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RESUMO

Estudos com a finalidade de produzir bioplasticos, como polihidroxialcanoatos (PHA), tém
crescido nas ultimas décadas por ser uma alternativa sustentavel para a producdo de plasticos
biodegradaveis e, portanto, uma alternativa ambientalmente viavel para a substituicdo dos
processos petroquimicos utilizados massivamente nos dias de hoje. Herbaspirillum seropedicae
tem um grande potencial biotecnoldgico quanto a producdo de PHA, sendo que essa capacidade
ja foi reportada sobdiferentes condi¢des de cultivo. O objetivo principal do presente estudo foi
avaliar a producdo de PHB na estirpe parental H. seropedicae SmR1 e no seu mutante ntrC,
defectivo na expresséo de NtrC, um importante regulador do metabolismo de nitrogénio em
diversas bactérias. A estratégia desenhada nos permitiu avaliar a producdo em alta e baixa
relacdo carbono/nitrogénio (C/N) utilizando NH4CI como fonte de nitrogénio e monossacarideos
ou acidos carboxilicos como fontes de carbono. Entre os &cidos carboxilicos avaliados, o citrato
se mostrou 0 mais promissor, ja que a producao de polihidroxibutirato atingida foi de 47,1% de
PHB/psc para H. seropedicae SmR1 e 76% de PHB/psc para o mutante ntrC. Entre oS
monossacarideos testados, a D-frutose se destacou como a melhor fonte de carbono deste grupo,
atingindo producdes de 30,5% e 65,8% de PHB para SmR1 e o mutante ntrC, respectivamente.
Interessantemente, a fonte de carbono em que H. seropedicae teve o melhor desempenho quanto
a producdo de PHB foi o glicerol. As producgdes de PHB atingidas foram de 74,4% e 78% para
H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC, respectivamente. De modo geral, observou-se que
independente da fonte de carbono utilizada, as maiores producdes de PHB foram obtidas quando
as concentraces de amonio no meio eram menores que 5SmM/L, o que indica que altas relagdes
C/N favorecem a sintese de PHB em H. seropedicae. O mutante ntrC demonstrou em todas as
condicdes avaliadas produzir entre 20 a 100% mais PHB do que a estirpe parental SmR1. A
complementacdo do mutante ntrC com uma copia integra do gene ntrC de H. seropedicae SmR1
reverteu sua maior producdo de PHB, retornando aos niveis da estirpe SmR1. Este resultado
indica que a proteina NtrC esta regulando o processo de sintese de PHB em H. seropedicae. As
principais conclusdes deste trabalho sdo: (i) a producdo de PHB depende da natureza da fonte de
carbono e provavelmente da sua via de metabolizacdo e da producdo de metabdlitos como
acetil-CoA e equivalentes reduzidos(NADPH e NADH); (ii), o mutante ntrC em todas as
condicdes testadas apresentou maior producao de PHB, indicando que a auséncia de NtrC pode

afetar o balango metabolico em H. seropedicae favorecendo a producdo de PHA.

Palavras  chaves:  Herbaspirillum  seropedicae, Pohidroxibutirato  (PHB), razdo
carbono/nitrogénio, sistema NTR, ntrC.
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ABSTRACT

Studies aiming to produce bioplastics such as polyhydroxyalkanoates (PHA) has grown in recent
decades to be a sustainable alternative for production of biodegradable plastics is therefore an
environmentally feasible alternative to the substitution of petrochemical processes use in
massively days today. Herbaspirillum seropedicae has great biotechnological potential for the
production of PHA, and this ability has been reported under different culture conditions. The
main objective of this study was to evaluate the production of PHB in the parental strain H.
seropedicae SmR1 and its ntrC mutant, defective in the expression of NtrC, an important
regulator of nitrogen metabolism in various bacteria. The strategy allowed us to evaluate the
production in high and low carbon/nitrogen (C/N) using NH4CIl as a nitrogen source and
monosaccharides or carboxylic acids as carbon sources compared. Among the tested
monosaccharides, D-fructose emerged as the best source of carbon this group, reaching yields of
30.5% and 65.8% PHB for SMR1 and ntrC, respectively. Interestingly, the carbon source that
seropedicae H. had the best performance as PHB production was glycerol. The PHB production
was achieved of 74.4% and 78% for H. seropedicae SMR1 and mutant ntrC, respectively. In
general, it was observed that independent of the carbon source used, the highest production of
PHB were obtained when the concentration of ammonia in the medium were lower than 5mM /
L, indicating that high C/N ratios favoring the synthesis of PHB H. seropedicae. The ntrC mutant
demonstrated in all conditions evaluated to produce between 20 and 100% higher than PHB
SMR1 parental strain. The complementation of mutant ntrC integrates with a copy of the ntrC
gene of H. seropedicae SmR1 reversed its largest production of PHB, returning to levels of strain
SmR1. The complementation of mutant ntrC integrates with the copy of the ntrC gene of H.
seropedicae SmR1 reversed its largest production of PHB, returning to levels of strain SmR1.
This result indicates that indeed the NtrC protein is regulating the process of synthesis of PHB in
H. seropedicae. The main conclusions are: (i) the production of PHB depends on the nature of
the carbon source and probably its route of metabolism and the production of metabolites such as
acetyl-CoA and reduced equivalnetes (NADPH and NADH); (ii) the ntrC mutant under all
conditions tested showed higher production of PHB, indicating that the absence of NtrC can

affect the metabolic balance in H. seropedicae favoring the production of PHA.

Key words: Herbaspirillum seropedicae, Pohidroxibutirato (PHB), carbon/nitrogen ratio, NTR

system, ntrC.

X
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1 INTRODUCAO

Os plasticos sdo amplamente utilizados na obtencdo de diversos produtos industriais,
desde pecas automotivas até insumos medicos. Os plasticos mais comuns sdo aqueles derivados
da inddstria petroquimica, como os polietilenos, polivinilicos e poliestirenos. Todos podem ser
facilmente moldados em estruturas de diversas formas e tamanhos, incluindo fibras e filmes
finos. A ampla utilizacdo de materiais plasticos deve-se ao baixo custo de producdo, e sua
extraordinaria resisténcia quimica e térmica. Porém, estas propriedades fazem com que 0s
materiais plasticos tornem-se um problema ambiental, ja que na ampla maioria das vezes sao
materiais recalcitrantes e de dificil degradacéo por microrganismos do ambiente (REDDY ET al.,
2003). Estima-se que mais de 100 milhdes de toneladas de plasticos petroquimicos sdo
produzidos a cada ano, sendo que 0 consumo per capita nos Estados Unidos da Ameérica é de 80
kg, nos paises da Europa 60 kg e 2 kg na india (KALIA, RAIZADA & SONAKYA et al., 2000).
Dos 75 bilhdes de quilos de plésticos produzidos a cada ano 40% é descartado em aterros e
centenas de milhares de toneladas de plasticos sdo descartadas em ambientes marinhos a cada
ano e se acumulam em regides oceanicas. Uma opc¢do para a reducdo de residuos plasticos é a
incineracdo, entretanto este processo é caro e perigoso, visto que, produtos quimicos nocivos,
como cloreto de hidrogénio e cianeto de hidrogénio sdo liberados durante esse processo de
incineracdo (JOHNSTONE, 1990; ATLAS, 1993). Considerando que o tempo para
decomposicdo de polimeros sintéticos varia de 50 a 500 anos é interessante buscar novas
alternativas na tecnologia de obtencdo de biopolimeros com menor tempo de degradacéo.

Uma alternativa ao método de producdo atual baseia-se na producdo de materiais
plasticos através de matrizes bioldgicas, como microrganismos e plantas. Estes materiais sdo
denominados de bioplasticos (REHM, 2010). As vantagens na producdo e utilizacdo de
bioplasticos residem em dois principais fatores: (i) menor tempo de degradacdo dos materiais no
solo, entre 6 a 12 meses (BOHMERT et al, 2002) e, (ii) producéo a partir de insumos renovaveis
(KESHAVARZ & ROY ., 2010). Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo os bioplasticos com grande
potencial para substituir os plasticos convencionais da industria petroguimica, ja& que sdo
produzidos a partir de insumos renovaveis como carboidratos e 6leos vegetais e, séo rapidamente
degradados no solo em comparacdo a plasticos convencionais. Estes polimeros sdo produzidos
por microrganismos, especialmente bactérias, como uma forma de estoque de carbono e de
potencial redutor para a célula (MADISON & HUISMAN, 1999). Os PHA sdo estocados
intracelularmente na forma de granulos e podem representar uma fragdo importante do peso seco
da cultura (até 60% em alguns casos). O PHA mais comum, produzido por procariotos € o
polihidroxibutirato (PHB) (UCHINO et al., 2007), que € um poliéster formado pela esterificacdo

de varios mondmeros de acido 3-hidroxibutirico, um termoplastico, que mantém suas
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propriedades estruturais até mesmo em altas temperaturas (ao redor de 170°C), sendo esta uma
caracteristica atrativa e muito similar aos plasticos derivados da industria petroquimica, tal como
o polipropileno que é largamente utilizado (REDDY et al., 2003).

A producdo de PHA tem sido incentivada nos Estados Unidos, Japdo e Europa, j& que
passa a ser uma alternativa viavel para a producdo de plasticos biodegradaveis. Em 1990, foi
lancado na Alemanha uma linha de producéo industrial de garrafas biodegradaveis de shampoo,
usando um polimero resultado da mistura de PHB e PHV (poli-3-hidroxivalerato) produzido por
P. oleovorans. Embora o custo de producdo de PHA ainda seja menos vantajoso em comparacao
ao processo quimico de obtencdo de plasticos, hoje se incentiva estudos de PHA, com
propriedades diferentes, produzido a partir de uma Unica fonte de carbono de baixo custo
(ANDERSON & DAWES, 1990). Uma possivel estratégia para diminuicdo do custo de producéo
é utilizar insumos de baixo custo como residuos agroindustrias e/ou modificar geneticamente o0s
microrganismos produtores de PHB para torna-los mais eficientes. Para elaborar uma estratégia
eficiente para a producdo é necessario compreender como ocorre a biossintese de PHB na
bactéria e como este processo é regulado.

Algumas bactérias sdo capazes de acumular PHA como estoque de carbono e de energia,
resultante do excesso da metabolizacdo de fontes de carbono e limitagdo de outros nutrientes,
tais como nitrogénio, fosfato, ferro, enxofre, potassio, magnésio ou oxigénio. Quando o
fornecimento do nutriente limitante € restaurado, o PHA pode ser despolimerizado e
subsequentemente metabolizado para gerar energia (SCHLEGEL et al, 1961; MERRICK E
DOUDOROFF, 1964; FOSTER et al, 1994).

Atualmente, no Nucleo de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio da UFPR encontram-se em
andamento projetos que visam caracterizar a regulacdo dos genes envolvidos na biossintese e na
degradacdo de PHB em H. seropedicae SmR1, bem como a caracterizacdo funcional de proteinas
estruturais e de enzimas associadas aos granulos de PHB. Porém, ainda ndo havia sido executado
um estudo com objetivo de avaliar o potencial de producdo de PHB por H. seropedicae em
diferentes fontes de carbono. Um processo eficiente para a obtencdo de PHB bacteriano deve ser
0 menos custoso possivel, portanto o processo deve utilizar como fontes de carbono substratos de
baixo custo.

Sendo assim, a proposta deste trabalho de mestrado foi avaliar a producéo de PHB por H.
seropedicae SmR1 em diferentes fontes de carbono, tais como monossacarideos, acidos
organicos e glicerol e em diferentes relagdes C/N (carbono/nitrogénio). Além disso, também se
avaliou a capacidade produtiva da estirpe mutante no gene ntrC que apresentou maior produgéo

de PHB em resultados preliminares.
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2. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Herbaspirillum seropedicae, ¢ uma bactéria fixadora de nitrogénio endofitica gram-
negativa, da classe [-Proteobacteria, capaz de colonizar raizes, caules e folhas de plantas de
interesse econdmico (BALDANI et al., 1992; OLIVARES et al., 1996; JAMES & OLIVARES,
1998; MAGALHAES CRUZ et al., 2001). Estudos indicam que Herbaspirillum seropedicae
pode contribuir para o crescimento vegetal de diversos cultivares. Inoculacdo de arroz com H.
seropedicae promoveu um aumento no conteudo de nitrogénio em grdos e no aumento do
crescimento da raiz (BALDANI et al., 2000; RONCATO-MACCARI et al., 2003). Em plantas
de cana-de-agUcar micropropagadas, inoculacdo com H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
induziram um aumento no total de matéria seca quando comparado a plantas ndo inoculadas e
um maior aumento quando comparado a outros diazotrofos. A biomassa e o conteldo de
nitrogénio foliar também foram maior em plantas de cana-de-aglcar micropropagadas inoculadas
com Herbaspirillum sp. e Gluconoacetobacter diazotrophicus com ou sem adubacdo com
nitrogénio quando comparadas a plantas adubadas, mas sem inoculacdo (OLIVEIRA et al.,
2002).

Entre as espécies de Herbaspirillum descritas, a genética da fixacdo bioldgica de
nitrogénio é mais bem estudada em H. seropedicae. Varios genes envolvidos na fixacdo de
nitrogénio e no metabolismo global de nitrogénio deste organismo foram identificados e
caracterizados. Uma grande vantagem dos estudos moleculares de H. seropedicae foi alcancada
com o sequenciamento gendmico desta bactéria, permitindo a caracterizacdo de um grande

numero de genes e das proteinas por eles codificadas.

A bactéria H. seropedicae também mostra um grande potencial biotecnolégico quanto a
producdo de PHB. Essa capacidade ja foi reportada sob diversas condi¢cBes de crescimento.
Resultados anteriores mostraram que H. seropedicae Z69 produziu PHB a 36% do peso seco da
cultura com glucose a 50 mmol/L como fonte de carbono e (NH,4).SO4 a 20 mmol/L como fonte
de nitrogénio. Também foi observado que adicionando acido nonandico a cultura, a bactéria foi
capaz de produzir um copolimero de PHB com PHV (polihidroxivalerato; acido valérico contém
5 carbonos) em uma proporcdo de 2:1 (CATALAN et al., 2007). Devido a vantagens fisico-
quimicas como a facilidade para o processamento industrial, a produgdo do copolimero é

vantajosa frente ao homopolimero (PHB).
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2.1 Via de biossintese de PHB em bactérias

Muitas bactérias biossintetizam PHB a partir de acetil-CoA através de uma via de trés
passos apresentadas na figura 1 como: 1) condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA
formando acetoacetil-CoA através da acdo de uma tiolase (PhbA); 2) reducéo de acetoacetil-CoA
a R-(-)-3-hidroxi-butiril-CoA pela enzima acetoacetil-CoA redutase NADPH dependente (PhbB)
e 3) polimerizacdo de R-(-)-3-hidroxi-butiril-CoA pela enzima PHB sintase (PhbC)
(STEINBUCHEL, 2001). Portanto, a biossintese de PHB é um processo regulado tanto pela
disponibilidade de acetil-CoA quanto pela disponibilidade de equivalentes reduzidos na forma de
NADPH.

