Marcelo Colika Bassalo

“ESTUDO DO METABOLISMO AEROBICO DA BACTERIA
ANAEROBICA FACULTATIVA

Propionibacterium adicipropionici”

CAMPINAS
2013



il



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

f SECRETARIA
DE

1 L
\ FOS-GRADUAGED }‘a
LB /

MARCELO COLIKA BASSALO

“ESTUDO DO METABOLISMO AEROBICO DA BACTERIA
ANAEROBICA FACULTATIVA

Propionibacterium acidipropionici”

Dissertacdo apresentada ao Instituto de

- Biologia para obtengdo do Titulo de
Esie exemplar corresponds & redacgdo final Mestre em Genética e Biologia
éa lose dsfendida pelo(a) candidato (a) Molecular, na 4rea de Genética de
Mane ! /- e ﬂ)mfg“ wA Microrganismos.
7 \_‘. q \
: J A
“{ @ aprovads pma) Comiss2oSul ra.

Orientador: Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimardes Pereira

CAMPINAS,
2013

iii



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Bassalo, Marcelo Colika, 1989-

B293e Estudo do metabolismo aerébico da bactéria anaerdbica facultativa
Propionibacterium acidipropionici / Marcelo Colika Bassalo. — Campinas, SP :
[s.n.], 2013.

Orientador: Gongalo Amarante Guimaraes Pereira.
Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Propionibacterium. 2. Elétrons — Transporte. 3. Aerobiose. 4. Complexo IV
da cadeia de transporte de elétrons. 5. Fermentagéo. |. Pereira, Gongalo
Amarante Guimaraes,1964-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Characterization of the aerobic metabolism of the facultative anaerobe
Propionibacterium acidipropionici

Palavras-chave em inglés:

Propionibacterium

Electron Transport

Aerobiosis

Electron transport complex IV

Fermentation

Area de concentragdo: Genética de Microorganismos
Titulagdo: Mestre em Genética e Biologia Molecular

Banca examinadora:

Gongalo Amarante Guimaraes Pereira [Orientador]

Marcelo Lancellotti

Luiz Carlos Basso

Data de defesa: 20-06-2013

Programa de Pés-Graduagao: Genética e Biologia Molecular



Campinas, 20 de Junho de 2013

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimar&es Pereira
(Orientador)

Prof. Dr. Marcelo Lancellotti

Prof. Dr. Luiz Carlos Basso

Prof. Dr. Gabriel Padilla

Prof. Dr. André Luis Berteli Ambrosio

e

Assin

Assinatura

Lz My oatases

7 pssinatura

Assinatura

Assinatura



Dedico este trabalho a meus pais, Antonio Carlos

e Maria Aparecida, por todo o amor e suporte em minhas escolhas.

vi



AGRADECIMENTOS

Agradeco a meu orientador, Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira, pela
excelente oportunidade e aprendizado que vem sendo construido desde a minha iniciacao
cientifica, uma pessoa fundamental na minha formacao profissional e pessoal, cujos
conselhos motivadores fardo parte de mim como futuro pesquisador. Obrigado por ter
sempre acreditado em mim mais do que eu mesmo acreditei.

Agradecgo a todos os membros de minha pré-banca e banca de defesa, Prof. Dr.
Wanderley Dias da Silveira, Prof. Dr. Fabio Papes, Prof. Dr. Marcelo Lancellotti e Prof. Dr.
Luiz Carlos Basso.

Agradeco a todos os amigos do LGE, os quais foram de fundamental importancia
para o cumprimento desta etapa de vida.

A Bruno Vaz de Oliveira, agradeco enormemente pela amizade e pela paciéncia ao
ter me orientado e me ensinado durante a iniciagao cientifica, cujos ensinamentos foram
essenciais para a realizagdo de meu mestrado.

A Gleidson Silva Teixeira, por todo o companheirismo e amizade, por todas as
conversas que me ajudaram em minhas escolhas de vida, e por todo o suporte cientifico
no laboratério.

A Joan Grande Barau, por toda a amizade, o suporte e o ensinamento critico, além
da ajuda no planejamento deste trabalho.

A Luige Armando Llerena Calderén, pela amizade e por todo o apoio no
planejamento e execucao deste projeto, sem o qual este trabalho ndo seria possivel.

A Marcelo Falsarella Carazzolle, por toda a ajuda e suporte.

A Daniela Paula de Toledo Thomazella, por toda a ajuda, apoio e motivagdo dada
desde o meu inicio no laboratério. Agradeco a Daniela e a Paula Favoretti Vital do Prado
pela ajuda na elaboracao de experimentos pertencentes a este projeto.

A Maria Carolina de Barros Grassi, por toda a ajuda e motivacdo desde o inicio de
meu mestrado, e também pelas sugestdes e corre¢des que acrescentaram enormemente
para esta dissertacao.

A André Prause, Angélica Martins Gomes, Beatriz Temer, Giselle de Arruda
Rodrigues, Jorge Lepikson Neto, Leandro Vieira dos Santos e Pedro Augusto Galvao Tizei,
por toda a amizade e risadas que tornaram deste trabalho uma fase mais prazerosa.

vii



A Eliane e Silvia, pela dedicacdo e ajuda desde a minha iniciagdo cientifica até a
conclusdo de meu mestrado.

Agradeco enormemente ao Prof. Dr. Fabio Papes e a Dra. Johana Rincones Perez,
duas pessoas essenciais ha minha formag¢do, modelos de cientista que eu gostaria de ser,
sempre dispostos em me ajudar.

Agradeco a todos os meus amigos, essenciais em minha vida. Sem vocés, jamais
teria chegado até aqui. A Caio Guilherme Pereira, Fernando Suzuki, Gabriel Francisco
Zaniboni, Mateus Milani e Vinicius Miessler de Andrade Carvalho.

Agradeco a Lucas Bernardes Alfaro e Rafael Gimenes, irmaos que pude escolher,
pessoas de importancia inestimavel para mim. Agradeco também ao Adam.

Em especial, gostaria de agradecer duas pessoas que sao de fundamental
importancia em minha vida, sem as quais meus ultimos anos, tanto no laboratério quanto
em minha vida pessoal, ndo seriam os mesmos. Independente do rumo que tomemos em
nossas vidas com o doutorado, tenho certeza que preservarei as nossas amizades da
forma mais sincera e saudosa possivel.

A Victor Augusti Negri, agradeco enormemente pela verdadeira amizade e por todo
0 apoio no meu mestrado e nas minhas escolhas pessoais. Sdo raras as pessoas que
dizem o que precisa ser dito. Seu suporte foi essencial em minha vida. Agradeco também
por toda a ajuda e discussées em meu mestrado.

A Néadia Maria Vieira Sampaio, pelo fato de o maior fruto desses dois anos de
mestrado ter sido a minha aproximacédo com vocé. Por toda a amizade, companheirismo,
ajuda nas horas dificeis, discussdes sobre projetos, discussdes sobre meus futuros
passos e escolhas e pelas muitas risadas que tornaram da vinda ao laboratério uma etapa
que sempre lembrarei positivamente e terei saudade em minha vida.

Agradego a meu pai, Antonio Carlos Bassalo, o maior exemplo que tenho como
pessoa, cujo apoio e motivagado foi essencial em minha vida. Agradeco a minha méae,
Maria Aparecida Colika, por todo o carinho e apoio que me motivaram a perseguir meus
objetivos. Agradeco enormemente toda a ajuda de vocés. Sem isso, jamais poderia ter
realizado nada. Agradeco a minha irma, Heloisa Colika Bassalo, por ser uma das pessoas
mais essenciais em minha vida, por toda a ajuda e seguranca de ter vocé por perto.

Agradeco a Braskem e a Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP), pelo apoio financeiro, fundamentais para a execugéo deste trabalho.

viii



“You can’t connect the dots looking forward;
you can only connect them looking backwards”

Steve Jobs

X



RESUMO

A sociedade atual € fundamentalmente dependente do petrdleo, recurso natural
inserido na grande maioria dos setores da economia. Entretanto, fatores como a limitada
disponibilidade deste recurso, sua instabilidade no mercado devido a problemas de
natureza geopolitica e a emissao de dioxido de carbono ocasionada pela utilizagdo deste
combustivel, acentuaram as iniciativas para substituir o petréleo por fontes alternativas e
renovaveis de matéria prima. A bactéria Propionibacterium acidipropionici surge como
uma excelente candidata para a substituicdo de compostos petroquimicos, através da
producao do acido propionico. No entanto, antes de transformar esta bactéria em uma
plataforma industrial, é necessario aprofundar a compreensao do metabolismo deste
microrganismo e desenvolver ferramentas de manipulacéo genética. No que diz respeito a
compreensao do metabolismo, poucos estudos avaliaram o perfil aerébico desta bactéria,
considerada anaerdbica estrita até recentemente. No presente trabalho, foi identificada
nesta bactéria a presenca de todos os componentes de uma cadeia transportadora de
elétrons. No entanto, a citocromo ¢ oxidase identificada apresenta-se mutada e os testes
realizados confirmaram a nao funcionalidade deste complexo. A existéncia de uma
oxidase alternativa, a citocromo bd oxidase, caracterizada pela alta afinidade ao oxigénio,
surge entdo como uma hipétese promissora acerca da microaerofilia desta bactéria. O
trabalho também avaliou o perfil fermentativo dessa bactéria em condi¢cées aerdbicas com
diferentes fontes de carbono, o que ressaltou a enorme flexibilidade metabdlica
apresentada por P. acidipropionici, capaz de redirecionar o fluxo de carbono para
diferentes produtos finais a depender da necessidade de manutencdo do balanco redox.
Este estudo também revelou uma propriedade bastante peculiar e industrialmente
relevante do xarope de cana-de-agucar. A fermentacdo aerdbica com este substrato, ao
contrario de todas as outras fontes de carbono, apresentou um crescimento superior ao
das condicbes anaerdbicas e, adicionalmente, exibiu um perfil fermentativo préximo ao
observado em auséncia de oxigénio. A identificacdo do composto presente no xarope de
cana-de-acucar, responsavel por simular o metabolismo anaerdbico, poderia viabilizar a
producao do acido propidnico em dornas de fermentacao aerdbicas, o que traria enormes
beneficios para a producdo economicamente viavel do &cido propibnico e na
implementacao de P. acidipropionici como uma plataforma industrial.



ABSTRACT

The dependence of contemporary society on petroleum is axiomatic, and this
natural resource could be found intrinsically embedded in the vast majority of economic
sectors. Nonetheless, the limited availability of this natural resource, the instability in the
stock market due to geopolitical problems, and also the carbon dioxide emissions
associated with the use of fossil fuels have highlighted the need to search for renewable
energy sources. The bacteria Propionibacterium acidipropionici arises as an excellent
strategy for the substitution of petrochemical compounds, through the production of
propionic acid. Before we could implement this bacterium as an industrial platform,
however, it becomes necessary to enhance the knowledge regarding the metabolism of P.
acidipropionici, and thus create a backbone for the development of genetic manipulation
tools. Regarding the metabolism of this bacterium, there aren’t comprehensive studies
about its aerobic metabolism, thus being considered strict anaerobes until recently. In the
present work, it was identified that P. acidipropionici has all required components for a
functional electron transport chain. However, the cytochrome c oxidase of this bacterium
has a frameshift mutation, and the functional studies proved that this complex is not
operative. The presence of an alternative oxidase of high oxygen affinity, called
cytochrome bd oxidase, is then suggested as a hypothesis to explain the microaerofilic
habit of this bacterium. This work has also shed light into the fermentative profile showed
by this bacterium under aerobic cultivation with different carbon sources, bringing attention
to the highly flexible metabolism of P. acidipropionici. This bacterium has shown to be
capable of completely changing its carbon flux to different end products, as a strategy to
maintain the redox balance. In addition, this work has also unveiled an interesting and
industrially-relevant property of the sugar cane syrup. It was demonstrated that the aerobic
cultivation of P. acidipropionici with sugar cane syrup increased the culture growth, as well
as it changed the fermentation end products in a way more similar to the anaerobic
cultivation. It was hypothesized that this unusual property found in the sugar cane syrup
was due to the presence of a mineral compound that could be used as a final electron
acceptor by P. acidipropionici. The identification of this specific compound would allow the
aerobic production of propionic acid in industrial conditions, and thus could be a major
breakthrough to turn its industrial production into an economically viable process.
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1. INTRODUCAO

A sociedade atual € fundamentalmente dependente do petrdleo, recurso natural
inserido na grande maioria dos setores da economia. Sua utilizacdo no setor energético é
notavel, com uma participacao estimada em 34,7% da energia mundial total utilizada em
2010, atingindo 87% se adicionada a outros combustiveis fosseis (OPEC Outlook, 2012).
Adicionalmente, o craqueamento do petroleo para geracdo de diferentes commodities
petroquimicas, como por exemplo, os mondémeros para fabricacdo do plastico,
estabelecem esse recurso como primordial para a sustentacdo e desenvolvimento da
sociedade.

Entretanto, fatores como a limitada disponibilidade deste recurso, sua instabilidade
no mercado devido a problemas de natureza geopolitica e a emissdo de dioxido de
carbono ocasionada pela utilizacdo deste combustivel, acentuaram as iniciativas para
substituir o petréleo por fontes alternativas e renovaveis de matéria prima. Nesse cenario,
diversas estratégias exploram processos fermentativos de microrganismos para a
conversao de biomassa em compostos quimicos de interesse para a industria (Field,
Campbell, & Lobell, 2008). Dois exemplos de processos estabelecidos baseados nesta
estratégia sdo a fermentagao alcodlica e a fermentacao lactica.

A fermentacdo alcodlica, realizada por leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae, resulta na producao de etanol, um alcool de dois carbonos com alto grau de
reducédo (R = 6), utilizado como combustivel e recentemente na producédo de polietileno
(Rincones, Zeidler, Grassi, Carazzolle, & Pereira, 2009). A fermentagao lactica, realizada
por bactérias do género Lactobacillus, resulta na producao de acido lactico, um acido de
trés carbonos utilizado principalmente na industria alimenticia e como monémero para
construcao do plastico biodegradavel PLA (Rincones et al., 2009). Entretanto, o baixo grau
de reducao dessa molécula (R = 4), decorrente da presenca de maiores quantidades de
atomos de oxigénio, dificulta sua conversdao em hidrocarbonetos de trés carbonos de
interesse para a industria.

