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RESUMO

Assim que descoberto o grande potencial industrial da bioprospecgdo de mi-
crorganismos, iniciou-se uma corrida em busca das melhores cepas e genes com o
objetivo de inovar nessa area. Corynebacterium glutamicum revelou ser uma das me-
Ihores bactérias para esse fim, inicialmente pela sua alta produgao e secreg¢ao do glu-
tamato em cultivos com limitagdo de biotina. A seguir, com os desenvolvimentos das
técnicas dmicas, foi possivel observar o rico repertério de vias metabdlicas que podem
ser utilizadas e melhoradas, o que levou a otimizagao da produgao desenvolvendo

técnicas como a deplecio de biotina.

Este projeto teve como objetivo utilizar as técnicas de metabolémica com o in-
tuito de caracterizar e melhor compreender os mecanismos de funcionamento que as
técnicas ja empregadas de maximizagdo de producdo de aminoacidos possuem,
dessa forma tornando possivel o desenvolvimento de estratégias e novas propostas
que possibilitem uma melhora na producdo dessas biomoléculas. Especificamente
este trabalho teve como fundamental intuito estudar o mecanismo conhecido como
deplecéo de biotina, que até entdo nao foi bem elucidado pelas mais atuais publica-

coes cientificas.

Foi possivel observar com o cultivo que a bactéria crescida em meio de cultura
com limitacdo de biotina apresentou uma OD600 maxima de 25 as 18 h, porém ela
continuou consumindo a glicose presente no meio até o fim, e as 24 h foi possivel
encontrar 47 mmol/L de glutamato. Também obtivemos maiores concentragdes de ala-
nina, prolina, aspartato e glicerol, bem como menor concentragdo de valina. O au-
mento dessas moléculas pode ser explicado devido aos desvios de vias metabdlicas
que foram suprimidas pela escassez da biotina, uma coenzima importante no meta-
bolismo de carboidratos. Dentre os diferentes métodos de cultivo, o que apresentou
melhor resultado foi o realizado com 50 ml em Erlenmeyer com defletores e com
OD600 inicial na deplecao de biotina de 0,1. Essas condicdes de cultivo foram impor-
tantes para aumentar a aeragido otimizando o crescimento celular e a producao de

glutamato, demonstrando a eficiéncia da deplegéo de biotina.

Palavras-chave: Corynebacterium glutamicum, deplecdo de biotina, producao de

aminoacidos, metabolémica.
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Abstract

As soon as he discovered the great industrial potential of bioprospecting for
microorganisms, a race began in search of the best strains and genes with the aim of
innovating in this area. Corynebacterium glutamicum proved to be one of the best bac-
teria for this purpose, initially due to its high production and secretion of glutamate in
cultures with limited biotin. Then, with the development of omics techniques, it was
possible to observe the rich repertoire of metabolic pathways that can be used and
improved, which led to the optimization of production by developing techniques such

as biotin depletion.

This project aimed to use different metabolomics techniques with the character-
ization mechanism as the working mechanisms that have already been used as tech-
nigues for maximizing the production of amino acids in order to be used for the devel-
opment of better strategies and new proposals that allow an improvement in the pro-
duction of these biomolecules. Specifically, this work aimed to study the mechanism
known as biotin depletion, which was not well elucidated by the most current scientific

publications.

It was possible to observe with the cultivation that the bacteria grown in a culture
medium with biotin limitation presented a maximum ODG600 from 25 to 18 h, but it con-
tinued to consume the glucose present in the medium until the end, and at 24 h it was
possible to find 47 mmol/ L of glutamate. We also obtained higher concentrations of
alanine, proline, aspartate, and glycerol, as well as lower concentrations of valine. The
increase in these molecules can be explained by the deviation of metabolic pathways
that were suppressed by the scarcity of biotin, an important coenzyme in carbohydrate
metabolism. Among the different cultivation methods, the one that presented the best
results was carried out with 50 ml in an Erlenmeyer flask with baffles and with an initial
ODG600 at a biotin depletion of 0.1. These culture conditions were important to increase
aeration optimizing cell growth and glutamate production, demonstrating the efficiency

of biotin depletion.

Keywords: Corynebacterium glutamicum, biotin depletion, amino acid production,

metabolomics.
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1. INTRODUGAO

1.1. Corynebacterium glutamicum

Em 1896 Lehmann e Neumann definiram o género Corynebacterium como
forma de acomodar diversas espécies de bactérias fixas e patogénicas a animais e
plantas como os bacilos difteréides [1]. Com o passar dos anos, as bactérias de solo
com semelhangas morfolégicas também foram incluidas no género [2]. Por varias dé-
cadas, as técnicas baseadas em morfologia celular, propriedades de coloragédo e me-
tabolismo respiratério, foram responsaveis em agrupar no género Corynebacterium
uma grande colecgéao diversificada de microrganismos [3]. Durante as décadas de 70
e 80 o avanco nos estudos por marcadores quimiotaxondmicos (principalmente a com-
posicao lipidica, bases de DNA e parede celular) foram muito importantes para a re-
modelag¢ao do género, tendo como consequéncia a transferéncia de diversas espécies
para outros géneros, assim como a entrada nesse género de bactérias que pertenciam
a outros [4-7]. Nas ultimas décadas, muitas novas espécies de Corynebacterium foram
isoladas e classificadas. Atualmente as abordagens filogenéticas, principalmente ana-
lises de sequéncia de RNA ribossomal 16s (16S rRNA) vem sendo utilizadas rotinei-
ramente como forma de classificagado, além dos marcadores quimiotaxonémicos des-
critos anteriormente. No decorrer deste processo de redefinicdo do género Coryne-
bacterium, verificaram-se que as “bactérias corineformes patogénicas de plantas” que
anteriormente pertenciam ao género [8] foram transferidas para outros géneros como

o Curtobacterium e Clavibacter [6].

