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RESUMO

O acido delta-aminolevulinico (ALA) € um delta aminoacido de ampla ocorréncia,
encontrado em animais, vegetais e bactérias. As vias descritas de sintese
quimica de ALA possuem muitas etapas e sdo custosas, fazendo-se necessaria
a busca por novas formas mais econdmicas, simples e ecoldgicas para a sua
produgdo. Escherichia coli desponta como microrganismo de interesse para a
producdo de ALA devido ao vasto conhecimento acerca do seu metabolismo,
das ferramentas de manipulagao genética ja aprimoradas e de suas conhecidas
condicdes de cultivo. Este trabalho buscou desenvolver estirpes de E. coli que
produzam ALA a partir de um meio de baixo custo utilizando o plasmideo pTHR,
um vetor contendo os genes hemA e rhtA com a expressao controlada pelo
promotor Ptac, um promotor sintético produzido da combinagdo dos promotores
naturais dos operons lac e trp em E. coli. Cinco estirpes de E. coli foram
transformadas com pTHR: MG1655, TOP10, BL21(DE3), BW25113 e W3110. O
efeito da expressao do operon Ptac_hemA rhtA no crescimento e na producao
de ALA das diferentes estirpes foi analisado. A suplementacdo de meio minimo
com D-glucose e L-glicina (MMALA) apontou um aumento de 514,1% na
producao de ALA por TOP10_pTHR em relagdo ao meio com suplementagao
apenas de D-glucose, indicando que a L-glicina € um componente chave para a
producdo de ALA em estirpes portando pTHR. A estirpe BL21(DE3) pTHR
apresentou a maior producéo de ALA (1,065 g/L) em meio MMALA apés 48 horas
de cultivo. Seu crescimento, produ¢cdo de ALA e consumo de glucose foram
monitorados durante 20 horas consecutivas para caracterizagdo da estirpe. A
perspectiva € que a producao de ALA por BL21(DE3) pTHR seja maior em
cultivos realizados em biorreatores contendo meio complexo suplementado com
glucose, succinato e glicina. Espera-se que cultivos de BL21(DE3) pTHR
possam ser utilizados no desenvolvimento de produtos alimenticios e ragdes

animais suplementadas.

Palavras-chave: Escherichia coli, acido delta-aminolevulinico, BL21(DE3),
engenharia metabdlica.



ABSTRACT

delta-aminolevulinic acid (ALA) is a widely occurring delta amino acid found in
animal, plant and bacterial cells. The described routes of chemical synthesis of
ALA have many steps and are costly, making it necessary to search for new,
more economical, simple and ecological ways to produce ALA. E. coli emerges
as a microorganism of interest for producing ALA due to its vast knowledge about
its metabolism, already improved synthetic biology tools and known cultivation
conditions. This work sought to develop E. coli strains that produce ALA from a
low-cost medium using the pTHR plasmid, a vector containing the Ptac-controlled
hemA and rhtA genes. Five E. coli strains were transformed with pTHR: MG1655,
TOP10, BL21(DE3), BW25113 and W3110. The effect of Ptac_hemA rhtA
operon expression on growth and ALA production of different strains was
analysed. Minimal medium supplementation with glucose and glycine (MMALA)
achieved a 514.1% increase in ALA production by TOP10_pTHR relative to
medium supplemented with glucose alone, indicating glycine as a relevant
nutrient for ALA production in strains carrying pTHR. The BL21(DE3) pTHR
strain showed the highest ALA production (1,065 g/L) in the MMALA medium
after 48 hours of cultivation. Its growth, ALA production and glucose consumption
were monitored for 20 consecutive hours for strain characterization. The
perspective is that the production of ALA by BL21(DE3) pTHR is greater in
cultures carried out in bioreactors containing complex medium supplemented
with glucose, succinate and glycine. It is expected that BL21(DE3) pTHR
cultures can be used in the development of food products and supplemented

animal feeds.

Keywords: Escherichia coli, delta-aminolevulinic acid, BL21(DE3), metabolic

engineering.
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1 INTRODUGAO

Os a-aminoacidos sdo os monémeros de uma proteina e possuem papel
essencial no metabolismo de todos os seres vivos. Mas aminoacidos nao-alfa,
moléculas que nao sao utilizadas para a sintese de proteinas, possuem estrutura
semelhante e também apresentam inumeras aplicagdes essenciais para os
seres Vivos.

O acido delta-aminolevulinico (ALA) € um delta aminoacido de ampla
ocorréncia, encontrado em células animais, vegetais e de bactérias. O ALA tem
um papel essencial como precursor na biossintese de compostos tetrapirrélicos,
tais como heme, porfirinas, clorofila e cobalamina. Como diversos organismos
necessitam dos compostos tetrapirrdlicos para realizar os processos de
respiracao oxidativa, fotossintese e crescimento celular, o ALA tem chamado
cada vez mais a atengao de pesquisadores nas areas de medicina, agricultura e
pecuaria por interferir no metabolismo destes compostos, elevando ou
diminuindo a sua sintese. Em 2019, o mercado global de ALA chegou aos US
$86 milhdes e estima-se que até 2024 este valor chegue aos US $110 milhdes
(360RESEARCHREPORTS, 2019).

Para suprir esse mercado, almeja-se a produgdo de ALA por
microrganismos em alto rendimento utilizando fontes renovaveis de carbono, que
€ um processo mais limpo e econdmico do que as seis rotas de sintese quimica
de ALA descritas atualmente que envolvem muitas etapas, resultando em um
baixo rendimento e custos elevados (KANG et al., 2012). A biossintese de ALA
por bactérias seria uma tecnologia de producgao preferivel por ser ecoldgica,
econdmica, eficiente energeticamente e sustentavel (LIU et al., 2014).

Este trabalho, desenvolvido dentro do Programa de Mestrado para
Inovagao — MAI em parceria com a empresa NATBIO Ltda. ME, busca aprimorar
uma estirpe de Escherichia coli para a producdo de ALA a fim de desenvolver
um produto utilizado como alimento ou suplemento alimentar para animais do
meio agropecuario e/ou de estimacao, rico em ALA e outros nutrientes (Processo
de patente BR 10 2018 009145 0).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As vias descritas de sintese quimica de ALA possuem muitas etapas e
sdo custosas, esse fato associado ao aumento da demanda pelo ALA pelo setor
industrial e por grupos de pesquisa nos anos recentes (KANG et al., 2012)
demostra a necessidade de novas formas mais econbmicas, simples e
ecoldgicas para a producdo de ALA. A bactéria E. coli desponta como
microrganismo de interesse para a producao de ALA devido ao vasto
conhecimento acerca do seu metabolismo, das ferramentas de manipulacéo
genética ja aprimoradas e de suas conhecidas condi¢cdes de cultivo (CHO et al.,
2016).

Este trabalho tem por objetivo desenvolver, através de estratégias de
biologia sintética, uma estirpe de E. coli capaz de produzir ALA a partir de
glucose e glicina (estirpes de E. coli anteriormente desenvolvidas por outros
grupos de pesquisa para producdo de ALA em escala industrial ndo séo
acessiveis devido a restricdes do sistema de patentes). Para alcangar isso, um
vetor de alto numero de copias contendo genes para produgéo e efluxo de ALA
sera expresso em diferentes estirpes de E. coli a fim de demarcar qual estirpe
possui maior capacidade de producédo de ALA. Esta estirpe podera ser aplicada
no desenvolvimento de um produto utilizado com alimento ou suplemento
alimentar animal (Processo de patente BR 10 2018 009145 0).