Na busca por monémeros de trés carbonos de interesse industrial, surge o acido
propibnico, composto com um grau de reducdo relativamente superior (R = 4,66)
produzido através da fermentacdo propidnica. Devido a suas propriedades quimicas e
fisicas, o &cido propidnico apresenta diferentes aplicagées nas industrias alimenticia,



quimica e farmacéutica. Os sais derivados deste composto, tais como propionato de sédio,
célcio e potassio sao utilizados como conservantes em alimentos industrializados. Além
disso, esse acido € um importante intermediario quimico, sendo amplamente utilizado na
producdo de polimeros de celulose, herbicidas, perfumes e flavorizantes (Kumar & Babu,
2006). Atualmente, o acido propidnico é produzido quimicamente a partir de compostos
petroquimicos como, por exemplo, a partir da oxidagdo do propano, propionaldeido e
propanol (Playne, 1985).

Dentre as bactérias capazes de realizar uma fermentagcdo propibnica, as
pertencentes ao género Propionibacterium se destacam pela alta capacidade de produzir
esse 4acido. Essas bactérias sdo descritas como gram-positivas, ndo formadoras de
esporos e nao moveis. Morfologicamente, sdo descritas como bacilos, mas apresentam
pleiomorfismo (L. |. Vorobjeva, 1959). Na Figura 1, pode ser visualizada uma foto de

microscopia Optica das culturas utilizadas neste projeto.

Figura 1: Foto de microscopia éptica de uma cultura de P. acidipropionici ATCC 4875, utilizada neste
trabalho.

Adicionalmente, sao descritas como anaerdbicas facultativas ou como
aerotolerantes, embora a resisténcia ao oxigénio varie entre espeécies. Podem ser
encontradas em queijos, solo, esgoto, estdmago de ruminantes e na pele humana como,
por exemplo, a espécie patogénica oportunista Propionibacterium acnes (Lena | Vorobjeva,
1999). Propionibactérias apresentam grande importdncia em diversos processos
industriais, sendo utilizadas para a producéo de vitamina B12, compostos tetrapirrolicos



(Murooka, Piao, Kiatpapan, & Yamashita, 2005; Yongsmith, Sonomoto, Tanaka, & Fukui,
1982), acido propibnico (Boyaval & Corre, 1995; Suwannakham & Yang, 2005), como
cultura probiética (Mantere-Alhonen, 1995) e na fabricacdo do queijo suico (Langsrud &
Reinbold, 1973; Thierry, Maillard, Richoux, Kerjean, & Lortal, 2005). Dentre as aplicacdes
citadas, muitos esforcos estdo sendo direcionados para estabelecer as propionibactérias
como uma plataforma industrial para producao de acido propiénico (Zhu et al., 2010). A
espécie P. acidipropionici se destaca dentre as propionibactérias pela alta capacidade de
produzir o acido propiénico, o que é realizado através da via conhecida como ciclo de
Wood-Werkman ou ciclo dos acidos dicarboxilicos, apresentando o acetato, succinato e

diéxido de carbono como subprodutos (Figura 2).

Glicose

Fosfoenolpiruvato

ADP
NADH NAD ATP NADH NAD*

Acetil-CoA 4_% Piruvato Oxaloacetato _\_A, Malato
4

Metilmalonil-Coa

CoA
co, _ _ l S

ADP +Pi Fumarato

Propionil-Coa
Succmll CoA NADH
8 NAD*
Succinato

Propionato

ATP + CoA

Figura 2: Via heterofermentativa dos acidos dicarboxilicos encontrada em P. acidipropionici. Estao
destacados em cinza os principais produtos e subprodutos da fermentagdo por esta via. 1. Piruvato
desidrogenase. 2. Acetil-CoA sintetase. 3. Metilmalonil-CoA carboxitransferase. 4. Malato desidrogenase. 5.
Fumarase. 6. Succinato desidrogenase. 7. Metilmalonil isomerase. 8. Propionil-CoA : succinato CoA
transferase. As reacdes descritas foram obtidas a partir do genoma recém publicado desta bactéria (Parizzi
et al. 2012).



No entanto, a fermentacao convencional de acido propiénico apresenta um baixo
rendimento e produtividade, além de uma baixa concentragao final do &cido ocasionada
pela forte inibicdo dos produtos finais da fermentagdo (Blanc & Goma, 1987). Essas
caracteristicas inviabilizam a produgdo em escala industrial de forma economicamente
competitiva com a producao petroquimica desse acido. Logo, muitos esforcos estdo sendo
direcionados para a otimizacdo da producdo de &cido propidnico, tanto através do
aprimoramento do processo fermentativo (Liu, Zhang, Zhang, Zhang, & Zhu, 2011;
Suwannakham & Yang, 2005; Zhang & Yang, 2009) quanto através da manipulagcéao
genética dessa bactéria (Cheong, Lee, & So, 2008; Murooka et al., 2005).

Entretanto, a manipulagédo genética de propionibactérias € um processo dificil, cujos
estudos encontram-se em estagio inicial. Fatores como a presenca de uma espessa
parede celular, o alto conteudo G+C (68,8%), e o forte sistema de restricdo encontrado
nestas bactérias dificultam o processo (Parizzi et al., 2012). Ademais, pouco se conhece
sobre a fisiologia e metabolismo dessas bactérias, um conhecimento crucial para a
elaboracao de ferramentas de manipulacdo genética.

Frente a esses gargalos, aprofundar o conhecimento sobre o metabolismo dessa
bactéria é fundamental para o desenvolvimento de ferramentas de manipulacao genética
e o estabelecimento de P. acidipropionici como uma plataforma industrial para producéo
de compostos quimicos de interesse. Os estudos existentes focaram principalmente na
avaliacdo das vias fermentativas apresentadas por esta bactéria em anaerobiose (Lena |
Vorobjeva, 1999), sendo pouca atencao atribuida ao metabolismo aerdbico da mesma.

Por muitos anos consideradas anaerdbias estritas, os primeiros estudos de
propionibactérias na presenca de oxigénio foram realizados em 1959 (L. |. Vorobjeva,
1959). Desde entédo, os estudos realizados confirmaram a capacidade dessas bactérias
sobreviverem em condi¢des microaerdbicas, embora a sensibilidade ao oxigénio varie
entre espécies diferentes.

Em um estudo realizado com o objetivo de avaliar o comportamento de P.
freudenreichii em culturas com aeragdo de 1 vvm (volume de ar por volume de meio por
minuto), foi reportado o acumulo de acido pirtvico e ndo foi observada a producdo de
acido propibnico (De Vries, Wijck-Kapteijn, & Stouthamer, 1972). Em outro trabalho, com
objetivo de aumentar a producdo de vitamina B12 por P. freudenreichii, foram realizados

cultivos em dois estagios: um anaerdbico, produzindo acido acético e propidnico, e um
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segundo aerbbico em que se observou o aumento da produc¢do de vitamina B12 e o
consumo do acido propidnico formado (Kaiming Ye, Shijo, Jin, & Shimizu, 1996). Com o
cultivo de P. shermanii em altos niveis de oxigénio dissolvido (24 nmol O/L.h), foi
observada a producao de acido acético e lactato como produtos principais (Quesada-
Chanto et al., 1998). Outro estudo significativo na area mostrou a oscilacao da producao
de acido propiénico em fungcao da oscilacdo na concentracdo de oxigénio dissolvido em
culturas de P. freudenreichii, e sugeriu uma possivel inversao no sentido das reagdes do
ciclo do acido propiénico em aerobiose (K Ye, Shijo, Miyano, & Shimizu, 1999). Uma

representacéo da inversao do ciclo do acido propidnico pode ser visualizada na Figura 3.
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Figura 3: Esquema representando a inversao do ciclo do acido propidnico. As setas cheias representam as
reacoes do ciclo em anaerobiose. As setas pontilhadas representam as reacdes do ciclo invertido, em
aerobiose.

Claramente, pode-se notar o impacto que a aerobiose provoca na fisiologia e perfil
fermentativo das propionibactérias, mas faltam estudos que investigam esse aspecto mais
profundamente a nivel metabdlico e genético. Com o recente sequenciamento do genoma
de P. acidipropionici pelo nosso grupo (Parizzi et al., 2012), foi identificado que essa

bactéria apresenta todos os componentes necessarios para um metabolismo aerdbico.



Especificamente, foram identificados alguns aspectos interessantes na cadeia
transportadora de elétrons dessa bactéria.

O esquema geral de uma cadeia transportadora de elétrons tipica, presente em
eucariotos, estd representado na Figura 4. A NADH desidrogenase, conhecida como
complexo |, funciona como entrada de elétrons na cadeia respiratéria, reoxidando o NADH
para regenerar o cofator NAD". O complexo Il, formado pela succinato desidrogenase,
também funcionada como entrada de elétrons para a cadeia respiratoria, através da
oxidagdo do succinato, intermediario do ciclo de Krebs. Os elétrons provenientes do
complexo | e do complexo |l sdo capturados pela ubiquinona, uma proteina lipossoluvel
responsavel pelo transporte de elétrons na membrana. O complexo IlIl, ou bcy, é formado
pela citocromo ¢ redutase, funcionando como um complexo de transferéncia de elétrons
da ubiquinona para o citocromo c. Por fim, o complexo IV, ou citocromo ¢ oxidase, é o
responsavel por transportar os elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio, reduzindo-o a

agua.

LU
a@ﬂﬂﬂﬂﬂm@u@m

NADH + H* NAD* Fumarato Succinato 0 H,0
Figura 4: Esquema de uma cadeia transportadora de elétrons tipica. NADH DH: NADH desidrogenase.
Sdh: Succinato desidrogenase. UQ: Ubiquinona. bey: Citocromo ¢ redutase. Cyt C: Citocromo c. CcO:
Citocromo c oxidase. As setas em vermelho representam a passagem de elétrons (e) pela cadeia.

Embora a cadeia transportadora de elétrons de bactérias apresente a mesma
estrutura geral, estas se caracterizam por serem altamente ramificadas, apresentando
multiplas oxidases terminais. Essa variacdo permite que bactérias adaptem seu sistema
respiratério a diferentes condicdes de crescimento, escolhendo uma composicao de
enzimas que resultam (1) no maior acoplamento com a translocacao de prétons (razédo
H*/e’), (2) na rapida reoxidacao dos cofatores reduzidos NADH/NADPH e (3) na regulagédo
da concentracao intracelular de oxigénio (Belevich & Verkhovsky, 2008; Blanca, Jon, Ma,
& Gennis, 1994).



Em P. acidipropionici, a anélise do genoma feita por Parizzi e colaboradores (2012)
acusou a presenca de duas oxidases terminais, a citocromo ¢ oxidase convencional
(complexo 1V) e uma oxidase alternativa denominada citocromo bd oxidase ou citocromo d
ubiquinol oxidase. A citocromo ¢ oxidase se caracteriza por apresentar uma baixa
afinidade por oxigénio, o que permite uma respiracdo em pressdes atmosféricas desse
gas, sendo consequentemente observada em organismos aerdbicos (Blanca et al., 1994).
No entanto, foi identificada uma mutacdo de mudanga no quadro de leitura (frameshifi)
nessa oxidase, possivelmente inativando sua fungédo. A oxidase alternativa identificada,
citocromo bd oxidase, por sua vez, se caracteriza por apresentar uma alta afinidade ao
oxigénio, viabilizando a respiracdo em pressoes sub atmosféricas, sendo observadas em
organismos microaerobicos (Borisov, Gennis, Hemp, & Verkhovsky, 2011).

A presenga de uma citocromo ¢ oxidase possivelmente ndo funcional, associada a
presenca da citocromo bd oxidase, devem ter fortes relagdes com a microaerofilia de P.
acidipropionici, exigindo investigagcdes mais aprofundadas. A espécie filogeneticamente
proxima, P. freudenreichii, interessantemente, ndo possui em seu genoma a citocromo ¢
oxidase, 0 que pode sugerir que as propionibactérias, por estarem presentes em habitats
que nao apresentam altas concentracoes de oxigénio, estdo perdendo este complexo
enzimatico.

Compreender o funcionamento do metabolismo aerdbico desta bactéria, desde os
impactos no perfil fermentativo até as implica¢ées fisiolégicas que resultam na mudanca
no crescimento, € uma etapa essencial na compreensao do metabolismo geral dessa
bactéria. Essa compreensdao do metabolismo contribuira com informacgdes para o
estabelecimento de P. acidipropionici como plataforma industrial e possivelmente para o
desenvolvimento de ferramentas de manipulacao genética dessa bactéria. Nesse cenario,
0 presente projeto busca aprofundar o conhecimento acerca do metabolismo aerébico de
P. acidipropionici, uma area pouco investigada até o presente.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral aprofundar o conhecimento acerca do
metabolismo aerdbico de Propionibacterium acidipropionici. Especificamente, o trabalho
buscou fornecer indicios sobre a presenca e funcionamento dos componentes da cadeia
transportadora de elétrons, a capacidade de crescimento da bactéria em aerobiose e o
impacto que a aerobiose provoca a nivel metabdlico.

Ademais, o projeto teve como objetivo adicional iniciar estudos de caracterizagdo
das enzimas do ciclo do acido propidnico. Esse estudo foi realizado visando fornecer
indicios para futuramente correlacionar a atividade dessas enzimas com a presenca e
auséncia do oxigénio e também contribuir com a identificacdo de possiveis alvos para

manipulagédo genética.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. A cadeia respiratoria de Propionibacterium acidipropionici

A analise do genoma de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 revelou a
presenca de todos os componentes tipicos de uma cadeia transportadora de elétrons,
representados na Figura 5: NADH desidrogenase, succinato desidrogenase, ubiquinona,

citocromo c redutase, citocromo ¢ e citocromo ¢ oxidase.

