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RESUMO

Os problemas geopoliticos, econdmicos e ambientais relacionados ao petroleo,
impulsionam a busca por tecnologias alternativas para a substituicao de matrizes
energéticas e produgao de compostos de origem petroquimica. Surge, portanto, a
demanda por microrganismos capazes de produzir, com alto rendimento e
produtividade, cadeias carbonicas reduzidas precursoras de polimeros quimicos.
Nesse contexto, destacam-se bactérias do genero Propionibacterium, um
microrganismo robusto e produtor de grandes quantidades de acido propionico,
potencial precursor de compostos quimicos de interesse industrial. O objetivo do
presente trabalho foi o estudo genético e metabodlico da bactéria Propionibacterium
acidipropionici, visando estabelecer bases para a engenharia metabodlica desse
microrganismo. O sequenciamento e andlise do genoma de P. acidipropionici
revelaram caracteristicas que enfatizam o uso dessa bactéria como uma
plataforma para a producao de commodities quimicas: diversas vias para
utilizacdo de matérias-primas renovaveis, habilidade de fixar CO: e robustez.
Adicionalmente, foram desenvolvidas ferramentas, como plasmideos e um
método de transformagdo, para manipulacao genética de propionibactérias.
Utilizando um biorreator acoplado a processos eletroquimicos e uma linhagem
de propionibactéria manipulada geneticamente foram obtidos resultados
promissores no desenvolvimento de uma via fermentativa para a produgao de n-
propanol, um alcool com alta demanda mundial. Os resultados aqui reportados
sobre a analise gendmica de P. acidipropionici e sobre a engenharia metabolica
para producao de n-propanol, enfatizam o potencial de propionibactérias para

producao de commodities quimicas a partir de fontes renovaveis de carbono.
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ABSTRACT

The geopolitical, economical and environmental problems related to petroleum
triggered the development of new technologies for replacing energetic sources
and for producing petrochemical compounds from renewable sources. In this
context, microorganisms able to produce reduced carbon chains with high yield
and high productivity have received special attention in the biotechnology field.
Among these microorganisms, the propionibacteria are a promising candidate
because of their robustness and the production of large amounts of propionic
acid, a precursor to other compounds of industrial interest. The main goal of this
work was the genetic and metabolic study of Propionibacterium acidipropionici,
aiming to establish the molecular basis for metabolic engineering. The
sequencing and analysis of the genome of P. acidipropionici showed features that
highlight the potential of this bacterium as a platform for the production of
chemical commodities: many metabolic pathways to degrade renewable sources,
the ability to fix CO:, robustness and unraveled the metabolic pathway to
produce propionic acid. Moreover genetic tools such as plasmids and a method
for the genetic manipulation of propionibacteria were developed. Promising
results of a fermentative pathway for n-propanol production were obtained
using a bioreactor supported by electrochemical system and a propionibacterium
strain genetically manipulated. The results presented here, on the genomic
analysis of P. acidipropionici and metabolic engineering for n-propanol
production, emphasize the potential of propionibacteria to produce chemical

commodities from renewable sources.

viil



SUMARIO

Introducao

Contextualizagao do projeto 12
Propionibactéria e a produgao fermentativa de acido propionico 16
Genética de Propionibactéria 20
Objetivos 22
Referéncias bibliograficas 23

Capitulo 1 - Sequenciamento do genoma de Propionibacterium acidipropionici
Resumo 30
The genome sequence of Propionibacterium acidipropionici

provides insights into its biotechnological and industrial potential 31

Capitulo 2 - Engenharia metabolica de Propionibacterium acidipropionici para
producao de n-propanol

Introducao 52
Materiais e Métodos 58
Resultados e Discussao 74
Referéncias bibliograficas 91
Conclusoes Gerais e Perspectivas Futuras 95
Apéndice I 99
Apéndice II 109
Anexo 1 111

X



10



INTRODUCAO GERAL

11



Contextualizacao do projeto

A percepgao de que o petrdleo, um dos recursos naturais de uso mais
ubiquo na sociedade atual, poderia esgotar-se, acentuou-se com a crise do
petréleo na década de 1970 (Ragauskas et al., 2006). Entretanto, a descoberta de
novas jazidas de petroleo com potencial para alta produtividade fez com que a
incerteza sobre a disponibilidade de petrdleo desse lugar aos problemas
geopoliticos e macroecondmicos relacionados ao seu uso (Ragauskas et al., 2006;
Madsen, 2007). O craqueamento do petrdleo para producao de diferentes
commodities petroquimicas e a sua utilizagdo como combustivel resultam na
liberacao de grandes quantidades de didxido de carbono na atmosfera,
anteriormente aprisionado no solo na forma de hidrocarbonetos. As diversas
pesquisas sobre as consequéncias do aumento nos niveis de gas carbonico
atmosférico sugerem que tais mudangas podem ter consequéncias desastrosas
para o ambiente (Madsen, 2007 e Forsberg, 2008). O destaque mundial para este
tema pode ser observado pelos numerosos estudos sobre os possiveis impactos
ambientais relacionados ao aquecimento global (Meinshausen et al., 2009;
Solomon et al., 2009; Florides & Christodoulides, 2009) e a énfase na substituicao
de matrizes energéticas (Lund, 2007; Goldemberg, 2007; Escobar et al., 2009).
Outro exemplo da relevancia dessa questao é a concessao do Prémio Nobel da
Paz de 2007 para o ex-vice-presidente americano Al Gore e para o Painel
Intergovernamental de Mudangas Climaticas (IPCC), que chamaram atengao
para o problema do aquecimento global em resposta as emissdes de gas
carbonico por combustiveis fosseis
(http://nobelprize.org/nobel_prizes/peace/laureates/2007/).

Perante essas questOes tornam-se cada vez mais frequentes estudos para o

desenvolvimento de tecnologias que permitam o uso de recursos naturais
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renovaveis para a obten¢ao de energia e de compostos quimicos hoje derivados
de combustiveis fosseis. Na ultima década foram desenvolvidas diversas
tecnologias para a substituicdo de matrizes energéticas e para a produgao de
mondmeros petroquimicos por vias alternativas, especialmente vias biologicas
(Karakashev et al., 2007; Lee et al., 2004; Cameron et al.,, 1998). Entre essas
estratégias encontram-se aquelas que exploram processos fermentativos de
microrganismos para a conversao de biomassa em compostos quimicos
utilizaveis na industria (Field et al., 2007). E possivel destacar duas vias distintas
para a obtencdo desses compostos. A primeira € o uso de compostos
naturalmente produzidos por microorganismos. Um exemplo, atual ¢ a
tecnologia para a obtencao de biopolimeros, como o poli-hidroxibutirato
biodegradavel (PHB). O PHB ¢ obtido a partir da fermentagao de glicose por
algumas espécies de procariotos, como Alcaligenes eutrophus ou Bacillus
megaterium (Sudesh et al, 2000; Khanna & Srivastava, 2005; Biebl, 2001).
Contudo, apesar da vantagem por ser uma via de produgao que utiliza recursos
renovaveis, produtos como o PHB enfrentam resisténcias de natureza
tecnologica, que refletem na incerteza dos investimentos para a sua producao. As
principais limitagdes ao uso do PHB estao relacionadas a incerteza sobre a
qualidade dos polimeros produzidos e da capacidade de processamento dos
mesmos quando comparados aos produtos obtidos pela via de produgao
petroquimica (Khanna & Srivastava, 2005; Choi & Lee, 1997). Além disso, muitos
argumentam que a biodegradacao implica no retorno do CO: capturado no
processo para a atmosfera, o que nao é desejavel.

O segundo caminho para obtencao de polimeros por vias bioldgicas é o
desenvolvimento, por meio de manipulacao genética, de microrganismos
capazes de produzir os mesmos produtos obtidos pelas vias petroquimicas. De

fato, a fermentagao etanolica por leveduras ja tem sido utilizada para a produgao
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de plasticos (Rincones et al., 2009). O etanol produzido por vias bioldgicas é
quimicamente desidratado a etileno e as moléculas deste composto sao
polimerizadas, gerando o que tem sido denominado de polietileno verde
(Rincones et al., 2009). Ao contrario de produtos como o PHB, o polietileno verde
¢ quimica e fisicamente igual ao polietileno petroquimico. Embora nao seja
biodegradavel, pode ser reciclado e resulta de matéria-prima renovavel e dessa
maneira também possui apelo ambiental. E estimado que a produgio de uma
tonelada de polietileno verde remove até 2,5 toneladas de diéxido de carbono,
enquanto a produgao por vias petroquimicas tradicionais resultam na emissao de
3,5 toneladas desse gas (Rincones et al., 2009).

O desenvolvimento de novas tecnologias utilizando fontes renovaveis
para a producao de compostos quimicos requer grande investimento em
pesquisa para que as vias alternativas de producao se equiparem em custo e
produtividade as vias tradicionais. Com base nos modelos citados acima e,
sabendo dos desafios tecnoldgicos e econdomicos existentes, os padroes a serem
seguidos sao dois dos processos fermentativos melhor estabelecidos
industrialmente: a fermentagao etandlica por leveduras (Wheals et al.,1999) e a
fermentagao latica por bactérias (Datta & Henry, 2006). A fermentagao industrial
etandlica consiste em um processo simples e rapido (6 a 10 horas) de fermentagao
em batelada utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae e sacarose da cana de
agucar (Carlson, 2007; Cunha et al.,, 2006). Esse processo tem uma série de
parametros altamente desejaveis para a aplicagdo em outras fermentagdes como,
por exemplo, o fato de ser realizado em reatores abertos e sem controle
atmosférico o que reduz os custos do processo fermentativo. Além disso, a
fermentacao por S. cerevisiae nao necessita de grandes cuidados com esterilizacao,
uma vez que a levedura produz o alcool rapidamente em grandes quantidades,

controlando muitos dos contaminantes e mantendo-os em niveis nao prejudiciais
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ao processo (Laluce, 1991). Por fim, embora a fermentacao seja um processo
anaerdbico, a anaerobiose é naturalmente controlada pelo sistema de regulagao
génica da levedura, que detecta a presenga de aglicares fermentaveis no meio, e
reprime a respiracdo e 0s genes responsaveis por produzir as enzimas
necessarias para uso de outras fontes de carbono (Westergaard et al., 2007).

Assim como a fermentacao etandlica, a fermentacao latica também é um
processo simples, com duracdo de 2 a 4 dias e utiliza microrganismos
homolaticos (por exemplo, Lactobacillus delbrueckii, L. amylophilus, L. bulgaricus, L.
leichmanii e Aspergillus niger) em processo anaerdbico de batelada ou batelada
alimentada para a producao de acido latico com altos rendimentos (Data &
Henry, 2006). Entretanto, apesar de serem processos fermentativos simples e bem
estabelecidos, tanto a fermentagdo etandlica quanto a fermentagao latica
apresentam limita¢des. No caso da fermentagao etanolica, a descarboxilagao do
piruvato a acetaldeido para formagao de etanol reduz consideravelmente o
rendimento, em carbono, do produto final (rendimento méaximo tedrico de etanol
a partir de glicose — 55%; produtividade ~ 8g/L.h; Goldemberg & Macedo, 1994;
Argueso et al., 2009). A fermentacao latica, por outro lado, apresenta altos
rendimentos (rendimento maximo teodrico de &acido latico a partir de glicose —
100%; produtividade ~ 2g/L.h; Ding & Tan, 2006), mas sua utilizagdo para
producao de cadeias carbonicas reduzidas, tais como hidrocarbonetos de
interesse industrial, torna-se mais dificil e custosa uma vez que o acido latico é
um composto com baixo grau de redugao.

E neste contexto que surge a demanda por novos microrganismos
robustos capazes de produzir, com alto rendimento e produtividades proximas
as fermentagdes latica e etandlica, cadeias carbonicas reduzidas para a produgao
de polimeros. Uma possibilidade é a busca por organismos que produzam

naturalmente compostos intermedidrios para produgao de commodities quimicas.
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Nessas buscas, destacam-se bactérias do género propionibacterium para o
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos, um microrganismo robusto e
produtor de grandes quantidades de acido propidnico, um possivel precursor do

alcool n-propanol utilizado em diversas aplica¢des industriais.

Propionibactéria e a producao fermentativa de acido propionico

Propionibactérias sao bactérias gram-positivas, anaerobicas facultativas,
nao formadoras de esporos, ndo-moveis. As colonias podem ter coloragao bege,
vermelha, laranja ou marrom. Pertencem a classe actinobactérias e apresentam
alto conteido GC em seu DNA, variando de 53 a 67% (Cummins e Johnson,
1986). As espécies do género Propionibacterium podem ser divididas em dois
grandes grupos: propionibactérias lacteas e propionibactérias cultaneas.
Propionibactérias lacteas podem ser encontradas em queijo, solo, esgoto, lodo e
frutas podres (Vorobjeva, 1999). Ja as propionibactérias cultaneas sao espécies
patogénicas que podem ser isoladas da pele humana, trato genital e fezes
(Vorobjeva, 1999).

Propionibactérias apresentam grande importancia em diversos processos
industriais, sendo utilizadas para a producgao de vitamina B12, compostos
tetrapirrdlicos (Murooka et al., 2005; Yongsmith, et al., 1982), acido propidnico
(Boyaval & Corre, 1995; Suwannakham & Yang, 2005), como cultura probidtica
(Mantere-Alhonen, 1995) e na fabricagao de queijo Sui¢o (Langsrud & Reinbold,
1973; Thierry et al., 2005). Dentre as aplica¢des industriais citadas acima, muito
vem sendo estudado sobre a producgao heterofermentativa de acido propionico,
inclusive em escala semi-industrial (10 m?; Zhu et al., 2010).

O acido propionico é um acido carboxilico com férmula CH:CH.COOH.
Em estado puro é um liquido incolor, corrosivo, com ponto de ebuli¢ao a 141°C e

apresenta um odor tipicamente rangoso, forte e desagradavel (Kumar & Babu,
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2006; Bizzari & Gluber, 2004). Ocorre naturalmente na forma de ésteres presentes
em Oleos essenciais e em mamiferos como um metabdlito intermediario (Bizzari
& Gluber, 2004). Devido a suas propriedades quimicas e fisicas, o acido
propionico apresenta iniumeras aplicagoes nas industrias alimenticia, quimica e
farmacéutica. Seus sais, tais como propionato de sodio, calcio e potassio sao
utilizados como conservantes em alimentos industrializados. Além disso, este
acido é um importante intermediario quimico, sendo amplamente utilizado na
producao de polimeros de celulose, herbicidas, perfumes e flavorizantes (Kumar
& Babu,2006). Ademais, o acido propidnico por ser um composto de 3 carbonos
com um grau de redugao menor que o acido latico, pode ser convertido mais
facilmente em compostos reduzidos produzidos originalmente por vias
petroquimicas, tais como acido acrilico, iso/n-propanol e propeno. Como
conseqiiéncia de suas diversas aplicagdes industriais, a demanda mundial de
acido propibnico foi estimada no ano de 2009 em 293,4 mil toneladas,
representando um mercado de, aproximadamente, 530 milhdes de dolares com
um crescimento esperado de 3,9% até 2014 (Bizzari & Gluber, 2004).

O &cido propionico comercializado é produzido quimicamente a partir de
compostos petroquimicos, como, por exemplo, a partir da oxidagao do propano,
propionaldeido e propanol (Playne, 1985; Gu et al., 1998). Entretanto, devido a
questOes ambientais, a probabilidade de escassez e a flutuacdo do preco do
petrdleo, inimeros estudos estdo sendo desenvolvidos visando a producao de
acido propionico a partir da fermentagao de fontes renovaveis de energia por
bactérias do género de Propionibacterium e Propionispira. As bactérias do género
Propionibacterium, P. acidipropionici (Barbirato et al., 1997, Suwannakham & Yang,
2005, Coral et al., 2008), P. shermanii (Nanba et al., 1983; Anderson et al., 1986), P.
freudenreichii (Balamurugan et al., 1999), e P. freudenreichii subsp. shermanii

(Himmi et al., 2000) ja4 sao amplamente estudas para a producao de acido
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propionico. Entre as propionibactérias, P. acidipropionici é apontada como a
espécie mais promissora para o desenvolvimento da producao industrial desse
acido (Colomban et al.1993). Nessas bactérias o acido propidnico é produzido a
partir da via heterofermentativa, conhecida como ciclo de Wood-Werkman ou
ciclo dos acido dicarboxilicos, com acetato, succinato e diéxido de carbono como

subprodutos (Figura 1).

Glicose
Extracelular
A -
ADP ) NAD" Intracelular
"ATP < > NADH
PEP
ADP
"ATP<
Piruvato .
. CoA > Propionil-CoA
Co, | < % ]/NAD* 4
ok Metilmalonil-CoA
. NADH -
Acetil-CoA
Pi v A
1]
Cone /2 Oxaloacetato 8
K NADH
5 ]
Acetil-fosfatase > NAD Succinil-CoA .
Malato
ADP 3 NADH CoA transferase 9
' ATP< 6 » NAD* .
7 Succinato
Fumarato 7
—— e — p_— . —_—
v v v
-] — o -]
Acetato Succinato Propionato

Figura 1: Via heterofermentativa dos acidos dicarboxilicos, ou ciclo de Wood-Werkan,
em Propionibacteria, Os numeros representam as enzimas que catalisam as reagOes
correspondentes: 1. Complexo piruvato desidrogenase; 2. Fosfotransacetilase; 3. Acetato
quinase; 4.0Oxalacetato transcarboxilase; 5. Malato desidrogenase; 6. Fumarase; 7.
Succinato desidrogenase; 8. Metilmalonil isomerase; 9. Coa transferase. (Figura adaptada
da tese de doutorado de Zhang, 2009).

No entanto, como a maioria dos processos fermentativos para a produgao

de acidos organicos, a fermentagao convencional de acido propionico apresenta
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um baixo rendimento, baixa produtividade e uma baixa concentragao final do

acido, devido principalmente, a uma forte inibicao do processo pelos produtos

finais (Blanc & Gona, 1987; Goswami & Srivastava, 2001), inviabilizando sua

producdao em larga escala para fins comerciais. Logo, muitos dos esforgos sao

direcionados para a otimizacdo da producdao de acido propionico por

propionibacteria. Na tabela 1 estao descritos alguns resultados obtidos em

estudos de fermentacao utilizando P. acidipropionici, diferentes fontes de carbono

e diferentes processos fermentativos.

Tabela 1: Resumo de resultados obtidos em estudos sobre a produgao fermentativa de

acido propidnico por P. acidipropionici. Y: rendimento; P: produtividade.

Fonte de Processo
i i Y P (g/L.h Referénci
Microorganismo cabono fermetativo (g/g) (g/L.h) eferéncia
Fermentagao em
P. acidipropionici . batelada com Suwannakham et al.,
1 0,40-0,65 0,230
(ATCC 4875) ghcose células 2005
imobilizadas
P acidi Lo
wcc s atelada com
knockout para o glicose ) 0,54 0,410 Zhang et al., 2009
o tat células
8¢ e.ace aro imobilizadas
quinase
P. acidipropionici . Fermentagdao em .
1 1 ,7 ,1 B to et al., 1997
(ATCC 2562) glicero batelada 0,70 0,180 arbirato et a
P. acidi ionici Glicerol e Fermentacao em
. acidiprop . ;
1 4/1 0,57 0,152 Liu et al., 2011
(ATCC 4965) glicose (4/ batelada era
mol/mol)
P. acidipropionici Fermentagao em
Lactat 0,44 0,113 Coral et al., 2008
(ATCC 4965) actato batelada orateta
P. acidipropionici Melaco de Fermentacao em
- COLpToP cana de ¢ 0,55 0,052 Coral et al., 2008
(ATCC 4965) , batelada
aguicar
P. acidipropionici Xilose Fermentacao em 0.44 0182 Liu ef al. 2012
(ATCC 4875) batelada ’ ’ 7
P. acidipropionici . Fermentagao em .
A ,4 ,11 Liu et al., 2012
(ATCC 4875) rabinose batelada 046 0115 e

Melhores rendimentos foram reportados utilizando fontes de carbono
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mais reduzidas, como o glicerol e maior produtividade foi alcangada utilizando
células imobilizadas, fato provavelmente relacionado a maior tolerancia ao acido
propionico por bactérias cultivadas nessas condigoes. Ademais, a utilizagao de
substratos baratos e renovaveis como melaco de cana de acgtcar, xilose e a
arabinose enfatizam o potencial desse microrganismo para uso como plataforma
bioldgica.

