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RESUMO

Levana € um polimero de frutose produzido por Zymomonas mobilis que apresenta
propriedades fisico-quimicas e biologicas que possibilitam seu uso pelas industrias
alimenticia e farmacéutica. Visando-se detectar proteinas diferencialmente
expressas durante a producéo deste polimero, procedeu-se a analise proteémica por
meio de eletroforese bidimensional seguida por espectrometria de massas. Uma vez
que as proteinas sao os elementos efetores da expressao génica e que a analise de
proteomas pode auxiliar na identificacdo de pontos de controle do metabolismo
determinantes para a biossintese. Inicialmente, foi realizada a padronizacdo da
etapa de extracdo de proteinas totais sollveis de modo a obter-se uma analise
protedmica global reprodutivel e de qualidade. Foram testados trés métodos de
extracdo de proteinas totais (trizol, Mehta e Rosato e tampédo de lise) em cinco
linhagens (Agll, ZAG-12, ZM4, ZAP e Z1-87) de Z. mobilis que apresentam
caracteristicas metabdlicas diferenciadas. Dentre esses métodos, o do reagente
Trizol possibilitou a obtencdo de proteinas totais em quantidade e qualidade para as
analises propostas. A linhagem ZAG-12, por se destacar entre as demais em termos
guantitativos na producédo de levana, foi escolhida para a realizacdo dos estudos
protedbmicos. Esta bactéria foi crescida em meio de glicose por 24 horas, inoculada
em meio de sacarose na concentracdo de 100 g L™ por 24 horas e submetida a
fermentacdo em meio de sacarose na concentracdo de 200 g L™ por 72 horas.
Aliguotas foram colhidas a cada 24 horas para dosagem de carboidratos e etanol
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, e dosagem de levana. Para analise das
proteinas diferencialmente expressas foram coletadas amostras nos tempos inicial e
final da fermentacdo. Pode-se reconhecer aproximadamente 450 proteinas
diferentes em cada gel e 44 proteinas com expresséo diferenciada na comparacao
das duas condicbes estudadas. Estas proteinas foram analisadas pelo
espectrometro do tipo MALDI TOF/TOF. As proteinas diferencialmente expressas
identificadas foram agrupadas de acordo com suas funcées no metabolismo, em que
57% estao associadas com o metabolismo de carboidratos, 13% com mecanismos
de traducdo e os outros 30% com outros metabolismos, biossintese e transcri¢ao.
Este trabalho contribuiu no estabelecimento de metodologias eficientes para

obtencdo de proteinas totais soluveis, assim como definiu as melhores condi¢cbes
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para separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional em Z. mobilis. Além
disso, os resultados obtidos servirdo como base para o entendimento acerca do
metabolismo da Z. mobilis durante a producéo de levana e abrirdo oportunidades

para novos estudos.

Palavras-chave: expressao diferencial; fermentacdo; protedmica; Zymomonas

mobilis.



ABSTRACT

Levan is a fructose’s polymer produced by Zymomonas mobilis that presents
physicochemical and biological properties that allow its use by the food and
pharmaceutical industries. Aiming to detect differentially expressed proteins during
the production of this polymer, was proceeded the proteomic analysis by two-
dimensional electrophoresis followed by mass spectrometry. Given that proteins are
the effectors elements of gene expression and proteome analysis can help identify
control points determinants of metabolism for biosynthesis. Initially, was performed
the standardization of step of extracting total soluble proteins so as to obtain a global
proteomic analysis and reproducible quality. Three different extraction methods of
total protein (trizol, Mehta and Rosato and lysis buffer) in five strains (AG11, ZAG-12,
ZM4, Z1 and ZAP-87) of Z. mobilis presenting different metabolic characteristics.
Among these methods, the reagent Trizol allowed obtaining total protein quantity and
quality for the proposed analyzes. A strain ZAG-12, by stand out among the others in
in quantitative terms on levan production, was chosen to carry out the proteomic
studies. Among these methods, the reagent Trizol allowed obtaining total protein
quantity and quality for the proposed analyzes. A strain ZAG-12, by stand out among
the others in in quantitative terms production of levan, was chosen to carry out the
proteomic studies. This bacterium was grown in glucose medium for 24 hours,
inoculated in sucrose medium at a concentration of 100 g L™ for 24 hours and
subjected to fermentation in sucrose medium at a concentration of 200 g L™ for 72
hours. Aliquots were taken every 24 hours for dose of carbohydrates and ethanol by
high performance liquid chromatography, and dosage levan. For analysis of
differentially expressed proteins were collected samples at start and end of
fermentation. Can be recognized about 450 different proteins in each gel and 44
proteins with differential expression on the comparison of two conditions studied.
hese proteins were analyzed by MALDI TOF/ TOF spectrometer. The differentially
expressed proteins identified were grouped according to their functions in
metabolism, in which 57% are associated with the metabolism of carbohydrates, 13%
with translation mechanisms and the other 30% with other metabolisms, biosynthesis
and transcription. This work contributed to the establishment of efficient
methodologies for obtaining total soluble protein, as well as has defined the best



conditions for protein separation by two-dimensional electrophoresis in Z. mobilis.
Furthermore, the results will serve as basis for understanding the metabolism of Z.

mobilis during levan production and will open opportunities for new studies.

Keywords: differential expression; fermentation; proteome; Zymomonas mobilis.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de processos biotecnolégicos visando a producédo de uma ampla
variedade de compostos vem despertando um crescente interesse, sobretudo nas
ultimas décadas, quando muitos avanc¢os tém sido alcancados e novas ferramentas
tém sido empregadas nesta area. Tal interesse pode ser justificado por manuseios
mais brandos empregados na biossintese, que reduzem o consumo de energia e
aumentam a seguranca do processo, pela alta especificidade das enzimas, que
podem minimizar a formacao de subprodutos, com baixo impacto ambiental (YANG
et al., 2009).

Em meio a esse contexto, Zymomonas mobilis tem despertado um interesse
consideravel como resultado de seu metabolismo rapido e eficiéncia em produzir
etanol e subprodutos, como levana, sorbitol, acido glucénico, entre outros, a partir de
acucares simples. Além disso, apresenta outras vantagens como menor producao
de biomassa, ndo necessidade de adicdo controlada de oxigénio e boa adequacéao
as manipulacdes genéticas (NAJAFPOUR, 2007; RANZAN, 2010).

O interesse industrial em polissacarideos microbianos reside no fato destes
apresentarem propriedades simples e garantirem um suprimento de material de
qualidade constante, preco estavel e ndo sujeito a variacdes de tempo. Estas
propriedades podem ser usadas na area de polimeros farmacologicamente ativos
para desenvolvimento de liberacdo de drogas (CALAZANS, 1997).

Na industria alimenticia, esses polissacarideos possuem diversas
propriedades funcionais, atuando como crioprotetores, estabilizantes, gelificantes e
espessantes, sendo muitas vezes 0s principais responsaveis pela textura (corpo,
viscosidade e consisténcia) dos alimentos processados. A levana é considerada
uma boa fonte de frutose, o emprego desse polimero tem ocorrido na fixacdo de
cores e sabores, atuando como espessante e estabilizante em géis para
sobremesas, sorvetes e derivados do leite em temperos prontos para salada, em
bebidas, coberturas para produtos de confeitaria e ainda como invélucro de
embutidos (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005).

Com isso, 0 uso de ferramentas gendémicas, transcriptdmicas, metabolémicas
e protebmicas tem sido aplicado em Z. mobilis com o intuito de elucidar e

aperfeicoar condi¢des de processos aos quais esta sendo submetido. A utilizacdo da



ferramenta protedbmica tem sido de fundamental importancia em organismos Vivos,
visto que o proteoma tem uma natureza dinamica (alterando-se frente a diferentes
condicbes de estimulos). Seu estudo representa uma forma de identificar possiveis
funcbes das proteinas e uma forma de investigar processos metabdlicos em
sistemas vivos para esclarecer o funcionamento de uma célula ou tecido a nivel
molecular (SILVA; CORREA; REIS, 2007).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparar e identificar, por meio de eletroforese bi-dimensional (2D-PAGE) e
espectrometria de massas, proteinas diferencialmente expressas durante a
producéo de levana em Z. mobilis.

2.2. Objetivos especificos
= Avaliar a producéo simultdnea de levana e etanol por Z. mobilis ZAG-12;
= Definir a melhor metodologia para extracao das proteinas de Z. mobilis ZAG-
12;
» Realizar analise comparativa do padrao de expressao diferencial de proteinas
de Z. mobilis ZAG-12.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Zymomonas mobilis

3.1.1. Histérico

Zymomomas mobilis € uma bactéria destacada como promissora para a
industria pelo seu potencial associado a producdo de etanol e outros compostos,
como levana, sorbitol, acido lactobiénico e frutooligossacarideos. Foi isolada por
Lindner, em 1924, no México, a partir da seiva de Agaves atrovirens, para producao
de uma bebida chamada pulque. No entanto, recebeu o binédmio latino de
Zymomonas mobilis s6 em 1936, de Kluvyer e van Niel, sendo por esta razdo, sua
descoberta atribuida aos mesmos (CALAZANS, 1987).