Via de sintese de PHB

Figura 1. Sintese de Polihidroxibutirato

o
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(MADISON E DAWES, 1990)

O polihidréxibutirato € um componente formado sob determinadas circunstancias como
uma resposta a condi¢Bes sub-6timas para o crescimento, multiplicagdo, abastecimento, ou outras
condi¢bes desequilibrada de nutrientes ou desvios de niveis Otimos de fatores fisioldgicos
(BABEL, ACKERMANN, BREUER, 2001), na maioria dos casos, eles sdo produzidos e
acumulados em condicOes de estresse, por limitacdo de compostos como nitrogénio, fosforo,
oxigénio ou carbono e também em condi¢fes de excesso de nutrientes (DAWES, 1990; SHANG,
JIANG E CHANG, 2003), mas quando o fornecimento do nutriente limitante é restaurado, o
PHA pode ser despolimerizado e subsequentemente metabolizado como fonte de carbono e
energia (FOSTER et al, 1994; MERRICK E DOUDOROFF, 1964).
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2.2 Efeito da fonte de carbono na biossintese de PHB

A sintese de PHB € diretamente acoplada ao funcionamento do metabolismo central de
carbono na bactéria, ja que altos niveis de acetil-CoA podem levar ao aumento da producdo de
PHB. Além disso, o controle da taxa respiratoria e do balango NADP*/NADPH s&o igualmente
importantes para regular a sintese de PHB, sendo que NADPH ¢ essencial para a conversdo de
acetoacetil-CoA para 3-hidroxibutiril-CoA. Portanto, a fonte de carbono a ser metabolizada pela
bactéria tem um papel preponderante na geracao de fluxos metabdlicos que possam favorecer a
biossintese deste polimero.

Vaérios trabalhos na literatura reportam a producdo de PHB a partir de mono e
dissacarideos, entre estes os mais utilizados sdo: glucose, frutose, galactose, xilose, sacarose e
lactose. Acidos graxos e 6leos vegetais também tém sido utilizados para producdo de PHB além
de outros polimeros de cadeia média tais como PHH (polihidroxihexanoato) e PHO
(polihidroxioctanoato) (LU et al., 2010)

Em H. seropedicae SmR1 a via glicolitica é interrompida ja que ndo ha fosfofutoquinase-
1 (PFK-1) no seu genoma. Portanto, acredita-se que a metabolizacdo de glucose, frutose,
galactose e manose ocorra através das vias Entner-Doudoroff e das pentoses fosfato. Através da
via Entner-Doudoroff, 1 mol de D-glucose-6-fosfato é convertido a 1 mol de D-glucono-1,5-
lactona-6-fosfato, como subproduto da reacdo é gerado 1 mol de NADPH (PEEKHAUS &
CONWAY, 1998). Portanto, a metabolizacdo de monossacarideos através da via Entner-
Doudoroff pode contribuir para a biossintese de PHB gerando o cofator necessario para a
conversao de acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA. Os produtos finais da via Entner-
Doudoroff para cada mol de D-glucose metabolizado sdo: 1 mol de D-gliceraldeido-3-fosfato e 1
mol de piruvato. O D-gliceraldeido-3-fosfato participa da via de pagamento da glicélise, levando
a formacdo de acetil-CoA pela atividade da piruvato desidrogenase. Com isto o substrato inicial
da via de biossintese de PHB € produzido. Entretanto, para que uma parte do acetil-CoA
produzido seja destinado a sintese de PHB faz-se necessario que a entrada deste metabolito no
ciclo do acido citrico seja diminuida.

Resultados obtidos no nosso laboratorio com a estripe SmR1 de H. seropedicae
mostraram que a bactéria é capaz de produzir até 25% de PHB do peso seco da cultura, quando
cultivada com malato e uma analise da composi¢cdo do polimero por cromatografia gasosa
mostrou que este é formado exclusivamente por acido 3-hidroxibutirico (KADOWAKI et al.,
2011). Entretanto, antes da realizacdo deste trabalho nédo se tinha dados sobre o desempenho no
acumulo de PHB desta estirpe frente a outras fontes de carbono.
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Figura 2. Electromicrografia de transmissédo de H. seropedice SmR1

(KADOWAKI, 2012)

Uma via alternativa a Entner-Doudoroff é a via das Pentoses Fosfato. Neste caso, o
intermediario 6-fosfogluconato é convertido através de uma descarboxilacdo oxidativa a
ribulose-5-fosfato (PEEKHAUS & CONWAY, 1998). Essa reacdo é catalisada pela 6-
fosfogluconato desidrogenase e gera como subproduto 1 mol de NAPDH por cada mol de 6-
fosfogluconato metabolizado. Portanto, a via das pentoses fosfato pode ser ainda mais vantajosa
para producdo de PHB pela geracdo de NADPH, ja que 2 mols de NADPH sdo gerados por mol
de glucose metabolizado (TYO et al., 2010).

Duas enzimas do ciclo do &cido citrico sdo normalmente reguladas: (i) citrato sintase,
enzima que condensa acetil-CoA a oxaloacetato, produzindo citrato e CoA-SH e, (ii) isocitrato
desidrogenase, enzima que converte isocitrato a alfa-cetoglutarato produzindo 1 molécula de
NADPH. Estas duas enzimas podem ter suas atividades controladas de acordo com o nivel de
alguns metabdlitos. A citrato sintase é severamente inibida por altas concentracdes de NADH,
entretanto este efeito pode ser revertido com o aumento de AMP. Ja a isocitrato desidrogenase é
inibida por NADPH, NADH e ATP. Portanto, em condi¢cGes em que ha a producdo de altos
niveis de equivelentes reduzidos (NADH e NADPH) e a taxa respiratoria ndo € suficiente para
consumi-los, a atividade do ciclo do &cido citrico tende a ser menor. Com menor fluxo de entrada
de acetil-CoA no ciclo do &cido citrico e grande disponibilidade de equivalentes reduzidos, a
biossintese de PHB pode ocorrer. Sendo assim, entende-se que a biossintese de PHB é um
processo que colabora tanto para a bactéria obter reservas de carbono, como também para
controlar os niveis de NAD(P)H/NAD(P)" em condi¢bes onde nio haja intensa respiracio
celular, como por exemplo em condi¢Ges microaerdfilas durante a fixacéo de No.

A producgdo de PHB utilizando intermediarios do ciclo do &cido citrico j& foi relatada
anteriormente. Por exemplo, em Rhizobium sp. strain CC 1192 foi mostrado que a bactéria

assimila [**C]malato e transfere o esqueleto carbdnico do malato para a formagdo de PHB
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(CHOHAN & COPELAND, 1998). Em Azospirillum brasilense Sp7, também foi observada a
producdo de PHB quando esta bactéria foi cultivada em meio minimo contendo como Unica fonte
de carbono o malato (SUN et al., 2000). Além do acido maélico, o acido citrico, succinico e
alfacetoglutérico j& foram utilizados como fonte de carbono para a producdo de PHB (SONG et
al., 2011). No caso de H. seropedicae estirpes Z67, Z68 e Z78 foi observada a produgao de PHB
quando o 4&c. succinico foi utilizado como Unica fonte de carbono no meio de cultivo
(CATALAN et al., 2007). Entretanto os autores reportaram apenas a presenca de PHB nas
bactérias que foram cultivadas com &c. succinico e ndo realizaram a sua quantifica¢éo, tampouco
o perfil de producdo. Resultados obtidos no nosso laboratério com H. seropedicae estirpe SmR1
mostraram que a bactéria produz cerca de 18% de PHB por peso seco da cultura (PHB/psc) com
37 mM de acido malico e 20 mM de NH,4CI no meio de cultivo. A quantidade maxima de PHB
atingida aumenta para 25% de PHB/psc se a concentracdo de NH,4CI é diminuida para 5 mM,
mostrando que além do tipo e da concentracdo da fonte de carbono a relagdo de carbono e

nitrogénio no meio interferem na producao de PHB (SUN et al., 2002).

2.3 Efeito da concentracdo de nitrogénio na biossintese de PHB

A limitacdo em nitrogénio no meio de cultivo normalmente é utilizada como um indutor
da producdo de PHB em bactérias (MADISON & HUISMAN, 1999). Porém, as bases para tal
efeito ainda ndo foram totalmente elucidadas. Uma hip6tese recorrente na literatura é que em
baixos niveis de nitrogénio haveria um maior fluxo de carbono a ser convertido em acetil-CoA,
portanto maior disponibilidade de intermediario para se iniciar a biossintese de PHB (MADISON
& HUISMAN, 1999). Com o intuito de verificar o efeito dos genes do sistema NTR na producéo
de PHB, a producéo do polimero foi avaliada em varios mutantes deste sistema em Azospirillum
brasilense (SUN et al., 2000; SUN et al., 2002).

O sistema NTR regula o metabolismo de nitrogénio em resposta a fonte predominante de
nitrogénio e a necessidade da célula. O amonio (NH4") é a fonte preferida de nitrogénio para a
maioria das bactérias. Quando o amonio esta disponivel no ambiente, esses organismos
normalmente captam este ion através de um sistema de transporte especifico, inibindo e/ou
reprimindo vias para a utilizacdo de diferentes fontes de nitrogénio (MERRICK & EDWARDS,
1995). Em H. seropedicae, assim como varias outras proteobactérias, o sistema NTR é composto
pela enzima uridililtransferase (GInD) (codificada pelo gene gInD), as proteinas transdutoras de
sinal da familia PIl, GInB e GInK (codificadas pelos genes gInB e gInK, respectivamente), a
permease de amodnia AmtB (codificada pelo gene amtB), a glutamina sintetase (GS) (codificada
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pelo gene gInA), a adenililtransferase (GInE) (codificada pelo gene gInE), e o sistema de dois
componentes NtrB-NtrC (codificado pelos genes ntrB e ntrC, respectivamente).

As proteinas GInB e GInK sdo modificadas covalentemente pela enzima bifuncional
GInD que apresenta as atividades de UMP transferase e de remogdo de UMP. A atividade de
GInD é regulada pelos niveis de glutamina, tornando-a um sensor intracelular dos niveis de
nitrogénio. Normalmente, quando ha baixa disponibilidade de nitrogénio na cultura, também ha
baixa concentracdo de glutamina intracelular, o que ativa GInD no sentido da uridililacdo de PII.
J& quando a concentracdo intracelular de glutamina é elevada, ou seja, quando ha grande
quandidade de nitrogénio disponivel no meio de cultura, isto favorece a remocdo de UMP da
proteina Pl pela GInD. Dependendo do estado de uridililacdo, as proteinas PIl podem interagir
com o transportador de amonio de alta afinidade (AmtB), com GInE o regulador da atividade da
glutamina-sintetase (GS) e com a quinase sensora NtrB, responsavel pela fosforilacdo e ativacao
do fator de transcrigdo NtrC. Estas interagGes resultam no controle da assimilagdo de nitrogénio
ao nivel de absor¢do de substrato (JAVELLE, EMMANUELE & MERRICK, 2005), na
assimilacdo de amonio (pela regulacdo da atividade da GS) (ARCONDEGUY et al., 2001) e na
expressao de genes envolvidos com o metabolismo nitrogenado (ativacdo do fator de transcricdo
NtrC) (PIOSZAK et al., 2000) . As interacbes de PIl com seus receptores também sdo afetadas
por 2-oxoglutarato, de tal modo que os niveis elevados deste sinal de carbono sdo antagonistas a
glutamina, o sinal intracelular de nitrogénio (NINFA & JIANG, 2005; JIANG et al., 1998).

O sistema Ntr de H. seropedicae SmR1 tem sido extensivamente estudado pelo grupo de
Fixacdo Biologica de Nitrogénio do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFPR, através de manipulacdo génica e estudos dos fendtipos das estirpes mutantes
(CHUBATSU et al., 2012). Varios dos fenétipos estudados estdo relacionados com a assimilacao
e/ou fixacdo de nitrogénio, portanto até o momento ndo foi investigado se os mutantes de H.
seropedicae no sistema Ntr apresentam fenétipos quanto ao metabolismo de carbono.

Uma alta concentracdo de NH,;" (20 mmol/L) praticamente eliminou a biossintese de
PHB em H. seropedicae Z69. No final da fase exponencial de crescimento, quando a
concentragio de NH;" diminui para cerca de 5 mmol/L, ocorreu um aumento da producdo de
PHB (CATALAN et al., 2007). Esta é uma caracteristica frequentemente observada na producéo
de PHA por bactérias, porém a razéo do efeito da disponibilidade de nitrogénio fixado ainda nao
é clara. Sun et al. (2000) mostraram que mutantes dos genes ntrB e ntrC em Azospirillum
brasilense Sp7 produziram PHB mesmo na presenca de concentragdes relativamente altas de
amonio (10 mmol/L), o que ndo ocorreu com a estirpe selvagem. Os genes ntrB e ntrC codificam
para uma histidina quinase e para um regulador transcricional, respectivamente (MERRICK &
EDWARDS, 1995).
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O sistema NtrB-NtrC é um sistema de dois componentes que tem como funcdo o
sensoriamento dos niveis de nitrogénio na célula. Em baixos niveis de nitrogénio, NtrB catalisa a
fosforilacdo de NtrC e consequentemente sua ativacdo. NtrC fosforilada é responsavel por ativar
a transcricdo de varios genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio em bactérias. No entanto,
até o momento nenhum gene que esteja envolvido na biossintese de PHB foi relacionado com o
sistema NtrB-NtrC. Os resultados de Sun et al. (2000) sugerem que o sistema NtrB-NtrC esteja
diretamente ligado com a producdo de PHB em A. brasilense Sp7, também observaram que 0s
mutantes gInB e gInZ (codificam para proteinas da familia PIl) de A. brasilense Sp7 n&o
produziram PHB durante a fase exponencial em baixa relacdo C/N, tendo o mesmo perfil de
producdo que o tipo selvagem. No entanto, o mutante gInD que ndo expressa a uridilil transferase
responsavel por regular a atividade das proteinas PIl produziu PHB desde o inicio do cultivo
mesmo em alta concentracdo de aménio, o que mostra que a producdo de PHB neste mutante é

desacoplada do nivel de nitrogénio na célula.
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3. JUSTIFICATIVA

A producdo de PHB a partir de microrganismos € uma alternativa sustentavel para a
producdo de insumos plésticos. No entanto, a competitividade deste processo com a producgéo de
plasticos de origem petroquimica ainda é limitada, j& que o custo de producdo de plasticos a
partir de derivados de petroleo é mais baixo. Para tornar a produgdo de PHB por via bacteriana
mais competitiva é importante desenvolver estratégias de processo tais como: (a) utilizacdo de
insumos de baixo custo, por exemplo, monossacarideos, acidos organicos e glicerol (b) utilizar
microrganismos modificados geneticamente com maior capacidade de sintese de PHB. Neste
estudo, foram aplicadas as duas estratégias utilizando a bactéria H. seropedicae SmR1 e a estripe
mutante no gene ntrC que apresentou maior producdo de PHB em condi¢Ges ainda ndo
otimizadas. Este trabalho de mestrado é um esforco inicial para contribuir com informacdes que
possam levar futuramente ao desenvolvimento de estirpes bacterianas e processos mais eficientes
para obtencdo de PHA para a producéo de plasticos por via microbiana.

