLDH-BDH plasmids.

2.3 Media and growth conditions

Escherichia coli DH5a was grown in a Luria—Bertani (LB) medium containing (g/L): peptone
10.0 g/L, yeast extract 5.0 g/L and sodium chloride 5.0 g/L at pH 7.0 (Rahman et al., 2018). The LB
broth medium was supplemented with 100 pug/mL kanamycin when necessary to maintain the
plasmids (Rahman et al., 2018).

An initial experiment was performed to define the inhibitory effect of acetoin on E. coli
growth. E. coli DH5a was grown overnight on LB medium at 37°C with 150 rpm agitation. 0,5 mL
of previously grown E. coli were added to 10 mL LB medium with different ratios of glycerol and
acetoin as carbon source, respectively: 50g/L to 0g/L; 45¢/L to 5g/L; 40g/l to 10g/L; 35¢/L to 15¢/L;
30g/L to 20g/L and 25¢g/L to 25¢/L. Cell concentration was measured at OD 600 after 4 and 8 hours
of cultivation.

For the bioconversion study with the transformed E. coli strains, the YNB (Yeast Nitrogen
Base) at pH 7.0 media supplemented with 0.2g/L casein hydrolysate was utilized. YNB was chosen
to alleviate the lack of micronutrients and amino acids on the minimal medium. Two batches, one
with the addition of 5g/L acetoin and 25g/L glycerol and the other with 25g/L glycerol solely were

performed.
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The cells were grown for 48 hours at 37°C, 150 rpm with sample recovery at 0; 2; 4; 6; 8; 10;
12; 14; 24; 48, hours respectively, the initial cell concentration was defined as approximately 0.05
OD 600.

The two growth experiments were carried out using E. coli pET28a+, E. coli pGLDH-BDH
non induced and E. coli pGLDH-BDH induced with IPTG 0.1 mM after 4 hours of growth. The
samples collected were analyzed by HPLC for total acetoin and BDO concentration.

For the enzyme expression and crude lysate assay, the transformed E. coli was cultivated on
Luria—Bertani (LB) and induced by the addition of IPTG at mid-log phase. The initial pH of all
cultivation media was adjusted to 7.0 by adding NaOH/HCI and the temperature was maintained at

37°C with 150 rpm shaking.

2.4 Enzymatic reaction conditions and cell extracts

Cell extracts were obtained from pGLDH-BDH and pET28a+ transformed E. coli. Both

transformants were grown at 50mL LB at 37°C under 150 rpm agitation and both were induced with
IPTG at mid-log phase and let grow for more three hours after induction.
The cells were harvested by centrifugation for 5 minutes at 5000 rcf on a 5804R Eppendorf centrifuge
at 4°C, the pelleted cells were washed three times with a 0.9%NacCl solution by centrifugation with
the same previous conditions. The washed cells were then resuspended on 1mL deionized water by
10 seconds vortexing. The washed cells were then lysed by four freeze-thaw cycles, 40 minutes at
room temperature and 20 minutes at -80°C. The total protein concentration of both pGLDH-BDH and
pET28a+ E. coli extracts was carried out using the Bradford (1976) protocol.

The enzymatic reactions were performed on a total volume of 900uL reaction media pH 7.0
at 37°C and a total of 90ug of measured protein from E. coli pET28a+ and E. coli pPGLDH-BDH cell

extracts were utilized, maintaining a total protein concentration of 10ug/mL of reaction.
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The reaction was carried out using approximately 45g/L glycerol and 3.5g/L acetoin
containing 35mM (NH4).SO4 and 0.1mM NADH. The reaction was performed in quadruplicates and
samples of 100pL were collected at 10 and 30 minutes. The samples collected were diluted in 400uL
miliQ H20 and then utilized on HPLC to measure acetoin, glycerol, and BDO. This experiment gives
an overview of the pGLDH-BDH cells extracts capacity to accelerate glycerol conversion and

production of BDO.

2.5 Expression and SDS-PAGE analysis of GLDH-BDH

The transformed E. coli DH5a cells containing the plasmids pGLDH-BDH and pET28a+ were
grown at 37 °C, in LB medium supplemented with 100 ug/mL kanamycin 24 h with shaking at 150
rpm (Rahman et al., 2018). Those overnight cultures were inoculated into fresh LB medium
containing kanamycin to an OD600 of 0.05-0.1 (1:50 dilution of the overnight culture) (Fang et al.,
2015; Rahman et al., 2018). The cultures were grown until they reach mid-log phase (OD600 = 0.4—
0.5, 2-3 h) (Fang et al., 2015; Rahman et al., 2018) and then induced by adding IPTG to a final
concentration of 0.1 mM and incubated for an additional 3 hours. The cells were then harvested by
centrifugation, washed, and submitted to 4 freeze-thaw cycles to obtain cell extracts. The cells
extracts were measured to its total protein concentration by the Bradford (1976) method and a total
of 50ug of protein was utilized for SDS-PAGE sample preparation. The samples were prepared by
the addition of p-mercaptoethanol, SDS-laemmli buffer (Laemmli, 1970) and were boiled for 10
minutes at 100 °C. Samples of E. coli pPGLDH-BDH and E. coli pET28a+ were applied to an SDS-
PAGE 10% gel and identified by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck) (Fang et al.,
2015; Rahman et al., 2018). The Precision Plus Protein All Blue Standards from Bio-Rad was used

to estimate the molecular weight of proteins.
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2.6 Analytical

The biomass concentration was measured from the absorbance at 600 nm (Rahman et al., 2018). The
optical density at 600 nm (OD600) was obtained from a cuvette spectrophotometer Biochrom Libra
S12. The Major metabolic products (acetoin, glycerol and BDO) were identified and quantified by
HPLC (Agilent Technology, model 9100; Shimadzu, model LC-20AD), using a refractive index
detector with an Aminex HPX-87H column (Aminex®, Bio-Rad HPLC columns) (300mm x 7.8mm,
9um) consisting of an H + ion exchange column established by the copolymer styrene-divinylbenzene
sulfonate, suitable for the separation of sugars, glycerol, acetoin, BDO and other alcohols. For the
growth batches, acetoin, butanediol and optical density at 600nm wave length were measured and for

the enzymatic reaction, glycerol, acetoin, and butanediol were measured.

2.7 Statistical analysis

All the experiments were performed in triplicate and the results expressed in terms of mean £ SD
(standard deviation). The statistical analysis of data was performed to test the significant difference
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s honest significant difference (HSD)
test (p < 0.05) (Rahman et al., 2018). The software Microcal Origin was used for graph construction

and statistical analysis.

3. Results and discussion

The genome of K. aerogenes under the accession number NC_015663.1 was utilized for a
search of glycerol and BDO metabolism genes of interest for the fusion enzyme construction. There

were identified 25 genes for transport, gene expression regulation and metabolism of glycerol into
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dihydroxyacetone-phosphate and dihydroxyacetone and 13 genes related to pyruvate conversion on
acetolactate, acetoin, BDO, and acetoin utilization. The genes for the proteins GLDH (gldA gene)
(NCBI accession number: WP_004146274) and BDH (budC gene) (NCBI accession number
WP_015366942) were selected for the construction of a fusion enzyme aiming the production of
BDO and consumption of glycerol. The GLDH enzyme selected is the main participant on conversion
of glycerol in dihydroxyacetone and is expressed monomerically and the BDH enzyme is the only
enzyme annotated in the genome of K. aerogenes to have the specific function as acetoin reductase.
Both GLDH and BDH were selected also because they are complementary on the NADH/NAD
cofactor usage, so by bringing both proteins close together by fusion it is expected that less cofactor
molecules may be needed for dihydroxyacetone and BDO production as a more constant and
interconversion of cofactor is expected to occur. The expected result is an increased directing of

glycerol to the pyruvate forming pathway and an increase in acetoin conversion into BDO.

