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RESUMO

0 metabolismo da L-arabinose foi determinada em

Herbaspirillum seropedicae estirpe Z-78. Esta via envolve

intermediadrios n3o fosforilados e converte a L-arabinose em
alfa—-ceto—glutarato. A L-arabinose é inicialmente oxidado
por uma L-arabinose desidrogenase NAD(P)*-dependente a
L-arabinono—gama—lactona, que é entdo hidrolizado em
L-arabinonato por uma lactonase. O L-arabinonato é por sua
vez desidratado para formar o 2-ceto-3-desoxi-L-arabinonato,
que ¢ posteriormente desidratado a semialdeido do
alfa-ceto—glutarato pela 2-ceto—-3-desoxi-L—-arabinonato
desidratase. 0 semialdeido é finalmente oxidado por uma
semialdeido do alfa-ceto- glutarato NAD (P) *—dependente
formando alfa—-ceto—glutarato. A sintese das enzimas
L—arabinose desidrogenase, L—-arabinose desidratase,
2-ceto-3-desoxi-lL—arabinonato desidratase e semialdeido do
al fa—ceto—glutarato desidrogenase é induzida pela
L—arabinose. N3o foram detectadas atividades significativas
para outras vias de metabolizag3o de L-arabinose. Atividades
enzimaticas de L—arabinose desidrogenase e de semialdeido do
alfa—-ceto—- glutarato desidrogenase, enzimas chaves do
metabolismo oxidativo com formag3o de alfa-ceto—glutarato,
foram encontradas em varias estirpes de H.seropedicae de

diversas origens.
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1. INTRODUGROD

A busca de fontes alternativas de nitrogénio fixado
& um dos principais desafios da agricultura moderna. A
investigag¥o das associaghes de bactérias fixadoras de
nitrogénio (diazotrofos) com raizes de gramineas tem obtido
um consideravel progresso e apresenta elevado potencial como
alternativa aos fertilizantes nitrogenados (04, @8, 18, 22,
41, 44). Resultados recentes indicam que 15 a 30Z do
nitrog@énio incorporado pelas gramineas pode ser suprido pela
fixag3o bioldgica promovida pelos diazotrofos associados
(62, @87, @6, OS, 48). A natureza destas associagbies esta
sendo progressivamente melhor entendida (19, 408, 41, 45,
56).

Recentemente um novo género de bactérias fixadoras de
nitrogénio foi descrito com base em estudos microbioldgicos,
fisiolégicos e de hibridizag3o DNA-RNA (B3, 23). Este género
foi denominado Herbaspirillum e contém a espécie
H.seropedicae. Esta espécie tem ampla ocorréncia em
rizosfera e raizes\ de gramineas produtoras de grd8os e
forrageiras (@3). Este diazotrofo, geralmente vibridide e
algumas vezes helicoidais, apresenta reag3o Gram negativa.
De acordo com o meio de crescimento, seu diametro varia de
0,6 a 8,7 ume seu comprimentode 1,5 a 5,8 um. Pode
apresentar de um a trés flagelos em um ou ambos os polos.
Apresenta crescimento semelhante entre pH 5,3 e 8,8 e uma
temperatura 6tima de crescimento de 34<C. Cresce rapidamente
utilizando nitrog@énio atmosférico somente em condigties

microaerdbicas. Possue metabolismo respiratério tipico.



Utiliza malato, fumarato, succinato, piruvato, citrato,
alfa-ceto—glutarato e trans—aconitato como fontes de
carbono tanto para crescimento diazotréfico como para meios
contendo sais de amAnio (@3). O D-manitol, D-sorbitol,
glicerol e varios aglticares, tais como D—-glucose, D—galactose
e L-arabinose s3o, também, utilizados como fonte de carbono
e energia para crescimento diazotréfico e n3o-diazotréfico.
Crescimento em D-galactose ou em D-glucose n3%o leva A
produg3o de acidos organicos, ao contrario do que ocorre com
0 crescimento em L-arabinose. Além disto, n3o utiliza
sacarose e somente cresce em D-frutose na presenga de sais
de ambnio (G3).

A D-xilose e a L-arabinose s3o0 as pentoses mais
importantes quantitativamente na composig3o de matérias
vegetais. Ambas fazem parte das estruturas dos
polissacarideos que compliem as gomas, pectinas, hemicelulose
e polissacarideos bacterianos (01, 38, S5S1), podendo
constituir fontes de carbono e energia potenciais para
crescimento microbiano. L—arabinose constitue uma boa fonte
de carbono para crescimento de microorganismos em geral (28)
e de diazotrofos como as Rhizobium spp. e Bradyrhizobium

spp. (42) e Azospirillum spp. (35) e H. seropedicae (B3). O

recente impulso da Biotecnologia promoveu um novo estimulo
aos estudos do metabolismo de carboidratos, para obtengl3o de
produtos uteis a sociedade (24).