/\\ AT Nitmrito

NADH + H* NAD* Fumarato Succinato

Figura 5: Componentes da cadeia transportadora de elétrons encontrados no genoma de P. acidipropionici
ATCC 4875. NADH DH: NADH desidrogenase. Sdh: Succinato desidrogenase. UQ: Ubiquinona. becy:
Citocromo c redutase. C: Citocromo c. CcO: Citocromo ¢ oxidase. bd: Citocromo bd oxidase (citocromo d
ubiquinol oxidase). Nrd: Nitrato redutase. As flechas em vermelho representam a passagem de elétrons (e)
pela cadeia.

A NADH desidrogenase encontrada € um complexo enzimdtico contendo 14
subunidades, da mesma forma como a NADH desidrogenase codificada pelo locus nuo de
Escherichia coli (Falk-krzesinski & Wolfe, 1998). A anotacdo dos genes de P.
acidipropionici e sua correspondéncia com as subunidades de E. coli pode ser verificada
na Tabela 1. Adicionalmente, foi encontrada também uma possivel NADH desidrogenase
do tipo-Il (PACID_04960), a qual se diferencia da primeira principalmente pelo fato de nao
contribuir para a formagao do gradiente eletroquimico, uma vez que esta ndo bombeia
prétons (Kerscher, Drése, Zickermann, & Brandt, 2007).

Com relagdo a succinato desidrogenase, foram encontrados dois clusters no
genoma, cada um codificando as trés subunidades distintas desta enzima. O cluster SDH |
corresponde as subunidades codificadas pelo PACID 21310 a PACID_21330 e o cluster
SDH Il de PACID_18400 a PACID_18420. Como discutido por Parizzi e colaboradores
(Parizzi et al., 2012), é possivel que uma dessas enzimas esteja envolvida com o

metabolismo anaerdbico da bactéria e a outra com o metabolismo aerobico.



Tabela 1: Subunidades da NADH desidrogenase em P. acidipropionici e as correspondentes em E. coli

Subunidade em E. coli Gene ID em P. acidipropionici
nuoA PACID_26410
nuoB PACID_26400
nuoC PACID_26390/ PACID 26130
nuoD PACID_26380/ PACID 28420
nuoE PACID_26370
nuofF PACID_26360
nuoG PACID_26350
nuoH PACID_26340
nuol PACID_26330/ PACID 26120
nuol PACID_26320
nuoK PACID_26310
nuol PACID_26300
nuoM PACID_26290
nuoN PACID_26280

A prospeccao de genes pelo genoma também evidenciou a capacidade de codificar
as vias biossintéticas de ubiquinona e de citocromo c. O complexo enzimatico responsavel
pela transferéncia de elétrons entre a ubiquinona e o citocromo ¢, conhecido como
citocromo ¢ redutase ou bcy, foi também identificado no genoma, contendo trés
subunidades (de PACID 12260 até PACID 12280).

A oxidase terminal classica da cadeia respiratéria, citocromo ¢ oxidase, foi
encontrada no genoma como contendo as quatro subunidades esperadas, descritas na
Tabela 2. Por similaridade das sequéncias com as de outras bactérias, P. acidipropionici
possivelmente apresenta uma citocromo c¢ oxidase do tipo Caa3, contendo dois
grupamentos heme (a e a3), sendo o segundo associado a um ion cobre para formar o
centro bimetalico Fe-Cu, responsavel pela reducao do oxigénio a agua (Thény-Meyer,
1997).

Tabela 2: Subunidades da citocromo ¢ oxidase observadas no genoma de P. acidipropionici

Subunidade Gene ID P. acidipropionici

COXA PACID_12220
coxB PACID_12210
coxC PACID_12290
coxD PACID_12230
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Além desses componentes classicos de uma cadeia respiratoria, foi observada pela
analise do genoma a presenca de outras oxidases terminais. A citocromo d ubiquinol
oxidase (citocromo bd oxidase), de alta afinidade por oxigénio, foi encontrada contendo
duas subunidades (PACID_05280 e PACID_05290). Foram também encontradas as
quatro subunidades de uma nitrato redutase (de PACID_02700 até PACID_02730), a qual
poderia utilizar o nitrato como aceptor final de elétrons e reduzi-lo a nitrito.

Todos estes componentes teriam papel fundamental na regeneracao de cofatores
oxidados, como o NAD* e no balanco redox de P. acidipropionici. Outras enzimas
identificadas, que merecem destaque por sua capacidade de regenerar NAD" durante a
fermentacdo da bactéria, sdo a lactato desidrogenase (irés possiveis genes codantes
encontrados, PACID_00350, PACID_00390 e PACID_05230) e a alcool desidrogenase
(21 possiveis genes codantes encontrados).

3.2. Anadlise da expressao dos genes da cadeia respiratoria em anaerobiose

A partir das bibliotecas geradas pelos sequenciamentos de RNA realizados em um
projeto em andamento no laboratério (dados néao publicados), foi investigada a expressao
dos genes envolvidos com a cadeia respiratoria em P. acidipropionici. As bibliotecas foram
geradas a partir do cultivo da bactéria em meio de cultura contendo glicose, glicerol ou
xarope de cana-de-agucar como fonte de carbono, todos em condicbes anaerdbicas.
Todos os componentes da cadeia transportadora de elétrons apresentaram algum nivel de
expressao, outra evidéncia da participacdo da mesma no metabolismo anaerébico da
bactéria. Os valores de expressao aqui referidos estao todos na medida de RPKM (Reads
Per Kilobase per Million mapped reads), um método de quantificar a expressdo que leva
em consideracdo a normalizacao a partir do tamanho do fragmento sequenciado e o total
de numero de reads gerados na biblioteca.

Como o experimento foi conduzido em condicbes anaerdbicas, independente da
fonte de carbono testada, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
expressdo da NADH desidrogenase, citocromo ¢ redutase e citocromo c oxidase,
responsaveis pelo transporte de elétrons do NADH ao oxigénio. E interessante ressaltar
que a subunidade | da citocromo ¢ oxidase (coxA) nao foi detectada em nenhuma das
bibliotecas analisadas, o que condiz com a mutagédo de frameshift encontrada por Parizzi
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e colaboradores (2012), possivelmente inviabilizando a transcricado de um mRNA estavel
na regiao.

A andlise das bibliotecas revelou uma expressao diferencial entre os dois clusters
de succinato desidrogenase encontrados no genoma. Embora ambos tenham sido
encontrados nas bibliotecas, os niveis de expressao do cluster SDH | € muito superior aos
niveis observados para o cluster SDH Il (Figura 6A-C). Essa diferenca de expressao esta
de acordo com a deteccdo de apenas uma dessas enzimas no proteoma realizado por
Parizzi e colaboradores (2012) a partir de culturas anaerdbicas de P. acidipropionici.
Possivelmente, o cluster SDH | atua no metabolismo anaerdbico da bactéria como uma
fumarato redutase, como parte do ciclo do acido propiénico, doando elétrons provenientes
da cadeia respiratéria para o fumarato. O cluster SDH Il poderia atuar no metabolismo
aerébico da bactéria, como uma succinato desidrogenase (Figura 6D), oxidando o

succinato e fornecendo elétrons para a cadeia respiratoéria.

A. Succinato Desidrogenase - Subunidade A | B. Succinato Desidrogenase - Subunidade B
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C. Succinato Desidrogenase - Subunidade C | D. Atividades da Succinato Desidrogenase

6000 -

5000 - m Cluster | - Glicose

W Cluster | - Glicerol
4000 - Fumarato Redutase

m Cluster | - Xarape
3000 1 B Cluster Il - Glicose Fumarato SUCCINATO = = = == = - - -

2000 - m Cluster Il - Glicerol

m Cluster Il - Xarope Succinato Desidrogenase
1000 -

o]

Lag E-Log L-Log St

Figura 6: Expresséo dos dois clusters de succinato desidrogenase em fermentagdes anaerdbicas realizadas
com as 3 fontes de carbono testadas. Os pontos das fermentagdes representados sdo: fase de laténcia
(Lag), inicio da fase exponencial (E-Log), final da fase exponencial (L-Log) e fase estacionéaria (St). A.
Subunidade A nos clusters SDH | e SDH Il. B. Subunidade B nos clusters SDH | e SDH Il. C. Subunidade C
nos clusters SDH | e SDH |l. D. Esquema representando as atividades de fumarato redutase e succinato
desidrogenase possivelmente desempenhadas pelos clusters SDH | e SDH 1.
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Essas possiveis diferengas de atividades entre os clusters SDH, se mutuamente
exclusivas, poderiam alterar completamente o sentido do ciclo do acido propiénico no
metabolismo anaerdbico e aerdbico da bactéria (ver representacdo na Figura 3). A
impossibilidade de reduzir o fumarato em aerobiose poderia ser um dos mecanismos
envolvidos com essa reversao do ciclo, ja reportada anteriormente (K Ye et al., 1999).

A nitrato redutase foi também detectada nos transcriptomas analisados. E
interessante destacar que ocorreu um aumento de expressdo da enzima na fase
estacionaria da fermentacdo com glicerol e xarope quando comparadas com glicose. Na
Figura 7, pode ser observado os niveis de expressdao da subunidade alfa da nitrato
redutase. As outras subunidades da enzima seguiram o mesmo perfil da subunidade alfa.

Nitrato Redutase — Subunidade Alfa

4 -
rekm %0
350
300 -
250 m Glicose
200 -

150 M Glicerol
100 Xarope
50 I
0 4 T T ,
Lag

E-Log L-Log St

Tempo de Fermentagdo

Figura 7: Expressdo da subunidade alfa da nitrato redutase em fermentagdes anaerdbicos com as trés
fontes de carbono testadas. Os pontos das fermentacdes representados sdo: fase de laténcia (Lag),
inicio da fase exponencial (E-Log), final da fase exponencial (L-Log) e fase estacionaria (St).

Considerando o papel do nitrato como aceptor final de elétrons, é possivel que o
aumento da expressao da nitrato redutase nessas condicdes esteja relacionado com uma
maior necessidade de regenerar cofatores oxidados no final da fermentagcao, ativando
outros sistemas de regeneracdo. Isso estaria de acordo com o fato de que o glicerol é
uma fonte mais reduzida e, com isso, produz maior quantidade de cofatores NADH,
enquanto o xarope de cana-de-agucar poderia apresentar maior disponibilidade de nitrato
para ser utilizado como aceptor de elétrons.

Os trés genes codificantes para lactato desidrogenase foram encontrados em todas

as bibliotecas analisadas. No entanto, um dos genes (PACID_00350) apresentou um nivel
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de expressao significativamente menor do que os outros dois em todas as fontes de

carbono testadas (Figura 8).

Comparacao da Expressao das LDHs nas fermentacées anaerdbicas
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Figura 8: Comparagdo da expressdo dos trés genes codificantes para lactato desidrogenase em
fermentacdes anaerdbicas realizadas com glicose, glicerol ou xarope como fonte de carbono. Os pontos das
fermentacdes representados sao: fase de laténcia (Lag), inicio da fase exponencial (E-Log), final da fase
exponencial (L-Log) e fase estacionaria (St).

E interessante observar essa expressdo dos genes que codificam para lactato

desidrogenase em condi¢gdes anaerdbicas, uma vez que ndo € possivel detectar a

producao de lactato em fermentacdes anaerdbicas da bactéria. Tal fato pode sugerir que a

regulacao desta enzima ocorra a nivel pés transcricional.

Por fim, a expressdo dos genes codantes para alcool desidrogenase também foi

avaliada nos transcriptomas. Muitos desses genes chamaram a atencao por apresentar

uma expressao superior em glicerol quando comparadas com as demais fontes de

carbono. Uma maior expressao de alcool desidrogenase (adh) em glicerol poderia ser um

resultado do alto grau de reducado desta fonte de carbono, sendo o excesso de cofatores

reduzidos gerados (NADH) utilizados por estas enzimas para a producao de propanol a
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partir do propionil-CoA produzido pelo ciclo do acido propidnico, de acordo com a seguinte

reacao:

2 NADH 2 NAD*

N

adh

Propionil-CoA > n-Propanol

Dois dos genes que apresentaram uma diferenca mais expressiva estao

representados na Figura 9.
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Figura 9: Expressao de alcool desidrogenase em fermentagdes anaerobicas realizadas com glicose, glicerol
ou xarope como fonte de carbono. Os pontos das fermentagdes representados sao: fase de laténcia (Lag),
inicio da fase exponencial (E-Log), final da fase exponencial (L-Log) e fase estacionaria (St). A. Expressao
da alcool desidrogenase codificada pelo gene PACID_31640. B. Expressdo da alcool desidrogenase
codificada pelo gene PACID_08230.

Todos os dados aqui descritos sobre a expressao dos genes relacionados a cadeia
respiratéria de P. acidipropionici em fermentacdes anaerdbicas ainda necessitam de
validagdes por Real-Time PCR (Q-PCR). No entanto, a analise dessas bibliotecas
forneceu indicios importantes sobre o papel da cadeia respiratéria no metabolismo da
bactéria. A expressdo elevada em anaerobiose de apenas um dos clusters de succinato
desidrogenase suporta a hipétese de uma separacado de funcao entre os dois clusters,
podendo o cluster SDH Il estar envolvido no metabolismo aerdbico da bactéria. Entender
mais profundamente o switch que ocorre em aerobiose no ciclo do acido propidnico €
fundamental para compreender o metabolismo da bactéria como um todo, e a cadeia
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respiratéria pode ter um papel fundamental na elucidacdo desse mecanismo.
Adicionalmente, uma maior expressao de alcool desidrogenase em glicerol pode ser um
mecanismo essencial para manter o balan¢o redox em fontes de carbonos mais reduzidas.
Dessa forma, fica evidente a importdncia da cadeia respiratéria no metabolismo
anaerébico da bactéria. A construcao de bibliotecas de transcriptoma provenientes de
culturas aerdbicas, juntamente com um proteoma nas mesmas condicoes, deve ser o
proximo passo para compreender o metabolismo da bactéria, com potencial de gerar
resultados extremamente promissores acerca das mudancas subjacentes a cadeia

respiratéria e correlaciona-las as alteracoes no perfil fermentativo de P. acidipropionici.