2.1 Objetivo geral

e Obter estirpes de E. coli que produzam ALA a partir de um meio de baixo

custo.
2.2 Objetivos especificos
e Construir o vetor pTHR, um vetor contendo propriedades modulatérias da
biblioteca iGEM e capaz de expressar um operon que contenha os genes

hemA, de Rhodobacter capsulatus e rhtA, de E. coli, responsivos ao

promotor Ptac;
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e Transformar cinco estirpes de E. coli com os vetores pSB1C3 pTac
(BBa_K864400) e pTHR: MG1655, TOP10, BL21(DE3), BW25113 e
W3110;

e Caracterizar a produgédo de ALA em meio minimo suplementado com
glucose e glicina de cada estirpe de E. coli contendo ou n&o o operon
pTac_HemA rhtA;

e Selecionar a estirpe de E. coli com maior producao de ALA e caracterizar

sua curva de crescimento, produg¢ao de ALA e consumo de glucose.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acido &-aminolevulinico (ALA)

O ALA é um 0&-aminoacido nao-proteico de férmula CsHoNOsz que é
encontrado extensivamente em bactérias, algas, plantas terrestres e animais. E
descrito como a molécula de inicio da sintese dos compostos tetrapirrolicos,
moléculas orgénicas formadas por quatro anéis pirrélicos (LIU et al., 2014).

As protoporfirinas, compostos tetrapirrélicos sintetizados a partir do ALA,
sao a base para a biossintese de diversos compostos de importancia biologica
por causa da sua capacidade de complexar ions metalicos em seu anel e formar
metaloporfirinas (Figura 1) (SACHAR et al.,, 2015). Quando um ion Fe?* é
inserido no anel da protoporfirina forma-se uma molécula de Fe?*-protoporfirina,
ou heme. O grupo prostético heme é essencial para proteinas como a
hemoglobina e os citocromos pois, devido as suas caracteristicas estruturais, &
capaz de alternar o estado de oxidagdao do ion férrico de acordo com as
condigdes ambientais e assim ser capaz de transportar elétrons e oxigénio. A
metaloporfirina Mg?*-protoporfirina, oriunda da insergdo de um ion Mg?* no anel
da protoporfirina, é utilizada por organismos fotossintetizantes para produzir,
numa série de etapas, clorofila e bacterioclorofila (SENGE et al., 2014; WU et
al., 2018). A cobalamina é uma metaloporfirina complexada a cobalto (Co3*) que
pode ser sintetizada a partir do ALA por certas espécies de bactérias e arqueias.
E considerada uma vitamina no metabolismo humano, atuando como um cofator

das enzimas envolvidas em processos de metilagcdo (GREEN, 2005).

14



Figura 1. Esquema simplificado da sintese de metaloporfirinas com seus

ions relacionados.
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Fonte: modificado de LAYER, G. (2021).

Além de sua importancia no metabolismo de diversos organismos, o ALA
atrai atencdo por ser um composto quimico fotodindmico de baixo peso
molecular, caracteristicas que o fizeram ser amplamente utilizado. Na area
agricola, pode ser utilizado para promover a sintese de clorofila, elevando a
produtividade da plantagcdo, bem como inibi-la de acordo com a dose aplicada,
tornando-se um herbicida natural (HOTTA et al., 1997). Além disso, a aplicagao
de ALA demonstrou potencial como inseticida biodegradavel por causar a morte
de larvas de mariposas pragas de lavouras, que apresentaram acumulo de
protoporfirina IX nos seus tecidos (REBEIZ et al., 1988).

A aplicagdo do ALA na area médica € devido ao seu potencial como
agente fotossensibilizador, sendo aplicado no diagnéstico fotodindmico e terapia
para diversos tipos de cancer, como pele, oral, esofagico, colon, duodenal,
pancreatico e de bexiga (KENNEDY et al.,, 1990). Sua aplicagdo para a

identificacdo de gliomas € devido a elevagédo de concentragdo de compostos
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fotossensiveis nas células tumorais, como a protoporfirina X, facilitando assim
a identificacdo e remocgao do tecido tumoral durante procedimentos cirurgicos
(BECK et al., 2007).

3.2 As vias C4 e C5 de biossintese de ALA

Existem duas vias possiveis de biossintese de ALA conhecidas,
denominadas C4 e C5 (Figura 2) (AVISSAR et al., 1989). A via C4 é presente
entre diversos grupos de eucariontes, com excegao das plantas, além disso esta
presente em alguns microrganismos quimiotréficos e em bactérias
fotossintetizantes nao-sulfurosas (FENG et al. 2015). Esta via possui apenas
uma etapa para a formagao de ALA, sendo realizada pela enzima ALA sintase
(ALAS) que catalisa a condensacao de succinil-CoA, um intermediario do ciclo
do acido citrico de quatro carbonos, com glicina, liberando CoA-SH, CO2 e ALA.
Alguns microrganismos, como Rhodobacter sphaeroides, apresentam isoformas
da ALAS, codificadas pelos genes hemA e hemT, sendo que a ALAS sintetizada
a partir de hemT apresenta baixa solubilidade ex vivo e ndo apresenta atividade
catalitica em extratos celulares (BOLT et al.,, 1999). Genes codificadores da
ALAS ja foram descritos em diversas bactérias, como Agrobacterium
radiobacter, Bradyrhizobium japonicum, Paracoccus denitrificans, Rhizobium
meliloti, R. sphaeroides e R. capsulatus (LIU et al., 2014).

A via C5 de sintese de ALA é encontrada em plantas superiores, algas e
em diversas espécies de bactérias, incluindo a E. coli (FENG et al. 2015). Essa
via parte do glutamato para sintetizar ALA em trés etapas: Primeiro, glutamato,
tRNA e ATP séao substratos da glutamil-tRNA sintetase (codificada pelo gene
gltx), que libera glutamil-tRNA, AMP e PPi. Glutamil-tRNA é reduzido pela
enzima dependente de NADPH glutamil-tRNA redutase (codificada pelo gene
homoénimo hemA), formando glutamato-1-semialdeido e liberando o tRNA. Por
fim, glutamato-1-semialdeido é convertido em ALA pela agdo da enzima
glutamato-1-semialdeido aminotransferase (codificada pelo gene hemL) (SU et
al., 2019). A glutamil-tRNA redutase é uma enzima chave da via C5 da sintese
de ALA. Sua atividade é regulada principalmente a nivel pés-transcricional e da
concentracao da proteina (LIU et al., 2014). A produgao de ALA por essa via é

fortemente regulada pela presenga de heme, um produto final da via de sintese
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de porfirinas que, quando se encontra numa concentracao relativamente alta,
inibe a via C5 (FENG et al. 2015).

Figura 2. Visao geral das vias C4 e C5

Glucose

Acetil-CoA

Oxaloacetato

Citrato
mqo

Malato acn

JSum Glioxalato Isocitrato L-glutamil-tRNA
aceA hemA
Fumarato icd ghX
gdhA GSA
s:.'hCAB 2-oxoglutarato = L-glutamato heml
Succmato odhA,sucB, Iprl —————————————————— $ —————————
lemA
sucCD Succmll CoA > ALA
Glicina

Fonte: Modificado de KANG et al. (2011).

As vias C4 e C5 de sintese de ALA apresentam diferentes enzimas e tipos de regulagdo. Os
genes que expressam as enzimas responsaveis pelas reagdes estdo destacados em italico: gltA,
citrato sintase; acn, conitase; icd, isocitrato desidrogenase; odhA, sucB, Ipd, complexo 2-
oxoglutarato desidrogenase; sucCD, Succinil-CoA sintetase; sdhCAB, succinato desidrogenase;
fum, fumarase; mqo, malato:quinona oxidorredutase; aceA, isocitrato liase; aceB, Malato sintase
A; gdhA, glutamato desidrogenase NADP-especifica; gitX, glutamil-tRNA sintase; hemA, glutamil-
tRNA redutase (via C5) ou ALA sintase (via C4); hemL, glutamato-1-semialdeido

aminotransferase.

O ALA é utilizado como substrato pela enzima ALA desidrogenase (ALAD,
codificada pelo gene hemB), que atua catalisando a condensacédo de duas
moléculas de ALA em uma de porfobilinogénio (PBG), liberando duas moléculas

de H20 e resultando na diminuicdo da disponibilidade intracelular do ALA. A
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atividade da ALAD é efetivamente inibida por acido levulinico e D-glucose (LEE
et al., 2003). O PGB é utilizado nas vias das porfirinas para sintetizar compostos

como heme e clorofila para a célula.