0O metabolismo da L-arabinose pode ocorrer através de
uma das quatro vias jA& descritas. Pela primeira via, a
L-arabinose (I) & inicialmente isomerizada a L-ribulose (II)

por ag3o da L—arabinose cetol-isomerase (E.C.5.3.1.4,



L-arabinose isomerase). O produto desta reagldo ¢ por sua vez
fosforilado pela ATP: L-ribulose-5-fosfo-transferase
(E.C.2.7.1.16, L-ribulose quinase) a L-ribulose-S5-fosfato
(I1D), que & entd¥o epimerizada a D—xilulose-5—-fosfato (IV)
pela L-ribulose-5- fosfato-4-epimerase (E.C.5.1.3.4), sendo
posteriormente metabolisada pela via das pentoses fosfato. A
utilizag¥o da L-arabinose por esta via e comum em

Lactobacillus plantarum (@9, 1@, 26), Escherichia coli (25),

Bacillus subtilis (32), Aerobacter aerdgenes (49, 64),

Propionibacterium pentosaceum (58).

CHO CH20H GH20H GHz0H
HCOH C=0 C=0 C=0

HOCH — HOGH ——  HOGH —  HOCH

HOGH HOCH HOGH HGOH
CH20H CH20H CH20PDs" CH20P05"
(1) (11) (111) (1)

Pela segunda via, a L-—arabinose é& metabolizada a
D—xilulose-5—-fosfato por meio de redugbes e oxidagties
sucessivas culminando na fosforilagdo da D-xilulose.
Inicialmente a L-arabinose (I) & reduzida a L-arabinitol (V)
pela alditol: NADP*—-1-oxi-redutase (E.C.1.1.1.21,
L-arabinitol desidrogenase NADP* dependente). 0O L-arabinitol
¢ ent33o oxidado pela L-arabinitol: NAD*—4—oxi-redutase
(E.C.1.1.1.12) a L—xilulose (VI), que & reduzida a xilitol
(VII) pela xilitol NADP*—4-oxi-redutase (E.C.1.1.1.18). Por
agdo da xilitol NADP*-2-oxi-redutase (E.C.1.1.1.9) o xilitol
¢ oxidado & D—xilulose (VIII), que, por sua vez, e

fosforilada a D—xilulose-S—-fosfato (IV) pela ATP:



D—-xilulose-5-fosfo- transferase (E.C.2.7.1.17). Esta via foi

descrita em Penicillum chrysogenum (11, 12).

GHO GH20H © CH20H GH=20H CH20H CH=20H
HCOH HGOH C=0 HCOH C=0 C=0
HOGH —— HOGH S HCOH ~ ——  HOGH — HOCH — HOGH
HOCH HOCH HOCH HCOH HCOH HCOH
CH20H CH20H CH=0H CH20H CH20H CH20PO0s"~
(1) (V) (V1) (VIID) (VIII) (IV)
Nas outras duas vias ocorre a formag3o de um

intermediario comum, o 2-ceto-3-desoxi-L-arabinonato. Por
estas vias a L-arabinose (I) ¢é inicialmente oxidada & L-
arabinono—gama—-lactona (IX) pela L-arabinose: NAD*—1-oxi-
redutase (E.C.1.1.1.46, L-arabinose desidrogenase). Esta
lactona é, em seguida, hidrolisada & L-arabinonato (X) pela
L—-arabinono- gama— lactona lactono-hidrolase (E.C. 3.1.1.15,
L—-arabinono 1lactonase) . 0 L-arabinonato é, entdo,
desidratado por agdo L-arabinonato hidro-liase (E.C.
4.2.1.25, L-arabinonato desidratase) a 2-ceto-3-desoxi-—
L—arabinonato (L-KDA) (XI). Esse intermedidrio pode ser
metabolizado seguindo duas vias diferéntes. Em

Bradyrhizobium japonicum (20,47), Bradyrhizobium "“cowpea"”

estirpe 32H1 (20), e em uma estirpe (MSU-1) de Pseudomonas
(14), este intermediario é clivado pela 2-ceto-3-desoxi-L-
pentonato glicolaldeido-liase (E.C.4.1.2.18, L-KDA aldolase)

a piruvato (XII) e glicoaldeido (XIII).

CHOH C=0 iy coo-
[—_QCDH HCOH HCOH C=0 €00~
HOCH —— | HOCH —— HOCH —= HCH —= C=0  +  HC=0
0—CH 0—CH HOCH HOGH CHs CH=0H

CH=OH CH0H CH=OH CH=0H
(1) (IX) (X) (X1) (XI1) (XI111D)



Alternativamente, como ocorre em Pseudomonas spp.

(13, 54, 62, 59, 60, 61), Azospirillum brasilense (38),

Rbhizobium spp. (28, 21) o intermedidrio 2-ceto-3-desoxi-
L—arabinonato (XI) ¢é desidratado pela 2—ceto-3—-desoxi-—
L—-arabinonato hidro-iia=e (E.C.4.2.1.43, L-KDA desidratase)
a semialdeido do alfa—ceto—glutaraio (X1iv), que é,
finalmente, oxidado a alfa—-ceto—- glutarato (XV) pela aldeido
2,5-di—ceto-valerato: NAD(P)* oxi-redutase (E.C.1.2.1.26,

semialdeido do alfa-ceto glutarato desidrogenase).

