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Apresentacao

A preocupacdo crescente da sociedade com a preservagao e a
conservacao ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantacéo de sistemas de producéo agricola
com enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecolégico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia
€ minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programacdo de P&D para o avango de conhecimento e
desenvolvimento de solug¢des tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

O documento 229/2007 discute o potencial de aplicacao
biotecnoldgico da biossintese de &cido gliconico e seus cetos -
derivados que tem aplicagcdo direta na industria farmacéutica,
alimenticia e téxtil. Apresenta informagdes sobre a produgédo desse
compostos pela bactéria Gluconacetobacter oxydans que tem sido
usado com modelo embora apresente algumas limitagcbes quando
explorada em larga escala. Além disso o documento discute o
potencial de uso da bactéria fixadora de nitrogénio e endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus cujo genoma foi sequenciado
recentemente. Espera-se que o conhecimento acumulado permita
identificar genes e fungbes envolvidas no processo de biossintese
de &cidos glucdnicos e ceto-derivados contribuindo assim para o
desenvolvimento de insumos bioldgicos de interesse para as
industrias.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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também atua como mecanismo de protegdo da nitrogenase
contra oxigénio.

6. Consideragoes finais

Diante deste cenario, torna-se importante entender os
mecanismos envolvidos e a influéncia de fatores externos
sobre a regulagédo da expressao das enzimas que atuam neste
processo em diferentes condi¢gdes de cultivo. A caracterizacao
desses mecanismos é essencial para estabelecer estratégias
para modificacbes em uma ou ambas as vias metabdlicas
envolvidas na biossintese desses AOs por G. diazotrophicus,
visando o aumento de sua producao através da construcdo de
mutantes sitio-dirigidos. Como resultado deste estudo espera-
se comprovar que a associacdo da FBN e a producado de AOs
na estirpe selvagem e/ou mutantes selecionados seja uma
vantagem importante para a produgao em larga escala desses
AOs, pois redireciona os protons para a reducido do N-
atmosférico em NH,;*, além de poder contribuir para a
diminuigdo dos custos de producdo. Além disso, a
disponibilidade de dados do genoma e a construgdo de
mutantes de G. diazotrophicus associados a caracterizagao do
genoma funcional permitira identificar genes e fungdes
envolvidas no processo de biossintese de acidos gliconicos e
ceto-derivados, contribuindo para o desenvolvimento de
insumos biolégicos que possam ser adequados para a
producao eficiente desses AOS em larga-escala por industrias
biotecnoldgicas.

7. Referéncias Bibliograficas
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A produgédo de acidos organicos (AOs) por microrganismos,
tais como fungos e bactérias, € um processo de grande
impacto e aplicagédo comercial para a producédo e conservagao
de alimentos, farmacos e que pode ser utilizado em processos
de sintese de diversos produtos biodegradaveis, atendendo a
grande demanda de uso de recursos renovaveis em beneficio
do meio ambiente. Além disso, a geragdo de dados em larga-
escala nas areas de Genbmica e Protedmica tem permitido,
devido a identificacdo de genes e estruturas funcionais de
proteinas, uma revolugao no setor da industria biotecnolégica
para o agronegocio e outros setores da cadeia produtiva.
Apesar deste fato e da redugdo do tempo entre a geragao de
tecnologia e comercializagdo de produto, ainda existem
limitagdes para aplicacdo de processos biotecnolégicos em
escala industrial. Enzimas secretadas, de facil purificacao,
estaveis e funcionais in vitro (em condi¢gbes 6timas de pH,
temperatura, salinidade, etc.) sdo facilmente adotadas durante
os processos industriais. No entanto, ainda sdo necessarios
estudos para a aplicacdo de processos dependentes de
fermentagdo e que requerem microrganismos capazes de
gerar produtos de interesse comercial de forma eficiente para
aplicagdes biotecndlogicas.
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2. 0 potencial de producao de acidos organicos por
bactérias fixadoras de nitrogénio.