As analises comparativas da sequéncia de 16S rRNA dos taxons de Actino-
mycetales com quimiétipos IV da parede celular e acidos micélicos revelaram que as
espécies do género Corynebacterium formam um grupo monofilético [9, 10], em con-
traste com outros géneros, Corynebacterium apresentam heterogeneidade quimica
em termos de composicao lipidica, assim como ndo apresentam uma unica ou majo-
ritaria menaquinona (vitamina K2) ou tipo de acido graxo [11]. Uma arvore de maxima
parcimOnia, com base nos dados da sequéncia 16S rRNA demonstrando a radiacéo

das espécies do género Corynebacterium, esta demonstrada na Figura 1 [10].

Em outubro de 2017, havia 110 espécies validamente publicadas de Coryne-
bacterium [12], tornando este género um dos dez principais géneros procariéticos em

relagdo ao numero de espécies conhecidas sendo altamente diversificado, incluindo

15



especies de relevancia médica, veterinaria ou biotecnoldgica [13-15]. Muitas das no-
vas espécies do género foram descritas ha relativamente pouco tempo, o que de-
monstra um reflexo do crescente interesse medicinal e industrial. Boa parte das des-
cricoes das novas espécies sdo de cepas isoladas de amostras clinicas humanas ou
animais, sendo as principais fontes de isolados provenientes de amostras do solo,
fezes, esfregacos de laticinios, legumes, frutas e forragens de animais [4, 16]. Este
numero crescente de novas espécies classificadas dentro do género indica que ainda
resta muito a se descobrir sobre a diversidade das possiveis espécies de corinebac-
térias [17-19]. Além das espécies descobertas a partir de origem humana ou animal,
também existe consideravel diversidade inexplorada nos outros campos que podem
vir a ser descritas [20], como bactérias que foram isoladas de amostras marinhas [21].
No entanto, esses isolados ainda ndo foram diferenciados ao nivel de espécie por falta
de investigacdes sistematicas através dos marcadores moleculares, de uma maneira
geral ainda temos poucos dados disponiveis acerca do numero de corinebactérias

presentes nos diferentes habitats.
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FIGURA 1: ARVORE DE MAXIMA PARCIMONIA MOSTRANDO AS POSICOES DAS ESPECIES INDUSTRIALMENTE
RELEVANTES C. GLUTAMICUM, C. CALLUNAE, C. EFFICIENS E C. AMMONIAGENES NA RADIACAO DE
ESPECIES DO GENERO CORYNEBACTERIUM. A BARRA DE ESCALA INDICA 5% DE DIVERGENCIA DE
SEQUENCIA. OBTIDO A PARTIR DE W. LUDWIG.
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As principais caracteristicas do género Corynebacterium, descritas por Collins
e Cummins [11] sdo: Gram-positiva (algumas podendo apresentar coloragao desi-
gual); sésseis; presenga de granulos metacromaticos; geralmente as células exibem
arranjo tipico em forma de V, como pode ser observado na Figura 2 [22]; ndo esporu-
lantes; n&o resistente a descoloragao por acido; morfologia reta, ligeiramente curvas
ou ovais; anaerobios e aerdbios facultativos; quimiorganotroficos; catalase positiva;
parede celular predominantemente formada por arabinose e galactose; presencga de
acidos graxos monoinsaturados; em alguns casos tem-se a presencga de acidos gra-
xos de cadeia ramificada (10-metil); presenca de menaquinonas hidrogenadas com

oito a nove unidades de isopreno.

FIGURA 2: A) MICROGRAFIA POR CONTRASTE DE FASE DE CELULAS DE C. GLUTAMICUM CULTIVADAS EM
MEIO DE CULTURA COMPLEXO, E POSSIVEL OBSERVAR OS FREQUENTES ARRANJOS EM PARES DO TIPO V,
DEVIDO AO “SNAPPING DIVISION”. B) MESMAS CELULAS COLOCADAS EM MEMBRANA DE NUCLEOPOROS E
VISUALIZADA ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. OBTIDO A PARTIR DE W. LIEBL.

1.2. Potencial industrial
Os grupos de biomoléculas mais produzidas seguindo o método de fermenta-

¢ao industrial sdo o etanol, antibioticos e aminoacidos [23]. O método de fermentacgéo
nao se limita apenas as reagdes anaerdbias como sdo comumente definidas em bio-
quimica, mas a qualquer produto de interesse que pode ser obtido com o cultivo con-
trolado de um microrganismo. O cultivo é realizado em um tanque apropriado esterili-
zado, comumente referido como biorreator, contendo todos os nutrientes necessarios
para o crescimento e com as condi¢gdées de temperatura, pH, oxigenagéo e aeragao
controlados [24].
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Um fato importante em relagéo a produgéo de aminoacidos e um incentivo para
a biotecnologia em geral, foi a descoberta de C. glutamicum e sua excrecao de L-
glutamato [25] dependente de biotina. O Glu é preferencialmente utilizado na industria

alimenticia, sendo o principal constituinte do tempero glutamato monossaédico.

Em 1909, o glutamato monossédico foi produzido comercialmente com o nome
AJI-NO-MOTO, considerado o primeiro tempero umami do mundo. Atualmente, a
marca expandiu sua presenca em 35 paises e regides do mundo, trazendo esse adi-
tivo @ mesa de todas as familias. Os principais fabricantes do mercado de glutamato
monossodico sao: Ajinomoto Co., Inc.; Kyowa Hakko Bio Co., Ltd.; Vedan (Vietnam)
Enterprise Corp., Ltd.; todas tendo sua origem na Asia. A Ajinomoto é a maior fabri-
cante mundial, com fabricas no Peru, Brasil, Japao, Estados Unidos, China, Francga,

entre outros [25].

A producgao de Glu atingiu 2,20 milhdes de toneladas nos ultimos anos na
China, o que representa aproximadamente 80% da produgao global, sendo este o pais
que mais consome no mundo, exportando dentre toda essa producao apenas 400 mil
toneladas [26]. Como pode ser observado na Figura 3 a Asia € a regido que mais con-

some no mundo, seguida da Africa [27].
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FIGURA 3: CONSUMO MUNDIAL DE GLUTAMATO MONOSSODICO EM 2021 (IHS MARKIT).