3.1 Construction of the fusion enzyme and plasmid pGLDH-BDH

The proteins for GLDH (gldA gene) (WP_004146274) and BDH (budC gene)
(WP_015366942) from K. aerogenes KCTC 2190 were selected for the fusion enzyme sequence
construction, the GLDH sequence was inserted on the amino-terminal portion of the enzyme and the
BDH sequence was inserted at the carboxy-terminal portion. A small spacer with 9 amino acids was
included between both enzymes. With the primary sequence of the fusion enzyme, the IDT online
system for codon optimization was utilized and the unwanted restriction enzyme sites for Avrll, Spel,
Nhel and Hindlll sites were changed. The codon optimization was also employed to allow better
expression and codon usage for K. aerogenes strains for further studies involving cloning of the
plasmid containing the fusion enzyme on species of Klebsiella and Enterobacter. The CAI (codon

adaptation index) obtained for the codon-optimized GLGH-BDH was 0.61 in E. coli and 0.71 in
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Klebsiella pneumoniae indicating that the codon usage was appropriate for protein expression in both
species. The strong promoter tac with the lac operator and the pET28a+ ribosomal binding site (RBS)
were used for the fusion enzyme expression.

Following the two stop codons (TAA and TAG) used for the fusion enzyme, a subsequent
RBS was included, followed by an ATG start codon, the cleavage sites for Avrll and Spel restriction
enzymes and a TAA stop codon, allowing the further cloning of other genes in operon with the fusion
enzyme constructed.

Subsequent to this small cloning site, a lac promoter and operator were inserted, with a third
RBS, an ATG start codon, the Nhel and Hindlll restriction enzyme cleavage sites, and a TAA stop
codon. The addition of this small ORF aimed to allow the expression of other genes under a separated
promoter from the fusion enzyme. No terminator sequence was added between the GLDH-BDH
operon construct and the second ORF.

Both the in operon cloning site and lac expressed cloning site were introduced to allow further
cloning of genes of interest for metabolic engineering aiming glycerol consumption and BDO
production.

Finally, the sequence synthesized encompass the tac promoter until the last stop codon of the

lac regulated cloning site and have a total of 2116 bp in size (Figure 1).

RBS 3

(Cloning ORF 1)

. B gldA -> budC fusion protein l|:|'

tac promoter | | Cloning ORF 2
lac operator RBS1 RBSZ Iac promoter
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Fig. 1: Design of the fusion enzyme insert. 2116 bp DNA containing from 5’ to 3’: tac
promoter; lac operator; first RBS; fusion enzyme CDS; second RBS; cloning ORF 1 (in-operon start
codon followed by two restriction enzyme sites and one stop codon); lac promoter; lac operator; third
RBS; cloning ORF 2 (start codon followed by two restriction enzyme sites and one stop codon).

Figure created using the snapgene software.

The synthesized sequence was inserted on the pIDTSmart-kan vector with resistance to
kanamycin, the sequence was inserted to allow the original tonB transcription terminator of the
plasmid in frame with the two open reading frames (ORFs) of the synthesized sequence. The final
pGLDH-BDH plasmid holds a total of 3838 bp of circular DNA and was cloned in E. coli DH5a for

expression of the fusion enzyme and further experiments.

3.2 Effect of acetoin on E. coli growth

Prior to the biotransformation experiments, a first analysis was carried out to define the
acetoin inhibition effect or utilization over non transformed E. coli growth, by testing different ratios
of glycerol and acetoin.

O.D 600 for the cultivation at 8 hours were measured and it was observed a decrease in cell
concentration according to the different acetoin concentrations, which shows acetoin could have an
inhibitory effect on E. coli and that E. coli is not able to consume acetoin as carbon source, lacking

enzymes to its utilization or conversion (Figure 2).
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0.D. 800 after 8 hours of growth

2525 2030 15035 10/40 5/45 0/50
Concentration in g/L (acetoin/glycerol)

Fig 2. O.D. 600 of E. coli DH5a growth after 8 hours on different acetoin/glycerol
concentration. The statistical analysis showed 3 distinct groups (a,b,c) with significative difference

(p<=0,05) and correlation with different glycerol/acetoin ratios.

Growth at 8 hours coincided with initial stationary phase for E. coli growth on the given
conditions, and was used to evaluate cell density of the control E. coli as it could give a perspective
of the effect of acetoin on growth speed and effects on the cell metabolism. Acetoin may have
influence on the cell transport of nutrients and may compete with other molecules for access to
membrande transporters. Acetoin can also compete with other molecules as carbohydrates and small
alcohols for ligation with enzymes prostetic sites and cause a mild inhibitory effect on those enzymes
activities. Nevertheless, acetoin in concentrations as 25 g/L pose a significant challenge for E. coli

growth.

3.3 Fusion enzyme GLDH-BDH expression on E. coli.

The GLDH-BDH enzyme of (1148 a.a) with approximately 67 KDa was expressed and could

be visualized on SDS-PAGE. 50 pg of total proteins from both E. coli pGLDH-BDH and E. coli
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PET28a+ extracts were used for SDS-PAGE analysis. The expected size of the fusion enzyme of

67KDa and its respective band was present only on E. coli pGLDH-BDH as shown in figure 3.

2 1 MW
¢ % 250KDa
150 KDa

100 KDa

S 75 KDa

67 KDa —p =

S 50KDa

37 KDa

N 25 koa

. 20KDa

Fig. 3: SDS-PAGE analysis of the fusion enzyme present only on E. coli pPGLDH-BDH. MW:

Molecular weight marker. 1: E. coli pET28a+ extract. 2: E. coli pPGLDH-BDH extracts.

3.4 E. coli pGLDH-BDH growth on YNB media

E. coli cells transformed with pET28a+ and the pGLDH-BDH plasmid were grown on
YNB media without acetoin suplementation (figure 4A). In this case, both pGLDH induced and non-
induced presented a slight diminished growth when compared to the pET28a+ transformed cells.
However, when cultivated with a proportion of 25 g/L glycerol and 5g/L acetoin E. coli pGLDH-

BDH showed an increase in growth (Figure 4B).
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Fig. 4: Growth experiment with E. coli pET28a+ (—®—), E. coli pGLDH-BDH induced

after 4h of growth (—e—) and pGLDH-BDH non-induced (—<=—) on YNB media containing

25g/L glycerol and 0.2¢g/L casein hydrolysate pH 7.0 (A) or 25g/L glycerol, 5g/L acetoin and 0,2g/L

casein hydrolysate pH 7.0 (B).
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On other experiments when no acetoin was supplemented or when acetoin was supplemented
in a concentration higher than 5g/L, the pGLDH-BDH transformed cells presented a diminished
growth.

In all the cultivations, when E. coli pPGLDH-BDH was grown only with glycerol, there was
not detected the production of BDO, as E. coli lack the budAB genes.

Acetoin was converted into 2,3-butanediol by the pPGLDH-BDH transformed E. coli. The
measurement showed that pET28a+ transformed E. coli still absorbed acetoin, however, was unable
to metabolize it. The major difference in acetoin concentration appeared at 24 hours growth when
bacteria enter the stationary phase.

BDO was produced by pGLDH-BDH transformed E. coli. The production of BDO started at
10 hours cultivation and reached a final concentration of 0.343 (g/L) and 0.316 (g/L) BDO for the

induced and uninduced pGLDH-BDH E. coli (samples diluted 1:5) (figure 5).
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Fig. 5: Acetoin and BDO concentration profile for the growth experiment. Acetoin

concentration: E. coli pET28a+ (—=—), E. coli pGLDH-BDH induced after 4h of growth (—&—
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) and pGLDH-BDH uninduced (—&—). BDO concentration: E. coli pET28a+ (—#—), E. coli
pPGLDH-BDH induced after 4h of growth (—®—) and pGLDH-BDH uninduced (—#&—). YNB

media containing an initial concentration of 25g/L glycerol and 5g/L acetoin.

BDO was produced by pGLDH-BDH transformed E. coli. The production of BDO started at
10 hours cultivation and reached a final concentration of 0.343 (g/L) and 0.316 (g/L) BDO for the
induced and uninduced pGLDH-BDH E. coli (samples diluted 1:5).