Diversas bactérias, principalmente aquelas capazes de fixar
nitrogénio (diazotréficas) em associagcdo com culturas de
interesse econbmico como a cana-de-acucar e outras
gramineas ou leguminosas, s&o capazes de produzir AOs ou
de induzir a extrusao de préotons e AOs, em vida livre ou em
associagdo com plantas (STEPHAN et al., 1991; CHABOT et
al., 1996; CARRILLO et al., 2002). O potencial biotecnolégico
de bactérias da familia Acetobacteriaceae para produgao de
compostos intermediarios durante a oxidacdo incompleta de
varios substratos tem sido explorado por séculos,
principalmente em processos de fermentacéo para a producao
de vinhos, vinagres e outras substancias ou precursores
utilizados amplamente em diversos setores industriais. Dentre
os varios AOs produzidos, a produgdo de acido glicbnico e
seus ceto-derivados é de importancia econdmica devido a sua
aplicacdo nas industrias farmacéuticas (como precursor da
vitamina C, agentes antimicrobianos, etc.), alimenticia (como
agente e precursor de substéncias antioxidantes), industria
téxtii e como precursor de reagente quiral utilizado em
processos de sintese organica (citado por ELFARI et al.,
2005). MAGNUSON & LASURE (2004), citam que apesar da
tecnologia de produgao de acido glicbnico ser realizada pela
fermentagdo de glicose utilizando como agente o fungo
Aspergillus niger é desejavel desenvolver um processo
enzimatico para a produgdo comercial que seja estavel e
economicamente viavel. Em geral, esses processos biologicos
envolvem enzimas ou complexos enzimaticos localizados no
interior ou espacgos periplasmaticos das células e associadas a
membrana celular. Em muitos casos sao necessarios
modificagdes pds-traducionais, interagdes com outras
moléculas e dependéncia de cofatores para realizarem suas
funcbes. Uma alternativa a esta limitacdo é a prospeccao de
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a produgéo de acido gliconico do que G. diazotrophicus. Ao
contrario de G. oxydans, estudos in vitro sugeriram que em G.
diazotrophicus a glicose desidrogenase dependente de piridina
apresenta uma caracteristica marcante, pois é estritamente
dependente de NAD e sua atividade representou apenas 10 —
17% da atividade da PQQ-glicose desidrogenase. No entanto,
estes autores ndo consideraram a capacidade desta bactéria
fixar nitrogénio como uma caracteristica importante a ser
explorada, tendo sido estes dados obtidos na presenca de 20
mM de sulfato de amodnia. O cultivo de G. diazotrophicus em
condigdes de FBN revelou que a produgéo de acido gliconico
e seus ceto-derivados €& acompanhada pelo aumento do
consumo de O3 sugerindo que esse processo oxidativo
funciona como mecanismo de protecdo contra efeitos
deletérios do oxigénio sobre a formagdo do complexo da
nitrogenase ou inativagao de seu sitio ativo (STEPHAN et al.,
1991). A enzima responsavel pela transformagao de glicose a
acido glicbnico em G. diazotrophicus €é uma glicose
desidrogenase ligada a um cofator de pirroloquinolina quinona
(PQQ-GDH) do tipo Il (GALAR & BOIARDI, 1995). Estudos
realizados em cultivo de G. diazotrophicus, sob diferentes
concentragcbes de oxigénio, revelaram que a PQQ-GDH
apresentou aumento de sua atividade em condigbes de FBN
concomitante com aumento no consumo de O, e também dos
niveis de expressao das enzimas que participam do sistema
de transporte de elétrons, principalmente da citocromo-oxidase
tipo ba, associadas a membrana deste microrganismo
(GALAR & BOIARDI, 1995; FLORES-ENCARNACION et al.,
1999). Estes dados reforcam a hipdtese, postulada por
TEIXEIRA (1997), de que em G. diazotrophicus além da PQQ-
GDH funcionar como componente de um sistema auxiliar para
geragao de energia, a reagao de oxidagao e transporte de
elétrons ao nivel de membrana durante a biossintese de AOS
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Figura 1 - Esquema das vias metabdlicas envolvidas na biossintese de acido glicnico e
ceto-derivados por G. oxydans (Elfari et al., 20095).

Legenda: 2-KGA = acido 2 cetoglicbnico; 5-KGA = acido 5 cetoglicénico; GADH = gliconato
desidrogenase; GDH = Glicose desidrogenase; GNO= Gliconate 5-oxidoreductase; PQQ =
pirroquinolina quinona; FAD = Flavina adenina dinucleotideo; NADP+= Nicotinamida
adenina dinucleoticeo fosfato oxidado; NADPH= Nicotinamida adenina dinucleoticeo fosfato
reduzida

5.FBN e a biossintese de acidos gliconico e ceto-
derivados em Gluconacetobacter diazotrophicus.

genes e fungbes em microrganismos cultivaveis que sejam
tolerantes ou adaptaveis as condi¢gdes extremas de cultivo,
como  Gluconobacter oxydans e  Gluconacetobacter
diazotrophicus. Ao contrario de G. oxydans, G. diazotrophicus
apresenta como caracteristica peculiar uma correlacao direta
entre sua capacidade de oxidar glicose a AOs e fixar
nitrogénio atmosférico, inclusive em condi¢des extremas de
pH, oxigénio e elevada pressdo osmatica. Alguns genes e
proteinas responsaveis por este processo ja foram
identificados em G. diazotrophicus, gracas a dados de
anotagdo do genoma desta bactéria diazotréfica endofitica,
através da Rede RIOGENE e a disponibilizacédo do genoma de
G. oxidans.

