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Resumo

O sequenciamento do genoma de Gluconacetobacter diazotrophicus,
bactéria fixadora de nitrogénio, e caracterizagdo do seu proteoma em
condicdes de excesso ou limitacdo de N em forma disponivel para
assimilagdo, forneceram informacdes gerais sobre a codificagcdo e
expressao de proteinas na estirpe PALS. Além da fixagdo de nitrogénio,
outra caracteristica interessante desta bactéria € sua capacidade de
realizar oxidacao incompleta da glicose resultando em acido glicénico e
cetoderivados. A associagdo de ambos os processos pode ser explorado
para aplicacdo biotecnoldgica em diversos setores industriais, inclusive
na industria alimenticia e agraria. Entretanto, para garantir a eficiéncia
durante aplicacdo conjunta desses processos € necessario elucidar os
mecanismos relacionados com a expressao e regulacao da oxidacao
incompleta da glicose. A partir de uma biblioteca de mutantes construida
pela insercao aleatéria de transposon no genoma da estirpe PALS5, foram
selecionados em condicdes especificas aqueles mutantes relacionados
com a oxidacao de glicose a acido glicbnico e/ou cetoderivados. Dos 24
mutantes obtidos, foram caracterizados aqueles relacionados com
enzimas chaves para oxidagao da glicose a acido glicénico, com funcao
da NADH-quinona oxidoredutase e com proteina transmenbrana de
funcdo desconhecida em relagdo a capacidade destes mutantes em fixar
nitrogénio e produzir acido gliconico e/ou cetoderivados. Neste trabalho
serao apresentados os resultados preliminares da associacao de ambos
0S processos em organismos geneticamente modificados como
ferramentas biotecnoldgicas para producéo de acido 2,5 diceto-glicénico,
precursor do intermediario da vitamina C.

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus, bactéria fixadora de
nitrogénio, mutantes, oxidagdo incompleta da glicose, producado de
acidos organicos, acido glicbnico e cetoderivados, FBN.



Abstract

The sequencing of the genome of Gluconacetobacter diazotrophicus,
nitrogen-fixing bacterium and the characterization of its proteome
under nitrogen excess and limitation, led to overall information about
protein coding and expression of the PALS5 strain. Besides the nitrogen
fixation, another interesting feature of this bacterium is the incomplete
glucose oxidation resulting in gluconic acid and their keto-derivatives
production. The association of both processes could be exploited for
biotechnological application for several industry sectors, including the
food and agroindustry. However, to guarantee efficiency during the
application of them we need to elucidate the mechanisms related with
the expression and regulation of the incomplete glucose oxidation.
From a library of random transposon insertion mutants of PALS strain
we screened under specific conditions leading to isolation of mutants
related with the glucose oxidation to gluconic acid and/or keto-
derivatives production. From 24 mutants selected, we characterized
those related with key enzymes for glucose oxidation to gluconic acid,
to subunity of NADH-quinone oxidoreductase and a putative
transmembrane protein, whose function is unknown in relation to the
capacities of these mutants to fix nitrogen and produce gluconic acid
were studied. Here we report data from preliminary results of the
association of both processes considering on genetically modified
organisms as biotechnological tools to produce 2,5 diketogluconic acid,
precursor for the intermediary of vitamin C.

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicus, nitrogen fixing bacteria,
mutants, glucose incomplete oxidation, organic acid production,
gluconic acid and keto-derivatives, FBN.