Interestingly, the log phase coincided with the start of detectable production of BDO. Another
interesting fact observed is that the supplemented acetoin concentration tended to diminish in all
growth conditions until the log phase, which could be related to the number of cells multiplying and
absorption of acetoin by the cells. After the log phase, only the pGLDH-BDH E. coli showed a steady
decrease in extracellular acetoin concentration and the control E. coli showed a remarkable increase
in extracellular acetoin concentration. This phenomenon observed may be related to the accumulation
of acetoin inside the cell and subsequent release by cell lysis. Other possible explanation of this
phenomenon observed is an initial accumulation of acetoin inside the cell by diffusion or facilitated
diffusion by a membrane transporter and a subsequent stabilization of intracellular and extracellular
concentrations of acetoin. This is especially interesting as the same mechanism for glycerol transport
may play arole in acetoin transport, which could impact on the cell access to glycerol by competition
for the membrane transporters. That could also be related to diminished growth of E. colion 1to 1
proportions of glycerol and acetoin. Despite that, the mechanisms of acetoin transport remain to be
elucidated. Another interesting fact is that the pPGLDH-BDH E. coli have an increased adaptation rate
at initial cultivation than the control E. coli, which could be related to a number of possibilities,
ranging from toxicity of the fusion enzyme to competition of resources for plasmidial replication,

transcription and fusion enzyme expression.
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3.5 E. coli pGLDH-BDH extracts enzymatic reaction5

On the enzymatic assay performed with both E. coli extracts, the final reaction samples
obtained from E. coli pPGLDH-BDH presented a considerably higher glycerol and acetoin conversion,
an increase of approximately 12% and 29% after 30 minutes respectively when compared to the

control E. coli pET28a+ (figure 6).
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Fig 6. Enzymatic reaction using E. coli pet28a+ (") and E. coli pGLDH-BDH (M) extracts
after 10 and 30 minutes. A) Total glycerol conversion. Significative difference (p<=0.05) between
pGLDH and pET28a+ extracts only after 30 minutes of reaction B) Total acetoin conversion.
Significative difference (p<=0.05) between pGLDH and pET28a+ extracts at 10 and 30 minutes of

reaction.

Only the E. coli pGLDH-BDH extracts were able to produce BDO, reaching the final

concentration of 0.38 g/L of BDO after 10 minutes and 0.44 g/L BDO after 30 minutes of reaction.

3.6 Discussion
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GLDH-BDH enzyme was developed with a CAl of 0.61 for E. coli and 0.71 for Klebsiella
pneumoniae which guaranteed considerable expression levels being that codon utilization is in strong
relation with expression and protein quality and folding (Angov et al., 2008; Fang et al., 2015; Marin,
2008). The designed plasmid was created to allow novel heterologous genes to be cloned, which could
be used for metabolic engineering of both Escherichia and Klebsiella species.

The increased adaptation period of growth observed on E. coli pPGLDH-BDH when grown
with higher amounts of acetoin or in the absence of acetoin could be related to the fusion enzyme
toxicity to the cells or interaction with other enzymes present in the cytoplasm, other explanation is
the use of the strong promoters tac and lac and a strong origin of replication ori from pUC18 which
could be responsible to an increase in transcription of the insert ORFs and multiplication of the
plasmids, depleting the bacteria of ribonucleotides and nucleotides for its own homeostasis and
division. A third hypothesis for the diminished growth observed is the difference on expression
moment, being that species of Klebsiella and Enterobacter only start producing BDO at the end of
growth phase and during stationary phase, which could lead to product inhibition on E. coli, by its
early expression and production of BDO. Despite that, on a 25g/L glycerol 5g/L acetoin supplemented
medium, E. coli pGLDH-BDH presented a higher growth after 48 hours incubation, which bestows
the correct relation of substrate concentration to correct functioning of the fusion enzyme and correct
recycling of the coenzymes, allowing a higher conversion of glycerol into biomass which could
diminished the plasmid genetic cargo.

The same effect on growth inhibition at initial log phase and subsequent increased growth on
final log phase was also observed on a strain of Bacillus amyloliquefaciens overexpressing separately
the K. pneumoniae heterologous GLDH and BDH enzymes genes (Yang et al., 2015). In the case of
the modified Bacillus amyloliquefaciens (a known BDO producer), the final titer of BDO obtained

was 103.4 g/L after the overexpression of the acetoin metabolism activator protein alsR gene and an
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improve on fermentation conditions (Yang et al., 2015). Yang et al., 2015 also concluded that there
was no difference betwen the intracellular ratio of NADH and NAD on both transformed and control
strains, which showed the overexpression of the enzymes was able to maintain the regeneration of
cofactors coping with a possible NAD/NADH imbalance.

It is important to notice that E. coli pPGLDH-BDH was slower to adapt and to grow, which
could be caused by excessive fusion protein mRNA, plasmidial DNA replication and peptide
production as discussed previously. As a strategy for further studies involving cloning and expression
of this enzyme, a T7 promoter could be used on BL21DE3 E. coli cells for a better control of
expression proteins and possible toxicity effects on growth. However, in this project, it was desirable
to have a common promoter for the fusion enzyme, which could allow the ORF to be expressed on
other bacterial strains lacking the T7 transcriptase. Other possibilities are the usage of the constructed
plasmid for overexpression of other genes of interest for glycerol and BDO metabolism on different
chassis, as the plasmid contains two specific cloning sites, one for an operon expression of newly
cloned proteins with the fusion enzyme, and the other with an independent lac promoter. The cloning
of the alsR gene, an activator of BDO metabolism gene, overexpression of transport proteins for
glycerol or other genes directed for dihydroxyacetone, dihydroxyacetone-phosphate formation and a
triosephosphate-isomerase overexpression for directing dihydroxyacetone to glyceraldehyde-
phosphate formation could lead to increased production of BDO and consumption of glycerol, or an
acceleration of the fermentation process. The remaining budAB genes could also be overexpressed in
a novel synthetic operon.

E. coli pGLDH-BDH extracts were able to increase glycerol conversion and to produce BDO.
After 30 minutes of reaction, a total of 0.44g/L of BDO was produced from acetoin (initial
concentration of approximately 3.5g/L) which showed the potential of the fusion enzyme for

production of BDO and consumption of glycerol.
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Considering the enzymatic assay, a greater initial concentration of glycerol (approximatelly
45g/L) compared to acetoin (approximately 3.5g/L) was utilised to influence in the directing of
NADH recycling for the BDH enzyme and to approximate to the substrate concentrations on actual
fermentations by known BDO producers. The experiment was also designed to evaluate a possible
use of the cell extracts as an enzymatic adjuvant for BDO production and to validate the fusion
enzyme as a suitable tool for metabolic engineering, to subsequent uses.

Other aspects of the fusion enzyme developed remain to be evaluated, as optimal pH and
optimal substrate concentrations, nevertheless, the fusion enzyme was able to show the capacity to
perform both glycerol dehydrogenase and acetoin reductase activities. One interesting aspect that
could be investigated is the alteration of the GLDH-BDH activity only with acetoin and NADH as
substrates compared to a non-fusioned overexpressed BDH enzyme as well as the GLDH-BDH
activity only with glycerol and NAD as substrates compared to a non fusioned GLDH enzyme.

That experiment could provide insights on possible effects of better solubility of enzyme or possible

protein fusion effect on the activity of both GLDH and BDH.

4. Conclusions

The fusion enzyme developed in this work is able to both increase glycerol and acetoin
consumption and lead to BDO production on E. coli DH5a cells and in cell extracts containing the
enzyme. Cells expressing the fusion enzyme were able to reach higher growth levels and biomass
formation. The fusion enzyme can be further used for optimization of BDO production from glycerol
on other known BDO producing bacterial species. Other studies should be performed to define the

optimal activity conditions of this new fusion enzyme.
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4. CONCLUSOES GERAIS

- Neste trabalho, foi possivel identificar os principais genes envolvidos no consumo e
metabolismo de glicerol e na producdo de BDO em Klebsiella aerogenes KCTC2190, montando
assim um repertorio de “ferramentas genéticas” ou biobricks que podem ser utilizados visando a

engenharia metabolica de microrganismos de interesse.

- A partir deste repertorio de “ferramentas genéticas” foi possivel construir um gene para
expressao de proteina quimérica entre uma enzima glicerol desidrogenase e uma enzima acetoina
redutase, visando aumento no consumo de glicerol e producdo de BDO e a manutencdo de uma
reciclagem mutua entre NADH e NAD proxima a enzima quimérica.