3.3. As oxidases terminais de Propionibacterium acidipropionici

A andlise das sequéncias dos genes que codificam os componentes da cadeia
respiratéria de P. acidipropionici revelou uma mutagdo de mudanca no quadro de leitura
(frameshift) na subunidade | da citocromo ¢ oxidase (coxA, PACID_12220), como descrito
por Parizzi e colaboradores (2012). Foi realizado o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos dessa subunidade de P. acidipropionici em comparagdo com a mesma
subunidade de duas bactérias filogeneticamente préximas (Microlunatus phosphovorus e
Propionibacterium acnes), representado na Figura 10.

Evidentemente, a mutacdo provocou uma drastica alteragcdo na sequéncia dos
aminoacidos apés o residuo 166, além de gerar um stop codon prematuro que resultaria
em uma proteina menor (529 aminoacidos) do que o esperado caso nao houvesse
frameshift (578 aminoé&cidos). Por ser uma subunidade altamente conservada, e tendo em
vista a presenca dos grupos prostéticos (heme a e heme a3) e do ion cobre,
possivelmente esta mutacdo inativou a subunidade | e consequentemente todo o

complexo da citocromo ¢ oxidase.
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Figura 10: Alinhamento da subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase de Microlunatus phosphovorus,
Propionibacterium acnes e Propionibacterium acidipropionici. A seta vermelha indica o ponto onde ocorreu
a mutagéo de frameshift. As barras abaixo da sequéncia consenso representam a identidade: verde —
mesmo aminoacido nas 3 sequéncias; amarelo — 2 das sequéncias apresentam o mesmo aminodcido, sem
coloragdo — sem similaridade entre as 3 sequéncias.

Para melhor visualizar o efeito da mutagéo sobre os grupos prostéticos, foi feita a
modelagem tridimensional da estrutura da proteina no programa |-TASSER (Roy,
Kucukural, & Zhang, 2010). Foi gerado um modelo para a proteina contendo o frameshift
(denominado de coxA_FS) e outro modelo para a proteina teoricamente funcional, com o
frameshift corrigido (denominado de coxA_Ct).

Inicialmente, foi feito o alinhamento entre as estruturas dos modelos coxA FS e
coxA_Ct, visando avaliar o impacto da mutacdo na estrutura da proteina (Figura 11).

Como esperado, a mutacao trouxe grandes alteragdes estruturais, resultando na perda
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completa de diversas a hélices apos o ponto de frameshift. Na Figura 11, pode ser

observado em destaque algumas das hélices perdidas com a mutagéo.

Figura 11: Alteragbes estruturais provocadas pela mutagao de frameshift na subunidade | da citocromo ¢
oxidase. Em verde, estdo destacadas as hélices da proteina teoricamente funcional (modelo coxA_Ct). Em
vermelho, estdo destacadas as regides correspondentes na proteina com frameshift (modelo coxA_FS). Em
laranja, esta representado a alinhamento das regides antes do frameshift nos dois modelos.

Na Figura 12, esta representada a estrutura da proteina sem o frameshift (modelo
coxA_Ct), destacando em roxo a regido que seria alterada pela mutacao. Essa regiao
alterada inclui sitios importantes para a ancoragem dos grupos heme, como os residuos
destacados em verde (Figura 12B). Sem uma ancoragem precisa dos grupos heme na

subunidade |, a citocromo ¢ oxidase seria incapaz de transportar os elétrons para o
oxigénio e, portanto, resultaria em um complexo nao funcional.
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B Regiio antes do frameshift P Regido pds frameshift Grupos heme

Figura 12: Ancoragem dos grupos heme na subunidade | da citocromo ¢ oxidase. Representacao grafica do
modelo com a mutagéo corrigida (coxA_Ct). Em roxo esta destacada a regido que seria alterada pelo
frameshift. A. Ancoragem dos grupos heme (amarelo) na proteina. B. Destaque para residuos importantes
(verde) para a ancoragem dos grupos heme na proteina.

Tendo em vista as evidéncias de uma citocromo ¢ oxidase nao funcional, e os
impactos que isto acarretaria para a cadeia respiratéria de P. acidipropionici, foi realizada
a aferéncia do consumo de oxigénio de culturas da bactéria na presenca e auséncia do
inibidor cianeto de potassio (KCN). O KCN atua se ligando ao ion ferro do grupo heme da
citocromo c¢ oxidase, impedindo a transferéncia de elétrons para o oxigénio (Lehninger,
Nelson, & Cox, 2000). Como a bactéria possui uma citocromo ¢ oxidase potencialmente
nao funcional e uma oxidase alternativa do tipo bd (citocromo d ubiquinol oxidase), que é
conhecida pela sua resisténcia elevada ao KCN (Borisov et al., 2011), a adi¢cdo deste
inibidor deve ter pouca influéncia na taxa respiratoria de P. acidipropionici.

Como pode ser observado na Figura 13, a adicdo do KCN em culturas de P.
acidipropionici (curva PA + KCN) nao alterou significativamente a respiragao da bactéria,
resultando em um perfil muito similar a cultura nao tratada (curva PA — KCN) e nao

alterando as taxas de consumo de oxigénio com a adi¢do do inibidor.
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Figura 13: Respiragdo de P. acidipropionici na presenga e auséncia do inibidor KCN. A. Consumo de
oxigénio de uma cultura sem adicao de KCN (PA — KCN), de uma cultura com adicao de KCN (PA + KCN) e
apenas do meio de cultivo sem a bactéria (Controle). O ponto indicado na curva PA + KCN representa o
momento em que foi adicionado 4 mM do inibidor KCN. B. Taxa de consumo de oxigénio nas culturas
representadas em A. O valor antes do tratamento representa um intervalo de 20 segundos antes do
momento da adi¢cdo ou ndo de KCN. O valor ap6s o tratamento representa um intervalo de 20 segundos
apdés o0 momento da adigdo ou ndo de KCN.

Como um controle positivo para o inibidor, o experimento foi também realizado em
culturas de Saccharomyces cerevisiae JAY270/PE-2, tendo em vista que esse

microrganismo apresenta uma citocromo ¢ oxidase funcional e ndo apresenta a oxidase

20



alternativa do tipo bd. Como pode ser observado na Figura 14, a adicao de KCN

interrompeu a respiracdo da levedura, praticamente zerando a taxa de consumo de

oxigénio.
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Figura 14: Respiracdo de Saccharomyces cerevisiae JAY270/PE-2 na presenca e auséncia do inibidor
KCN. A. Consumo de oxigénio de uma cultura sem adicdo de KCN (JAY270 — KCN), de uma cultura com
adicdo de KCN (JAY270 + KCN) e apenas do meio de cultivo YPD sem a levedura (Controle). O ponto
indicado na curva JAY270 + KCN representa o momento em que foi adicionado 4 mM do inibidor KCN. B.
Taxa de consumo de oxigénio nas culturas representadas em A. O valor antes do tratamento representa um
intervalo de 20 segundos antes do momento da adicdo ou ndo de KCN. O valor apds o tratamento
representa um intervalo de 20 segundos apés o0 momento da adigdo ou nao de KCN.
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Os dados aqui apontados reforcam a idéia de uma citocromo ¢ oxidase nao
funcional em P. acidipropionici. Nesse cenario, a capacidade de regenerar NAD" pela
cadeia respiratoria é reduzida, sendo a redugédo do oxigénio a agua restrita a citocromo d
ubiquinol oxidase (oxidase do tipo bd). Tendo em vista que a citocromo bd oxidase possui
alta afinidade por oxigénio, o que viabiliza a respiragdo em baixas concentracbes desse
gas, e é normalmente inibida por elevadas concentracbes de oxigénio (Borisov et al.,
2011), P. acidipropionici nao poderia suportar pressdes atmosféricas desse gas utilizando
apenas a oxidase do tipo bd. Com isso, a nado atividade da citocromo ¢ oxidase,
responsavel pela respiracdo em pressao atmosférica, pode ser uma das possiveis causas
da microaerofilia dessa bactéria.

3.4. Crescimento aerdbico de P. acidipropionici em diferentes fontes de carbono

Uma vez analisada a cadeia respiratéria, foi avaliada a capacidade de crescimento
da bactéria em condi¢cdes aerdbicas utilizando diferentes fontes de carbono. Foram
testadas fontes com diferentes graus de reducéo e com diferentes nimeros de carbono.

O crescimento de P. acidipropionici apresentou variacdes a depender da fonte de
carbono utilizada e da atmosfera empregada (anaerdbica ou aerébica). Utilizando glicose
como fonte de carbono, o crescimento da bactéria foi reduzido com a presenca de
oxigénio, como reportado na Figura 15. Além de apresentar menor densidade Optica
(decréscimo de 54,2% em comparagdo com as culturas anaerdbicas), as culturas
aerébicas também cresceram mais lentamente, resultando na reducdo da taxa de
crescimento maxima (umax) de 0,10879/h para 0,07296/h (decréscimo de 32,9%). Os
valores de maxima densidade éptica (ODgoo max) e de taxa de crescimento maxima (umax)
para todas as culturas realizadas foram listados na Tabela 4.

As culturas com glicerol também apresentaram uma repressao no crescimento com
a presenca do oxigénio. Além de reduzir a densidade éptica (decréscimo de 50,2% em
relacdo a cultura anaerdbica com glicerol), a aerobiose parece ter um impacto maior na

taxa de crescimento, com uma reducao de 45,5%.
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Figura 15: Crescimento de P. acidipropionici ATCC 4875 em condicbes aerdbicas e anaerdébicas com
diferentes fontes de carbono (20 g/L).

O crescimento utilizando xarope de cana-de-agucar como fonte de carbono foi a
Unica condicdo em que 0 crescimento aerdbico superou o anaerdbico. As culturas
aerdbicas apresentaram uma densidade Optica 15% superior as culturas anaerdbicas,
embora a taxa de crescimento tenha sofrido uma leve reducdo de 12,7%.
Contraditoriamente, o crescimento utilizando sacarose, a principal fonte de carbono
presente no xarope de cana-de-acucar (Walford, 1996), nao apresentou o0 mesmo perfil. O
crescimento com sacarose em aerobiose sofreu uma forte repressdo, reduzindo a
densidade oOptica em 70,2%. Entretanto, a taxa de crescimento méxima ndo sofreu
grandes variacdes (reducao de 11,5%).
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Essa diferengca observada entre os crescimentos utilizando xarope de cana-de-
acucar e sacarose como fontes de carbono pode estar relacionada ao fato de o meio
contendo xarope ser mais rico em nutrientes (Walford, 1996). Na Tabela 3, estédo
representados os principais componentes presentes no caldo de cana-de-agUcar, para
efeito de visualizagdo da complexidade de sua composicdo. E importante destacar que,
pelo fato de o xarope ser mais concentrado do que o caldo de cana-de-acgucar, muitos
compostos que nao foram representados na tabela podem passar a ter uma concentragao
expressiva.

Tabela 3: Composicédo do caldo de cana de aglcar em Brix (Porcentagem de sélidos presentes). Tabela
adapatada de Walford e colaboradores (1996).

Porcentagem (Brix)

Sacarose 81-86
Acticares AcUcares Redutores 3-6
Oligossacarideos 0,06-0,6
Polissacarideos 0,2-0,8
Potassio 0,77-1,31
Sédio 0,01-0,04
Calcio 0,24-0,48
Magnésio 0,1-0,39
Ferro 0,006-0,04
Minerais - Cations Aluminio 0,005-0,17
Cobre 0,002-0,003
Zinco 0,003-0,012
Manganés 0,007
Cobalto 0,0007
Silicio 0,016-0,101
Cloreto 0,16-0,27
Minerais - Anions Fosfato 0,14-0,40
Sulfato 0,17-0,52
Acidos Organicos 0,1-1,3
Aminodacidos 0,5-2,5
Outros Dextrano 0,1-0,6
Amido 0,11-0,5
Fosfolipideos, Acidos graxos 0,05-0,15
Insoluveis 0,15-1

Uma hipotese é a de que o xarope contenha algum mineral que possa atuar como

aceptor final de elétrons, utilizando uma redutase terminal de P. acidipropionici. E bastante

conhecido que bactérias possuem uma gama de redutases terminais que podem utilizar
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diversos minerais como aceptores de elétrons. Se isso for comprovado, a presenca desse
mineral poderia resultar numa regeneracao mais eficiente de cofatores NAD", viabilizando
um maior crescimento e consumo de substrato nessas condigbes. Dentre os possiveis
componentes do xarope que poderiam desempenhar esta funcao, se destacam o nitrato, o
ferro e o cobre. Adicionalmente, é conhecido que o caldo de cana-de-agUcar apresenta
altas concentragoes de acido trans-aconitico (Kanitkar, Aita, & Madsen, 2013), o qual
potencialmente poderia ser incorporado no ciclo do &cido propidnico através de sua
conversao a intermediarios do ciclo de Krebs. Caso esse mecanismo seja possivel, seria
esperada uma forte alteracdo na fisiologia da bactéria com o cultivo em xarope de cana-
de-acucar como fonte de carbono.

Com relacao a xilose, o crescimento em aerobiose também foi reduzido. Ocorreu
uma diminuicdo em 37,9% da densidade éptica e em 27,5% da taxa de crescimento
maxima, seguindo o padrao apresentado no crescimento com glicose e com glicerol.

Dessa forma, fica evidente a influéncia da fonte de carbono no crescimento da
bactéria em condi¢cées aerdbicas. Especificamente, o efeito apresentado pelo xarope de
cana-de-agucar poderia resultar em uma aplicagdo industrial muito interessante e merece
investigagbes mais aprofundadas, conforme serd discutido na proxima sessdo dos

resultados.

Tabela 4: Parametros de crescimento aferidos para as culturas de P. acidipropionici
cultivadas em aerobiose e anaerobiose com diferentes fontes de carbono

Maxima Densidade Optica (ODgy max)

————— FontedeCarbono -0, __ +0, [ "% ~
Glicose 4,133 1,893 -54,2%
Glicerol 2,577 1,283 -50,2%
Xarope de cana-de-agucar 4,957 5,700 15,0%
Sacarose 4,347 1,293 -70,2%
Xilose 3,627 2,253 -37,9%

Fonte de Carbono -0, +0, %
Glicose 0,10879 0,07296 | -32,9%
Glicerol 0,09331 0,05362 | -45,5%
Xarope de cana-de-agucar 0,14418 0,12589 | -12,7%
Sacarose 0,09444 0,08354 @ -11,5%
Xilose 0,12691 0,09202 | -27,5%
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3.5. Analise do perfil de produtos da fermentacao em cultivo aerdbico

Visando avaliar o metabolismo aerdbico de P. acidipropionici em diferentes fontes
de carbono, foi realizado o cultivo da bactéria em biorreatores. Os cultivos foram
realizados com o meio padrao contendo glicose, glicerol, xarope de cana-de-agucar ou
sacarose como fonte de carbono, e os produtos da fermentagcdo foram analisados e
quantificados.