Existem quatro métodos gerais na produgao industrial de glutamato: extragao
de fontes naturais; sintese quimica; catalise enzimatica; e fermentacao [28]. Entre es-
ses métodos, a fermentacao € o mais utilizado [29]. A desvantagem deste método é
que sua producgao é realizada em bateladas (lotes), o que pode levar a grandes perdas
se o processo nao for controlado adequadamente. No entanto, apenas o isbmero L

desejado do acido glutdmico é produzido e o rendimento pode chegar a 60% [27]. A
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industria alimenticia aproveita os residuos organicos, ricos em nutrientes, como ferti-

lizantes para substituir adubos, reduzindo os custos agricolas e poluigao da agua [30].

Ap0Os a descoberta do potencial industrial de C. glutamicum, principalmente de-
vido a sua facil indugéo para sintese e excregao de L-glutamato (Glu), foram desen-
volvidos diversos mutantes para a produgao biotecnoldgica tanto do glutamato e lisina

quanto de varios outros aminoacidos [31-33].

Os L-aminoacidos ocupam a posicao de lideranca entre todos os produtos de
fermentacao de C. glutamicum. Através dos métodos classicos de mutagénese alea-
téria e selegao, foi possivel criar cepas de producéao eficientes para varios L-aminoa-
cidos. Mais recentemente, o foco mudou para engenharia direcionada com o objetivo
de desenvolver formas mais racionais e modernas de produgao de cepas. Enquanto
a cepa selvagem consegue produzir até 26 g/L, a modificada chega a produzir 32 g/L,
porém ainda assim esses processos industriais novos tém dificuldade de alcangar o
alto desempenho das cepas classicas que chegam a 100 g/L que foram continua-

mente otimizadas e selecionadas nos ultimos 60 anos [34].

Muito além da produgéo tradicional de L-aminoacidos, o genoma de C. gluta-
micum revelou um rico repertério de vias metabdlicas que podem ser utilizadas e me-
Ihoradas de forma a gerar um amplo portfélio de produtos, o que particularmente é
uma caracteristica muito atraente para a produgao industrial [35]. Poderosas tecnolo-
gias 6dmicas para analises mais aprofundadas de C. glutamicum [36], combinadas com
modificagdes genéticas direcionadas [37] fornecem uma excelente caixa de ferramen-
tas para engenharia da cepa. Desde a década de 1980 sao utilizadas técnicas de
engenharia metabdlica em C. Glutamicum e nos ultimos anos essas técnicas contri-
buiram fortemente para o desempenho da bactéria na producéo industrial, incluindo
modificagdes de vias metabdlicas através de gargalos bem estabelecidos [38], bem
como redirecionamento de fluxo para eliminagcado de subprodutos indesejados [39] ou
fornecimento aprimorado de blocos de construgao [40], poder redutor [41] ou energia.
Esses estudos nao se limitaram apenas a produ¢cao de aminoacidos, mas também na
criacdo de vias biossintéticas para a produ¢ao de muitos outros produtos quimicos,

incluindo acido itacénico, succinato e 2,3-butanodiol [42-45].

A biologia sintética esta ampliando ainda mais o portfélio de bioprodutos prove-

nientes de C. glutamicum com reagdes e caminhos para novos produtos quimicos e
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até nao naturais, assim como também permitindo a implementagdo de novas mate-

rias-primas a serem utilizadas como observado na Figura 4 [34].
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FIGURA 4: REDE BIOQUIMICA DO METABOLISMO CENTRAL DE C. GLUTAMICUM, INCLUINDO AS VIAS
BIOSSINTETICAS DE PRODUTOS QUIMICOS, MATERIAIS E COMBUSTIVEIS IMPLEMENTADOS E PROJETADOS
NESTE MICRORGANISMO. INCLUINDO AQUI A UTILIZAGAO DE SUBSTRATOS NATURAIS (VERDE) E NAO
NATURAIS (CINZA CLARO) ASSIM COMO ESTAO REPRESENTADOS OS PRODUTOS NATURAIS (AZUL
ESCURO) E OS SINTETICOS PELAS VIAS MUTANTES (AZUL CLARO). OBTIDO A PARTIR DE C. WITTMANN.

O potencial de crescer naturalmente em diferentes tipos de substratos garante
a bactéria grande flexibilidade e competitividade para sobreviver sobre permanente
mudanca e disponibilidade de nutrientes em seu ambiente natural [34]. No entanto,
certos substratos com relevéncia industrial ndo podem ser utilizados, gerando assim
uma intensa pesquisa quanto a quais possiveis matérias-primas baratas e ecoeficien-
tes podem vir a ser utilizadas Figura 5 [34]. Dentre esses possiveis substratos os que
mais chamam atengdo sao os lignoceluldsicos contendo celulose, hemicelulose e lig-

nina que sao 0s recursos organicos renovaveis mais abundantes no planeta [46].
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FIGURA 5: CADEIA DE VALOR BIOECONOMICO DE PRODUTOS DE CONSUMO GERADOS ATRAVES DA
FERMENTAGAO DE C. GLUTAMICUM ENGENHEIRADA E CULTIVADA ATRAVES DE DIFERENTES FONTES DE
MATERIA-PRIMA RENOVAVEIS. A LISTA DE PRODUTOS INCLUI MATERIAIS, COMBUSTIVEIS, E QUIMICOS DE
ORIGEM BIOLOGICA. OBTIDO A PARTIR DE C. WITTMANN.