Em 1951, Oswaldo Goncalves de Lima, no Congresso Cientifico Mexicano,
apresentou resultados de Z. mobilis, com uma linhagem denominada Agl1l, isolada
da seiva acucarada do agave, no México. No ano seguinte, em Recife, isolou novas
cepas de Z. mobilis denominadas CP1, CP2, CP3 e CP4, a partir de caldo de cana-
de-acucar fermentado (GONCALVES DE LIMA et al.,, 1970). Estas cepas foram
consideradas diferentes uma das outras até ser feita uma andlise do perfil
plasmidial, a qual mostrou que estas cepas eram semelhantes entre elas,
aglutinando-as sob a denominac¢éo unica de CP4 (DALLY et al., 1982).

A manipulacdo genética da bactéria Z. mobilis, em Recife, teve inicio em
1983, com a chegada do pesquisador do National Hygiene Institute of Warsaw, W.
Kurylowicz, ao Departamento de Antibidtico da Universidade Federal de
Pernambuco, com a introducéo da técnica de fusédo de esferoplastos. Varios estudos
comecaram a ser realizados empregando tal técnica. Dentre tais estudos, destaca-
se o descrito por Calazans (1989), no qual as cepas de Z. mobilis ZAP (produtora de
levana) e Agll (n&o produtora de levana) foram selecionadas para utilizacdo da
técnica de fusado de esferoplastos. Os esferoplastos da ZAP foram inativados usando
a técnica descrita por Fodor e Asféldi (1976) enquanto que os esferoplastos de Agll
foram mantidos ativos. A fusdo dos esferoplastos seguiu o procedimento descrito por
Hopwood e Wright (1978). O resultado desta fusdo resultou na formacdo da

linhagem de Z. mobilis ZAG. O propdsito inicial deste experimento era obter clones
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gue fossem tolerantes a altas temperaturas (T > 38 °C) e bons produtores de etanol
como a ZAP, e nao produtores de levana como a Agll. Entretanto, todos os clones
adquiriram a qualidade de producédo de levana da ZAP, destacando-se a ZAG-12,
como uma boa produtora de levana (CALAZANS et al., 1989; FALCAO DE MORAIS
et al., 1993).

3.1.2. Aspectos morfoldgicos, bioquimicos e genémica de Z. mobilis

Z. mobilis sdo bactérias Gram-negativas, anaerdbias aerotolerantes, que se
apresentam como bastonetes curtos e grossos medindo aproximadamente 2,0 a 6,0
pum de comprimento e 1,0 a 1,4 um de largura. Podem aparecer isoladas ou em
pares, sdo geralmente moveis, possuindo de 1 a 4 flagelos polares. Quanto a
nutricdo, sdo organismos quimiorganotroficos pouco exigentes. Com relacdo as
condi¢cbes de cultivo, toleram baixos valores de pH, em torno de 4,0 para a maioria
(SWINGS; DE LEY, 1977; YANG et al., 2009). Em meio liquido, apresentam
crescimento satisfatério com temperaturas entre 25 °C e 40 °C, de cepas isoladas do
caldo-de-cana picado (GONCALVES DE LIMA et al., 1970).

Gibbs e DeMoss, em meados de 1950, demonstraram que o catabolismo
anaerébio da glicose pela via de Entner-Doudoroff (Figura 3.1), utilizado
principalmente por bactérias estritamente aerdbias, era utilizado por Z. mobilis, uma
bactéria anaerdbica, para producao de etanol (SWINGS e DELEY, 1977).

Em decorréncia do uso dessa via, o rendimento energético obtido por Z.
mobilis representa a metade do obtido por Saccharomyces cerevisiae pela via de
Embden-Meyerhof (FALCAO DE MORAIS, 1993; McGILL; DAWES, 1971; SWINGS
e DELEY, 1977). Estas rotas metabdlicas sdo comparativamente simples em relacao
a outros micro-organismos. Z. mobilis cataboliza substratos com altas taxas
especificas de carbono, uma vez que a parcela maior deste substrato é incorporado
no catabolismo do produto final (TOMA et al., 2003).

A utilizacdo de sacarose por Z. mobilis para a producao de etanol apresenta
dois problemas distintos: o primeiro, na fase de clivagem da molécula de sacarose
pela enzima levanassacarase, onde acontece um desvio da rota metabdlica para a
producédo de levana; e o segundo, para a oxidacéo direta de glicose ligada a reducgéo
da frutose para formar sorbitol, ou a polimerizacdo de frutose para formacdo de
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Figura 3.1 — Metabolismo de carboidratos em Z. mobilis. (Fonte: Sprenger, 1996).



frutooligossacarideos. Entretanto, isso ocorre quando existe alta concentracdo de
sacarose no meio, uma vez que a taxa de hidrélise deste dissacarideo € maior que o
consumo dos seus monossacarideos. Estes problemas levam a uma reducédo do
rendimento em etanol a partir de sacarose, em comparacado com os obtidos com 0s
processos de conversdo de amido ou glicose (KANNAN et al., 1993). A frutose,
formada da hidrélise da sacarose, ndo € transportada para o interior das células
primariamente, mas pela acdo da enzima levanassacarase € usada na formacao de
levana e frutooligpmeros (LOOS et al., 1994).

A sacarose € metabolizada em glicose e frutose pela acdo das enzimas
invertase (INV B) e levanassacarase (LEV U). As duas hexoses entram na célula via
sistema de difusdo facilitada ou sdo convertidas pela GFOR (glicose-
frutoseoxirredutase), uma enzima contendo NADP (nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato) que existe apenas na bactéria Z. mobilis. A enzima GFOR
madura esta localizada no periplasma, oxida glicose a gliconolactona e reduz frutose
a sorbitol. Gliconolactona é, entdo, convertida pela gliconolactonase (GL), outra
enzima periplasmatica, em acido glicbnico (gliconato). Ambas as enzimas sdo 0s
principais constituintes do periplasma, formando aproximadamente 20 a 30% das
proteinas deste compartimento. O &cido glicbnico é consumido pelas células e pode
ser completamente degradado (como um cosubstrato) a etanol e acido acético. O
sorbitol é produzido para neutralizar o efeito prejudicial de estresse osmatico
(SPRENGER, 1996).

Devido a estas caracteristicas que Z. mobilis apresenta, estudos genéticos
passaram a ser inseridos na pesquisa desta bactéria. Estudos envolvendo melhoria
de linhagens mutantes (ZALDIVAR; NIELSEN; OLSSON, 2001) bem como a
aplicacdo da andlise do fluxo metabdlico, mutagénese dirigida, insercdo e/ou
delecdo de genes especificos e engenharia metabolica para desenvolvimento de
cepas (HATZIMANIKATS et al., 1998; CORNISH-BOWDEN; CARDENAS, 2000). A
realizacdo de um mapa fisico do genoma de Z. mobilis ZM4 e sua unidade
transcricional ribossomal (KANG; KANG, 1998; LEE; JIN; KANG, 2001) contribuiram
para a descoberta do primeiro genoma completo deste micro-organismo. O simples
cromossomo circular consiste de 2.056.416 pares de base com uma meédia de

46,33% de conteudo de ligacbes de guanina e citosina (SEO et al., 2005). Sendo



assim, estudos a niveis, transcriptdmicos, metabolémicos (YANG et al., 2009) e
protedmicos continuam sendo desenvolvido com as linhagens desta espécie.
3.2. Levana

Ao longo das Ultimas décadas, varios tipos de biopolimeros tém sido
intensamente investigados por causa de suas funcionalidades fisicas e fisioldgicas.
Levana € um polimero de frutose de origem microbiana composta de moléculas

ligadas de [3-2,6-frutosil-frutose e cadeias laterais (Figura 3.2).

0 o CH, O_ © CH, O o) 0 H
HOCH, <{: ! 1 or\O
H
HO /tH,0H HO /CH,0H HO /tnon ' \9
HO L HO HO H
n

Levan (F2-6F2-6F2-6F2-1G)

Figura 3.2. Estrutura quimica da levana (Fonte: HETTWER et al., 1998).

Possui peso molecular estimado em 2,5 x 10° Daltons obtido por sinteses
enzimatica e microbiolégica. Apresenta viscosidade, solubilidade em agua e 6leo,
compatibilidade com sais e surfactantes, estabilidade para calor, acidez e
basicidade, propriedades reoldgicas e de suspensdo, formacdo de pelicula e
capacidade de retencdo de &gua e produtos quimicos. Também apresenta
propriedades biologicas para serem usadas como emulsificante, estabilizante e
espessante, bem como agente encapsulante, crioprotetor e osmorregulador (HAN;
CLARKE, 1990; YOSHIDA; SUZUKI; YAGI, 1990).

Tais propriedades apresentam excelente expectativa na area da saude, por
possuirem potencialidade terapéutica aproveitavel na é&rea farmacoldgica, por
exemplo, como substituto de plasma sanguineo (LIEPA et al., 1993), anti-
inflamatorio (VIGANTS; RICKS; MARX, 2001), imunomodulador (YOO et al., 2004),
anticarcinogénico (CALAZANS et al.,, 1997; CALAZANS et al, 2000) e
hipocolesterolémico (YAMAMOTO et al., 1999) em Z. mobilis. Na industria de
alimentos, a levana tem varios usos potenciais, tais como: agente espessante,
fixador de cores e sabores e em produtos dietéticos (TANO; BUZATO, 2003).