Com base nos estudos aqui citados, nota-se que a produgao de acido
propionico por P. acidipropionici a partir da fermentagao de fontes renovaveis de
carbonos apresenta potencial para satisfazer a demanda mundial deste
composto. Contudo, os valores de produtividade e a inibicdo da fermentagao
pelo produto final inviabilizam, economicamente, a utilizagdo desse processo
fermentativo em escala industrial, pelo menos até o presente momento. Sendo
assim, além de estudos visando otimizar o rendimento e a produtividade do
processo fermentativo em escala industrial, é fundamental a andlise genética e
metabolica deste organismo com a finalidade de desenvolver linhagens

altamente produtoras e tolerantes aos produtos finais.

Genética de Propionibactéria

Embora diversos estudos demonstrem a importancia industrial e o
potencial de propionibactérias para a produgao de acido propidnico, pouco se
conhece sobre a genética e o metabolismo deste organismo (Kiatpapan et al.,
2000). O estabelecimento de ferramentas para manipulacdo genética de
propionibactéria encontra-se em estagio inicial. Entretanto, caracteristicas como a
parede celular, o alto conteido G+C (53-68%) (Sneath et al., 1986), e o forte
sistema de restricdo encontrado nestas bactérias (Kiatpapan et al., 2000)
dificultam esse processo. Conseqiientemente, o desenvolvimento de mutantes

knockout, knockdown, a superexpressao de genes e seu estudo funcional tém sido
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pouco explorados.

Apesar das dificuldades em trabalhar com esses microorganismos,
estudos tem sido desenvolvidos e alguns avangos ja foram obtidos. Até o
presente momento, os estudos genéticos concentraram-se, em sua maioria, na
espécie patogénica P. acnes (Holger et al., 2004) e nas espécies P. freudenreichii e P.
freudenreichii subsp. shermanii (Kiatpapan & Murooka, 2001, Kiatpapan &
Murooka, 2002, Jore et al., 2001) as quais sao utilizadas para a produgao de queijo
suico. P. acnes e P. freudenreichii subsp. shermanii ja tiveram seus genomas
seqlienciados (Holger et al., 2004; Falentin et al. 2010) e estao disponiveis em
bancos de dados publicos.

Em 1990, Rehberger & Glatz descreveram e caracterizaram alguns
plasmideos de propionibactéria com a finalidade de utilizd-los como uma
plataforma para manipulagao genética. Utilizando esses plasmideos como base e
visando alteragOes genéticas e metabolicas em propionibactérias, Kiatpapan e
colaboradores (2000) e Jore e colaboradores (2001) descreveram a construcao de
vetores capazes de se replicarem em propionibactérias e em E. coli. Jore e
colaboradores (2001), utilizando esses vetores, transformaram com eficiéncia de
107 transformantes/ug de DNA a espécie P. freudenreichii. Ja Gautier e
colaboradores (1995) reportaram a transformacao de P. freudenreichii com alta
eficiéncia, 7x10° transformantes/ug de DNA, a partir de eletrotransfecgao.
Recentemente, Faye e colaboradores (2008) desenvolveram o vetor pTD210 para
analises in vivo de elementos promotores em P. freudenreichii, elemento essencial
para expressao heterologa e estudo funcional de genes.

Em 2008, Cheong e colaboradores testaram diversos parametros para
aumentar a eficiéncia de transformacao de P. acnes por eletroporagao. Dentre os
parametros testados, dois apresentaram-se crucial para a transformagao desta

espécie: a linhagem de E.coli utilizada para replicar o plasmideo e a temperatura
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de cultivo das células eletrocompetentes. Maior eficiéncia de transformacao foi
obtida utilizando plasmideos isolados de linhagens de E. coli dam- e dcm-,
provavelmente devido ao nao reconhecimento do plasmideo pelo sistema de
restricao metil-dependente de P. acnes. O cultivo de células de P. acnes a 24°C
possivelmente diminui as atividades de endonucleases que reconhecem e
degradam DNA exdgeno.

Alguns estudos sobre o perfil proteico e de expressao geénica de
propionibactérias em determinadas condi¢oes ja foram realizados e podem
contribuir com dados sobre genes e enzimas relacionados a produgao
fermentativa de acido propionico. No entanto, esses estudos focam a produgao
do queijo suigo por P. freudenreichii (Dalmasso et al., 2012) e investigam os fatores
de patogenicidades de P. acnes (Holland et al., 2010; Brzuszkiewicz et al., 2011).

Apesar dos avangos obtidos nos estudos genéticos de propionibactérias,
sao poucas as informagoes sobre P. acidipropionici, a espécie com maior potencial
para a produgao de compostos de 3 carbonos, principalmente acido propionico.
Nesse sentido, o sequenciamento do genoma e o estabelecimento de ferramentas
para manipulacao genética dessa espécie sao de grande importancia. Esses
estudos permitirao a compreensao de seu metabolismo e funcionarao como base
para o desenvolvimento da engenharia metabdlica, visando seu uso em diversas

aplicag¢oes industriais.

Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo genético e
metabdlico da bactéria P. acidipropionici, visando, principalmente, a identificagao
das bases moleculares desse organismo e das principais vias metabdlicas.
Ademais, esse trabalho teve como objetivo especifico o desenvolvimento de

ferramentas para manipulagdes genéticas de propionibactérias e o
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estabelecimento de uma via metabolica para a produgao de n-propanol,
composto de interesse industrial com diversas aplicagdes. Sendo assim, no
capitulo 1 sao apresentados os resultados obtidos com o sequenciamento do
genoma de P. acidipropionici e no capitulo 2 sao descritas as ferramentas
desenvolvidas para manipulacio genética e a engenharia metabdlica de

propionibactéria para produgao de n-propanol.
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CAPITULO 1

Sequenciamento do genoma de Propionibacterium acidipropionici
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RESUMO

A manipulagdo genética de microrganismos para a producao de
compostos de interesse industrial frequentemente esbarra em um problema
basico: a falta do conhecimento necessario para obtencao de um perfil molecular
do microrganismo. A identificagdo dos genes e vias metabolicas do
microrganismo € um passo essencial para que saibamos os melhores caminhos
para a manipulacdo genética, garantindo alcancar alta produtividade e
rendimento do produto de interesse. Tendo em vista o potencial de
Propionibacterium acidipropionici como biorreator para producgao de commodities
quimicas foi realizado o sequenciamento completo do genoma desse
microrganismo com o objetivo de desvendar e compreender as suas bases
moleculares. Nesse capitulo sao apresentados os dados do sequenciamento
genomico de P. acidipropionici obtidos utilizando as plataforma 454 Life Science e
[Mlumina/Solexa. A montagem do genoma de P. acidipropionici resultou em um
cromossomo circular de 3.656.170 bp com contetdo GC de 68,8%, e um
plasmideo de 6.868 bp. Foram identificados 3.336 genes que codificam para
proteinas, aproximadamente 1000 a mais do que encontrado nas espécies
Propionibacterium freudenreichii e Propionibacterium acnes. Dentre os genes
identificados podem ser destacados aqueles envolvidos com a adaptagao as
diferentes condi¢des ambientais, com a manuten¢ao da integridade do genoma
(sistema CRISPR/Cas), com o metabolismo fermentativo de acido propionico e
com a fixacdo de CO2. Os dados obtidos nesse trabalho indicam que P.
acidipropionici tem diversas caracteristicas requeridas para a utilizacdo como uma
plataforma para a producao de compostos de interesse industrial como acido

propionico e n-propanol.
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Abstract

proteome analysis.

compounds.

Background: Synthetic biology allows the development of new biochemical pathways for the production of
chemicals from renewable sources. One major challenge is the identification of suitable microorganisms to hold
these pathways with sufficient robustness and high yield. In this work we analyzed the genome of the propionic
acid producer Actinobacteria Propionibacterium acidipropionici (ATCC 4875).

Results: The assembled P. acidipropionici genome has 3,656,170 base pairs (bp) with 68.8% G + C content and a
low-copy plasmid of 6,868 bp. We identified 3,336 protein coding genes, approximately 1000 more than

P. freudenreichii and P. acnes, with an increase in the number of genes putatively involved in maintenance of
genome integrity, as well as the presence of an invertase and genes putatively involved in carbon catabolite
repression. In addition, we made an experimental confirmation of the ability of P. acidipropionici to fix CO,, but no
phosphoenolpyruvate carboxylase coding gene was found in the genome. Instead, we identified the pyruvate
carboxylase gene and confirmed the presence of the corresponding enzyme in proteome analysis as a potential
candidate for this activity. Similarly, the phosphate acetyltransferase and acetate kinase genes, which are considered
responsible for acetate formation, were not present in the genome. In P. acidipropionici, a similar function seems to
be performed by an ADP forming acetate-CoA ligase gene and its corresponding enzyme was confirmed in the

Conclusions: Our data shows that P. acidipropionici has several of the desired features that are required to become
a platform for the production of chemical commodities: multiple pathways for efficient feedstock utilization, ability
to fix CO,, robustness, and efficient production of propionic acid, a potential precursor for valuable 3-carbon

Keywords: Genome, Propionibacterium acidipropionici, Propionic acid, Biotechnology

Background

A major challenge of white (industrial) biotechnology is
the production with high yield of reduced carbon chains
able to replace fossil hydrocarbons. Two examples of
well-established processes able to produce high volumes
of useful carbon chains are ethanol fermentation by
yeast and lactate fermentation by lactic acid bacteria.
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Ethanol is used mainly as a biofuel and more recently
as a substrate in polyethylene production [1]. Lactic
acid is used mainly in the food industry, but is currently
employed as the building block for the biodegradable
plastic polylactic acid (PLA) [1].

Though economically viable, both processes have
weaknesses. Ethanol production has a low carbon re-
covery (51% w/w) due to the decarboxylation of pyru-
vate being a mandatory step for ethanol formation.
Carbon recovery in lactate fermentation is much higher
(100% w/w from glucose); however lactic acid has a high
oxygen content, which makes its conversion into other

© 2012 Parizzi et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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industrially relevant 3-carbon molecules difficult. For
that reason, it is important to search for new fermenting
organisms capable of producing reduced carbon chains
with higher efficiency in carbon recovery.

In this context, Propionibacterium acidipropionici is a
good candidate to be developed for biotechnological
processes (Figure 1). P. acidipropionici has been widely
studied for the heterofermentative production of propio-
nic acid, including fermentation on a semi-industrial scale
(10 m®) [2]. Propionic acid is more reduced than lactic
acid and can be produced with higher yields than ethanol
in yeast: a yield of 0.65 g/g of propionic acid was obtained
from glucose [3], 0.72 g/g from glycerol and 0.55 g/g
from molasses [4]. Propionic acid and its salts are valu-
able industrial products with several applications such as
mold-inhibitors, preservatives for animal and human food,
fruit flavorings, essence base, additives in cellulosic plas-
tics, herbicides and medications for animal therapy [5].
Annual world consumption of propionic acid was esti-
mated at 293.4 thousand tonnes in 2009, representing a
market of approximately 530 million dollars with an
expected growth rate of 3.9% until 2014 [6].

Propionibacterium are classified under the high GC
division (class Actinobacteria) of bacteria and are overall
characterized as Gram-positive, rod-like, pleomorphic,
non-spore-forming, non-motile and facultative anaerobic
or aerotolerant bacteria. These bacteria are further classi-
fied into two groups: cutaneous, found on different areas
of human skin; and dairy, isolated mainly from cheese
and milk. P. acidipropionici is classified in the dairy
group. Although differentiated by their typical natural
habitats, all species of Propionibacterium produce pro-
pionic acid as the major fermentative product, with acetic
acid and carbon dioxide as the main subproducts [7].

It is noteworthy that even after 100 years of accumu-
lated research on propionibacteria, propionic acid is still
produced via petrochemical routes and no industrial bio-
technology process for these organisms has been estab-
lished. The main hindrances have been low productivity,
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low final product concentration, slow growth, high end-
product inhibition, and costly downstream separation
from sub products [8,9]. To improve propionic acid fer-
mentation by P. acidipropionici it is necessary to obtain
more detailed information about the organism’s basic
biology, especially its molecular biology with only a few
studies focusing on the genetics of P. acidipropionici
[10-12].

Consequently, in this work the molecular biology of
P. acidipropionici was investigated mainly through gen-
ome sequencing and its comparative analysis with three
close related and fully sequenced bacteria species. Ex-
perimental confirmation of key pathways were performed
by a preliminary proteome analysis, fermentation tests
with and without 2-Deoxy-D-Glucose and/or C'* flux
analysis of C'*O, supplemented fermentation. We identi-
fied physiological and metabolic traits that characterize
P. acidipropionici as a bioreactor for the production of
C3 compounds and discuss the possibility of genetic-
ally modifying this species to convert propionic acid
into more valuable products such as propionaldehyde,
n-propanol, acrylic acid and propylene.

Results and discussion
General genome features
The genome of P. acidipropionici comprises a circular
chromosome of 3,656,170 base pairs (bp) with 68.8% GC
content and a low-copy plasmid of 6,868 bp with 65.4%
GC content. The chromosome contains 3,336 protein
coding sequences (CDSs) with an average length of
967.5 bp, 53 tRNAs and four 165-23S-5S rRNA operons,
accounting for 88.8% of genomic DNA. Putative func-
tions were assigned to 2,285 (68.5%) of the CDSs, while
556 (16.7%) were classified as conserved hypothetical
and 495 (14.8%) had no significant similarity with data
in the public databases (e-value >1E-10) (Table 1).
Preliminary proteomic analysis of P. acidipropionici
growing on different carbon sources allowed the identifi-
cation of 649 (19.5%) of the CDSs (Methods; Additional

r

Renewable Source Microorganism Bioproduct Market
C6 compound Ethanol Biofuels
po ~SoH Y =51% (9/9) Bioplastics
(sugar juice) R=6 (PE)
Yeast
Propionic Acid Mold-inhibitor
C5/C6 compound X v oo ) Herbicides
(Xylose, Sugarcane juice) Propionic Acid OH =097 (g9 Green
. R =4.66 .
Bacteria chemicals
celcompoung Lactic Acid Food
P o ﬁ)\OH Y = 100% (g/g) Bioplastics
(glucose) Lactic Acid R=a4 (PLA)
Bacteria B
Figure 1 Overview of well-established fermentation processes. Comparison between fermentation processes for production of ethanol,
propionic acid and lactic acid. Y, theoretical maximum yield from glucose R, reduction factor.
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Table 1 General features of P. acidipropionici genome

Chromosome pRGO1
Length (bp) ~3,656,170 6,868
Copy number 1 ~74
Coding content (%) 88.8 50.5
G + C content of total genome (%) 68.8 654
G + C content of coding regions (%) 69.0 70.8
G + C content of non-coding 66.9 59.7
regions (%)
rRNA 4 X (165-235-55) 0
Pseudogenes 32 0
Genes 3389 8
tRNAs 53 0
Protein Coding (CDS) 3336 8
conserved with assigned function 2285 (68.5%) 5
conserved with unknown function 556 (16.7%) 0
Nonconserved 495 (14.8%) 3
Average CDS length (bp) 967.5 5194

file 1). The assembled plasmid matched exactly the pre-
viously sequenced pRGO1 [13] from P. acidipropionici
and pLME106 from P. jensenii [14]. The number of plas-
mid copies per cell was estimated to be 7.4 based upon
relative read coverage. We identified one new CDS
[Genbank:AB007909.1; 1292-1552] in the plasmid cod-
ing for an 87 amino acid peptide similar to an InterPro
family of proteins putatively involved in plasmid stab-
ilization [InterPro: IPR007712]. This peptide sequence
may be useful for the development of P. acidipropionici
vectors, a fundamental molecular biology tool for the bio-
technological use of any organism.

Comparative analysis

The genome of P. acidipropionici, a species that can
live in several environments such as soil, rumen and
cheese, was compared with the genomes of three closely
related species, but with different habitats and ecology:
(i) P. acnes [GenBank: NC_006085.1], a major inhabitant
of human skin and considered to be an opportunistic
pathogen that has been associated with acne vulgaris
[15]; (ii) P. freudenreichii subs. shermanii CIRM-BIA1"
[GenBank: FN806773.1] which has known use in cheese
manufacture and, more recently, as a probiotic [16]; and
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(iii) Microlunatus phosphovorus [GenBank: NC_015635.1],
a species that belongs to the same family (Propionibac-
teriaceae), which is found in soil and has been isolated
from activated sludge by its ability to accumulate poly-
phosphate and polyhydroxyalkanoates (PHA) [17]. The
general features of these genomes are summarized in
Table 2.

Clustering of all proteins encoded by these four bac-
teria resulted in 6469 families. From the total proteins
encoded by P. acidipropionici, 1009 were clustered into
296 families containing 2 to 54 members. The compara-
tive clustering of proteins from P. acidipropionici, P.
acnes and P. freudenreichii is summarized in Figure 2A,
and a four-set Venn diagram including M. phosphovorus
is presented in an additional figure (Figure S1 in
Additional file 2). P. acidipropionici shows great expan-
sion in families shared by the three Propionibacteria,
most notably in transport proteins, two-component
regulatory systems, transcriptional regulators and pro-
teins with oxidoreductase activity (Table 3). Families of
transport proteins were compared in detail using the
Transporter Classification (TC) system. A total of 469
transport proteins were annotated in P. acidipropionici
genome and almost half (46.9%) of these proteins were
classified as members of the ATP-binding cassette family
(ABC). This proportion is greater than in any of the
other three bacteria species used in the comparison
(Table 4). The complete comparison of transport pro-
teins in these four bacteria species is presented in an
additional file (Additional file 3).

The assignment of Gene Ontology terms to proteins
unique to P. acidipropionici is depicted in Figures 2B
and 2C. Two proteins that distinguish the central fer-
mentative pathway of P. acidipropionici from that of P.
acnes and P. freudenreichii have ligase activity and are
discussed in the section “Propionic acid fermentation”.
Proteins with sequence-specific DNA binding and
methyltransferase activities could be involved in DNA
repair, gene expression and chromosome replication.
These proteins could also compose a restriction modifi-
cation system serving as defense against foreign DNA.
Therefore, the study of these proteins that are unique
to P. acidipropionici may be important in developing
genetic tools suitable for this strain.

The number of common genes is consistent with the
previously reported phylogeny [18]. P. acidipropionici is

Table 2 General features of four species used in comparative analysis

Organism Genome size (Mb) %GC No. of Proteins No. of rRNA operons No. of tRNAs
Propionibacterium acidipropionici ATCC4875 36 68.8 3336 4 53
Propionibacterium acnes KPA171202 26 60.0 2297 3 45
Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA1 26 67.3 2375 2 45
Microlunatus phophovorus NM-1 5.7 67.3 5338 1 46
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more closely related to P. acnes and colinearity of genes
was observed most of the time (Figure 3). However,
P. acnes has approximately 1,000 genes fewer than P.
acidipropionici, a fact that could reflect the specialization
of this species as an opportunistic pathogen of human
skin. It is generally considered that specialization leads to
gene loss [19], a process that can be very fast in bacteria.
For example, in Lactobacillus the transition of strains to
nutritionally rich environments leads to metabolic sim-
plification and the loss of several genes [20]. Although
P. freudenreichii has all the enzymes needed for the de
novo biosynthesis of amino acids and vitamins [16], the
metabolic simplification premise may indicate that the
reduced number of genes found in P. freudenreichii in
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comparison to P. acidipropionici is suggestive of the be-
ginning of a specialization process as a consequence of
the continuous use of this species in cheese ripening.
This reasoning is consistent with the analysis of the M.
phosphovorus genome, a soil bacterium, with 5,338 anno-
tated genes. Most of the gene clusters that were con-
served in the three Propionibacterium are also present
in M. phosphovorus (895 out the 1,026) (Figure 2A;
Figure S1 in Additional file 2). P. acidipropionici, with
3,336 genes, would seem to hold an intermediary pos-
ition. The 32 pseudogenes identified in P. acidipropionici
are disrupted by a single frameshift or point mutation,
suggesting that these events are recent and that some
genome reduction is underway.
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Table 3 A selection of paralogous families of P. acidipropionici and close related genomes
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Cluster functional annotation

Number of proteins found in:

P. acidipropionici P. acnes P. freudenreichii M. phosphovorus

ABC transporters 54 45 34 59
ABC transporters 20 M 1 13
ABC transporters 18 9 1 12
ABC transporters 9 8 4 19
ABC transporters 8 2 4 3
ABC transporters 7 3 2 6
ABC transporters 7 3 2 6
ABC transporters 5 1 2 1
ABC transporters 4 2 1 1
MFS transporters 10 3 10 21
Proton antiporters 3 1 1 2
Anaerobic C4-dicarboxylate transporters 0 2 2 0
Two-component system regulators 24 13 14 48
Two-component system kinases 8 3 4 1
Transcriptional regulators 27 10 4 22
Transcriptional regulators 9 5 5 12
Transcriptional regulators 5 2 1 1
MarR family transcriptional regulators 7 4 4 13
ArsR family transcriptional regulators 3 1 3 20
Oxidoreductases 23 9 8 29
Oxidoreductases 12 8 10 36
Oxidoreductases 12 4 4 21
Oxidoreductases 11 5 7 21
Dehydrogenases 8 2 4 15
Catalases 1 1 1 0
Catalases 1 0 0 1
Glycerol-3-phosphate dehydrogenases 2 1 1 0
Glutathione S-transferases 3 0 1 1
Aminotransferases 8 3 5 8
Aminotransferases 4 1 1 1
Amidotransferases 3 1 1 1
Glycosyl transferases 6 4 3 1
Glycosyl transferases 3 1 0 0
Sugar kinases 4 2 2 0
Polyphospate kinases 1 1 1 1
Polyphospate kinases 2 1 1 1 3
Polyphosphate-dependent glucokinases 1 1 1 2
Lipase esterases 3 1 0 0
Alpha-galactosidase 3 0 0 1
Putative sucrose-6-phosphate hydrolases (invertases) 1 0 0 2
Plasmid maintenance system 3 0 0 0
antidote proteins

DNA-binding proteins 2 0 0 11
HNH endonucleases 6 0 0 0
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Table 3 A selection of paralogous families of P. acidipropionici and close related genomes (Continued)
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The horizontal transfer of DNA fragments might sup-
ply the recipient microorganism with the necessary gen-
etic resources to be able to adapt to new environments;
for example, an antibiotic resistance gene and/or a gene
that encodes a peptide in a biodegradative pathway [21].
Furthermore, Jain et al. [22] described the horizontal
transfer of genes as a mechanism to spread genetic diver-
sity across species and showed that horizontal gene trans-
fer occurs between organisms that share similar factors
like G/C content, genome size, oxygen tolerance and car-
bon utilization. Predicted genomics islands account for
3.8% (126) of total P. acidipropionici genes. This number
is similar to predictions in P. acnes and M. phosphovorus
genomes (3.0% and 4.8%, respectively) but lower than the
prediction in the P. freudenreichii genome (6.7%).