1.3. Transportadores de membrana
Utilizando o método de limitacdo de biotina como otimizagao para produgao e

secrecao de Glu, foi possivel observar secrecao a uma intensa taxa de cerca de 12
pgmol/min por g (peso seco) [47], dessa forma era de vital importancia desvendar os
seus mecanismos de transporte, porém diferentemente dos estudos relacionados a
regulacéo e etapas individuais de biossintese dos aminoacidos, a analise e o enten-
dimento dos mecanismos de transporte (secre¢édo) ndo seguiram o mesmo ritmo. Um
dos motivos € que inicialmente ndo acreditavam que fosse possivel existir transporta-
dores especificos para esse fim, dessa forma os primeiros mecanismos de excrecao
do L-glutamato propostos foram da difusédo através da membrana plasmatica [48, 49].
Tanto o L-glutamato quanto a L-lisina (Lis) sdo aminoacidos que apresentam carga,
sendo o Glu um aminoacido acido e Lis um aminoacido basico, dessa forma € ébvio
que a difuséo passiva seja impossivel [50]. Porém, embora ambos sejam translocados
contra uma concentragcdo de gradiente [51], a voltagem da membrana pode garantir o
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envolvimento de um poro. Mais tarde veio a ser apresentado um sistema de captagao
de glutamato mediado por transporte ativo utilizando como fonte energética a forga
préton-motriz, e foi proposto que esse sistema pode excretar glutamato em casos de
desacoplamento devido ao aumento do nivel de acidos graxos saturados e degrada-
cao de lipidios de membrana [52]. Porém esse modelo ndo se aplica a C. glutamicum
na cepa mutante com o sistema de captacao dependente de ATP GIUABCD excluido,
pois mesmo nesse caso a atividade transportadora de L-glutamato se manteve inalte-
rada [53]. Atualmente € aceito que os mecanismos de translocag¢ao de aminoacidos,
do citosol para o meio circundante, presentes em C. glutamicum ocorre através de
proteinas especificas de transporte, tendo sido estas identificadas através de informa-
¢bes do genoma e estando presentes em outros microrganismos. Foram identificados
mecanismos de transporte ativo: para L-glutamato [54], L-lisina [55], L-isoleucina [56]

e L-treonina [57].

Além do transporte ativo alguns aminoacidos sao secretados através de meca-
nismos de difusdo. Uma visdo geral resumida dos transportes pode ser vista na Figura
6. Para expressar as diferentes possibilidades de transporte dos aminoacidos do meio
citosdlico entre as diferentes camadas da parede celular para o meio circundante, os
autores utilizam o termo exportacéo para representar os catalisadores de proteinas
transportadoras, enquanto importagao se refere ao transporte passivo de difusdo que
ocorrem devido ao gradiente de concentragéo [22]. Alguns aminoacidos sao exporta-
dos tanto pelo transporte ativo quanto por difusdo como € o caso da L-treonina [57] e
dos aminoacidos hidrofébicos de cadeia ramificada [56], porém existem outros amino-
acidos que possivelmente apresentam como unico mecanismo de transporte a difu-

sdo, como é o caso da L-tirosina e L-fenilalanina [58].
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FIGURA 6: FLUXOS DE IMPORTAGAO E EXPORTAGAO DE AMINOACIDOS SOBRE A PAREDE CELULAR DE C.
GLUTAMICUM OBTIDO A PARTIR DE L. EGGELING.

1.4. Meios de cultura e otimizagao
Um dos primeiros meios de cultura utilizados para C. glutamicum com uma

composic¢ao claramente definida (CGXII), contém apenas glicose como fonte de car-
bono e energia, bem como diferentes fontes para nitrogénio, fosfato, enxofre, vitami-
nas, sais minerais e elementos tracos [59]. Curiosamente, este meio, também contém
grandes quantidades de carbonato de calcio (CaCQO3), que se mostrou ser benéfico

para o crescimento da cepa.

Em 1989 foi descoberto que na auséncia de compostos quelantes de ferro,
como CaCOg3, o crescimento de C. glutamicum é interrompido. Dessa forma, foi pro-
posto a utilizagdo do acido 3,4-dihidroxibenzoico (acido protocatecuico, PCA) para uso
padrdao em meios definidos [60]. Posteriormente o meio CGVIII foi substancialmente
modificado adicionando o quelante de ferro PCA e trocando o CaCO3 por quantidades
muito baixas de fontes alternativas de calcio (CaCl2), sendo este 0 meio comumente
referido como meio minimo CGXII, apresentado na Tabela 1, que dependendo do sis-
tema de cultivo, é usado com ou sem o acido 3-(N-morfolino) propanossulfénico
(MOPS) como tampéo regulador de pH [61]. Desde que CGXII foi formulado, ele se
tornou o meio padrdao para Engenharia Metabdlica e Biologia de Sistemas com C.

glutamicum até agora.
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TABELA 1: COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA OBTIDO A PARTIR DE KEILHAUER ET AL. (1993)

Meio CGXIl, pH=7

(NH4)2S04 20 g/L
Ureia 5g/L
KH2PO4 lg/L
K2HPO4 lg/L
MgSO4. 7H20 0,25 g/L

Acido 4-Morfolinopropanosulfonico (MOPS) 42 g/L

CaCl2 10 mg/L
FeSO4. 7TH20 10 mg/L
MnSO4. H20 10 mg/L
ZnS04. 7H20 1 mg/L
CuS0O4 0,2 mg/L
NiCl2. 6H20 0,02 mg/L
Biotina 0,02 mg/L
Glicose 40 g/L
Acido protocatecuico (PCA) 0,03 mg/L

A biotina contida no meio € uma vitamina (B7) que atua principalmente como
cofator das enzimas piruvato carboxilase e acetil-CoA carboxilase, que sdo importan-
tes nas vias metabdlicas da gliconeogénese e sintese de acido graxo. Estudos de-
monstraram que as células cultivadas em meio pobre de biotina podem formar gluta-
mato tanto na fase estacionaria quanto na exponencial, enquanto maiores adigdes de
biotina ao meio de cultura reduzem a producéao [62]. Analises bioquimicas demonstra-
ram que o excesso de biotina reduz a permeabilidade celular dos aminoacidos, nesses
casos foi observado [63] que ocorreu uma reducgéo da liberagdo de glutamato e ativi-
dade da enzima aspartato aminotransferase. Foram realizados experimentos com a
adicao de detergentes para aumentar a permeabilidade celular, 0 que demonstrou um
leve aumento de glutamato total (intracelular e secretado) o que pode indicar que o
excesso de biotina resulta em acumulagdo de glutamato intracelular, deslocando o
equilibrio quimico em diregao de formacgao do precursor, ou seja, acao de feedback
negativo em evento de regulagdo metabdlica.