Resultados preliminares em H. seropedicae SmR1 e mutantes ntrC e gInB sugerem o
mesmo comportamento observado por Sun et al. (2000, 2002) em A. brasilense. O mutante ntrC
produziu 30% de PHB/peso seco de células (psc) tanto em 20 quanto em 5 mM de NH,CI
utilizando 37 mM de malato como fonte de carbono, enquanto a estirpe selvagem aumentou de
15% para 25% de PHB/psc quando a concentracdo de NH,CI foi reduzida de 20 para 5 mM. Ja o
mutante gInB atingiu 8% de PHB/psc com 20 mM de NH4Cl e 17% de PHB/psc com 5 mM de
NH,4CI. Este resultado mostrou que a auséncia da proteina PII levou a uma diminuicdo de 32%
na quantidade maxima de PHB acumulada por H. seropedicae SmRL1.

Como abordagem alternativa serd avaliada também a producdo de PHB em H.
seropedicae SmR1 e mutante ntrC em alta e baixa relagcdo de C/N utilizando NH4CI como fonte
de nitrogénio. Com esses dados sera possivel definir se o fator mais importante para a producao
de PHB é a relagdo C/N.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de PHB na bactéria H. seropedicae SmR1 e na estirpe mutante ntrC

em diferentes fontes de carbono e relagdes carbono/nitrogénio.

4.2 Obijetivos especificos

1 — Determinar a taxa de crescimento de H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC em meio de
cultivo contendo diferentes fontes de carbono.

2 — Determinar a taxa de crescimento de H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC em meios
contendo diferentes relacGes de carbono e nitrogénio (C/N).

3 — Determinar a producdo de PHB de H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC por cromatografia
gasosa em diferentes composi¢des de meio de cultivo.

4 — Complementar geneticamente o mutante ntrC de H. seropedicae SmR1 e observar o efeito na
producdo de PHB.
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5. METODOLOGIA
5.1 Microrganismos, Meios de cultura, Antibidticos e CondicGes de Cultivo.

5.1.1 Microrganismos e Plasmideos

Tabela 1. Estirpes bactérias e plasmideos que fora utilizados no estudo

Bactérias Caracteristicas Relevantes Referéncia/ Fonte

H.seropedicae

SmR1 Estirpe parental, SmR, Nif+ SOUZA et al., 1995.

NtrC Estirpe com mutacdo no gene ntrC. PERSUHN et al., 2000
E. coli

Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-crBC) ®80lacZ Invitrogen Inc.

AM15 AlacX74 recAl ara A139 A (ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG.
S17.1 SmR Tra+ SIMON et al., 1983.

Plasmideos

PLAFR3.18 CmR, TcR, vetor de ampla faixa hospedeira MACHADO et al., 1996
com sitio de policlonagem do vetor pTZ18R.

pPKRT?2 Fragmento de 23 kb de H. seropedicae. TEIXEIRA et al., 2000.
contendo o operon glnAntrBntrC.

5.2 Meios e Condicdes de cultivo

Durante todo o trabalho foi utilizada a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe
selvagem SmR1 e seu mutante ntrC (PERSUHN et al., 2000). A bactéria foi normalmente
inoculada e reinocilada duas vezes, cultivada em meio NFB-HP contendo por litro os seguintes
componentes: MgSQO,. 7H,0, 0,2 g; NaCl, 0,1 g; CaCl,.2H,0, 20 mg; &cido nitrilo-triacético, 56
mg; FeS0,4.7H,0, 20 mg; biotina, 0,1 mg, solucdo de microelementos, 10 mL e agua destilada
para 1 L(modificado de PEDROSA & YATES, 1984). As fontes de carbono foram calculadas e
ajustadas para terem proporcdes aproximadas no nimero de atomos de carbono inicial para cada
meio em especifico. Os &cidos carboxilicos foram calculados nas seguintes proporcdes: malato
de sodio, 5,0 g (37,5mM), acido succinico 5,0 g 37,5mM), éacido citrico 4,0 g (25mM), 4cido
lactico 8,0g (50mM) e os monossacarideos nas seguintes proporcoes: glucose 4.0 g (25mM),
galactose 4.0 g (25mM), xilose 5,0 g (30mM), frutose 4,0 g (25mM), ou seja, para todas as
fontes de carbono o nimero de mol é multiplicando pelo nimero molar utilizado neste estudo. A

solucdo de microelementos contém por litro os seguintes componentes: Na,Mo4.2H,0, 1 g;
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MnSQO4.H,0, 1,175 g; H3BO3, 1,4 g; CuS0O,4.5H,0, 0,04 g; ZnS0,4.7H,0, 0,12 g e agua destilada
para 1 L. O pH do meio foi ajustado para 6,5 e 0 mesmo foi autoclavado por 20 minutos, 120°C
a 1 atm. A concentracao da fonte de carbono foi calculada para manter uma relacédo de massa de
C/N igual a 7,5 (alto nitrogénio) ou 30 (baixo nitrogénio). A relacdo carbono nitrogénio foi
calculada de acordo com a concentracdo apenas de carbono e de nitrogénio no meio, conforme
descrito pela equacéo 1:

[("C xC)/ MMFC)]x(C,, . ).

Relacdo C/N =
elacao [("N x N)/ MMFN1x(C,,, ).

eq. (1)

Onde:

nC = numero de 4tomos de carbono na fonte de carbono utilizada;

C = peso atbmico do atomo de carbono;

MMFC = massa molar da fonte de carbono utilizada;

Cyi(c) = concentragéo da fonte de carbono utilizada em g/L;

nN = numero de 4&tomos de nitrogénio na fonte de nitrogénio utilizada;
N = peso atbmico do 4&tomo de nitrogénio;

MMFN = massa molar da fonte de nitrogénio utilizada;

Cg(v) = concentracéo da fonte de nitrogénio utilizada em g/L;

Relacbes de C/N maiores que 30 ou menores que 7,5 foram utilizadas ao longo de todo
estudo, dependendo da tendéncia observada durante os experimentos. No momento de uso a
fonte de carbono foi misturada & fonte de nitrogénio, mistura de fosfato, e completado com NFB-
HP, antibidtico especifico e inoculo contendo a bactéria (previamente crescido até uma
densidade ética proxima a 1 em D.O.gp0) até um volume de 100 mL e posteriomente distribuido
em 10 frascos de 50 mL contendo 10 mL. No periodo estudado a fonte principal utilizada foi o
cloreto de aménio. A fonte de nitrogénio foi adicionada de acordo com a relagdo C/N desejada.
Para cada litro de meio de cultivo, foram adicionados 50 mL de uma mistura de fosfatos
(159,4g/L de KH,PO,4 e 17,8g/L de K,HPO,). Para o preparo dos meios solidos foi adicionado
agar bacterioldgico para concentragdo final de 15 g/L. Os cultivos liquidos para determinacdo da
taxa de crescimento e producdo de PHB foram realizados em frascos de penicilina (60 mL de
capacidade) com 10 mL de meio sob agitacdo em incubadores orbitais a 30°C e 120 rpm,
enquanto os cultivos em placas de agar foram incubados em estufa microbioldgica a 30°C.As
estirpes de Escherichia coli foram cultivadas em meio LB (SAMBROOK et al., 1989) sob
agitacdo (130 rpm) a 37 °C ou em estufa a 37 °C em meio LA. O meio LB possui a seguinte
composicao: Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; pH 7,0. O meio LA é

composto de meio LB mais 15 g/L de agar.
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5.3 Antibioticos

Tabela 2. Antibioticos utilizados no estudo

Antibiético Abreviatura Concentracao Organismo
Final

Ampicilina Amp 250 pg/mL E. coli

Canamicina Km 100 pg/mL E. coli
500 ug/mL H.seropedicae

Cloranfenicol Cm 30 pg/mL E. coli
100 pg/mL H. seropedicae

Estreptomicina Sm 80ug/mL E. coli
80ug/mL H. seropedicae

Tetraciclina Tc 10pg/mL E. coli
10pg/mL H. seropedicae

6. Maniplacdo de DNA

6.1. Minipreparacéo de plasmideo por lise alcalina

A extracdo dos plasmideos das células de E. coli foi realizada pelo método de lise
alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Os plasmideos purificados for analisados por eletroforese
em gel de agarose (SAMBROOK et al., 1989).

6.2. Eletroforese de DNA

Eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose em cuba horizontal como
descrito por SAMBROOK et al. (1989). O gel foi obtido a partir de 0,8mg do agarose dissolvido
em 100ml de TBS e aquecido em forno de micronda até ser dissolvido completamente,
posteriormente foi aplicado em sistema vertical seguindo as recomendacGes do fabricante das
cubas de eletroforese (sistema MiniProtean, Biorad), as corridas foram realizadas a 160 volts, em
tampdo de corrida 1X por 1 hora e meia, nos pocos foram aplicados 1uL do vector misturado a
5mL do tampé&o de corrida, em outro posso foi colocado 3 puL do marcador de 1 kb e corrido em
1:30 minutos em 70 volts, apds esse periodo o gel foi tratado com brometo de etideo (0,5 pg/mL)
e o perfil eletroforético foi registrado utilizando transluminador de luz ultravioleta com sistema

de video-imagem acoplado (UVP).
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6.3 Transformacao Bacteriana

6.3.1. Transformacédo de células eletrocompetentes

Para o cultivo celular de E.coli (S17.3) com a finalidade de preparar celulas
eletrocompetentes, se utilizou o meio SOB (Gibco-BRL-Invitrogen) que possui a seguinte
composicao: Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; KCI 0,186 g¢/L; pH 7,0.

O processo de transformacdo por eletroporacdo foi feito associando 1L da solucéo
contendo o plasmideo purificado a 60uL de células etrocompetentes e essa mistura foi colocada
em uma camara de eletroproracdo e submetida a choque elétrico segundo o protocolo do
laboratdrio, as células de E. coli foram recuperadas em 1mL meio de meio LB e colocadas em
estufa a 37°C por 1 hora, posteriormente essa células foram plaguadas em meio SOC (Gibco-
BRL-Invitrogen), que possui a seguinte composic¢ao: Triptona 20 g/L; Extrato de levedura 5 g/L;
NaCl 0,06 g/L; KCI 0,019 g/L; MgClI2 0,094 g/L; MgS0O,0,12 g/L; Glucose 0,36 g/L. As células

de E. coli foram estocadas a —20 °C em glicerol 50%.

6.3.2. Transformacéo por choque térmico em E. coli

O preparo das células de E. coli (S17.3) competentes ao choque térmico foi realizada
segundo CHUNG et al. (1989). Uma cultura bem crescidas (saturada) de E. coli foi reinoculada
em 10 mL de meio LB na proporg¢éo de 1:100. A cultura foi mantida sob agitacdo (160 rpm) a 30
°C até atingir D.0Oggo entre 0,3 a 0,4. A cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 1 minuto a 4 °C e
o pellet celular foi ressuspendido em 1 mL da solucdo TSS filtrada e gelada. Esta solucéo possui
a seguinte composicao: PEG 8000 10% (m/v); DMSO 5% (v/v); MgS0,40,12 g/L em LB pH 6,5.
A solucao de células foi separada em aliquotas de 100 pL, misturada a solucao de plasmideo (5
ng - 0,5 pg/ul).

A transformacdo foi realizada incubando-se a mistura por 30 minutos em gelo, 45
segundos a 42 °C em banho-maria e 2 minutos em gelo. Apds o choque térmico, as células foram
recuperadas em 0,9 mL de meio LB em estufa por 60 minutos a 37 °C. Em seguida, 200 pL da
suspensdo de bactérias transformadas foram semeados em meio LA (contendo os antibidticos

necessarios para a selecdo dos clones) e incubados a 37 °C durante um periodo de 16 horas.

6.3.3. Transferéncia de DNA plasmidial por conjugacao bacteriana biparental

O plasmideo contendo o operon (glAntrBntrC) foi transformado em E. coli S17.1. As
estirpes selvagem SmR1 e mutante (ntrC) de H. seropedicae (receptora) e E. coli (doadora)
foram cultivadas por 16 horas em meio NFbHPN e LB, respectivamente, a partir de culturas

saturadas. Em seguida, 1 mL das culturas de H. seropedicae SmRL1 e ntrC foram centrifugadas a
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2.000 xg por 30 segundos e o pellet celular foi ressuspendido em 100 pLL de meio NFbHPN. Esta
suspensdo de células foi misturada com 50 pL da cultura de E. coli S17.1 contendo o plasmideo
(pPKRT2) desejado e depositado em forma de gota em meio NFbHPN-agar na proporc¢édo de 1:3,
na auséncia de antibidticos e incubados a 30 °C por 12h. A massa celular foi raspada da placa e
ressuspendida em 1 mL de meio NFbHPN sendo em seguida submetida as dilui¢cdes de 1:100 e
1:1000. As diluicdes foram plagueadas em meio NFbHPN contendo os antibidticos adequados e

as placas foram incubadas a 30 °C.

6.4. Complementacdo do Mutante ntrC de H. seropedicae SmR1

Para verificar o efeito da complementacao da mutacéo no gene ntrC na producao de PHB,
0 plasmideo pKRT2 originado da inser¢dao do operon glnAntrBntrC de H. seropedicae SmR1 no
vetor pLAFR3.18 foi transformado no mutante ntrC utilizando a estirpe E. coli S17-1 (SIMON et
al., 1983). O mutante complementado foi avaliado quanto a sua capacidade de produzir PHB em
diferentes meios de cultivo e com diferentes relagfes de C/N.

O plasmidio pLAFR3.18 foi transferido na estirpe SmR1 e ntrC como controle negativo.
A selecdo dos plasmideos recombinantes foi em meio LA contendo X-gal (30ug/mL) e os
antibioticos Tc (10 pg/mL) e Cm (30 pg/mL).