A levana é produzida a partir da reagcdo de transfrutolizilagdo catalisada pela
enzima levanassacarase (B-2,6 frutana-D-glucose-frutosiltransferase, EC 2.4.1.10),
que utiliza sacarose como substrato. Levana pode ser produzida como subproduto
vantajoso economicamente em destilarias de alcool utilizando sacarose como
substrato (BEKERS et al., 2002).

A producéo deste polimero foi feita sob a influéncia da agitagéo; concentracfes
de sacarose inicial e de extrato de levedura; pH, temperatura e tipos de inéculo.
Diferentes autores estudaram varios destes parametros pelo método tradicional de
otimizacdo univariada, a qual permite a variacdo de apenas um fator de cada vez,
enquanto todas as outras variaveis sdo mantidas constantes. A principal
desvantagem desta estratégia é que ela deixa de considerar qualquer possivel
interacdo entre os fatores e, consequentemente, pode produzir resultados
enganosos (MELO et al., 2007).

A concentracdo de sacarose e a temperatura sao os fatores mais importantes
que regulam a atividade de sintese de frutooligossacarideos catalisada pela
levanassacarase e a formagéo de levana em Z. mobilis (BEKERS et al., 2002). Em
baixas concentracfes de sacarose, em torno de 10 a 15% a 25 °C, etanol é
produzido, enquanto que com 50 a 70% da concentragdo de sacarose, entre 40 e 45
°C é assegurada a sintese de frutooligossacarideos (CRITTENDEN; DOELLE,
1994).

3.3. Abordagem protedmica

A identificacdo de genes tem contribuido para a compreensdo do mecanismo
de modulag&o dos micro-organismos a condi¢cfes abidticas distintas (AMARAL et al.,
2008). Entretanto, mudancas transcricionais néo refletem a expressao de proteinas
(GYGI et al., 1999), uma vez que processos pos-transcricionais, alterando a
quantidade de proteina ativa, como a sintese, modificacdo e a degradacdo de
proteinas, ndo sdo levadas em consideracédo, podendo haver um aumento drastico
no proteoma sem um aumento comitente da expressao génica. Assim, abordagens
complementares como o estudo de proteomas podem ajudar a identificar as
proteinas relacionadas na resposta de micro-organismos as condicdes ambientais
(CHEN; HARMON, 2006).



A protebmica surgiu no final de 1970, quando pesquisadores comecaram a
criar as bases de dados de proteinas usando naquela época a moderna técnica de
eletroforese bidimensional (O’FARREL, 1975). O termo proteoma foi proposto por
Wilkins e Willians, em 1994, como sendo todo o conteludo de proteinas expressas
por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao complemento proteico
expresso por um tecido ou células diferenciadas (WILKINS et al., 1996). Depois da
repercussao provocada pelo sequenciamento do genoma de Varios organismos,
pesquisadores perceberam que, para se compreender a funcédo génica em toda sua
plenitude, era necessario o estudo em larga escala das proteinas expressas.
Verificou-se que, apesar de importante, a analise das sequéncias de nucleotideos
nem sempre reflete uma relacdo direta com os niveis de proteinas expressas e,
consequentemente, de atividade bioldgica (GYGI et al., 1999).

Enquanto o genoma de um organismo permanece relativamente estavel ao
longo da vida, o proteoma € extremamente dindmico e varidvel. A andlise
protedmica permite saber se um gene esta sendo expresso, isto €, a concentracao
relativa desse produto e, por fim, as modificacbes que podem ocorrer nessas
proteinas apds a sua traducdo. A andlise protedmica pode mostrar também como
esses processos metabdlicos, regulatérios e de sinalizacdo se tornam disfuncionais
nos estados patolégicos e como podem ser manipulados, mediante, por exemplo, a
administracdo de medicamentos ou a terapia génica (GALDOS, 2009).

Inicialmente, o objetivo dos estudos proteémicos foi identificar em larga escala
todas as proteinas presentes em uma célula ou tecido. Estudos versavam na analise
simultanea de misturas complexas de proteinas como as provenientes de lisados
celulares e extratos de tecidos com o intento de detectar diferencas quantitativas e
gualitativas na expressao proteica (WESTERMEIER; NAVEN, 2002).

As razdes que justificam tal magnitude do proteoma sdo as variacbes na
clivagem do RNA e as modificacbes pos-traducionais, que o torna varias vezes
maior e complexo que o genoma correspondente. Modificagbes na abundancia
(quantidade) das proteinas com o tempo, com o desenvolvimento do organismo e as
alteracdes do meio ambiente, tornam este desenvolvimento dinamico (WILKINS et
al., 1996).

Uma vez que as andlises realizadas atravées do DNA e da sequéncia do
RNAmM por si s6 ndo determinam as propriedades dos sistemas biolédgicos, a analise

10



do proteoma € uma ferramenta de apoio conceitualmente atrativa, pois atrelada a
estudos gendmicos e transcriptdbmicos, podem fornecer dados que complementem a
determinacdo de tais propriedades. Estas incluem a quantidade de expressao da
proteina, a localizacdo subcelular, o estado de modificacdo, e a associagcdo com
ligantes, bem como a taxa de variagdo com o tempo (GYGI et al., 1999).

Uma das técnicas de proteoma mais utilizada é a 2D-PAGE, seguida com
analise de espectrometria de massas. No contexto da protedmica comparativa, onde
0 objetivo é identificar diferencas quantitativas e qualitativas entre amostras de
proteinas, a técnica de 2D-PAGE é um meétodo de escolha, e gera dados em um
formato que possibilita uma boa avaliagéo visual (para amostras pouco complexas) e
fornece comparacdes quantitativas (RABILLOUD, 2010). Esta técnica permite a
separacao, a visualizacédo e a quantificacdo de proteinas reproduzidas sobre um gel
unico (KLOSE; KOBALZ, 1995; O'FARELL, 1975).

Com os recentes avangos, como 0 aumento da reprodutibilidade pelo uso de
gradientes imobilizados de pH, a visualizacdo de imagens e aumento de
sensitividade de deteccdo; devido ao incremento de tecnologias utilizando
fluorescéncia e nas andlises por espectrometria de massas, como 0 aumento de
sensibilidade, resolucdo e velocidade de aquisicdo de dados de identificacdo de
proteinas para um nivel que permite a analise em larga escala de proteinas
separadas por eletroforese bidimensional (2-DE), a prote6bmica tem se tornado uma
estratégia alternativa no estabelecimento de marcadores bioquimicos e uma das
mais utilizadas para andalises metabolicas e de expressdo génica global
(PAWLOWSKI, 2007; SHEVCHENKO et al., 1996).

A eletroforese bidimensional apresenta também limitacbes, como baixa
sensibilidade de detec¢do de proteinas em baixa concentragdo, dificuldades na
resolucdo de spots das proteinas com pontos isoelétricos e massas moleculares
parecidos e pouca representacao das proteinas hidrofébicas. No entanto, repeticbes
de géis, maior rigor nas analises e aplicacdo de protocolos mais especificos para
recuperacdo de proteinas com baixa solubilidade tem feito com que estas
dificuldades venham sendo superadas (GORG et al., 2000; GORG et al., 2004;
SANTONI et al., 2000). O uso de compostos fluorescentes e de softwares de analise

de imagens de géis tem proporcionado resultados que permitem melhores
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interpretacbes de dados (PANDEY; MANN, 2000; PATTERSON; AEBERSOLD,
2003; TANNU; HEMBY, 2006; VISWANATHAN et al., 2006).

A protedmica tem sido usada no estudo de varios organismos com diversos
propoésitos, como analise do perfil proteico para correlacao filogenética, estudo das
proteinas de membrana para resolucdo das interacdes proteina-proteina, estudo de
isoformas, resposta a diversas condi¢cbes fisioldgicas, doencas, deteccdo de

modificacdes pods-traducionais, proteoma mitocondrial e nuclear (LIEBLER, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismos

Foram utilizadas cinco linhagens de Z. mobilis, pertencentes a Colecao
Microbiana do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA), designadas por Agll (UFPEDA 198), ZAG-12 (UFPEDA
241), ZAP (UFPEDA 205), ZM4 (UFPEDA 633) e Z1-87 (UFPEDA 355). Todas foram
utilizadas para escolha do melhor protocolo de extracdo de proteinas em Z. mobilis,
entretanto, apenas ZAG-12 foi submetida ao processo fermentativo.

4.2. Meios de cultura

4.2.1. Meio de manutencéo de Z. mobilis

Os micro-organismos cedidos pela Colecao foram mantidos em meio liquido
na composicdo em g L™: glicose 20,0; extrato de levedura 5,0; em estufa
microbioldgica a 30° C, por 24 a 48 horas. O pH foi ajustado em 6,5. As linhagens
foram conservadas em geladeira a 4° C, sendo repicadas a cada trés meses para o

meio de manutencéo.