Defense of genome integrity

Analysis of the P. acidipropionici genome revealed some
defense mechanisms that may allow it to withstand
viral and nucleic acid invasion; these include restriction
enzymes and the Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPRs). CRISPRs can provide
the cell with an acquired resistance against bacterio-
phages and conjugative plasmids, possibly acting as a
RNA interference-like mechanism. The spacers between
direct repeats are derived from invader sequences and
determine the specificity of the system. In addition, the
mechanism is composed by CRISPR-related sequences
(Cas), which are proteins encoded in the vicinity of
CRISPR loci [23]. Some of these proteins show similarity
to helicases and repair proteins. Seven CRISPR-associated
proteins were annotated in the P. acidipropionici genome
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(Casl, Cas2, Cas3, Casb, Csel, Cse3, Cse4), while only
two were identified in the P. freudenreichii and M.
phosphovorus genomes. Moreover, using the CRISPR
finder tool (crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php,
[24]), three CRISPR loci were annotated in P. acidipro-
pionici genome. The CRISPR1 locus contains 1248 bp
and harbors 20 spacer sequences, the CRISPR2 locus
contains 2043 bp and harbors 33 spacer sequences and
the CRISPR3 locus contains 3689 bp and harbors 60 spa-
cer sequences. The length of direct repeat sequence in all
CRISPR loci is 29 bp. The spacers do not show strong
similarity to phage and bacteria sequences available in
databases from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Since Cas genes and CRISPRs are
known to have undergone extensive horizontal transfer
and the identified proteins do not share high sequence
similarity (were not clustered together), these regions
could have been acquired horizontally from different
sources, explaining this inequality. No CRISPR-related
proteins were found in the P. acnes genome.

The most common cause of slow or incomplete bacter-
ial fermentations in the dairy industry is bacteriophage
infections that lead to substantial economic loss [25]. To
deal with phage diversity, lactic acid bacteria have devel-
oped several systems to withstand the infections; one of
these is the CRISPR/Cas system. CRISPR/Cas loci have
been identified in many lactic acid bacteria, such as
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei, Lactoba-
cillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus and Lactobacil-
lus rhamnosus [26]. The CRISPR/Cas system was found
in the genome of P. acidipropionici, and could thus be
interpreted as another feature of this bacterium that
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Table 4 A selection of transporter families of P. acidipropionici and close related genomes

TC Description Number of proteins found in:
system P. acidipropionici P. acnes P. freudenreichii M. phosphovorus
1.C70 CAMP Factor 0 5 0 0
2.A1 Major Facilitator Superfamily 38 21 36 68
2.A1.1 Sugar Porter (SP) 8 5 5 8
2A13 Drug:H + Antiporter-2 (14 Spanner) (DHA2) 10 3 12 21
2A16 Metabolite:H + Symporter (MHS) 7 2 4 10
2.A13 C4-Dicarboxylate Uptake 0 2 2 0
2.A2 Glycoside-Pentoside-Hexuronide :Cation Symporter 4 1 1 1
2A3 Amino Acid-Polyamine-Organocation 12 12 10 6
2.A47 Divalent Anion:Na+ 0 0 2 1
2.A66 Multidrug/Oligosaccharidyl-lipid/Polysaccharide 5 1 1 2
Flippase
3.A1 ATP-binding Cassette (ABC) 220 137 105 219
3.A11 Carbohydrate Uptake Transporter-1 (CUT1) 57 29 7 40
3A12 Carbohydrate Uptake Transporter-2 (CUT2) 17 7 4 9
3A13 Polar Amino Acid Uptake Transporter (PAAT) 19 5 8 11
3A14 Hydrophobic Amino Acid Uptake Transporter (HAAT) 5 0 5 5
3A15 Peptide/Opine/Nickel Uptake Transporter (PepT) 28 14 9 29
3.A1.12 Quaternary Amine Uptake Transporter (QAT) 13 6 7
3A11 Bacterial Competence-related DNA Transformation 0 2 2 2
Transporter
3B.1 Na + —transporting Carboxylic Acid Decarboxylase 7 3 4 4
4.A1 PTS Glucose-Glucoside 1 8 1 0
4.A2 PTS Fructose-Mannitol 2 4 0 0
4A3 PTS Lactose-N.N/-Diacetylchitobiose-3-glucoside 0 3 0 0
4A4 PTS Glucitol 5 4 0 0
4.A5 PTS Galactitol 4 2 0 0
4A6 PTS Mannose-Fructose-Sorbose 0 0 1 0
4A7 PTS L-Ascorbate 0 2 0 0
5A3 Prokaryotic Molybdopterin-containing 3 6 2 7
Oxidoreductase
8A9 rBAT Transport Accessory Protein 4 2 2 6
9.A10 Iron/Lead Transporter 5 0 2 5
9.A40 HIlyC/CorC Putative Transporters 4 2 2 2
!Ml M. phf)sp.i‘ro!/orus ‘ P. freudenreichii P. acnes
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Figure 3 Syntenic dot plot. Dot plot alignment between the chromosome of P. acidipropionici (vertical) against the chromosomes of
M. phosphovorus, P. freudenreichii and P. acnes (horizontal) at protein level. The dnaA gene is located at the beginning of all four sequences.
-
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could render it robustness against phage infections in
an industrial setting for the production of chemical
commodities. Furthermore, the genomic data for the
CRISPR/Cas system found in P. acidipropionici will
provide information about the defense mechanism of
this bacterium and allow the development of studies
to improve its resistance to phage infections.

Lifestyle and environmental adaptation

Many of the annotated proteins families in P. acidipro-
pionici have the potential to render this species flexibility
to adapt to different environments (Tables 3 and 4).
Among these protein families are the carbohydrate ABC
transporters, transcriptional regulators, two-component
response regulators, and oxidoreductases; all of these
families had greater numbers of members in P. acidipro-
pionici when compared with P.acnes or P. freudenreichii.
Moreover, there are more rRNA operons and tRNA
genes in P. acidipropionici compared with the other three
species (Table 2). This feature could potentially confer
competitive advantages such as a faster growth rate and
quick response to environmental changes [27]. M. phos-
phovorus contains the same set of 45 tRNAs as P. acnes
and P. freudenreichii, plus a selenocysteine tRNA that
could be present solely to support formate dehydrogenase
expression and is unique to M. phosphovorus among the
four species that were compared.

Other protein families that appear expanded
P. acidipropionici in comparison to the other three
species are glutathione-S-transferases (GSTs) and HNH
endonucleases. Compared with the single copy of a
glutathione S-transferases (GST) coding gene found in
P. freudenreichii genome, three copies of the gene were
found in the P. acidipropionici genome (Table 3). In bac-
teria, this enzyme has been reported to be involved on
growth on recalcitrant chemicals and in the degradation
of aromatic compounds [28]. HNH endonucleases coding
genes were absent from the genome of P. freudenreichii,
P. acnes e M. phosphovorus, while eight copies grouped
into two clusters were found in P. acidipropionici (Table 3).
This enzyme is a type of homing endonuclease that could
be potentially involved in DNA rearrangements or could
act as bacteriocin [29,30]. Taken together, the notable
expansion of these two gene families may confer to
P. acidipropionici robustness in its capacity for growth
under adverse conditions and competitiveness against
other bacterial species. However, further studies are
needed to establish the function of these enzymes in the
lifestyle of P. acidipropionici.

On the other hand, previously reported probiotic
related genes were found only in the P. freudenreichii
genome (gluconate kinase, S-layer proteins, cell-wall
peptidase NIpC/p60, sortase and microcin resistance)
[16], thus agreeing with the possible adaptation of the

in
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species to the nutritional environment of the gut. Simi-
larly, some protein families that were identified only in
P. acnes are probably related to pathogenicity and host
specialization. Some examples of these families include
cAMP factor, endoglycoceramidases, sialic acid trans-
porter, sialidases, and lysophospholipase.

Energy reserve and stress resistance

Polyphosphates (polyPs) are linear polymers composed
of orthophosphate residues. PolyPs are not only used as
energy reserves, but also have been related to stress re-
sistance and adaptation to extreme environments [31].
P. freudenreichii ST33 has been reported to accumulate
up to 3% of cell dry weight of polyP [32] and M. phospho-
vorus NM-1 has been reported to accumulate up to 11.8%
[33]. Falentin et al. [16] identified the genes related to
polyphosphate metabolism in P. freudenreichii CIRM-
BIA1; all of these genes were present in the four genomes
that were compared in the present study. Similar num-
bers of the Nudix hydrolases were present in all four
organisms, suggesting that they had similar levels of
metabolic complexity and adaptability [34]. In addition to
the one copy of polyphosphate kinase (PPK) per genome
that we found, PPK2 genes were also identified in the
four genomes. PPK is an important enzyme in bacterial
polyP synthesis, transferring reversibly the terminal phos-
phate of ATP to polyP. PPK2 differs from PPK by its use
of either GTP or ATP, its preference for Mn** over Mg**
and for being stimulated by polyP [34]. P. acidipropionici
(PACID_16380), P. acnes (GenBank: NC_006085.1; locus:
PPA1186) and P. freudenreichii (GenBank: FN806773.1;
locus PFREUD_12510; annotated as hypothetical) have
one PPK2 copy each. M. phosphovorus contains three
PPK2 copies (Genbank: NC_015635.1; loci: MLP_05750,
MLP_23310 and MLP_50300), which may play an im-
portant role in the large polyP accumulation in this
organism.

Metabolic reconstruction

The predicted metabolic map of P. acidipropionici con-
tained 221 pathways and 1,207 enzymatic reactions.
The gene annotations and metabolic maps revealed
that the complete pathways of glycolysis, gluconeogen-
esis, pentose-phosphate and all de novo amino acid bio-
synthesis were represented in the P. acidipropionici
genome. The TCA cycle was also complete and genes
corresponding to aerobic and anaerobic respiration
pathways were detected. The biosynthetic pathways for
most vitamins were found; however, pathways for biotin
and pantothenic acid synthesis were notably absent, as
has been reported for other species from this genus
[16]. Figure 4 summarizes the basic metabolic pathways
that were present in P. acidipropionici.
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Substrate utilization

It has been reported that P. acidipropionici can use a
wide variety of substrates for the heterofermentative
production of propionic acid [7]. In agreement with this
report, the genome analysis of P. acidipropionici has

revealed a notable set of transporters (Table 4) and
enzymes that could be related to uptake and degradation
of numerous substrates, putatively including glucose,
fructose, sucrose, lactose, xylose, threalose, mannose, chit-
obiose and arabinose. The genome comparison showed
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that two families within ABC superfamily concerned
exclusively with carbohydrate uptake are present in
greater number in the genome of P. acidipropionici.
The carbohydrate uptake transporter-1 (CUT1) and
-2 (CUT?2) families exhibit specificity for oligosacchar-
ides and monosaccharides, respectively. There are two
principal amino acid uptake families in the ABC super-
family. The family specific for polar amino acids uptake
(PAAT) is more numerous in the P. acidipropionici gen-
ome. The family concerned with hydrophobic amino
acids uptake (HAAT) had the same number of genes
identified in all bacteria compared, except in P. acnes,
where no members were identified [35]. The propanediol
utilization operon of P. freudenreichii, probably acquired
through horizontal transfer [16], is not present in P. acid-
ipropionici, P. acnes or M. phosphovorus.

P. acidipropionici possesses one invertase coding gene
(PACID_33010) and could thus potentially use sucrose
as a carbon source, while M. phosphovorus has two cop-
ies of putative invertase coding genes (MLP_06620 and
MLP_06630). P. acnes and P. freudenreichii lack such a
gene, and for that reason, the growth of these species
in sucrose containing feedstocks like molasses needs
pretreatment, with consequent cost increase [36]. This
feature enables the development of P. acidipropionici
fermentations at low cost from renewable feedstocks,
such as sugarcane juice readily available in Brazil. Ex-
perimental batch fermentations using P. acidipropionici
with sugarcane juice showed a significant yield and prod-
uctivity of propionic acid, although significant amounts
of acetic and succinic acids still emerged as by-products
(Figure 5). In addition, the ability of this bacterium to
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metabolize the C5 sugar xylose has also been previously
reported [37], which makes this species a strong candidate
for the metabolization of second generation feedstocks
derived from biomass. Industrial ethanol fermentations
are commonly contaminated by indigenous yeasts, which
many times are less productive than the commercial
yeasts used in ethanol fermentation. This causes consid-
erable yield losses and in some cases indigenous yeasts
are even able to replace commercial yeasts [38]. Prelimin-
ary experiments showed that the production of propionic
acid inhibited the growth of indigenous yeasts in sugar-
cane juice (data not shown). Hence, industrial fermenta-
tion to produce propionic acid with P. acidipropionici
using sugarcane juice could be performed without strict
microbial control, potentially reducing production costs.

In summary, we report here the genetic basis for the
ability of P. acidipropionici to metabolize many carbon
sources, confirming previous studies of carbon source
utilization by this species. These carbon sources include
the readily available sucrose from sugar cane juice [7]
and the C5 sugar xylose that is abundant in second gen-
eration feedstocks derived from biomass [37]. These
results coupled to the preliminary findings suggesting
that the propionic acid produced by propionibacteria
may help control possible contamination by indiginous
yeast species in an industrial setting emphasizes the
potential of P. acidipropionici as a biological reactor of
industrial interest.

Catabolic repression and phosphotransferase system
Given the wide range of substrates that P. acidipropionici
is able to metabolize, we performed a preliminary study
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to verify the presence of carbon catabolite repression.
P. acidipropionici was grown in various carbon sources
(glucose, fructose, sucrose, lactate and glycerol) with or
without addition of the hexose analogous 2-deoxy-glucose
(2-DG). 2-deoxyglucose is taken up by cell and phos-
phorylated into 2-DG 6-phosphate. This molecule cannot
be metabolized; however it is able to trigger the glucose
repression phenomenon [39]. Therefore, the presence
of 2-DG in the cultures led to a clear decrease in the
P. acidipropionici growth rate, suggesting the presence
of a possible mechanism of carbon catabolite repression
by glucose (Figure S2 in Additional file 2). The analysis of
variance test (ANOVA) indicated that there was a signifi-
cant difference between the growth rate of P. acidipropio-
nici grown in the media containing glucose and in the
media containing glucose with 2-DG (ANOVA factorial:
F, 35 = 8.346; p <0.0001); fructose and fructose with 2-DG
(ANOVA factorial: F;3,=22.363; p<0.0001); sucrose
and sucrose with 2-DG (ANOVA factorial: F; 3, = 35.70;
p <0.0001); lactate and lactate with 2-DG (ANOVA fac-
torial: F; 35 =24.53; p<0.0001) and glycerol and glycerol
with 2-DG (ANOVA factorial: F; 35 = 11.46; p < 0.0001).

The molecular basis of this phenomenon is generally
related to a multiprotein phosphorelay system, the phos-
photransferase system (PTS). At least three enzymes,
enzyme I (EI), histidine protein (HPr) and enzyme II
(EIT), that are responsible for carbohydrate transporting,
phosphorylation and triggering the catabolic repression
respectively, are present in the PTS [40]. Twenty-three
genes coding for general proteins of the PTS were
identified in the P. acidipropionici genome (Additional
file 4). Moreover, two transcriptional factors probably
involved in this system (CRP - cyclic AMP receptor
factor and ccpA — catabolite control protein A) and 1
PTS-regulatory domains (PRDs), which could act as
antitermination proteins or as transcriptional activators,
were found in the genome of P. acidipropionici. In
addition, carbon catabolite repression can regulate the
expression of virulence factors in many pathogenic bac-
teria [40], and this could explain the great number of
PTS related genes (31 genes) found in the P. acnes gen-
ome. On the other hand, P. freudenreichii has only 5 genes
related to the PTS. These observations could suggest that
P. acidipropionici has the potential ability for selective
carbon source utilization and genome plasticity to adapt
to different environments, but further studies would be
necessary in order to confirm this hypothesis.

Aerobic metabolism

P. acidipropionici is a facultative anaerobic micro-
organism. In practical terms, the cells need anaerobic
conditions to grow on solid media; however, they can
grow in liquid media with oxygen added (data not
shown) [41]. Inspection of its genome showed that all the
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genes related to aerobic respiration and oxidative stress
are present. P. acidipropionici had two putative catalase
genes while P. acnes and P. freudenreichii contained only
one copy. Thus, the susceptibility of P. acidipropionici
to oxygen could be related to deficient expression of
the oxidative defense genes or to a redox imbalance.
These preliminary data are encouraging in suggesting
oxygen resistance in this species. However, further stud-
ies on the oxygen resistance of P. acidipropionici will
be needed in order to establish non-strict anaerobic
conditions for growth in an industrial setting, where
the maintenance of a strict anaerobic atmosphere would
be too costly.

Electron transport chain

The electron transport chains of prokaryotes vary widely,
having multiple terminal oxidases. This variation allows
bacteria to adapt their respiratory systems to different
environmental growth conditions [42] by choosing the
composition of enzymes that will achieve: (i) the highest
possible coupling efficiency (H*/e™ ratio); (ii) the rapid
removal of excess reducing equivalents such as NADH/
NADPH; and (iii) the regulation of intracellular oxygen
concentration [43].

Cytochrome bd (PACID_05290 and PACID_05280) is
present in all four organisms that were compared. In
E. coli, this oxidase has a high affinity for oxygen but
it does not pump protons being preferred in low-oxygen
conditions because the respiratory chain is then still able
to provide energy, even in low amounts [44]. Although
the cytochrome bd complex does not pump protons in
E.coli, there is a net proton transfer (1 H'/e") by this
oxidase due to quinol oxidation and oxygen reduction
on the periplasmic and the cytoplasmic sides of mem-
brane, respectively [44-46].

On the other hand, cytochrome ¢ oxidase (CcO) reduces
molecular oxygen to water coupled with the pumping
of four protons across the membrane, generating more
energy [47]. The four subunits of CcO (PACID_12210-
12230 and PACID_12290), the cytochrome C reductase
(PACID_12260, PACID_12280 and PACID_12290) and
cytochrome c¢ biogenesis and assembly proteins were
found in P. acidipropionici, P. acnes and M. phospho-
vorus, suggesting a greater flexibility of these strains to
adapt to different oxygen conditions in comparison to
P. freudenreichii, which lacks these genes. However,
P. acidipropionici showed a frameshift in CcO subunit
I (Figure S3 in Additional file 2). Because the CcO
subunit I is a strongly conserved protein and the P.
acidipropionici version have lost most of its domain
identity and its copper-binding site, this oxidase is
probably not functional. The alignment of the 454 and
[llumina reads against the frameshift region can be
viewed in the additional figure S4 (Additional file 2).