7. Método Analitico

7.1. Quantificacdo da Biomassa Bacteriana

Para determinar a quantidade de biomassa produzida durante os cultivos, 10 mL do meio
de cultivo contendo as bactérias foram transferidos para tubos tipo Falcon de 15mL e
centrifugados a 5000 rpm a 4°C durante 20 min. Parte do sobrenadante foi transferido para
microtubos de 1,5ml e congelados a -20°C para analise de aménio e carbono. Os precipitados de
células foram lavados com agua ultrapura e transferidos para microtubo de 2mL previamente
pesados e posteriormente centrifugados a 12.000 x g durante 5min, o sobrenadante descartado, o
precipitado congelado em nitrogénio liquido e liofilizado por 16 h. O valor de biomassa de cada
amostra foi determinado a partir da pesagem dos precipitados de liofilizados, plotados contra os
valores de D.O.g0 (densidade Optica a 600 nm) para obtencdo de uma curva padrdo. A
porcentagem de PHB produzida foi expressa em relacdo a quantidade de biomassa seca da

amostra.
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7.2. Determinacéo da Taxa de Crescimento Bacteriana

A taxa de crescimento foi determinada pela medida de densidade 6ptica a 600 nm em
espectrofotdmetro (D.O.g0) durante as diferentes fases de crescimento e pelo tempo de
crescimento especifico para cada fonte de carbono. A taxa de crescimento € expressa como
DOgoolt (h)

7.3. Quantificacédo de PHB por Cromatografia Gasosa

Durante os cultivos, a quantidade de PHB nas amostras foi determinada por
cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama (FID) baseado no método de
Braunegg et al. (1978) com modificagdes sugeridas por Huijberts et al. (1994). O precipitado de
células liofilizado (de 1,5 a 15 mg) foi pesado e transferido para um tubo Pyrex® com tampa,
para ser metanolizado com 2 mL de uma solucdo de metanol e H,SO,4 a 15% (v/v), 2 mL de
cloroférmio e 2puL de acido benzdico como padréo interno. A mistura foi incubada a 100°C
durante 3,5 horas para assegurar que todo o material fosse esterificado. Ap6s o tempo de reacao,
os tubos foram resfriados em banho de gelo e os esteres extraidos com 1 mL de H,O ultrapura.
Apds separacdo das fases, a fase superior foi removida e descartada e a fase inferior que contém
os ésteres metilicos de &cido 3-hidroxibutirico foi seca com Na,SO, solido. Os ésteres foram
quantificados em um cromatografico a gas, modelo VARIAN 450-GC (Varian Inc., Palo Alto,
Califérnia, Estados Unidos). A coluna capilar CP-Sil-5CB (Varian Inc.) de 10 m x 0.25 mm foi
utilizada. Como gas de arraste foi utilizado argébnio em um fluxo de 0,7 mL/min. A temperatura
do injetor foi mantida em 250°C, com rampa de temperatura na coluna iniciando em 50°C,
subindo até 250°C a 40°C/min. A quantificacdo foi realizada utilizando uma curva padrdo feita
com padrdo auténtico de PHB bacteriano (Sigma Aldrich-Co), realizada em cromatografico a gas

utilizando detector de ionizacdo por chama (FID).

7.4. Método de determinacdo da atividade de acucares redutores pelo método do 3,5-
dinitrosalicilato

O teste do 3,5-dinitrossalicilato (DNS) (MILLER, 1959; WOOD e BHAT, 1988) permite
a deteccdo de agucares redutores em uma amostra. O metodo (figura 2) baseia-se na oxidagédo do
acucar redutor e reducdo em meio alcalino do 3,5-dinitrossalicilato (de colora¢do amarela). O
produto formado é estavel, possui coloracdo alaranjada e apresenta méxima absor¢do no

comprimento de onda de 535-540 nm.
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ac. 3,5-dinitrossalicilico ac. 3-amino-5-nitrossalicilico

Figura : Ensaio de dinitrossalicilato

Para quantificar carbono no meio foi necessario realizar uma curva padrdo de cada
monossacarideo de acordo com a concentracdo inicial no meio de cultivo utilizando glucose,
frutose, galactose e xilose, diluidos em meio NFB-HP sem carbono, o resultado do método foi
expresso em acgucares redutores equivalentes.

O teste de quantificacdo de carbono foi realizado em 10 a 200 pL de meio de cultura para
currigir os erros valores de absorbancias dependendo da concentracdo final de carbono e
adicionou-se 100 L do reativo DNS (1 g do éacido 3,5-dinitrosalicilico, 22,3 g de tartarato de
potassio e sodio e 1,6 g de NaOH em 100 mL de agua destilada), posteriormente se realizou a
homogeneizacao e a mistura foi mantida por 5 minutos a 100°C. Depois de resfriado em banho
de gelo, foi acrescentado agua destilada as amostras para completar 1mL e lidas a 540 nm.
Depois de descontado as absorbancias do substrato com o ponto 0 (DNS e agua destilada), a
concentracdo de acgucares redutores equivalentes foi obtida pela projecdo sobre curva padréo,

construida empregando-se glucose frutose, galactose ou xilose.
7.5. Método de quantificacdo de Aménio (Método do Indofenol)

Para quantificar amonio foi realizada a preparagédo de duas solucdes de 500 mL (I e 1)
Solucdo I: Foram dissolvidos 25 g Fenol em 250 ml de agua milli-Q, aquecida a 50°C para
dissolver bem o fenol (em capela). Em outro recipiente fora dissolvidos 0,125 g de nitroprussiato
de Na" em 100 mL de H,O deonizada (milli-Q). As duas solugBes foram misturadas e o volume
completado para 500ml.

Solucdo I1: Foram dissolvidos 12,5 g de NaOH em 250 mL de &gua e nessa solucdo foi
adicionado 22 ml de hipoclorito 12% e completado para 500 mL.
Posteriormente foi realizado uma curva padrdo partindo da solugdo de 100 pg/ml de NH4CI

conforme a tabela abaixo:
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Tabela 3. Curva de calibragéo utilizada para quantificar cloreto de amonio

Concentracdo de  Volume que devo Volume de Volume de H,0
NH;,Cl em cada  pipetar de NH4CI Solucéo | Solucéo 11

tubo (100 pg/mL)

0 (branco) - 100 pL 100 pL 800 pL
1 10 pL 100 pL 100 pL 790 puL
2 20 pL 100 pL 100 pL 780 pL
3 30 puL 100 pL 100 pL 770 uL
4 40 pL 100 pL 100 pL 760 pL
5 50 pL 100 pL 100 pL 750 puL

As misturas foram realizadas adicionando primeiro a agua, NH4CIl e por ultimo as
solugdes | e Il e incubadas a 50°C por 5 minutos, depois de ocorrer as reacOes realizou-se a
leitura de absorbancia a 620 nm. Posteriormente estes valores foram calculados de acordo com a
solucéo padréo contendo 20mM e ou 5mM de amonio em meio NFB-HP sem carbono.

7.6. Contagem de bactérias totais (UFC/mL)

Para a contagem das bactérias totais foram coletados 100uL de cultura crescidas em
malato, glucose ou glicerol em diferentes densidades opticas (0,6, e 1,2,) para bactérias ntrC
(pPKTR2), ntrC , SmR1 (pKTR2) e SmR1, essas amostras foram sofrendo diluicdes seriadas em
proporcdo de 1/10 até 7 vezes, posteriormente para cada diluicdo foi plaqueada 3 vezes em forma
de gotas de 10 uL e numerados na placa contendo meio NFbHPN das fontes anteriormente
descritas e antibioticos especificos. Apos 48 e 72 horas de incubacdo na estufa a 30°C, realizou-
se a contagem das unidades formadoras de col6nias de bactéria por militro UFC/mL) para cada

uma das amostras.
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8 RESULTADOS

Com os resultados obtidos neste trabalho, pdde-se definir a importancia da relacdo C/N
na producdo de PHB em H. seropedicae, bem como definir se a natureza das fontes de carbono e
nitrogénio influencia a producdo deste polimero. Além disso, a anélise da producdo de PHB no
mutante ntrC de H. seropedicae devera corroborar dados ja relatados para Azospirillum
brasilense Sp7 e abrir novas frentes de estudo quanto ao envolvimento do sistema Ntr no

metabolismo de carbono, nitrogénio e producdo de PHB.

8.1. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando mossacarideos

como Unica fonte de carbono.

Monossacarideos sdo carboidratos ndo polimerizados, que possuem em geral entre trés e
sete atomos de carbono. Esse termo inclui aldoses, cetoses, e varios derivados, por oxidacao,
desoxigenacao, introducdo de outros grupos substituintes, alquilacdo ou acilacdo das hidroxilas e
ramificacbes. Para o presente estudo foram utilizados os seguintes monossacarideos nas
seguintes concentracdes: glucose 25mM, frutose 25mM, galactose 25mM e xilose 30mM, cujos
resultados sdo apresentados abaixo.

Ao cultivarmos H. seropedicae SmR1 em 25mM de D-glucose usando 20mM de NH,CI,
a quantidade inicial de PHB foi de 10,5 % de PHB/peso seco de celulas (psc) nas primeiras 10
horas de crescimento, tendo restado no meio 8,56 mM de D-glucose e 10,4 mM de aménio. A
maior producdo de PHB nessa condicdo foi de 30,13 % de PHB/psc, atingida quando a cultura
completou 20 horas de crescimento, ja em fase estacionaria de crescimento quando a cultura
atingiu uma densidade 6tica a 595 nm de 1,3. Neste periodo, 0 consumo total de glucose foi de
23,8mM e a concentracdo final de NH4" no meio era de cerca de 5 mM. Quando a concentragio
inicial de NH4CI foi reduzida para 5mM, no mesmo microrganismo, com 10 horas de cultivo, a
producdo de PHB foi de 18,20%/psc. Nesse periodo a concentracdo de glucose presente no meio
era de 5,7 mM e de amdnio era de 0,3 mM. Apds 18 horas de crescimento, a producdo de PHB
atingiu 40,35%/psc, em uma densidade otica de 2,3 onde a biomassa total de células foi de
4,9mg. Depois desse periodo, o polimero comecou a ser metabolizado, quando restaram no meio
cerca de 1,30 mM de glucose e 0,0062 de NH,CI (Figura 4. A,C,E).

O mutante ntrC de H. seropedicae quando cultivado em 25mM de D-glucose com 20mM
de NH4CI, produziu em 11 horas 16,53% de PHB/psc, restando no meio apenas 3,9 mM de
glucose e 15,1 mM de amoénio. A maxima producéo foi de 44,51% de PHB/psc em 21 horas de

cultivo, quando a cultura atingiu uma densidade ética a 595 nm de 2,2. Depois desse periodo
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iniciou-se a fase de metabolizagdo do polimero, j& que em 23 horas de crescimento a
concentracdo final de glucose era de apenas 0,15 mM e de cloreto de amoénio de 3,30 mM. A
presenca de nitrogénio juntamente com a escassez de carbono no meio, pode ter induzido a
mobilizacdo do PHB estocado. Quando a concentracdo inicial de NH,4CI foi reduzida para 5 mM,
0 mutante ntrC produziu 13,53% de PHB/psc nas primeiras 11 horas de cultivo, apds consumir
22 mM de glucose e 4,5mM de amonio. Essa producdo chegou a 51,10% de PHB/psc quando a
cultura atingiu 21 horas de cultivo. Apds 2 horas, esse percentual de PHB caiu para cerca de
31,45% , sendo que nesse periodo a concentragdo final de glucose era apenas de 0,07 mM e de
NH,4CI era de 0,03 mM (figura 4. B,D,F). Esta observacdo reforca a evidéncia de que baixas
concentragcdes de esqueletos carbénicos no meio de cultivo forcam a mobilizacdo do PHB
estocado.

Quando a estirpe SmR1 foi cultivada em 25 mM de D-frutose como Unica fonte de
carbono, em meio contendo 20mM de NH4CI, em 11 horas de crescimento a producdo de PHB
foi de 10,57% do peso seco de cultura. Nesse periodo a concentracdo de D-frutose no meio era
de 4,5 mM e de aménio era de 10,6 mM. A maior producdo de PHB foi de 27,71% do peso seco
de células cultivadas, detectada com 22 horas de crescimento. Nesse periodo a concentracéo final
de D-frutose foi de 1,79 mM e de NH4Cl era cerca de 6,16mM. Quando se reduziu a
concentracdo inicial de NH4Cl para 5 mM, com 11 horas de cultivo a producdo de PHB foi de
18,20%. As concentracdes de D-frutose no meio era de 6,1mM e de amdnio era de 0,2 mM. Essa
producdo para a mesma estirpe bacteriana chegou a 30,53% de PHB/psc com 20 horas de
cultivo. Posteriormente, se iniciou a fase de declinio no crescimento, sendo que em 22 horas de
crescimento a concentracdo final de frutose era de 1,79 mM e de cloreto de aménio era de 0,91
mM (Figura 5. A, C, E).

Para o mutante ntrC cultivado na mesma concentracdo de D-frutose e 20mM de NH,4CI, a
producdo de PHB nas primeiras 11 horas foi de 4,29% do peso seco de células. Neste periodo a
concentracdo presente de D-frutose no meio era de 2,8 mM e de aménio era de 9,1 mM. A
producdo alcangou 52,34% do peso seco de células com 21 horas de cultivo, quando a
concentragdo final de D-frutose era de 0,98 mM e de NH4Cl de 6,16 mM. A redugdo da
concentragdo de cloreto de amoénio para 5mM, elevou a producdo de PHB nessa estirpe
bacteriana, sendo que nas primeiras 11 horas a producéo registrada foi de 5,09% do peso seco de
celulas. A produgdo aumentou para 65,85% do peso seco de células com 19 horas de cultivo e
que 2 horas depois, esse percentual caiu para cerca de 43,12% devido a metabolizagcdo do

polimero (Figura5. B, D e F).
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Figura 4. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-glucose e aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A, C e E) e mutante ntrC (gréaficos B, D e F) foram
cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-glucose (25mM) com 20 ou
5 mM de cloreto de aménio (concentracdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada
cultura foram centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior
determinac&o da porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 4. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-glucose e aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise de aglcares redutores pelo método de
DNS. A concentracdo de glucose no meio foi calculada de acordo com uma curva de calibracdo
construida com uma solucao padrdo de glucose diluida em meio NFB.
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Figura 4. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-glucose e aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos E) e mutante ntrC (gréaficos F) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amonio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padrdo de NH,Cl diluida em meio NFB.
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Figura 5. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-frutose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos A, C e E) e mutante ntrC (graficos B, D e F) foram
cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-frutose (25mM) com 20 ou 5
mM de cloreto de aménio (concentracdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada
cultura foram centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior
determinac&o da porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 5. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-frutose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise de agucares redutores pelo método de
DNS. A concentracdo de frutose no meio foi calculada de acordo com uma curva de calibragéo construida
com uma solucdo padréo de frutose diluida em meio NFB.
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Figura 5. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo
de D-frutose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos E) e mutante ntrC (graficos F) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise da concentracdo de amonio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amdnio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucéo padréo de NH,CI diluida em meio NFB.
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Quando se utilizou 25mM de D-galactose como Uunica fonte de carbono, com
concentragdo inicial de 20mM de NH4Cl, SmR1 em 13 horas de crescimento produziu 16,20%
de PHB/psc, restando no meio 4,5mM de D-galactose e 10,8 mM de aménio. Esse valor chegou
a 32,64% de PHB/psc em 24 horas de crescimento. Neste ponto, a concentracdo final de D-
galactose no meio era de 0,96 mM e de NH.Cl de 4,9mM. Ao reduzir a concentragdo inicial de
NH,4CI para 5mM, a producéo de PHB na estirpe SmR1 nas primeiras 13 horas foi de 17,80% do
peso seco de células, sendo que nesse periodo a concentracdo de D-galactose no meio era de
4,5mM e de NH,Cl era de 2,4 mM. Esse percentual de PHB chegou a 34,46% em 22 horas de
cultivo. Apds esse periodo, comegou a se observar um decréscimo no PHB acumulado,
provavelmente devido a escassez de carbono no meio, ja que nesse ponto dos 25 mM inicial
apenas 1 mM de D-galactose ainda restava no meio. A concentracdo final de NH,4CI era de 4,93
mM (Figura 6. A, Ce E).