Introducao

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica isolada de
cana de acucar cujo genoma esta disponivel em banco de dados
publicos e cujo proteoma foi avaliado em condi¢cdes de presenca ou
limitacdo de amonia no meio de cultivo (BERTALAN et al., 2009, LERY
et al., 2008). Aléem de sua capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), outras caracteristicas capazes de promover o
crescimento  vegetal sugerem papel importante para o
desenvolvimento das espécies vegetais nas quais coloniza o interior
do tecido vegetal (BALDANI, J. e BALDANI, V., 2005). Dentre elas
esta a producdo de acidos organicos (AOs), principalmente &acido
gliconico e seus cetoderivados pelo processo de fermentagao
caracterizado pela oxidagao incompleta da glicose (STEPHAN et al.,
1991). O acido glicbnico e seus cetoderivados sdo de importancia
econdmica devido a sua larga aplicacdo em industrias farmacéutica,
alimenticia, téxtil e como precursor de reagente quiral utilizado em
processos de sintese organica. Além de sua importancia em diversos
setores da industria quimica, a descricado de seu papel na
solubilizacdo de nutrientes presentes no solo também mostra o
potencial de sua aplicagao na agroindustria como um facilitador para a
nutricdo vegetal. Em geral sua aplicagdo na agroindustria pode ser
associada a inoculagdo de microrganismos com capacidade de
produzir estes acidos em condicbes ambientais (SARAVANAN et al.,
2008). A capacidade de realizar FBN simultaneamente a este
processo de oxidagao da glicose até mesmo em condi¢des extremas
de pH, O, e pressao osmoética (STEPHAN et al.,1991; LUNA et al.,
2002, 2006) indica o potencial para a associacao destes processos em
industrias de base biotecnoldgica.

No entanto, para garantir a eficiéncia desses processos bioldgicos é
necessario entender os mecanismos envolvidos e a influéncia de
fatores externos sobre a regulacédo da expressao génica em ambos 0s
processos. Diante disso, o presente trabalho buscou avaliar o
comportamento de mutantes aleatérios de G. diazotrophicus com
fendtipos alterados para a biossintese de AOs em relacdo a fixacado de
nitrogénio, ao acumulo de biomassa e a producdo de acidos
organicos.



Material e métodos

1) Microrganismos e condig¢oes de cultivo

A estirpe referéncia de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5™ (BR
11281, ATCC 49037) e mutantes selecionados de uma biblioteca
gerada pela insercdo de Tn5 no genoma de dessa bactéria (VIDAL et
al., 2009) foram submetidos a cultivo para caracterizacio fisiolégica e
fenotipica. Os mutantes foram selecionados correspondem a insercao
do transposon em genes que codificam uma das enzimas chave da
oxidacéo de glicose a acido glicbnico, ou a uma das subunidades de
NADH-quinona oxidoredutase, ou uma proteina transmembrana de
funcdo desconhecida. Para cultivo dos microrganismos foram
utilizados dois meios, o meio M1 e o meio liquido contendo sais de
LGI-P suplementado com glicose 50 g L' e 1 mM de (NH,4),SO,. Em
geral o meio M1 (GUPTA et al., 1999) foi utilizado para preparo de
estoques e para multiplicacdo sempre que a bactéria foi retirada do
estoque em glicerol 25% mantido a -20°C. Os cultivos em condi¢cdes
limitantes de N foram realizados em frascos de 100 mL contendo 50
mL de meio liquido. Neste estudo, parametros definidos de agitacao
orbital a 200 rpm e temperatura de 30°C foram adotados como
condicao de cultivo.

2) Quantificagao de proteinas

Apods incubacdo em agitador a 200 rpm e a 30°C, as amostras foram
coletadas aos 3, 4 e 5 dias apds inoculacdo. As células foram
coletadas apds centrifugacdo a 5000 x g utilizando uma centrifuga
Eppendorf Model 5. As células foram suspensas em agua milli-Q e
estocadas em freezer -20°C. As proteinas foram quantificadas
utilizando como referencia uma curva padrao preparada com padrao
Albumina de Soro Bovina (BSA) em concentragcdes pré-definidas
(BRADFORD, 1976).