3.3 Biossintese por E. coli e produgao industrial de ALA

O aumento da produgdao de ALA por E. coli pode se dar através da
superexpressao das enzimas da via C5, ou com a introduc¢ao de genes exdégenos
que implementam a via C4 no microrganismo.

A insergéo do gene hemA, codificador para a enzima ALAS é uma das
formas mais simples e eficazes de elevar a sintese de ALA em E. coli (DING et
al.,, 2017). A ALAS de Rhodobacter sphaeroides apresenta caracteristicas
favoraveis para esta funcdo: apresenta alta atividade especifica e baixo Km
(constante de Michaelis) para glicina e succinil-CoA (WERF et al., 1996). O vetor
pALA2 contendo hemA de R. sphaeroides controlado pelo promotor Plac (WERF
et al., 1996) foi inserido em seis estirpes de E. coli, sendo que as trés estirpes
que mais produziram ALA foram DH1 (58,95 mg/L), CJ236 (58,95 mg/L) e BL21
(DE3) (55,02 mg/L) ap6s 24 horas em meio minimo suplementado com 5 g/L de
succinato. Extratos celulares de E. coli DH1/pALA2 em solugdo com adigao de
succinato, glicina, piridoxal fosfato, CoA e ATP produziram 2,9 g/L de ALAem 5
horas.

Bradyrhizobium japonicum é um microrganismo que habita o interior dos
nodulos de raizes de plantas leguminosas e que sintetiza e libera para a planta
que o hospeda diversos compostos derivados de protoporfirinas (CHOI et al.,
1999). A sequéncia de nucleotideos de hemA de B. japonicum apresenta baixa
semelhanga (68%) com aqueles de outras espécies de bactérias
fotossintetizantes, como R. sphaeroides, indicando que, se seus sitios
alostéricos forem diferentes das demais ALA sintases, seu modo de regulacéo
por feedback pode nédo ser o mesmo. Quando hemA de B. japonicum foi
expresso sob controle do promotor T7 em E. coli BL21(DE3), a bactéria produziu
1,7 g/L de ALA, sendo que em pH 7,0 se atingiu a maior producédo (CHOI et al.,
1999). Além disso, foi descrito que 30 mM de acido levulinico (LA) inibia a agao

da ALAD e permitia o acumulo de maiores concentragbes de ALA. Em meio
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Luria-Bertani (LB) com adi¢cao de 30 mM de glicina, 90 mM de succinato, 30 mM
de LA e pH 7,0, a produgéo de ALA obtida foi de 3,2 g/L em 14 horas.

A otimizacdo dos codons do gene hemA de R. sphaeroides para aumentar
a expressao da ALAS em E. coli, e consequentemente a producado de ALA, foi
testada através da sua clonagem no vetor pET28a e insergéo na estirpe E. coli
Rosetta (DE3) (FU et al., 2008). A estirpe foi testada em cultivo de batelada
alimentada continua num fermentador contendo 3 litros de meio LB inicialmente
suplementado com glicina, acido succinico e glucose, sendo estes nutrientes
adicionados de forma recorrente ao meio. O pH do cultivo foi mantido em dois
estagios, onde o pH nas primeiras 6 horas foi regulado em pH 5,9, e apds isso
em pH 6,2. A produgdo de ALA por esta estirpe nestas condi¢gdes alcangou 6,6
g/L em 18 horas de cultivo.

E descrito que a adicéo de D-glucose no meio de cultura pode atuar como
um inibidor competitivo para ALAD e assim elevar o acumulo de ALA (LEE et al.,
2003). Mas altas concentracbes de D-glucose também apresentam acéo
inibitéria da ALAS de R. sphaeroides (XIE et al., 2003). Uma analise para
otimizacao dos parametros de cultivo e meios de cultura para producédo de ALA
com ALAS de R. sphaeroides indicou que uma baixa concentragao inicial de
glucose (2 g/L) com posterior adigdo de uma maior concentragao de glucose no
final da fase exponencial de crescimento do indculo se mostrou vantajosa para
elevar a producéo de ALA (FU et al., 2008).

O gene hemA da bactéria de solo Agrobacterium radiobacter foi clonado,
e expresso sob controle do promotor T7 em E. coli Rosetta (DE3) (LIN et al.,
2008). Fontes de carbono como D-glucose e D-xilose demonstraram nao afetar
a atividade da ALAS de A. radiobacter em E. coli, ao passo de que estes mesmos
dois carboidratos em 20 mM apresentaram uma diminui¢ao de cerca de 20 % na
atividade de ALAD de E. coli Rosetta (DE3). O cultivo foi realizado em meio LB
suplementado com D-xilose e D-glicose, além de glicina e acido succinico, em
cultivo de batelada alimentada. Em um fermentador contendo 3 litros de meio, a
producao de ALA alcancada foi de 7,3 g/L em 30 horas.

Em E. coli, a biossintese de ALA pela via C5 é rigidamente regulada pela
inibicdo da ALAS em altas concentracdes de heme, o produto final da via C5.
(WOODARD et al., 1995). Embora a via C4 seja a mais utilizada para produgao

de ALA, ela apresenta algumas desvantagens visto que a sintese de glicina e
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succinil-CoA sao altamente regulados no metabolismo de E. coli, necessitando
assim de suplementacdo constante de glicina e succinato no meio para que
ocorra a sintese de ALA em maiores concentragdes (KANG et al., 2011).

Para o desenvolvimento de uma estirpe de E. coli produtora de ALA
através da via C5 foi expresso na estirpe E. coli DH5a o gene heterélogo hemAWM,
uma glutamil-tRNA redutase de Salmonella arizona, e superexpresso o gene
hemL, a ALAS nativa de E. coli (KANG et al., 2011). Esta estirpe, nomeada E.
coli DAL, produziu 2,12 g/L de ALA em 50 mL de meio minimo suplementado
com 20 g/L glucose. Além dos genes da via C5, utilizando um vetor de baixo
numero de coépias foi superexpresso o gene rhtA, que codifica um transportador
de efluxo de aminoacidos capaz de excretar ALA. A estirpe E. coli DAL portando
o vetor que aumenta a expressao de rhtA, nomeada E. coli DALA, produziu 2,96
g/L de ALA nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, um aumento de
quase 40% na produgdo. A estirpe E. coli DALA cultivada num fermentador
contendo 3,5 L de meio minimo suplementado com 35 g/L de glucose produziu
4,13 g/L de ALA.

A enzima ALAD, codificada por hemB em E. coli, desempenha um papel
essencial na via de sintese de heme. As tentativas de inativar ou mutar a ALAD
na busca de aumentar a producao de ALA falharam (ZANG et al., 2013). A adi¢cao
de caudas de degradacdo em hemB também n&o causou a elevagao na
producdo de ALA, porém a utilizagdo de cdédons iniciadores alternativos com
menor capacidade de tradugao (ATG substituido por GTG) se provou viavel e
eficaz (DING et al., 2017), mas essa alteragdo também causou uma diminuigéo
significativa na DOsoo maxima alcancgada pela estirpe.

Em busca de homélogos da ALAS em microrganismos, o gene hemA de
R. capsulatus foi clonado em E. coli BLR (DE3) e sua expressao controlada por
um promotor constitutivo da bactéria KANG et al., 2004). Apesar de diversas
condigdes de cultivo ndo estarem especificadas, em meio suplementado com
glicina e acido succinico a estirpe produziu 3,5 g/L em cerca de 50 horas.

Diversas propriedades enzimaticas da ALAS de R. capsulatus ainda eram
desconhecidas. Este gene foi entdo clonado em E. coli Rosetta (DE3) através do
vetor pET28a para compreender melhor as caracteristicas da enzima (LOU et
al., 2014). A ALAS de R. capsulatus apresentou uma constante de especificidade

para succinil-CoA maior que as ALAS sintases presentes em A. radiobacter e R.
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sphaeroides, demostrando alta eficiéncia catalitica. A estipe E. coli Rosetta
portando hemA de R. capsulatus foi cultivada em batelada alimentada em
fermentador contendo 9 litros de meio suplementado com glicerol, extrato de
levedura, glicina e acido succinico, o pH foi mantido em 7,5. Apds 36 horas de
cultivo em 28°C, atingiu-se 8,8 g/L de ALA.