Para a estirpe ntrC cultivada em 25mM de D-galactose contendo 20mM de cloreto de
amonio, a producdo de PHB em 10 horas de crescimento foi de 19,52% do peso seco de células.
As concentracdes de D-galactose no meio era de 3,7 mM e de cloreto de amonio era 8,6 mM. A
porcentagem de PHB acumulado chegou a 35,48% do peso seco de células em 24 horas de
crescimento, num periodo em que a concentracdao final de D-galactose foi de 1,26 mM e de
NH,4CI foi de 5,8mM. Quando a concentracdo inicial de cloreto de aménio foi reduzida para
5mM na concentracéo inicial, a producdo de PHB em 10 horas foi de 12,77% do peso seco de
células, sendo que a concentracdo de D-galactose no meio era de 3,8 mM e de ambnio 4,1 mM.
Essa produgdo alcancou 41,71% do peso seco de células cultivadas em 20 horas de crescimento,
sendo que posteriormente ocorreu a reducdo do polimero para cerca de 32,90%. A concentracao
final de D-galactose nesse periodo foi de 0,76 mM e de NH,4CI foi 0,013mM (Figura 6. B, D e
F).
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Figura 6. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-galactose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos A, C e E) e mutante ntrC (graficos B, D e F) foram
cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-galactose (25mM) com 20
ou 5 mM de cloreto de aménio (concentragdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada
cultura foram centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior

determinacdo da porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 6. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-galactose e amonio.

Concentracao de D-galactose (mM)

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

15

Concentracao de D-galactose (mM)

1,0

0,5

C

0,0

—@-— 25mM D-galactose/ 20mM NH,Cl

—O~ 25mM D-galactose/ 5mM NH,Cl
L 10,5
L 11,0
i \é 115
i \l 120
: : : : : : 2,5

12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo de Cultivo (h)
D

0,0

I —@-— 25mM D-galactose/ 20mM NH,Cl

—(O— 25mM D-galactose/ 5mM NH,CI
L 105
i 110
i 115
. . . . . . . . 2,0
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tempo de Cultivo (h)

DOs95

DOs5g95

As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise de aglcares redutores pelo método de
DNS. A concentracdo de D-galactose no meio foi calculada de acordo com uma curva de calibracéo
construida com uma solucéo padrdo de D-galactose diluida em meio NFB.
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Figura 6. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-galactose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos E) e mutante ntrC (gréaficos F) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise da concentracdo de amonio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padréo de NH,CI diluida em meio NFB.
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A xilose como unica fonte de carbono foi usada na concentracédo de 30mM, quando a
concentracdo inicial de aménio foi 20mM, a estirpe selvagem de H. Seropedicae SmR1, em 10
horas produziu 6,7% de PHB do peso seco de 4,2mg, em um periodo em que as concentracdo de
xilose no meio era de 4,5mM e de amonio era 10,7mM, a producdo chegou a 29,30% de PHB em
relagdo a biomassa de 6,1mg, crescidas em 19 horas em densidade 6tica de 2,1, nesse periodo o
consumo de glucose foi a cerca de 22,5mM e o de NH,4Cl foi a cerca de 13,2mM. A reducéo da
concentracgdo inicial de cloreto de amdnio para 5mM, melhorou a producdo de PHB nessa estirpe
bacteriana que nas primeiras 10 horas foi de 17,73% do peso seco de 2,5mg de biomassa, em um
periodo em que a concentracdo de xilose no meio era 8,6mM e as concentracdes de amonio era
0,3mM, para chegar a producdo de 39,70% do peso seco de 7mg de células crescidas em 17
horas em densidade Otica de 1,8 e posterior fase de metabolizacdo do polimero, 2 horas depois
desse resultado, a concentragdo final de xilose era em cerca de 2,53mM e de NH,CI era
aproximado a 0,017mM (figura 7. A,C,E).

Para ntrC em 30mM da mesma fonte de carbono, cultivada com 20mM de cloreto de
amonio, a producdo de PHB em 11 horas foi de 3,49% o0 peso seco de 2,5 de biomassa, em um
periodo em que a concentracdo de glucose no meio era de 6,1mM e de amonio era de 8,5mM,
esse resultado chegou a 30,12% do peso seco de 7mg de células que atingiram densidade Otica de
2,1 em 20 horas de crescimento, nesse periodo a concentracdo final de xilose era aproximado a
3,77mM e de NH4Cl em cerca de 4,77mM. A reducdo da concentracdo de cloreto de amonio para
5mM, fez com que essa estirpe bacteriana produzisse nas primeiras 11 horas 11,06% de PHB do
peso seco de 3,2mg, em concentracdo de xilose no meio de 5,4mM e de amdnio 0,4mM, esse
valor alcancou 59,70% de PHB do peso seco de 4,3mg de células em densidade Gtica de 2,0,
crescidas em 18 horas, entrando em fase metabolizacdo de PHB e declinio de crescimento, ao
atingir as 20 horas de crescimento a concentragéo total de xilose restando no meio foi cerca de
3,72mM e de NH,4Cl em cerca de 0,020mM(figura 7. B,D,F).
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Figura 7. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-xilose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos A, C e E) e mutante ntrC (graficos B, D e F) foram
cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-xilose (30mM) com 20 ou 5
mM de cloreto de aménio (concentracdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada
cultura foram centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior
determinac&o da porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 7. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo

de D-xilose e amonio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise de aglcares redutores pelo método de
DNS. A concentragdo de D-xilose no meio foi calculada de acordo com uma curva de calibragéo
construida com uma solucéo padrdo de D-xilose diluida em meio NFB.
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Figura 7. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC e perfis de consumo
de D-xilose e aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréaficos E) e mutante ntrC (gréaficos F) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amdnio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padrdo de NH,Cl diluida em meio NFB.
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8.2. Produgdo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando acidos

carboxilicos como Unica fonte de carbono.

Para o presente estudo foram utilizados os seguintes &cidos carboxilicos e suas
concentragdes: acido lactico 50 mM, acido malico 37,5 mM, &cido succinico 37,5 mM e acido

citrico 25mM.

Quando DL-lactato foi utilizado a 50mM como Unica fonte de carbono, contendo
20mM de cloreto de amdnio no meio, a estirpe SmR1 produziu com 8 horas de crescimento 4,1%
de PHB do peso seco de celulas. Nesse momento, havia sido consumido 9,7 mM dos 20 mM de
cloreto de aménio inicial. A méxima producdo chegou apenas a 12,22% de PHB/psc em 18 horas
de crescimento. Nesse ponto do crescimento, o consumo de NH,4CI foi de cerca de 13,79 mM e a
concentracdo final no sobrenadante ficou em cerca de 6,21 mM. Em baixa concentracdo de
cloreto de amdnio inicial (5mM), a estirpe SmR1 produziu nas primeiras 8 horas de crescimento
7,02% de PHB/psc. Nesse momento, a concentragdo de amonio no meio era de apenas 0,35mM.
A producédo chegou a 22,68% de PHB/psc, sendo que apds esse periodo o PHB comegou a ser
metabolizado pela bactéria. Com 18 horas de cultivo a concentracdo de PHB caiu para 18,93% e

a concentracao final de NH,4Cl era de apenas 0,017 mM (Figura 8 A e C).

Para o mutante ntrC cultivado em 50mM de lactato contendo 20mM de cloreto de
amonio, a producdo de PHB em 10 horas de crescimento foi de 5,69% do peso seco de células e,
0 consumo de amonio até esse ponto era de 13,4 mM. Apds atingir a DOsgs de 1,8 com 20 h de
crescimento, a producdo de PHB chegou a 33,80%/psc, quando a concentragdo de NH4CI no
sobrenadante era de 1,37mM. Ao reduzir-se a concentracdo inicial de cloreto de aménio de 20
para 5 mM, o mutante ntrC produziu em 10 horas de crescimento 6,88% de PHB por peso seco
de células. Nesse ponto, o consumo de amdnio foi de 1,1mM. A producdo de PHB chegou a
40,47% do peso seco de células em 16 horas de crescimento. Com 20 horas de crescimento o
percentual de PHB nessa estirpe bacteriana caiu para cerca de 35,50%, e nesse periodo a
concentracdo final de amonio detectada no sobrenadante foi de apenas 0,011 mM (Figura 8 B e
D).
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Figura 8. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando DL-lactato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A e C) e mutante ntrC (gréaficos B e D) foram cultivadas
em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-lactato (50 mM) com 20 ou 5 mM de
cloreto de aménio (concentracéo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagédo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 8. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando DL-lactato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.

C
12 0,4
— 11} A 20mM NH,CI
~Q 5mM NH,Cl O
=T © 103 %<
Ez 10} Sz
g3 £3
i o i
< 102 & €
d)g o WO
e 8t ° e
e 5 € o
s £:
§_§ 7 101 %E
= S35
08 6l O
10,0
5 A A A A A A
8 10 12 14 16 18
Tempo de Cultivo (h)
D
8 1,2
A 20mM NH,CI
AG T <> 5mM NH,CI 110 ~0
=T =5
Ez 6} {08 E=
238 =3
<§§ 5| 06 €=
£ £ E
ig o WO
T e 4Ff 1047 E
e 5 € o
£ o s e
22 37T 102 22
S5 O3
© 2p < 0,0
1 A A A A A A

10 12 14 16 18 20
Tempo de Cultivo (h)

As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amdnio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padréo de NH,CI diluida em meio NFB.
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Quando DL-malato foi utilizado como Unica fonte de carbono na concentracdo inicial de
37,5 mM no meio e, 20 mM de cloreto de amdnio, a estirpe SmR1 produziu 1,2% de PHB do
peso seco de células nas primeiras 8 horas de cultivo. Neste ponto do cultivo, a concentracéo de
amonio no meio era de 8,5 mM. Com 17 h de cultivo, a producdo de PHB nessa condic¢ao chegou
a 15,39% do peso seco de células, sendo que nesse periodo o consumo de NH,CI foi de
aproximadamente 18,16 mM, restando no meio cerca de 1,84 mM. A reducdo da concentracdo de
cloreto de amonio inicial para 5 mM fez com que a estirpe SmR1 produzisse nas primeiras 8
horas de crescimento 7,16% de PHB do peso seco de células, sendo que nesse ponto havia sido
consumido quase todo o aménio disponivel, sobrando no meio apenas 0,11 mM. Essa condi¢ado
permitiu que em 15 horas de crescimento, a producdo de PHB chegasse a 32,36% do peso seco
de células. Em 17 horas de cultivo, esse percentual teve uma reducéo para 18,01% de PHB, nesse

periodo a concentracéo final de NH4ClI foi de cerca de 0,09 mM (Figura9 A e C).

Quando a mesma concentracdo de DL-malato foi usada para o cultivo do mutante ntrC,
com concentracdo inicial de cloreto de aménio a 20mM, a producdo de PHB em 8 horas iniciais
de crescimento foi de 6,57% do peso seco de células. A concentracdo de amonio neste momento
era de 9,5mM. A producdo do polimero chegou a 20,76% do peso seco de células em 17 horas.
Nesse periodo a concentracdo final de NH4Cl foi a cerca de 0,47 mM. Ao reduzirmos a
concentracgdo inicial de cloreto de aménio para 5 mM, o mutante ntrC produziu 12,26% de PHB
por peso seco de células em 8 horas de crescimento. Essa producdo chegou a 42,26% de PHB
pelo peso seco de células, apds esse periodo comecou a fase de metabolizacdo de polimero que
caiu para 39,61%, no periodo de 17 horas de cultivo. Nessa fase a concentracdo final de NH,Cl
erade 0,11mM (Figura9 B e D).
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Figura 9. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando DL-malato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A e C) e mutante ntrC (gréaficos B e D) foram cultivadas
em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-malato (37,5 mM) com 20 ou 5 mM de
cloreto de aménio (concentracéo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagdo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 9. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando DL-malato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise da concentracdo de amonio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amdnio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padréo de NH,CI diluida em meio NFB.
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Na concentracdo de 37,5mM de succinato como Unica fonte de carbono em 20mM de
NH,4CI, a producdo de PHB para a estirpe SmR1, nas primeiras 11 horas de crescimento, foi de
8,44% do peso seco de células. Com 19 horas de crescimento a producdo chegou a 19,53% de
PHB por peso seco de células, quando a concentracdo final de cloreto de aménio foi de 2,4 mM.
A reducéo da concentracdo inicial de cloreto de amonio para 5 mM na mesma fonte de carbono,
levou a producéo de 16,61% de PHB por peso seco de células com 11 horas de crescimento, apos
ter restado apenas 0,2 mM de cloreto de amoénio no meio. Essa producdo foi ampiada para
34,79% do peso seco de células em 17 horas de crescimento, esse percentual de PHB caiu para
18,75%, sendo que a concentragéo final de NH,Cl era de 0,006 mM (Figura 10 A e C).

Ao se cultivar o mutante ntrC em succinato a 37,5mM e concentracdo inicial de 20mM de
amonio, a producdo de PHB nas primeiras 8 horas foi de 7,12% por peso seco de células. A
concentragdo de amonio no meio ainda era de 11 mM. Essa producdo chegou a 28,23% do peso
seco de células em 18 horas, quando a concentracdo final de NH,CI era de 5,5 mM. Quando a
concentracdo inicial de cloreto de aménio foi reduzida para 5 mM, a producdo de PHB em 8
horas de crescimento foi de 21,43% do peso seco de células, apés ter restado apenas 0,09 mM de
amonio no meio. Com 14 horas de crescimento, a producdo foi ampliada para 50,09% do peso
seco de células. Depois desse ponto observou-se a fase de queda de PHB, sendo que apos 4 horas
de cultivo, o percentual de PHB caiu para 41,79% e a concentracdo final de NH,Cl chegou a
0,018mM (Figura 10 B e D).
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Figura 10. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando succinato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A e C) e mutante ntrC (gréaficos B e D) foram cultivadas
em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacéo orbital em meio NFB-succinato (37,5 mM) com 20 ou 5 mM
de cloreto de amonio (concentracdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura
foram centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinacédo
da porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 10. Producéo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando succinato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (gréficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amdnio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padréo de NH,CI diluida em meio NFB.
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Quando se utilizou 25mM de citrato como Unica fonte de carbono com 20mM de
cloreto de aménio, a estirpe SmR1 produziu 22,79% de PHB por peso seco de células nas
primeiras 12 horas de crescimento. Neste ponto do cultivo a concentracdo de aménio presente no
meio era de 9,1 mM. Com 17 h de crescimento, a producdo de chegou a 41,09% de PHB/psc,
sendo a concentracdo de NH4Cl no meio cerca de 4,85 mM. Ao se reduzir, a concentragdo de
inicial de NH4ClI para 5 mM, nas primeiras 12 horas a producdo de PHB em SmR1 foi de 26,83%
do peso seco de células, restando no meio apenas 0,5 mM de aménio. Essa producdo chegou a
47,12% do peso seco de células em 15 horas de crescimento. Apds 2 horas de cultivo, esse
percentual de PHB chegou a 32%. A concentracdo final de NH4Cl no meio era de 0,006 mM
(Figurall AeC).