4.2.2. Meio de preparacéo do inéculo

Apds o crescimento, as culturas foram transferidas para frascos Erlenmeyer
contendo o meio da preparacdo de in6culo na composicdo em g L™ sacarose 100,0;
extrato de levedura 5,0; KH,PO4 2,0; MgS0O,4.7H,0 0,5; (NH4)2SO4 1,0. O pH deste
meio foi ajustado em 6,0. Em seguida, os frascos foram colocados em estufa a 30 °C

por 24 horas.

4.2.3. Meio de fermentacéao

O meio utilizado na producdo de levana, designado ML, foi preparado de
maneira idéntica ao meio de preparacdo do indculo, diferindo apenas na
concentracdo de sacarose que foi de 200,0 g L™ (CALAZANS et al., 1989). O pH foi

ajustado em 6,0. O experimento foi realizado em triplicata.
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4.3. Processos fermentativos

4.3.1. Efeito da temperatura na producao de levana

Os experimentos foram conduzidos com a linhagem Z. mobilis ZAG-12, em
frascos Pyrex de 500 mL, contendo 300 mL de meio de fermentag&o. Foi utilizado
como indculo 10% em volume de cultivo crescido a 30 °C £ 1 °C durante 24 horas de
pré-fermentacdo. As fermentacdes foram realizadas nas temperaturas de 20, 30 e
40 °C = 1 °C, por 72 horas, sem agitacdo. Os frascos de fermentacdo submetidos a
temperatura de 20 °C foram colocados em incubadora refrigerada. Amostras para
medidas da biomassa, da sacarose, do pH e da levana produzida, foram colhidas
nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas.

Foram realizadas semeaduras do mosto fermentado, em meio agar nutritivo,
com o intuito de investigar a presenca de possiveis contaminantes na fermentacao
nos tempos mencionados anteriormente (SILVA, 1996). Nesse meio nao se verifica
crescimento de Zymomonas devido a auséncia de determinados fatores essenciais
para esta bactéria. O aparecimento de colbnias implica na presenca de

contaminantes.

4.4. Determinac0es quantitativas para acompanhamentos dos processos

fermentativos

4.4.1. Dosagem de levana

A levana do liquido fermentado foi precipitada com etanol absoluto, ajustando-
se a mistura hidroalcodlica para 70 % (v/v) em etanol. Foram adicionados 15 mL do
etanol a -20 °C a 5 mL do fermentado j& filtrado em membrana porosa 0,22 pum pelo
sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). ApGs a adicéo de 15 mL de etanol absoluto
em 5 mL de filtrado, as amostras foram centrifugadas a 4200 x g por 10 min. O
sobrenadante foi descartado, adicionaram-se 5 mL de agua destilada para remocéao
da levana das laterais do tubo Falcon. Esse processo foi realizado duas vezes. A
levana precipitada foi dosada, em g L™, por peso seco em pesa-filtros previamente
secos e tarados, que foram colocados em estufa a 110 °C por 24 horas (REISS;
HARTMEIER, 1990).

14



4.4.2. Determinacéo de carboidratos e etanol por CLAE

A quantificacdo da sacarose, glicose, frutose e etanol para a linhagem de Z.
mobilis ZAG-12 ocorreu através do meétodo de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com deteccao por indice de refracdo (Agilent, Série 1100). Para
esta analise, foi utilizada uma coluna Aminex HPX87H, com &cido sulfarico 5 uM
como fase mével, a um fluxo de 0,6 mL min™ e temperatura de 60°C. A fase mével
foi preparada com agua ultrapura e, posteriormente, filtrada em membrana
microporosa de 0,22 pm.

A quantificacdo utilizou o método do padrdo externo, com utilizacdo de uma
curva de calibragéo feita simultaneamente com a andlise dos dados obtidos durante
a fermentacdo, com o intuito de prevenir erros de analise. Uma vez que este método
€ sensivel a erros de preparo das amostras e dos padrées, bem como a injecdo das
solucdes padrdo e das amostras, sendo necessario tal procedimento para cada
andlise (RIBANI et al., 2004). As amostras e os padrdes foram diluidos em fase

movel, filtrados e injetados automaticamente em um volume de 5 pL.

45. Protedbmica

4.5.1. Extracdo de proteinas totais
Para os trés métodos seguintes de extracéo, foram realizados em triplicata os

experimentos com as seguintes linhagens: Agll, ZAG-12, ZAP, ZM4 e Z1-87.

45.1.1. Meétodo do Trizol

Foi adicionado 1,0 mL do reagente Trizol (Invitroge®) no micro tubo de 1,5 mL
contendo as células de Z. mobilis e foram incubados por 5 minutos a temperatura
ambiente. Foram adicionados 200 pL de cloroférmio e foram agitados em vortex por
15 segundos, posteriormente incubados a temperatura ambiente por 3 minutos.
Foram centrifugados a 12000 x g por 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para
outro micro tubo e adicionou-se 1,0 mL de isopropanol gelado e foram incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugou-se a 12000 x g por 10 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado por 3 vezes com 1 mL de
solugcéao de lavagem (0,3 M de hipoclorito de guanidina em etanol 95%), incubando

em agitacdo por 20 minutos a temperatura ambiente na incubadora com agitacao
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orbital a 100 rpm. Centrifugou-se a 8000 x g por 5 minutos a 4 °C. Em seguida,
descartou-se a solugéo de lavagem e adicionou-se 1,0 mL de etanol 100% e foram
colocados no vértex por alguns segundos. Incubou-se por 20 minutos a temperatura
ambiente e centrifugou-se a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C. Secou-se o0 pellet a
temperatura ambiente por 10 minutos. O pellet foi dissolvido em 200 pL de SDS 1%
(1 g de SDS em 100 mL de &gua destilada) e 200 uL de PBS 1X (concentracdo em g
L™: KCI 0,2; NaCl 8,0; Na,HPO, 1,44; KH,PO, 0,24) e usou-se um bastdo de plastico
para quebrar o pellet. Em seguida, juntaram-se as repeticdes da mesma amostra
num mesmo eppedorf e foram incubadas a 50 °C por 2 horas. Centrifugou-se a
10000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo para

novo micro tubo. Em seguida, as amostras foram estocadas a -20 °C.

4.5.1.2. Método do Tampao de lise

Nas amostras mantidas no gelo foi adicionado 1,0 mL de tamp&o de lise na
concentracdo em g L™ 7 M ureia 420,0; 2 M tiureia 152,0; 4% CHAPS 40,0; 1% DTT
10,0. Posteriormente, foram centrifugadas a 14000 x g a 4 °C por 30 minutos e, 0s
sobrenadantes das amostras foram transferidos para outro micro tubo e estocados a
-20 °C.

4.5.1.3. Método de Mehta e Rosato

As células foram coletadas por centrifugacédo e os pellets foram lavados em
tampao fosfato com pH ajustado em 7,2, na concentracdo em g L™ K,HPO, 1,24;
KH,PO, 0,39; NaCl 8,8. Os pellets foram suspensos em 0,75 mL de tampao de
extracdo com pH ajustado em 7,0, na concentracdo em g L™: 0,7 M sacarose; 0,5 M
Tris-HCI; 30 mM HCI; 50 mM EDTA; 0,1 M KCI; 40 mM DTT,; incubados por 15
minutos a temperatura ambiente. O mesmo volume de fenol foi adicionado nos
pellets e, depois de 15 minutos de agitacdo, a suspensao foi centrifugada a 10000 x
g a 4 °C por 3 min. O sobrenadante foi descartado. Essa etapa foi repetida duas
vezes. As proteinas foram precipitadas com 5 volumes de 0,1 M de acetato de
amoénio em metanol e centrifugadas a 14000 x g a 4 °C por 30 minutos. O
precipitado foi lavado uma vez com 1,0 mL de acetona 80% e centrifugado a 8000 x
g a 4 °C por 5 min. O sobrenadante das amostras foi descartado e o pellet foi secado
a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se 100 pyL de SDS

16



1% e PBS 1X para ressuspender as proteinas. O pellet foi quebrado com bastdo de
plastico e colocado em banho-maria a 50 °C por 15 minutos. Posteriormente, as
amostras foram estocadas a -20 °C (MEHTA; ROSATO, 2001).

4.6. Quantificacdo de proteinas totais

4.6.1. Kit BCA

As proteinas foram quantificadas de acordo com a metodologia de Lowry
(1951). Foi utilizado o Kit Thermo Scientific Pierce® BCA Protein Assay, no qual
estava contida a proteina padrdo albumina bovina sérica (BSA), para fazer a curva
padrdo. Foram pipetados 10 pL das amostras proteicas para um micro tubo e
adicionados 90 pL de agua destilada filtrada e autoclavada. As amostras foram
agitadas por 20 segundos a temperatura ambiente. Para formacao do reagente AB,
foram utilizados na proporcdo de 50 partes do reagente A para 1 parte do reagente
B, de acordo com o protocolo do fabricante. Em uma microplaca de Elisa, foram
adicionados 200 pL do reagente AB e 25 pL da amostra em cada poco.
Posteriormente, a microplaca foi colocada em estufa a 37 °C durante 30 minutos e
lidas no espectrofotdbmetro com absorbancia de 562 nm.