- O plasmideo contendo o gene para a enzima quimérica foi clonado em E. coli. Sendo que
foi possivel a selecdo de células transformantes em meio contendo marcador antibiético do

plasmideo.

- A enzima quimerica foi expressa eficazmente em E. coli DH5a tanto em indugdo com IPTG

ou sem indugé@o com IPTG e foi possivel sua visualizacdo em gel de poliacrilamida SDS.

- A enzima quimeérica construida neste trabalho foi capaz de aumentar o crescimento celular
e levar a producdo de BDO a partir de acetoina em E. coli DH5a, quando em crescimento em meio

contendo 25¢/L de glicerol e 5g/L de acetoina.

- A proteina quimérica em extrato celular também foi capaz de aumentar a conversdo de

glicerol e a producdo de BDO em reacdo enzimatica contendo 45g/L de glicerol e 5g/L de acetoina.
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- A proteina quimérica desenvolvida apresentou potencial para sua utilizacdo em estudos
futuros, visando sua avaliagdo como um aditivo em processo fermentativo visando consumo de
glicerol e producdo de BDO, assim como sua clonagem e expressao em espécies produtoras de

acetoina.

- Néo foi possivel a transformacéo de Enterobacter aerogenes ATCC13048 com o plasmideo
desenvolvido ou com plasmideo controle pET28a+. Espécies do género Enterobacter ja foram
descritas como cepas de transformacdo dificil apesar de existirem protocolos descritos para
transformacdo de algumas espécies proximas como Klebsiella pneumoniae. Para Enterobacter
aerogenes ATCC13048, nenhum protocolo existente foi encontrado para sua transformacgdo. Os
possiveis motivos para a dificuldade encontrada em transformar E. aerogenes podem ser: a possivel
falta de fatores de transcricdo para expressdo da proteina de resisténcia a canamicina; a possivel
auséncia de fator de replicacdo que se adeque a origem de replicacdo do plasmideo; sistemas de

protecdo interna da bactéria contra DNA exdgeno ou outras endonucleases nativas da bacteéria.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso do plasmideo construido neste trabalho se mostrou promissor como uma ferramenta
para engenharia metabdlica visando o aumento no consumo de glicerol e visando a producédo de BDO.
Em estudos futuros, o plasmideo pGLDH-BDH pode ser utilizado para clonagem de novos genes
envolvidos nas vias metabolicas de consumo de glicerol e producdo de BDO, o plasmideo foi
construido para permitir a clonagem de genes de interesse em operon com a enzima quimerica, ou
sob promotor lac independente, as enzimas de restricdo selecionadas para clonagem foram escolhidas
por ndo estarem presentes nativamente nos genes originais de Klebsiella aerogenes KCTC2190,
assim sendo, genes como a proteina facilitadora de glicerol, os genes budAB, glicerol-3-fosfato
desidrogenase, glicerol kinase entre outros podem ser amplificados por PCR e logo em seguida
clonados no plasmideo.

Apesar de ndo ter sido alcancada a inser¢do do plasmideo pGLDH-BDH em Enterobacter
aerogenes ATCC13048, outras espécies do género Klebsiella podem ser utilizadas na tentativa de
clonagem do plasmideo de interesse, atualmente, alguns protocolos para transformacédo de Klebsiella
pneumoniae ja foram descritos, utilizando eletroporagéo e cloreto de célcio.

O plasmideo construido ainda pode ser utilizado em Escherichia coli para superproducao da
enzima quimérica, visando sua purificacdo ou utilizacdo em extratos de células para acelerar ou
melhorar os processos fermentativos de glicerol para producdo de BDO, Para tanto, seria necessario
a realizacdo de andlise de fermentacdo de glicerol na presenca de cepas formadoras de BDO e do

extrato contendo a enzima quimérica ou da enzima quimérica purificada.
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Resumo

Os avancgos na biologia molecular, bioinformatica, biologia de sistemas e no estudo
de genbmica, protedmica e metabolémica levaram ao desenvolvimento de duas areas
tecnoldgicas com potencial para revolucionar a biotecnologia como um todo. Ambas as
areas, a biologia sintética e a engenharia metabdlica vem sendo desenvolvidas e aplicadas
para solucdo de diversos problemas, alguns exemplos sendo: na redugéo dos custos de
producdo de compostos quimicos de maior valor agregado em biorrefinarias, reduzindo o
impacto ambiental e possibilitando a criagdo de sistemas renovaveis para obtengdo destes
variados compostos; na industria farmacéutica, com a possibilidade de modificar vias
metabdlicas pouco produtivas de compostos de interesse no desenvolvimento de farmacos
e a utilizacdo de diferentes organismos para expressao de novas vias metabdlicas; na
medicina, sendo a biologia sintética aplicada no desenvolvimento de terapias génicas e no
combate de agentes etiolégicos biolégicos como virus e microrganismos patoldgicos; na
industria de alimentos, sendo que a biologia sintética e a engenharia metabdlica sao
aplicados em microrganismos para obtencao de flavorizantes, aromatizantes e diferentes
micro e macro nutrientes; no desenvolvimento de novas solugdes industriais e outras
aplicacdes de organismos chassis que envolvam deteccdo e sinalizacdo, purificacdo e
extracdo e modificacdo enzimatica de diferentes compostos quimicos. Outras aplicacdes
destas tecnologias poderao influenciar em varias questdes diarias e trazer solugcbes em
campos ainda nao explorados. Neste trabalho visamos organizar os pontos relevantes
recentes na biologia sintética e engenharia metabolica, com exemplos de aplicacfes destas
tecnologias no mundo académico e no setor produtivo, discutindo o presente, e a
prospeccao futura de estado da arte destas tecnologias e as mudancas de paradigma que
podem trazer para a sociedade. Este trabalho também pode servir de inspiracdo no
desenvolvimento de novas combinacgdes de biobricks e de novos sistemas baseados em
engenharia metabdlica e biologia sintética.

Palavras chave: genética, Engenharia metabdlica, biobricks

Abstract

Advances in molecular biology, bioinformatics, systems biology and the study of genomics,
proteomics, and metabolomics have led to the development of two technological areas with
the potential to revolutionize biotechnology as a whole. Both areas, synthetic biology, and
metabolic engineering have been developed and applied to solve several problems, some
examples being: reducing the production costs of higher value-added chemical compounds
in biorefineries, diminishing environmental impact and enabling the creation of renewable
systems to obtain these various compounds; in the pharmaceutical industry, with the
possibility of modifying poorly productive metabolic pathways of compounds of interest in
the development of drugs and the use of different organisms to express new metabolic
pathways; in medicine, in the development of gene therapies and in the efforts to uphold
against biological etiological agents such as viruses and microorganisms; in the food
industry to modify microorganisms to obtain additives, flavorings and different micro and
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macronutrients; in the development of new industrial solutions and other applications of
chassis organisms involving detection and signaling, purification and extraction and
enzymatic modification of chemicals and peptides of interest. Other applications of these
technologies may influence many daily issues and bring solutions in fields not yet explored.
In this work we aim to organize the relevant aspects of synthetic biology and metabolic
engineering, with examples of applications of these technologies by the academic
community and the productive sector, discussing the present, and future state-of-the-art
exploration of these technologies and paradigm shifts that they may bring to society. This
work can also be an inspiration for the development of new combinations of biobricks and
new systems based on metabolic engineering and synthetic biology.

Key words: Synthetic biology, metabolic engineering, biobricks

Biologia sintética

A biologia sintética é um novo termo para uma ideia antiga. Em seu livro de 1912,
The Mechanistic Conception of Life, o biélogo alemé&o-americano Jacques Loeb propds que
0s organismos vivos fossem considerados a partir de uma perspectiva de engenharia - ndo
apenas como entidades “projetadas” pela evolugdo, mas como dispositivos passiveis de
intervencdo humana, manipulacéo e alteracédo (BALL, 2018).