As diferentes estirpes de E. coli ndo sdo muito tolerantes a elevadas
quantidades de ALA devido a geragdo de espécies reativas de oxigénio que
causam danos celulares e alteragbes morfolégicas (ZHU et al., 2019). A
superexpressao adicional de genes para catalases e superéxido desmutases em
E. coli BW25113 portando hemA de Rhodopseudomonas palustris demonstrou
aumento na tolerancia a altas concentracdes e na producao de ALA (ZHU et al.,
2019). A estirpe desenvolvida foi cultivada em batelada alimentada com adigéo
constante de glucose e glicina, pH constante de 6,5 e 30% de O:2 dissolvido.
Apos 23 horas de cultivo, a producao de ALA resultante da estirpe foi de 11,5
g/L.

E. coliBL21 (DES3) expressando hemA de R. capsulatus alcangou a maior
producdo de ALA registrada até o momento (YU et al., 2022). Além disso, foram
expressos genes para catalases, superoxido dismutases e para a chaperona
GroELS. A estirpe fui inoculada em 300 mL de meio minimo M9 modificado
suplementado com glicose, glicerol, glicina e succinato em um biorreator de 1
litro com adigdo de glicina e glucose em 12 e 24 horas, respectivamente. A
adicao de ion férrico apdés 3 horas do indculo demonstrou elevar a atividade e
capacidade de acumulo de ALA no meio pela estirpe, que alcangou 15,6 g/L em

30 horas de produgao.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégia experimental

Neste trabalho, buscou-se desenvolver uma estirpe de E. coli capaz de
produzir ALA através da via C4 e realizar o efluxo para o meio de cultura. A
estratégia experimental consistiu em construir um operon contendo os genes
hemA, de R. capsulatus, e rhtA de E. coli, com expressdo controlada pelo

promotor Ptac. Estes genes ja foram utilizados anteriormente para a produgao e
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efluxo de ALA (KANG et al., 2011), mas ndao em vetor unico de alto numero de
coOpias com as propriedades modulatérias das partes presentes na biblioteca do
IGEM. Para se obter isso, os genes hemA e rhtA presente no plasmideo pLHJ
(GenScript Biotech) devem ser clonados no plasmideo K864400 (obtido através
do sistema iIGEM), um vetor baseado em pSB1C3 contendo o promotor Ptac.
Ambos os genes devem ser inseridos a jusante do promotor para que sejam
responsivos a ele, formando assim o vetor pTHR contendo o operon
Ptac_hemA_rhtA (Figura 3).

Para aferir diferentes estirpes de E. coli quanto a produg¢ao de ALA através
do vetor pTHR, cinco estirpes de E. coli (MG1655, TOP10, BL21(DE3), BW25113
e W3110) devem ser transformadas com o vetor K864400 ou com o vetor pTHR,
totalizando dez estirpes. A fim de aferir a producdo de ALA e os efeitos dos
vetores no crescimento das estirpes, as dez estirpes devem ser inoculas em
meio MMALA e seu crescimento e producao de ALA serao verificadas em pontos
de 30 minutos durante 8 horas, para entdo uma leitura final apés 48 horas do
inoculo ser realizada.

A estirpe com maior producdo de ALA tera seu crescimento mensurado
por 20 horas consecutivas em intervalos de 2 horas em condi¢cbes de

crescimento semelhantes aos da triagem.
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Figura 3. Estratégia para producao e efluxo de ALA

Glucose
Ptac rrnB T1
Acetil-CoA '
pTHR
Oxaloacetato
Citrato
mqo
Malato acn
Sum Glioxalato Isocitrato L-glutamil-tRNA
aceA hemA
Fumarato fed ghtX
gdhA GSA
vdIrCAB 2-oxoglutarato ——— L-glutamato e
Succmato odhA,sucB, Ipd —————————————————— & —————————
sucCD Succmll CoA ALA
Glicina

Fonte: Modificado de KANG et al. (2011)

Espera-se que diferentes estirpes de E. coli contendo o vetor pTHR sejam capazes de produzir
e exportar ALA. Setas coloridas indicam os genes inseridos e sua acao no fluxo metabdlico de
ALA na célula. A seta curvada no vetor representa o promotor Ptac. Elipses a esquerda de cada
seta no vetor representam sitios RBS. A estrutura vermelha em forma de T a direita dos genes

no vetor representa o terminador rrnB T1.

4.2 Bactérias e plasmideos

As estirpes de E. coli utilizadas e desenvolvidas neste trabalho estéo
listadas na Tabela 1, bem como os vetores plasmidiais utilizados e construidos

estio listados na Tabela 2.
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Tabela 1. Estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho.

Estirpe

Caracteristicas

Fonte/Referéncia

E. coliTOP10

E. coliMG1655

E. coli BL21 (DE3)

E. coliBW25113

E. coliW3110

TOP10_K864400

MG1655_K864400

BL21_K864400

F- merA A(mrr-hsdRMS-crBC)
®80lacZ AM15 AlacX74 recA1
araA139 A (ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

F-, A-, rph-1

F-, lon-11, A(ompT-nfrA)885,
A(galM-ybhJ)884, ADE3 [lacl,

lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7,

nin5], A46, [mal+] K-12(AS),
hsdS10

F-, A(araD-araB) 567,
AlacZ4787 (::rrnB-3), A-, rph-1,
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F-, A=, IN(rrnD-rrnE), rph—1

E. coli TOP10 portando vetor
K864400

E. coli MG1655 portando vetor
K864400

E. coliBL21 (DE3) portando
vetor K864400

Invitrogen, Corp.,
Carlsbad, CA

Coli Genetic Stock
Center strain+
(CGSC) #6300

Coli Genetic Stock
Center strain
(CGSC) #12504

Coli Genetic Stock
Center strain
(CGSC) #7636

Coli Genetic Stock
Center strain
(CGSC) #4474

Este estudo

Este estudo

Este estudo
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BW25113_K864400

W3110_K864400

TOP10_pTHR

MG1655_pTHR

BL21_pTHR

BW25113_pTHR

W3110_pTHR

E. coliBW25113 portando vetor
K864400

E. coliW3110 portando vetor
K864400

E. coli TOP10 portando vetor
pTHR

E. coli MG1655 portando vetor
pTHR

E. coliBL21 (DE3) portando
vetor pTHR

E. coliBW25113 portando vetor
pTHR

E. coliW3110 portando vetor
pTHR

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Tabela 2 — Plasmideos utilizados e construidos neste trabalho.

Plasmideo Caracteristica Fonte/Referéncia
pUC57 contendo os genes hemA e rhtA,
pLHJ além dos sitios RBS e terminadores. GenScript Biotech

KmR

K864400 pSB1C3 contendo promotor Ptac. CmR.

Derivado de K864400 contendo os
pTHR genes hemA e rhtA regulados pelo

promotor Ptac. CmR.

iIGEM

Este estudo
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4.3 Meios de cultura, condigoes de cultivo e estoque de bactérias

Para a realizagdo dos protocolos de clonagem, quimicompeténcia e
estoque, o cultivo das estirpes de E. coli em meio liquido realizou-se em meio
LB (SAMBROOK; RUSSEL, 2000). Frascos de capacidade de 15 mL contendo
3 mL de LB foram inoculados com as estirpes e disposto numa incubadora com
agitagao rotatéria a 180 rpm e 37°C. Para o cultivo em meio sélido foi utilizado
25 mL de LA (meio LB contendo 15 g/L de agar bacteriolégico) em placas de
Petri descartaveis de 90 mm x 14,2 mm. As placas de LA foram incubadas em
estufa microbioldgica a 37°C. Um litro de LB contém: 10 g de triptona, 10 g de
NaCl e 5 g de extrato de levedura.

Para os experimentos de producdo de ALA pelas estirpes foi utilizado o
meio MMALA, um meio minimo modificado de Kang et al. (2011). Um litro de
MMALA contém: 16 g de (NH4)2SO4, 3 g de KH2PO4, 16 g de Na2HPO4-12H20,
1 g de MgSO04-7H20, 0,01 g de MnSO4-7H20, 2 g de extrato de levedura, 18 g
de D-glucose e 7,5 g de L-glicina. Além disso foi adicionado Cm (30 ug/mL) e
IPTG (0,1 mM) ao meio no inicio do cultivo. O crescimento das estirpes se deu

em 37°C com agitagao rotatoria de 220 rpm durante 48 horas.