4.6.2. Kit 2D Quant

Foi feita uma curva padr&o utilizando a solucdo de BSA 2,0 mg mL™. Foram
colocados nos micro tubos 25 pL das amostras, adicionaram-se 500 pL da solucao
precipitante e foram postas no vortex, seguida de incubacdo de 3 minutos a
temperatura ambiente. Foram adicionados 500 pL da solucdo coprecipitante. As
amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 5 minutos e, em seguida, o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 100 mL do Copper Solution e 400 uL de
agua mili-Q e colocados no vortex para dissolver o pellet. As amostras foram lidas
em espectrofotdbmetro na absorbancia de 480 nm, usando &gua destilada como

branco.

4.7. Gel unidimensional SDS-PAGE
Foram liofilizados 200 pg de proteinas. Na cuba de eletroforese foi adicionado
primeiramente o gel de separagdo, 0 qual € composto por &gua destilada
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esterilizada, TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8, acrilamida/bisacrilamida, SDS 10%, APS 10% e
TEMED, na concentracdo de 15%; seguido de 200 pL de isopropanol visando a
polimerizacdo do gel. Apés isso, foi adicionado o gel concentrador, na composi¢cao
de 4%, constituido dos mesmos componentes do gel de separacdo, variando na
faixa de pH do tris-HCI, que foi de 6,8. Foi colocado o tampé&o de corrida SDS 1X.
Em cada amostra liofilizada, foram adicionados 20 pL do tampao de amostra 5X; e
fervidos por 3 minutos a 100 °C. As amostras foram adicionadas no gel ao atingir a
temperatura ambiente, corridas a 15 a 20 mA por cerca de 2 horas. Terminada a
corrida, o gel foi colocado em uma solugdo de fixacdo por 30 minutos numa
incubadora com agitacao orbital com agitacao de 50 rpm. Descartou-se a solugcéao de
fixacdo e adicionou-se no gel uma solucdo corante Coomassie Brilliant Blue por 30
minutos. Descartou-se a solucdo corante e adicionou-se a solucdo descorante até

as bandas de proteinas serem vistas nitidamente.

4.8. Eletroforese bidimensional

4.8.1. Primeira dimensao

O equivalente a 1,0 mg de proteinas foi precipitado com &cido tricloroacético e
foram ressolubilizados em tampao de reidratacdo. A focalizagc&o foi feita utilizando
gradiente de pH imobilizado. As fitas IPG foram reidratadas no aparato para a
focalizacdo isoelétrica IPGphor 3, GE Healthcare, por 16 a 20 horas a 20 °C. A
focalizacdo isoelétrica foi feita nas seguintes etapas: 500 Vh, 800 Vh, 11300 Vh,
2900 Vh. Depois da focalizacdo, as fitas foram lavadas com agua ultrapura e
armazenadas a -80°C, equilibradas em duas solugbes redutoras de pontes de
dissulfetos (GORG et al., 1987).

4.8.2. Segunda dimenséo

A segunda dimensdo da eletroforese foi feita em seis géis verticais
homogéneos de acrilamida 15%, trés para as amostras do tempo zero e trés para as
amostras do tempo de 72 horas, conforme descrito por LAEMMLI (1970). A primeira
etapa consistiu em 50 mg de DDT para cada 5 mL de solucdo de equilibrio
(composicdo em g L™: ureia 6 M; tris-HCI (pH 8,8) 75 mM; glicerol 29,3%; SDS 2%;
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azul de bromofenol 0,002% de uma solucdo de 1%. A separacdo das proteinas foi
feita a 10°C, em cuba Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Bioscience).

4.9. Aquisicdo de imagens

As imagens dos géis foram adquiridos com uma resolucao de digitalizacédo de
300 dpi, em seguida, analisados com o software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), de acordo com os protocolos fornecidos pelo
fabricante. A quantidade de cada local foi normalizada pela intensidade total de
spots validos. Spots de proteinas foram considerados diferencialmente expressos se
a intensidade se modificou estatisticamente nos diferentes dias.

4.10. Analise de proteinas por MALDI-TOF/TOF MS

A digestdo em gel das proteinas foi realizada conforme descrito por
SHEVCHENKO et al. (2007), com algumas alteracbes. Os peptideos foram
dissolvidos em 10 pL de acido trifluoracético (TFA) 0,1%. A solucdo saturada de
acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) 4 mg mL™* em acetonitrila (ACN) 50% e
0,3% TFA foi misturada com igual quantidade de amostra e colocada na placa
Anchor Chip 800/384 (Briker Daltonic GmbH) e secas em fluxo de ar laminar para
recristalizacdo. As amostras foram analisadas em um espectrometro de massa
MALDI TOF/TOF (Ultrafelex, Bruker Daltonics) no modo reflectron. Peptideos com
uma relacdo sinal-ruido acima de 100 tiveram seu MS/MS analisados usando a
tecnologia LIFT que esta incorporado no MS Ultraflex; em média cinco MS/MS
espectros foram medidos para cada proteina digerida levando de 2 a 5 peptideos
identificados. O processamento de dados foi feito através dos softwares Flex

analysis e Biotools (Bruker Daltonic).

4.11. Analise de dados MS/MS

A andlise dos dados foi realizada utilizando software Biotools 3.0 e a
ferramenta de busca MASCOT (Matrix Sciences, MK). As pesquisas foram
realizadas utilizando os seguintes parametros: a tolerancia em massa foi definida
para 0,7 Da para fragmentos de ions. Tripsina foi definida como enzima proteolitica

com duas clivagens perdidas. A carga do peptideo +1 foi utlizada. A
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carbamidometilagédo de residuos de cisteina foi definida como modificagdo fixa e a
oxidacgdo de residuos de metionina foi definida como a modificagéo variavel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Producéao de levana e etanol por Z. mobilis ZAG-12

A 20 °C foi observada a maior producéo de levana, 3,90 g L™, seguida em
ordem decrescente pelas producées nas temperaturas de 30 e 40 °C, com 1,79 g L™
e 0,31 g L™ de levana, respectivamente (Figura 5.1). Com relacdo ao etanol em 72
horas de fermentacédo, a 30 °C ocorreu a maior producéo, aproximadamente 9,36 g
L™, seguida das concentracdes obtidas nas temperaturas de 20 e 40 °C, 6,86 g L™ e
3,36 g L™, respectivamente (Figuras 5.2, 5.3 e 5.4). O maior consumo de substrato
aconteceu na temperatura de 30 °C, aproximadamente 157,13 g L™ de sacarose
consumida (Figura 5.3), seguido pelo consumo nas temperaturas de 40 °C, 143,22 g
L™ (Figura 5.4) e de 20 °C, 142,88 g L™ (Figura 5.2). As temperaturas de 20 e 40 °C
registra-se uma maior concentracdo de substrato residual, correspondendo a 11%
do substrato inicial, enquanto que a 30 °C equivaleu a 7% do inicial. As figuras 5.2,
5.3 e 5.4 evidenciam que com 72 h de fermentacéo, o substrato ndo foi totalmente
consumido. A conducdo do processo por um periodo de tempo maior poderia
resultar em rendimentos mais elevados de levana e consequentemente, em reducao

do substrato residual.
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Figura 5.1 — Producéo de levana por Z. mobilis ZAG-12 em 72h de fermentacao.
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Figura 5.2 — Consumo de sacarose e concentracdo de glicose, frutose e etanol em 72 h de
fermentacdo para producédo de levana por Z. mobilis ZAG-12, a 20 °C.
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Figura 5.3 — Consumo de sacarose e concentracdo de glicose, frutose e etanol em 72 h de
fermentacéo para producédo de levana por Z. mobilis ZAG-12, a 30 °C.
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Figura 5.4 — Consumo de sacarose e concentracdo de glicose, frutose e etanol em 72 h de
fermentacdo para producédo de levana por Z. mobilis ZAG-12, a 40 °C.

Embora o maior consumo de substrato tenha ocorrido a 30 °C (Figura 5.3), a
temperatura de 20 °C verificou-se a maior taxa de conversdo de produto em
substrato (Yp/s). Nesta temperatura, o fator de converséo de sacarose em levana foi
de 0,027 g g, cerca de duas vezes maior do que 0 Ypis a 30 °C e treze vezes maior
do que 0 Yps a 40 °C (Tabela 5.1). Na mesma temperatura, também se observou
que 0 Ypis para etanol foi maior, 0,065 g g™ (Tabela 5.2). Isto pode ser explicado,
considerando-se que em temperaturas mais elevadas, em torno de 30 a 35 °C
acontece um favorecimento da producéo de etanol, assim como o aparecimento de
coprodutos como acido gluconico e sorbitol, contribuindo para o decaimento da
conversao de substrato em levana (CALAZANS, 1997; VIIKARI; GISLER, 1986;
DOELLE et al., 1993).