Essa foi uma visdo nascida em parte por pura ingenuidade. De onde vinha a
vitalidade da vida havia sido um profundo mistério para os cientistas, mas apenas nas
décadas seguintes a proposta de Loeb é que os bidlogos comecaram a perceber que as
origens surgiam da capacidade da matéria viva de se organizar em escalas microscopicas.
E essa organizagao se mostrou incrivelmente complicada (BALL, 2018).

As esperancas de total compreensdo dos mecanismos de heranca e controle
genéticos, para levar a compreensdo das células e os organismos em termos de sua
magquinaria molecular, deram lugar a uma apreciacdo da complexidade desconcertante dos
sistemas vivos (BALL, 2018).

Entretanto, mesmo com os desafios ainda existentes, € possivel intervir na genética
de maneiras que as vezes sdo previsiveis. Entende-se muito sobre como o0s genes tendem
a funcionar em redes, regulando a atividade uns dos outros para direcionar o destino da
célula. Essa analise dos genomas em termos de redes funcionais envolvendo feedback,
switching e amplificacéo é aquela que soa familiar aos engenheiros. (BALL, 2018).

Dessa forma, a biologia sintética se caracteriza como um campo tecnoldgico
emergente que envolve a constru¢do orientada por engenharia de entidades bioldgicas
cada vez mais complexas para novas aplicacbes. Os principais aspectos de uma
abordagem de engenharia sdo a orientacdo para propositos especificos, a percepcao
profunda dos principios cientificos subjacentes, uma hierarquia de abstracdo incluindo
interfaces adequadas entre e dentro dos niveis da hierarquia, padronizacdo e separacao
entre projeto e fabricacdo. A biologia sintética investiga as possibilidades de implementar
esses requisitos no processo de engenharia de sistemas biolégicos (HEINEMANN; PANKE,
2006).

O advento da biologia de sistemas, o constante desenvolvimento de tecnologias
fundamentais, como a sintese de novo de DNA (TIAN et al., 2004; HEINEMANN; PANKE,
2006), experimentos importantes, como o redesenho computacional de enzimas (DWYER,
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2004; HEINEMANN; PANKE, 2006), a oportunidade de recombinar amplamente sistemas
utilizando tecnologias como CRISPR-Cas9 (MAO, 2018), proteinas zinc-finger (DREIER et
al., 2001; HEINEMANN; PANKE, 2006) e proteinas TALENs (WOOD et al., 2011) para
reprogramar a especificidade do local de ligacdo ao DNA, e ainda a disponibilidade de
sistemas regulatérios modelo bem definidos para o design de dispositivos moleculares
inspirados em engenharia, fornecem uma base de conhecimento e tecnologia muito
poderosa para a construcdo de novas entidades bioldgicas.

AplicacBes encorajadoras vém de areas tao diversas quanto o desenho de redes de
genes artificiais (SPRINZAK; ELOWITZ, 2005; HEINEMANN; PANKE, 2006), a refatoracao
de pequenos genomas (CHAN; KOSURI; ENDY, 2005; HEINEMANN; PANKE, 2006), a
reprogramacao de vias de sinalizagdo (DUEBER, 2003; HEINEMANN; PANKE, 2006) ou
engenharia metabdlica (MARTIN et al., 2003; HEINEMANN; PANKE, 2006). Em conjunto,
estas abordagens tém sido referidas como "biologia sintética".

Engenharia metabolica

A engenharia metabdlica € um campo tecnolégico em expansao que visa modificar
0 sistema metabodlico endégeno de um organismo para aproveitd-lo em uma tarefa
biotecnologicamente til como, por exemplo, a producdo de um composto de interesse
(ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Tem sido um dos objetivos finais da biologia chegar ao mesmo nivel conceitual e
sintético alcancado na quimica, desde o principio das pesquisas em “engenharia
metabdlica” desenvolvidas no inicio dos anos 90. No entanto, as células ainda estao longe
de serem pequenas fabricas para obtencdo de produtos quimicos (WOOLSTON; EDGAR;
STEPHANOPOULOQOS, 2013), sendo que a engenharia metabdlica continua sendo limitada
na sua capacidade sintética, dependendo primariamente da transposicdo de vias
metabdlicas de um organismo para outro seguido por otimizacédo desta via (ERB; JONES;
BAR-EVEN, 2017).

Nestes esforgos, diferentes enzimas existentes, de diferentes organismos ou de
diferentes vias metabdlicas conhecidas e que podem ser responsaveis por um passo
especifico de uma nova via metabdlica sintética sdo integradas para realizar uma
determinada tarefa metabdlica com maior eficiéncia ou nova funcionalidade (ERB; JONES;
BAR-EVEN, 2017).

Considerando as modificagcbes genéticas baseadas em biologia sintética e
engenharia metabdlica, o aprofundamento do uso de técnicas e ferramentas de biologia
molecular € necessario, tanto para modificacdo no genoma de um microorganismo ou
alteracdes baseadas no uso de plasmideos de expressao.

Ferramentas para biologia sintética e engenharia metabdlica:
Alteragcdes no genoma

A biologia molecular investiga técnicas de edicdo genética ha décadas. Goldstein
(2017) traz as primeiras definigbes de “engenharia genética” como o conjunto de técnicas
de manipulacdo do DNA que surgem através da clonagem de um gene, colocando-o em
um outro contexto a fim de ser propagado. Contudo, hoje o termo ganha novos horizontes,
sendo utilizado para descrever toda e qualquer atividade que envolva a manipulacédo de
DNA, introducéo de alteragBes em células sométicas de animais e/ou plantas e alteragdes
em células germinativas.
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A engenharia genética ganhou volume no inicio da década de noventa. Foi quando, através
da recombinacdo homologa, células tronco embrionarias de ratos foram intencionalmente
modificadas, sendo a primeira vez em que cientistas puderam selecionar e silenciar genes
de interesse (THOMAS e CAPECCHI, 1987) (CAPECCHI, 1989). A partir disso, foi possivel
expandir o uso do ratos para gerar modelos de estudo de doengas humanas (expressando
proteinas associadas a doencas através da substituicAo de genes normais por genes
mutados). Embora o sucesso da metodologia, o desenvolvimento de abordagens
alternativas, mais econ6micas e praticas, tornou-se necessario para seguir promovendo
avancos nesse campo de pesquisa.

Cronologicamente, o primeiro mecanismo a surgir em seguida e ser amplamente
utilizado foram as nucleases Zinc-Finger (Zinc Finger Proteins), seguido pelas nucleases
TALEN (Transcription Activator-like Effector Nuclease) e, mais recentemente, o complexo
enzimatico CRISPR-Cas9 e suas variantes (dCas9, Casl1l3 e Casl2a) vem atraindo os
olhares de pesquisadores mundo a fora (BATISTA e PACHECO, 2018).

As nucleases Zinc-Finger sdo abundantes dominios de ligacdo ao DNA em
eucariotos e consistem de aproximadamente 30 aminoacidos, estabilizada por ions Zn?*.
Estas nucleases sdo capazes de reconhecer tripletos de DNA (trechos de no maximo trés
pares de base) e seu funcionamento depende da presenca de um par de nucleases, um
para a regido upstream e um para a regidao downstream do sitio de clivagem, e de uma
associacdo dos dominios a enzima de restricdo Fokl, que realiza a clivagem de fato
(BATISTA e PACHECO, 2018) (LISTIK e CARMO, 2016).

A técnica tornou possivel a edicdo génica em mamiferos que ndo eram
contemplados pelas técnicas previamente utilizadas. Como contrapontos da técnica estao
descritos: (i) o alto custo; (ii) a complexidade da técnica e (iii) os altos indices de clivagem
em regibes similares ao alvo (denominadas de off-targets) (FERNANDEZ et al., 2017).
Mesmo assim, ainda se ha um espaco consideravel para as Zinc-Finger até os dias de hoje,
sendo muito utilizada para a deteccdo de DNA, conforme Batista e Pacheco (2018)
discutem. Jen e Wang (2016) mencionam o uso das proteinas Zinc-Finger como potenciais
marcadores de progressao de diferentes tipos de cancer em humanos.