4.4 Antibioticos

Para o crescimento das estirpes com resisténcia a antibiéticos, foram
utilizados cloranfenicol (Cm) a 30 pg/mL e canamicina (Km) a 100 pg/mL nos

meios de cultura.

4.5 Preparo de células competentes

Para o preparo das células de E. coli quimiocompetentes para posterior
transformacao por choque térmico, foi cultivado um pré-indculo de 5 mL em LB
por aproximadamente 16 horas a 180 rpm e 37°C. Um mL deste cultivo crescido
foi utilizado para inocular 100 mL de meio LB em frascos Erlenmeyer com
capacidade de 1000 mL, o cultivo se deu a 180 rpm a 37°C. Este inéculo foi
cultivado até a densidade optica de 600 nm (DOsoo) se encontrasse entre 0,3 e

0,4. O meio de cultivo foi dividido entre dois tubos plasticos de 50 mL que foram
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centrifugados a 4000 rpm, 4°C por 10 minutos em uma centrifuga Eppendorf
(modelo 5810R). O sobrenadante foi descartado do tubo e o precipitado de
células foi ressuspendido em 20 mL de uma solu¢do de CaCl2 0,1 M gelada e
estéril, estas células foram entdo incubadas em banho de gelo por 1 hora. As
células ressuspendidas foram novamente centrifugadas a 4.000 rpm, 4 °C por
10 minutos e o sobrenadante descartado. Ao final, as bactérias foram
ressuspendidas em 2 mL de uma solugao de CaCl2 0,1 M com 20% de glicerol
gelada e estéril. Foram pipetadas aliquotas de 200 pL desta solugéo de células
quimiocompetentes em tubos plasticos de 1,5 mL para serem estocadas a -80°C

para uso posterior.

4.6 Transformacao bacteriana

A transformacao bacteriana foi realizada unindo, em um tubo plastico de
1,5 mL, 100 pL de células quimiocompetentes com 10 L das reag¢des de ligagao
de DNA, ou entdo de 0,5 pL da solugdo contendo o plasmideo obtida durante a
minipreparagao plasmidial.

A mistura foi mantida em banho de gelo por 15 minutos e entdo foi
submetida ao choque térmico em banho-maria por 40 segundos a 42 °C. As
células foram imediatamente devolvidas ao banho de gelo por 5 minutos em
repouso, sendo entdo adicionado 800 pL de meio LB e incubadas para
recuperacao em estufas por 1 hora a 37°C. Apds o periodo de recuperagao, 200
ML da suspensdo celular foram semeados em placas de LA contendo os

respectivos antibidticos.

4.7 Minipreparagao plasmidial

Para a extragao de DNA plasmidial das diferentes estirpes de E. coli foi
utilizado o método de miniprep por lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001). Para
este método, 1,5 mL de um cultivo de 5 mL de LB incubado por 12 a 16 horas foi
separado em microtubos plasticos, estes microtubos foram centrifugados por 60
segundos a 14.500 rpm (centrifuga Minispin, Eppendorf). O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 150 uL de solugdo de GET
(50 mM de glucose, 10 mM de EDTA e 25 mM de Tris-HCI pH 8,0) adicionado
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de 2 yL de RNase e incubadas por 5 minutos na bancada. Adicionou-se 150 uL
de solucéo de lise (0,18 M de NaOH e 1% de SDS (m/v)), sendo homogeneizado
através da lenta inversdo dos tubos de forma manual. A solugao foi neutralizada
pela adicdo de 150 yL de solugédo Kacf (3 M de acetato de sodio e 11,5% de
acido acético (v/v)) com nova inversao manual dos tubos, seguida pela adicao
de 100 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) com vortex por 3 segundos. Os
tubos foram centrifugados a 14.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
transferido para tubos novos etiquetados. Ao sobrenadante, foram adicionados
250 L de isopropanol, a solugéo foi homogeneizada e deixada em banho de
gelo por 20 minutos. Os tubos entdo foram centrifugados a 14.500 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de
etanol 70% (v/v). Novamente centrifugados a 14.500 rpm por 5 minutos sendo o
sobrenadante descartado e o pellet seco a 60°C por 2 minutos. O precipitado de
DNA plasmidial seco foi solubilizado em 30 uL de agua ultrapura estéril. Todos

os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente.

4.8 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para verificar a concentragdo do DNA plasmidial e da eficacia das
restricbes e PCR, foram realizadas eletroforeses de DNA em géis de agarose de
1% (m/v) em tampao TAE (40 mM de Tris base; 20 mM de acido acético e 1 mM
de EDTA a pH 8,0). Foram misturados 2 pL da amostra com 3 pL de corante
FSUDS (azul de bromofenol 0,8%, ficol 10%, xileno cianol 0,4%, SDS 1%, EDTA
1,8 mM, pH 8,0) para serem aplicadas nos pocos do gel. As corridas de
eletroforese foram realizadas em cubas de eletroforese com o gel imerso em
tampao TAE entre 60-80 V por 60-90 min. Apos a eletroforese, o gel com DNA
foi incubado em solucao de brometo de etidio (0,5 pg/mL) por 10-20 min. O DNA
foi visualizado em transiluminador com luz ultravioleta a 312 nm (EC3 System -
UVP Biolmaging Systems UVP, Inc. Upland, CA USA) acoplado a um

fotodocumentador de video-imagem.

4.9 Restricao de DNA com endonucleases
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As reacgdes de clivagem de DNA foram realizadas em volume final de 10
a 30 puL utilizando endonucleases e tampdes comerciais da Thermo Fisher
Scientific ou SibEnzyme. O volume e concentragdo de DNA, enzimas e tampao,
assim como o tempo e as condi¢gdes de incubagdo foram as sugeridas pelos

fabricantes.

4.10 Purificagdo de DNA com coluna de silica

Os fragmentos de DNA oriundos das reagdes de restricdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose e as bandas de interesse foram
identificadas no transiluminador. As bandas foram cortadas do gel, pesadas e
ressuspendidas em 3 volumes de isotiocianato de guanidina 5 M, sendo esta
solucao incubada a 60°C por 10 minutos com inversdo manual constante. Apos
a dissolugao da fatia de gel, foi adicionado 1 volume de isopropanol e a solugao
foi carregada para uma coluna de silica que foi centrifugada a 14.500 rpm por 1
minuto, o eluido foi descartado. Foram carregados 500 pL de etanol 70% (v/v)
na coluna de silica com nova centrifugacéo a 14.500 rpm por 1 minuto e o eluido
foi descartado. Adicionou-se 30 uL de agua ultrapura estéril na coluna, sendo
entdo foi incubada a temperatura ambiente por 2 minutos para entdo ser

centrifugada a 14.500 rpm por 3 minutos. O eluido foi armazenado a -18°C.

4.11 Ligacgao de insertos de DNA em plasmideos

Vetores e insertos previamente digeridos e purificados foram utilizados
para realizar as reagdes de ligacdo. O volume final da reacao foi estabelecido
em 10 uL, contendo: 1 uL de tampéo T4 DNA ligase 10X, 0,2 yL de enzima T4
DNA ligase (Thermo Fischer Scientific) e inserto:plasmideo na proporgao 5:1 de
acordo com a concentracdo. As reacdes foram incubadas overnight em
temperatura ambiente e posteriormente foram utilizadas para transformacéao

utilizando células quimiocompetentes.