CHOH C=0 coo- coo- coo- coo-
l_-H(':OH HCOH HCOH c=0 C=0 £=0
HOGH —— | HOCH —— HOCH —— HCH  —= HCH  ——  HCH

0 —CH 0—CH HOCH HOCH HCH HCH
CH=0H CH=0H CH=0H CHz0H CHO coo-

(1) {(Ix) {(X) (X1) {XIV) {(XV)

1.01. Objetivos do trabalho

0 presente trabalho tem por objetivos determinar a
via metabélica da L-arabinose em vadrias estirpes de H.
seropedicae atraveés da identificagdo das atividades
enzimiticas e dos intermedidrios metabdlicos produzidos no
processo e determinar o efeito da fonte de carbono nos

niveis das enzimas envolvidas.



2. MATERIAIS E METODOS

2.01. Microrganismo

Herbaspirillum seropedicae, estirpes 7-78 (ATCC
35893) isolada de sorgo, I-67, ZA-469, ZIA-76 (ATCC 35892),
ZA-95, IM-136 e ZI-152 foram gentilmente cedidas pela Dra.
Johanna Dobereiner, do Programa Nacional de Pesquisas em
Biologia do Solo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Seropédica, Rio de Janeiro e est@o listadas na

Tabela 1.

2.02. Meios de cultura

H. seropedicae foi cultivado e mantido em meio NFb
modificado como descrito por Pedrosa et al. (46), de
composigdo seguinte: em g/1 KzHPOs 6,0, KHzPOs 4,0, NHaCl
1,07, lactato de sédio 5,80 ou L—arabinose 5,0 e, em mg/l,
MgS0,.7H=0 200, NaCl 180, Acido nitrilo-triacético S6, CaCl=
20, FeS04.7H=0 20, HsBO= 2,80, MNSO4.H=0 2,35, NaMoOa.2H=0
2,00, InSOa..7H=0 ®,24, biotina @,1 e CuS0,4.5H:0 @,08. O pH
final foi de 6,8-7,8. O meio foi esterilizado a 1 atmosfera
(121=C) por 20 minutos. As solugdes contendo os fosfatos, o
NHLCl1 e as fontes de carbono foram autoclavadas
separadamente, sob as mesmas condigles, e adicionadas
assepticamente ao meio frio. O meio sélido continha 17,5g de
Adgar Oxoid n® 1 por litro. Meio semi-s6lido, sem fonte de
N-fixado, continha 1,75 g de Agar por litro, e foi utilizado

para certificar a capacidade de fixar nitrogénio das

estirpes utilizadas



Tabela 01: Origem das Estirpes de Herbaspirillum

seropedicae.

Estirpe Origem A.T.C.C.=
2-78 raiz de sorgo 35893
Z-67 raiz de arroz

ZA-69 raiz de arroz

ZIA-76 rizosfera de arroz 35892
ZA-95 raiz de arroz

ZIM-136 -

Z-152 -

T T T T T T T T T T T T S S S S T T T S T N T T S T T S TS EE SR =

== pstirpe catalogada no "American Type Culture Collection”



2.083. Manutengdo das culturas e condigbes de cultivo

Culturas estoque do H. seropedicae foram armazenadas
em glicerol a 50@% a -20°C ou em meio sdlido NFb a

temperatura ambiente.

2.04. Crescimento do inéculo

Células de H. seropedicae foram transferidas com
alga de platina para meio NFb (58 ml) contendo L-arabinose
ou D,L-lactato e contido em erlenmeyer de 125 ml. O
crescimento foi feito a 30°C sob agitagdo continua de 140
rpm em um agitador rotativo New Brunswick modelo G 25, até
que atingisse fase exponencial (cerca de 400 unidades Klett

ou seja 13 mg peso seco . ml—1).

2.05. Curva de crescimento

Frascos de 250 ml com tubo lateral contendo 100 ml de
meio NFb foram inoculados com culturas pré-crescidas na
mesma fonte de carbono e incubadas a 30<C, com agitagdo de
140 rpm. O crescimento foi acompanhado pela determinagdo da
turbidez do meio em fotocolorimetro Klett—-Summerson equipado
com filtro verde n® 54. 0O tempo de duplicagdo foi calculado
graficamente da curva de crescimento com plote semi-log

(36).
2.06. Determinag&o da densidade bacteriana

A densidade bacteriana foi avaliada a 560 nm, em
espectrofotémetro Beckman DU-2 ou Gilford 252 ou em

fotocolorimetro Klett-Summerson equipado com filtro verde n®



S54. Alternativamente determinou-se o peso seco bacteriano
por unidade de volume. Neste caso, 3 ml de cultura de
células foram colhidos por centrifugag3o em microcentrifuga
Incibris Spin I, a 12.000 rpm, e seca em estufa a 8@°C por

24 horas ou até peso constante.