Tabela 5.1 — Rendimento de levana para a linhagem de Z. mobilis ZAG-12, em 72 horas de

fermentacéo.
Temperatura (°C) Yeis (9 97)
20 0,027
30 0,011
40 0,002
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Tabela 5.2 — Rendimento de etanol para a linhagem de Z. mobilis ZAG-12, em 72 horas de

fermentacéo.
Temperatura (°C) Yeris (9 97)
20 0,065
30 0,043
40 0,023

Os resultados obtidos de Yp;s de levana foram corroborados com os descritos
em estudo similar, confirmando que em temperaturas abaixo de 30 °C verifica-se
uma maior polimerizagdo de frutose em levana. Em temperaturas abaixo de 30 °C
ocorre um favorecimento da polimerizacdo de frutose em levana em detrimento da
producdo de etanol que, simultaneamente, desfavorece a atividade de certas
enzimas que estdo envolvidas na conversdo do substrato em etanol, &cido glucénico
e sorbitol, em temperaturas até 25 °C (CALAZANS, 1997).

Os fatores de conversdo tanto para a levana quanto para etanol foram
maiores na temperatura de 20 °C. Com base nos resultados obtidos, foi escolhida
para a realizacao da analise proteémica a temperatura de 20 °C, onde se observou o
favorecimento da producéo de levana em comparacdo com as demais temperaturas

testadas.
5.2. Analise da extracédo de proteinas de Z. mobilis em gel unidimensional
A analise do gel unidimensional mostrou que pelo método do trizol, ocorreu

maior linearidade nas bandas de proteinas, seguidas em ordem decrescente pelos

métodos de Mehta e Rosato e tampéo de lise (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Gel de separacgéo de poliacrilamida 15%. Legenda: O - Marcador; 1 - Agl1; 2 - ZAP; 3 -
ZAG-12; 4 - ZM4; 5 - 71-87.

5.3. Analise da extracdo de proteinas de Z. mobilis ZAG-12 em gel

bidimensional

A analise dos géis bidimensionais mostrou que o método de extracdo em Z.
mobilis que revelou a maior quantidade de spots na faixa de pH de 3 a 10, foi o do
método do trizol. As figuras 5.6, 5.7 e 5.8 mostram que todos os métodos séo
eficazes na extracdo de proteinas &cidas. No entanto, pode-se observar a
guantidade de proteinas basicas apresentadas na figura 5.6 € maior quando se
compara com as figuras 5.7 e 5.8. Sendo assim, o método de extracdo escolhido
para a analise das proteinas durante a fermentacéo para a producao de levana foi o

do método do trizol.
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Figura 5.6 — Gel bidimensional de extracédo de proteinas de Z. mobilis ZAG-12 pelo método do trizol.

Figura 5.7 — Gel bidimensional de extracdo de proteinas de Z. mobilis ZAG-12 pelo método de Mehta

e Rosato.
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Figura 5.8 — Gel bidimensional de extracdo de proteinas de Z. mobilis ZAG-12 pelo método do

tampé&o de lise.

5.4. Analise de proteinas

Aproximadamente 1,1 mg mL™ de proteinas foram obtidas a partir de 6 mL do
fermentado. A resolucdo de cerca de 200 pg de proteinas carregadas em cada gel
mostrou uma média de 500 spots com pl variando entre 4 e 7 e massa molecular
variando entre 100 kDa e 10 kDa (Figuras 5.9 e 5.10). A imagem amplificada dos
géis bidimensionais pode ser observada na Figura 5.11. A andlise comparativa
bidimensional foi realizada entre os tratamentos (Oh e 72h), onde as proteinas
encontradas no tempo Oh referem-se as proteinas provenientes do inéculo, o qual se
encontrava na temperatura 30 °C, na concentracdo de 100 g L™*. As proteinas
expressas diferencialmente, que foram identificadas através de espectrometria de
massa MALDI TOF/TOF (MS/MS), atingiram identificacdo de 77,27% (34 de 44

spots).
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Figura 5.9 — Visdo geral do proteoma de Z. mobilis ZAG-12 no tempo Oh de fermenta¢do para

producéo de levana, separado por eletroforese bidimensional. A resolugédo de 2-D do proteoma com
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Figura 5.10 — Viséo geral do proteoma de Z. mobilis ZAG-12 em 72 horas de fermentacdo para

producédo de levana, separado por eletroforese bidimensional. A resolucéo de 2-D do proteoma com
IEF/ SDS-PAGE e pl 4-7 linear 220-10 kDa de massa molecular.
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Figura 5.11 — Zoom das areas dos géis bidimensionais mostrando spots de proteinas

diferencialmente expressas nos tempos 0 h e 72 h. Os nameros indicados estdo de acordo com 0s

mencionados na Tabela 5.3.

5.5. Regulacéo proteica no processo de producao de levana e de etanol

As reacdes de proteina frente a producdo de levana e de etanol foram
avaliadas comparando os geéis em triplicata, tanto no tempo inicial quanto no final.
Pela abordagem 2D-PAGE, foi possivel identificar 34 spots diferencialmente
expressos (Tabela 5.3). Foram 19 spots que apresentaram aumento de expressao
no tempo Oh de fermentacao (proteinas oriundas do inéculo) (Tabela 5.4) e 15 spots
apresentando aumento de expressdo no tempo de 72 horas de fermentacéo (Tabela
5.5). A maioria destas proteinas esta envolvida com o metabolismo de carboidratos

(57%), outras com mecanismos de traducgao e transcricao (Figuras 5.12 e 5.13).
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Tabela 5.3 — Lista de proteinas diferencialmente expressas durante a producédo de levana por Z.
mobilis ZAG-12 em 72 horas.

Spot Identidade® Organismo” Acesso® Score® pl® Massa Expresséo
nominal® proteica
1 Fator sigma 54 Z. mobilis ATCC  GI|384411694 125 6.10 22458 Aumento
10988
2 ROK (rho Z. mobilis ZM4 Gl1|56552615 140 5.79 32930 Diminuigao
quinase)
3 2-dehidro-3- Z. mobilis ZM4 Gl|56552384 129 5.90 31463 Diminuicao
desoxifosfooctona
to aldolase
4 UTP-glucose-1- Z. mobilis ATCC  GI|384412285 139 5.49 31984 Diminuicédo
fosfato- 10988
uridililtransferase
5 Aldose 1- Z. mobilis ATCC  GI|397676243 84 5.12 33159 Diminuicao
epimerase 29191
6 Oxidoredutase Z. mobilis ZM4 Gl1|56552649 82 491 31226 Diminuigao
FAD/NAD(P)
7 Frutose-bisfosfato ~ Z. mobilis ZM4 Gl|56551075 100 6.46 32942 Aumento
aldolase
8 Ornitina carbamo- Z. mobilis ZM4 Gl|283856252 162 5.70 34224 Aumento
iltransferase
9 Aldo/ceto Z. mobilis ZM4 GI|56551872 172 6.62 38177 Aumento
redutase
10 Ferro contendo Z. mobilis ZM4 Gl|56552492 92 5.49 40461 Aumento
alcool-
desidrogenase
11 4-hidroxi-3- Z. mobilis ZM4 GI|56551771 121 5.11 36710 Diminuicao
metilbut-2-enil
difosfatoredutase
12 Alcool- Z. mobilis ATCC  GI|397675985 97 5.70 36577 Diminuicéo
desidrogenase 29191
13 Argininosuccinato ~ Z. mobilis ZM4 Gl1|56551932 217 5.76 45732 Diminuicao
sintase
14 Glicose-6-fosfato Z. mobilis ZM4 Gl|56551263 255 5.61 53940 Diminuicéo
1-desidrogenase
15 Glicose-6-fosfato ~ Z. mobilis ATCC  GI|397676012 167 5.89 55442 Diminuicao
isomerase 29191
16 Aldeido- Z. mobilis Gl|260753699 86 5.93 49777 Diminuigao
desidrogenase NCIMB 11163

30



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Semialdeido
succinico
desidrogenase

Glutamil-RNAt
sintetase

FOF1 ATP sintase
subunidade beta

Piruvatoquinase

Tiamina
pirofosfato (TPP)

Piruvatoquinase

Arginil-RNAt
sintetase

Piruvatoquinase

Chaperona
molecular GroEL

Tiamina
pirofosfato (TPP)

Lisil-RNAt
sintetase

Transcetolase

Tiamina

Fosfogluconato
desidratase

30S Proteina
ribossomal S1

Polirribonucleo-
tideo nucleotidil-
transferase

5-metiltetrahidrop-

teroiltriglutamato-
homocisteina S-
metiltransferase

5-

metiltetrahidropter
oiltriglutamato-
homocisteina S-
metiltransferase

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ATCC
10988

Z. mobilis
NCIMB 11163

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis
NCIMB 11163

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ATCC
10988

Z. mobilis ATCC
29191

Z. mobilis ATCC
10988

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ZM4

Z. mobilis ATCC
10988

Z. mobilis ATCC
10988

Z. mobilis ZM4

GI|4378160

Gl|384412140

Gl|260753212

Gl1|56551048

GI|56552256

GI|56551048

Gl|260752688

GI|56551048

Gl1|56552825

Gl1|56552256

Gl]384411343

Gl|397677356

Gl|384411594

Gl|56551264

Gl|56552694

Gl|384411996

G1|384411246

Gl1|56551896

87

108

56

217

80

224

261

168

92

80

139

86

276

206

209

330

189

114

5.79

5.55

4.92

6.26

5.74

6.26

5.47

6.26

5.06

5.74

5.94

4.63

5.50

6.31

5.03

5.35

5.92

5.83

49850

54004

52129

51527

61286

51527

63401

51527

58086

61286

59745

50058

67407

65636

61671

82141

85214

85218

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Diminuic¢éo

Aumento

Diminuicéo

Diminuic¢éo

Aumento

Aumento

Diminuicéao

Diminuic¢éo

Diminuigao

Diminuic¢éo
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a ldentificacdo das proteinas identificadas por espectrometria de massas
b Espécies identificadas com as proteinas encontradas