As células foram tratadas com NaOH 1N na propor¢cdo de 1:1 e
submetidas a lise alcalina a 65°C por 30 min. A dosagem de proteina
foi feita em espectrofotometro com comprimento de onda maximo de
595 nm.
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3) Determinacao da reducao de acetileno e determinacgao
de atividade especifica da nitrogenase

Culturas de G. diazotrophicus, selvagem e mutantes, foram avaliadas
para a atividade da nitrogenase utilizando o método de reducgao de
acetileno (UNKOVICH et al., 2008). A cada intervalo de 24 horas,
entre o 3° e 5° dia de incubacéo, as rolhas de algodao dos frascos das
culturas em meio liquido foram substituidas por rolhas de borracha tipo
“suba-seal’. Em seguida, foram injetados 10% de gas acetileno em
relacdo ao volume da fase gasosa do frasco contendo a cultura. Os
frascos foram incubados durante 1 hora nas mesmas condicdes
experimentais definidas para o cultivo e posteriormente amostras da
fase gasosa de cada cultivo foram coletadas em triplicatas. Uma curva
analitica, preparada com diferentes concentracdes de gas etileno
padrdo, foi utilizada como referéncia para o calculo da concentracao
de etileno produzido durante a incubacao da cultura de bactérias
(nmoles C,H4 h™"). A atividade especifica foi estimada pela reducéo de
acetileno por mg de proteina.

4) Determinacao de  compostos presentes nos
sobrenadantes de cultivos de G. diazotrophicus por
CLAE

A quantificacdo de acucares e acidos organicos (acido glicbnico e
cetoderivados) foi realizada através de técnica de cromatografia
liquida utilizando um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE -
Alliance 2695 da Waters) contendo um detector de indice de Refracéo
Waters 2410. A coluna utilizada foi uma Aminex HPX-87H (7,8 X 300
mm, Bio-Rad). A fase movel consistiu somente de H2S0O4 ultra puro
0,008N e a coluna foi mantida a temperatura ambiente com vazao de
0,8 mL/min. Apds descongelamento, as amostras dos sobrenadantes
foram pesadas e o equivalente a 2,5 g foi diluido até o volume final de
25 mL com a solucdo utilizada na fase movel e extraida em ultra-som
por 10 minutos. O volume injetado foi de 20uL e a técnica de
quantificacdo utilizada foi em relacdo ao uso de padrbes externos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Padrbes de acucares e acidos organicos utilizados como
referéncia para analise por CLAE.

Acido gliconico 24,8
Desconhecido 7,2755 33392,5 18,05 4,4764
Acido gliconico 8,8305 145893,0 78,88 19,5622
Desconhecido 10,1570 5676,5 3,07 0,7613
Acido 2 ceto-gliconico 24,8 8,3795 162411,5 100 24,8
Acido 5 ceto-gliconico 24,8 8,4475 148753 100 24,8

RT = Retention time, ou TR em portugués, que significa o tempo de retengéo durante passagem da
amostra na coluna.

5) Quantificacao de glicose por método enzimatico -
colorimétrico

A quantidade de glicose presente nos sobrenadantes das culturas foi
determinada utilizando um método enzimatico colorimétrico baseado
na reac¢ao descrita abaixo:

GOD
Glicose + O, + H,LO —— Acido Gliconico + H,0,

S —

2H,0; + 4 Aminoantipirina (4AAP) + Fenol| pop | Quinoneimina + 4 H,0O

Para quantificar a glicose presente nas amostras foi preparada uma
curva de calibracdo utilizando o proprio meio de cultivo contendo
glicose 50 g L' como padrdo de referéncia.

Resultados e Discussao

Durante o cultivo da estirpe selvagem e de mutantes de G.
diazotrophicus em condi¢cbes limitantes de N foi evidenciado o
crescimento e metabolismo de carbono em condi¢cdes de limitacao de
nitrogénio em meio liquido (Figura 1A e B). O comportamento entre o
cultivo da estirpe selvagem e os mutantes avaliados foi realizado em
comparagao com o metabolismo de glicose, acumulo de biomassa e
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capacidade de fixar nitrogénio (N), nas mesmas condi¢cdes
experimentais.