Parizzi et al. BMC Genomics 2012, 13:562
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/562

A recent transcriptome work using P. acnes [48]
detected expression of the whole respiratory chain
under anaerobic growth conditions, including NADH
dehydrogenase/complex 1 (NDH-1) and succinate
dehydrogenase/fumarate reductase (SdhABC). Wackwitz
and colleagues [49] showed that NDH-1 is stimu-
lated under fumarate-dependent respiration in E. coli.
Brzuszkiewicz and colleagues [48] hypothesized a sce-
nario of P. acnes metabolism with ATP generation via
F,F; ATP synthase and proton translocation by NDH-1
and SAdhABC, with the former feeding reducing equiva-
lents to the respiratory chain, and the latter using fu-
marate as terminal electron acceptor. These proteins
were also detected in our proteome analysis of anaer-
obic fermentation samples, indicating a similar behavior
in P. acidipropionici, capable to use different electron
acceptors (NDH-1: PACID_26280-26410; F,F; ATP syn-
thase: PACID_19340-19410; SdhABC: PACID_21310-
21330). P. acidipropionici has two SAhABC/FrdABC gene
clusters, SAhABC (PACID_21310-21330) and SdhA2B2C2
(PACID_18400-18420). Only SdhABC was detected in
the anaerobic fermentation samples and hence could be
acting as fumarate reductase, while SdhA2B2C2 could be
used in the oxidation of succinate to fumarate. The mem-
brane anchor subunits SdhC and SdhC2 have five trans-
membrane helices each and predicted molecular weight
of 25 and 28 kDa respectively, characteristic for Sdh/Frd
proteins lacking Subunit D. When the cluster contains a
SdhD/FrdD subunit, the SdhC/FrdC proteins are dis-
tinctly smaller (13 to 18 kDa) and contain only three
transmembrane helices each [50]. Given its importance
in propionibacteria metabolism, a better understanding
of electron transport chain can help design engineered
strains with fine-tuned redox balance.

Nitrate and sulfate reduction

Kaspar (1982) [51] demonstrated that strains of P. acidi-
propionici, P. freudenreichii, P. jensenii, P. shermanii and
P. thoenii can reduce nitrate to nitrite and further to ni-
trous oxide. This ability was later shown to vary from
strain to strain, being strongly affected by environ-
mental factors [52]. P. acidipropionici ATCC 4875 seems
to be able to use nitrate as an electron acceptor, since all
the genes of the respiratory nitrate reduction to nitrous
oxide were all found: respiratory nitrate reductase
(EC:1.7.99.4; PACID_02700-02730), nitrite reductase
(cytochrome) (EC:1.7.2.1; PACID_02330) and nitric-oxide
reductase (cytochrome c) (EC:1.7.2.5; PACID_31710 and
PACID_27170). These genes are also present in P. acnes
and M. phosphovorus, while P. freudenreichii subsp.
shermanii cannot reduce nitrate due to lack of a func-
tional nitrate reductase [16]. Also, P. acidipropionici
could reduce the nitrite to ammonium through the en-
zyme nitrite/sulfite reductase (EC:1.7.7.1; PACID_27260)
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and incorporate the ammonium formed into amino
acids. This gene is also present in P. freudenreichii and
M. phosphovorus, but not in P. acnes. Additionally, genes
coding for an assimilatory nitrite reductase (EC:1.7.1.4;
PACID_33080 and PACID_33090) are found in P. acidi-
propionici and M. phosphovorus. However, the enzyme of
the former is nonfunctional due to a frameshift in the
large subunit.

The sulfur assimilation pathway also varies among
propionibacteria, with species utilizing from the most
oxidized sources (sulfate) to the most reduced ones
(sulfide) [53]. An adenylylsulfate kinase (EC:2.7.1.25) was
only found in M. phosphovorus. The coding genes for
nitrite/sulfite reductase (EC:1.7.7.1; PACID_27260), sul-
fate adenylyltransferase (EC:2.7.7.4; PACID_01720 and
PACID_01730) and phosphoadenylyl-sulfate reductase
(EC:1.8.4.8; PACID_01710) coding genes were found in
the genomes of P. acidipropionici, P. freudenreichii and
M. phosphovorus, but not in P. acnes. However, it was not
possible to identify the complete pathway of sulfate re-
duction in P. acidipropionici, thus requiring more studies.

P. freudenreichii and P. acnes have genes coding for all
three subunits of anaerobic dimethyl sulfoxide (DMSO)
reductase, allowing these bacteria to use DMSO and
other highly oxidized substrates as electron acceptors.

Vitamin B12 biosynthesis

Cobalamin (vitamin B12) is one of the most structurally
complex nonpolymeric biomolecule described and is an
essential cofactor for several important enzymes like
methylmalonyl-CoA mutase [48]. The complexity of its
synthesis makes a chemical production too challenging
and expensive. Hence, the industrial production of this
vitamin is currently performed by biosynthetic fermenta-
tion processes using two organisms: Propionibacterium
freudenreichii (P. shermanii) and Pseudomonas denitrifi-
cans. Since some Propionibacterium species do not pro-
duce either endo- or exotoxins, they are preferred for the
production of food additives or medicines. Pseudomonas
produce Vitamin B12 by the aerobic pathway, whereas
Propionibacteria use the anaerobic one, which differs
from the first in that the cobalt ion is inserted much earl-
ier, at the precorrin-2 intermediate. The oxidation step
also differs as it cannot use O, and generates a 6- rather
than a 5-membered lactone [54].

M. phosphovorus uses the aerobic pathway and the
characteristic oxygen-requiring C-20 hydroxylase CobG
and the distinct cobalt insertion complex (cobNST) were
identified [Genbank: AP012204.1]. The organization of
B12 biosynthesis genes of P. acidipropionici is similar to
that of P. acnes, with genes grouped into two clusters
(Figure S5 in Additional file 2), while P. freudenreichii
has its genes grouped into four gene clusters. The small
cluster (PACID_28120-28220) harbors genes responsible
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for providing aminolaevulinic acid and converting it to
uroporphyrinogen III, as well as the interconversion of
uroporphyrinogen III into haem. The large cluster
(PACID_08770-09000) harbors genes responsible for
cobalt transport and adenosylcobalamin synthesis from
uroporphyrinogen III. Some genes coding for transport
proteins are only present in the cluster from P. acnes.
Fused genes also differ between the three genomes.
While cbiEGH appears in the three Propionibacteria,
cobT, cobU and bluB are organized differently. P. acnes
large cluster harbors cobT and cobU genes fused into a
single protein (cobTU), while P. acidipropionici large
cluster contains two separate adjacent genes (cobT:
PACID_08960 and cobU:PACID_08970). P. freudenreichii
have cobU as a separate gene inside one cluster, and cobT
fused to the bluB gene and located elsewhere in its
genome. This fused gene, cobT/bluB, is also present in
the P. acnes genome, but a bluB homolog was not found
in P. acidipropionici genome. BluB, first identified in
Rhodobacter capsulatus, was shown to be required for
the conversion of cobinamide to cobalamin in various
organisms, being responsible for the oxygen-dependent
synthesis of dimethylbenzimidazole from reduced flavin
mononucleotide (FMNH,) [55]. Since P. acidipropionici
does not possess this gene, another unidentified enzyme
may catalyze this reaction.

Propionic acid fermentation
As expected, the dicarboxylic acid pathway, known as
Wood Werkman cycle, was identified in the P. acidipro-
pionici genome (Figure 4). Many bacteria of different
genera as Rhodospirillum, Mycobacterium, Rhizobium,
Micrococcus and Propionibacterium have the mechan-
isms required for propionic acid fermentation metabol-
ism [56]. Nonetheless, it is only in Propionibacterium
that this is the main pathway for energy generation,
resulting in high propionic acid production. Propionic
acid production is a cyclic process, in which propionate
formation is related to the oxidation of pyruvate to
acetate and to reduction of fumarate to succinate. We
identified thirteen genes in the P. acidipropionici genome
that could encode the enzymes involved in propionate
production from pyruvate: methylmalonyl-CoA carboxyl-
transferase (EC:2.1.3.1; PACID_07970-08000), malate dehydro-
genase (EC:1.1.1.37; PACID_24560), fumarate hydratase
(EC:4.2.1.2; PACID_33440), succinate dehydrogenase
(EC:1.3.99.1; PACID_21310-21330), propionyl-CoA:suc-
cinate CoA-transferase (EC:2.8.3.-; PACID_06950), methyl-
malonyl-CoA epimerase (EC:5.1.99.1; PACID_19260) and
methylmalonyl-CoA mutase (EC: 54.99.2; PACID_11200
and PACID_11210).

Importantly, two main divergences from the literature
were found. The phosphoenolpyruvate carboxytranspho-
sphorylase (PEPC) that would lead to the formation of
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oxalacetate from CO, and phosphoenolpyruvate is not
present in P. acidipropionici, P. acnes, P. freudenreichii
or M. phosphovorus genomes. In addition, the acetate
dissimilation pathway differs from previous reports
[7,57]. P. acidipropionici does not contain the phosphate
acetyltransferase (PTA) and acetate kinase (ACK) genes;
therefore, the two step PTA-ACK pathway cannot be the
one that is used for acetate assimilation or dissimilation
as was thought previously. Instead, this bacteria seems to
dissimilate acetate using an ADP-forming acetyl-CoA
synthetase (ADP-ACS, EC:6.2.1.13 PACID_02150), an
enzyme that is distinct from the broadly distributed
AMP-ACS and which is instead related to the ADP-
forming succinyl-CoA synthetase complex (SCSC) [58].
Unlike PTA and ACK, ADP-ACS converts acetyl-CoA,
inorganic phosphate and ADP into acetate, ATP and
CoA in one step [59]. The protein encoded by ADP-ACS
gene was found in all proteome samples of P. acidipro-
pionici, where acetate production was also observed. The
PTA and ACK genes were identified in the genomes
of P. freudenreichii and M. phosphovorus but not in
the genomes of P. acidipropionici and P. acnes. An ADP-
ACS gene was only identified in P. acidipropionici and
related genes from the SCSC (a and B subunits) were also
found in all the compared organisms except P. freuden-
reichii. The acetate assimilation is probably performed by
AMP-forming ACS enzymes (6.2.1.1; PACID_13940 and
PACID_13950). Although reversible in vitro, the reaction
carried out by these enzymes is irreversible in vivo be-
cause of the presence of intracellular pyrophosphatases.
In E. coli, this high affinity pathway scavenges small
amounts of environmental acetate, while PTA-ACK
pathway works only with large concentrations of the sub-
strate [60]. In this way, P. acidipropionici resembles some
halophilic archaea which do not have the PTA-ACK
pathway and use AMP-ACS and ADP-ACS enzymes to
assimilate and dissimilate acetate, respectively.

n-Propanol production

In addition to propionic, succinic and acetic acid, it
has been reported that n-propanol might be produced
under specific conditions; for example, in the fermen-
tation of P. acidipropionici using glycerol as the carbon
source [61]. In this case, n-propanol production by P.
acidipropionici could have resulted by a necessity to
balance the intracellular redox potential, since glycerol is
more reduced when compared to glucose [62]. The gen-
ome analysis identified a possible metabolic pathway for
n-propanol production: propionyl-CoA could be con-
verted to propionaldehyde and then to n-propanol by
oxidation-reduction reactions catalyzed by the aldehyde
and alcohol dehydrogenase enzymes. Genes coding for
aldehyde dehydrogenases that could act on propionyl-
CoA are PACID_33630, PACID_02980 and PACID_24580.
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The genome of P. acidipropionici contains many alcohol
dehydrogenase enzymes, and one or more could be re-
sponsible for producing propanol, including PACID_
02970, PACID_04160, PACID_05040, PACID_05370,
PACID_05800, PACID_06750, PACID_07130, PACID_
08230, PACID_11040, PACID_11390, PACID_14120,
PACID_16510, PACID_30120, PACID_30260, PACID_
30590, PACID_30730, PACID_30890, PACID_31640,
PACID_32980, PACID_33650 and PACID_33970.

Indeed, to change the fermentation pattern of P. acidi-
propionici towards higher yields of reduced compounds
like propionic acid and n-propanol, it would be neces-
sary to modify the NAD(P)H:NAD(P) cofactor ratio. The
influence of the NAD(P)H:NAD(P) ratio in metabolic
pathways has been demonstrated, for example, by using
substrates with different oxidation states [61] or by sup-
plementing anaerobic growth with electron acceptors,
such as nitrate and fumarate [62]. Some studies have
also report that the cofactor ratio can be varied through
NADH regeneration by the NAD-dependent formate de-
hydrogenase found in some species of yeast and bacteria.
This enzyme catalyzes the oxidation of formate to CO,
and the reduction of NAD to NADH [63]. Moreover, the
intracellular redox potential could be modified in the
presence of a low-potential electron mediator, which
transfers electrons between a working electrode and a
bacterial cell. Fermentation studies carried out with dif-
ferent strains of Propionibacterium in a three-electrode
amperometric culture system showed that high yields
of the reduced compounds could be produced from
oxidized substrates, such as glucose and lactate [64,65].
n-propanol production was also observed in bioelectrical
reactors with P. acidipropionici ATCC4875 fermenting
sucrose in different mediator concentrations [66].

CO, fixation

Heterotrophic CO, fixation was reported for the first time
in P. pentosaceum, later renamed as P. acidipropionici
[67]. Wood and Leaver [68] tested the fermentation of
3, 4, 5 and 6 carbon compounds by this bacterium and
found that the best CO, assimilation occurred when cells
were grown on a medium containing glycerol, yeast ex-
tract, phosphate and vitamin B. In the same study, they
also reported the inhibition of CO, fixation by NaF
(Sodium Fluoride). In 1961, Siu et al [69] reported
that the PEPC enzyme obtained from sonic extracts of
P. shermanii was able to catalyze the formation of oxa-
loacetate from CO, and phosphoenolpyruvate. PEPC is
widespread in plants, algae, cyanobacteria, bacteria and
protozoa and has a highly conserved domain; the bacterial
proteins have approximately 870 residues [70]. However,
similarity searches did not identify a homolog of PEPC in
the genomes of P. acidipropionici P. acnes, P. freudenrei-
chii and M. phosphovorus.

44

Page 14 of 20

To investigate the CO, assimilation by P. acidipropio-
nici we performed fermentation assays using glycerol as
the substrate in the presence of ">*CO,. The NMR results
(Figure 6) revealed an increase in the carbonyl group
peak of propionic acid in relation to the control, indicat-
ing that a certain amount of isotope "*C was fixed by the
CO, assimilation pathway. Hence, we concluded that
P. acidipropionici can indeed fix CO,; however, the
enzyme responsible for this reaction may not be PEPC.
An inspection of the P. acidipropionici genome led to the
identification of a gene encoding pyruvate carboxylase
(EC 6.4.1.1, PACID_00400), an enzyme that catalyzes the
following reaction:

Pyruvate + ATP + HCO3;~ + H" —oxalacetate
+ ADP + phosphate

A pyruvate carboxylase was also identified in the M.
phosphovorus genome (MLP_46180) but not in the P.
acnes and P. freudenreichii genomes. CO, assimilation
by P. acidipropionici occurs mainly when glycerol is used
as the carbon source [68]. Therefore, this pathway could
be related to the necessity to balance the intracellular
redox potential when the glycerol reaches a high reduc-
tion potential. Moreover, in the presence of glucose as
carbon source the gene for carbon dioxide fixation could
be repressed due to a carbon catabolite repression mech-
anism [71]. The proteome experiments led to the identi-
fication of this protein in all samples obtained from P.
acidipropionici cells growing in glycerol, but not from
cells grown in glucose (data not shown). Although this
result supports our hypothesis, further experiments
should be performed to elucidate the CO, assimilatory
pathway and its regulation.

The pyruvate carboxylase is member of the biotin-
dependent carboxylase family. Members of this family
are post-transcriptionally biotinylated by a biotin protein
ligase, usually present at one copy in prokaryotes and
able to biotinylate different carboxylases. Prokaryotes
have either one monofunctional protein that only per-
forms the biotinylation or a bifunctional protein contain-
ing an N-terminus regulatory domain that participates
in the transcriptional control of genes involved in biotin
biosynthesis [72]. The four bacteria compared seem to
have one copy each of the monofunctional protein, since
the typical N-terminal biotin operon repressor domain
[TIGRFAMs: TIGR00122] was not found in these
proteins.

The heterotrophic CO, fixation emphasizes the poten-
tial use of P. acidipropionici in industrial applications,
once it enables the industrial propionic acid production
from low feedstock amounts and fermentation released
COa,.
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Figure 6 P. acidipropionici culture under CO, atmosphere. A, Culture under '*CO2 (labeled) and B, Culture with CO, (unlabeled).
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Conclusions

The genome-scale information that we have obtained
combined with already developed physiological, genetic
and metabolic approaches will increase our knowledge
of P. acidipropionici and may help establish strategies
that will increase and optimize its use in industrial pro-
cesses. The experimental results and genome annota-
tions have revealed some P. acidipropionici features that
may explain the plasticity and hardiness of this specie. P.
acidipropionici has about 1,000 genes more than P.
acnes and P. freudenreichii, suggesting less specialization
and a more flexible metabolism. Genes for the defense
of genome integrity by the CRISPR/Cas system, poly-
phosphate accumulation, and the large amount of rRNA
and carbohydrate ABC transporters that were identified
might also render some competitive advantages and
allow the bacterium to adapt in different environments.
In addition, the high acid tolerance, wide range of sub-
strates metabolized, hardiness and microaerophilic life
style suggest that P. acidipropionici is a microorganism
that has a potential use in the industrial fermentation of
commodities, such as propionic acid. Moreover the anti-
fungal property of propionic acid will help avoid the
contamination of the process by indigenous yeast, the
main source of contamination in sugarcane juice [38].
Propionic acid fermentation from sugarcane juice, there-
fore, could be performed without strict microbial control
and, consequently, in a cost-effective manner.
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Worldwide interest in chemical compounds produced
by biological reactors has increased considerably, espe-
cially in the petrochemical industry that has as a main
objective, the low cost production of compounds that
could be fixed in high durable materials. In this context,
propionic acid fermentation by P. acidipropionici shows
a great potential to satisfy the world demand for this
commodity.

Methods

Bacterial strain

The strain, Propionibacterium acidipropionici ATCC
4875™, was acquired from the Global Bioresource
Center (ATCC). The genomic DNA was isolated from
exponential-phase cultures using previously described
methods [73].

Sequencing and assembly

The genome of P. acidipropionici was sequenced by the
whole genome shotgun approach using the 454 Life
Sciences platform [74] generating single-end 400 bp
reads (18.0-fold coverage) and the Illumina/Solexa plat-
form [75] generating mate-pairs of 2 x 75 bp from
3500 bp fragments (108.6-fold coverage). The Illumina
reads were submitted to the k-mer based correction tool
of SOAPdenovo [76] and trimmed at various lengths
prior to assembly. The best results were obtained with
reads trimmed to 62 bp. The 454 reads were assembled
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using GS de novo Assembler [NEWBLER version 2.0.00;
Roche], resulting in 1,117 contigs and a N50 of 5,274 bp.
A hybrid assembly using Velvet version 1.0.04 [77] was
then performed to combine the 454 contigs and the Illu-
mina mate-pair reads. Using the VelvetOptimiser tool
with the k-mer parameter varying from 35 to 65 bp, the
k-mer and coverage cutoff parameters of the final assem-
bly were optimized to 49 bp and 54.3, respectively. The
eight resulting chromosome scaffolds were ordered using
the P. acnes genome as a reference with help of PROmer
alignment [78] and dot plot graph tools. The copy number
of plasmid per cell was estimated based on the coverage
ratio between the corresponding contig and the chromo-
some contigs. Remaining gaps were closed with just 25
rounds of polymerase chain reactions (PCR) followed by
Sanger sequencing.