2.07. Determinag3io do pH do meio de cultivo

0O pH do meio de cultivc foi medido em potencioémetro

Micronal modelo 222, aferido com padr&o pH 7,0.
2.08. Cultivo em larga escala

Para a obteng3o de massa bacteriana a ser empregada no
preparo de extrato 1livre de células, as estirpes fqram
cultivadas em frascos erlenmeyer de 2 1 contendo 1 1 de meio
NFb. Apbs a adig3o de 1% v/v de indculo crescido na mesma
fonte de carbono, as culturas foram incubadas a 3@0°C em
agitador rotativo a 140 rpm. Ao atingir cerca de 400
unidades Klett, as células foram coletadas por centrifugagdo
a 10.000 x g por 15 min, a 6<C, em centrifuga refrigerada
Beckman J-21B. A massa bacteriana foi empregada
imediatamente ou armazenada em nitrogénio liquido (-196<C)

para uso posterior.
2.09. Extrato livre de células

Extratos 1livres de células foram preparados por
maceragdo com alumina ©ou por rompimento das ceélulas em
prensa francesa Aminco. Células de H. seropedicae (1 g)
foram maceradas, com 1 g de alumina e 3 ml de tampdo fosfato

0,2 (pH 7,2), contendo mercaptoetancl 1imM, por 10 min, em
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gral gelado. Alternativamente, a suspens3o celular (1g de
células / 2 volumes de tamp3o contendo @,1mM de EDTA), foi
rompida em prensa francesa a 800 psig. Em ambos os casos, as
éuspensbes de células rompidas foram centrifugadas a 12.000
X g por 15 min a 6°C. A solugdo sobrenadante foi wutilizada
imediatamente como fonte de enzima, ou congeladas como
pequenas esferas e armazenadas em nitrogénio liquido, para

uso posterior.
2.10. Sinteses
2.10.081.Sintese quimica do L-arabinonato do potassio

0 L-arabinonato de potdssio foi preparado por oxidagl3o
da L-arabinose com hipoiodito alcalino (I=-KOH) em metanol,
segundo a técnica descrita por Moore e Link (37).
L-Arabinose (1B8g) foi dissolvida em 18 ml de &dgua e diluida
com 147 ml de metanol. A seguir foram adicionados, 471 ml de
metanol contendo 34g de 1z e a mistura foi aquecida a 48<C.
Foram adicionados A& mistura de reag3o, gota a gota, 383 ml
de KOH a 4% em metanol (fluxo de 4,26 ml/min), sob agitagdo
constante, permanecendo a mesma sob agitag3o por mais 20
minutos, quando ent3o, foram adicionados mais 295 ml de KOH
a 47. em metanol, sob o mesmo fluxo. A mistura de reagdo foi
conservada em agitagdo por mais 10 minutos, e entdo foi
resfriada A temperatura ambiente. O precipitado branco de
L-arabinonato de potassio foi coletado por filtrag3o em
funil buchner sob vAcuo suave. 0 precipitado foi lavado duas
vezes com metanol, para remover a L-arabinose residual,

antes de ser seca a 30°C em estufa.
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0 L-arabinonato de potassio seco foi conservado a
temperatura ambiente em dessecador contendo silica—-gel. Sua
pureza foi testada por cromatografia em papel Whatman n® 1,
usando os solventes citados abaixo, contra padr&es de
L—-arabinose, L-arabinonato e a gama—lactona do L-
arabinonato, n¥o sendo detectado contaminantes capazes de
reagir positivamente com o reagente de Trevelyan et al.

(55).

2.10.02.8intese quimica da gama-lactona do L-arabinonato

A sintese quimica desta lactona foi feito segundo a
técnica descrita por Weimberg (59). A gama-lactona do
L-arabinonato foi sintetizada pela fervura do L-arabinonato

(B,125M) em presenga de HCl @,1M por 5 minutos.

2.10.03.Sintese quimica do 2-ceto-3-desoxi-D,L-arabinonato

0O D,L-KDA foi sintetizado quimicamente pelo método de
Stoolmiller (S53) modificado como descrito a seguir. Por este
procedimento ocorre uma condensagdo alddédlica entre o
oxaloacetato e o glicoaldeido com desprendimento de CO=. A
uma solug®o de oxaloacetato (7,2 mmoles dissolvido em 24 ml
de Kz=HPOs B®,05M e ajustada a pH 7,2 com KOH) foi adicionado
glicoaldeido (4,8 mmoles), sob agitagd¥o constante. Esta
mistura foi incubada por 19 horas A& temperatura ambiente.
Apbs este periodo o pH da mistura de reagdo atingiu o valor
de 8,5, sendo ent3o ajustado para pH 7,8 pela adig3o de
resina DOWEX 56-X8 (forma H*) 200400 mesh, que
posteriormente foi removida por filtragdo. 0 filtrado,

contendo o D,L-KDA, foi aplicado em uma coluna DOWEX 1-X8
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(forma HCOO™) de 1,7 x 18 cm e eluido com 448 ml de HCOOH
@2,25M e 560 ml de HCOOH @,275M, sob um fluxo de 0,43 ml/min.
Fragbes de 1@ ml foram coletadas e a presenga de compostos
carbonilicos foi determinada pela reag o com
2,4-dinitro-fenilhidrazina (31) ou pela semicarbazida (34),
que identificam grupos carbonila ou alfa-ceto—-acido,
respectivamente.

Posteriormente, as fraglies positivas para alfa-ceto-
adcidos foram ensaiadas pelo método do periodato-acido
tiobarbitidrico (63), que identifica a presenga de
2-ceto—-3—-desoxi aldonato, no caso D,L-KDA. FragBes contendo
D,L-KDA foram juntadas e 1liofilizadas. 0 produto foi

estocado a —-208<C.