Foi possivel detectar que a estirpe selvagem de G. diazotrophicus
apresentou um metabolismo de glicose mais lento que a maioria dos
mutantes avaliados (Figura 1A). Esta conclusdo pode ser evidenciada
pelos valores obtidos através da quantificacdo da glicose. Foi
observado que mais do que 50% da glicose adicionada ao meio nos
sobrenadantes das culturas avaliadas entre o 3° e 5° dia de iniciado o
cultivo. Os mutantes K416 e 16D10 foram os que apresentaram
valores minimos de glicose nos sobrenadantes dos cultivos
analisados, valores médios entre as trés coletas de 1,0 g L e
2,4 gL, respectivamente. Este fato permite especular que altas
concentracdes de acido glicbnico ou cetoderivados podem estar sendo
acumuladas no meio de cultura. Ao contrario da estirpe selvagem e
outros mutantes, os valores de glicose presentes no sobrenadante do
cultivo do mutante 16G6 sugerem que ele apresentou metabolismo de
glicose continuo ao longo dos intervalos das coletas. Concomitante
com estes dados, também foi observado que a incorporacdo de
biomassa da estirpe selvagem foi diferente a dos mutantes, como
ilustrado pelo acumulo de proteinas entre os intervalos de coleta do
experimento (Figura 1B).
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Figura 1 - Glicose remanescente nos sobrenadantes dos cultivos (A) e acumulo de proteinas
durante cultivo da estirpe selvagem e mutantes de G. diazotrophicus em condigées limitantes de
nitrogénio (B). Coletas 1, 2 e 3 correspondem a intervalos de 24 horas apos o 3° dia de cultivo.

Na figura 2 esta ilustrado o resultado da avaliagéo indireta da atividade
especifica da nitrogenase pela reducdo de acetileno a etileno em
condicdes limitantes de N na estirpe selvagem e nos mutantes. Nao foi
observado atividade de reducao de acetileno a etileno na estirpe
selvagem e no mutante 16G6 nas condigdes experimentais avaliadas.
A incorporagao de biomassa e o metabolismo de glicose na estirpe
selvagem foram menores do que as dos mutantes avaliados nas
condi¢cdes experimentais aplicadas. Este comportamento pode ter sido
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devido a presenga de amdnia no meio (fornecido como dose inicial) e
consequente inibicdo da ativagdo de genes nif ou indicar uma maior
sensibilidade as condicdes de aeracao adotadas durante o cultivo em
meio liquido e agitacdo. Esta ultima hipotese também pode explicar o
comportamento observado no mutante 16G6, considerando que este
mutante apresenta alteracdo no fluxo de elétrons na cadeia
respiratoria que participa da desprotonacdo de NADH', a qual é
considerada como um mecanismo de protegao da nitrogenase contra
oxigénio durante oxidacdo de glicose em nivel de membrana.
Atividades da nitrogenase sé foram detectadas nos cultivos dos
mutantes K416 e 16D10, em nossas condigcdes experimentais. Os
resultados também sugerem que o mutante 16D10, o qual apresenta
alteracdo no gene que codifica uma proteina transmembrana de
funcdo desconhecida, foi mais eficiente para fixar N que o mutante
K416, defectivo em um dos genes codificador de enzima chave da
oxidacao de glicose a acido glicénico.

®

nmoles C,H, mg proteina-!

Amostras

Figura 2 - Atividade da nitrogenase estimada pelo método de redugéo de acetileno durante cultivo
da estirpe selvagem e mutantes de G. diazotrophicus.

Em relacdo a caracterizacdo dos produtos do metabolismo de glicose
por oxidacao incompleta, foi possivel observar padroes diferentes de
acumulo de acido glicbnico e de outro metabdlito entre a estirpe
selvagem e os mutantes avaliados (Figura 3 A e B). Este metabdlito
nao identificado com os padrboes de acido 2 ou 5 ceto-glicénico
utilizados para calibracdo externa do CLAE, apresentou tempo de
retencao de 7, 25 (Tabela 1), semelhante ao TR de um contaminante
presente no sal de acido gliconico utilizado como referéncia
(Gluconato de sodio - SIGMA). O comportamento de migragcdo na
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coluna utilizada e comparagao com os padrdes dos acidos 2 ou 5 ceto-
gliconico (Tabela 1) sugerem que este metabdlito corresponda ao
acido 2,5 diceto-glicbnico. De acordo com relatos na literatura,
geralmente o acido 2,5 diceto-glicbnico apresenta menor tempo de
retencdo em relagcado ao acido 2 ceto-gliconico em condi¢cdes analiticas
semelhantes a que foram aplicadas neste estudo (Choi et al., 1996).