Genome annotation

P. acidipropionici putative protein-coding sequences
were predicted using Glimmer version 3.02 [79]. The
training set was composed by P. acidipropionici long ORFs
and ORFs with complete alignment against P. acnes gen-
ome found using the Exonerate program [80]. A position
weight matrix (PWM) representing ribosome binding sites
was constructed by running ELPH [81] on the 25 bp
regions upstream of the predicted start sites. The PWM
and start codon distribution were supplied to Glimmer to
help improve the accuracy of start site predictions. The
predicted gene models were manually verified using
BLASTX searches against the protein databases Uniprot
[82] and NCBI-nr [83]. Automated annotation was per-
formed by AutoFACT [84] which applies similarity
searches against UniRef [85], KEGG [86], NCBI-nr [83],
Pfam, Smart and COG databases [87], Gene Ontology
(GO) terms were assigned using Blast2GO program [88].
The annotations were complemented by searches for
conserved domains using RPS-BLAST against the CDD
database [87] and important genes were manually verified.
Transfer RNA genes were annotated using tRNAscan-SE
version 1.23 [89] with the default parameters for bacteria.
Ribosomal RNA genes where annotated with RNAmmer
version 1.2 [90]. Pseudogenes were identified by direct
comparison with homologs and subsequent verification
against original sequencing data. Transport protein coding
genes were annotated using similarity searches against the
Transporter Classification Database (TCDB) [91].

Comparative analysis

Similarity-based clustering of translated protein sequences
was carried out using the Blastclust program [92], with
minimum identity ranging from 25-40% and length
coverage ranging from 50-80%. The final set of pro-
tein families was generated with identity and coverage
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parameters of 30% and 60%, respectively. Venn dia-
grams (Figure 2 and Additional file 2: Figure S1) were
constructed based on the protein clustering to indicate:
(i) protein clusters, text in parenthesis; (ii) proteins not
in clusters, text in brackets; (iii) proteins clustered in
each group, text not enclosed; (iv) In Figure 2, proteins
clustered in each group and separated by organism,
color-coded text not enclosed. A detailed comparison
of transporter proteins was performed using the TC
system [91]. Putative genomic islands were predicted
using IslandViewer [93].

Metabolic maps

The metabolic maps of P. acidipropionici were predicted
using Pathway Tools version 13.0 [94] and searches
against the KEGG database. Metabolic pathways of inter-
est were manually annotated to eliminate false positives
and to search for missing enzymes and reactions.

Culture conditions and media

P. acidipropionici was grown in a synthetic medium con-
taining (per liter): 1 g KH2PO4, 2 g (NH4)2HPO4, 5 mg
FeSO4-7H20, 10 mg MgS04-7H20, 2.5 mg MnSO4-H20,
10 mg CaCl2-6H20, 10 mg CoCI2-6H20, 5 g yeast extract
(HiMedia Laboratories, Mumbai, India), 5 g peptone S
(Acumedia Manufacturers Inc, Michigan), and a carbon
source (glucose, fructose, sucrose, lactose or glycerol).
The medium (without a carbon source) was autoclaved at
121°C and 15 psig for 20 min. The carbon source was
autoclaved separately to avoid undesirable reactions, and
mixed with the medium aseptically.

Sugarcane juice batch fermentation

Batch fermentation was performed using sugarcane juice
as the carbon source. The synthetic medium described
above was supplemented with the juice and the culture
mixture was then autoclaved inside the culture vessel.
Sugarcane juice free-cell batch fermentation was con-
ducted in a Biostat B. 2.5 L fermenter vessel (B. Braun
Biotech International, Melsungen, Germany) containing
2 L of culture medium. The temperature was set at 30°C
and the pH was maintained at 6.5 by automatic addition
of 4 M NaOH, with 100 rpm agitation. Anaerobiosis was
maintained by N, sparing through the culture medium
before fermentation began and after each sampling. The
bioreactor was inoculated with 200 mL of P. acidipropio-
nici cells in the exponential phase (OD ~ 2 to 3); the cells
had been grown in PP-test tubes at 30°C. Samples were
collected every 24 hours. After measuring the optical
density (OD), the remaining volume of the sample was
centrifuged at 10,000 g for 6 min. The supernatant was
stored at —20°C until high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) analysis.
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Analytical methods

Cell biomass was calculated by measuring the absorb-
ance at 600 nm in a ULTROSPEC 2000 spectrophotom-
eter UV/visible (Pharmacia Biotech) after appropriate
dilution in water. For HPLC-RI analysis, the samples
were filtered through a 0.2 um filter (Millipore). Propio-
nic, succinic and acetic acids and sugars were determined
by HPLC (Waters 600 Chromatograph), using an ion
exclusion column Aminex HPX-87 H (Bio-Rad). The
operation temperature was 35°C and 0.16 M H,SO, was
used as the mobile phase at a flow rate of 0.6 mL/min.

Catabolic repression assays

The bacteria were cultured in media (described above)
containing 6 mM 2-deoxy-glucose (2-DG) and one of
the following carbon sources: glucose, fructose, sucrose,
lactose or glycerol at a concentration of 5 g/L. The cul-
tures were incubated, without agitation or pH regulation,
at 30°C for 9 days. Bacterial growth in the different car-
bon sources was analyzed by ODggo determination in
a ULTROSPEC 2000 spectrophotometer UV/visible
(Pharmacia Biotech) after appropriate dilution in water.
The results were tested by analysis of variance (ANOVA).

CO, assimilation assays

The cultures were carried out in 9 mL sterile serum
tubes with rubber caps, containing 6 mL of culture
medium with 10 g/L of glycerol as the carbon source
and 3 mL of headspace for CO, or N, injection. The
culture medium was injected with a sterile syringe. The
tubes were inoculated with 1 mL of P. acidipropionici
cells in the exponential growth phase (ODggg ~2 to 3);
the cells had been grown in polypropylene test tubes at
30°C. Immediately, the headspace was saturated with
the respective gas at room temperature. The headspace
gas was mixed with the medium by vigorous agitation
before starting the culture. The cultivation tests were
performed with carbon-'>C dioxide (99 atom % '°C, 3
atom % '°C, Sigma-Aldrich) so that the nuclear mag-
netic resonance (NMR) determination of CO, absorp-
tion by analysis of fermentation products could be
performed. As controls, other test tubes were inocu-
lated following the same procedure but using either the
standard CO, or N, gases. Each cultivation test was per-
formed in triplicate. The tubes were incubated without
agitation or pH regulation at 30°C for 3 days. Afterwards,
the tubes were centrifuged at 10,000 g for 6 min, and the
supernatant was lyophilized and resuspended in D,O
for NMR analysis.

NMR spectroscopy
The '*C NMR spectra at 500 MHz (11.740 Tesla) were
obtained in a Varian INOVA spectrometer (Varian) with
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a 5 mm diameter probe. The spectrum consisted of 5000
pulses, and the span between pulses was 1.5 s.

Proteome experiments

The bacterial cells were grown in two different media,
one containing 60 g/L of glucose and the other 60 g/L
of glycerol both at 37°C, 200 rpm and keeping the pH
at 6.5. The fermentation was performed in a 2 L batch
fermenter (Labfors, Infors, AG, Switzerland). The glucose
culture was grown for 168 h (ODggo =17) and the gly-
cerol culture was grown for 216 h (ODgg = 12). Samples
of the glucose fermentation were taken after 11
(ODggo = 0,6), 24 (ODgoo = 8,8), 72 (ODggo = 22,1) and
120 (ODggp =22,7) hours and the glycerol fermentation
was sampled after 11 (ODggg = 1,5), 72 (ODgqg = 6,7), 144
(ODggo = 19,3) and 216 (ODggg = 12,1) hours. The fermen-
tation samples for proteome analysis (UPLC-ESI-Q/TOF)
were treated according to the protocol for mammalian
cultured cells described previously [95], except that the
sonication was done 3 times for 50 s with a 3 min rest in
between using output 20%. The samples were fractio-
nated by strong cation exchange chromatography before
injection in the UPLC-ESI-Q/TOF system.

Nucleotide sequence accession numbers

The sequence of P. acidipropionici strain ATCC 4875
genome is available in GenBank under the accession
number CP003493.
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Additional file 1: Table S1. P. acidipropionici proteins identified by
UPLC-ESI-Q/TOF. List of proteins identified using UPLC-ESI-Q/TOF
experiments.

Additional file 2: Figures S1 to S5. S1. Comparative protein clustering.
Four-set Venn diagram with protein families including P. acidipropionici, P.
acnes, P. freudenreichii and M. phosphovorus. S2. Catabolic Repression in P.
acidipropionici. Growth of P. acidipropionici in different carbon sources
with or without addition of the hexose analogous 2-deoxy-glucose (2-
DG). Error bars represent standard errors of the mean. $3. Alignment of
CcO subunit I with homologs. Alignment of cytochrome C oxidase
subunit | proteins of Propionibacterium acidipropionici ATCC4875
(Pacidi_2fr), P. avidum ATCC25577 (Pavidum; ZP_08938124.1), P. acnes
KPA171202 (Pacnes; YP_055417.1) and Microlunatus phosphovorus NM-1
(Mphosp; YP_004574620.1). S4. CcO subunit | frameshift region.
Alignment of 454 and lllumina reads with the frameshift region of
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avoids the commom 454 homopolimer error, supporting the existence of
the frameshift. First ten reads are from 454 sequencing. Last ten reads are
from Illumina sequencing. S5. Gene clusters comprising B12 biosynthesis
genes. The small cluster (red) harbors genes responsible for providing
aminolaevulinic acid and converting it to uroporphyrinogen Ill, as well as
the interconversion of uroporphyrinogen lil into haem. The large cluster
(green) harbors genes responsible for cobalt transport and
adenosylcobalamin synthesis from uroporphyrinogen IIl.

Additional file 3: Table S2. Transporter proteins comparison. Complete
list of transporter families identified by annotation with TCDB
classification.
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CAPITULO 2

Engenharia metabdlica de propionibactéria para producao de n-
propanol
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INTRODUCAO

Cadeias carbonicas reduzidas, sao a matéria prima para diversos produtos
de interesse comercial. O &lcool n-Propanol (1-propanol ou propanol) € um
solvente quimico de férmula CH3CH2CH20H amplamente utilizado em
diversos setores industriais. Dentre as principais aplica¢des estao a produgao de
tintas, adesivos, herbicidas, inseticidas, como intermedidrio na produgao de
ésteres, resinas termoplasticas e compostos farmacéuticos. Atualmente esse
alcool é produzido a partir de derivados do petréleo em um processo conhecido
como Oxo, o qual compreende a hidroformilagdo do etileno a propionaldeido
seguida pela hidrogenagao do propionaldeido a propanol (Saito et al., 1981;
Unruh et al., 1999). A alta demanda por n-propanol juntamente com o interesse
na produgao de compostos quimicos a partir de fontes renovaveis de carbono,
estimulam o desenvolvimento de processos fermentativos para a produgao desse
composto. Além de todas as aplicagoes industriais citadas acima, o n-propanol
obtido por rotas bioldgicas, poderia ser convertido por desidratagao a propileno,
uma olefina utilizada para a produgao de diversos quimicos no setor
petroquimico.

Alguns microrganismos produzem, naturalmente, pequenas quantidades
de n-propanol como sub-produto de fermentagées. Em Saccharomyces cerevisiae,
por exemplo, o n-propanol é produzido como um sub-produto da degradacao do
acido 2-cetobutirato (Hazelwood et al., 2008). Alguns estudos manipularam
geneticamente essa via metabolica para aumentar a produc¢ao de n-propanol
utilizando glicose como fonte de carbono. No entanto, esse alcool foi produzido
com um rendimento considerado baixo (4 g/g de glicose; Hawkins et al., 2009).

Em bactérias do género propionibacterium, a produgao de n-propanol, com

um baixo rendimento (4 g/g de glicerol), é observada durante a fermentagao
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propionica a partir de glicerol (Barbirato et al., 1997). Nao é reportada a produgao
de n-propanol utilizando glicose, sacarose ou lactato como fonte de carbono
(Barbirato et al., 1997). Muitos estudos explicam esse perfil fermentativo como
um resultado da necessidade da célula em balancear o potencial redox ja que sob
condig¢oes anaerdbicas, alguns metabolitos sdao utilizados como aceptores finais
de elétrons. Logo, maior quantidade de compostos oxidados sera produzida
utilizando glicose (grau de reducao = 4,66) ou lactato (grau de redugao = 4) como
substrato, enquanto compostos mais reduzidos serao obtidos ao utilizar fontes de
carbono como maior grau de redugao, como por exemplo, o glicerol (grau de
reducao igual a 4,7).

Apesar do baixo rendimento da produgao fermentativa de n-propanol por
propionibactéria, esse microrganismo surge como possivel candidato a biorreator
para produgao desse composto. Além do potencial apresentado por
propionibactéria para a producao de compostos de 3 carbonos essa bactéria
possui, naturalmente, vias metabdlicas para a produgao de n-propanol. Dentre as
possiveis estratégias para aumentar a produgao desse alcool em P. acidipropionici
destacam-se como mais promissoras a engenharia metabdlica para otimizagao da
via de n-propanol e a alteragao do padrao fermentativo a partir da regulagao do
balanco redox.

Durante a fermentagao, um substrato como a glicose é oxidado por varias
reacoes enzimaticas em moléculas menores, com concomitante liberacao de
energia. Essas reagcoes nao ocorrem simultaneamente e os elétrons liberados sao
transferidos de uma reacdo para outra por meio de carreadores como
Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina (NAD) e Fosfato de Dinucleotideo de
Nicotinamida e Adenina (NADP). No catabolismo, a glicose é oxidada por
enzimas que usam NAD(P)"* como cofator, gerando equivalentes reduzidos na

forma de NAD(P)H. Para dar continuidade ao metabolismo fermentativo o
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cofator NAD(P)* deve ser regenerado através de enzimas que utilizam NAD(P)H
e reduzem metabdlitos intermedidrios. Logo, é muito importante que a razao
NAD(P)'/NAD(P)H seja mantida para o funcionamento das fung¢des metabdlicas
normais. A necessidade da manutencao do balanco NAD(P)'/NAD(P)H,
portanto, limita as possibilidades de manipulagio das vias metabdlicas do
microrganismo

Dada essa limitacao diversos estudos reportam estratégias para regular o
balango redox celular, alterando, principalmente, a razao NAD(P)*/NAD(P)H
para aumentar a produgao de compostos reduzidos. Entre essas estratégias estao
o uso de diferentes substratos, o controle da concentracao de Oz, e uso de faixas
de temperatura e pH (Wang et al., 2008; Piveteau, 1999). Uma das estratégias
mais promissoras (Wang et al., 2008) descrita para regular a quantidade de
cofatores reduzidos e oxidados ¢ a adicao ao meio de cultura de aceptores ou
doadores de elétrons artificiais, tais como complexos metalicos (por exemplo,
eletrodos) e compostos organicos. Esses compostos atuam como mediadores
reduzindo ou oxidando cofatores como NAD(P)*/NAD(P)H.

De fato, alguns estudos estao sendo desenvolvidos acoplando sistemas
eletroquimicos a processos fermentativos para alterar o balango redox celular.
Esses sistemas sao denominados biorreatores elétricos (Figura 2.1). O
metabolismo microbiano pode ser estimulado pela reagoes de redugao que
ocorrem no catodo ou pelas reagoes de oxidagao que acontecem no anodo

(Thrash & Coates, 2008).
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Figura 2.1: Representacao esquematica de um biorreator elétrico (Figura adaptada do
artigo de Thrash & Coates, 2008).

Com o objetivo de direcionar o padrao fermentativo de P. acidipropionici
para produgao de maiores quantidades de acido propidnico, Emde & Schink
(1990) fizeram o cultivo dessa bactéria em fermentador acoplado a um sistema
eletroquimico de 3 eletrodos. Utilizando eletrodo de trabalho de platina e
sepulcrato de cobalto como mediador para a transferéncia de elétrons,
reportaram o aumento de 68% e uma diminuicao de 90% na quantidade de acido
propionico e acido acético produzidos, respectivamente. Schuppert e
colaboradores (1992) também reportaram um resultado similar. Com o cultivo de
P. acidipropionici em biorreator acoplado a um sistema eletroquimico de 3
eletrodos, Schuppert et al. (1992) obtiveram um aumento de 42% na producao de
acido propidnico e o acido acético nao foi produzido. Com resultados como esses
relatados, a regulagio eletroquimica do metabolismo de diversos

microrganismos tem ganhado muita aten¢ao, com grande potencial de aplicagao
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em diversos setores industriais. Uma outra aplicacao é a conversao eletroquimica
de COz2em formato, e a utilizacao deste composto pela bactéria Ralstonia eutropha
para a producao dos combustiveis isobutanol e 3-metil-1-butanol (Li et al., 2012).
Nesse contexto, um processo eletroquimico integrado a fermentagao de
propionibactéria apresenta grande potencial para aumentar a produgao de n-
propanol, uma vez que seria capaz de suprir equivalentes redutores na forma de
NAD(P)H necessarios para a produgao desse alcool reduzido a partir de agtcar.

Apesar da influéncia que o processo eletroquimico pode exercer sobre o
metabolismo de P. acidipropionici direcionando-o para formagao de compostos
reduzidos, modificagdes genéticas para aumentar a produgao de n-propanol
também sao de grande importancia. Como apresentado no capitulo 1, através da
analise do genoma de P. acidipropionici foi identificada uma possivel via
metabdlica para a produgao de n-propanol. O intermediario para a producao de
acido propionico, propionil-CoA, deve ser convertido a propionaldeido e este
convertido a n-propanol através de reacoes de oxi-redugao catalisadas pelas
enzimas aldeido e alcool desidrogenase, respectivamente. A superexpressao dos
genes responsaveis para a produgao de n-propanol poderia contribuir
significativamente para aumentar a concentracao final desse compostos.
Entretanto, estudos adicionais devem ser feitos para identificar quais dentre as
enzimas identificadas estao envolvidas nessa via metabdlica.

Uma alternativa é a expressao heterdloga, em P. acidipropionici, de genes
envolvidos na producao de alcoois. Para isso é necessaria a busca por vias
metabdlicas em organismos que produzam grandes quantidades de solventes.
Nesse contexto, é possivel destacar bactérias do género Clostridium, produtoras
de grandes quantidades etanol, butanol, acetona e isopropanol. Dentre as
bactérias desse género, destaca-se a espécie Clostridium acetobutylicum. Isolados

de C. acetobutylicum foram identificados pela primeira vez entre 1912 e 1914
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(Weitzmann, 1915; Gabriel, 1928), desde entao passaram a ser utilizados em
fermentagoes de escala industrial para producao de acetona e butanol (Jones &
Woods, 1986). No entanto, na década de 1950, a produgao fermentativa desses
compostos foi descontinuada devido ao estabelecimento de processos
petroquimicos de baixo custo para producao de acetona e butanol (Nolling et al.,
2001).

Durante um cultivo continuo, o metabolismo de C. acetobutylicum pode ser
dividido em 3 principais fases: (i) fase acidogénica, a qual é caracterizada por pH
neutro e producao dos acidos acético e butirico; (ii) fase solventogenica, na qual
ocorre produgao dos solventes acetona, butanol e etanol, em pH baixo, a partir
dos acido organicos produzidos na fase acidogénica; (iii) fase alcoologénica,
caracterizada pela produgao dos alcoois butanol e etanol em pH neutro e alta
disponibilidade de NAD(P)H (Girbal et al., 1995; Fontaine et al., 2002) . Durante a
fase solventogénica e alcoologeénica, a produgao dos alcoois etanol e butanol por
C. acetobutylicum ocorre em dois passos catalisados pelas enzimas aldeido
desidrogenase e acool desidrogenase. Os metabolitos acetil-CoA e butiril-CoA
sao reduzidos, a acetaldeido e butiraldeido e entao a etanol e butanol,
respectivamente (Fontaine et al.,, 2002). Um dos genes responsavel por essa
conversao € o gene adhE2, o qual codifica para a enzima bifuncional
aldeido/alcool desidrogenase (Fontaine et al., 2002). Esse gene esta expresso e é
responsavel pela producao de butanol especificamente na fase alcoologénica
(Fontaine et al., 2002).

Apesar de estritamente relacionada a producao de solventes como etanol e
butanol, Holt e colaboradores (1984) demonstraram que ao adicionar acido
propionico a uma cultura de C. acetobutylicum foi obtido um rendimento de 50%
(g/g) de n-propanol. Esse resultado é uma evidéncia que enzimas alcool/aldeido

desidrogenase de C. acetobutylicum além de converter os acidos organicos,
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naturalmente produzidos em seu metabolismo (acidos butirico e acético), nos
seus respectivos alcoois, apresenta certa afinidade por &cido propidnico
convertendo-o em n-propanol.

O conjunto de evidéncias apresentadas indica que uma estratégia
combinando o uso de biorreatores elétricos com a expressao heteréloga do gene
adhE2 em P. acidipropionici é promissora para a obten¢ao de maiores rendimentos
de n-propanol. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho consistiu em testar

a eficiéncia dessa estratégia para a produgao de n-propanol.