2.10.04.Sintese bioldgica do 2-ceto-3-desoxi-L—-arabinonato

0 L-KDA foi obtido a partir da desidrataga8o do
L-arabinonato de potassio pela L-arabinonato desidratase,
por procedimento semelhante ao descrito por Stoolmiller
(53). Extrato livre de células de H. seropedicae crescido em
L—-arabinose foi utilizado como fonte desta desidratase. O
sistema de reag3o (18 ml) contendo 500 umoles de tamplo
HEPES (pH 7,2), 1000 umoles de L-arabinonato, 45 umole;, de
MgCl= e 2,92 mg de proteina (extrato livre de células), foi
incubado a 3@=C. Ao final de 24 horas de incubag3o, a reagdo
foi interrompida pela adigd3o de resina DOWEX 50-X8 (forma
H*) 200-400 mesh. Esta mistura foi filtrada para remover
proteina precipitada e o filtrado aplicado em coluna DOWEX

1-X8 (forma HCOD™) 200-400 mesh, com 1,7 x 15,5 cm. O

material da coluna foi eluido com HCOOH @,25M sob fluxo de
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0,14 ml/min. Fragbes (6 ml) foram coletadas e os alfa-ceto
Acidos foram detectados pelo método da semicarbazida (34).
Dos quatro picos obtidos, o primeiro continha o L-KDA, como
posteriormente evidenciado pelo método do periodato—-acido
tiobarbitirico (63). As fragties contendo L-KDA foram

juntadas e a solugdo resultante foi estocada a —-20<C.

2.11. Enzimas

Lactato desidrogenase de misculo de c3o foi obtida da
Boehring Mannheim Gmbh. L-Glutamato desidrogenase de figado

bovino tipo I foi obtida da Sigma Chemical Co, Missouri,

UsA.

2.12. Reagentes quimicos

Os cofatores NAD*, NADH, NADP* e NADPH, glicoaldeido,
piruvato de sédio, BSA e HEPES foram obtidos da Sigma
Chemical Co. L-Arabinose, EDTA, glutaraldeido, acido
al fa—ceto—glutarico, KzHPOs e KHzPO. foram obtidos da E.
Merck, Darmstadt, Germany. Os demais reagentes apresentavam

grau de pureza pro analise.

2.13. Atividades enzimaticas

2.13.01.L-Arabinose desidrogenase

Para a medida da atividade desta desidrogenase—-NAD(P)~*
dependente, o sistema de incubagdo (3,0 ml) continha: 300
umoles de tamp¥o glicina-NaOH (pH 9,5), 3@ umoles de
L—-arabinose, 1,5 umoles de NAD* ou NADP*, e enzima em

quantidade apropriada. A redugdo de NAD(P)* foi acompanhada
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em 340 nm em espectrofotOmetro Beckman DU-2 ou Gilford 252,
a 26=C. A atividade especifica foi expressa em nmoles de
NAD(P)H formado . min~* . mg~* de proteina. Foram feitos

controles omitindo-se NAD(P)*, L-arabinose ou enzima.
2.13.02.L-Arabinitol desidrogenase

Para a medida da atividade desta desidrogenase—-NAD(P)~*
dependente o sistema de incubagdo (3,0 ml) continha: 300
umoles de tamp3o glicina—-NaOH (pH 92,5), 38 umoles de L-
arabinitol, 1,5 umoles de NAD* ou NADP* e enzima em
quantidade apropriada. A redug3o de NAD(P)* foi acompanhada
em 340 nm em espectrofotometro Gilford 252, a 262C. Outras
atividades desidrogendsicas foram testadas utilizando
sistemas de incubag3os semelhantes a este. Os outros
substratos foram adicionados nas mesmas concentragdo que o
L—-arabinitol. A atividade especifica foi expressa em nmoles

de NAD(P)H formado . min~* . mg~—* de proteina. Foram feitos

controles omitindo-se NAD(P)*, L-—-arabinitol e enzima.
2.13.03.L-Arabinose isomerase

A atividade da L-arabinose isomerase foi determinada
no sequinte sistema de "incubago (1,0 ml): 40 umoles de
tamp3o glicil—glicina—-NaOH (pH 7,4), 20 umoles de
L—-arabinose, 20 umoles de MgCl=z, 1@ umoles de cisteina-HCl e
enzima em quantidade apropriada. A incubagdo foi feita a
30°C e a formag3o de ceto—-pentose acompanhada pelo método da
cisteina carbazol (17), usando D—-frutose como padr3o. Foram
feitos controles omitindo-se o0s diversos componentes do

sistema. A absorba&ncia do cromégeno foi determinada a 560 nm
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em espectrofotometro Gilford 252. A atividade especifica foi
expressa em nmoles de ceto-pentose formada . min~™* . mg—® de

proteina.