4.12 Clonagem de DNA
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Para a clonagem do operon Ptac_hemA rhtA, o plasmideo pLHJ foi
digerido com as enzimas Spel e Pstl (Thermo Fisher Scientific), liberando
fragmento de DNA contendo os genes hemA e rhtA, além do terminador de
transcricdo (rrB T1) e sitios RBS R4a + espacador (SHI et al. 2018). O vetor
K864400, contendo o promotor Ptac, foi tratado com as mesmas enzimas.
Ambos, inserto e vetor, foram purificados do gel e ligados conforme descrito em
4.10 e 4.11. A reacao de ligacao foi utilizada para a transformagao em E. coli
TOP10. Os clones de pTHR obtidos foram confirmados por minipreparacao
plasmidial e posterior restricdo com as endonucleases Xbal e Pstl. O processo
de construgdo esta ilustrado na Figura 4.

O vetor pTHR obtido através de minipreparagao plasmidial foi utilizado

para transformar as demais estirpes de E. coli.
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Figura 4. Representacao das etapas de restricido e ligacao para a

construgao do vetor pTHR.

- 99

Ptac em pSB1C3 hemA e rhtA em pUC57
(K864400) (pLHJ)

Restricao com Spel e Pstl
Purificacdo dos fragmentos

i ?
Ptac em pSB1C3
(K864400) Inserto hemA_rhtA
Ligacao

Operon Ptac_hemA_rhtA em pSB1C3
(pTHR)

Fonte: o autor.

A seta curvada em amarelo representa o promotor Ptac. As setas representam os genes hemA
e rhtA e seus sentidos de leitura. Os circulos contendo as letras S ou P simbolizam sitios de
restricdo para as enzimas Spel e Pstl, respectivamente. Elipses verde-clara representam sitios

RBS e a estrutura vermelha a direita dos genes representa o terminador rrnB T1.
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4.13 Clonagem de partes bioldgicas (banco de dados fisico - iGEM)

O plasmideo K864400 presente no repositorio do iGEM foi encontrado
acessando o enderecgo http://parts.igem.org/Catalog, estando nomeado como
BBa_K864400 e contendo sua localizagao nas placas de partes biolégicas
liofilizadas do iIGEM. O plasmideo foi ressuspenso em 10 uL de agua ultrapura
estéril e 0,5 pL foram utilizados para transformagao em E. coli TOP10.

4.14 Cultivo para a producao de ALA por diferentes estirpes de E. coli

Ao final da construcao dos plasmideos e transformacdes de E. coli, as
estirpes obtidas foram aferidas quanto a sua producao de ALA. Coldnias Unicas
de estirpes de E. coli foram pré-inoculadas em 5 mL de meio LB em frascos de
20 mL e incubadas a 37°C com agitacao a 180 rpm por 14 horas para estimular
o crescimento das estirpes. Um mL do cultivo crescido foi utilizado para inocular
50 mL de meio MMALA, modificado de Kang et al. (2011), contendo glicose e
glicina como principais fontes de carbono. Também foram adicionados ao meio
cloranfenicol e Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG, concentracgéo final de
0,1 mM).

O crescimento das estirpes se deu em 37°C a 220 rpm durante 48 horas.
Para ver a influéncia da expressao do operon Ptac_hemA rhtA no crescimento
das estirpes de E. coli foram realizadas leituras de DOsoo usando leitor de
microplaca (Berthold Technologies TriStar LB941) e removidas aliquotas de 0,5
mL do cultivo a cada 30 minutos de todos os indculos durante 8 horas
consecutivas. Apo6s isso, foram realizadas uma ultima aliquota e a leitura de
DOs0oo em 48 horas. A estirpe apresentando maior producao de ALA em 48 horas
foi utilizada para testes posteriores.

Para verificar o consumo de glucose em relagdo a densidade 6ptica do
meio e a producdo de ALA, a estirpe com maior produ¢ao de ALA em 48 horas
sera inoculada em condi¢gdes semelhantes as anteriores, porém com leituras de
DOeoo e aliquotas de 0,5 mL do cultivo ocorrendo a cada 2 horas durante 20

horas consecutivas.
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As aliquotas do cultivo foram centrifugas a 14.500 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante foi armazenado a 4°C para realizagdo das analises de ALA e

glucose.

4.15 Quantificagao de ALA

A quantificagdo de ALA foi realizada de acordo com o método de
Mauzerall e Granick (1956). Neste protocolo, 10 uyL da amostra é unido com 0,5
mL de acetato de sédio 1 M (pH 4,6), 0,5 mL de H20 ultrapura e 50 yL de
acetilacetona (2,4-pentanodiona). A solucao € aquecida a 100°C por 15 min e
posteriormente resfriada a temperatura ambiente. Em tubos novos, 100 uL desta
solugdo aquecida foi unida a 300 pL do reagente de Ehrlich (p-
dimetilaminobenzaldeido, 30 ml de acido acético glacial, 8 ml de acido perclorico
a 70% (v/v) e 12 ml de acido acético). Apds incubagao em temperatura ambiente
por 15 minutos, a absorbéancia foi medida usando leitor de microplaca (Berthold
Technologies TriStar LB941) em 555 nm e a concentragéo deduzida de acordo
com uma curva padréo de ALA preparada separadamente (seis pontos de leitura
partindo de uma solucao de 2 g/L de ALA, seguido por diluicdes seriadas com
as concentragodes de 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,05 g/L).

4.16 Quantificagao de glucose

A quantificagcao de glucose presente no meio foi determinada por método
colorimétrico através do kit Glicose PAP Liquiform da Labtest (Lagoa de
Santana/MG, Brasil). As amostras foram diluidas 1:100 em agua ultrapura para
serem utilizadas e a execucdo do protocolo foi realizada de acordo com o

fabricante.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construgao do vetor pTHR

As etapas de construgdo do vetor pTHR contendo o operon

Ptac_hemA_rhtA se deram conforme descrito nos topicos 4.10 a 4.12. A

33



confirmacgao dos clones se deu através de restricdo do DNA plasmidial pelas
endonucleases EcoRI e Pstl e posterior analise das bandas de fragmentos de
DNA através de eletroforese em gel de agarose, onde foram visualizadas duas
bandas de DNA, uma de 2352 e outra de 2029 pares de base, confirmando os

clones do vetor pTHR.

5.2 Caracterizagcao do crescimento de diferentes estirpes de E. coli
portando o vetor K864400 ou pTHR

As dez estirpes de E. coli desenvolvidas neste trabalho tiveram seu
crescimento em meio MMALA avaliado através do monitoramento de DOeoo
durante 8 horas com leituras a cada 30 minutos. Dentre as cinco estirpes de E.
coli portando o vetor K864400, quase todas alcancaram a fase estacionaria em
cerca de 7,5 horas (Figura 5), com destaque a MG1655, que atingiu a fase
estacionaria em cerca de 6,5 horas. A Unica excegao foi a curva de crescimento
da estirpe W3110_K864400, que ndo entrou na fase exponencial de crescimento

nas primeiras 8 horas de cultivo.

Figura 5. Curva de crescimento das estirpes de E. coli portando vetor

K864400 durante 8 horas de monitoramento.

TOP10 K864400
MG1655 K864400
BL21 K864400
BW25113 K864400
W3110 K864400

DOgo0
P

Tempo (h)

Cada estirpe foi crescida em frasco Unico contendo 50 mL de meio MMALA adicionado de Cm

(30 ug/mL) e IPTG (0,1 mM). A legenda a direita representa as estirpes analisadas.
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Apesar da estirpe W3110 continuar na fase de estacionaria durante as
primeiras 8 horas de cultivo, a leitura apds 48 horas de inéculo demostrou que
esta estirpe atingiu DOes00>1 (Tabela 3), semelhante a fase estacionaria das
demais estirpes.

A semelhancga do perfil de crescimento entre as demais estirpes indica
que n&o houve diferenca de crescimento significativa entre as estirpes portando
K864400 e que a elevagao no fardo metabdlico causada pela presenca deste
vetor & similar para todas elas. Além das estirpes portando K864400, as cinco
estirpes de E. coli portando o vetor pTHR também tiveram seus perfis de

crescimento mensurados por DOsoo (Figura 6).

Figura 6. Curva de crescimento das estirpes de E. coli portando vetor pTHR

durante 8 horas de monitoramento.

TOP10 pTHR
MG1655 pTHR
BL21 pTHR
BW25113 pTHR
W3110 pTHR
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Cada estirpe foi crescida em frasco Unico contendo 50 mL de meio MMALA adicionado de Cm

(30 yg/mL) e IPTG (0,1 mM). A legenda a direita representa as estirpes analisadas.