MATERIAIS E METODOS

1. Linhagens de bactérias e meios de cultivo

Neste estudo foram utilizadas as bactérias Propionibacterium acidipropionici
ATCC 4875™ e Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ATCC 9614™,
adquiridas do centro de colecio de organismos “Global Bioresource Center
(ATCC)”. Para o cultivo dessas bactérias foi estabelecido o seguinte meio de
cultura (denominado meio padrao): 2% de glicose, 0,5% de extrato de levedura,
0,5% de peptona, 0,1% de KH2PO4, 0,2% de (NH4)2HPO4, 0,1% das solugoes
salinas 1 e 2 (solugao 1: 1% de MgS04.7H20 e 0,25% de MnSO4.H20O; solugao 2:
1% de CaCl2.2H20 e 1% de CoCl2.6H20; pH 6,8), 1% de agar, quando
necessario. Para selecao de bactérias P. acidipropionici e P. freudenreichii subsp.
shermanii transformadas com plasmideo, foram adicionados ao meio 250 pg/mL
de higromicina B (Invitrogen) ou 100 pg/mL de Ampicilina (Sigma-Aldrich),
quando necessario. A bactéria P. freudenreichii foi incluida nesse estudo devido as
dificuldades encontradas na transformagao da espécie P. acidipropionici (Ver item

1 na secao Resultados e Discussao). A escolha de P. freudenreichii deve-se ao fato
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de essa possuir um metabolismo fermentativo similar ao de P. acidipropionici
(Falentin et al., 2010; Parizzi et al., 2012) e ter sido transformada geneticamente
com sucesso por outros grupos de pesquisa (Jore et al., 2001).

Para construgao e a propagacao de plasmideos foram utilizadas linhagens
de Escherichia coli DH10B e JM110 (dcm e damr), essa ultima cedida gentilmente
pelo Laboratorio Nacional de Biociéncias
(http://www.Inbio.org.br/site/home.aspx). Células de E. coli foram cultivadas em
meio Luria-Bertani: 1% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de Cloreto
de sodio (NaCl) e 1,5% de agar, quando necessario. Para selecio de
transformantes foram adicionados ao meio 100 pg/mL de ampicilina (Sigma-
Aldrich). Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 20 minutos

em autoclave Eletrolab vertical modelo 503/3.

2. Plasmideos
Abaixo estao descritos os plasmideos utilizados e construidos nesse
estudo:

* pUC18: plasmideo comercial de 2686 bp contendo o gene de resisténcia a
ampicilina (bla) e sitio de clonagem multipla inserido no gene lacZ.

* pRGOL1: plasmideo de baixa cdpia isolado de P. acidipropionici ATCC 4875
com 6868 bp e conteudo GC de 65,4% (Kiatpapan et al., 2000). Contém 7
diferentes ORFs, entretanto apenas 4 apresentam homologia com sequencias
depositadas em bancos de dados. Duas ORFs codificam, provavelmente,
para proteinas de replicagao (Rep A e RepB), uma ORF apresenta alto nivel
de similaridade com enzimas DNA invertase e a quarta ORF identificada
codifica para um peptideo de 87 aminoacidos possivelmente envolvido na

estabilizagao do plasmideo.
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* pJOES826: plasmideo hibrido de 7361 bp com origem de replicagdo para
propagacao em Streptomyces ssp. e E. coli. Apresenta sitio de clonagem
multipla, gene de resisténcia a ampicilina (bla) para selecao em E. coli e gene
de resisténcia a higromicina (hph de Streptomyces hygroscopicus) para sele¢ao
em Streptomyces ssp. Gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Josef Altenbuchner
da Universidade de Stuttgart (Alemanha).

¢ pFLOACT4: plasmideo hibrido de 7500 bp com origem de replicagio para
propagacao em Streptomyces ssp. e E. coli. Apresenta sitio de clonagem
multipla, gene de resisténcia a ampicilina (bla) para selecao em E. coli e gene
de resisténcia a tiostreptona (tsr de Streptomyces laurentii) para selecao em
Streptomyces ssp. Gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gabriel Padilla da
Universidade de Sao Paulo.

* pCGl: plasmideo hibrido de 8458 bp construido nesse estudo para
expressao de genes em P. acidipropionici. Esse plasmideo consiste em parte
do vetor pRGO1 de P. acidipropionici ATCC 4875 (genes que codificam para
proteinas RepA e RepB) fusionado com o plasmideo comercial pUCI18.
Apresenta origem de replicagdo para propagacao nessas duas bactérias.

* pCG2: plasmideo hibrido de 10211 bp construido nesse estudo para
expressao de genes em P. acidipropionici. Formado pelo plasmideo pJOE826

contento o gene sintético adhE2 de C. acetobutylicum ATCC 824.

3. Preparo e transformacao de Escherichia coli eletrocompetente

O preparo e a transformacao de células eletrocompetentes da bactéria E. coli
foi realizado de acordo com o protocolo “Basic Protocol 2: High-Efficiency
Transformation By Electroporation” descrito no livro Current Protocols in

Molecular Biology (Ausubel et al., 2004).

60



4. Preparo e transformacao de propionibactéria eletrocompetente

Com base nos protocolos estabelecidos por Kiatpapan e colaboradores
(2000) para a eletroporagao de P. freudenreichii e Cheong e colaboradores (2008)
para a transformacao de P. acnes, foi desenvolvido método de transformagao para
espécies de propionibactéria. Propionibactérias apresentam um sistema de
metilagao/restricao provavelmente ativo, que dificulta a transformagao por DNA
exdgenos. Uma evidéncia para essa hipdtese, é a presenca do sistema
CRISPR/Cas, um mecanismo de defesa contra DNA invasor identificado no
genoma de P. freudenreichii (Falentin et al., 2010) e P. acidipropionici (Parizzi et al.,
2012). Para amenizar a resposta do sistema de metilagao/restricao de P. acnes,
Cheong e colaboradores (2008) utilizam plasmideos construidos em E. coli que
nao metilam o DNA (dem e damr). Padroes diferentes de metilacaio de DNA
podem ativar o sistema de restricdo como uma forma de defesa da bactéria e
entao prejudicar o ensaio de transformagao. Outro ponto a ser considerado é
quantidade de plasmideo utilizada. Altas concentracoes de plasmideo também
podem ativar o sistema de restricao levando a degradagao do DNA exogeno.
Cheong e colaboradores (2008) também reportam a importancia do tampao de
eletroporagao e a cubeta a ser utilizada. Em cubetas de Imm, o campo elétrico é
maior, impossibilitando a ativacdo de enzimas que degradariam o vetor de
transformacao. Tendo em vista essas informacdes foram testados diversos
meétodos para transformacao de propionibactérias, considerando as variaveis
quantidade de DNA, pulso elétrico, cubeta e tampao para eletroporagao,
temperatura de crescimento de células de propionibactérias e linhagens de E. coli
para replicacao do plasmideo. Apds diversos testes foi o estabelecido o protocolo
descrito a seguir.

Para a preparacao de propionibactérias eletrocompetentes, as células foram

cultivadas, anaerobicamente, a 30°C em meio padrao até atingir a fase estacionaria.
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Posteriormente, foi feito um indculo de 10% dessa cultura em um novo meio e as
células foram incubadas por 5-6 horas a 30°C em atmosfera anaerdbica. As células
foram, entdo, precipitadas por centrifugacao e lavadas 2 vezes com tampao de
eletroporagao (272 mM de sacarose, 7 mM de fosfato de sédio — pH 6,8 e 1 mM de
cloreto de magnésio). Ao final, as células foram ressuspendidas em 200 pL deste
mesmo tampao. Visando maior eficiéncia no processo de transformacao, sempre
foram utilizadas células eletrocompetentes recém-preparadas. As células nao foram
estocadas e/ou mantidas a -80 °C para posterior transformacao.

A eletroporagao foi realizada em eletroporador Gene Pulser Xcell
Electroporation System (Bio-Rad). Em um tubo de 1,5 mL, 100uL de células foram
misturadas a 1-5 ng de DNA isolados de células de E. Coli JM110 (dcm e damr) e
mantidas por 5 minutos no gelo. Apds esse procedimento as células foram
transferidas para cubetas de eletroporacao geladas de 1 mm (Bio-Rad) e
eletroporadas utilizando o seguintes parametros: 1,5 kV durante, 200 Q e 25 F. Em
seguida, ImL de meio de cultura padrao liquido foi adicionado e as células foram
incubadas por 5 horas a 30°C, em atmosfera anaerdbica. As placas foram incubadas
de 7 a 12 dias e a sele¢ao de transformante foi feita em meio padrao solido com 250

pg/ml de higromicina B (Invitrogen) ou 100 pug/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich).

5. PCR de colonia de bactérias

Um vez obtidas colonias isoladas de E.coli ou P. acidipropionici, foram
realizados PCR de colonia como primeiro teste para confirmagao da transformagao
com o plasmideo de interesse. Com a finalidade de obter pequena quantidade de
massa celular, cada colonia foi tocada rapidamente utilizando ponteiras de 10 pL e
a massa celular obtida foi dispensada em tubos de PCR de 200 pL contendo 20 pL
de agua. Os tubos foram aquecidos a 94°C durante 6 minutos e logo em seguida

resfriados a - 20°C por 10 minutos. A variagao de temperatura tem como objetivo a
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liberagao e a desnaturacgao da fita de DNA assim como a inativagao de proteases e
nucleases (Sambrook et al., 2001). Posteriormente os tubos foram centrifugados a
16000 x g por 2 minutos e 2 pL. do sobrenadante foi utilizado como molde para a
reacao de PCR.

Os componentes utilizados para reagao de amplificagao foram: 1X tampao
para PCR (Invitrogen), 3 mM de cloreto de magnésio, 2 mM de dNTPs, 200 nM de
primer forward, 200 nM de primer reverse, e 1 u de Tag DNA polymerase (Invitrogen),
em um volume total de 10 puL. As amostras foram colocadas em termociclador
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystem) com o seguinte programa: 5 minutos de
desnaturagao inicial a 94°C seguido por 30 ciclos de 40 segundos a 94°C, 30
segundos na temperatura de hibridizacao dos primers e 1 minuto para cada 1000 bp
que se deseja amplificar a 72°C. O programa foi finalizando com um passo de
extensao de 5 minutos a 72°C. Como controles negativos da reagao, foi realizada a
mesma reacao sem o0 DNA molde e utilizando uma colonia de E.coli ou

Propionibacterium ssp. selvagem.

6. Extracao de plasmideo de Escherichia coli em mini escala por lise alcalina -
miniprep

A extragao de plasmideos de E. coli foi realizada utilizando o kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) ou a partir do protocolo
“Minipreps of Plasmid DNA — alcaline lyses miniprep” descrito no livro Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 2004). A concentragao e a pureza do
DNA plasmidial foram determinadas a partir da andlise em espectofotometro

(Nanodrop — Thermo Scientific) a 260 e 280 nm, respectivamente.
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7. Extracao do DNA total de espécies de propionibactéria

A extracao do DNA total de espécies de propionibactéria foi realizada a
partir do protocolo desenvolvido por Ausubel e colaboradores (2004) com algumas
modificagoes. Inicialmente foi feito um inoculo da bactéria em meio adequado para
o seu crescimento (descrito acima). A cultura foi mantida durante 2 dias em uma
atmosfera anaerobica, sob uma temperatura de 30°C e sem agitagao. Para a
extragdo do DNA gendmico, foi retirada uma aliquota de 2 mL (ODsw ~ 2,0), as
células foram precipitadas e em seguida ressuspendidas em 400 uL de tampao TE
pH 8,0. Para quebra da parede celular, foram adicionados 50 pL de lisozima 10
mg/mL (Sigma-Aldrich) e a suspensao foi mantida overnight a 37°C com agitagao de
100 rpm.

Posteriormente foram acrescentados 70 uL de 10% SDS e 5 uL de
Proteinase K a 10 mg/mL (Sigma-Aldrich). A suspensao foi homogeneizada e
incubada a 65°C durante 10 minutos. Em seguida adicionou-se 100 pL de NaCl 5M
e 100 uL de uma solugao pré-aquecida a 65°C de CTAB/NaCl (0,8 g/L de CTAB e
0,4 g/L de NaCl). Esta suspensao foi agitada e incubada novamente a 65°C por mais
10 minutos. Foram adicionados 750 pL de uma solugao cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) (v/v) e a mistura foi agitada. Em seguida, essa mistura foi
centrifugada a 12000 x g e o sobrenadante (cerca de 600 uL) foi transferido para
outro tubo. Para precipitacdo do DNA gendmico, foram adicionados 500 uL de
isopropanol a -20°C e a amostra foi mantida a temperatura de -20°C durante 30
minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 12000 x g durante 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70% a
temperatura de -20°C. O DNA extraido foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 puL de agua MiliQ esterilizada. A concentracao e a pureza do
DNA foram determinadas a partir da analise em espectofotometro (Nanodrop —

Thermo Scientific) a 260 e 280 nm, respectivamente.
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8. Reacdes utilizando enzimas de restricao

As reagoes de digestao utilizando enzimas de restrigao foram feitas em um
volume final de 20 pL contendo 1 ug de DNA, 2 yL do tampao de digestao
apropriado para cada enzima e 0,5 pL de cada enzima de restricao. As reacoes
foram incubadas overnight a 37°C (temperatura de atividade 6tima para todas as
enzimas utilizadas) e os produtos foram analisados através de eletroforese

utilizando géis de agarose.

9. Preparo de gel de agarose e eletroforese

Para andlise dos produtos obtidos nas reagoes de PCR e nas reagoes
utilizando enzimas de restricao, 5 uL de cada amostra de DNA foram adicionados
a 1 pL de Loading buffer 6x (Fermentas). As amostras foram aplicadas em gel de
agarose com concentracao de 0,8 a 2% contendo brometo de etidio ou GelRed™
(Biotium) e a eletroforese foi realizada em tampao TAE 1x (40 mM de Tris-acetato e
1 mM de Na: EDTA, pH 8,5) sob uma voltagem de 5V/cm, utilizando a fonte
PowerPac HC (Bio-Rad). Os géis foram visualizados e fotografados sob luz
ultravioleta utilizando o fotodocumentador Image Master VDS (Pharmacia Biotech)

ou o fotodocumentador Gel Logic 212 Pro (UVP).

10. Construcao do plasmideo pCG1

A estratégia utilizada para construir o vetor de transformagao para espécies
de propionibactéria foi baseada no estudo realizado por Kiatpapan e colaboradores
(2000). Esses autores reportam a alta homologia entre os produtos das orfl, orf2
presentes em pRGO], e as proteinas RepA e RepB, as quais apresentam um papel
importante na replicacao do plasmideo em E. coli. Logo, constroem o vetor pPK705
o qual contém o plasmideo comercial pUC18, ORFs 1, 2, 5 e 6 do plasmideo pRGO1

e o gene de resisténcia a higromicina (hph) como marcador.
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Sendo assim, para a construgio do vetor de transformagao de
propionibactéria, o primeiro passo foi a extracdo do plasmideo pRGO1 de P.
acidipropionici. Entretanto, varias dificuldades foram encontradas para a extracao do
DNA plasmidial, devido, provavelmente, ao baixo niimero de copias de plasmideo
por célula. Consequentemente, foi amplificado apenas o fragmento de interesse
contendo a orfl(RepA), orf2 (RepB), orf5, orf6, conforme descrito por Kiatpapan e
colaboradores (2000). Para amplificagao foram utilizados os primers pRGO1-F (5'-
TGTACATGAGGCTGCCGTAG-3) e pRGO1-R (5'-
TGGCATATCCAGTGATGCTC-3’), gerando um fragmento de 5879bp. Os
componentes para reagao de PCR foram: 1X tampao para PCR (Invitrogen), 4,4 mM
cloreto de magnésio, 2 mM dNTPs, 1X BSA, 5ul de uma solugao DMSO 20X, 200
nM primer forward, 200 nM primer reverse, 150 ng de DNA e 1 u de Tag DNA
polymerase High Fidelity (Invitrogen), em um volume total de 50 pL. As amostras
foram colocadas em termociclador (Veriti Thermal Cycler) com o seguinte
programa: 7 minutos de desnaturacao inicial a 94°C seguido por 25 ciclos de 1
minuto a 94°C, 40 seg a 59°C e 6 minutos a 68°C, e finalizando com um passo de
extensao final por 15 minutos a 68°C. Como controle negativo da reagao, fizemos a
mesma reacao sem o DNA molde. A confirmagao do fragmento amplificado foi
feita a partir de analise de restri¢ao utilizando as enzimas Sphl (Fermentas) e Sacl
(Fermentas).

Em seguida, o fragmento amplificado do plasmideo pRGO1 e o plasmideo
pUC18 foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI (Fermentas) e EcoRI
(Fermentas), purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) e quantificados a partir da analise em espectofotometro (Nanodrop —
Thermo Scientific) a 260 nm. A reagao de ligagao dos fragmentos foi realizada com
base na proporgao 3:1 inserto:vetor — fragmento pRGO1:pUC18 — adicionada de 1

puL de tampao 10x e 1 pL de T4 DNA ligase (promega), em volume final de 10 pL.
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A reagao de ligagao foi transformada em E. coli eletrocompetente e os possiveis
transformantes selecionados em meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. Para
confirmac¢ao da constru¢do o DNA plasmidial foi extraido de algumas colonias
crescidas no meio solido e em seguida foi realizada andlise de restri¢ao utilizando
as enzimas Pvull (Fermentas) e Sall (Fermentas). Abaixo a representacao

esquematica do plasmideo pCGl1 (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Representacdo esquematica da constru¢gdo do plasmideo pCGl

(representacao obtida utilizando o software Geneious versao 5.6).
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11. Construcao do plasmideo pCG2

Para construgao do plasmideo pCG2 foi utilizado o esqueleto do plasmideo
pJOES826 e o gene sintético adhE2 de C. acetobutylicum ATCC 824 (Uniprot Accesion
No. P33744), controlado pelo promotor e terminador do gene metilmalonil-CoA
carboxitransferase de P. acidipropionici. Essa constru¢ao poderia ter sido feita
utilizando o plasmideo pFLOACT4 ao invés do plasmideo pJOE826. No entanto, as
analises do crescimento de propionibactérias em diferentes concentragoes dos
antibioticos tiostreptona e higromicina B demonstraram que bactérias do género
Propionibacterium sao resistentes a tiostreptona e susceptiveis a higromicina B.
Logo, foi escolhido gene hph para selecao de transformantes de propionibactérias e
consequentemente o plasmideo pJOE826.

Devido a diferenca entre o conteido GC das bactérias C. acetobutylicum e
Propionibacterium ssp., o gene alcool/aldeido desidrogenase precisou ser otimizado
e sintetizado. A otimiza¢dao do gene foi feita utilizando o programa GeneDesigner
(Villalobos et al., 2006) e seguindo os seguintes critérios: codigo genético adaptado
ao das proteinas ribossomais de P. acidipropionici, que sao altamente expressas;
foram evitados sitios de restricao das enzimas BamHI, Acul e Aael e todos os sitios
que nao aparecem no genoma de P. acidipropionici; o inicio do gene (24 nucleotideos
iniciais) nao contem cddons usados menos de 62% das vezes para seu aminoacido;
nenhum codon que contribua com menos de 27% para seu aminoacido foi
utilizado; alguns cdédons para A, G e T foram alterados manualmente para evitar
sobrecarga dos tRNAs. A sequéncia génica otimizada, acrescida do promotor e
terminador do gene metilmalonil-CoA carboxitransferase foi sintetizada pela
empresa Epoch Life Science.