2.13.04.L—-Ar abinono—gama-lactonase

A atividade da lactonase foi determinada no sequinte
sistema de incubag3o (0,5 ml): 25 umoles de tamp3o HEPES (pH
7,2), 12,5 umoles de L-arabinono—gama-lactona, e enzima em
quantidade apropriada. 0 sistema de reag3o foi incubado a
3@=C. Nos tempos determinados, a reag3o foi interrompida
pela adigdo de 1,8 ml de hidroxilamina—NaOH, que reage com a
lactona residual, determinada segundo a técnica de Hestrin
(27). A absorbancia do cromégeno foi determinada
imediatamente, a 548 nm em espectrofotometro Gilford 252. A
atividade especifica foi expressa em nmoles de lactona
hidrolizada enzimaticamente . min™® . mg—* de proteina. A
hidrélise enzimatica foi determinada pela diferenga entre a
hidrdélise total (espontanea + enzimdtica) e a hidrélise
espontanea. Os controles para hidrdlise espont@8nea continham
enzima desnaturada pelo calor (banho maria fervente por 5

minutos).

2.13.05.L-Arabinonato desidratase

Na determinagio da atividade da L—-arabinonato
desidratase foi usado o seguinte sistema de incubagdo (0,4
ml): 20 umoles de tampd3o HEPES (pH 7,2), 25 umoles de
L—-arabinonato de potdadssio, 2 umoles de MgCl=, e enzima em
quantidade apropriada. 0 sistema foi incubado a 3@=C e a

reagdo foi interrompida pela adigdo de 1,0 ml de
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semicarbazida—-HC1l para a determinag3o de alfa-ceto-acidos
(34). A absorbancia foi determinada em 2586 nm em
espectrofotometro Beckman DU-2 ou Gilford 252. A atividade
especifica foi expressa em nmoles de alfa-ceto-acido formado
- min™* . mg—* proteina. Foram feitos controles omitindo-se

L-arabinonato de potassio ou enzima.

2.13.06.2-Ceto-3~desoxi—-L-arabinonato desidratase

A atividade desta enzima foi determinada
simul taneamente pelo desaparecimento do D,L-KDA (463) e pelo
aparecimento de carbonila (31). 0O sistema de incubagdo (1,0
ml) continha 5@ umoles de tamp3o HEPES (pH 7,2), 20 umoles
de D,L-KDA e enzima em guantidade apropriada e foi incubado
a 3@0=°C. Nos tempos indicados, aliquotas foram removidas para
as duas determinaglles mencionadas. A atividade especifica
foi expressa em nmoles de D,L-KDA consumido . min~™* . mg™?
de proteina e nmoles de carbonila adicional formada . min—?
. mg~* de proteina . Foram feitos controles omitindo-se

D,L-KDA ou enzima.

2.13.@7.Semialdeido do alfa-ceto—glutarato desidrogenase

A atividade desta desidrogenase foi determinada no
seguinte sistema de incubagdo (3,0 ml): 200 umoles de tampdo
fosfato (pH 7,2), 3@ umoles de glutaraldeido, 1,5 umoles de
NAD* ou NADP* e enzima em quantidade apropriada. A redugdo
de NAD(P)* foi acompanhada em 340 nm em espectrofotometro
Beckman DU-2 ou Gilford 252, a 26=C. A atividade especifica

foi expressa em nmoles de NAD(P)H formado . min~* . mg—* de
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proteina. Foram feitos controles omitindo-se NAD (P) *,

glutaraldeido ou enzima.
2.13.08.2-Ceto-3-desoxi-L-arabinonato aldolase

A atividade desta aldolase foi determinada no sentido
da sintese como descrito por Pedrosa e Zancan (47). O
sistema de incubagd3o (8,35 ml) continha 1@ umoles de tampdo
HEPES (pH 7,8), 5 umoles de piruvato de séddio, 5 umoles de
glicoaldeido, 2 umoles de MgCl= e enzima em quantidade
apropriada, e foi incubado a 30=C. Nos tempos determinados,
a reagdo foi interrompida por adig3o de resina DOWEX 50-X8
(forma H*) 200-400 mesh. Apods remogdo da resina catidnica
por centrifugagd3o em microcentrifuga Incibrés Spin I a
12.000 rpm, as concentragdies do L-KDA e alfa—-ceto—glutarato
foram determinadas no sobrenadante pelos métodos de
Weissbach @ Hurwitz (63) e de Novick e Tyler (38),

respectivamente.
2.14, Meétodos analiticos complementares

2.14.01.Determinagdo de proteinas

A determinagdo de proteinas foi feita pelo método de
Lowry et al. (33). Para os experimentos de crescimento
bacteriano a concentrag3o de proteina foi determinada apos
digest3o das células com NaOH 1M durante a noite a
temperatura ambiente ou por S minutos a 18@=<C. Para as

células digeridas ou extratos enzimaticos fez—-se a

determinag3o tendo BSA (soro albumina bovina) como padrao. O
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cromogeno obtido pelo método foi determinado a 660 nm em

espectrofotometro Beckman DU-2 ou Gilford 252.
2.14.02.Determinagd0 de NAD(P)H

A concentragio de NAD(P)H foi determinada
espectrofotometricamente a 348 nm em Beckman DU-2 ou Gilford
252, tendo um coeficiente de extingdo molar de 6220 . M—* |