Inicialmente, foi realizada uma comparacgao entre o perfil aerébico e anaerdbico da
bactéria utilizando glicose como fonte de carbono. A fermentacdo anaerébica apresentou

o perfil ilustrado na Figura 16, tipico de uma cultura nessas condicoes.
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Figura 16: Perfil fermentativo de P. acidipropionici em anaerobiose utilizando glicose (20 g/L) como fonte
de carbono. A. Cinética da fermentagao, representando o consumo de substrato, a formagdo dos produtos
e o crescimento da bactéria (ODgg). B. Distribuicdo molar do carbono entre os produtos da fermentacao.
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Observa-se que o produto majoritario da fermentacao foi o acido propibnico,
produzido em uma concentracdo de 9,352 g/L, o que corresponde a um rendimento em
massa de 46,7% e a uma produtividade volumétrica de 0,169 g/l.h. O acido acético
também teve uma producao significativa de 2,613 g/L e um rendimento em massa de 13%,
com uma produtividade volumétrica de 0,047 g/l.h. O &cido succinico, um intermediario no
ciclo do acido propibnico, foi encontrado na concentracédo de 2,42 g/L em um rendimento
de 12,1%, com uma produtividade volumétrica de 0,044 g/l.h. Os valores de rendimento e
concentracao final, com os respectivos desvios, podem ser consultados na Tabela 5. O
perfil anaerdbico observado é caracteristico de P. acidipropionici, estando de acordo com

o modelo esquematizado na Figura 17.

Tabela 5: Quantidade (g/L) e rendimento (massa/massa) dos produtos obtidos e a biomassa (g/L) aferida
para cada fermentagéo realizada

AcIDO ACETICO
Produgdo (g/L) Rendimento(m/m)%| Produgdo (g/L) Rendimento (m/m)

ACIDO PROPIONICO |

|

Glicose - Anaerobiose | 9,352 £ 0,346 46,7+1,8 | 2,613 £ 0,048 13+0,3

Glicose - Aerobiose | 0,271+ 0,051 2,3+0,8 | 1,029 £ 0,028 8,8+0,8
Glicerol - Aerobiose (FASE 0-1) 7,049 £ 0,407 29,1+1,5 3,575+ 0,144 14,8+ 0,4
Glicerol - Aerobiose (FASEO-l) | 2,415+ 0,983 10,0 + 4,0 | 7531+0,661 31,1429
Xarope - Aerobiose (FASE 0-1) | 5,747 £ 0,312 27,620 | 5,228 £ 0,449 249+1.3
Xarope - Aerobiose (FASE 0-11) | 3,321+0,192 16,3+0,5 | 7,553 + 0,806 370+2,4
Sacarose - Aerobiose . 0,799+ 0,066 72+0,7 . 1,986 + 0,206 178+1,1

ACIDO succiNIco

Produgdo (g/L)

Rendimento (m/m)

ACIDO LACTICO

Produgdo (g/L)

Rendimento (m/m)

[ |

| |
Glicose - Anaerobiose | 2,422 + 0,208 12,1+1,0 | - -
Glicose - Aerobiose - - 7,303 £ 0,190 62,6 +5,7
Glicerol - Aerobiose (FASE 0-1) | 1,914+ 0,179 79+0,7 | - -
Glicerol - Aerobiose (FASE 0-11) | 2,229+0,410 92+1,7 | - -
Xarope - Aerobiose (FASE 0-1) 0,385+ 0,235 19+1,1 - -
Xarope - Aerobiose (FASE 0-11) I 0,515+0,171 2,5+0,8 I - -
Sacarose - Aerobiose - - 3,823 +0,197 34,3+0,8

! ETANOL '

| Producio (g/L) Rendimento (m/m) | BIOMASSA (g/L)
Glicose - Anaerobiose | - - ‘ 3,352 +1,936
Glicose - Aerobiose | 0,670 £ 0,016 57+0,5 | 0,955 + 0,139
Glicerol - Aerobiose (FASE 0-1) 0,549 + 0,063 2,3+0,3 | -
Glicerol - Aerobiose (FASE 0-11) | 0,804 £ 0,042 3,3+0,2 3,869 + 0,810
Xarope - Aerobiose (FASE 0-1) | - - | -
Xarope - Aerobiose (FASE 0-11) | - | 6,051 + 0,079
Sacarose - Aerobiose , 0,495 +0,093 45+1,0 | 0,863 + 0,060
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Figura 17: Esquema representando o metabolismo de carbono de P. acidipropionici em condigbes
anaerobicas. Estao representadas a glicolise, as vias fermentativas que geram os produtos anteriormente
mencionados e a participacdo da cadeia transportadora de elétrons no metabolismo anaerébico. NADH
DH: NADH desidrogenase. Frd: Fumarato redutase. UQ: ubiquinona. bey: Citocromo c redutase. C:
Citocromo c. CcO: Citocromo ¢ oxidase. bd: Citocromo bd oxidase (citocromo d ubiquinol oxidase). As
flechas em vermelho representam a passagem de elétrons (e) pela cadeia.

Com o consumo de um mol glicose, sdo gerados dois mols de cofatores reduzidos
NADH, cuja reoxidagdo é essencial para dar continuidade ao metabolismo oxidativo da
bactéria. Em anaerobiose, a estratégia de regeneracdo dos cofatores utilizada por P.
acidipropionici é a propria produgao do &cido propidnico, cada ciclo regenerando dois mols
de cofatores NAD" para cada mol de piruvato convertido. Como sdo gerados dois mols de
piruvato para cada mol de glicose, a conversao de todo o piruvato em acido propidnico é
inviavel devido a um déficit de NADH. Dessa forma, a producdo do acido acético, um
processo oxidativo, é essencial para gerar mais cofatores NADH e fechar o balancgo redox.

Conforme discutido anteriormente, destaca-se a participacdo da cadeia
transportadora de elétrons no metabolismo anaerdbico da bactéria, com a fumarato

reductase fornecendo elétrons para a reducdo do fumarato a succinato. Os elétrons
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fornecidos possivelmente s@o originados da reoxidagdo do NADH feita pela NADH
desidrogenase, a qual também se encontra expressa a partir dos dados do transcriptoma.

Quando a fermentagdo com glicose foi realizada em condi¢bes aerdbicas,
observou-se uma mudanga significativa no perfil fermentativo da bactéria (Figura 18).
Notavelmente, a bactéria apresentou um crescimento inferior ao observado em
anaerobiose, 0 que era esperado tendo em vista os resultados obtidos nos testes de
crescimento anteriormente realizados. A menor taxa de crescimento resultou em uma

fermentacao longa, ndo ocorrendo o consumo total da fonte de carbono.

A.

Concentracdo Absorbancia
(g/L) (600 nm)
22 - 14

20

i 12 egp= 0D (600 nm)

16 - 10 === Glicose

== AcC. Succinico
== Etanol

—fe= Ac. LActico
~@- Ac. Propidnico

e AC. ACEticO

0 30 60 20 120 150

Tempo (Horas)

B. ) Ac. Propiénico
Biomassa 3% Ac. Acético
20% 9%

co2
4%
Etanol
2%

Ac. Lactico
62%
Figura 18: Perfil fermentativo de P. acidipropionici em aerobiose utilizando glicose (20 g/L) como fonte de

carbono. A. Cinética da fermentacgao, representando o consumo de substrato, a formagéao dos produtos e o
crescimento da bactéria (ODgg). B. Distribuigdo molar do carbono entre os produtos da fermentacgéo.
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Adicionalmente, verificou-se uma alteracdo do perfil fermentativo de P.
acidipropionici. O fluxo de carbono para o acido propiénico foi reduzido de 57% na
fermentacdo anaerébica (Figura 16B) para 3% na fermentacdo aerdbica (Figura 18B),
sendo produzido com uma concentracédo de 0,271 g/L, correspondendo a um rendimento
de 2,3% (massa/massa). Esta diminuicdo na producéo de acido propidnico esta de acordo
com estudos anteriores que reportam uma repressao ou até inversdao do ciclo do acido
propidbnico em aerobiose (De Vries et al.,, 1972; K Ye et al.,, 1999). Com a baixa
concentracao de acido propiénico, nao foi detectado o acumulo do intermediario acido
succinico (Tabela 5). Com relagao ao acido acético, a produgéo foi de 1,029 g/L, uma leve
reducao do fluxo de carbono para este produto (de 13% na fermentacdo anaerdbica para
9% na fermentacao aerdbica).

Interessantemente, foi observada na fermentacdo aerdbica a produgcdo de acido
lactico em altas concentracdes, sendo 62% do fluxo de carbono direcionado para esse
acido. (Figura 18B). A concentracdo obtida foi de 7,303 g/L, correspondendo a um
rendimento em massa de 62,6%. Na Figura 19, pode ser visualizada uma comparacao
entre os rendimentos dos produtos obtidos na fermentacao com glicose em anaerobiose e

aerobiose, ressaltando a alteragcdo metabdlica que ocorreu na bactéria.

Rendimento

(m/m)

100% -
90% W Anaerobiose
80%
70%
60% I
50%
40%
30%

Aerobiose

20% -

10% - . . =

0% - : : , :
Acido Acido Acido Acido Etanol

Propidnico Succinico Acético Lactico

Figura 19: Rendimentos em massa observados nas fermentacdes com glicose (20 g/L), em
condicdes anaerobicas e aerdbicas.

Considerando o estudo feito por Ye et al (1999), que mostrou a inversao do ciclo do
acido propibnico em aerobiose, e o0s resultados obtidos nesse projeto a partir da

fermentacao aerdbica utilizando glicose como fonte de carbono, é possivel que realmente
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ocorra uma inversao do ciclo a depender da concentracao de oxigénio no ambiente. Esse
processo explicaria a grande reducao no fluxo de carbono para o acido propidénico nas
fermentacdes aerdbicas com glicose. Um possivel modelo para o metabolismo aerdbico

de P. acidipropionici foi proposto, representado na Figura 20.
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Figura 20: Esquema representando o metabolismo de carbono de P. acidipropionici em condi¢des
aeroObicas. Estdo representadas a glicélise, as vias fermentativas que geram os produtos anteriormente
mencionados, e a participacao da cadeia transportadora de elétrons. NADH DH: NADH desidrogenase.
Sdh: Succinato desidrogenase. UQ: ubiquinona. bey: Citocromo ¢ redutase. C: Citocromo c. CcO:
Citocromo ¢ oxidase. bd: Citocromo bd oxidase (citocromo d ubiquinol oxidase). Nrd: Nitrato redutase.
As flechas em vermelho representam a passagem de elétrons (e) pela cadeia.

Com a inversao do ciclo do acido propidnico, a regeneragdo dos cofatores NAD"
ndo pode ser realizada por essa via. Dessa forma, seria esperado em um metabolismo
aerdbico que tal regeneracado ocorresse através da cadeia transportadora de elétrons,
reoxidando o NADH e utilizando os elétrons em trés possiveis rotas. (1) Os elétrons
fornecidos a cadeia respiratoria seriam utilizados pela Citocromo ¢ Oxidase para reduzir o
oxigénio. No entanto, como mencionado anteriormente, tal enzima possui uma mutacao
de frameshift e possivelmente ndo apresenta atividade funcional (representada pelo X

vermelho na Figura 20). (2) Os elétrons seriam utilizados para reduzir o oxigénio através
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da citocromo bd oxidase, que apresenta alta afinidade por oxigénio e cria um gradiente
eletroquimico sem o bombeamento direto de proétons (representado por bd na Figura 20).
(3) Os elétrons seriam utilizados para reduzir minerais presentes no meio como, por
exemplo, o nitrato através da nitrato redutase (representado por Nrd na Figura 20).

Entretanto, os dados obtidos na fermentacdo com glicose em condicdes aerdbicas
sugerem um quadro de dificuldade na regeneracdo dos cofatores NAD" através da cadeia
respiratéria. Como pode ser observado na Figura 18B, grande parte do fluxo de carbono
foi direcionado para o acido lactico, uma rota que consume NADH e regenera o NAD*. A
producéao desse acido é frequente em metabolismos anaerdbicos de diversos organismos,
visto que funciona como uma estratégia eficiente e direta para regenerar NAD" na
auséncia de oxigénio. No entanto, a producdo desse metabdlito em aerobiose nao é
frequentemente observada, podendo refletir uma dificuldade na capacidade da cadeia
respiratoéria de regenerar os cofatores NAD* através do oxigénio. Embora o mecanismo
subjacente a essa dificuldade na cadeia respiratéria ainda nédo esteja elucidado, a
producdo do acido lactico neste cenario seria essencial para manter o balangco redox.
Outro produto formado que esta de acordo com esta hipotese é o etanol. Embora
encontrado em baixas concentragdes (0,670 g/L, conforme a Tabela 5), a producédo de
etanol também envolve a regeneracao de cofatores NAD" através da reacao:

NAD* NADH NADH NAD* NADH NAD*

u > Acetil-CoA U > Acetaldeido \—/

Piruvato > Etanol

Conforme os resultados até entdo obtidos, o cultivo de P. acidipropionici em
aerobiose utilizando uma fonte de carbono com maior grau de reducao deveria em tese
aumentar a producao do acido lactico. No entanto, a fermentacédo aerdbica com glicerol
apresentou um perfil metabdlico ndo esperado. Devido a uma alteracdo na cinética dos
produtos que ocorreu ao longo da fermentacdo, a mesma foi dividida em duas fases,
representadas na Figura 21.
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Figura 21: Perfil fermentativo de P. acidipropionici em aerobiose utilizando glicerol (20 g/L) como fonte de
carbono. A. Cinética da fermentacéo, representando o consumo de substrato, a formagédo dos produtos e o
crescimento da bactéria (ODgqo). A cinética foi dividida em duas fases: FASE 0-1 se caracteriza pelo
consumo de glicerol e formagao de acido propiénico; FASE O-Il se caracteriza pelo consumo do acido
propidnico formado. B. DistribuigAo molar do carbono entre os produtos da fermentagédo até o final da fase
0-I. C. Distribuicao molar do carbono entre os produtos da fermentacao até o final da fase 0-II.