Foram realizados nas ultimas décadas muitos estudos com o intuito de elucidar

a genética molecular da produgado de aminoacidos pela bactéria C. glutamicum, prin-
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cipalmente através das construgbes por vetores de clonagem [64, 65], estabeleci-
mento de sistemas eficientes de transferéncia de DNA [66], e os estudos com os ge-
nes envolvidos nas vias biossintética [67-69]. Devido a grande importancia industrial
deste microrganismo, existem extensas pesquisas focadas no melhoramento de ce-
pas [70, 71] utilizando técnicas como: mutagénese aleatodria; técnicas de DNA recom-
binante [72] ou por meio dos transposons, 0 que permite a criacdo de grandes biblio-

tecas mutantes [73].

Essas experiéncias demonstram claramente que um conhecimento quantitativo
detalhado da fisiologia metabdlica € necessario para projetos racionais de otimizagao
de cepas para obter maior produgcédo de aminoacidos por C. glutamicum, que € carac-
terizada por uma conexao estreita entre o0 metabolismo central e as vias biossintéticas
do produto, uma melhor compreensao da regulagdo metabdlica global acabou sendo

crucial para melhorias efetivas da cepa [74].

1.5. Biotina

As cepas bacterianas produtoras de acido glutdmico que foram usadas indus-
trialmente sdo dependentes da presenca de biotina no meio de cultura [3] como na
Figura 7 pode ser observado o metabolismo da biotina em C. glutamicum. A concentra-
¢ao de biotina no meio de crescimento tem sido utilizada com sucesso como um pa-
rametro para otimizar a produgao de aminoacidos, tendo como exemplo, a limitagcao
de biotina pode melhorar a secrec¢ao [75] de acido glutamico [54]. Pelo contrario, a
adicao de biotina em excesso pode melhorar a produgao de lisina através da ativagao
da piruvato carboxilase [76]. A biotina é o cofator da acetil-CoA carboxilase, que é a
primeira enzima para a biossintese de acidos graxos. Devido a limitagdo de biotina
durante a otimizacao para producao de Glu ocorre uma diminuicdo da biossintese de

acidos graxos e fosfolipidios [77].
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FIGURA 7 VIAS METABOLICAS FORNECIDAS PELO KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND GENOMES
(KEGG) REPRESENTANDO O METABOLISMO DA BIOTINA. OS CIRCULOS REPRESENTAM OS METABOLITOS,
0S RETANGULOS AS ENZIMAS ENVOLVIDAS, E AS SETAS A DIREGAO DA REAGAO (SEJA REVERSIVEL OU
IRREVERSIVEL), OS RETANGULOS VERDES REPRESENTAM AS ENZIMAS IDENTIFICADAS NA CEPA C.
GLUTAMICUM ATCC 13032.

A via Biosintética da biotina Figura 8 tem sido estudada principalmente utilizando
cepas de Escherichia coli e Bacillus sphaericus [78]. Os genes biossintéticos da bio-
tina sdo organizados em um operon em E. Coli [79], mas em dois grupos diferentes
em B. Sphaericus [80]. Entre as enzimas da via, todas as que estdo envolvidas na
sintese de detiobiotina a partir do acido pimélico foram documentadas: pimelil-CoA
sintetase [81] (bioW); acido 7-ceto-8-aminopelargdnico (KAPA) sintetase [82] (bioF);
acido 7,8-diaminopelargénico (DAPA) aminotransferase [83] (bioA); detiobiotina sin-
tase [84, 85] (bioD); e biotina sintase [63] (bioB). C. glutamicum n&o possui a capaci-
dade de sintetizar o pimeloil-CoA a partir da enzima BioW, no entanto as enzimas para
montagem do anel de biotina, BioA, BioD e BioB, sao funcionais [77, 86, 87].
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1.6. Metaboldémica
Apos a conclusédo de varios projetos de sequenciamento genémicos, atual-

mente o foco principal esta na gendmica funcional, ou seja, a determinacéo ou predi-
cao das fungdes gendmicas. Os principais passos nesse caminho englobam as técni-
cas “Gmicas”, como a trascriptdmica, protedbmica, metaboldémica e fluxdmica, todas
associadas com modelagens matematicas [88]. Para realizar os estudos de metabo-
I6bmica e fluxdmica é necessaria uma analise quantitativa simultanea de diversos me-
tabdlitos presentes nas células em uma determinada condigdo bem definida. O meta-
boloma representa um método de caracterizagdo muito mais sensivel do fenétipo que
as curvas de crescimento, pois apés uma mudanga no genoma de bactéria mutante,
a taxa de crescimento dela pode n&o ser muito alterada, mas isso se deve ao fato de
que as concentragdes dos metabdlitos intracelulares mudam para compensar os efei-

tos da mutagao [89-91]. Dentre as analises metabolémicas de compostos bacterianos,
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existem varios trabalhos significativos realizados com os mais diversos métodos ana-
liticos, dentre esses temos como os principais: RMN (ressonancia magnética nuclear
[92]); MALDI-TOF MS (lonizagado/Dessorgéao de Matriz Assistida por Laser e espectré-
metro de massa por tempo-de-Voo [93]); HPLC (cromatografia liquida de alta eficién-
cia [94]); CE-MS (eletroforese capilar-espectrometria de massa [95]); GC-MS (croma-
tografia gasosa com espectrdmetro de massas [96]) ou HPLC-MS (cromatografia li-
quida de alta eficiéncia com espectrometro de massas [97]). A maior parte dessas
publica¢des foram de estudos que investigaram fungdes bacterianas definidas e dire-
cionadas a vias metabdlicas especificas, por exemplo o ciclo do glioxilato, produgéo
de lisina ou caracterizagbes taxondmicas. Portanto, apenas um numero limitado de
metabdlitos extracelulares de interesse aparenta terem sido analisados, sendo que
um perfil metabdlico completo, incluindo a determinagao das interagdes entre os dife-
rentes niveis bioquimicos, sdo essenciais e fornecem informagdes sobre muitos pro-
cessos complexos que ocorrem em uma celula viva [98]. Também é evidente que ana-
lises rapidas do metaboloma comparativo de organismos complexos ¢é dificil, em par-

ticular devido a sua forte variabilidade e sua compartimentalizagao subcelular [89].