Os mutantes 16D10 e K416 apresentaram acumulo de acido glicbnico
e principalmente do outro metabdlito nos sobrenadantes dos cultivos,
provavelmente o acido 2,5 diceto-glicbnico, que € o intermediario
chave do precursor da sintese de vitamina C (Meyer & Hauer, 1994)
(Figura 3A e 3B).
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Figura 3 - Detecgéo (A) e quantificagdo por CLAE (B) de produtos da oxidagéo de glicose nos
sobrenadantes de cultivos da estirpe selvagem e dos mutantes de G. diazotrophicus em condigbes
limitantes de nitrogénio. Os numeros 1, 2 e 3 correspondem as coletas em intervalos de 24 horas
apos o 3° dia apos de cultivo. Setas indicam pico do acido glicénico e ? corresponde ao pico de
composto presente no gluconato de sddio comercial (SIGMA). Barras azuis correspondem a acido
glicénico e vermelhas a 2,5 diceto?.
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Foi possivel observar que no caso do mutante K416 houve uma
tendéncia de maior acumulo do metabdlito em relacdo ao acido
glicbnico ao longo do tempo. Este fato pode ser explicado pela
alteracao em uma das copias do gene responsavel pelo metabolismo
de (¢licose no espaco periplasmico. Neste caso, para ocorrer o
metabolismo da glicose ela precisa ser transportada e metabolizada
intracelularmente por uma Glicose desidrogenase depedente de NAD
(NAD — GDH) (Luna et al., 2006), resultando nos baixos niveis de
acido glicénico acumulado fora da célula. Além disso, considerando a
presenca de enzimas no periplasma de G. diazotrophicus capaz de
transformar acido gliconico em 2,5 diceto-glicbnico € possivel que o
produto desta enzima tenha sido em grande parte convertido ao nivel
de periplasma celular no cetoderivado e, posteriormente no
dicetoderivado. Em relacdo ao mutante 16D10, verificamos que além
do acido glicénico ter sido acumulado 2x mais que o0 K416 em valores
absolutos de quantidade, o maior valor do metabdlito acumulado s6 foi
observado na amostra apdés o 3° dia de inoculagdo, tendendo a ser
manter estavel entre o0 4° e 5° dia. Por outro lado, a estirpe selvagem e
o mutante 16G6, apresentarammais acumulo do acido glicbnico do
que do metabdlito. No entanto, o mutante 16G6 apresentou maior
acumulo de proteinas do que a estirpe selvagem (Figura 1), sugerindo
que a interrupcdo do fluxo de NADH+ na cadeia respiratoria
associada a membrana pode ter promovido o desvio desta substancia
para outro sistema de restauracido desse cofator e indiretamente
favorecido sua disponibilidade para a NAD — GDH. Esta hipdtese pode
justificar os dados experimentais obtidos, pois apesar do consumo da
glicose ter sido constante, houve maior eficiéncia na atividade de
transformacéo de glicose a acido gliconico e provavelmente entrada
de parte deste acido na via das Pentose Fosfato, e consequentemente
resultando em maior acumulo de biomassa pelo mutante do que pela
estirpe selvagem.

Conclusoes

1. A FBN ocorreu nos cultivos daqueles mutantes que apresentaram
acumulo do metabdlito n&o identificado, denominado “2,5 diceto?”
na figura 1B.

2. O acido 2,5 diceto-glicénico é o produto da oxidacdo do acido 2
ceto-gliconico e precursor do acido 2 ceto-guldnico
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3. O acumulo desse acido nos sobrenadantes de mutantes capazes
de fixar nitrogénio € uma forte evidéncia de que eles podem ser
utilizados para otimizagcdo de processos fermentativos associando
ambos os processos biotecnoldgico para uso industrial, como por
exemplo, para a producao de precursores da vitamina C.
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