Ao se cultivar o mutante ntrC na mesma fonte de carbono com 20mM de cloreto de
amonio, nas primeiras 12 horas a producdo de PHB foi de 17,75% do peso seco de células. Neste
periodo a concentracdo de amdnio presente no meio foi de 10,1mM. Essa producdo chegou a
31,54% do peso de células em 22 horas de cultivo, onde a concentracdo final de NH4ClI era de
4,85 mM. Ao se reduzir a concentracdo de cloreto de amonio para 5mM, o mutante ntrC em 12
horas de cultivo produziu 18,24% de PHB por peso seco de células, apos restar no meio a
concentragdo de 1,7mM de amonio. Essa producdo chegou a 75,98% de PHB do peso seco de
células em 18 horas de crescimento. Com 20 h de cultivo, o percentual de PHB caiu para 64,45%
e, com 22 h de cultivo para 64,02%. Com 22 horas de crescimento a concentracdo final de
NH,4CI no meio era de 0,007 mM (Figura 11 B e D).
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Figura 11. Producdo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando citrato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.

A
60 1,8
5 B PHB/20 mM NH,CI
D g | T PHBIS MM NH,CI S 11,6
e & DOy, / 5mM NH,CI T °
"; ® DO, / 20mM NH,CI o 414
£ 407
Joa)
E T 112 9
@ 30 B 50
© e ]
[@)) h 1,0 |
< 20
% 10,8
[a
[<b]
S 107 10,6
o\o i)
0 : : . . 0,4
8 10 13 15 17
Tempo de Cultivo (h)
B
100 1,8
— . PHB/20 MM NH,CI
8 [ PHB/5 mM NH,Cl & e {16
% 80 F ¢ DO, /5mM NH,CI I o
> [ ] D0595/20mM NH4C| ._'I'_ i 1’4
£ -
o) X
T 60 {12 w
3 &
©
4 (m)]
2 40 1.0
in)
I 10,8
~ 20}
o 10,6
S
0 L L L 0,4
12 14 18 20 22

Tempo de Cultivo (h)

As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A e C) e mutante ntrC (graficos B e D) foram cultivadas
em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB-citrato (25 mM) com 20 ou 5 mM de
cloreto de aménio (concentragéo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagdo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 11. Producdo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando citrato

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amdnio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padrdo de NH,Cl diluida em meio NFB.
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8.3. Producgdo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando glicerol como

Unica fonte de carbono.

Glicerol é um composto orgéanico pertencente & funcdo &lcool, sendo um composto
liquido a temperatura ambiente, higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado. O glicerol
pode ser encontrado em todos os 6leos e gorduras de origem animal e vegetal em sua forma
combinada, é reconhecido como seguro para 0 consumo humano, podendo ser utilizado em
diversos produtos alimenticios para os mais diversos propositos (COLLINS, 2005). Além disso,
o0 glicerol é subproduto da sintese de biodiesel, portanto surge como um possivel residuo de

baixo custo para a utilizacdo na producao microbiana de PHB.

Em concentracdo de 50 mM de glicerol 20 mM de cloreto de amdnio, a estirpe SmR1
produziu em 20 horas de crescimento apenas 18,83% de PHB por peso seco de células. Nesse
ponto a concentracdo de amonio presente no meio foi de 2,5 mM. Com 60 horas de crescimento,
a producéo foi melhorada para 54,30%, sendo a concentracdo final de NH4CI de 0,19 mM. A
reducdo da concentragéo inicial de cloreto de amdnio para 5mM, levou a producdo de PHB de
7,77% do peso seco de células em 20 horas de crescimento com o consumo de 2,5 mM de
amonio. Essa producdo foi ampliada para 74,41% do peso seco de células em 50 horas de
crescimento. Nessa fase de crescimento, a concentracdo de cloreto de aménio presente no meio
era de 0,03 mM. Apds mais 10 horas de crescimento, o percentual de PHB caiu para 22,20%,
nesse periodo a concentracéo final de NH,Cl era de cerca de 0,020 mM (Figura 12 A e C).

Em 50 mM de glicerol contendo 20 mM de cloreto de amonio, a estirpe ntrC
produziu nas primeiras 20 horas, 10,23% de PHB por peso seco de células, quando a
concentragdo de aménio no meio era de 2,5mM. Essa producgéo chegou a 55,71% de PHB por
peso seco de células em 70 horas de cultivo. Nesse ponto, a concentracdo final de cloreto de
amonio no sobrenadante de meio de cultivo era de 2,3mM. Quando a concentracdo de cloreto de
amonio inicial foi reduzida para 5 mM, com 20 horas de crescimento a producdo de PHB foi de
4,42% do peso seco de células, sendo que a concentracdo de amdnio presente no meio era de 0,9
mM. Essa producdo chegou a 78,09% do peso seco de células com 60 horas de crescimento.
Apdbs 10 horas de cultivo, essa porcentagem de PHB caiu drasticamente para 22,20%. Nesse
periodo a concentracdo final de NH,4ClI foi de 0,045 mM (Figura 12 B e D).
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Figura 12. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando glicerol

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos A e C) e mutante ntrC (gréaficos B e D) foram cultivadas
em duplicata a 30° C e 120 rpm de agitagéo orbital em meio NFB-glicerol (50 mM) com 20 ou 5 mM de
cloreto de amdnio (concentragéo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagédo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 12. Producédo de PHB por H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC utilizando glicerol

como fonte de carbono e perfil do consumo de aménio.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 (graficos C) e mutante ntrC (graficos D) foram centrifugadas e 1,5
mL do sobrenadante foi coletado e congelado para posterior anélise da concentracdo de amdnio pelo
método do Indofenol. A concentragdo de amonio no meio foi calculada de acordo com uma curva de
calibracéo construida com uma solucdo padrdo de NH,Cl diluida em meio NFB.
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Apo0s a realizagdo de todos os experimentos, verificamos que a maior produgdo de
PHB tanto para a estirpe selvagem de Herabaspirillum seropedicae SmR1 quanto para 0 seu
mutante no gene ntrC, variou de acordo com o tipo de fonte de carbono usado mesmo com a
variagdo na relagcdo carbono/nitrogénio, ou seja, nem sempre a maior producdo de PHB ocorreu
quando o mutante ntrC foi cultivado, ja que ndo foram establecidos condic¢des especificas para
difinir qual o melhor tempo ou densidade ética para se avaliar a maior producéo do polimero em
cada uma das estirpes, e por esse motivo dicidimos apresentar uma tabela comparativa entre os
valores de producdo de PHB em Herabaspirillum seropedicae SmR1 e seu mutante ntrC
cultivados em todas as fontes de de carbono utilizadas nesse estudo.

Tabela 4. Tabela comparativa de producdo de PHB entre a estirpe Selvagem SmR1 e

mutante ntrC de H. seropedicae

% de PHB (mg de PHB/mg de Peso Seco das celulas)

Baixa relacéo C/N (7,5) Baixa relacéo C/N (30)
Meio de Cultivo SmR1 ntrC SmR1 ntrC
Glucose 30,1 445 40,4 51,1
Frutose 27,7 52,4 30,5 65,9
Galactose 32,6 35,5 34,7 41,7
Xilose 29,3 30,1 39,7 59,7
Malato 15,4 20,8 32,4 42,3
Lactato 12,2 33,8 22,7 40,5
Citrato 41,1 31,5 47,1 75,9
Succinato 19,5 28,2 34,8 50,1

Glicerol 54,3 55,7 74,4 78,1
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Ao se cultivar a estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1 e seu mutante ntrC em &cidos
carboxilicos (lactato, malato, succinato ou citrato) ou monossacarideos (glucose, galactose,
frutose ou xilose), percebeu-se que ambas mantinham o mesmo perfil de pH no meio, mas que
esse perfil era diferente dependendo se a fonte de carbono tratava-se de um acido carboxilico ou
de um monossacarideo. Ao se utilizar acidos carboxilicos como fonte de carbono, o pH inicial
era de 6,8, sendo que os valores de pH aumentaram gradativamente, atingindo 8,3 em 20 horas
de crescimento tanto em SmR1 quanto em ntrC. Quando as fontes de carbono usadas para o
crescimento foram os monossacarideos, o pH inicial também foi 6,8, entretanto os valores de pH
no meio diminuiram ao longo do crescimento, atingindo o valor de 4,4 em um periodo de 20
horas. Provavelmente, a acidificacdo do meio no caso da utilizacdo de monossacarideos deva-se

a producdo de acidos como subprodutos do metabolismo bacteriano.

Figura 13. Perfil de pH durante o crescimento de H. seropedicae SmR1 em &cidos

carboxilicos e monossacarideos.
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Os valores de pH sdo médias obtidas para os cultivos da estirpe SmR1 de H. seropedicae nos diferentes
acidos carboxilicos e nos diferentes monossacarideos. Os pontos de coleta foram variaveis de acordo com
0 tempo que cada cultura levou para atingir o valor de DOsgs estipulado inicialmente
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Pode-se observar na tabela abaixo, que 0 peso seco de cada cultivo bacteriano variou de
acordo com a fonte de carbono utilizada e a concentracéo inicial de cloreto de aménio no meio.
Entretanto, durante a analise dos resultados percebeu-se que nem sempre 0s maiores valores de
producdo de PHB estiveram relacionados com o maior peso em biomassa, e que esses valores de
biomassa também poderiam estar relacionados com o numero de células bacterianas em cada

periodo ou estar relacionados com o peso do granulo de PHB dentro de cada célula.

Tabela 5. Biomassa das culturas bacterianas

Biomassa (mg/10mL)

Meio SmR1(5 mM) SmR1(20 mM) ntrC (5 mM)  ntrC (20 mM)
Glucose 2,0+5,2 3,1+6,5 2,5+8,0 3,6+7,1
Frutose 3,8%6,3 2,555 2,0£9,0 2,0£11,7
Galactose 2,9+6,0 4,0+7,3 2,4+6,0 2,855
Xilose 4,270 3,416,3 2,753 2,0+7,6
Malato 1,4+7,8 3,416,3 3,6+7,2 2,0+6,5
Lactato 2,0+6,0 2,9+4,1 2,0£6,0 2,5+6,3
Citrato 2,6+4,5 2,919,9 2,0£6,0 3,0+8,2
Succinato 2,9+6,3 4,0£11,0 3,9+7,1 2,0+11,0
Glicerol 3,2+11,8 2,5+11,9 2,5+6,0 2,0£7,0

8.4. Perfil de producdo de PHB apds complementacdo do mutante ntrC

Foi notavel que a estirpe mutante ntrC de H. seropedicae produziu mais PHB que a
estirpe selvagem SmR1 em todas as condigdes testadas. Devido a este fato, testou-se se a
complementacdo da mutacdo em ntrC reverteria esse efeito. Como controle foi utilizado o
plasmideo pLAFR3.18 sem inserto. Para testar a complementacdo utilizou-se o mesmo
plasmideo com o inserto contendo os genes glnAntrBntrC (plasmideo pKRT2). Os dados
apresentados na Figura 17 mostram o perfil de produgdo de PHB nas estirpes SmR1 e ntrC
contendo o pLAFR3.18 (SmR1.pLAFR3 e ntrC.pLAFR3) e nas estirpes SmR1 e ntrC contendo
PKRT2 (SmR1.pKRT2 e ntrC.pKRT2). Ambas as estirpes foram cultivadas em DL-malato e
glucose, pois sdo fontes de carbono em que a maior producdo de PHB pelo mutante ntrC foi
facilmente notada

Ao usarmos 37,5mM de malato como Unica fonte de carbono, contendo 5mM de aménio,
em 18 horas de crescimento SmR1.pLAFR3, SmR1.pKRT2 apresentaram o mesmo perfil de
producdo de PHB que SmR1 (27,80% de PHB por peso seco de células), sendo que
ntrC.pLAFR3 apresentou 0 mesmo perfil de producdo de PHB que ntrC (cerca de 37,81% de
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PHB por peso seco de células). Este resultado demonstra que nem a insercdo do plasmideo vazio
e nem a insercdo do plasmidio contendo o operon apresentaram efeito significativo na producéo
de PHB. Entretanto, a insercdo do operon no mutante ntrC complementou o fendtipo do mutante
quanto a producdo de PHB, visto que a producdo de PHB em ntrC.pKRT2 ficou em torno de
11,51% do peso seco de células. Este perfil se manteve em todas as fases de crescimento
analisadas, sendo que em 20 horas de crescimento o polimero passou a ser metabolizado em
todas as estirpes bacterianas testadas (Figura 14 B).

A complementacdo também foi avaliada na concentracdo de cloreto de aménio de 20mM
na mesma fonte de carbono. Conforme os experimentos anteriores o perfil de producdo de PHB
para cada estirpe testada foi: SmR1.pLAFR3 produziu 16,10% de PHB/psc, SmR1.pKRT2
produziu 16,91 % de PHB/psc, ntrC.pLAFR3 produziu 19,76% de PHB/psc e ntrC.pKRT2
produziu 11,59% de PHB/psc. Essas estirpes bacterianas estavam ainda em fase exponencial de
crescimento depois de 20 horas e mantiveram esse perfil de producdo de PHB em todas as fases
obervadas (Figura 14 A).

Para avaliar se estes resultados ndo se davam somente quando se utilizou malato como
fonte de carbono, decidimos testar essas duas condi¢cbes em 25mM de glucose. Quando a
concentragdo de cloreto de amonio inicial foi de 20mM, em 20 horas de crescimento oS
resultados foram: SmR1.pLAFR3 produziu 43,71% de PHB/psc, SmR1.pKRT2 produziu
33,81% de PHB/psc, ntrC.pLAFR3 produziu 56,44% de PHB/psc e ntrC.pKRT2 produziu cerca
de 31,02% de PHB/psc. O perfil de producdo de PHB foi semelhante em todas as etapas
avaliadas e com 22 horas de crescimento todas as estirpes bacterianas comecaram a metabolizar
o polimero (Figura 14 D).

Ao se aumentar a concentracdo inicial de cloreto de amonio para 20mM na mesma fonte
de carbono, em 22 horas de crescimento todas as estirpes ainda se mantinham em fase
exponencial, sendo que as producbes de PHB foram as seguintes: SmR1.pLAFR3 produziu
33,04% de PHB/psc, SmMR1.pKRT2 produziu 30,88% de PHB/psc, ntrC.pLAFR3 produziu
43,11% de PHB/psc e ntrC.pKRT2 produziu 28,80% de PHB/psc (Figura 14 C).
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Figura 14. Efeito da complementagdo do mutante ntrC na producéo de PHB em malato e

glucose.