Essa fermentacdo aerdbica com glicerol traz diversas questdes sobre o equilibrio
oxidoredutivo. Na primeira fase, a producao de acido propidnico é contraditoria a inversao

do ciclo anteriormente reportada e, claramente, a via estda direcionando um fluxo
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expressivo de carbono para o acido propiénico. Embora a producéo desse acido possa
regenerar cofatores NAD*, o fluxo de carbono para este produto foi menor do que o
observado na fermentacdo anaerdbica com glicose. Como o glicerol possui um grau de
reducdo superior ao da glicose, uma menor producéo de acido propiénico na fermentacéao
com glicerol ndo poderia equilibrar o balango redox. Dessa forma, existe um excesso de
NADH que precisa ser reoxidado por outras rotas. Como nao foi observada a producao do
acido lactico e a produgédo de etanol ndo é expressiva, uma possivel explicacdo seria o
funcionamento da cadeia transportadora de elétrons para reduzir o oxigénio.

Na segunda fase da fermentacdo, o consumo do acido propidnico anteriormente
formado poderia ser explicado pela inversao do ciclo desse acido, como reportado por Ye
et al. (1999). Como o consumo de acido propidnico e a formagédo de acido acético sédo
processos oxidativos, a viabilidade dessa segunda fase na fermentacdo exige uma
estratégia eficiente de regeneracdo do NAD*. Novamente, o funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons para reduzir o oxigénio poderia ser uma explicacao plausivel.

Dessa forma, diferentes taxas respiratorias entre as fermentagcées aerdbicas
realizadas com glicose e glicerol poderiam justificar a diferenca observada nos produtos. A
influéncia da fonte de carbono na taxa respiratoria ja € um processo conhecido, sendo
inclusive descrito para propionibactérias (Schwartz, 1973), mas o mecanismo envolvido
com a inversao do ciclo do acido propidnico ainda precisa ser investigado.

A fermentacdo aerdbica utilizando xarope de cana-de-agucar como fonte de
carbono também foi dividida em duas fases levando em consideracdo a cinética dos
produtos (Figura 22). E notavel o crescimento da bactéria nessa fermentacdo,
corroborando os resultados dos testes de crescimento anteriormente realizados.

Inicialmente (fase 0-1), observa-se o consumo dos agucares presentes (sacarose,
glicose e frutose), e o acumulo dos acidos propidnico (rendimento em massa de 27,6%) e
acético (rendimento em massa de 24,9%). Com o esgotamento das fontes de carbono
presentes no xarope (fase 0-1l), a bactéria consome o acido propidnico formado e
redireciona o fluxo de carbono para o 4cido acético, resultando em um rendimento final de
16,3% (massa/massa) para o acido propibnico e de 37% (massa/massa) para o acido
acético.
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Figura 22: Perfil fermentativo de P. acidipropionici em aerobiose utilizando xarope de cana-de-agucar
(20 g/L) como fonte de carbono. A. Cinética da fermentacéo, representando o consumo de substrato, a
formacéao dos produtos e o crescimento da bactéria (ODgg). A cinética foi dividida em duas fases: FASE 0-I
se caracteriza pelo consumo dos aguUcares e formagao de acido propiénico; FASE 0-11 se caracteriza pelo
consumo do acido propidnico formado. B. Distribuicdo molar do carbono entre os produtos da fermentagéo
até o final da fase 0-I. C. Distribuicao molar do carbono entre os produtos da fermentagao até o final da fase

0-11.

Evidentemente, o perfil apresentado pelo cultivo aerdbico utilizando xarope de
cana-de-agucar como fonte de carbono se assemelha ao perfil apresentado pela

fermentacao aerdbica utilizando glicerol como fonte de carbono. Dessa forma, em ambas
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as situacbes P. acidipropionici possivelmente apresenta uma rota eficiente de
regeneracao de NAD", ndo necessitando da produgao de acido lactico para este objetivo.

Entretanto, ao cultivar P. acidipropionici em aerobiose com a fonte de carbono mais
abundante do xarope de cana-de-agUcar (sacarose), o perfil observado foi
significativamente diferente (Figura 23). O processo fermentativo foi longo devido ao lento
crescimento da bactéria, ndo atingindo a fase estacionéaria até o momento da interrupgéao
da fermentagéo.
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Figura 23: Perfil fermentativo de P. acidipropionici em aerobiose utilizando sacarose (20 g/L) como fonte
de carbono. A. Cinética da fermentacao, representando a formagédo dos produtos e o crescimento da
bactéria (ODgqg). Nao foi representado o consumo de sacarose devido ao fato deste ter sido muito baixo. B.
Distribuigdo molar do carbono entre os produtos da fermentagéo.
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Observa-se que o produto majoritario da fermentacao foi o acido lactico, de forma
similar ao perfil apresentado pela fermentacdo aerdbica com glicose. Esse &cido foi
produzido com um rendimento em massa de 34,3%, sendo também encontrado o acido
acético (rendimento em massa de 17,8%), uma pequena quantidade de &cido propidnico
(rendimento em massa de 0,07%) e etanol.

A diferenca observada entre os cultivos aerébicos com xarope de cana-de-agucar e
sacarose € interessante. Enquanto na fermentagdo com xarope observa-se um alto
crescimento e consumo de sacarose, na fermentagdo com sacarose o crescimento foi
baixo e a sacarose ndo foi totalmente consumida. Adicionalmente, os produtos da
fermentacdo também foram distintos: enquanto a primeira produz principalmente acido
propibnico e acético, a segunda produz principalmente o &acido lactico. Um melhor
crescimento e maior fluxo de carbono para o &cido propidnico e acético pode ser
consequéncia de uma melhor respiracdo, regenerando os cofatores NAD'. Na
fermentacdo com sacarose, a producao de acido lactico reforca um quadro de deficiéncia
na respiracdo, com alta necessidade de regenerar o NAD" por outras rotas.

Essa diferenca na respiracdo entre as fermentacdes com xarope e sacarose
poderia ser explicada levando em consideracdo a complexidade da composi¢cdo quimica
do xarope de cana-de-acucar, o qual pode conter minerais que poderiam atuar como
aceptores finais de elétrons. E conhecido que bactérias apresentam uma gama de
redutases capazes de utilizar diversos compostos como aceptores de elétrons (Thény-
Meyer, 1997). Com isso, P. acidipropionici poderia utilizar algum componente do xarope
como aceptor de elétrons, regenerando eficientemente o NAD", e viabilizando um maior

fluxo de carbono para o acido propidnico e acido acético e um maior crescimento.
3.6. Perspectivas futuras na elucidacao da reversao do ciclo do acido propiénico

Para aprofundar o estudo do metabolismo aerdbico de P. acidipropionici, é
essencial elucidar os mecanismos subjacentes a reversdo do ciclo do &cido propibnico.
Neste contexto, entender e caracterizar cada passo do ciclo é um quesito essencial, tanto
a nivel de regulacao génica quanto a nivel de cinética enzimatica.

Dentro deste objetivo, o presente projeto iniciou os primeiros estudos de expressao
heter6loga de uma das enzimas do ciclo do acido propidnico, envolvida na conversao de
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propionil-CoA a propionato e, simultaneamente, de succinato a succinil-CoA. Tal enzima
possui grande relevancia por ser a ultima enzima do ciclo, envolvida diretamente com a
producdo do &cido propibnico e com o acumulo de &cido succinico. A propionil-
CoA:succinato CoA transferase ou coAT (PACID_06950) de P. acidipropionici é codificada
por 1512 nucleotideos, apresentando maior similaridade com outras espécies do género
Propionibacterium, Corynebacterium, Acidovorax e Micrococcus.

Preliminarmente ao inicio dos procedimentos para a expressao heterdloga, foi
realizada uma analise bioinformatica da proteina a ser expressa. A andlise pelo
ProtParam (Gasteiger et al., 2003) revelou uma proteina contendo 503 aminoacidos e um
ponto isoelétrico de 5,45, estimada em um peso molecular de aproximadamente 55
KDaltons. A busca por dominios acusou a presenca do dominio caracteristico das CoA
transferases e também da acetil-CoA hidrolase (enzima que catalisa a mesma reacao
utilizando agua como um dos substratos), conforme pode ser verificado na Figura 24.
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Figura 24: Busca por dominios na sequéncia de aminoacidos da CoA Transferase de P. acidipropionici.
Ferramenta InterProScan.

Os ensaios resultaram na expressdo de uma proteina com cerca de 70 KDa,
correspondendo aos 55KDa da coAT adicionados aos 13KDa da cauda SUMO (Figura 25).
No entanto, ndo foi obtida a expressao na fase sollvel em nenhuma das temperaturas e
concentracbes de IPTG testadas. A expressao foi também testada em outra cepa de
expressao, a E. coli Origami. Como tal cepa nao apresenta a capacidade de codificar os
tRNAs raros necessarios, ela foi inicialmente transformada com o plasmideo pRARE2
extraido da cepa Rosetta 2. Uma vez transformada (confirmacéo feita pela resisténcia ao
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antibiético Cloranfenicol), foi gerada uma nova cepa, aqui denominada Rosettagami 2. No
entanto, a expressao a partir de tal cepa também nao resultou na expressao da proteina

na fase soluvel (Figura 25 C e D).

Page Ruler Prestained Ton T Tan Ton
Protein Ladder

-

Figura 25: Ensaios de expressdo realizados a partir do vetor pETSUMO contendo o gene coAT. A
expressao foi testada em E. coli na cepa Rosetta 2, nas temperaturas de 18°C (A) e 37°C (B). A cepa
construida Rosettagami 2 também foi utilizada, nas temperaturas de 18°C (C) e 37°C (D). NI: amostras nao
induzidas, como controle negativo. S e I: fases sollvel e insoltvel. T: tempo de indugao de 0 horas, 2 horas,
4 horas e overnight.

A expressao a partir de outras cepas de E. coli ou em outros vetores de expressao
ainda precisa ser avaliada. No entanto, por P. acidipropionici ser um organismo de alto
conteudo GC, o reflexo disso na diferenga entre o codon usage dessa bactéria e o de E.
coli pode dificultar uma expressdo heterdloga. A sintese de um gene sintético com os
cbédons otimizados poderia ser uma estratégia interessante para contornar este problema.
A otimizagado dessa expressao para a fase sollvel, e posterior caracterizagdo enzimatica
da CoA transferase, poderia iniciar estudos para melhor compreender 0os mecanismos
moleculares envolvidos com o ciclo do acido propidnico, fornecendo indicios para

compreender as bases subjacentes a inversdao do mesmo.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando os dados obtidos neste trabalho, fica evidente que P. acidipropionici
possui todos 0os componentes tipicos de uma cadeia transportadora de elétrons, sendo
geneticamente equipada para um metabolismo aerébico. Entretanto, foi confirmado
através de um teste funcional que a citocromo ¢ oxidase ndo apresenta funcdo, o que
inviabilizaria a respiracao em pressdes atmosféricas de oxigénio.

A auséncia de uma citocromo ¢ oxidase funcional e a presenca de uma oxidase
alternativa, a citocromo bd oxidase (citocromo d ubiquinol oxidase), deve ter impactos
significativos na fisiologia da bactéria. Considerando que a citocromo bd oxidase esta
relacionada com a respiragdo em baixas pressdes de oxigénio, devido a sua alta afinidade
por este composto, essa combinacdao de oxidases terminais na cadeia respiratéria deve
ter fortes relacbes com a microaerofilia de P. acidipropionici. Com a continuidade dos
estudos e o estabelecimento de ferramentas de manipulagéo genética para essa bactéria,
sera possivel a transformag&o com a subunidade | funcional da citocromo ¢ oxidase, o que
devera trazer resultados interessantes e potencialmente uma elucidagdo acerca da
susceptibilidade ao oxigénio apresentada por essa bactéria.

Outro ponto interessante levantado a partir desse trabalho sdo as alteracdes
metabdlicas que ocorrem em P. acidipropionici na presenca de oxigénio. Acreditava-se
que a aerobiose provocava a reversdao do ciclo do &cido propiénico, reduzindo
drasticamente sua producéo. Entretanto, esse trabalho mostrou que a reversdo poderia
ocorrer, porém apenas em condigcdes mais especificas, de forma que néo é a aerobiose 0
mecanismo responsavel pela inversao. A reversao do ciclo ficou aparente no segundo
estagio das fermentacbes aerdbicas com glicerol e xarope de cana-de-agucar, em que se
observa o consumo do &cido propidnico e acumulo de acido acético. No entanto, as
baixas concentracbes de acido propidnico observadas nas fermentacdes aerdbicas com
glicose e sacarose também poderiam ser uma consequéncia da inversdo do ciclo. O
mecanismo de reversdo deste ciclo ainda precisa ser desvendado, com estudos mais
aprofundados que envolvem a caracterizacdo de cada etapa do ciclo a nivel genético e
enzimatico.

Ademais, o estudo do metabolismo aerdbico da bactéria revelou uma propriedade
interessante no xarope de cana-de-agucar. O contraste observado no consumo de agucar,
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produtos fermentativos e no crescimento entre as culturas aerdbicas realizadas com
xarope e sacarose € muito evidente. Metabolicamente, o cultivo aerébico na presenca do
xarope de cana-de-agucar se assemelha a um metabolismo anaerdbico da bactéria. Esse
efeito de “simular uma anaerobiose” possivelmente poderia ocorrer pela presenca de
minerais que atuariam como aceptores finais de elétrons, sendo que a identificagcdo desse
componente especifico poderia ter aplicagdes industriais relevantes para a fermentagao
propiénica. Uma vez que os custos de se manter uma dorna de fermentac¢ao industrial em
anaerobiose sao elevados, a possibilidade de simular um metabolismo anaerdbico na
bactéria, mesmo com a presenca do oxigénio, pode ser um grande avang¢o na producao
economicamente viavel de acido propiénico. A realizacao de fermentacdoes aerdbicas em
meio de cultura contendo glicose ou sacarose como fonte de carbono, mas suplementado
individualmente com diferentes minerais encontrados no xarope de cana-de-agucar, deve
ser o préximo passo para a identificacao deste composto de interesse.