Em 2011, pesquisadores identificaram em Xanthomonas um interessante
mecanismo envolvendo dominios de ligacdo ao DNA (nesse caso, efetores pseudo-ativador
de transcricao (transcription activator-like effectors)) associadas a uma Fokl (CERMAK et
al., 2011). Foi descoberto que as TALENs reconhecem sequéncias de DNA através de um
mecanismo de pareamento de bases envolvendo residuos de aminoacidos e pares de base
especificos (e.g. asparagina-isoleucina reconhece Adenina) (LISTIK e CARMO, 2016).

As TALENs demonstraram-se vantajosas em relacao as Zinc-Finger devido ao baixo
indice de off-targets, caracteristica dada pelas especificidades das cadeias de aminoacidos
das TALENS, que conseguem se ligar a até 20 bases nitrogenadas. Além disso, enquanto
as Zinc-Fingers possuem diversas restricdes de montagem (JOUNG e SANDER, 2013),
nao se conhece complicacdes na capacidade de interacdo com sequéncias-alvo das
TALENs nem com sua especificidade.

WareJoncas et al. (2018) afirmam que, até os dias atuais, as TALENs mantém-se no
topo das plataformas de DNA mais programaveis e com menos restricbes ao seu
funcionamento. Segundo os autores, o numero de publicacbes que utilizam TALENs em
suas metodologias ultrapassou substancialmente as publica¢des que utilizam Zinc-Fingers
apos a descoberta e aplicacao dessa técnica, embora o alto custo monetario das TALENS
impeca seu amplo uso em laboratérios de biologia molecular.

A descoberta de um complexo ribonucleoproteico — CRISPR-Cas9 — tornou a edicao
génica em uma tendéncia de pesquisa. CRISPR é a abreviacdo de RepeticOes
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Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), um sistema natural encontrado nos mecanismos
de imunidade em bactérias. As primeiras evidéncias do mecanismo vieram através do
trabalho de Ishino et al. (1987), observando regifes espacadoras e regides de repeticdo no
gene lap de Escherichia coli. Ndo muito tempo depois, a atividade da proteina Cas9
(integrada no complexo CRISPR) foi observada atuando na degradacdo de plasmidios ou
de fagos invasivos, identificando que as regides espacadoras séo, na verdade, cOpias de
DNA viral.

A formacdo do complexo CRISPR comeca com a transcricio de DNA viral
(espacadores) e com a transcricdo das repeticdes que agem como dominios de regulacéo
génica. Em seguida, o RNA resultante (crRNA), juntamente com um RNA transativador
(tracrRNA), liga-se a uma endonuclease Cas9 (proteina associada a CRISPR 9), agindo
como guia da enzima até a sequéncia alvo. Apds o pareamento, a endonuclease induz uma
guebra da dupla-fita de DNA para a clivagem da sequéncia alvo.

Os sistemas CRISPR-Cas9 podem ser classificados em duas classes principais, de
acordo com a performance das suas subunidades enziméaticas. A primeira classe consiste
de complexos de mdltiplas subunidades efetoras de RNA (tipos |, lll e V), enquanto que a
segunda classe consiste em efetores de RNA com uma Unica subunidade (tipos Il e V)
(KHADEMPAR et al., 2018; BARRANGOU et al., 2007).

A compreensdo desse mecanismo trouxe vantagens na dindmica da edi¢cao génica
por apresentar-se mais especifica e dindmica do que outros mecanismos prévios. A
capacidade de realizar a fusdo do crRNA e do tracrRNA em um Unico RNA guia (gRNA)
simplificou o uso deste mecanismo, uma vez que, assim, a Unica necessidade para criar
um complexo de interacdo com o DNA é criar um gRNA de interesse que seja capaz de
atrelar-se a Cas9.

Com isso, 0 baixo custo da técnica aumentou a acessibilidade a tecnologia pelos
laboratorios de biologia molecular ao redor do mundo. WareJoncas et al. (2018) evidencia
gue o CRISPR-Cas9 possui limitagbes evidentes, como ainda apresentar clivagens em
regides off-target (similarmente as outras técnicas) e uma alta tolerancia a interacdes nao
totalmente pareadas. Com isso, surgem tentativas de unificar diferentes técnicas, como
CRISPR-Cas9 + Sistemas Zinc Finger, juntando os mondémeros Fokl a proteinas Cas9
inativadas, tornando o complexo mais especifico e, assim, evitando off-targets.

Mais recentemente, variacbes da CRISPR, como a CRISPR-Casl2a (ou Cpfl) e
CRISPR-Casl13a (gerado com gRNAs), oferecem alernativas as limitagbes do sistema
dependente de Cas9 através das particularidades exclusivas de cada variante. Por
exemplo, o sistema Casl12a aparenta ser mais naturalmente especifico do que o Cas9 (KIM
et al.,, 2016), enquanto que a Casl3a apresenta motivos proteicos similares as TALE,
ligando-se cada uma a uma Unica base nitrogenada de RNA especifica (dando ainda mais
especificidade ao complexo).

Com a eficicia e barateamento das técnicas de edicdo génica, principalmente com
0 uso dos complexos CRISPR, crescem as pesquisas buscando mecanismos cada vez
mais especificos de identificagdo e interagdo com uma sequéncia alvo.

As aplicacdes de diferentes técnicas de edi¢ao génica (figura 1) podem ser vistas ao
longo das décadas de seus usos, como: descobertas de mecanismos de desenvolvimento
e funcionamento da vesicula biliar feitas com o uso de técnicas de entrega de genes
aleatdrios (nontargeted gene delivery) (Warejoncas et al., 2018); geracdo de modelos
animais (como de camundongos (Marusugi et al., 2016), ratos (CHEN et al., 2013) e porcos
(He et al., 2015) utilizando zinc-finger, TALEN, CRISPR-Cas9 e inativacéo de genes/edicao
de genes-alvo (e.g. a recriacdo da mutacdo W no gene p.C147, associada a doenca renal
em ratos (JOHNSON et al., 2017).
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Mais recentemente, um polémico caso de pesquisa com embrides humanos virou o
centro das atencdes. He Jiankui, da Universidade do Sul de Ciéncia e Tecnologia da China,
foi capaz de silenciar um gene envolvido na capacidade do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) de infectar células utilizando CRISPR-Cas9. O controverso
trabalho levantou uma série de questdes éticas, uma vez que hg, ainda, a necessidade de
aprimorar as técnicas de edicdo génica, a fim de evitar efeitos indesejados de alteracdes
no genoma que envolvem a clivagem parcial de sitios alvo, a clivagem off-target e os efeitos
das delecdes e modificacbes genéticas a nivel transcricional, traducional, fisiolégico e
imunolégico e a possibilidade da herdabilidade das alterac6es genéticas realizadas - algo
gue ainda € um desafio evidente para pesquisadores (REGALADO, 2018).

Os constantes avancos da pesquisa em edigcdo génica parecem, eventualmente,
levar a edicdo de genes em humanos (com o objetivo de resolver problemas ligados a
doencas atualmente sem cura ou tratamento), tornando evidente ndo apenas a
necessidade de aprimorar as técnicas utilizadas, mas de discutir as questfes éticas por tras
dessa aplicacéo.
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Figura 1: sistemas de modificacdo génica utilizados para altera¢des a nivel cromossomal
ou outras aplicacdes de edigdo génica in vivo. Adaptado de Warejoncas et al. (2018).
Sistemas representados: (a) Zinc Finger; (b) TALENs e CRISPR-Cas9.

Alteracdes no nivel de expresséo de genes.

O silenciamento génico, fenbmeno em que ocorre o bloqueio do processo de
transcricdo, ou degradacdo de RNA transcrito, também conhecido como RNA de
interferéncia (RNAI), € um mecanismo celular que pode ocorrer durante a transcricdo do
RNAmM (RNA mensageiro). As funcgbes vitais de qualquer organismo dependem da
expressado de seus genes, isto é, a partir do DNA 0s genes séo primeiro transcritos para o
RNA, e depois traduzidos em proteinas (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004).

Quando ocorre o silenciamento génico, o RNAI (fragmento de aproximadamente
vinte e um nucleotideos complementares a sequéncia do RNA mensageiro) atua em
conjunto com complexos enziméaticos e leva a degradacdo do RNA alvo ou o impedimento
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fisico do processo de traducdo. Desse modo considera-se que o gene para dado transcrito
foi “desligado” (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004).