25

20

15

10

% de PHB (mg de PHB/mg de PSC)

50

40

30

20

10

% de PHB (mg de PHB/mg de PSC)

A
Bl SmR1.pLAFR3
[ ntrC.pLAFR3
ZZA sSmR1.pKRT2
ZZA ntrC.pKRT2
10 12 16 18 20
Tempo de Cultivo (h)
B

Hl SMR1.pLAFR3
[ ntrC.pLAFR3
S8 SmR1.pKRT2
ZZA ntrC.pKRT2

10 12 16 18 20
Tempo de Cultivo (h)

As culturas de H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC foram cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de
agitacdo orbital em meio NFB-malato (37,5 mM) com 20 mM (grafico A) ou 5 mM (grafico B) de cloreto
de amonio (concentragdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagdo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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Figura 14. Efeito da complementagdo do mutante ntrC na producéo de PHB em malato e

glucose.
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As culturas de H. seropedicae SmR1 e mutante ntrC foram cultivadas em duplicata a 30° C e 120 rpm de
agitacdo orbital em meio NFB-glucose (25 mM) com 20 mM (grafico C) ou 5 mM (grafico D) de cloreto
de aménio (concentragdo inicial). Em diferentes intervalos de tempo, 10 mL de cada cultura foram
centrifugados, sendo o precipitado de bactérias congelado e liofilizado para posterior determinagdo da
porcentagem de PHB por cromatografia gasosa.
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A tabela abaixo demonstra que o numero de unidades formadoras de colnia na estirpe
selvagem de H. seropedicae difere do nimero de unidades formadoras de colonias no mutante
ntrC. Entretanto, ap6s a complementacdo, o numero de celulas formadoras de colonias de
ntrC.pKRT2 é muito mais proximo ao nimero de unidades formadoras de coldnias em SmR1,
embora difere de SmMR1.pKTR2 que manteve o mesmo perfil de producdo de PHB, é muito mais
diferente ainda em relacdo ao mutante ntrC em quase todas as fontes de carbono testadas, esse
resultado pode ser um indicativo de que a complementacéo ndo so apresenta feito na producao de

PHB, mas também no numero de células formadores de coldnia.

Tabela 6. Contagem de bactérias totais (UFC/mL)

Fontes de carbono Malato (UFC/mL)
SmM de NH,CI 20mM de NH,CI
Densidade 6tica 0,6 1,2 0,6 1,2
SmR1 2.5.10" 1.8.10" 8.4.10"™ 1.1.10"
NtrC 3.2.10% 3.8.10° 1.2.10" 1.9.10"
SmMR1.pKRT?2 2.2.10° 1.8.10" 3.10° 9.10°
ntrC.pKRT2 1.6.10" 1.5.10" 8.1.10% 1.2.10%
Glucose (UFC/mL)
SmR1 1.5.10" 1.1.10% 2.3.10" 2.1.10%
NtrC 1.1.10% 1.5.10" 5.10° 6.5.10%°
SmMR1.pKRT2 3.10° 8.7.10" 6.8.10"° 2.5.10"
ntrC.pKRT?2 1.5.10° 1.3.10" 2.5.10" 2.3.10"°
Glicerol (UFC/mL)
SmR1 1.2.10% 6.6.10" 2.3.10" 7.9.10%°
NtrC 5.10° 4.2.10%° 7.10° 7.6.10"
SMR1.pKRT2 3.4.10" 1.3.10" 6.8.10"° 9.8.10"
ntrC.pKRT?2 1.6.10" 5.6.10" 2.7.10% 8.7.10%

Para avaliarmos se a complementagdo observada deve-se de fato pela expressao de
ntrC, as estirpes SmR1, SmMR1.pKRT2, ntrC e ntrC.pKRT2, foram cultivadas em meio NFB-
malato 37,5mM com 50 mM de nitrato de sodio. A Figura 15 mostra o perfil de crescimento das
estirpes testadas. ApOs 48 horas de crescimento, verificou-se que as estirpes SmR1,
SMR1.pKRT2 e ntrC.pKRT2 foram capazes de crescer no meio com nitrato de sédio como fonte

de nitrogénio. Entretanto, ndo se verificou o crescimento da estirpe ntrC ndo complementada.
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Até 72 horas de crescimento, todas as outras estirpes demonstraram um crescimento eficaz

utilizando nitrato de sédio como fonte de nitrogénio, exceto ntrC que néo cresceu nessa fonte.

Figura 15. Efeito da complementacdo de ntrC no crescimento em NFb-malato com nitrato
de sddio como fonte de nitrogénio.

Células cultivadas em 48 horas de crescimento em NFb-malato/nitrato

SMR1.pKTR2 SmR1 ntrC.pKRT2 ntrC

Células cultivadas em 72 horas de crescimento e NFb-malato/nitrato

SMR1.pKTR2 SmR1 ntrC.pKRT2 ntrC

As culturas foram cultivadas a 30° C e 120 rpm de agitacdo orbital em meio NFB malato 37,5
mM liquido com alta concentracéo de fosfatos e cloreto de aménio. Apés atingirem a densidade Gtica a
595 nm igual a 1, de cada cultura 100pL de meio foram diluidos para 1 ml com em 900 pl de NFB sem
fonte de carbono. Posteriormente, 10uL foram retirados dessa amostra e rediluidos seriadamente para a
proporcao de 1/10 em 6 tubos sequenciais. Em seguida, 10ul de cada amostra foi cultivada em meio NFB-
malato contendo 50 mM de nitrato de sddio. Apos 48 e 72 horas foi avaliado o perfil de crescimento.
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7 DISCUSSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que em H. seropedicae, quando cultivados em
D-glucose a maior porcentagem de PHB para SmR1 foi aproximadamente 40,35%/psc e para
ntrC foi préximo a 51,10%/psc. Quando a D-galactose foi usada como fonte de carbono, a estirpe
selvagem produziu 34,46% de PHB/psc e a estirpe mutante ntrC produziu 41,71% de PHB/psc.
O fato destas duas fontes de carbono levarem a producdo de PHB muito proximas, nos leva a
concluir que possivelmente a D-glucose e a D-galactose possam ser metabolizada da mesma
forma. Esses resultados de producdo de PHB se assemelham ao estudo de Catalan e
colaboradores (2007). Em H. seropedicae Z67 usando 20 mM de sulfato de aménio, embora
estes autores tenham usado duas vezes mais glucose que no presente estudo (50 mM de glucose),
a producdo de PHB foi de 36% em relacdo ao peso seco de células, em 63 horas de crescimento.
Isto indica que mais importante do que as concentrac@es de carbono e nitrogénio disponiveis no
meio, € a relacdo entre elas que dita a condicdo favoravel ou ndo para o acumulo de PHB em H.

seropedicae.

Ao avaliarmos o consumo de D-glucose e D-galactose, verificamos que a producées dos
valores de PHB supracitados, ocorreram quando estas estirpes bacterianas ja haviam consumido
cerca de 23mM dos 25mM de D-glucose e D-galactose inicialmente disponivel (Figura4e 6. C e
D). Esse perfil nos permitiu perceber que embora ndo ocorra a atividade da fosfofrutoquinase,
em H. seropedicae, esse aspecto ndo impede que a via glicolitica ou parte dela seja utilizada.
Acredita-se que esse processo ocorre de forma semelhante ao verificado por Chavarria e
colaboradores (2012), que deduziram que em P. putida, a glucose pode ser transformada em 6P-
gluconato e 2-ceto-6—fosfogluconato, que em seguida seguem a via Entner-Doudoroff (ED) ou
via das pentoses fosfato. Nesse estudo, verificaram que a maior parte (~96%) da glucose foi
metabolizada através da via do ED para piruvato, 4 % do aclcar foi canalizada para o0s
percussores de via das pentoses fosfato e ndo foram detectados quaisquer sinais de atividade

glicolitica por falta da atividade fosfofrutoquinase nesse microrganismo.

A producdo de PHB em H. seropedicae nesse estudo, quando cultivadas em D-frutose
apresentou um perfil diferente dos resultados obtidos em D-glucose e D-galactose, ja que foi
nesse monossacarideo onde se verificou a maior producdo de PHB (Figura 5 A, B, C e D). A
estirpe selvagem SmR1 nessa fonte de carbono produziu cerca de 30,53% de PHB/psc, apés ter
consumido cerca de 22,3mM dos 25mM de D-frutose inicialmente disponivel. A estirpe mutante

ntrC produziu aproximadamente 65,78% de PHB/psc, ap6s ter consumido 24,1mM da
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concentragédo inicial. Esses resultados séo diferentes dos resultados obtidos por Mahmoudi e
colaboradores (2010), ao colocarem Hydrogenophaga pseudoflava em lotes de fermentagéo
crescendo em 48 horas, usando D-glucose como fonte de carbono, verificaram que esse
microrganismo produzia 2,65g de PHB/L, mas em D-frutose nas mesmas condigdes a producéo
do polimero foi em torno de 1,6 g de PHB/L. Esses resultados demonstraram também que a D-

frutose pode ser mais eficaz como fonte de carbono para producdo de PHB em H. seropedicae.

A D-xilose foi a Unica pentose usada neste estudo para se avaliar a produgdo de PHB
(Figura 7 A, B,C e D). Por apresentar cinco &tomos de carbono e como se manteve a proporgao
do ndmero de atomos de carbono, a concentracéo inicial de D-xilose no meio foi de 30mM.
Verificou-se que a maxima producdo de PHB na estirpe SmR1 foi de 39,88% do peso seco de
células, apds ter consumido uma concentracdo aproximada de 24,7mM de D-xilose. A producdo
de PHB para ntrC foi de 59,77% do peso seco de células, nesse periodo o consumo de xilose foi
de 25,9 mM. Esses resultados se assemelham aos obtidos por Liu e colaboradores (2013), que em
Burkholderia sebacea, verificaram que quando D-xilose e acido levulinico eram fornecidos
como fonte de carbono a producdo de PHB foi de 42%. Além disso, nessas condi¢des B. sebacea
produziu 56% de PHV (polihidroxivalerato). Uma analise de ressonancia magnética nuclear de
'H, realizada em nosso estudo revelou que o polimero produzido por H. seropedicae era
constituido exclusivamente por polihidroxibutirato. Ainda, 0s nossos resultados de producédo de
PHB diferem dos resultados obtidos por Le Meur e colaboradores (2012), que em P. putida
KT2440 cultivada em D-xilose onde encontraram o acimulo méximo de PHA de 12,1% ap0s
cerca de 20 h de cultivo. No estudo de Belal (2013), a producdo de PHB para Rhizobiun etli E1 e
Pseudomonas stutzeri E114 em D-xilose foi de 22,2% e 28,6% do peso seco de ceélulas,
respectivamente. Acredita-se que em H. seropedicae a maior parte da xilose seja metabolizada
pela via das pentoses fosfato, embora, a via de Entner Doudoroff também possa ser utilizada, j&
gue existem nesse microrganismo enzimas capazes de realizar tais funcdes. Apesar das
diferencas ja citadas referentes ao metabolismo de monossacarideos, concordamos com
Chavarria e colaboradores (2012), que relatam que todas essas fontes convergem para a produgéo
de fosfoenolpiruvato (PEP) e piruvato, tendo como funcgdes gerar ndo apenas os metabolitos de
precursores biossintéticos, como também, NADPH para biossintese de varios componentes, entre
eles PHB, assim como gerar potencias redutores para obtencdo de energia e para lidar com

estresses ambientais e enddgenos como o € o caso do estresse oxidativo.

Um dos &cidos carboxilicos usados como fonte de carbono, nesse estudo foi o lactato
(Figura 8 A e B), em concentra¢des de 50mM, cuja producdo de PHB n&o foi muito favoravel

para a estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1, j& que nessa fonte de carbono produziu-se no



74

Maximo 22,68% de PHB com 16 horas de crescimento. Esse resultado foi superado pelo mutante
ntrC que nas mesmas condicdes produziu 40,47% de PHB no mesmo tempo de crescimento. No
estudo de Belal (2013) ao cultivar R. etli E1 em lactato, verificou uma producdo de PHB de
23,7% do peso seco de células. Ao cultivar P. stutzeri E114 a producéo foi de 40% de PHB em

relacdo ao peso seco de células.

O malato ¢ um &cido carboxilico frequentemente usado como fonte de carbono para
crescimento de H. seropedicae em nosso laboratério. Em nosso estudo, o malato foi usado na
concentracdo de 37,5mM (Figura 9 A e B) e a producdo méxima de PHB nessa fonte de carbono
para a SmR1 foi de 32,36%, e para ntrC foi de 42,26% do peso seco de células, ambas as estirpes
crescidas em 15 horas. Esses resultados se assemelham ao estudo de Sangkharak e Prasertsan
(2008), usando uma cepa bacterianas de Rhodobacter sphaeroides ES16 (selvagem) e dois
mutantes N20 e U7, cultivadas em meio glutamato-malato com 30g/l de NaCl. Apos 48 horas de
crescimento, os autores obtiveram para R. sphaeroides N20 uma producdo de 53,9% de PHB,
seguido por R. sphaeroides U7 que produziu 42,0% de PHB e a estirpe selvagem de R.

sphaeroides ES16 produziu apenas 19,5 % da biomassa total.

O succinato foi uma das fontes de carbono, dos acidos carboxilicos que mais facilmente
foi metabolizada pelas estirpes bacterianas usadas (Figura 10 A e B), j& que em 14 horas de
crescimento, ntrC chegou a produzir 50,09% de PHB. Nessa fonte de carbono, a estirpe SmR1
em 17 horas de crescimento produziu 34,79% de PHB nas mesmas condig¢Ges de cultivo. Esses
resultados diferem do estudo de Korotkova e colaboradores (2002), que ao cultivarem M.
extorquens selvagem AM1 em succinato, verificaram que este microrganismo produziu de 17% a

20% de PHB do peso seco de células.

O citrato foi o acido carboxilico que promoveu a maior producdo de PHB nesse estudo
(Figura 11 A e B). Ao ser empregado na concentragcdo de 25 mM, permitiu que o mutante ntrC
chegasse a produzir até 75,98% de PHB da biomassa seca total, em 18 horas de crescimento. Nas
mesmas condi¢Bes, SmR1 produziu até 47,12% de PHB em 15 horas de crescimento. Embora
tendo usado apenas citrato como unica fonte de carbono no meio, nossos resultados diferem dos
resultados obtidos por Wang e colaboradores (2007) para Bacillus thuringiensis, onde
verificaram que ao adicionar citrato no meio contendo glucose, apés 6 e 12 h de crescimento,
comecou a aumentar gradualmente a producéo de turingiensina atingindo um valor maximo no
fim do cultivo de 39,5% para 41%, enquanto a producéo de PHB foi significativamente reduzida

de 45% para 31%. Este resultado os levou a sugerir que a adi¢do de citrato diminuiria a atividade
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da piruvato quinase (PK), reduzindo o fluxo da via glicolitica, a producdo de piruvato e do
contetido de PHB.

Por Gltimo decidimos testar a producdo de PHB em &cidos graxos, entretanto ndo foi
possivel devido ao fato de que em quase todas as fontes testadas esperdvamos ter o mesmo
numero de atomos de carbono e, devido a insolubilidade destes compostos nédo seria possivel
controlar exatamente a quantidade de acidos graxos capazes de serem assimilados pela bactéria.
Decidiu-se entdo testar apenas o glicerol que € um composto orgéanico de facil obtencédo, baixo
custo e soltvel em agua na concentracdo de 50 mM (Figura 12 A e B). Além do fato de que em
alguns estudos esse composto ja havia sido testado e apresentou resultados relevantes quanto a
producdo do polimero. Quando testado, o glicerol se revelou a melhor fonte de carbono para
producdo de PHB em H. seropedicae. Tanto a estirpe selvagem SmR1 que chegou a produzir
74,41% do peso seco de células, quanto o mutante ntrC que produziu 78,09% do peso seco de
células. Um dos problemas observados para a producdo de PHB utilizando glicerol foi o tempo
de crescimento, ja que a estirpe SmR1 levou cerca de 50 horas para atingir tal producédo e, o
mutante ntrC levou cerca de 60 horas para atingir esses valores de PHB. Nossos resultados foram
semelhantes aos resultados do estudo de ZHU e colaboradores (2010), que verificaram em B.

sebacea o rendimento de biomassa seca foi de 5,8 g/L, e que 81,9% dessa biomassa era PHB.