Para ligagao do cassete de expressao do gene adhE2 ao plasmideo pJOES826,
foi realizada a digestao dessas duas moléculas de DNA utilizando as enzimas Ndel

e Xbal. Em seguida os fragmentos foram purificados utilizando o kit Wizard® SV
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Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e quantificados a partir da analise em
espectofotometro (Nanodrop — Thermo Scientific) a 260 nm. A reagao de ligagao
dos fragmentos foi realizada com base na proporcao 3:1 inserto:vetor adicionada de
1 uL de tampao 10x e 1 uL de T4 DNA ligase (Promega), em volume final de 10 pL.
Apds a dialise da reacao de ligagao para retirada do sal, células de E.coli foram
transformadas e plaqueadas em meio de cultura sélido LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina. Uma vez obtida as coldnias foi feita a extragao do plasmideo seguida da
analise de restricdo utilizando a enzima Sall (Fermentas) para confirmagao a

construgao. Abaixo a representagao esquematica do plasmideo pCG2 (Figura 2.3).

amp Ligation
pCG2 conf R™ Pmmcc
pCG2 _conf F

pBR322 ori

8,900

pCG2
10,211 bp

7,500

&-Rep (plJ101)

P
Sall (6,732)

plJ101 ori

oL
000's Sall (4,518)

00§‘g

Figura 2.3: Representacdo esquematica do plasmideo pCG2 (representacdo obtida

utilizando o software Geneious versao 5.6).
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A presenga do plasmideo em espécies de propionibactéria foi confirmada a
partir de PCR de coldnia com a utilizagao dos seguintes primers: pCG2_conf_F (5'-
TTGCCGGGAAGCTAGAGTAA-3) e pCG2_conf R (5'-
GCTATGTGGCGCGGTATTAT-3"). Devido ao alto contetido de nucleotideos GC
presente no genoma de propionibactérias e no plasmideo pCG2, foi utilizado para a
confirmac¢ao dos transformantes os primers pCG2_conf_F e pCG2_conf_R para a
amplificacao do gene de resisténcia a ampicilina (bla), proveniente de E. coli. Dessa
maneira € possivel evitar a amplificagao de bandas inespecificas e resultados falsos
positivos. A amplificagdo do plasmideo com esses primers gerou um fragmento de
391 bp. Apos a confirmagao por PCR de colonia, foi realizado um PCR a partir do
DNA genomico extraido de possiveis colonias transformantes. Foram utilizados os
mesmos primers e os seguintes componentes: 5X tampao para AccuPrime GC-Rich
DNA polymerase (Invitrogen), 200 nM primer forward, 200 nM primer reverse, 3ul
do lisado celular ou 50 ng de DNA total e 1 u de AccuPrime GC-Rich DNA
polymerase (Invitrogen), num volume total de 10 uL. As amostras foram colocadas
em termociclador pré-aquecido com o seguinte programa: 5 minutos de
desnaturacao inicial a 94°C seguido por 30 ciclos de 50 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C, e finalizando com um passo de extensao
final por 5 minutos a 72°C. Como controles negativo da reagao foi realizada a
mesma reacao sem o DNA molde e uma reacao utilizando uma colonia ou DNA

total de Propionibacterium ssp. selvagem.

12. Metilacao de DNA plasmidial a partir de extrato proteico

Lartigue e colaboradores (2009) descrevem que para tornar o DNA exdgeno
mais receptivo pelo organismo e evitar a ativagao do sistema de metilagao/restricao
deve-se metilar o DNA utilizando as metilases presentes no organismo receptor.

Visando uma maior eficiéncia de transformacao de propionibactérias, foi realizado
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um ensaio de metilacdo de acordo com o protocolo descrito por Lartigue e
colaboradores (2009).

Nesse experimento, 0o DNA a ser usado para transformacao foi tratado com
extrato proteico de propionibactéria adicionado de S-adenosilmetionina (SAM)
(Sigma-Aldrich), doador do radical metil. Como resultado, espera-se que a
metilagdo do DNA ocorra conforme o padrdao encontrado em propionibactérias.
Para verificar se a metilagdo do DNA ocorreu conforme o esperado, o plasmideo
pCG2, utilizado nesse experimento, foi submetido a digestao pela enzima de
restricio Nael (Fermentas). Essa enzima foi escolhida devido a sua presenca no
genoma de P. acidipropionici. Estando essa enzima ativa no metabolismo de P.
acidipropionici, para evitar degradagao do seu proprio DNA, a enzima deve ser
inibida pela metilacdo do material genético. Sendo assim, a metilagao do plasmideo
pCG2 pelo extrato proteico de P. acidipropionici deve impedir a digestao pela

enzima Nael (Fermentas).

13. Fermentacao em biorreator de bancada

Apos a obtengao de propionibactérias transformadas com o plasmideo pCG2
foram realizadas fermentagbes para verificar e quantificar a producao de n-
propanol. Para isso, ImL de cultura permanente de P. freudenreichii selvagem ou
transformada (armazenada a -80°C com 20% glicerol na concentragao final) foi
ressuspendido em 10 mL de meio de cultura padrao contendo 10 g/L de glicose e
150 pg/ml de higromicina B. A cultura foi mantida em atmosfera anaerobica e a
30°C durante 24 horas. Apos este periodo, 10 mL dessa cultura foram transferidos
para 40 mL do mesmo meio e a cultura foi novamente incubada em atmosfera
anaerdbica, a 30 °C por cerca de 40 horas. As células da bactéria foram entao
centrifugadas por 30 minutos a 5000 rpm e ressuspendidas em 100 mL de meio de

cultura padrao. A suspensao celular obtida foi inoculada no biorreator.
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O meio de cultivo utilizado para o processo fermentativo em biorreator foi o
meio de cultura padrao contendo 20 g/L de glicose e 150 pg/ml de higromicina B.
Apesar da concentracao de higromicina B (Invitrogen) utilizada para selecao de
transformantes ser 250 pg/ml, foi utilizada uma concentracdo menor durante o
processo fermentativo para ndo prejudicar o crescimento da bactéria. A
fermentacao foi realizada em Biorreator Labfors 4 (Infors) com volume de trabalho
de 1 L, in6culo de 10% v/v, agitacao de 100 rpm, pH 6,5 mantido com adigao de
NaOH 4M e HCIl 1M e atmosfera de N2. Antes de serem utilizados, o biorreator e
todos os seus componentes foram autoclavados a 121°C por 20 minutos em

autoclave Eletrolab vertical modelo 503/3.

14. Fermentacao em biorreator elétrico de bancada

A fermentacao em biorreator elétrico foi realizada da mesma maneira que a
fermentagao em biorreator descrita no item acima, salvo algumas modificagoes.
Para acoplar um sistema eletroquimico ao Biorreator Labfors 4 (Infors) foram
realizadas algumas modificagoes na tampa do biorreator. Uma das chicanas que
compunha o biorreator foi substituida por uma barra de grafite (5,5 cm x 3,0 cm x
0,3 cm) utilizada como eletrodo de trabalho, local onde ocorre a reacao de reducao.
Outra chicana da tampa do biorreator foi substituida por um tubo de vidro
contendo um disco de vidro sinterizado e agarose na extremidade inferior. Esse
tubo foi utilizado como ponte salina e em seu interior continha solugao de KC13 M
e outra barra de grafite (25 cm x 1 cm x 0,3 cm) denominada contra-eletrodo. A
fungao da solugao de KCl é permitir a passagem de ions e fechar o circuito elétrico,
mantendo a corrente elétrica continua. A transferéncia de elétrons entre a célula da
bactéria e o sistema eletroquimico foi feita adicionando ao meio o mediador
sepulcrato de cobalto (III) (Sigma-Aldrich) na concentragio de 1 mM, o qual

apresenta potencial de redugao igual a -0,35 V.
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O bom funcionamento do sistema eletroquimico depende da aplicagao de
um potencial no eletrodo de trabalho que garanta a reducgao das moléculas do
mediador sepulcrato de cobalto (III). Para isso, o potencial aplicado ao eletrodo foi
mantido e controlado a -0,6V, utilizando o potenciostato PGSTAT302N
(AUTOLAB). Sendo o potencial de redu¢ao do NAD*aproximadamente -0,32V, os
elétrons sao transferidos do eletrodo de trabalho para o sepulcrato de cobalto (III) e
entao para o NAD*, reduzindo-o a NADH. Com a finalidade de garantir a reducao
de todo mediador, as células foram inoculadas somente 19 horas apds os eletrodos
estarem ligados. Antes de serem utilizados, o biorreator elétrico e todos os seus
componentes foram autoclavados a 121°C por 20 minutos em autoclave Eletrolab

vertical modelo 503/3.

15. Analise do consumo de substratos e de metabdlitos produzidos durante a
fermentacao

As analises de consumo de substrato e de producao de metabdlitos foram
realizadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detector de indice de refragao (HPLC-RI). As amostras coletadas para analise
foram centrifugadas e filtradas (filtro Millipore de 0,22) para total retirada das
células. As amostras foram injetadas no cromatografo Waters (Waters 600
Chromatograph), contendo a coluna Aminex HPX-87H (BioRad), operando a 35°C
e com 0,16 M de H:SOs como fase mével, a um fluxo de 600 uL/min. A
quantificacdo dos compostos foi possivel pela comparagao com as curvas padrao

feitas para cada compostos de interesse.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1.Transformacao genética de propionibactéria

A construgao dos plasmideos pCGl e pCG2 para transformagao de
propionibactérias foi confirmada a partir da analises de restricao utilizando as
enzimas Pvull e Sall (pCG1) e Sall (pCG2). Os fragmentos gerados apresentaram

tamanho préximo ao tamanho esperados como indicado nas figuras 2.4 e 2.5.

1 2 M

- 6000 bp
- 3000 bp
- 2000 bp

-250 bp

Figura 2.4: Anélise de restricao do plasmideo pCG1 desenvolvido para de transformagao
genética de P. acidipropionici. Os fragmentos resultantes apresentam tamanho préximo
ao esperado (113 bp, 205 bp, 2364 bp, 2581 bp e 3207 bp). 1 — Plasmideo pCG1 nao
digerido; 2 — Plasmideo pCGl1 digerido com as enzimas Pvull e Sall; M — GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder (Fermentas).
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Figura 2.5: Analise de restrigdo do plasmideo pCG2 utilizando a enzima Sall. Os
fragmentos resultantes apresentam tamanho préximo ao esperado (446 bp, 895 bp, 1052
bp, 1222 bp, 2218 bp e 4402 bp). 1 — Plasmideo pCG2 nao digerido; 2 — Plasmideo pCG2
digerido com a enzima Sall; M — GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

Nao foram obtidos resultados satisfatorios no experimento de
transformacao de P. acidipropionici e P. freudereichii com o plasmideo pCGl, i.e.,
nao houve crescimento de nenhuma colonia transformante. A transformagao com
o plasmideo pCG2 também nao resultou em transformantes de P. acidipropionici,
entretanto, foram obtidos transformantes de P. freudenreichii com uma eficiéncia
de 2x10° transformantes/ug de DNA, usando esse mesmo plasmideo (Figura

2.6).
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Figura 2.6: Confirmagao da transformacao genética de P. freudenreichii através da
amplificagao in vitro de fragmento do gene de resisténcia a ampicilina (bla) presente no
plasmideo pCG2. 1 — Coldnia selvagem, 2 — colonia transformante 1, 3 — colonia
transformante 2, 4 — controle negativo e M - GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

(Fermentas).

Resultados negativos de transformacao para a bactéria P. acidipropionici
também foram descrito por Jore e colaboradores (2001), que desenvolveram um
plasmideo similar ao pCG1 para transformagao de espécies de propionibactérias.
Uma explicagdo para a nao obtencao de transformantes de propionibactérias
utilizando o plasmideo pCG1 pode ser a nao expressao do gene de resisténcia a
ampicilina pelas por essas espécies. Esse gene ¢ proveniente de plasmideos de E.
coli e, portanto, apresenta baixo conteudo de nucleotideos GC, o que dificultaria
sua expressao em bactérias com alta porcentagem de nucleotideos GC como as
propionibactérias. Essa hipotese é corroborada pela diferenca significativa de,
aproximadamente, 23% entre o uso de cddons de E. coli e P. acidipropionici (Figura
2.7a) (www.kazusa.or.jp/codon/) e estd de acordo com o trabalho de Jore e
colaboradores (2001), que utilizam para selecdo de transformantes o gene de

resisténcia a eritromicina proveniente de Saccharopolyspora erythraea, um
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microrganismo com alto contetdo GC. Sendo assim, escolha do gene marcador
correto é de extrema importancia para o desenvolvimento de um protocolo
eficiente de transformacdo. Por esse motivo foi escolhido o gene de resisténcia a
higromicina (Hygromycin phosphotransferase - hph) provenientes de S.
hygroscopicus, como marcador de selegao. A diferenca entre o uso de cddons de
bactérias do genero Propionibacterium e Streptomyces é de apenas 5% (Figura 2.7b)
(www.kazusa.or.jp/codon/), o que aumenta a probabilidade de expressao dos

genes de resisténcia em propionibactérias.
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Figura 2.7: Representagao grafica da frequéncia de uso de cddons pelas bactérias P.
acidipropionici, E.coli e S. hygroscopicus. a) Comparacao entre P. acidipropionici e E.coli; b)
comparagao entre P. acidipropionici e S. hygroscopicus. Graficos obtidos através do

programa Graphical Codon Usage Analyser (GCUA - http://gcua.schoedl.de/).

Os transformantes de P. freudenreichii ndo sao estaveis em concentragoes
de higromicina B abaixo de 200 pg/mL e apresentaram um menor crescimento
quando comparado com a linhagem selvagem (Figura 2.8). Esse fato pode estar

relacionado com o metabolismo de resisténcia ao antibidtico higromicina. A
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enzima codificada pelo gene de resisténcia a higromicina, higromicina
fosfotransferase, fosforila um grupo hidroxila do antibiotico para inativa-lo
(Leboul et al., 1982) o que requer a utilizacao de ATP. Logo, parte do ATP que
poderia ser utilizado no crescimento da bactéria estaria sendo desviado para a
via responsavel por conferir resisténcia ao antibiotico. Estudos futuros devem
testar o uso de novos genes marcadores, como cloranfenicol e eritromicina,
utilizados por Brede e colaboradores (2005) e Jore e colaboradores (2001),
respectivamente, na transformagao de P. freudenreichii. Além disso, devem ser
desenvolvidas estratégias para integracdo de genes no genoma de
propionibactérias, obtendo dessa maneira, transformantes  geneticamente

estaveis.
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Figura 2.8: Grafico do crescimento de P. freudenreichii selvagem e P. freudenreichii

modificada cultivadas em (a) biorreator e (b) biorreator elétrico de bancada.
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Outro ponto a ser abordado para aumentar a eficiéncia de transformacao
de P. freudenreichii e P. acidipropionici é a inativagdio do sistema de
metilacao/restricao dessas bactérias. A metilacio do DNA através de metilases
presentes no organismo receptor, no caso propionibactérias, deve evitar a acao
de enzimas de restricdo também presentes nesse organismo. A partir da analise
dos resultados apresentados abaixo, conclui-se que de fato, metilases presentes
no extrato proteico de P. acidipropionici inibem a digestao do DNA por enzimas
de restricao presentes no genoma dessa bactéria (Figura 2.9). Resultados
preliminares utilizando essa técnica indicam um potencial caminho para a

obtengao de melhores resultados nas transformagoes de propionibactérias.

i -

11118 | .

Figura 2.9: Analise de restrigdo do plasmideo pCG2 tratado com extrato proteico de P.
acidipropionici adicionado de SAM. 1 — plasmideo pCG2 nao tratado com extrato proteico
e digerido com Nael, 2 — plasmideo pCG2 nao tratado om extrato proteico e nao
digerido com Nael, 3 — plasmideo pCG2 tratado com extrato proteico com SAM e
digerido com Nael, 4 — plasmideo pCG2 tratado com extrato proteico com SAM e nao
digerido com Nael, 5 — plasmideo pCG2 tratado com extrato proteico sem SAM e
digerido com Nael, 6 — plasmideo pCG2 tratado com extrato proteico sem SAM e nao
digerido com Nael M — GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

Apesar da baixa eficiéncia de transformacao obtida para P. freudenreichii,

os resultados apresentados e discutidos aqui mostram o progresso no
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desenvolvimento de um protocolo de transformagao para espécies de
propionibactérias, organismo de dificil manipulacao genética. Esses resultados
sao base para experimentos futuros e mostram o caminho que deve ser seguido

para otimizar o protocolo de transformagao.

2. Fermentacao em biorreator de bancada

Conforme esperado, a linhagem mutante de P. freudenreichii contendo o
gene adhE2 de C. acetobutylicum consumiu toda a glicose disponivel no meio e
produziu n-propanol, mesmo que em pequenas quantidades (0,3 g/L), produto
que nao € observado no perfil metabdlico da linhagem selvagem de P.
freudenreichii (Figura 2.10). Esses resultados confirmam que a transformagao foi
de fato bem sucedida e representam o primeiro registro da produgao de n-
propanol por essa bactéria a partir de glicose como fonte de carbono. Além de n-
propanol houve a producao de etanol (Figura 2.10b) pela cepa modificada de P.
freudenreichii, produto que nao esta presente no perfil fermentativo da linhagem
selvagem. Os demais metabdlitos, acido succinico &cido acético, foram

produzidos em quantidades similares pelas linhagens mutante e selvagem.
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rendimentos de todos os metabolitos produzidos durantes as fermentagdes. Ambas as
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carbono.
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O mecanismo mais plausivel descrito para explicar a producao de n-
propanol é a acao da enzima bifuncional alcool/aldeido desidrogenase que
converteria o precursor do acido propidnico, o metabdlito propionil-CoA em
propionaldeido e entao a n-propanol. Logo, a baixa concentragao final obtida do
alcool n-propanol (0,3 g/L), pode ser resultado da competicao pelo precursor
propionil-CoA para a produgao de 4cido propidnico. Ademais, o propionil-CoA
é essencial para manter o metabolismo do ciclo do acidos dicarboxilicos (também
conhecido como Wood-Werkamn Pathway), principal via metabdlica para a
producao de energia, manutencdao do balanco redox celular, e producao de
diversos outros compostos utilizados no metabolismo de aminoacidos e lipideos

(Parizzi et al., 2012; Vorobjeva, 1999; Figura 2.11).

Piruvato Acetil-CoA Acetil-P Acetato
4 R adhE2 ,
v
Etanol Q
\
Wood Werkman \ » Oxalacetato ' Citrato
A
S-Metil v | v
malonil-CoA
A Mala:o TCA Isocitrato
A R-Metil v |
malonil-CoA
Propionil-CoA A Fumarato
. | A
adhE2 Succinil-CoA
v A | i
n-Propanol “\ L A
Succinato a-cetoglutarato
2.83. \ Succinato |

Succinil-CoA semi-aldeido

Propionato< .

Figura 2.11: Representacdo esquematica do metabolismo central de P. freudenreichii As
setas azuis representam o ciclo dos acido dicarboxilicos (Wood Werkman Cycle); as setas
pretas representam o metabolismo aerdbico (o ciclo do acido citrico); as setas verdes
representam a via para producdo de acido acético; as setas vermelhas representam as
possiveis vias metabdlicas para a producdo de n-propanol e etanol pela enzima
acool/aldeido desidrogenase (codificada pelo gene adhE2 de C. acetbutylicum (Figura
adaptada do artigo de Falentin e colaboradores (2010)).
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Com esses resultados e observando a via metabdlica acima (Figura 2.11) é
possivel sugerir alternativas para aumentar a disponibilidade do metabdlito
propionil-CoA e consequentemente a producao de n-propanol. A primeira delas
seria a delecao do gene que codifica para a enzima propionato-succinato CoA
transferase (2.8.3.-) e a adicao da enzima CoA ligase (6.2.1.-). Dessa maneira nao
haveria produgao de 4cido propidnico e o ciclo dos acidos dicarboxilicos seria
linear com propionil-CoA como produto final. No entanto o microrganismo teria
um maior gasto de energia (ATP), devido a utilizagao de uma molécula de ATP
para ligacdo do substrato CoA ao succinato. A segunda alternativa seria a
manutencao do ciclo dos acidos dicarboxilicos e a adi¢ao de enzimas, como
propionato CoA ligase, (6.1.2.17) que convertem o acido propidnico em
propionil-CoA. Contudo, da mesma maneira que a alternativa anterior, é
necessaria uma molécula de ATP para a ligagao do substrato CoA ao propionato.
Uma terceira alternativa, € a superexpressao de genes envolvidos na producao de
n-propanol por propionibactérias quando cultivadas na presenga de glicerol
(Barbirato et al., 1997). Com o sequenciamento do genoma de P. acidipropionici
(Parizzi et al., 2012 descrito no capitulo 1), foi possivel identificar provaveis
enzimas envolvidas na via metabdlica do n-propanol em P. acidipropionici.
Devido a similaridade existente entre P. acidipropionici e P. freudenreichii, é
plausivel que os mesmos genes estejam envolvidos na via metabodlica do n-
propanol em P. freudenreichii. No entanto sao necessarios sao necessarias analises
do genoma de P. freudenreichii para que a superexpressao dos possiveis genes
responsaveis pela producao de n-propanol seja possivel. Ademais, pesquisas
futuras que analisem o transcriptoma total de propionibactéria crescida em
diferentes fontes de carbono ajudarao a identificar e estudar os genes envolvidos
na producao de n-propanol por essas bactérias.