Em suma, todos os dados gerados nesse trabalho sugerem que esse
microrganismo apresenta uma elevada flexibilidade metabdlica, direcionando o fluxo de
carbono para diferentes produtos fermentativos de acordo com a necessidade de
manutencdo do balanco redox. Com isso, a bactéria pode, através de variacbes nas
condicdes de cultivo, produzir o acido propibnico, acido acético ou o acido lactico como
produtos majoritarios da fermentacdo. Todos esses compostos sdo de interesse
econ6mico, reforcando ainda mais o potencial desse microrganismo como plataforma

industrial e a necessidade de explorar o versatil metabolismo dessa bactéria.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Linhagens de bactérias utilizadas e condi¢c6es de cultivo

A bactéria utilizada para o desenvolvimento do projeto foi a Propionibacterium
acidipropionici ATCC 4875™, a mesma linhagem que teve seu genoma sequenciado por
Parizzi e coloraboradores (2012), adquirida do centro de colegdo de organismos “Global
Bioresource Center (ATCC)".

O cultivo de P. acidipropionici foi realizado em meio de cultura (meio padrao)
contendo 2% da fonte de carbono de interesse, 1% de extrato de levedura, 0,1% de
KH>PQOy4, 0,2% de NH4H2PO4, 0,1% da solucdo salina 1 e 0,1% da solugdo salina 2. A
solucdo salina 1 é composta por 10 mg/L de MgS04.7H.0 e 2,5 mg/L de MnSO4.H20,
enquanto a solugdo salina 2 é composta por 10 mg/L de CaCl..2H,O e 10 mg/L de
CoCl,.6H20. O cultivo em meio sélido foi feito através da adicao de 1,5% de agar ao meio
descrito. O pH dos meios utilizados foram corrigidos para 6,8 através da adicdo de NAOH
6M, anteriormente a autoclavagem. O cultivo em meio liquido anaerdbico foi realizado em
tubos falcon de 50 mL com o volume maximo de cultura, mantidos a 30°C sem agitacao
(cultura estacionaria). O cultivo em meio sélido foi conseguido através da utilizacao de
jarras de anaerobiose conjuntamente com o gerador de anaerobiose Anaerobac (Alfalab),
mantidos também a 30°C.

Com relacéo a fonte de carbono, o presente projeto trabalhou com glicose (Sigma-
Aldrich), glicerol (Synth), sacarose (Synth), xilose (Sigma-Aldrich) e xarope de cana-de-
acucar. O xarope de cana-de-acucar foi obtido da Usina Costa Pinto (Piracicaba, SP). O
xarope foi coletado apds o terceiro efeito de evaporacéo na linha de produgédo de acgucar.
O xarope foi autoclavado (121°C, 1 bar por 20 minutos) e estocado a 4°C para posterior
utilizacdo. O xarope foi caracterizado e quantificado quanto ao seu teor de sacarose,
glicose e frutose por HPLC.

Para os experimentos de clonagem e expressdo da CoA transferase, foi utilizada a
bactéria Escherichia coli, cultivada em meio Luria Bertani (Sambrook, Frtisch, & Maniatis,
1989), a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. A clonagem foi realizada através da cepa
Escherichia coli DH10B, enquanto a expressao heteréloga foi testada nas cepas Rosetta 2
e Origami.
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5.2. Analise da expressao global dos genes de P. acidipropionici por RNAseq

Os experimentos de analise global dos genes da bactéria em condigdes
anaerobicas sdo de autoria da Doutora Maria Carolina de Barros Grassi. As bibliotecas
geradas por este experimento foram utilizadas neste projeto para investigar a expressao
dos genes relacionados com a cadeia respiratéria da bactéria.

As bibliotecas foram obtidas através do cultivo de P. acidipropionici em biorreator
de bancada com volume de 2,5 L (Labfors, da Infors HT), utilizando o meio padrao
descrito na secao 1 de Materiais e Métodos, adicionado exclusivamente de 60 g/L de uma
das trés fontes de carbono avaliadas: glicose, glicerol ou xarope de cana-de-agucar. O
cultivo foi realizado em anaerobiose, a 35°C, com pH fixado em 7,0 e agitagdo de 100 rpm.

Foram retiradas quatro amostras de cada fermentacdo: uma na fase de laténcia
(Lag), no inicio da fase de crescimento exponencial (E-Log), no final da fase de
crescimento exponencial (L-Log) e na fase estacionaria (St). A amostra coletada em cada
um destes pontos foi estabilizada com 2 volumes do reagente RNAprotect Bacteria
(Qiagen). Esta mistura foi vortexada por 5 segundos e incubada a temperatura ambiente
por 5 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 5000 x g, o
sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -80 °C. A extragdo de RNA foi
realizada através do kit RNAeasy Minikit (QIAGEN), seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante.

O sequenciamento do RNA foi realizado pela lllumina, Inc (San Diego, California),
utilizando o servico “Fast Track Genetic Analysis Services”. A partir dos reads obtidos, foi
realizado o alinhamento dos mesmos contra os genes de P. acidipropionici depositados no
NCBI, utilizando o programa BOWTIE (Langmead, Trapnell, Pop, & Salzberg, 2009).
Foram considerados somente os reads que alinharam com um Unico gene, permitindo no
maximo dois mismatch. O numero de reads alinhados contra cada gene foi entao utilizado
para o calculo do RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads), um método de
quantificacdo da expressao que leva em consideracéo a normalizagéo a partir do tamanho
do gene e do total de numero de reads gerados na biblioteca (Mortazavi, Williams, McCue,
Schaeffer, & Wold, 2008). A comparacao entre as bibliotecas geradas, assim como a
andlise estatistica desta comparacao foi feita através do programa DESeq (Anders &
Huber, 2010).
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5.3. Analise e teste funcional da citocromo ¢ oxidase

O alinhamento da sequéncia de peptideos da subunidade | da citocromo ¢ oxidase
de P. acidipropionici foi realizado contra a mesma subunidade das bactérias
filogeneticamente proximas Propionibacterium acnes (TIA2EST2_03470) e Microlunatus
phosphovorus (MLP_42030). O alinhamento foi realizado através do programa ClustalW,
utilizando a interface do Geneious Prov 4.8.4.

A modelagem da estrutura da subunidade | da citocromo ¢ oxidase, a qual contém
a mutacao de frameshift, foi feita através do programa I-TASSER (Roy et al., 2010), que
se utiliza de algoritmos de predicdo de estrutura a partir da sequéncia de aminoacidos
conjuntamente com o alinhamento das estruturas preditas com o banco de dados do PDB
(Protein Data Bank) para gerar modelos provaveis de estrutura e fungdo. Foi feita uma
modelagem para a proteina contendo o frameshift (denominada de coxA_FS) e também
uma modelagem da proteina corrigida sem a mutacao (denominada de coxA_Ct).

O programa |-TASSER gera um indice que reflete a qualidade e confiabilidade dos
modelos preditos pelo programa, denominado C-Score. Tal indice varia numa escala de -5
(modelo sem qualidade) até 2 (modelo perfeito). Ao modelo coxA_Ct foi atribuido um C-
Score de 0,61, enquanto o modelo coxA_FS recebeu um C-Score de -1,34. O menor valor
de C-Score para o modelo coxA FS é esperado, visto que este indice leva em
consideragdo o alinhamento contra outras estruturas semelhantes no PDB, e apenas a
regido antes da mutagéo de frameshift apresentaria um alinhamento satisfatério. A analise
e alinhamento das estruturas preditas, assim como as imagens geradas, foram realizadas
através do programa PyMol (Schrédinger LLC, 2010).

Para o teste funcional da citocromo ¢ oxidase, foi realizada a afericdo em triplicata
do consumo de oxigénio através de um oxigrafo (Hansetech Instruments), utilizando
culturas de P. acidipropionici crescidas até o final da fase exponencial (ODegoo préxima a 3)
utilizando 2% de glicose como fonte de carbono. As afericbes foram todas padronizadas
para a mesma quantidade de células a partir do valor de densidade 6ptica (ODggp).

A inibicao foi realizada através da adicao de cianeto de potassio (Sigma-Aldrich) em
uma concentragao final de 4 mM, adicionado em um momento préximo a taxa de consumo
maxima de oxigénio observada. Como controle positivo, o teste foi realizado com a

levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2/JAY270.
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5.4. Teste de crescimento aerdobico em diferentes fontes de carbono

A avaliacao da capacidade de crescimento de P. acidipropionici em aerobiose foi
testada no meio de crescimento padrdao contendo 2% de uma das cinco fontes de carbono
testadas: glicose, glicerol, xarope de cana-de-acucar, sacarose e xilose. Para efeito de
comparacao, todas as curvas de crescimento foram também feitas em condicdes
anaerobicas. Todas as curvas de crescimento foram realizadas em triplicata.

O crescimento aerdbico foi realizado em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo
100 mL de cultura, mantidos a 30°C sob agitacdo de 200 rpm. Tais culturas efetivamente
representam uma condicdo microaerdbica, uma vez que a concentracdo do oxigénio
dissolvido em meio liquido € inferior a atmosférica. O crescimento anaerdbico foi realizado
em tubos falcon de 50 mL contendo 50 mL de cultura, mantidos a 30°C sem agitacao
(cultura estacionaria).

A avaliacdo do crescimento foi realizada através da afericdo da densidade Optica
em 600 nm (ODeno) utilizando o espectrofotébmetro Ultrospec 2000 UV/VIS (Pharmacia
Biotech). A taxa de crescimento maxima (umax) foi aproximada para a maxima taxa de
crescimento calculada a partir de cada intervalo entre os pontos aferidos da curva, através

da formula:

2,303 (log OD, — log OD;,)
t2 - tl

sendo p a taxa de crescimento, OD, e OD; os valores de densidade éptica aferidos para
dois pontos consecutivos, e t, — t1 0 intervalo de tempo, em horas, entre estas afericdes.

5.5. Cultivo de P. acidipropionici em biorreatores
Para a analise do impacto da aerobiose no metabolismo da bactéria, foram
realizadas fermentacées em biorreator de bancada (Labfors 2,5 L, da Infors HT) e foi feita

a analise dos produtos e substratos da fermentacao por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC). Foram realizadas fermentacdes em triplicata em aerobiose com as
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fontes de carbono glicose, glicerol, xarope de cana-de-acgucar e sacarose. Para efeito de
comparacao, foi também realizada uma fermentacao anaerdbica com glicose.

Todas as fermentacbes foram realizadas com o meio padréo descrito na secao 1
dos Materiais e Métodos, suplementados com 2% da fonte de carbono de interesse, e
também adicionados de 100 ppm de anti-espumante Antifoam 204 (Sigma-Aldrich). As
fermentacdes foram conduzidas a 30°C, com agitacdo de 150 rpm e pH fixado em 6,5
através da adicdo automatizada de NAOH 6M. Para as fermentacbes aerodbicas, foi
mantido um fluxo constante de 1,5 vvm (volume de ar por volume de meio por minuto) de
Ar Sintético (White Martins), composto por 20% de oxigénio e 80% de nitrogénio. Para a
fermentacdo anaerdbica, antes do inicio da fermentacdo os biorreatores foram
borbulhados com fluxo de 4,5 vvm de nitrogénio gasoso durante 20 minutos e a cultura foi
prosseguida sem fluxo de gases. O nivel de oxigenagéo das fermentacdes foi monitorado
em tempo real através do sensor InPro6820 (Mettler Toledo).

Para iniciar uma fermentacdo em biorreator, a ativacdo de uma cultura permanente
de P. acidipropionici ATCC 4875 foi feita em um tubo falcon de 15 mL, adicionando o 1 mL
da cultura permanente a 14 mL de meio padrao contendo glicose (2%) como fonte de
carbono. A cultura foi incubada em estufa a 30°C. Ap6s 48 horas, foram separadas duas
amostras de 5 mL deste tubo falcon de 15 mL, sendo estas utilizadas para inéculo em
tubos falcon de 50 mL contendo 45 mL do meio padrdao com glicose (2%) como fonte de
carbono. As culturas de 50 mL foram também mantidas na estufa 30°C por 48 horas,
sendo posteriormente centrifugadas a 6000 X g por 6 minutos e ressuspendidas em 100
mL de meio padrdao sem fonte de carbono. Esta cultura em 100 mL foi utilizada para
inéculo em um biorreator.

Para o preparo do biorreator, foi confeccionado, em 900 mL, o meio de cultura com
as concentracbes necessarias para o volume final de 1000 mL. 800 mL deste meio foi
adicionado no biorreator, o qual foi esterilizado em autoclave a 121°C, 1 bar, por 20
minutos. Os 100 mL restantes foram transferidos para uma garrafa de 250 mL e
igualmente autoclavados, sendo posteriormente utilizados para a ressuspencao das
culturas de falcon a serem inoculadas no biorreator. A fonte de carbono foi dissolvida em
100 mL de agua destilada e também autoclavada em uma garrafa de 250 mL.

Uma vez iniciada a fermentacdo no biorreator, duas amostras de 1,5 mL eram

coletadas em intervalos aproximados de 8 horas. Uma amostra foi utilizada para avaliar o
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crescimento por densidade éptica (ODggo), enquanto a outra foi imediatamente congelada
em nitrogénio liquido e mantida a -20°C para posterior analise por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC).

5.6. Confirmacao da identidade das bactérias fermentadas por sequenciamento

Tendo em vista as grandes variagbes observadas no perfil fermentativo com as
diferentes condicoes testadas, a identidade da bactéria utilizada para fermentagdo nos
biorreatores foi conferida como sendo Propionibacterium acidipropionici apds cada cultura.

Para este objetivo, foram retiradas amostras de 2 mL de cada biorreator ao longo
de trés pontos da fermentacdo (inicial, fase exponencial de crescimento e fase
estacionaria), as quais foram utilizadas para extracdo do DNA genbémico de P.
acidipropionici.