Da mesma forma que a estirpe W3110_K864400, o cultivo de
W3110_pTHR nao atingiu a fase exponencial de crescimento durante as 8 horas
iniciais de cultivo, porém esta atingiu DOsoo de 0,98 apds 48 horas de cultivo
(Tabela 3). Isto indica que ambas as estirpes derivadas de W3110 séo capazes
de crescer em MMALA, mesmo que num ritmo menor que o de outras estirpes.

As mutacgodes descritas no cromossomo de E. coliW3110 (JENSEN, 1993)

nao permitem a formulagcdo de uma hipétese sobre o porqué desta estirpe ter
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apresentado uma fase estacionaria tdo longa se comparada com outras estirpes.
Em especial, é atipico que seu crescimento seja tdo discrepante do apresentado
pelas estirpes derivadas de MG1655, pois estas possuem genoétipo descrito
semelhante. A Unica diferenga descrita entre as estirpes W3110 e MG1655 ¢ a
inversao dos genes para RNA ribossomal rrnD e rrE (HILL et al., 1981), o que
por si s6 ndo é capaz de explicar a diferenca no perfil de crescimento encontrada.

E possivel que esta discrepancia seja devido ao acumulo de mutacdes
aleatérias no cromossomo da W3110, o que pode ter ocorrido durante as
geragdes que esta estirpe passou até o momento em que foi fornecida para o
presente estudo. Mutacdes aleatérias que impecam ou dificultem a sintese de
novo de determinados metabdlitos podem ser a explicagdo para a fase
estacionaria estendida observada nestas estirpes em meio MMALA, visto que
tais mutagdes nao afetariam gravemente o crescimento em meios complexos,
como LB. Para se verificar isso, a clonagem dos vetores K864400 e pTHR em E.
coli W3110 cedidos do estoque de outros grupos de pesquisa sera necessaria.

A expressao do operon Ptac_hemA rhtA presente em pTHR parece ter
afetado o crescimento de forma diferente em cada uma das estirpes de E. coli.
Mesmo a estirpe MG1655 pTHR, que apresentou um perfil de crescimento
semelhante ao de MG1655 K864400, demorou cerca de 1 hora a mais para
atingir a fase estacionaria de crescimento. As demais estirpes portando pTHR
n&o atingiram a fase estacionaria do crescimento dentro das 8 horas iniciais de
cultivo, mas ao final das 48 horas de cultivo apresentaram DOsoo semelhante
entre si (Tabela 3). A estirpe TOP10_pTHR necessitou de mais horas de cultivo
do que TOP10_K864400 para sair da fase estacionaria, estando préxima de
alcancar o final da fase de crescimento exponencial apds 8 horas de cultivo.

A maior diferenga no perfil de crescimento entre as linhagens de E. coli
portando K864400 ou pTHR foi de BL21(DE3) e de BW25113. Tamanha
diferenca no crescimento é um forte indicativo de um elevado fardo metabdlico
oriundo da expressdao de hemA e rhtA nestas estirpes. Ressalta-se que a
linhagem E. coli BL21(DE3) ja foi amplamente utilizada para a produgao de ALA
por outros grupos de pesquisa (WERF et al., 1996; CHOI et al., 1999; DING et
al., 2017; YU et al., 2022), demonstrando seu potencial para produgdo em altas

concentracdes do aminoacido.

36



5.3 Producao de ALA em E. coli portando pTHR

A concentracao de ALA nas estirpes portando K864400 ou pTHR foram
mensuradas nos mesmos intervalos de tempo descritos no topico 5.1. O perfil de
producdo de ALA durante as 8 horas iniciais de cultivo das estirpes portando
K864400 foi semelhante entre as cinco estirpes (dados ndo mostrados). Estas
cinco estirpes, mesmo apds 48 horas de cultivo, produziram entre 0,029 a 0,041
g/L de ALA (Tabela 3). O perfil de produgédo de ALA das estirpes portando pTHR

nas primeiras 8 horas de cultivo € demostrado na Figura 7.

Figura 7. Producao de ALA de diferentes estirpes de E. coli portando vetor

PTHR durante 8 horas de monitoramento.
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Cada estirpe foi crescida em frasco unico contendo 50 mL de meio MMALA adicionado de Cm

(30 yg/mL) e IPTG (0,1 mM). A legenda a direita representa as estirpes analisadas.

Dentre todas, a estirpe W3110_pTHR foi a unica que nao apresentou
elevagao significativa na producédo de ALA durante as 8 horas iniciais de cultivo,
resultado esperado de acordo com o que foi observado no seu perfil de
crescimento durante este periodo.

Apesar dos diferentes perfis de crescimento das estirpes pTHR
apresentado na Figura 6, quase todas elas apresentaram uma elevagcdo na

producdo de ALA a partir das 4 horas de cultivo. Também nao houve forte

37



discrepancia da produgao de ALA estre as estirpes nas primeiras 8 horas de
cultivo, sendo a estirpe BL21_pTHR a que mais produziu ALA neste periodo
(0,36 g/L), seguida por BW25113_pTHR (0,332 g/L), TOP10_pTHR (0,31 g/L),
MG1655_pTHR (0,267 g/L) e W3110_pTHR (0,02 g/L).

Apos 48 horas de cultivo, a concentracdo de ALA entre os cultivos
diferenciou muito entre as estirpes (Tabela 3), sendo BL21_pTHR a estirpe com
maior producdo de ALA, seguida por BW25113 pTHR. Estas duas estirpes
foram as que apresentaram uma mudanca drastica no perfil de crescimento nas
primeiras 8 horas de cultivo em relagéo as suas linhagens portando K864400.
Isto indica que a mudanca do perfil de crescimento ocorreu devido a elevagao
do fardo metabdlico na célula causado pela expressao de hemA e rhtA, que
redirecionaram parte do carbono e nitrogénio adquiridos do meio para a sintese
de ALA ao invés de serem utilizados exclusivamente para a sintese dos
componentes celulares.

Outro fator relevante para a alteracdo dos tempos de crescimento das
estirpes portando pTHR é que o acumulo de ALA na célula aumenta a
quantidade de espécies reativas de oxigénio, gerando danos oxidativos na célula

e assim diminuindo sua capacidade de crescimento (ZHU et al., 2019).

Tabela 3. DOsoo € Producao de ALA de estirpes de E. coli portando K864400
ou pTHR apés 48 horas de cultivo.

Estirpes DOsoo ALA *DP (g/L)
E. coli TOP10_K864400 1,058 0,036
E. coli TOP10_pTHR 1,050 0,03 0,509 0,08
E. coliMG1655_K864400 1,083 0,036
E. coliMG1655_pTHR 1,041 0,04 0,303 0,06
E. coli BL21_K864400 1,094 0,041
E. coliBL21_pTHR 1,050 0,05 1,065 +0,04
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E. coli BW25113_K864400 1,032 0,039

E. coliBW25113_pTHR 0,960 0,01 0,595 +0,06
E. coliW3110 K864400 1,049 0,029
E. coliW3110 pTHR 0,980 +0,08 0,055 +0,05

Estirpes portando K864400 foram crescidas em frasco unico, enquanto as que portavam pTHR
foram crescidas em ftriplicata. Todas foram cultivadas em 50 mL de meio MMALA adicionado de
Cm (30 pg/mL) e IPTG (0,1 mM) durante 48 horas. Analises realizadas em triplicata apresentam

desvio padrao (+DP).

A linhagem E. coli BL21(DE3) apresenta algumas caracteristicas que
fornecem explicagdes razoaveis para a estirpe BL21 pTHR ser a que mais
produziu ALA dentre as analisadas. E. coli BL21(DE3) é frequentemente utilizada
para expressao de proteinas por ndo conter a protease Lon e também é
deficiente na protease de membrana externa OmpT (JEONG et al., 2015). A
auséncia destas duas proteases reduz a degradagao de proteinas heterdlogas
expressas em BL21, o que pode ter permitido uma maior concentragao de ALAS
e RhtA atuantes em BL21_pTHR.