Como descrito acima, além da produgao de n-propanol pela cepa P.
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freudenreichii transformada com o plasmideo pCG2, também foi observado, pela
primeira vez, a producao de etanol por essa bactéria. Uma hipotese para explicar
a produgao desse metabdlito é a conversao de acetil-CoA em acetaldeido e entao
a etanol pela enzima aldeido/alcool desidrogenase (adhE2) de C. acetobutylicum
(Figura 2.11). Um dos subprodutos da fermentacao propidnica é o acido acético,
produzido a partir de acetil-CoA. Como podemos observar na figura 2.10, ha
uma produgao significativa de acido acético pela bactéria (Concentragao final
igual a 4,37 g/L), sugerindo que hé disponibilidade do substrato acetil-CoA para
producao de etanol pela enzima alcool/aldeido desidrogenase.

Esses resultados sao a primeira evidéncia que o gene alcool/aldeido
desidrogenase (adhE2) de C. acetobutylicum estd funcional e deve converter
propionil-CoA em n-propanol durante a fermentagao de glicose pela bactéria P.
freudenreichii. Estudos adicionais como analise da expressao do gene adhE2 e o
ensaio enzimatico in vitro e in vivo da enzima codificada por esse gene serao
importantes para melhor compreensao da produgao de n-propanol por P.

freudenreichii transformada.

Fermentaciao em biorreator elétrico de bancada

A fermentacao de P. freudenreichii selvagem em biorreator elétrico,
utilizando glicose como fonte de carbono, produziu acido succinico, acido
acético, acido propidonico e n-propanol em pequenas quantidades (0,25g/L)
(Figura 2.12a). Como pode ser observado na figura abaixo, o perfil metabdlico da
cepa P. freudenreichii contendo o plasmideo pCG2 foi bastante alterado durante o
cultivo em biorreator elétrico e os principais compostos produzidos a partir do
consumo da glicose, foram &cido latico, &cido acético e etanol. Nao foi observada

a producao de n-propanol (Figura 2.12b).
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Figura 2.12: Representagao grafica do perfil metabolico de (a) P. freudenreichii selvagem
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pCG2 e cultivada em biorreator elétrico. (c) Grafico de rendimentos de todos os
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freudenreichii contendo o plasmideo pCG2 em biorreator elétrico.
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O objetivo da fermentagao em biorreator elétrico € alterar o metabolismo
do microrganismo por meio da modulacio do balago redox celular. Nesse
sentido a manipulagao artificial gerada pela eletroquimica pode ser comparada a
fermentagao natural utilizando substratos que possuem diferentes graus de
reducdo. Barbirato e colaboradores (1997) ao comparar as fermentagoes de P.
acidipropionici em glicose e glicerol, reportam a produgao de n-propanol e um
maior rendimento de acido propionico utilizando glicerol como fonte de
carbono. Esse resultado provavelmente esti relacionado com o maior grau de
reducao do glicerol (grau de reducao igual a 4,7) em relagao a glicose (grau de
reducao igual a 4,0). Consequentemente, para a manutengao do balango redox
celular, uma maior quantidade de compostos reduzidos deve ser produzida a
partir de glicerol. Comparando os resultados que obtivemos (Figura 2.12) com os
dados descritos no trabalho de Barbirato e colaboradores (1997), é possivel
sugerir que a eletroquimica age de forma andloga ao interferir no balango redox
celular disponibilizando elétrons e consequentemente uma maior quantidade de
cofatores reduzidos (NADH'). Como resultado é possivel obter uma maior
producao de metabdlitos com alto grau de redugao, como o acido propionico
(grau de reducao igual a 4,7) e n-propanol (grau de redugao igual a 6). Schuppert
e colaboradores (1992) reportam um aumento de 42% na concentragao de acido
propionico e a auséncia de acido acético em fermentacao de P. acidipropionici
suportada com processo eletroquimico. Apesar da diferenca do perfil metabdlico
entre os dados desses autores e os resultados aqui apresentados, ambos
demonstram que a eletroquimica é uma ferramenta com grande potencial para
direcionar o metabolismo de microrganismos tanto para produzir composto
reduzidos como oxidados.

Conforme reportado no item acima, ao transformar a bactéria P.

freudenreichii com a enzima &lcool/aldeido desidrogenase de C. acetobutylicum
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houve producao de n-propanol. Isto ocorreu mesmo ao utilizar glicose, uma
fonte de carbono com baixo grau de redugao. Sendo assim, é possivel inferir que
em fermentacoes de P. freudenreichii contendo o plasmideo pCG2 e suportadas
com eletroquimica teriamos uma produgao maior de n-propanol. Afinal, estaria
sendo adicionanda a enzima responsavel por essa reagao e suprindo o
metabolismo com co-fator NADH?*, necessario para redugao de propionil-CoA
em n-propanol. No entanto, esse resultado nao foi obtido. Como pode ser
observado nos gréficos acima (Figura 2.12), a fermentagao de P. freudenreichii
transformada juntamente com eletroquimica nao resultou na produgao n-
propanol. Porém foram produzidas quantidades significativas de etanol (1,37
g/L) e acido latico (14, 63 g/L), nunca antes reportado para essa bactéria.

A producao de etanol, conforme explicado anteriormente, deve estar
relacionada a conversao de acetil-CoA a acetaldeido e etanol pela enzima
alcool/aldeido desidrogenase de C. acetobutylicum. Com base na produgao de
acido latico e auséncia de acido propidnico, é possivel sugerir que na presenca de
grande quantidade de cofatores reduzidos, como por exemplo NAD(P)H" a
célula fica impossibilitada de oxidar e metabolizar a fonte de carbono, ja que
necessita do cofator oxidado para oxidar substratos como a glicose e/ou glicerol.
Logo, para a regeneracao de NAD(P)+, provavelmente seja, energetica e
metabolicamente mais favoravel a producao de acido latico a partir de piruvato
do que a produgao de acido propionico e n-propanol; isso porque a conversao de
piruvato a acido latico é feita apenas em um tunico passo, através da enzima

lactato desidrogenase (Figura 2.13).
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Figura 2.13: Representacdo simplificada do metabolismo fermentativo de P.
freudenreichii. As setas azuis representam, de modo simplificado, o ciclo dos acido
dicarboxilicos (Wood Werkman Cycle); as setas verdes representam a via para produgao
de acido acético; as setas pretas representam a produgao de acido latico a partir de
piruvato; as setas vermelhas representam as possiveis vias metabolicas para a produgao
de n-propanol e etanol pela enzima acool/aldeido desidrogenase (codificada pelo gene
adhE2 de C. acetbutylicum).

Foram identificadas no genoma de P. freudenreichii 3 provaveis genes que
codificam para enzimas lactato desidrogenase (GenBank: FN806773.1; locus tag:
PFREUD_11570, PFREUD_12840 e PFREUD_16710) e poderiam estar envolvidas
na produgao de lactato a partir de piruvato. Ao comparar as fermentagoes em
biorreator elétrico da cepa selvagem e transformada de P. freudenreichii, percebe-
se que apenas esta ultima produziu 4cido latico. No entanto, as duas cepas foram
submetidas a altas concentracoes de cofatores reduzidos. Diante desses

resultados, outra hipotese, além da regeneracao de cofatores oxidados, pode ser
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sugerida para explicar a produgao de acido latico: o acido latico pode ser um
metabolito produzido quando a bactéria é exposta a uma situacao de estresse. A
fermentacao da cepa de P. freudenreichii contendo o plasmideo pCG2 foi feita na
presenca de um processo eletroquimico e em meio de cultura contendo 150
ug/mL de higromicina B. Como explicado anteriormente, a resisténcia a esse
antibiotico é dada pela fosforilagao de um grupo hidroxila presente na molécula
(Leboul et al., 1982). Portanto, a bactéria estava submetida a uma situacao de
estresse energético e do balango redox celular. Outra evidéncia a favor dessa
hipdtese é que em fermentagoes com a bactéria P. acidipropionici, espécie proxima
a P. freudenreichii, em atmosfera com grandes concentragoes de oxigenio,
condigcoes possivelmente estressantes para uma bactéria microaerofila, também
foi reportada a producao de acido latico (dados nio publicados).

Apesar das dificuldades relacionadas a transformacao de
propionibactérias, os resultados apresentados aqui demonstram e confirmam a
possibilidade do uso desse microrganismo para a producgao de produtos de
interesse industrial, como o n- propanol. Ademais foi reportada pela primeira
vez a produgdo de outros metabdlitos, como etanol e acido latico, demonstrando
a flexibilidade metabdlica desse microrganismo e o potencial para a exploragao
de diversas vias, por meio de engenharia genética, para a producao de
compostos de interesse. Com base nesses resultados devem ser desenvolvidos
estudos para compreendermos melhor o metabolismo de propionibactérias e
para que sejam definidos protocolos eficientes de transformagao, superexpressao
e delecao de genes de interesse. Com esse objetivo, devem ser planejados e
desenvolvidos testes fermentativos que alterem a fonte de carbono, a
concentragdo de antibiotico, as condi¢Oes eletroquimicas e até mesmo o
plasmideo utilizado para transformacao. Além disso, o estudo funcional de

genes, como os que codificam para enzimas lactato desidrogenase e
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alcool/aldeido desidrogenase, ¢ fundamental para compreensao desses
resultados. Em resumo, apesar de serem necessdrios diversos passos até a
implementagdo de propionibactérias como uma plataforma industrial os
resultados reportados aqui configuram o ponto de partida para pesquisas
promissoras com o metabolismo desse microrganismo que apresenta
caracteristicas desejadas para uso como reator bioldgico. Devido a esse potencial
industrial os conceitos e os procedimentos relacionados a produgao de n-
propanol por propionibactérias ja sao objeto de aplicacao de pedido de patente

(Apeéendice I).
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O interesse por compostos quimicos produzidos por biorreatores tem
crescido consideravelmente. Os resultados aqui apresentados demonstram
grandes avang¢os na busca por novos microrganismos robustos capazes de
produzir, com alto rendimento e produtividade, cadeias carbonicas reduzidas
para a produgao de polimeros quimicos.

Os dados obtidos a partir do sequenciamento e analise do genoma da
linhagem P. acidipropionici propiciam as bases de conhecimento necessarias para
realizar modifica¢gdes dirigidas no metabolismo dessa espécie e de outras
propionibactérias. Ademais, a anotagao do genoma e os resultados experimentais
aqui reportados revelaram muitas caracteristicas que explicam a plasticidade e
robustez dessa cepa. P. acidipropionici contém, aproximadamente, 1000 genes a
mais que espécies P. acnes e P. freudenreichii, sugerindo uma maior flexibilidade
do seu metabolismo. Genes relacionados a defesa da integridade gendmica
(sistema CRISPR/Cas), vias de acumulagao de polifosfato e a grande quantidade
de rRNA e transportadores de carboidratos podem conferir a essa bactéria
vantagens competitivas e adaptacao a diferentes condigoes. Finalmente, o
potencial uso dessa espécie para fermentacao de commodities quimicas é
ressaltado pela alta tolerancia a acidos organicos, pela metabolizagao de diversos
substratos e pela producao de acido propidnico, um antifiingico natural que
pode evitar contaminag¢des em dornas industriais.

Os resultados promissores obtidos no desenvolvimento da via
fermentativa para a produgao de n-propanol corroboram o potencial uso de
propionibactérias como biorreatores. A compreensao do metabolismo
fermentativo de 4cido propidnico, a partir do sequenciamento do genoma de P.
acidipropionici, foi de extrema importancia para o desenvolvimento da via de
produgao de n-propanol e para prospecgao de futuros experimentos necessarios

para otimiza-la. Além disso, o estabelecimento de ferramentas genéticas (pCG1,
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pCG2 e protocolo de eletroporagao) para a engenharia metabdlica de
propionibactérias gerou informagoes sobre a fisiologia e a genética desses
microrganismos. Apesar da necessidade de estudos adicionais para a otimizar a
transformacgao genética de propionibactérias, os resultados aqui descritos sao os
primeiros passos e a base para o desenvolvimento desses estudos futuros. Para a
otimizagao da transformagao genética devem ser exploradas novas técnicas de
transformacao, desenvolvidos novos vetores e genes marcadores, além de serem
testadas diferentes cepas de propionibactérias.

Muitos estudos ainda devem ser desenvolvidos até que o uso de
propionibactérias para producgao de n-propanol em larga escala se concretize.
Entretanto, a produgao de 300 pg/L (rendimento de 1,5%) de n-propanol por P.
freudenreichii transformada com o plasmideo pCG2 é muito promissora e o inicio
de um projeto para o estabelecimento de um processo industrial
economicamente viavel. Adicionalmente, os resultados obtidos nas fermentagoes
utilizando reatores bioelétricos, como a produgao de 250 pg/L de n-propanol
(rendimento de 1,34%), demonstram a flexibilidade metabdlica que pode ser
atingida com o uso dessa tecnologia e destacam a importancia em contemplar
novos experimentos para o desenvolvimento de fermentacdes acopladas a
processos eletroquimicos.

Um dos maiores objetivos da industria petroquimica consiste na
producao, a baixo custo, de compostos que possam ser utilizados para a
producao de materiais duraveis. Nesse contexto e frente a todos esses resultados
aqui apresentados, o uso de propionibactérias para a fermentagao de compostos
de 3 carbonos destaca-se como grande potencial para, no futuro, satisfazer a

demanda de commodities quimicas como o n-propanol.
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CLAIMS

1. A method for producing n-propanol comprising:

(a) providing a suitable carbon source for fermentation by a
microorganism expressing the dicarboxylic acid pathway, reducing equivalents,
and at least one gene coding for an enzyme that catalyzes the conversion of
propionate/propionyl-CoA into n-propanol;

(b) contacting the carbon source and reducing equivalents with
the microorganism under conditions favorable for the production of n-propanol
by the microorganism; whereby a fermentation broth is produced; and

(c) recovering n-propanol from the fermentation broth.

2. The method of claim 1, wherein the microorganism has been.
genetically engineered to express one or more enzymes, whereby the
microorganism is capable of converting propionate/propionyl-CoA to n-

propanol.
3. The method of claim 2, wherein the microorganism is selected from the
group consisting of: Propionigenium spp., Propionispira arboris,

Propionibacterium spp., and Selenomonas.

4. The method of claim 2, wherein the enzyme is selected from the

group consisting of:

102



10

15

20

WO 2011/029166 PCT/BR2010/000289

70

aldehyde dehydrogenases that are capable of using propionic acid as a

substrate;

aldehyde dehydrogenases that are capable of using an acyl-CoA
intermediateas a substrate;

alcohol dehydrogenases that catalyze the conversion of an aldehyde to its
corresponding primary alcohol; and |

multifunctional enzymes that = posses both aldehyde/alcohol

dehydrogenase domains.

5. The method of claim 4, wherein the enzyme has alcohol dehydrogenase

protein domain with e-value threshold below le-2.

6. The method of claim 4, wherein the enzyme has aldehyde
dehydrogenase protein domain with e-value threshold below 1e-2.

7. The method of claim 4, wherein the aldehyde dehydrogenases are
capable of using propionic acid as a substrate aie selected from the group
consisting of: Mus musculus (GenBank Accession No. AC162458.4);
Clostridium botulinum A str. American Type Culture Collection (ATCC) No.
3502 (GenBank Accession No. AM412317.1); and Saccharomyces cerevisiae
(GenBank Accession No. EU255273.1).

8. The method of claim 4, wherein the aldehyde dehydrogenases that are

capable of using acyl-CoA intermediate as a substrate are selected from the
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group consisting of: Rhodococcus opacus (GenBank Accession No.
AP011115.1); Entamoeba dispar (GenBank Accession No. DS548207.1); and
Lactobacillus reuteri (GenBank Accession No. ACHG01000187.1).

9. The method of claim 4, wherein the alcohol dehydrogenases that
catalyze the conversion of an aldehyde to its corresponding primary alcohol are
selected from the group consisting of: Aspergillus niger (GenBank Accession
No. AM270229.1); Streptococcus pneumoniae Taiwanl9F-14 (GenBank
Accession No. CP000921.1); and Salmonella enterica (GenBank Accession No.
CP001127.1).

10. The method of claim 4, wherein the multifunctional enzymes that
posses both aldehyde/alcohol dehydrogenase domains are selected from the
group consisting of: Lactobacillus sakei (GenBank Accession No. CR936503.1);
Giardia intestinalis (GenBank Accession No. U93353.1); Shewarella
amazonensis (GenBank Accession No. CP000507.1); Thermosynechococcus
elongatus (GenBank Accession No. BA000039.2); Clostridium acetobutylicum
(GenBank Accession No. AE001438.3); and Clostridium carboxidivorans
ATCC No. BAA-624T (GenBank Accesion No. ACVI01000101.1).

~ 11. The method of claim 1, wherein the fermentation broth further

comprises ethanol and/or isopropanol.
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12. The method of claim 11, wherein ethanol and/or isopropanol are

recovered from fermentation broth.

13. The method of claim 1, wherein the microorganism has the expression
of its gene encoding for an enzyme acetate kinase (E.C. 2.7.2.1) altered so as to

diminish its activity.

14. The method of any one of claims 1-13, wherein the reducing

equivalents comprise NAD(P)H. -

15. The method of claim 14, wherein the NAD(P)+ is reduced to
NAD(P)H comprising the use of electrodes and a mediator molecule, an
overpressure of Hj, or a microorganism expressing a NAD"-dependent formate

dehydrogenase in the presence of formate.

16. The method of claim 14, further comprising contacting the

fermentation broth with electrodes and a mediator molecule.
17. The method of claim 16, wherein mediator molecules are benzyl
viologen, methyl viologen, anthraquinone 2,6-disulfonic acid, neutral red, cobalt

sepulchrate, 1,4 dihydroxy-2-naphthoic acid (DHNA) and flavins.

18. The method of claim 16, wherein mediator molecules are compounds

present in yeast extract and Propionibacterium spp. extract.
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19. The method of any one of claims 1-18, wherein the carbon source is

sugarcane juice, sugarcane molasses, hydrolyzed starch, hydrolyzed ligno-

cellulosic materials, glucose, sucrose, fructose, lactate, lactose, xylose or

glycerol in any form or a mixture thereof.

20. A microorganism for using in the method as defined in any one of

claims 1 to 19.

21. A method for producing propylene comprising:
dehydrating the n-propanol produced by the method as defined in

any one of claims 1 to 19 to produce propylene.

22. A method for producing propylene comprising:
dehydrating in the same reactor n-propanol and isopropanol and/or
ethanol produced by the method as defined in any of claims 1 to 19 to produce

propylene.
23. - A method for producing polypropylene comprising:

polymérizing the propylene produced by the method as defined in any one
of claims 21 and 22 to produce polypropylene.
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There is a common concept in life: large and complex molecules result from the synthesis
of units that are later joined together. Mankind learned this principle and employed
it to develop language, culture, and technology. This same principle is applied in
the petrochemical industry by fractionating the fossilized carbon chains into small
molecules and then polymerizing them in order to develop synthetic polymers, which are
much more flexible, resistant, and durable than natural polymers. Recent developments
in molecular biology have opened the possibility of modifying organisms in order to
create new biosynthetic routes for the production of monomers that would fit the biggest
challenge in modern society: the production of high quality polymers from renewable
feedstocks. This review focuses on the latest advances in molecular biology and the new
knowledge and technologies that enable the possibility of converting cells into efficient
and sustainable chemical reactors. The first examples of this technological advancement
are already in the market.

Keywords omics approach, synthetic biology, system biology, fermentation, Co, mit-
igation, green polymers

1. Introduction

Fossil oil is the most important energy source for our society and during the last decades
we have faced the concern of depleting our reserves, a threat that was illustrated by the oil
crisis of the 1970s. Nowadays, it has become apparent that fossil oil is still abundant but
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ANEXO1

Declaracao de Biossegurancga
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DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha tese de Doutorado intitulada Estudo

genético e metabdlico da bactéria Propionibacterium acidipropionici:

() na&o se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagao CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizagéo da seguinte Comissao:

( x ) CIBio — Comissao Interna de Biosseguranga , projeto No. 2011/03 , Instituicéo: Instituto de
Biologia — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

() CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais , projeto No. , Instituicao:

() CEP - Comissao de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituicao:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizag&o
dada ao trabalho. Se a autorizagdo néo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, deverd ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagéo apresentado.

oy Gonsluonay g, Bayeh GRS

Aluno; Mari olina de Barros Grassi

Par. o da Comissédo ou Comité pertinente:
(Kfl;gerido () Indeferido 2 "\‘w

A . " Jor A,
: . | prof, r. MARCELE-CANCELLOTTI
Carimbo e assinatura Presidente da Comissao Interna de Biossegurance
Institlo e Bialogia - UNKCANP

Para uso da Comissao ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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