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A INFLUENCIA DE IONS METALICOS SOBRE A BIOSSINTESE DE
EXOPOLISSACARIDEOS E POLIHIDROXIBUTIRATO DE Rhizobium tropici
LBMP-C01

RESUMO - Nas ultimas décadas, a sintese microbiana de biopolimeros com
propriedades biotecnolégicas tem atraido atencdo crescente. Este trabalho
relatou o efeito dos fons metélicos cobre bivalente (Cu?*) e cromo hexavalente
(Cr%*) na biossintese de exopolissacarideo (EPS) e polihidroxibutirato (PHB),
produzidos pela bactéria Rhizobium tropici (LBMP-C01). No ensaio de
concentragdo minima inibitéria (CMI), a rizobactéria apresentou sensibilidade as
concentracdes superiores a 0,1 mmol L para Cu?* e 0,05 mmol L™ para o ion
Cré*, O estudo do efeito destas concentracbes de ifons metdlicos sobre a
producado de EPS e PHB, este foi cultivado em meios PSYiiqsem a presenca dos
fons (controle) e suplementados com os ions separadamente (Cu?* e Cré*) e em
mistura (Cu?* + Cr®*). A curva de cultivo mostrou diferencas significativas entre o
meio PSYiiq controle e os demais tratamentos contendo os ions metalicos nas
concentracfes avaliadas. Apesar do efeito dos ions metalicos no cultivo, todos
os tratamentos apresentaram células viaveis. Quanto a acao dos ions metalicos
sobre a producéo de EPS e PHB, foi observado que os tratamentos contendo o
fon cromo e os ions em mistura (Cu?* + Cr®*) reduziram a producdo de ambos
os biopolimeros. No entanto, o tratamento suplementado com somente o ion
Cu?* induziu o aumento da producéo de até 48% de EPS e 46,66% de PHB em
relacdo ao controle, apos 144 horas. O estudo de FTIR indicou minimas
diferencas nos grupos funcionais presentes nas moléculas dos biopolimeros
produzidos nos meios suplementados com os ions metalicos. As andlises de
expresséo génica, mostraram que os ions metalicos influénciam a expressao dos
genes exoR e exoZ responsaveis pela sintese do biopolimero EPS, os
tratamentos com Cu?* ou Cu?* + Cr% apresentaram efeitos opostos sobre as
expressdes dos genes exoR e exoZ: para 0 exoR houve aumento na expressao,

enquanto para o exoZ houve reducao.

Palavras-chave: bioplasticos, biopolimeros, EPS, metais pesados, Rhizobium

tropici.
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THE INFLUENCE OF METAL IONS ON THE BIOSYNTHESIS OF Rhizobium
tropici EXOPOLYSACCHARIDES AND POLYHYDROXYBUTYRATE LBMP-
Co1

ABSTRACT - In the last decades, the microbial synthesis of biopolymers with
biotechnological properties has attracted increasing attention. This work reported
the effect of bivalent copper (Cu?*) and hexavalent chromium (Cré*) ions on
exopolysaccharide biosynthesis (EPS) and polyhydroxybutyrate (PHB),
produced by the bacterium Rhizobium tropici (LBMP-C01). In the minimum
inhibitory concentration (MIC) test, rhizobacteria showed sensitivity to
concentrations higher than 0.1 mmol L for Cu?* and 0.05 mmol L for the Cré*
ion. The study of the effect of these metal ion concentrations on EPS and PHB
production was carried out in PSYiiqg media without the presence of ions (control)
and supplemented with ions separately (Cu?* and Cr®") and in a mixture (Cu?*
Cr8%). The culture curve showed significant differences between the control PSYiiq
medium and the other treatments containing the metal ions at the concentrations
evaluated. Despite the effect of metal ions on the culture, all treatments had
viable cells. As for the action of the metal ions on the production of EPS and PHB,
it was observed that the treatments containing the chromium ion and the ions in
the mixture (Cu?* + Cr®*) reduced the production of both biopolymers. However,
the treatment supplemented with Cu?* alone induced an increase in the
production of up to 48% of EPS and 46.66% of PHB in relation to the control after
144 hours. The FTIR study indicated minimal differences in the functional groups
present in the molecules of the biopolymers produced in the media supplemented
with the metal ions. Gene expression analysis showed that the metal ions
influence the expression of the exoR and exoZ genes responsible for the
synthesis of EPS biopolymer, the Cu?* or Cu?* + Crb* treatments showed opposite
effects on exoR and exoZ: exoR increase in expression, while for exoZ there was

reduction.

Key words: bioplastics, biopolymers, EPS, heavy metals, Rhizobium tropici.
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1. INTRODUCAO

Apesar das bactérias serem organismos unicelulares, estas desenvolveram
mecanismos biologicos como forma de protecéo, reserva de nutrientes entre
outros, proporcionando vantagem substancial para sobrevivéncia diante de
condigbes ambientais adversas. Dentre estes mecanismos, as bactérias séo
capazes de converterem eficientemente diferentes fontes de carbono, numa
variedade diversificada de polimeros com propriedades quimicas e biomateriais
variados. Embora as bactérias sintetizem apenas alguns polimeros
intracelulares, a gama de polimeros extracelulares que podem sintetizar &
grande (REHM, 2010). Existem vias reguladoras complexas para controlar a
biossintese e mesmo as propriedades materiais destes polimeros em resposta
aos estimulos externos (JANCZAREK, 2011; REHM, 2010).