cm—t (29).
2.14.03.Determinagdo de lactonas

A determinag3o de lactonas foi feita pelo método de
Hestrin (27). L-Arabinono lactona sintetizada como descrito
em 2.10.82 foi empregada como padr3o. 0 cromégeno foi
determinado a 540 nm em espectrofotémetro Gilford 252,

imediatamente apés a reagdlo.
2.14.04.Determinagdo do L-KDA e D,L-KDA

A concentragdo do L—-KDA ou do D,L-KDA foi determinada
pelo método periodato—-adcido tiobarbiturico (63). 0 cromégeno
formado apresenta absorg3o maxima em 549 nm e sua
concentraglo foi determinada em espectrofotOmetro Beckman
DU-2 ou Gilford 252, aplicando—se o coeficiente de extingdo

molar de 72000 . M—* . cm—* (50).

2.14.05.Determinagdo de alfa-ceto—&cidos

A concentragdo de alfa-ceto—-acidos foi determinada com
semicarbazida—-HCl (34). 0 produto da reag3do foi determinado

em 250 nm em espectrofot®metro Beckman DU-2 ou Gilford 252
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e sua concentrag3do determinada utilizando-se o coeficiente

de extingdo molar de 10200 . M—* | cqp—1r

2.14.06.Determinag®o do glicoaldeido

A determinagdo da concentragd3o do glicoaldeido foi
feita pelo método da difenilamina (16), usando—-se
glicoaldeido Sigma como padr3o. 0 cromédgeno formado Foi

determinado em &60 nm em um espectrofot@metro Gilford 252.

2.14.07.Determinagdo do piruvato

Piruvato +foi determinado enzimAticamente pela lactato
desidrogenase (52). O sistema de incubag3o (3,08 ml) continha
300 umoles de tampdo fosfato (pH 7,2), @,8 umoles de NADH,
amostra a ser analizada, e enzima em quantidades
apropriadas. A oxidagao do NADH foi acompanhada em
espectrofotomentro Gilford 252 a 340 nm a 26=C, até atingir

o estado final de oxidag3o.

2.14.08.Determinagdo do alfa-ceto—glutarato

Al fa—ceto—glutarato foi determinado enzimaticamente,
pela L—glutamato desidrogenase (38). O sistema de incubaglo
(3,0 ml) era composto por 208 umoles de tampdo fosfato (pH
7,2), 8,82 umoles de NADH, 40 umoles de cloreto de amfnia,
amostra a ser analizada, e enzima em quantidades
apropriadas. A oxidagdo do NADH foi acompanhada em
espectrofotéomentro Gilford 252 a 340 nm a 26=C, até atingir

o estado final de oxidag3o.

2.14.09.Determinagdo de compostos carbonilicos
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A concentragdo de compostos carbonilicos ou de
grupamentos carbonilicos foi feito através de reac3o com
2,4-dinitro—-fenilhidrazina (31). 0O cromégeno foi determinado

a 520 nm em espectrofotoOmetro Gilford 252.

2.14.10.Cromatografia unidimensional ascendente em papel

(8] acido L—arabinfnico e sua lactona foram
caracterizados por cromatografia unidimensional ascendente
em papel WHATMAN n®i1. Os solventes empregados nas corridas
cromatograficas foram: a) n-butanol:piridina:zdqua (6:4:3) ou
b) n-propanol:acido férmico:dagua (6:3:1).

Para obteng&o dos produtos da L—-arabinose
desidrogenase e da L-arabinono—-gama-lactonase o seguinte
sistema de incubag3do (8,46 ml) foi wusado: 20 umoles de
tampdo fosfato (pH 7,2), 8 umoles de L—-arabinose, 8 umoles
de NAD*, e 4 mg de proteina de extrato 1livre de células
crescidas em L-arabinose. Apés incubag3o durante a noite a
3@0°C, a reagdo foi interrompida pela adig3o de resina DDWEX
S50-X8 (forma H*) 200-400 mesh. Este sistema foi em seguida
centrifugado por S5 minutos em microcentrifuga Incibras Spin
I, a 12.000 rpm, e o sobrenadante foi aplicado ao papel
cromatografico. Apds a corrida cromatogradfica a temperatura
ambiente os cromatogramas foram revelados com nitrato de

prata alcalino (35).
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3. RESULTADOS

I.01. Efeito das fontes de carbono L-arabinose e

D,L-lactato no crescimento de H. seropedicae

Os perfis de crescimento da estirpe Z78 de H.
seropedicae em meio NFb-liquido, tendo L-arabinose ou
D,L-lactato como fonte 1‘inica de carbono, s&o0o mostrados na
Figura @1. Apds acentuada fase "lag" (B-3 h.) ou de
adaptagdo do microrganismo ao meio, o organismo entrou em
fase de crescimento exponencial regular (4-180 h.) em que
apresentou os menores tempos de duplicag3do para ambas as
fontes de carbono. Da 18 a 16= hora, a velocidade de
duplicagdo diminuiu significamente até atingir a fase
estaciondria. Convém observar que a turbidez da cultura em
L—-arabinose ainda era crescente, se estabilizando somente a
partir da 20 hora. Por outro lado, a turbidez da cultura em
meio com D,L-lactato diminuiu significativamente apds a 16=
hora. No final do experimento foram determinados o pH e a
concentragdo de proteina das culturas. A cultura em
L—-arabinose apresentou pH de 6,18 e concentragdo de proteina
de 1,00 mg . ml—*, enquanto a cultura em D,lL-lactato
apresentou pH de 7,28 e concentrag3o de proteina de 0,77 mg
. ml~™*, Os menores tempos de duplicag3o, calculados entre a
3= e 8 hora, foram de 1,50 e 1,44 horas para meios contendo

L-arabinose e D,L-lactato, respectivamente.