Para esse tipo de estudo de metaboldbmica uma técnica que apresenta boas
vantagens a ser utilizada é a da cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de
massas (CG-MS), um dos potenciais dela esta na praticidade da técnica em compa-
ragao aos outros métodos anteriormente descritos, podem ser necessarios alguns pre-
paros prévios dependendo do tipo de amostra a ser analisada porém € uma técnica
que permite analisar um vasto espectro de diferentes metabdlitos intracelulares ou
extracelulares como polares e apolares com ou sem carga em uma mesma analise
sem comprometer o método. Realizando uma analise abrangente de concentragbes
de metabdlitos dessa forma é possivel obter uma caracterizagao fenotipica altamente
sensivel as mudancas que podem ser induzidas pelas diferentes condi¢des de cultivo
ou genotipicas [99]. Utilizando o equipamento de cromatografia gasosa acoplada a
espectrédmetro de massa em quadrupolo com impacto em elétrons, € possivel medir
em torno de 20 amostras unicas por dia o que resulta em um aumento da produtivi-
dade de quatro vezes em comparagao com o desempenho padrédo, tendo em vista
que o baixo custo e a simplicidade do método permite analisar grandes quantidades
de réplicas, o desvio padrdo observado acaba sendo significativamente menor em

comparagao com as técnicas de analise de transcriptdmica ou protedmica [98].
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1.7. Andlise de fluxo metabdlico

O conhecimento detalhado sobre as distribuigdes do fluxo de carbono € crucial
para a compreensao e otimizacao direcionada de sistemas celulares. Métodos anali-
ticos de quantificacdo de fluxos através de diferentes vias de uma rede metabdlica
estao, portanto, no centro da engenharia metabdlica. Uma abordagem elegante para
analise de fluxos metabdlicos é fornecida por experimentos com isotopos estaveis
[100].

O uso de substratos marcados com os isétopos estaveis, 13C (glicose) ou 15N
(ureia), consiste em uma técnica geral para a determinagao do fluxoma, ou seja, todos
os fluxos metabdlicos, estequiométricos, intracelulares dentro das vias bioquimicas. A
analise de fluxo metabdlico foi a primeira abordagem para o desenvolvimento de ce-
pas de C. glutamicum com foco em nivel de sistemas [88] Com o surgimento das
analises de fluxo metabdlico utilizando is6topos estaveis combinados com a analise
de balanca de fluxo [101], formam o “state of the art” das analises do fluxoma [102-
104]. Nesses estudos compostos marcados com isétopos sdo utilizados como subs-
tratos passiveis de serem rastreados. Quando as células cultivadas metabolizam es-
ses isétopos, ocorre a distribuicdo de atomos marcados na rede metabdlica, permi-
tindo assim rastrear as transigbes carbono-carbono (ou nitrogénio-nitrogénio) dentre
as possiveis reacoes e fluxos metabdlicos presentes na célula. Os padrées de marca-
¢ao metabodlica em tais estudos rastreadores podem ser medidos por espectrometria
de massa (MS) ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Uma vez que as reagdes
de transferéncia que envolvam o atomo marcavel dentro da rede metabdlica estiverem
bem definidas, os dados de rotulagem podem ser usados para estimar os fluxos me-

tabodlicos.

Nos ultimos anos, a analise de fluxo metabdlico tornou-se uma ferramenta po-
derosa para fornecer conhecimento quantitativo detalhado das atividades in vivo das
varias enzimas e vias envolvidas na rede metabdlica central. Devido ao grande inte-
resse industrial e o impacto nas técnicas de melhoria de cepa, C. glutamicum certa-
mente ocupa uma posig¢ao de destaque em aplicacdes e desenvolvimentos adicionais
desta ferramenta [105-107]. Uma das aplicagdes permitidas por técnicas cada vez
mais precisas de espectrometria de massa, devido a alta sensibilidade dos equipa-
mentos e consequentemente menor quantidade de amostras necessarias [89, 108-
110], serao as comparagdes amplas dos fluxos em métodos de cultivo miniaturizados,
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pois os altos custos dos substratos rotulados com isétopos geram demandas por pe-
qguenos volumes de cultivo [111]. Outra perspectiva futura importante € a possibilidade
das analises de fluxo metabdlico em condigdes dindmicas visando a caracterizagao

cinética de enzimas in vivo e de regulagao metabdlica.

Combinando a analise de fluxo metabdlico com outras ferramentas, como as
analises de transcriptoma e proteoma, podem ser realizadas investigagbes mais pro-
fundas fornecendo assim uma compreensao significativamente melhorada da regula-
cao metabdlica e otimizagao direcionada de C. glutamicum. Proporcionando a criagao

ou otimizac&o dos processos atualmente estabelecidos [109].

2. JUSTIFICATIVA

Corynebacterium glutamicum € um organismo amplamente utilizado na indus-
tria principalmente para produgdo de aminoacidos, tendo como o mais importante
aquele que nomeou a espécie o acido glutamico (Glu) onde teve seu potencial reve-
lado pela década de 50 [112]. A cepa 13032 ndo apresenta algumas das enzimas
relacionadas com a sintese de biotina, sendo essa vitamina essencial para o cresci-
mento celular, necessitando assim de suplementacéo externa, no entanto a produgao
de Glu é reduzida dependendo da concentragao de biotina presente no meio de cul-
tura, sendo assim necessarias técnicas para contornar esse problema [62]. Alguns
trabalhos utilizam diferentes concentragdes de biotina limitante tentando alcangar um
equilibrio entre o crescimento e a producao de Glu em relacdo ao meio padrao que
favorece o crescimento maximo. Neste trabalho objetivamos compreender qual a me-
Ihor forma de cultivar a bactéria, utilizando uma variagdo na concentracao de biotina
de forma que favorecga seu crescimento, ao mesmo tempo em que otimiza a produgao
de Glu.

3. OBJETIVOS GERAIS

Analisar o metabolismo de C. glutamicum durante o procedimento de deplecéo
de biotina para compreender os efeitos metabdlicos nas vias reguladoras da biossin-
tese de aminoacidos principalmente pela otimizacao de producgao e secrecao do Glu.