As rizobactérias sdo capazes de sintetizar um amplo espectro de
polimeros, através do acumulo de glicogénio no citoplasma como um produto
dindmico de armazenamento de carbono (TRAINER & CHALES, 2006;
JANCZAREK, 2011; GETACHEW & WOLDESENBET, 2016). O
exopolissacarideo (EPS) é um dos biopolimeros produzidos por rizobactérias
comercialmente Util: para a producdo de géis e modificacdo das propriedades
reologicas de sistemas aquosos e possuirem potencial para aplicacdo em
processos de biorremediacdo (CASTELLANE et al., 2015, MORETTO et al.,
2015, SACCO et al., 2016; CASTELLANE et al., 2017). Essas bactérias também
sintetizam polihidroxibutirato (PHB) um polimero intracelular, capaz de
armazenar carbono como fonte de energia com aplicacfes industriais na sintese
de plastico biodegradavel. Por se tratar de recursos renovaveis e menor geracao
de residuos durante o processo de producdo, estas biomoléculas tém potencial
para substituir matérias-primas convencionais a base de combustiveis fosseis
(MOZUMDER et al., 2014; GETACHEW & WOLDESENBET, 2016)

A biossintese dos biopolimeros depende tanto de caracteristicas genéticas
como das condi¢ces de cultivo (STAUDT et al.,, 2012; CASTELLANE et al.,
2014). Ha trabalhos relatando a relacdo de fontes de carbono e nitrogénio
presente em meios de cultivo para a producao de EPS e PHB. No entanto, ndo
encontramos até a presente data relatos de estudos sobre o emprego de sais
metalicos aos meios de cultivos analisando as influéncias destes ions nas

biossinteses de EPS e PHB. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo geral
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analisar a sintese de EPS e PHB em diferentes condi¢des de cultivo, da estirpe
LBMP-CO1 de Rhizobium tropici. Sendo as condi¢cdes estudadas o efeito dos
fons cobre (Cu?*) e cromo (Cr®*) separadamente e em mistura (Cu?* + Cré*). Para
isso, foram estudados a (i) determinacédo da concentracdo minima inibitoria; (ii)
curva de crescimento celular; (iii) viabilidade celular por citometria; (iv) produgéo
de EPS e PHB, (v) alteragcbes dos grupos funcionais das moléculas de EPS e
PHB analisado por FTIR, (vi) alteragbes nos grupos monossacaridicos das
moléculas de EPS analisadas por RP-HPLC, (vii) expressédo dos genes exoR e

exoZ.

1.1. JUSTIFICATIVA

O emprego de biomoléculas produzidas por microrganismos destinadas
tanto a processos agricolas quanto industriais, demonstra a necessidade pela
busca de estirpes que apresentem maior capacidade de producédo destas
moléculas, quanto meios de cultivo que as estimulem. O grande desafio é a
busca por alternativas de producdo destas biomoléculas que sejam menos
onerosas. Neste sentido, estudos que investiguem condi¢cdes ideais para
producéo de biomoléculas como: temperatura, aeragdo, micronutriente, fonte de
carbono sao conhecimentos essenciais para a processos de producao em larga
escala. Outro aspecto é o aumento da aplicacdo de fungicidas cupricos, como
também outras fontes poluentes de metais pesados na agricultura tornando de
suma importancia estudos dos efeitos dos metais pesados na expressao génica
de rizobactérias, sendo os genes de producéo de EPS, intrinsecamente ligados
a importantes processos simbidticos com plantas. A rizobacteria Rhizobium
tropici (LBMP-CO01); demonstrou em estudos anteriores ser interessantes quanto
a producdo de biopolimeros; exopolissacarideos (EPS) e polihidroxibutirato
(PHB). Diante desses fatos é de fundamental importancia conhecer os efeitos
dos ions metalicos sob o fenétipo da rizobactéria na producao de células, EPS e
PHB, ja que estes biopolimeros apresentam um amplo espectro de atuacao no

setor agorindustrial.
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a rizobactéria Rhizobium tropici
apresentou maior sensibilidade a concentracdo do ion cromo que ao ion cobre.
A rizobactéria apresentou crescimento celular nas concentra¢des de 0,05 mmol
Lt e 0,1 mmol L?*, mostrando-se sensibilidades as demais concentracées
testadas. Os ions metdlicos Cu?* e Cr®* e sua mistura, nas concentracoes
determinada pelo ensaio de CMI ndo afetou a viabilidade das células de R.
tropici. Houve reducéo na producédo de EPS e PHB nos tratamentos cujo meio
de cultivo foi suplementado com Cr8* (0,05 mmol L) e a mistura dos dois (Cu?*a
0,1 mmol Lt + Cr®* a 0,05 mmol L), guando comparado ao tratamento controle.
Quando acrescido ao meio de cultivo o ion metalico Cu?* na concentracédo 0,1
mmol L'* houve um aumento da producdo em até 48% de EPS e 46,66% de PHB,
em relacdo ao controle, ap6s 144 horas. O estudo de FTIR indicaram minimas
diferencas nos grupos funcionais presentes nas moléculas tanto de EPS quanto
de PHB produzidos nos meios suplementados com os ions metalicos, em relacdo
ao tratamento controle. As analises de RT-PCR mostraram que os ions metalicos
influénciam na expresséo dos genes exoR e exoZ responsaveis pela biossintese
do biopolimero EPS, os tratamentos com cobre ou cobre + cromo apresentaram
efeitos opostos sobre as expressdes dos genes exoR e exoZ: para 0 exoR houve

aumento na expressdo, enquanto para o exoZ houve reducéo
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