3.02. Determinag&8o da via metabdlica da L-arabinose em

H. seropedicae
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Figura 01 : Efeito da fonte de carbono no crescimento de H.
seropedicae estirpe Z-78 - L-arabinose e D,L-lactato.

0O meio NFb continha 0,57 de L-arabinose (QO) ou 0,5%
de D,L-lactato de sé6dio (@). Os tempos minimos de
duplicagdo foram 1,586 h e 1,44 h para L-arabinose e

D,L-lactato, respectivamente.
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A primeira enzime de cada uma das quatro vias
de metabolismo da L— arabinose ja& descritas, foi ensaiada em

extratos livres de células de Herbaspirillum seropedicae 278

crescido em L-arabinose. Somente foi encontrada atividade de
L-arabinose desidrogenase, da ordem de 164 e 21 nmoles .
min~* . mg de proteina—* para formagdo de NADH e NADPH ,
respectivamente (Tabela 02). Atividades de L—-arabinose
isomerase e L-arabinitol desidrogenase NADP*-dependente nd3o
foram detectadas em niveis significativos (<0.001 e <1
nmoles . min~™* . mg—?! proteina, respectivamente).

A presenga de altas atividades de L—arabinose
desidrogenase sugeriu que neste organismo a L-arabinose era
metabolizada por uma das vias oxidativas envol vendo
intermedidrios n3o fosforilados. As outras enzimas das duas
vias restantes possiveis e seus intermedidrios foram entdo
pesquisados em extratos 1livre de células crescidas em

L-arabinose ou D,L-lactato.
3.02.01.L-Arabinose desidrogenase

Células de H. seropedicae estirpe Z-78 crescidas
em D,L-lactato também apresentaram atividade de L-arabinose
desidrogenase. Estas atividades foram de 11 nmoles de NADH e
27 nmoles de NADPH formado . min~* . mg™? de proteina
(Tabela @2). A proporcionalidade destas atividades em
relac3o ao tempo de incubag3o e & concentrag3o de proteina,
é mostrada nas Fiquras @2 e 03 para células crescidas em
L—arabinose e nas Figuras 04 e @85 para células crescidas em

D,L-lactato.
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Tabela 02 1 Atividade especifica das enzimas da via metabdlica da

L-arabinose em Herbaspirillum seropedicae Z-78.

Enzimas Atividade Enzimatica+=
cofator L-arabinose® D,L-lactato®
L—arabinose desidrogenase NAD* 164 11
NADP~* 21 27
L—-arabinono-gama-1actonase 364 276
L-arabinonato desidratase 40 15
L-KDA desidratase 88 36
semialdeido do alfa—ceto- NAD* 74 24

glutarato desidrogenase

NADP* 42 18

« = atividade especifica expressa em nmoles de produto formado (ou
substrato consumido) . minuto™* . mg~—* de proteina.
® = fonte de carbono utilizada para obteng3o do extrato livre de

células.
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Figura 82 : Efeito do tempo na atividade da L-arabinose
desidrogenase presente em extrato livre de células crescidas
em L-arabinose.

0 sistema de incubagd3o (3,0 ml) continha : 300 umoles
de tamp3o glicina-NaOH (pH 9,5), 3@ umoles de L-—arabinose,
1,5 umoles de NAD* ou NADP* e 1,0 mg de proteina. 0 tempo
de incubagdo esta especificado na Figura. A formag3o de
NADH (O) ou NADPH ( @ ) foi acompanhada como descrito em

materiais e métodos.
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Figura 83 : Efeito da concentragdo de enzima na atividade
da L-arabinose desidrogenase presente em extrato livre de
células crescidas em L-arabinose.

0O sistema de incubaglo (3,0 ml) continha : 300 .umoles
de tamp3o glicina—-NaOH (pH 9,5), 30 umoles de L-arabinose,
1,5 umoles de NAD* ou NADP* e proteina, como especificado
na Figura. A formagd3o de NADH ( O ) ou NADPH (@) Ffoi

acompanhada como descrito em materiais e métodos.
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Figura @4 : Efeito do tempo na atividade da L-arabinose

desidrogenase presente em extrato livre de celulas crescidas
em D,L-lactato.

0 sistema de incubagdo0 (3,8 ml) continha : 3080 umoles
de tamp3o glicina-NaOH (pH 9,5), 38 umoles de L-arabinose,
1,5 umoles de NAD* ou NADP* e 1,0 mg de proteina. O tempo de
incubagd0 estéd especificado na Figura. A formag3o de NADH
(0O) ou N<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>