¢ NUumero de acesso do banco de dados (nrNCBI)

d MASCOT score

e Peso molecular tedrico e ponto isoelétrico calculado a partir da ferramenta de célculo Mr/Pl de

ExPASy
f Tipo de expresséo sofrida pela proteina

Biossintese de Metabolismo

- . de acidos
ester(?ldes Metabolismo de |,,cléicos
3% aminoacidos 3%

Sintese de 6%

ATP
6%_\
Metabolismo
primario
6%

Mecanismo de
traducéo
13%

Mecanismo de
transcrigcao
3%

Metabolismo
da metionina
3%

Figura 5.12 — Representacdo proporcional das proteinas identificadas de acordo com suas funcdes

no metabolismo de Z. mobilis ZAG-12.

Tabela 5.4. Proteinas com aumento de expressao no tempo 0 h de fermentacédo (oriundas do inéculo)

durante a produc¢édo de levana e de etanol em Z. mobilis ZAG-12.

PROTEINAS

2-dehidro-3-desoxifosfooctonato aldolase
30S Proteina ribossomal S1
4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfatoredutase

5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina-S-metiltransferase

Alcool-desidrogenase
Aldeido-desidrogenase
Aldose 1-epimerase
Argininosuccinato sintase
Chaperona molecular GroEL
Glicose-6-fosfato 1-desidrogenase
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Glicose-6-fosfato isomerase
Lisil-RNAt sintetase
Oxidoredutase FAD/NAD(P)
Polirribonucleotideo nucleotidiltransferase
ROK (rho quinase)
Transcetolase
UTP-glucose-1-fosfato-uridililtransferase

Tabela 5.5. Proteinas com aumento de expressédo no tempo 72 h de fermentacdo durante a producéo

de levana e de etanol em Z. mobilis ZAG-12.

PROTEINAS
Aldo/ceto redutase
Arginil-RNAt sintetase
FOF1 ATP sintase subunidade beta
Fator sigma 54
Ferro contendo alcool-desidrogenase
Fosfogluconato desidratase
Frutose-bisfosfato aldolase
Glutamil-RNAt sintetase
Ornitina carbamoiltransferase
Piruvatoquinase
Semialdeido succinico desidrogenase
Tiamina
Tiamina pirofosfato (TPP)

5.5.1. Proteinas diferencialmente expressas
As proteinas diferencialmente expressas tanto na condicdo onde é mais

propicia para a producao de etanol quanto na condicdo de formacéo de levana estao

representadas na figura 5.13.
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5.5.1.1. Proteinas diferencialmente expressas oriundas do inéculo

A proteina 2-desidro-3-desoxifosfooctonato aldolase (KdsA) (spot 3) esta
relacionada com o metabolismo de lipidios e carboidratos em Escherichia coli
(ZHOU; SHEN, 2011) e na biossintesse de exopolissacarideos, como ocorre no
biofilme de Desulfovibrio vulgaris. A kdsA catalisa a condensacao de D-arabinose-5-
fosfato com fosofoenolpiruvato para dar um uUnico acucar acido 3-deoxi-D-mano-
octulosonico-8-fosfato, requerido para a maturacéo do lipidio A e crescimento celular
(ZHANG et al.,, 2007). Em Z. mobilis, a membrana é rica em lipidios estando
relacionada com sua resisténcia acentuada a concentracdo de etanol (TANO;
BUZATO; CELLIGOI, 2000).

A proteina ribossomal 30S S1 (spot 31) esta associada com 0 mecanismo de
traducdo. Estudos afirmaram que esta proteina apresentou aumento de expressao
durante a producdo de etanol a 30 °C (HAYASHI; FURUTA; FURUKAWA, 2011),
corroborando com os resultados obtidos, uma vez que esta proteina foi oriunda do
in6culo, apresentando aumento de expressdo no tempo inicial de fermentacédo e,
consequentemente uma diminui¢cdo no tempo de 72 horas.

A proteina 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato redutase (spot 11) teve sua
expressao diminuida ao longo da fermentacdo. Esta relacionada com a formacéo de
membrana em Z. mobilis, a qual € rica em lipideos e essa riqueza esta relacionada
com sua resisténcia acentuada a concentracdo de etanol. Atribui-se dois
mecanismos para explicar esta resisténcia, onde o primeiro esta envolvido com 0s
altos niveis de lipideos ciclicos da membrana desta bactéria e, o segundo, esta
relacionado com a associacdo dos fosfolipidios de membrana a elevada quantidade
de acido cis-vacénico (TANO; BUZATO; CELLIGOI, 2000).

A 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina-S-metiltransferase (spots
33 e 34) € uma enzima que esta envolvida no metabolismo de metionina. Em cepas
de Z. mobilis a 30 °C esta enzima teve menor expressao durante a fermentacao para
producéo de etanol (HAYASHI; FURUTA; FURUKAWA, 2011).

Alcool desidrogenase (spot 12) é uma proteina que catalisa a oxidacdo de
alcoois primarios e secundarios usando a coenzima NAD(P)*. Em bactérias Gram-
negativas e em Z. mobilis, duas isoenzimas sdo, em principio, envolvidas na

producdo de etanol, a partir do produto final (piruvato) na via glicolitica de Entner-
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Doudoroff. Ambas sao oxidoredutases metal-dependentes, o que implica num
aumento de expressao quando estdo associadas a metais (MOON et al., 2011). Esta
proteina teve sua expressao diminuida em 72 horas do processo fermentativo,
provavelmente pelo fat de ser uma oxirredutase nao associada a metais.

Aldeido desidrogenase (spot 16) é uma enzima polimorfica responsavel pela
oxidacdo de aldeidos a acidos carboxilicos (CRABB et al.,, 2004). A mesma
apresentou diminuicdo de expresséo ao final do processo. A partir disto pressupde-
se que, para facilitar o aumento de fornecimento de carbono para o ciclo dos acidos
tricarboxilicos, as células estressadas com etanol poderiam estar tentando oxidar
carbono disponivel a partir de acetaldeido para acetato. Sendo entdo diminuida a
expressao desta proteina, com o intuito de minimizar a utilizacdo de acetaldeido no
citosol (CHANDLER et al., 2004).

Aldose 1l-epimerase (spot 5), também chamada de mutarotase, é a enzima
responsavel pela interconversdo anomérica de D-glicose e outras aldoses entre as
formas alfa e beta. Participa na glicélise e gliconeogénese, tendo sua expressao
aumentada no tempo inicial de fermentacdo (CHAN; SANDHU; BENNET, 2011).

Argininosuccinato sintase (spot 13) teve sua expressao diminuida ao término
do processo de producdo de levana. Esta enzima catalisa o passo limitante da
velocidade na reciclagem de citrulina em arginina (WANG et al., 2012).

Chaperona molecular GroEL (spot 25) auxilia na dobragem adequada de
polipeptideos (WEISSMAN et al., 1995). Estudos em Zymomonas mobilis TISTR 548
mostraram que em células néo estressadas, a expressao de GroEL é relativamente
baixa, mas esta aumenta rapidamente quando as células sdo submetidas a estresse
por temperatura (THANONKEDO et al., 2007).

Glicose  6-fosfato-1-desidrogenase, (glicose 6-fosfato isomerase e
transcetolase (spots 14, 15 e 28, respectivamente), enzimas pertencentes as
reacoes de catalise na via das pentoses fosfato, apresentam diminuicdo da
expressdo ao término da fermentacdo. O aumento da expressdo da transcetolase
induz um aumento na producgéo de etanol em niveis baixos (TAYLOR et al., 2012).

Lisil-RNAt sintetatase (spot 27) catalisa a sintese de lisi-RNA de
transferéncia, que insere lisina em proteinas (FREIST; GAUSS, 1995).

Oxidorredutase (spot 6) € uma enzima que catalisa a transferéncia de
elétrons, utilizando NADP ou NAD® como cofatores (BORHANI; HARTER;
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PETRASH, 1992). Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) é uma enzima exclusiva
de Z. mobilis. E sintetizada como um precursor (pré-GFOR) com um peptideo
sinalizador N-terminal de 52 residuos de aminoacidos e é exportado para o
periplasma, onde a enzima madura (381 residuos de aminoacidos) existe como um
homotetramero com uma molécula de NADP ligada a cada monémero de modo nédo
covalente, aumentando sua expressao em Z. mobilis cultivadas a 30 °C (JONAS;
SILVEIRA, 2004).