3. Metabolismo de glicose e biossintese de acidos
organicos

A producdo de AOs tais como acido glicbnico e ceto-
derivados, do tipo acido 2-cetoglicénico (2KGA) ou 5-
cetogliconico (5KGA) e 2,5 di-cetogliconico (2,5KGA) foi
descrita também em G. diazotrophicus, bactéria fixadora de
nitrogénio isolada a partir de cana-de-agucar (STEPHAN et al.,
1991). A identificagdo desses produtos da oxidagéo direta da
glicose por G. diazotrophicus ocorreu quase simultaneamente
a publicacdo de estudos comparativos da eficiéncia de
producdo do acido gliconico por G. oxydans e G.
diazotrophicus realizado por ATTWOOQOD et al. (1991). Estes
autores observaram que em condi¢cdes nao controladas de pH
G. oxydans € mais susceptivel a acidificagdo do meio durante
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Nos ultimos 15 anos, a geragdo de dados gendmicos em
larga-escala associados aos avangos na area de
bioinformatica e ao desenvolvimento de técnicas de
quantificagcdo da expressdo génica e de caracterizagao
estrutural e funcional de proteinas tem revolucionado o setor
da industria biotecnolégica. A identificagdo de novos genes e a
caracterizagcao de suas fungdes vem sendo realizada com
maior eficacia e precisdo, reduzindo o tempo entre a
concepgao de novas tecnologias, geragao do produto e sua
comercializacao.

Bactérias da familia Acetobacteriaceae sao capazes de
realizar metabolismo incompleto de uma variedade de
carboidratos, alcoois e principalmente agucares entre outros
compostos (DE LEY et al., 1984). Bactérias deste grupo
podem oxidar, por exemplo, quase toda glicose fornecida
como fonte de carbono em acido glicbnico e ceto-derivados
através de um processo oxidativo (ASAI, 1968; SHINAGAWA
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et al., 1984, 1999). Em geral o processo de oxidagdo da
glicose pode ocorrer por duas vias metabdlicas diferentes,
inclusive em relagdo a localizagdo desses processos (OLIJVE
& KOK, 1979; AMEYAMA & ADACHI, 1982ab). A via
intracelular depende da fosforilagdo da glicose e seu
transporte para o citosol, onde estdo localizadas enzimas da
via da pentose fosfato responsaveis pela oxidagcdo e
biossintese de precursores para participagdo em outras vias
metabdlicas ou posterior dissimilagdo dos subprodutos
(metabdlitos secundarios) para o meio. A outra via
responsavel pela oxidagcdo rapida da glicose em acido
glicbnico e seus derivados € caracterizada por um processo
denominado oxidacdo direta (descrito inicialmente como
fermentagao oxidativa), realizada por um conjunto de enzimas
associadas a membrana celular. Este processo oxidativo é
altamente

influenciado pelo pH e oxigénio dissolvido no meio de cultivo,
0s quais em condicbes adequadas podem resultar na
producao desses acidos assim como de precursores de vias
metabdlicas para a biossintese de diversos tipos de polimeros
(OOSTERHUIS et al.,, 1985, HWANG et al., 1999;
SILBERBACH et al., 2003).

4. Gluconacetobacter oxidans como modelo para
biossintese de acidos gliconico e ceto-derivados.

Ao contrario de bactérias do género Acetobacter, a oxidagao
incompleta de uma variedade de agucares principalmente a D-
glicose é mais pronunciada em G. oxydans, sendo este
microrganismo um dos mais importantes para produgao de
acido gliconico e seus ceto-derivados (GUPTA et al., 2001;
DEPPENMEIER et al., 2002). A figura 1 apresenta um
esquema das rotas metabdlicas envolvidas diretamente no
metabolismo da glicose para a sintese de acidos glicénicos e
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ceto-derivados. A aplicagcdo de G. oxydans em larga-escala,
no entanto, ainda ¢é limitada a produgcédo de vinhos,
principalmente devido a exigéncia de varias vitaminas e
aminoacidos para o crescimento 6timo e principalmente devido
a rapida acidificagdo do meio, observada na fase inicial de seu
crescimento. Durante décadas varios estudos visaram
esclarecer a fisiologia e regulagédo do mecanismo de produgéo
desses AOs em diferentes estirpes de G. oxydans.
SILBERBACH et al. (2003) desenvolveram um método de
cultivo para aumentar a eficiéncia da producdo de 2,5 di-
cetogliconico, baseado em dados obtidos sobre a influéncia do
pH na atividade 6tima das enzimas envolvidas na biossintese
desse composto. Porém, estes autores ndo excluem que, em
resposta a alteracdo de fatores externos, a regulagdo da
expressdo desses genes pode ocorrer influenciando a
atividade enzimatica e consequentemente ser responsavel
pela variagao na taxa de oxidagdo da glicose a acido gliconico
e produgdo da sua forma mais oxidada, o acido 2,5 di-
cetogliconico. Outros pesquisadores tém focado seus estudos
na producéo eficiente dos acidos 2-cetoglicbnico, intermediario
da biossintese do 2,5 di-cetoglicobnico, ou do &acido 5-
cetogliconico utilizando como ferramentas a clonagem e
mutagénese direcionada (GUPTA et al., 1999; MATSUSHITA
et al., 2003; SALUSJARVI et al., 2004).
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