3.1. Objetivos especificos

I.  Cultivo de C. glutamicum utilizando o meio de cultura CGXII utilizando o proce-

dimento da deplecao de biotina.
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II.  Analise correlacional do crescimento e do consumo da fonte de carbono (gli-
cose) e sua relagao com a deplecao de biotina.

lll.  Quantificacdo de glutamato extracelular produzido através do método da de-
plecao de biotina.

IV. Identificagdo comparativa dos metabdlitos extracelulares entre o meio de cul-

tivo padrao e o meio com deplegao de biotina.

4. MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro experimentos, cada um seguindo metodologias dife-
rentes para o cultivo da bactéria C. glutamicum cepa 13032, um esquema geral do
cultivo pode ser mais bem observado no fluxograma da Figura 9. O pré-inéculo e a
deplecao de biotina tiveram duracdo de 24 h e foram realizados utilizando frascos
Erlenmeyer de 500ml em camara incubadora com agitagao orbital (Shaker), o cultivo
final teve coletas realizadas entre o periodo de 24 h para o estabelecimento da curva
de crescimento, consumo de glicose e foi encerrado em 48 h para coleta final desti-

nada as analises dos metabdlitos extracelulares.

CULTIVO FINAL

CG Xl
REPIQUE PRE-INOCULO DEPLECAO 1 ug/LBIOTINA
CG Xl
MCS MCL
5 ug/LBIOTINA
CGXII

200 ug/L BIOTINA

FIGURA 9 : ESQUEMA GERAL DE CULTIVO UTILIZADO EM TODOS OS METODOS, EM ORDEM PODEMOS
OBSERVAR: O REPIQUE REALIZADO EM MEIO COMPLEXO SOLIDO (MCS); PRE-INOCULO EM MEIO
COMPLEXO LiQUIDO (MCL); PROCESSO DE DEPLEGAO DE BIOTINAEM MEIO GCXIl COM 5 UG/L DE BIOTINA;
CULTIVO FINAL DIVIDIDO ENTRE O TRATAMENTO E O CONTROLE RESPECTIVAMENTE COM 1 UG/L E 200 UG/L
DE BIOTINA.

4.1. Microrganismo e cultivo da bactéria
Como mencionado anteriormente foram realizadas quatro metodologias dife-

rentes de cultivo. Para o preparo do pré-inéculo foi retirada coldnia isolada da bactéria
que fora previamente crescida em meio sélido em placa de petri, nos trés primeiros
experimentos as etapas de repique e pré-indculo foram realizadas da mesma forma,

utilizando respectivamente o meio de cultura complexo Caldo Soja Tripticaseina (TSB)
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com agar e sem agar, no ultimo experimento o meio complexo utilizado foi o Luria-
Bertani (LB) com e sem agar. Os cultivos de pré-inoculo foram realizados utilizando
os frascos Erlenmeyer no shaker com a rotagcdo de 120 rpm a temperatura de 30 °C.

A seguir serdo mais bem especificadas as diferengas entre os cultivos.

4.1.1. Cultivo em meio TSB

Foi escolhido a partir de experimentos prévios ja realizados no laboratério [113],
cultivado por 24 h em frasco Erlenmeyer com 25 ml de meio. A composi¢do do meio

esta descrita na Tabela 2.
TABELA 2: COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA TSB.
MEIO TSB, pH =7
Peptona de Caseina 17 g/L
Fosfato monopotassico 2,5 g/L
Glicose 2,5¢9/L

Cloreto de sddio 5g/L

4.1.2. Cultivo em meio LB

Escolhido a partir do protocolo obtido no livro Handbook of Corynebacterium
glutamicum [22], foi utilizado apenas no ultimo cultivo em frasco Erlenmeyer com 50

ml do meio. A composicdo do meio esta descrita na Tabela 3.
TABELA 3: COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA LB.
MEIO LB, pH =7
Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 5 g/L
Glicose 0,8 g/L

Cloreto de sodio 10 g/L

4.1.3. Deplegao de biotina

O procedimento da deplecao de biotina foi desenvolvido a partir do protocolo
obtido no livro Handbook of Corynebacterium glutamicum [22]. Apds a realizagao do
pré-indculo foram coletados volume suficiente para estabelecer uma densidade 6ptica

(comumente referido como OD600), inicial padrao para o cultivo em deplecéao, que foi
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calculada utilizando o espectrofotometro (CLARIOstar Plate Reader da BMG LAB-
TECH) incidindo um feixe de luz com um comprimento de onda de 600 nm nas amos-
tras contidas em placa de 96 pogos com path length de 5 mm, nos trés primeiros
experimentos foram coletadas 3 ml, o suficiente para obter uma OD inicial de 1, no
ultimo experimento a OD inicial foi de 0,1 com uma coleta de 0,55 ml. Estes volumes
foram centrifugados por 10 minutos em 5000 xG, sendo descartado o sobrenadante e
0 pellet ressuspendido em solugdo NaCl 0,9%, para realizar uma lavagem e assim
remover resquicios do meio complexo. Fez-se nova centrifugacdo, sendo o sobrena-
dante descartado e o pellet ressuspendido e inoculado no Erlenmeyer de 500 ml con-

tendo 50 ml do meio deplegcao CGXIl 5 ug/L biotina.

O cultivo em meio deplecao durou 24 h, apés isso novamente foram coletados
um volume suficiente para estabelecer uma OD inicial para o cultivo final, nos trés
primeiros experimentos foram coletados 11 ml obtendo 0,1 de OD, enquanto no ultimo
experimento foram coletados 3,33 ml obtendo 1 de OD. Estes volumes foram centri-
fugados, seguida de etapa de lavagem com 0,9% de NaCl. Por fim, o pellet foi ressus-
pendido no meio final CGXIl 1ug/L de biotina para o tratamento e 200 ug/L de biotina
para o meio controle. Assim no primeiro experimento: foram inoculados em 2 ml na
placa para cultura de células de 12 pogos Kasvi; nos dois experimentos seguintes
foram inoculados em Erlenmeyer de 500 ml contendo 200 ml e 50 ml respectivamente
de meio CGXIl, e no ultimo experimento foi inoculado em Erlenmeyer de 500 ml con-
tendo 50 ml. No fim do cultivo as 48 h de crescimento foram coletadas aliquotas de 2
ml as quais foram centrifugadas a 10.000 xG por 10 minutos; o sobrenadante foi co-
letado para ser preparado para as analises extracelulares, enquanto o pellet formado
foi descartado. Na Figura 10 pode ser observado os Microtubos turvos devido a con-
centragao de células, e apds a centrifugagao a formacéao do pellet contendo as células

e o sobrenadante ficando translucido.
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FIGURA 10: MICROTUBOS CONTENDO 2 ML DO CULTIVO APOS 24 H, OS TUBOS FORAM CENTRIFUGADOS A
10.000 RPM POR 10 MIN, O SOBRENADANTE FOI COLETADO E O PELLET DESCARTADO.