Polirribonucleotideo nucleotidiltransferase (spot 32) € uma proteina
proveniente do indculo que exibiu sua expressdao aumentada no tempo inicial do
processo fermentativo devido a sua funcdo na degradacdo de RNAm e na hidrélise
de polirribonucleotideos individualmente na direcdo 3’ — 5’ (SEO, et al., 2005).

Em Z. mobilis, a familia de proteinas ROK (rho quinase) (spot 2) é
representada pela enzima frutoquinase e, verificou-se que esta apresentou
expressdo diminuida em 72 horas de fermentagcdo. Estudos demonstraram que a
enzima frutoquinase € inibida pela elevacdo de glicose no meio em decorréncia da
hidrélise da sacarose e, assim, favorece a conversdo da frutose em sorbitol
(BEKERS et al.,, 2002). Sendo assim, pode-se supor que sorbitol estd sendo
formado ao término da fermentacéo.

UTP-glicose-1-fosfato-uridililtransferase (spot 4), codificada por gal U, tem sua
expressao aumentada no inicio da fermentacéo, ja que na via metabdlica da glicose,
estd catalisando a formacdo de UDP-glicose a partir de glicose-1-fosfato e UTP
(THODEN; HOLDEN, 2007).

5.5.1.2. Proteinas diferencialmente expressas em 72 horas de fermentacao

Frutose-bifosfato aldolase (spot 7) teve sua expressdo aumenta ao término do
processo. Esta enzima catalisa a formacéao de diidroxicetona fosfato e gliceraldeido-
3-fosfato a partir de frutose-1,6-bifosfato na via metabdlica da glicose (ANTHONY, et
al., 2010).

Tiamina (spot 29) e tiamina pirofosfato (TPP) (spots 21 e 26) tém papéis
importantes na formacéo estéreo-seletiva de ligacdes carbono-carbono. A piruvato
descarboxilase € a Unica enzima em Z. mobilis que requer a tiamina pirofosfato para
sua atividade, sendo aumentada sua expressao (DAWES; RIBONNS; LARGE,
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1966). A piruvato descarboxilase também utiliza a tiamina difosfato como um cofator
essencial para catalisar a formacao de acetaldeido na via de sintese de etanol (PEI
et al., 2010).

A proteina alcool desidrogenase contendo ferro (spot 10) aumenta sua
expressdo quando estd associada a metais (MOON et al., 2011) . Também é
responsavel por mediar a oxidacdo de etanol a acetaldeido a fim de fornecer a
cadeia respiratéria, com o cofator reduzido, NADH, que é oxidado a NAD" na cadeia
respiratoria (KALNENIEKS, 2003).

Semialdeido succinico desidrogenase (spot 17) € uma enzima que catalisa
semialdeido succinico a succinato. Os resultados mostraram que esta enzima tem
sua expressao aumentada para produzir o succinato. Em Sccharomyces cerevisiae
ocorreu um aumento na expressao génica, que por sua vez aumentou a expressao
desta enzima em concentracfes de acglcares mais elevadas (ERASMUS; VAN DER
MERWE; VAN VUUREN, 2003). Isto corrobora os resultados obtidos, uma vez que a
concentracdo de acUcar na temperatura de 20 °C é o dobro quando comparada com
a temperatura a 30 °C.

Fosfogluconato desidrogenase (spot 30) catalisa a reacdo de gluconato-6-
fosfato a 2-ceto-3-deoxi-gluconato-6-fosfato. Estudos em Z. mobilis ATCC 31821/
ZM4/ CP4 mostraram que esta proteina tem sua expressdo aumentada (HAYASHI;
FURUTA; FURUKAWA, 2011).

A enzima piruvatoquinase (spots 20, 22 e 24) catalisa a reacdo que forma
piruvato a partir de fosfoenolpiruvato (FACINCANI, 2002). Estudos em Z. mobilis
ZM4 mostraram que a piruvatoquinase aumenta sua expressao durante a producéo
de etanol (YANG et al., 2009).

Os resultados mostram que a enzima aldo/ceto redutase (spot 9) tem sua
expressdo aumentada em 72 horas de fermentacdo. Esta envolvida com o
metabolismo primario. Esta enzima possui a capacidade de inibir uma quantidade de
inibidores, tais como: furfural, benzaldeido, acetaldeido e HMF. Podendo converter
uma quantidade de furfural em 2-furano-metanol (GEORGIA TECH RESEARCH
CORPORATION, 2012).

O cofator sigma 54 (spot 1) € de fundamental importancia para o inicio da
transcricdo, o core da RNA polimerase deve se combinar com uma subunidade

dissociavel, a subunidade sigma (o), para formar a RNA polimerase holoenzima.
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Essas proteinas (fator o) sdo essenciais para o funcionamento da RNA polimerase
holoenzima (BUCK et al., 2000). A RNA polimerase holoenzima-c>* pode ser
regulada em uma variedade de genes em virtude das proteinas intensificadoras de
ligacdo, que possuem sitios especificos de ligacdo aos promotores. Cada proteina
intensificadora de ligacdo é controlada por uma via prépria de transducgéo de sinais,
permitindo assim que apenas um tipo de 6> medeie as respostas transcricionais a
uma variedade de sinais fisiolégicos e ambientais (COLLADO-VIDES; MAGASANIK;
GRALLA, 1991).

A protease glutamil-tRNA sintetase (GIuRS) (spot 18) mostrou aumento de
expressao durante a producdo de levana, esta catalisa a esterificacdo entre RNAt e
glutamina (HU et al., 2010). A GIuRS esta envolvida no processo de traducédo. Em
Lactococcus lactis MG1363, as células em crescimento exponencial, cultivadas em
meio de cultura M17, pH em torno de 5,0, sdo capazes de desenvolver uma resposta
de tolerancia ao &cido. Apds analise protedmica, verificou-se que GIURS apresenta
aumento de expressao proteica (BUDIN-VERNEUIL et al., 2005).

A arginil-tRNA sintetase (spot 23) catalisa a reacdo: ATP + L-arginina + RNAt
Arg = AMP + difosfato + L-arginil-RNAt Arg. Em Z. mobilis ZM4, esta enzima esta
envolvida com a sintese de polipeptideos mediada por ribossomos e mostrou maior
expressdo em condi¢ces anaerobicas (YANG et al., 2009).

A enzima FOF1l ATPase sintase (spot 19), em conjunto com todos os
componentes necessarios para a membrana de transporte de elétrons fornece a Z.
mobilis todas as exigéncias metabdlicas necessarias para a fosforilagdo oxidativa,
apresentando aumento de expressao (KALNENIEKS, 2006). Estudos em Z. mobilis
mostraram que esta enzima apresenta diminuicdo da expressdo em condigoes
aerdbias (YANG et al., 2009).

Ornitina carbamoiltransferase (spot 8) mostrou aumento de expressao em 72
horas de fermentacdo. Em Z. mobilis ZM4, esta enzima apresentou expressao

proteica aumentada (SEO et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

A eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas podem ser usados
como meétodos eficientes para identificacdo de proteinas expressas durante o
metabolismo de acucares por Z. mobilis, podendo auxiliar na comparacdo e
identificag8o de proteinas importantes envolvidas com a maximizagao ou reducao da
producdo de etanol ou de levana a partir de sacarose.

Dentre os trés métodos de extracdo de proteinas testados para Z. mobilis
ZAG-12 o melhor foi o do reagente trizol, tanto em qualidade de imagem quanto em
quantificacéo proteica.

A producdo simultdnea de levana e de etanol varia quantitativamente em
funcdo de variacbes na temperatura de processo podendo-se favorecer o
rendimento de cada produto, isoladamente, com base na temperatura de producéo.

A producéo de etanol e levana em Z. mobilis sdo diretamente influenciadas
pela temperatura e 20 °C demonstrou mais uma vez ser a melhor temperatura para a
producéo de levana, quando se compara 20, 30 e 40 °C.

A confiabilidade da identificacdo das proteinas extraidas foi evidenciada pelo
fato de que os scores encontrados nos bancos de dados consultados estavam
relacionados com a bactéria em estudo.

Com os métodos empregados foi possivel identificar proteinas relacionadas
com processos metabdlicos importantes, como glicélise, catabolismo energético e

resposta ao estresse.
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7. PERSPECTIVA

Este estudo verificou apenas as proteinas diferencialmente expressas
presentes nos parametros de tempos inicial e final. Foram encontradas 84 proteinas
que estdo presentes apenas em um dos tempos de fermentacdo que ainda
requerem identificagdo, podendo ser enzimas importantes no processo de produgéo
de levana. As técnicas aplicadas neste trabalho permitiram identificar um conjunto
de proteinas que pode servir como pontos de partida de futuras investigacdes que
podem levar ao aprimoramento do processo de producéo de levana. Dessa forma,
os resultados apresentados constituem uma bem-sucedida experiéncia de
aprofundar o entendimento acerca do metabolismo da Z. mobilis durante a producéo

de levana e abrem oportunidades para novos estudos.
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