A ocorréncia desse mecanismo foi identificada nos mais diversos organismos
eucarioticos, como insetos, fungos, nematoides e plantas. A interferéncia por RNA ocorre
naturalmente nesses organismos, funcionando como uma forma de regulagédo da producao
de proteinas e como mecanismo de defesa contra virus entre outras funcdes regulatorias
(BRANTL, 2002).

Além da utilizacdo de RNAI, outra alternativa que vem sendo estudada € o bloqueio
fisico de regides promotoras utilizando CRISPR-dCAS (a enzima CAS possuindo uma
mutacao que inibe a sua atividade endonucleasica). Dessa forma, o processo de transcricao
é interrompido antes da elongacgéo e formacdo do RNAm. CRISPR-dCAS aparenta ser uma
ferramenta mais versatil por poder ser aplicada tanto em eucariotos quanto em procariotos
(XU; Ql, 2019).

Sistemas de silenciamento génico podem ser aplicados na terapia génica, quando
se busca evitar uma delecdo completa de um gene especifico ou apenas uma modulacao
na sua expressao. RNAi também pode ser utilizado no desenvolvimento de sistemas
moleculares de combate a virus de RNA e DNA em seres humanos, animais e plantas. A
modulacdo especifica na expressao de alguns genes também pode ser de interesse para
preparar plantas de cultivo para situacdes de estresse bidtico e abidtico (BRANTL, 2002;
LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004; CULLEN, 2005; XU; QI, 2019).

Plasmideos e sistemas para expressao extracromossomal

Além dos métodos desenvolvidos para alteracdo gendmica de eucariotos e
procariotos, sistemas de superexpressao e sistemas de switch genéticos (que envolvem
sistemas de sinalizacéo e regulacdo de expressédo de genes repdrter ou ativacdo de vias
metabdlicas) e outros sistemas de delecdo de genes foram desenvolvidos utilizando
fragmentos circulares de DNA, conhecidos como plasmideos ou vetores (PURNICK;
WEISS, 2009).

A utilizacdo de plasmideos e vetores de expressdo génica foram as primeiras
estratégias exploradas no desenvolvimento de organismos geneticamente modificados e
no desenvolvimento de engenharia metabdlica visando a superexpressao de proteinas de
interesse (BERG; MERTZ, 2010).

Estes plasmideos podem ser encontrados em bancos de dados como Adgene,
Snapgene, iIGEM repository, e adquiridos em diferentes empresas, sendo que no Brasil,
pode-se adquirir sequéncias sintéticas inteiras clonadas em diferentes vetores de escolha
pelo valor de R$ 3,00 a R$ 2,00 por par de base dependendo das especificacées e do
fornecedor.

Geralmente vetores e plasmideos possuem trés regides distintas, essenciais para
seu funcionamento, sendo elas: um sitio de replicacdo, para promover a multiplicagdo do
plasmideo no interior da célula chassis; um marcador expresso que atribui uma
caracteristica especifica a célula do organismo chassis, para posterior selecdo de
transformantes; e um sitio de mudltipla clonagem (MCS) que permite a insercdo de um
fragmento de DNA especifico. Como exemplo tem-se plasmideos para clonagem e
expressdo de genes em procariotos que contém uma regido ori de replicacdo de DNA
plasmidial obtida de pBR322, uma regido para expressao do gene para B-lactamase ampR
gue atribui resisténcia a antibioticos como ampicilina e penicilina para selecdo de
transformantes e um sitio de clonagem multipla no interior de uma regido codificadora,
expressa sobre um promotor e operador lac Figura 2 (NOVAGEN, 2018).
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Figura 2: Exemplo de plasmideo ou vetor para clonagem de sequéncias de DNA
especifico. Imagem adaptada de vetor plasmidial pET-11la e desenvolvida utilizando
software Snapgene (GSL Biotech LLC. 2017).

No sitio de clonagem multipla (MCS) pode-se inserir diferentes combinacdes de
partes e biobricks para desenvolvimento de novas fun¢des metabdlicas ou novos peptideos
e moléculas de DNA e RNA com funcdes especificas (NOVAGEN, 2018).

Biobricks, sdo partes como promotores, reguladores, sequéncias de codificacao
entre outras que sdo descritas e utilizadas conforme o sistema de linguagem aberta em
biologia sintética (SBOL) para design de novas combinacfes e sistemas de expressao.
Biobricks funcionam como um repositério de partes de sequéncias de DNA que podem ser
utilizadas em diferentes combinagdes para novas fungdes (Turing ATE my hamster LTD.
2018).

Peptideos e suas aplicacdes

Plasmideos e construcdes de biobricks sao aplicados no design de novas proteinas
e enzimas que vao atribuir uma nova funcao ou alteracéo para obtencao do préprio peptideo
purificado ou compostos gerados a partir de vias metabdlicas obtidas por engenharia
metabdlica, ou sistemas de sinalizacdo para interpretacdo de substancias e proteinas em
um meio especifico (PURNICK; WEISS, 2009).

Considerando a expresséao heterdloga de proteinas e sua reformulacao, diferentes
dominios de enzimas e peptideos inteiros podem ser ligados para formacgéo de proteinas
de fuséo. Aplicagdes de uma enzima de fusdo em diferentes conceitos € explorada na figura
3 (ELLEUCHE, 2014).
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Figura. 3 Cascatas de reacdes acopladas em sistemas vivos como paradigmas para
modelos artificiais. A) Acdo combinada de trés diferentes enzimas em um compartimento
especifico, como uma célula (natureza) ou em um reator de um Unico recipiente (sistema
artificial) catalisa a conversédo de um substrato para formacédo de um dado produto. B) As
enzimas estdo representadas na superficie celular, cell-surface display, (natureza) ou
imobilizadas em particulas (sistema artificial). C) Enzimas sao orientadas por uma proteina
de suporte scaffold, como por exemplo em celulossomas (natureza) ou imobilizadas em
uma superficie (sistema artificial). D) Uma enzima modular composta por trés regides ou
dominios cataliticos (natureza) ou enzimas artificialmente fundidas (sistema artificial)
catalisam trés etapas de reacdo. Setas ilustram uma reacéo hipotética catalisada por trés
enzimas para converter um substrato em um produto. Adaptado de Elleuche (2014).

Além da fusdo de enzimas e proteinas um processo de evolugdo e mutacdo
direcionada de genes para proteinas ja conhecidas pode levar a formacdo de vias
metabdlicas sintéticas mais rapidas e eficientes na utilizacdo de substratos especificos, no
desenvolvimento de novas proteinas reporter e cromoproteinas e aprimoramento de
especificidade e capacidade de ligagédo de peptideos, aptameros e fragmentos de anticorpo
voltados a identificacdo de epitopos especificos (ARNOLD, 2017).

Um exemplo complexo para aplicacdes destas técnicas sdo o desenvolvimento de
novas vias metabdlicas para obtencdo do composto 2,3-butanodiol a partir do substrato
glicerol em células chassis de Klebsiella aerogenes e Escherichia coli. Dentre as
modificacdes aplicadas estdo a superexpressao de enzimas para acelerar o consumo de
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glicerol e sua conversdao em dihidroxiacetona para metabolismo em via metabdlica de
formacéao de piruvato, a superexpressado de genes para enzimas envolvidas na conversao
de piruvato em 2,3-butanodiol, a dele¢ao de genes para enzimas que levam ao desvio do
piruvato para formacdo de outros subprodutos como acetato, etanol e lactato e a
superexpressao de genes para auxiliar no reciclo de cofatores NAD e NADH envolvidos nos
passos metabdlicos de conversdo de glicerol em 2,3-butanodiol e para manter o balanco
redox interno das células chassis em homeostase. Também é explorado o uso de proteinas
de fusao para realizar as func¢des descritas acima, um destes exemplos foi explorado pelo
grupo de pesquisa do laboratorio de biotecnologia e microbiologia aplicada da Universidade
de Caxias do Sul, em que foi realizada a fusdo das enzimas glicerol desidrogenase (para
formacao de dihidroxiacetona e NADH) e acetoina redutase (responsavel pela formacao de
2,3-butanodiol e NAD), esta estratégia visa trazer solu¢cdes para aumento no consumo de
glicerol como substrato, aumento da producédo de 2,3-butanodiol e um mutuo reciclo e
reutilizacdo de cofatores NAD e NADH, levando em consideracao a aproximacao fisica de
ambas as enzimas (YANG; ZHANG, 2018).