Inicialmente, as amostras foram centrifugadas para precipitacdo das células, o
sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspendido em 400 yL de tampéao TE (10
mM Tris, TmM EDTA) pH 8,0. Para a quebra da parede celular, foram adicionados 50 uL
de lisozima 10 mg/mL (Sigma-Aldrich) e a ressuspencao foi mantida overnight a
temperatura ambiente com agitacao de 100 rpm.

Posteriormente, foram acrescentados 70 uL de uma solucao de SDS 10% e 5 uL de
Proteinase K 10 mg/mL (Sigma-Aldrich). A suspencéo foi homogeneizada e incubada a
65°C durante 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 uL 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 suspencao foi agitada e incubada novamente a 65°C por 10 minutos adicionais.
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 por 15 minutos
e 0 sobrenadante (cerca de 600 pL) foi transferido para outro tubo. Para precipitacao do
DNA genbmico, foram adicionados 500 pL de isopropanol a -20°C e a amostra foi mantida
a -20°C durante 30 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 12000 X g durante
5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado duas vezes com
etanol 70% a temperatura de -20°C. O DNA extraido foi seco a temperatura ambiente e

ressuspendido em 50 pyL de agua deionizada (MilliQ) esterilizada. A concentracéo e
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pureza do DNA foram determinadas a partir da analise em espectrofotdmetro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific) a 260 e 280 nm, respectivamente.

A partir do DNA extraido, foi realizado o sequenciamento de uma regido codificante
para 0 RNA ribossomal, subunidade 16S. O sequenciamento do rRNA 16S, por
apresentar algumas regides altamente conservadas e outras altamente polimérficas entre
diferentes bactérias, permite a identificacdo da bactéria trabalhada até o nivel de género e,
muitas vezes, ao nivel de espécie (James, 2010). Para este objetivo, foram desenhados
os oligonucletideos descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Olinucleotideos utilizados para sequenciamento de uma regido polimérfica codificante para o
RNA ribossomal, subunidade 16S, nas fermentacoes realizadas

NOME DO OLIGO  SENTIDO DE AMPLIFICACAO SEQUENCIA
27F Direto 5"AGAGTTTGATCG TGG CTC AG 3'
1401R Reverso 5' CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 3'

A amplificacdo com estes oligonucleotideos foi realizada utilizando a reacéo
descrita na Tabela 7, resultando em um fragmento amplificado de 1381 pares de bases.
As reagbes foram feitas com a polimerase GoTaq (Promega). O produto da reacao de
PCR foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1%, e o fragmento alvo foi
excisado com ajuda de um bisturi e purificado através do kit “Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System” (Promega). O produto purificado foi utilizado para o sequenciamento.

A reacao utilizada para o sequenciamento esta representada na Tabela 8. A
amplificacdo foi realizada no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems). O sequenciador utilizado foi 0 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems),
baseado na tecnologia Sanger. As reacbes foram feitas utilizando o kit “Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’ (Applied Biosystems), seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante.
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Tabela 7: Reacao de PCR utilizada para a amplificagdo de uma regido do RNA ribossomal, subunidade 16S

REACAO DE PCR

Reagentes Quantidade

DNA Molde (Diluigdo 20 ng/uL) 1ul
27F (5 pm/uL) 0,6 puL
1401R (5 pm/uL) 0,6 uL
dNTP (10 mM) 0,2 uL
MgCl, (50 mM) 0,6 uL
GoTaq 5X Flexi Buffer 2 uL
DMSO 20% (Sigma-Aldrich) 3uL
GoTaq Flexi DNA Polymerase 0,2 uL
Agua Deionizada (MilliQ) ______________18uL
TOTAL 10 pL

CICLAGEM DE TEMPERATURAS
Etapa Temperatura Tempo Nuamero de Ciclos
Desnaturacao Inicial 94°C 2 min 1
Desnaturacdo 94°C 50 seg
Anelamento 58°C 15 seg 30
Extencado 72°C 1 min
Extencdo Final 72°C 5 min 1

Tabela 8: Reagao utilizada para sequenciamento do fragmento amplificado do RNA ribosomal 16S

REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Reagentes Quantidade
DNA purificado 50 ng
Oligonucleotideo (10 pm/uL) 1,6 uL
Big Dye 1pul
Buffer Big Dye 10X 1ul

Agua Deionoziada (MilliQ)

Completar para 10 pL

CICLAGEM DE TEMPERATURAS

Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturagdo Inicial _ 9s°C__ _ _2min 1.
Desnaturagao 95°C 20 seg

Anelamento 58°C 15 seg 35
Extengdo 60°C 2 min

5.7. Quantificacao dos substratos e produtos da fermentacao por HPLC

A quantificagéo dos substratos (glicose, frutose, sacarose e glicerol) e dos produtos
(acido propibnico, acido acético, acido succinico, acido lactico, etanol e propanol) das
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fermentagcdes em biorreatores foi realizada através da técnica da Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC), utilizando o cromatografo Allience HT (Waters) acoplado a
um detector de indice de refracdo IR 2414 (Waters). As corridas foram realizadas
utilizando a coluna HPX-87H (Biorad), mantida a 35°C, utilizando acido sulfarico 2 mM
como fase mével em um fluxo de 0,6 mL/min. Foram feitas curvas de calibracao para cada

substrato e produto de interesse, visando uma andlise quantitativa dos mesmaos.

5.8. Calculo dos parametros de desempenho fermentativo

Com a analise quantitativa dos substratos e produtos da fermentacdo, o
desempenho dos processos foi avaliado atraves dos seguintes parametros:

¢ Rendimento: Massa de produto formado por unidade de massa consumida,
expresso em porcentagem (Doran, 1995).

MF produto — Ml produto

M| substrato— MF substrato A100

Rendimento % (m/m) =

No qual,

MF produto: massa final do produto analisado, expresso em gramas.
MI produto: massa inicial do produto analisado, expresso em gramas.
MI substrato: massa inicial do substrato utilizado, expresso em gramas.

MF substrato: massa final do substrato utilizado, expresso em gramas.

Para as fermentagdes com xarope de cana-de-agucar, o substrato foi considerado
como sendo a sacarose, sendo a massa de glicose e frutose adicionadas a de sacarose
(subtraindo 0,05% de massa na somatéria das massas de glicose com frutose). Dessa
forma, a massa de substrato foi expressa como gramas de aglUcar equivalentes em

sacarose.
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e Produtividade Volumétrica: massa de produto formado por unidade de volume,
por unidade de tempo

MF produto — Ml produto
Vit

Produtividade Volumétrica (8/, ) =

No qual,

MF produto: massa final do produto analisado, expresso em gramas.
MI produto: massa inicial do produto analisado, expresso em gramas.
V: Volume final da fermentagéo, expresso em Litros.

t: tempo de cultura, expresso em horas.

e Distribuicao molar do carbono entre os produtos da fermentacao:

Para representar o fluxo de carbono nas fermentacdes, foi realizada uma distribuicdo
dos mols de carbono do substrato entre os produtos fermentativos observados. Para este
objetivo, a massa produzida de cada produto ([concetracdo final x volume final] —
[concentracao inicial x volume inicial]) foi dividida pela massa molecular do mesmo,
resultando no nimero de mols produzido para cada composto.

O numero de mols de CO; produzido foi estimado considerando a estequiometria na
producéao de acido acético, de forma que o nimero de mols de CO; produzido equivale ao
numero de mols do acido acético formado, de acordo com a seguinte reacao:

1 Piruvato + NAD* + ADP + Pi ——> 1 Acetato+ 1 CO, + NADH + ATP

O restante do numero de mols consumido do substrato que ndo pode ser atribuido a

nenhum produto foi representado como fluxo para a biomassa das culturas.

5.9. Clonagem e expressao heterdloga da CoA transferase de P. acidipropionici

Antes de iniciar os experimentos de expressao heter6loga com a propionil-
CoA:succinato CoA transferase de P. acidipropionici, foi realizada uma analise

bioinformatica desta enzima. A ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2003) foi utilizada
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para estimar caracteristicas fisicas da proteina, tais como o ponto isoelétrico e 0 peso
molecular. A busca por dominios foi feita através da ferramenta InterProScan (Zdobnov &
Apweiler, 2001). Para a analise da frequéncia de utilizagdo dos cédons na sequéncia da
CoA transferase, em comparagdo com a frequéncia de utilizacao dos cdédons pela bactéria
host Escherichia coli (diferenca no codon usage), foi utilizado o programa GCUA
(Fuhrmann M, Hausherr A, Ferbitz L, Schédl T, Heitzer M, 2004).

Os codons utilizados por P. acidipropionici no gene coAT apresentaram diferengas
quando comparados com 0 codon usage da bactéria a ser utilizada como host,
Escherichia coli. As diferengas se concentraram principalmente em dois cédons raros para
E. coli: CGG e AGG, ambos codificantes para o aminoacido arginina. Dessa forma, foi
escolhida para a expressao heteréloga a cepa de E. coli Rosetta 2, a qual contém o
plasmideo pRARE2, codificando para 7 tRNAs raros em E. coli, entre eles, os associados
aos codons CGG e AGG.

Apds a analise preliminar da sequéncia da CoA transferase, foram iniciadas as
etapas de clonagem e expressdao heteréloga. Inicialmente, a sequéncia da CoA
transferase foi amplificada por PCR utilizando os oligonucleotideos listados na Tabela 9, a
partir do DNA genbmico de P. acidipropionici extraido através do mesmo procedimento

descrito no item 6 dos Materiais e Métodos.

Tabela 9: Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da sequéncia da CoA Transferase

NOME DO OLIGO SENTIDO DA AMPLIFICAGAO SEQUENCIA CAUDA DE RESTRICAO
COAT_DIRETO Direto 5' GGATCCATGTCAGATCGGATTGCCAA 3' BamHI
COAT_REVERSO Reverso 5' AAGCTTTCAGGCCTTCATGGAGCC 3' HindllI

A amplificagdo da CoA transferase foi realizada através da reagédo descrita na
Tabela 10. Com a amplificacdo da CoA transferas utilizando os oligonucleotideos da
Tabela 9, foi obtido um fragmento correspondente ao tamanho total do gene (1512 pb)
adicionado das caudas de restricdo para as enzimas BamHI e Hindlll (bases sublinhadas
nos oligonucleotideos da Tabela 9). A escolha destas enzimas foi feita de forma a permitir
a subclonagem direcionada no vetor de expressao. O fragmento amplificado foi purificado
com o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), e ligado no vetor pGEM
T-Easy (Promega), seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante, para formar o
plasmideo pGEM+CoAT.
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O plasmideo pGEM+CoAT foi transformado em E. coli DH10B competente, através
da metodologia da eletroporagcao (Sambrook et al., 1989). Ap6s o crescimento das células
transformadas em meio seletivo (Ampicilina e X-gal), os transformantes foram inoculados
em meio Luria Bertani e foi realizada a extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina
(Sambrook et al., 1989). A clonagem do fragmento foi confirmada por PCR, andlise de

restricdo com as enzimas BamHI e Hindlll, e também através de sequenciamento.

Tabela 10: Reacéo de PCR utilizada para a amplificacdo do gene codante para a CoA transferase

REACAO DE PCR

Reagentes Quantidade

DNA Gendmico (Diluigdo 20 ng/Ml) 5uL
COAT _DIRETO (5 pm/uL) 3 uL
COAT_REVERSO (5 pm/pL) 3uL
dNTP (10 mM) 1pul
MgCl, (50 mM) 3uL
Pfu Buffer 10X 5ulL
DMSO 20% (Sigma-Aldrich) 15 uL
Pfu DNA Polymerase 1pul
Agua Deionizada (MilliQ) _____________ - 14uL
TOTAL: 50 pL

CICLAGEM DE TEMPERATURAS
Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturagao Inicial 94°C 5 min 1
Desnaturagdo 94°C 50 seg
Anelamento 63°C 40 seg 35
Extencdo _ _ _ _ _ _ _ _ _ ] 72C __ _3min__ ________
Extengdo Final 72°C 5 min 1

Em seguida, o plasmideo pGEM+CoAT foi digerido com as enzimas BamHI e
Hindlll, sendo a mesma digestdo também realizada para o vetor de expressdo pETSUMO
e pET28A. A ligacado do fragmento coAT liberado com os vetores linearizados foi feita
utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Promega), seguindo os procedimentos descritos pelo
fabricante. Os novos plasmideos, pETSUMO+CoAT e pET28A+CoAT foram
transformados nas cepas de expressao E. coli Rosetta 2 e E. coli Origami.

Apos todas as etapas de clonagem (vetor pGEM T-Easy) e subclonagem (vetor
pETSUMO e vetor pET28A), confirmagdo por sequenciamento, e transformacao das
cepas de expressao (E. coli Rosetta 2 e E. coli Origami), foram iniciados os ensaios de

expressao em diversas condi¢oes.
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Os ensaios de expressao foram realizados para as duas cepas de expressao,
transformadas com um dos dois plasmideos construidos, pETSUMO+CoAT ou
pET28A+CoAT. Os ensaios foram realizados seguindo os procedimentos descritos no
manual do pETSUMO (Promega), variando alguns parametros da expressao:

- ODggp de inducgao: 0,4, 0,5 ou 0,6
- Temperatura de inducao: 18°C, 30°C ou 37°C
- Concentracao de IPTG: 0,1mM, 1mM ou 10 mM

Ao longo do ensaio de expressao, foram retiradas 4 amostras: uma logo apés a
adicdo do IPTG (Ton), uma 2 horas apés a adigdo do IPTG (T2n), uma 4 horas apés a
adicao do IPTG (T4n) e outra apds a inducdo por periodo overnight (Torn). Cada uma das
amostras foi separa em fase soluvel e insoluvel, através de etapas consecutivas de
congelamento e descongelamento seguidas de um tratamento com lisozima, como
sugerido no protocolo do pETSUMO (Promega).

A mesma quantidade de cada amostra resultante (padronizado a partir da ODgoo
das amostras coletadas) foi aplicada em um gel de poliacrilamida, para verificar a
presenca da banda alvo através de um SDS-PAGE, seguindo o método Laemmli
(Sambrook et al., 1989)
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