O perfil de pH nos meios de cultivo testados variou de acordo com a fonte de carbono
utilizada (Figura 13). Em acidos carboxilicos, o pH inicial de 6,8 aumentou para 8,3 com 20
horas de crescimento para todos os acidos empregados. Esse perfil foi semelhante quando o
glicerol foi usado como fonte de carbono. Entretanto, quando a fonte de carbono foi trocada para
monossacarideos o perfil de pH passou do valor inicial de 6,8 para 4,4, em 20 horas de
crescimento. A queda no pH foi registrada tanto para SmR1 quanto para ntrC, em todos 0s
acucares testados. Sangkharak e Prasertsan (2008) usando uma cepa selvagem e duas cepas
bacterianas mutantes de Rhodobacter sphaeroides, em glutamato-malato, verificaram que 0s
valores de pH passaram de 7,00 para 8,25 com 60 horas de cultivo. Li e Fang (2008) verificaram
um perfil semelhante para Rubrivivax gelatinosus que apresentou uma varia¢do de pH inicial de
7,1 para 7,14 em lactato e de 7,2 para 7,7 em malato, mas quando usaram glucose como fonte de

carbono o pH diminui de 7,1 para 5,4.

Durante a realizacdo dos experimentos, percebeu-se que a maior produgdo de PHB em
todas as fontes de carbono ocorreu quando a concentracdo inicial de cloreto de aménio era de
5mM e, normalmente, a maior produgéo do polimero se dava quando as concentracdes de cloreto

de amo6nio meio eram extremamente baixas (Figuras de 4 a7 E e F e de 8 a 12 C e D). Estes
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resultados corroboram com Liu e colaboradores (2013) que verificaram que a medida que se
aumentava a relacdo carbono/nitrogénio com decréscimo de cloreto de aménio 20 para 10 mM,
se aumentava a sintese de PHA de 18 % para 64,2 % do peso seco de células, levando-os a
descobrir que baixas concentragcGes de amonio sdo vantajosas para a sintese PHB. Acreditamos
também que a forma como a fonte de carbono é metabolizada pode ter influéncia na forma como
o cloreto de amonio é consumido. Durante a pesquisa verificamos que quando a concentracao
inicial de cloreto de aménio fora de 20 mM, a maior producdo de PHB tanto na estirpe ntrC
quanto na estirpe SmR1 ocorria quando as concentragdes de amonio no meio estavam abaixo de
5mM, ou seja, quando esses microrganismo ja tinham consumido cerca de 75% da concentracéo
inicial de cloreto de aménio, independentemente do tempo de crescimento. Esses dados ja
haviam sido relatados por Catalan e colaboradores (2007) que verificaram que quantidades
significativas de PHB ndo se acumularam até que a bactéria entrasse na fase estacionaria de
crescimento, sendo que ap6s 63 h de crescimento, dos 50 mM de glucose inicial, a glucose ja ndo
podia mais ser detectada no meio. Entretanto, da concentracao inicial de 20 mM de sulfato de
amonio, a concentracao restante era de 4,5 mM. Para Sun e colaboradores (2000), os mutantes
ntrA (rpoN), ntrBC, e ntrC de A. brasilense Sp7 foram cultivados em meio contendo malato em
diferentes relagdes iniciais de C/N. Em baixa relagdo C/N (equivalente a 6,84), a estirpe
selvagem Sp7 e o mutante rpoN de A. brasilense ndo produziram PHB, entretanto os mutantes
ntrBC e ntrC produziram 30 e 20% de PHB por peso seco de biomassa, respectivamente. Estes
resultados demonstram que a mutacdo em ntrC desacopla a producdo de PHB dos niveis de
nitrogénio no meio (SUN et al., 2000). Os resultados obtidos nesta dissertacdo demonstram que o
gene ntrC quando mutado em H. seropedicae levou a um perfil de producéo de PHB semelhante

ao observado para o mutante ntrC em A. brasilense.

Um aspecto interessante no presente estudo foi que o maior peso seco de células ndo
representou a maior producdo de PHB, maior densidade 6tica ou maior tempo de crescimento,
esse dado sugere que o peso seco de células pode estar relacionado com o numero de células
crescidas ou tamanho dos granulos em cada celula presente no meio, mas essas células podem
estar vivas viaveis para o crescimento caso reinoculadas ou mortas mantendo intacto o polimero
apos roptura da membrana plasmatica, o estudo realizado por Belal (2013) em Rhizobiun elti E1
cultivada em extrato de manitol, percebeu que em 24, 48 e 72 horas de crescimento, a biomassa
desse microrganismo era 2,9 g/L, 4,9g/L e 4,5g/L respectivamente, mas a producédo de PHB era
de 5,7%, 69,4% e 48% nas mesmas condicdes e tempo de crescimento. Quando a bactéria
cultivada foi Pseudomonas stutzeri E114, os valores de biomassa foram de 3g/L, 5,3g/L e 4,4g/L

e de PHB foram de 53,2%, 69,8 e 47,7%, respectivamente, esses dados também sugeriram que a
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biomassa ndo esta diretamente relacionado com a producdo de PHB, mas sim a fase de
crescimento do microrganismo, nestes dois estudos percebeu-se que havia um efeito do PHB do
meio que a medida que subia de 6 para valores proximos a 8, o polimero de PHB comecava a ser
metabolizado e o percentual caiu de 64% para 33,3% e de 65,5% para 35,7% para cada uma das

estirpes respectivamente.

Durante todos os experimentos desse estudo, a producdo de PHB no mutante ntrC de H.
seropedicae foi superior a estirpe selvagem SmR1, independentemente da condicdo e da fonte de
carbono utilizada. De modo geral, a estirpe ntrC produziu quantidades de PHB de 20% a 100%
superiores a estirpe selvagem. O mutante ntrC de A. brasilense se mostrou eficaz para a
producdo do polimero. SUN e colaboradores (2000) verificaram que em A. brasilense Sp7,
cultivado em meio contendo 10 g de malato e 1,35 g de NH4ClI por litro, nas primeiras horas de
crescimento a estirpe selvagem ndo produziu PHB, mas o mutante ntrC ja tinha iniciado o
acumulo de PHB. A producdo de PHB nesses mutantes ainda continuou ativa mesmo na fase
estacionaria de crescimento, chegando a 40 e 22 % de PHB nos mutantes ntrBC e ntrC,
respectivamente. Este resultado indica que direta ou indiretamente os genes ntrB e ntrC estdo
envolvidos com a produgdo de PHB em A. brasilense. Este trabalho de Mestrado corrobora 0s
dados obtidos por Sun e colaboradores (2000) em outro modelo experimental (H. seropedicae),

reforcando que de fato o produto dos genes ntrBC estdao envolvidos com o metabolismo de PHB.

Para verificarmos se a reversdo da mutacdo no gene ntrC poderia também reverter a
maior producdo de PHB no mutante ntrC de H. seropedicae, decidiu-se realizar a
complementacdo desse mutante inserindo o plasmideo pKRT2 (que expressa 0 operon
glnAntrBntrC). Como controle inserimos o plasmideo pLAFR3.18 nas estirpes selvagem SmR1 e
no mutante ntrC para verificar se a presenca do plasmideo na célula provocaria algum efeito na
producdo de PHB. Como os resultados da Figura 14 A, B, C e D apontaram, a expressao do
operon glnAntrBntrC no mutante ntrC foi capaz de reduzir a producdo de PHB no mutante,
mostrando que a presenca de NtrC inibe o0 acimulo do polimero. Este efeito pode ser observado
em duas condi¢bes distintas, tanto no meio NFb-malato, quanto no meio NFb-glucose,

mostrando que o efeito independe do tipo de fonte de carbono metabolizada.
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8 CONCLUSOES

Apos a realizacdo do estudo concluimos que a producdo de PHB em Herbaspirillum
seropedicae € maior quando usamos como Unica fonte de carbono um monossacarideo do que
acidos carboxilicos. A Unica exce¢do foi o citrato que demonstrou ser uma fonte de carbono
eficaz para a producédo desse polimero, depois do glicerol que apresentou ser a melhor fonte de
carbono para a sintese de PHB, mas apresenta a desvantagem de levar muito tempo para ser
metabolizado. Independentemente de todos os fatos descritos, a maior producdo certamente
ocorre pela forma como a fonte de carbono é metabolizada e o seu rendimento em acetil-CoA,

seu rendimento energético e de cofatores que favorecem a producédo de PHB.

As baixas concentragdes de amonio favorecem a producdo de PHB, principalmente em
condicdes e periodos em que as concentracdes de amoénio se encontram abaixo de valores
detectaveis no meio, ou 0 consumo de aménio ja tenha atingido 75% da concentracdo inicial de
amonio inicial. Este acontecimento talvez esteja relacionado com fato de que em baixas
concentragfes de amonio a célula diminui o seu crescimento e prioriza 0 armazenamento de

fontes energeticas.

A mutagdo no gene ntrC favorece a sintese de PHB, embora que em alguns dos resultados
apresentados neste trabalho, houvesse a percepcdo que a estirpe selvagem de Herbaspirillum
seropedicae SmR1 produziu concentragfes proximas ou semelhantes ao seu mutante ntrC.
Quando essas estirpes foram verificadas por periodos de crescimentos especificos e densidade
Gtica, em casos comparativos, 0 mutante ntrC resultou produzir até duas vezes mais PHB do que
a estirpe selvagem. Uma das possibilidades que justificaria tal fendtipo € a baixa atividade
biossintética da glutamina sintese, o que favoreceria a disponibilidade de a-cetoglutarato no ciclo
de Krebs. O fendtipo de maior producdo de PHB pelo mutante ntrC de Herbaspirillum
seropedicae é revertido quando este é complementado com uma copia selvagem do operon
glnAntrBntrC. A complementacdo reverte também sua dificuldade de crescer em NFB-malato

contendo nitrato de s6dio como Unica fonte de nitrogénio.
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HIPOTESE PARA BIOSSINTESE DE PHB EM NOSSO ESTUDO
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A hipotese acima foi produzida a partir de dados e esquemas descritos no KEEG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes) e outras rotas metabolicas ja descritas, se qualquer um dos

monossacarideos usados nesse estudo (D-glucose, D-galactose, D-frutose e D-xilose) for
metabolizada na via de Entner Doudoroff, para cada molécula consumida a producgéo total de
equivalentes redutores é de INADPH, INADH e 2ATP e duas moléculas de piruvato com

consumo de 1ATP. Se a D-frutose for metabolizada diretamente na via glicolitica, ou seja,
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Embden-Mayerhof a producéo de equivalentes reduzidos é de INADPH, 2NADH, 4ATP e duas
moléculas de piruvato com consumo de 1ATP, 0 mesmo acontece se a D-xilose for covertida em
D-frutose, que é possivel via metabolica da D-xilose descrita no genoma de H. seropedicae.
Em caso de uma das hexoses utilizadas no estudo (D-glucose, D-galactose e D-frutose) for
metabolizados na via das pentoses a producdo de equivalentes reduzidos é de 2NADPH,
2NADH, 4ATP e duas moléculas de piruvato com consumo de 1ATP. Cada molécula de
piruvato pode ser convertida em acetil-CoA, com a producdo de INADH. Ao entrar no ciclo de
Krebs, cada molécula acetil-CoA a producédo de equivalentes reduzidos é de 3SNADH, 1FADH e
1GTP e para cada molécula dos monossacarideos usados nesse estudo, a producdo desses

equivalentes reduzidos é duas vezes mais.

Para os monossacarideos usados no presente estudo, ao serem metabolizados por uma via
anfibolica normal, se uma molécula de acido lactico for consumido para a formagdo de uma
molécula de acetil-CoA, havera formacdo de 2NADH. Se uma molécula de malato for
metabolizado para a formacdo de acetil-CoA a producdo de equivalentes redutores é de
INADPH e 1INADH. Caso uma molécula de succinato sofrer metabolizacdo forma o acetato
produz 2NADH e o acetato é convertido em duas moléculas de acetil-CoA com a producdo de
1ATP. O citrato ao ser usado como fonte de carbono forma uma molécula de acetil-CoA e um
oxaloacetato que forma fosfoenolpiruvato (PEP) que leva a producdo de 1ATP e INADH até ser
convertido em acetil-CoA, o citrato também pode participar da biossintese de &cidos graxos que
posteriormente sdo metabolizados na B-oxidacdo. Cada molécula de acetil-CoA produzido pelas
fontes supracitadas, ao entrarem no ciclo de Krebs formam 3NADH, 1FADH e 1GTP. Esses
compostos podem também simplesmente entrar para ao ciclo de Krebs pela via anaplorotica,
nesse caso uma molécula de malato formara o oxaloacetato que depois de associado ao acetil-
CoA pode formar 3NADH, 1FADH e 1GTP, se o composto for succinato formara 1FADH e
1INADH, até ser convertido a oxaloacetato que se associard ao acetil-CoA para formar Citrato
iniciando o ciclo com a producdo de 3NADH, 1FADH e 1GTP, caso a fonte for citrato havera
formarcéo de 3ANADH, 1FADH e 1GTP, que posteriomente serd convertido em oxaloacetato, que
associado ao acetil-CoA recomeca o ciclo com formacao de 3ANADH, 1IFADH e 1GTP.

A metabolizacdo do glicerol pode ocorrer através da sua conversdo em gliceraldeido-3P
com a producdo de INADH, o gliceraldeido-3P até ser convertido a piruvato produz INADH e
2ATP, que posteriormente ao ser convertido a acetil-CoA produz INADH. A metaboliza¢éo do
acetil-CoA no ciclo de Krebs permite a produz 3NADH, 1FADH e 1GTP. O glicerol pode

também participar na producdo de glicerofosfolipidos, glicerolipidos ou &cidos graxos no interior
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da célula que posteriormente quando metabolizado pela via de B-oxidacdo permite a formacéao de

varios equivalentes redutores como FADH e NADH e acetil-CoA.

Todos os aspectos supracitados sugerem formacdo de acetil-CoA e equivalentes
reduzidos que sdo esséncias em Herbaspirillum Seropedicae na formacdo PHB, esse fato é
importante porque muitos desses redutores ao serem formados em grandes quantidades podem
induzir ao bloqueio do ciclo de Krebs, como é o caso de ATP e NADH que inibe a citrato
sintase, NADPH, NADH e ATP inibem a acdo da isocitrato desidrogenase, estes aspectos
induzem o acumulo de acetil-CoA e NADPH fora do ciclo de Krebs e permite sua capitalizacdo
para a producéo de PHB.
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