Exemplos de aplicacdes de engenharia metabdlica e biologia sintética:

Nos Estados Unidos, uma iniciativa chamada iGEM (genetically engineered
machine) do MIT (Massachusetts Institute of Technology), realiza uma competicdo anual
entre académicos de nivel de graduacdo para fomentar o desenvolvimento de novos
designs e aplicacdes baseados em biologia sintética e a formacdo de empreendedores em
biotecnologia (PURNICK; WEISS, 2009).

Entretanto, o uso de técnicas e aplicacbes em biologia sintética e engenharia
metabdlica ndo se restringem apenas a academia. Empresas e startups ja vem
desenvolvendo solugdes e produtos baseados nestas técnicas, exemplos de empresas e
startups que alcancaram investimento de 25 a 150 milhdes de délares em 2018 estdo
representadas na tabela 1 (SYNBIOBETA, 2018)

Tabela 1: Empresas e startups que utilizam o conceito de biologia sintética e que
alcancaram investimento de 25.000.000,00 US$ a 150.000.000,00 US$ em 2018
(SYNBIOBETA, 2018).

Startup/Empresa Ramo de atuacao ou O que faz Pais de fundagéo
Industria
IndUstria Desenvolvimento de terapias com células T
Autolus Therapeutics | farmacéutica/terapias para | altamente direcionadas, controladas e altamente Reino Unido
tratamento do cancer ativas. Engenharia de células T.
Desenvolve um hamburguer de proteina vegetal
Impossible foods Industria alimenticia contendo em seu ingrediente a levedura P'Ch.'a Estados Unidos
pastoris modificada expresando leg-hemoglobina
de raizes de plantas de soja.
Método proprio e sistemas de modificagéo
Precision Biosciences Industria genetica INvIvo. Terapia genica e altera(;a9 Qe Estados Unidos
) o genes envolvidos com patologias e caracteristicas
farmacéutica/Agroindustria/B especificas em plantas e animais.
iotecnologia
Utiliza a tecnologia CRISPR para editar genes e
. _— - alterar uma Unica base nitrogenada. Modificagao .
Beam Therapeutics Industria farmacéutica de SNP's (single nucleotide polymorphisms) Estados Unidos
utilizando CRISPR.
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DNA sintético para traducao invitro de peptideos

Synthorxs Industria farmacéutica . Estados Unidos
para uso como medicamentos e tratamentos.
Edicéo genética utilizando TALEN para produgéo
Aarolndstria/ Inddstria de plantas com tragos que aumentem seu valor
Calyxt 9 nutricional e quantidade de nutrientes. Foco na Estados Unidos

alimenticia = h : )
producéo de alimentos para o consumidor final e

ndo somente na produtividade.

Edicéo genética de células do sistema imune para
. . P N combater células cancerosas e células infectadas .
Inovio Pharmaceutical Industria farmacéutica o ~ p S Estados Unidos
com virus. Producéo de antigenos. in vivo

Antigen-targeted immunotherapies.

Twist biosciences Biotecnologia Sintese de DNA. Producao de genes sintéticos. Estados Unidos

Evolugéo direcionada de proteinas e enzimas
para aumento de especificidade e atividade
catalitica entre outras atribui¢cdes. Protein
engineering

Codexis Biotecnologia Estados Unidos

Modificagbes genéticas em células CAR-T.

Targeted immunotherapies. Estados Unidos

Poseida Therapeutics Industria farmacéutica

Desenvolvimento de microorganismos de
microbioma, geneticamente modificados,
utilizando engenharia metabolica para produgao
Biotecnologia/Industria de compostos para tratamentos especificos a

farmacéutica partir de um sistema génico de circuitos para
sinalizar ativagao ou inativacdo destas vias
metabolicas dependendo de sinais moleculares
presentes no intestino.

Synlogics Estados Unidos

Os Estados Unidos lideram a inovacdo e formacdo de empresas em biologia
sintética, sendo que se destacam sua aplicacdo na industria alimenticia, na agroindustria e
na medicina e industria farmacéutica (SYNBIOBETA, 2018).

Outras aplicacdes que também vem sendo exploradas sdo o desenvolvimento de
microrganismos para producdo de combustiveis e outros compostos com aplicacdo na
industria quimica e de polimeros (SYNBIOBETA, 2018).

Acesso a capital para empreendedorismo em biologia sintética e biotecnologia

No Brasil, a iniciativa privada também tem voltado sua atencdo para o
desenvolvimento de startups no setor de biotecnologia, sendo que aplicacées em biologia
sintética sdo de areas de interesse de agéncias financiadoras como FINEP (Agéncia
financiadora de inovagao e pesquisa) e StartupBrasil do CNPqg (Conselho nacional de
desenvolvimento cientifico e tecnologico). Outros incentivos ao empreendedorismo em
ciéncias da vida vém de programas como BioStartupLab, que busca auxiliar pesquisadores
e cientistas empreendedores ou levar solugbes desenvolvidas na academia para o
mercado. Outro espago em expansao no incentivo a stratups e empresas de biotecnologia
sdo os polos, parques e incubadoras tecnolégicas nas universidades e instituicbes de
pesquisa brasileiras.

Além dos incentivos nacionais, outros programas internacionais buscam startups de
biologia sintética e biotecnologia para investimento em seed capital como 0s programas
Rebelbio do Reino Unido e Indiebio dos Estados Unidos, ambos oferecem investimento
inicial de 200.000,00 £ a 250.000,00 US$ mais experiéncia, mentoria e aceleracdo de
negocios em biotecnologia.
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Conclusdes

O desenvolvimento da biologia sintética e suas aplica¢cdes vem crescendo tanto no
ambito académico quanto no setor produtivo trazendo solucdes para diversos problemas.
A aplicagdo dos conceitos de engenharia na biotecnologia e a construgdo de sistemas
baseados em switch génicos podem simplificar e padronizar a construcéo destes sistemas
complexos, tornando sua aplicagdo e entendimento mais acessivel para académicos,
engenheiros e empreendedores em biotecnologia. Considerando os exemplos abordados
neste trabalho, fica claro a lideranca dos Estados Unidos no fomento a biologia sintética e
a sua lideranca em captacao de capital para empresas deste ramo. No Brasil, apesar dos
esforgos recentes, o ecossistema de desenvolvimento em biologia sintética e engenharia
metabdlica permanece embrionario, apesar das possibilidades e vantagens nacionais
envolvendo a bioprospeccdo de organismos de interesse, sendo o Brasil o pais mais
biodiverso do mundo. Os exemplos apresentados neste trabalho também podem servir de
inspiracdo para académicos e pesquisadores para o desenvolvimento de startups para
atender o mercado nacional de biotecnologia.
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icone representando butadieno (Borracha vulcanizada para automotivos) e icone
representando Metil etil cetona (combustivel): (Icons made by Freepik from www.flaticon.com)
Icones representando produtos cosméticos (cetona 2,3-butanodiol cetal):

lipstick icon: (Icon made by smalllikeart from www.flaticon.com)

cosmetics Icon: (Icon made by Freepik from www.flaticon.com)

Icones representando flavorizantes (diacetil e acetoina):

Butter icon: (Icon made by Creaticca Creative Agency from www.flaticon.com)

Gelatin icons: (Icons made by Freepik from www.flaticon.com)
icones representando ésteres de 2,3-butanodiol (utilizados na industria farmacéutica):

Red and white pill icon: (Icon made by Nikita Golubev from www.flaticon.com)

Pill container icon: (Icon made by Nikita Golubev from www.flaticon.com)

Multicolor pills icon: (Icon made by Smashicons from www.flaticon.com)

Figura 6:
Icone representando enzima e icone representando produto e substrato: (Icons made by Freepik

from www.flaticon.com)
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