5.4 Producao de ALA em meio minimo suplementado apenas com glucose

Na busca da diminuicdo do custo de producdo de ALA, foi realizado o
cultivo das estirpes TOP10 _K864400 e TOP10 pTHR em meio minimo
suplementado apenas por glucose, conforme descrito por Kang et al. (2011) para
verificar se os niveis de producado de ALA seriam afetados. Uma unica amostra
foi coletada apds 48 horas de cultivo para ser analisada quanto a DOesoo e
producao de ALA. Os resultados estdo dispostos na Tabela 4.

A concentragdo de ALA obtida pela estirpe TOP10_pTHR em meio de
cultivo sem a suplementacéao de glicina foi inferior a 0,1 g/L. Isso demonstra que
a adicéo de 7,5 g/L de glicina no meio eleva a produc¢ado de ALA pela mesma

estirpe em 514,1%. Este € um indicativo que a suplementacdo do meio com
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glicina é essencial para a produgao de ALA em quantidades consideraveis pelas

estirpes portadora do vetor pTHR.

Tabela 4. DOsoo e Producdo de ALA de E. coli TOP10_K864400 e

TOP10_pTHR em meio minimo sem adi¢ao de glicina apés 48 horas de

cultivo.
Estirpes DOsoo ALA (g/L)
E. coli TOP10_K864400 1,069 0,036
E. coliTOP10_pTHR 1,059 0,099

As estirpes foram crescidas por 48 horas em frasco uUnico contendo 50 mL de meio minimo
suplementado apenas com glucose. Foram adicionados Cm (30 pg/mL) e IPTG (0,1 mM) ao

meio.

5.5 Curva de crescimento, consumo de glucose e produgado de ALA por
BL21_pTHR

Sendo a estirpe que mais produziu ALA apos 48 horas, BL21 _pTHR foi
inoculada novamente em 50 mL de meio MMALA sob as mesmas condicdes de
cultivo descritas anteriormente. Os pontos de coleta e de leitura de DOsoo do
meio se deram a cada 2 horas durante 20 horas.

A curva de crescimento de BL21_pTHR demonstrou que esta atingiu a
fase estacionariaem cerca de 14 horas apds o indculo (Figura 8), diferindo de
BL21_K864400 que atingiu este estagio apos 8 horas de cultivo — um atraso de
aproximadamente 6 horas. Apds 14 horas de cultivo, a DOsoo do cultivo de
BL21 pTHR se estabilizou e ndo apresentou diferenga significativa da leitura de
48 horas de cultivo.

O perfil de producgédo de ALA de BL21 _pTHR durante 20 horas de cultivo
(Figura 9) apresenta grande semelhanca com a sua curva de crescimento. A
producdo de ALA se estabilizou apds 16 horas de cultivo, logo apos ter atingido

a fase estacionaria de crescimento, alcangando apds 20 horas a concentragéo
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final de ALA de 1,029 g/L. A concentragao alcangada em 20 horas pouco difere
da concentragao presente no cultivo apos 48 horas (Tabela 3), indicando que
nao ha mais capacidade de producdo de ALA em niveis relevantes nestas

condi¢cdes de cultivo.

Figura 8. Perfil de crescimento de BL21_pTHR durante 20 horas de

monitoramento.
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BL21_pTHR foi crescida em triplicata em frascos contendo 50 mL de meio MMALA adicionado
de Cm (30 pg/mL) e IPTG (0,1 mM). Pontos representam média + desvio padrdo. A legenda a
direita representa a estirpe analisada.

Como as principais fontes de carbono fornecidas pelo meio sdo glucose e
glicina, € necessario que a célula esteja consumindo os nutrientes do meio,
realizando a via da glicdlise e o ciclo do acido citrico, para produzir succinil-CoA,
um dos substratos da ALAS para sintese de ALA (BOLT et al., 1999). A fase
estacionaria coincidir com a estabilizagcado da concentracdo de ALA no meio pode
indicar uma diminuigao na producgao de succinil-CoA para a utilizagao pela ALAS,
visto que a sintese deste intermediario do ciclo do acido citrico é altamente
regulada em E. coli (KANG et al., 2011). Supde-se que a adi¢édo de succinato no
meio seria capaz de fornecer o substrato necessario para a sintese de ALA em
BL21 pTHR, mas a adicdo deste componente ao meio de cultivo elevaria

substancialmente seu custo. Além disso, para haver certeza de que € o succinil-
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CoA, e nao a glicina, o fator limitante para sintese de ALA neste experimento,

faz-se necessario analisar o perfil de consumo de glicina da estirpe em cultivo.

Figura 9. Producao de ALA de BL21_pTHR durante 20 horas de

monitoramento.
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BL21_pTHR foi crescida em ftriplicata em frascos contendo 50 mL de meio MMALA adicionado

de Cm (30 pug/mL) e IPTG (0,1 mM). Pontos representam média + desvio padrdo. A legenda a

direita representa a estirpe analisada.

O padrao de consumo de glucose do meio da BL21_pTHR (Figura 10)
acompanha sua curva de crescimento, com aumento do consumo apoés 4 horas
de cultivo, no inicio da fase de crescimento exponencial, e diminuicao apos 16
horas de cultivo, no inicio da fase estacionaria.

Apesar da DOsoo e da concentracdo de ALA ndo se alterarem
substancialmente entre o ponto de 20 e 48 horas, a concentragéo de glucose
passou de 6,36 g/L para 2,49 g/L entre estes pontos de leitura. Este fator é
relevante pois aponta que o cultivo da estirpe BL21_pTHR apds atingir sua fase
estacionaria € irrelevante para a producédo de ALA e que talvez seja possivel
atingir resultados semelhantes mesmo com a diminui¢do da concentragéo de
glucose no meio. Para se otimizar a sintese de ALA tendo em perspectiva o baixo
custo de produgao, mais testes com a estirpe BL21_pTHR cultivada em meios

contendo diferentes concentragdes de glucose e glicina sdo necessarios.
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Figura 10. Consumo de glucose de BL21_pTHR durante 20 horas de
monitoramento.
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BL21_pTHR foi crescida em ftriplicata em frascos contendo 50 mL de meio MMALA adicionado

de Cm (30 pug/mL) e IPTG (0,1 mM). Pontos representam média + desvio padrdo. A legenda a
direita representa a estirpe analisada.

6 CONCLUSAO

A producéo de ALA por E. coli é vastamente estudada e este trabalho
buscou complementar um pouco mais sobre seu entendimento. O vetor pTHR
desenvolvido neste trabalho, com propriedades modulatérias das partes
presentes na biblioteca do iGEM, demonstrou elevar a produgcédo de ALA em
diferentes estirpes de E. coli. O resultado das analises de cultivo apontou
BL21_pTHR como a estirpe com maior capacidade produtiva de ALA dentre as
demais estirpes nas condi¢des estabelecidas neste estudo.

Além disso, a suplementacdo de meio minimo com glucose e glicina
apontou um aumento de 514,1% na produg¢do de ALA por TOP10_pTHR em
relagcdo ao meio com suplementagéo apenas de glucose, indicando que a glicina
€ um nutriente de extrema relevancia para a produgado de ALA em estirpes
portando pTHR.
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A estirpe BL21_pTHR apresentou uma concentragao final de 1,065 g/L de
ALA em meio MMALA, um meio de baixo custo se comparado aos meios de
cultivo utilizados por demais grupos de pesquisa para produgao de ALA por E.
coli. A perspectiva € que a produgao de ALA por BL21_pTHR seja maior em
cultivos realizados em biorreatores contendo meio complexo suplementado com
D-glucose, succinato e glicina. E esperado também que a expressdo de enzimas
para reducao do estresse oxidativo em BL21_pTHR elevem a concentracéo final
de ALA no meio.

Os resultados encontrados neste estudo apontam que extratos de cultivo
de BL21_pTHR, rico em ALA e demais nutrientes, podem ser utilizados para o
desenvolvimento de produtos alimenticios e ragdes animais suplementadas
(Processo de patente BR 10 2018 009145 0).
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