4.1.4. Cultivo em meio CGXII

O primeiro experimento foi realizado no leitor de placas (CLARIOstar), utili-
zando as placas Kasvi de 12 pocgos, contendo 2 ml de meio CGXII, sendo destes: 5
pocos destinados ao controle positivo (concentragao padrao de biotina em 200 pg/L);
6 pocos destinados ao meio final apds deplecao de biotina (1 pg/L); e 1 pogo destinado
a um controle negativo, para identificar contaminacado dentre os diferentes pogos,
onde teria apenas o meio de cultura TSB, porém sem nenhum inéculo da cepa. Para
evitar contaminacgao nos utilizamos folha de vedacao. Os experimentos subsequentes
foram realizados utilizando frascos Erlenmeyer de 500 ml de fundo chato ou contendo

vilosidades, chamadas de defletores, como pode ser observado na Figura 11.

FIGURA 11: EM A) FRASCOS ERLENMEYER DE FUNDO CHATO DE 500 ML CONTENDO 200 ML DE MEIO
CGXIl; EMB) SAO FRASCOS CONTENDO VILOSIDADES E 50 ML DE MEIO. EM AMBOS OS FRASCOS O ROTULO
DE 1 uG ESTA PRESENTE NO MEIO CONTENDO 1 pG DE BIOTINA POR LITRO REPRESENTANDO O MEIO DE
CULTIVO FINAL APOS DEPLEGAO, E O ROTULO DE 200 uG REPRESENTA O CULTIVO CONTROLE CONTENDO
A CONCENTRAGAO PADRAO DE BIOTINA DEFINIDA PARA O MEIO CGXII.
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O segundo experimento foi realizado em incubadora shaker com rotacédo de
160 rpm utilizando os frascos Erlenmeyer de 500 ml contendo 200 ml de meio CGXII,
foram utilizados 4 para o cultivo controle com 200 ug/L de biotina e 4 para o meio final

apo6s deplecao de biotina com 1 ug/L.

O terceiro experimento foi realizado em triplicata na incubadora shaker com
rotagcao de 160 rpm utilizando os frascos Erlenmeyer com defletores de 500ml, porém

nesse cultivo foram utilizados 50 ml de meio em cada frasco.

O ultimo experimento também foi realizado em triplicata e foram utilizados os
frascos Erlenmeyer com defletores de 500 ml com 50 ml do meio final, porém foi utili-

zado 120 rpm na incubadora shaker.

O fluxograma geral do ultimo experimento realizado pode ser observado na Fi-
gura 12, as diferentes etapas dele consistem em: um pré-inéculo em meio complexo;
in6culo em meio deplecao de biotina; transferéncia para os meios de cultivo final com
o controle apresentando a concentracado de 200 ug/L de biotina e 0 meio tratamento
com limitagédo de biotina 1 pg/L de biotina; durante as 24 h de cultivo foram coletadas
aliquotas do sobrenadante para realizar as analises extracelulares. As analises foram
divididas em 3 categorias: quantificacao de glicose; analise de metabdlitos e quantifi-

cacao de aminoacidos.
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PRE-INOCULO

DEPLECAO DE BIOTINA

CG Xl
5 ug/LBIOTINA

CULTIVO FINAL

CG Xl
1ug/L
BIOTINA

CGXII
200 ug/L
BIOTINA

TRATAMENTO CONTROLE

EXTRACELULAR

Analise do
Sobrenadante

QUANTlFlCACAO PERFIL QUANTlFlCACAO
DE GLICOSE METABOLICO DE GLUTAMATO
| ESPECTROFOTOMETRO' | GC-MS | | HPAE - PAD

FIGURA 12: FLUXOGRAMA GERAL REPRESENTANDO AS ETAPAS DO ULTIMO EXPERIMENTO.

4.2. Curva de crescimento
O primeiro experimento foi realizado direto no leitor e agitador de microplacas,

o cultivo durou 48 h e foram realizadas leituras da OD600 a cada ciclo de 30 minutos.
No segundo experimento foram coletadas aliquotas de 1ml a cada 2 h até o tempo
total de 24h, a partir dessas coletas foram separadas aliquotas menores e diluidas
entre 10 e 20 vezes e foram feitas as analises de OD600 em microplacas de 96 pocos
com 200 pl de amostra no espectrofotdmetro. O terceiro experimento foi semelhante
ao segundo, com a diferenca que as aliquotas foram coletadas a cada 3 h. No ultimo
experimento as coletas foram realizadas de 3 em 3 h com aliquotas de 500 ul, reali-

zando dilui¢des que chegaram a 50 vezes.

4.3. Quantificagao de glicose

A quantificagao de glicose (Glc) foi realizada com as amostras do segundo e do
ultimo experimentos, o método utilizado foi o AMARAL et al. (2007) [114], para o pre-
paro foram utilizadas as amostras do sobrenadante do meio de cultura em cada ponto
de coleta durante a curva de crescimento, com essas amostras foi realizada uma di-

luicdo em 100 vezes para a concentragao de glicose coincidir com a faixa obtida na
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curva padrao, a partir disso foram coletadas aliquotas de 20pl, as quais foram adicio-
nados 300ul do reagente D-Glucose GOD-POD, contendo as enzimas glicose oxidase
(GOD; >12,000 U) e peroxidase (POD; >650 U), 4-aminoantipirina (80 mg) e 50 mM
de fenol pH 7,5. Apos a adi¢cado do reagente a amostra foram esperados cinco minutos
a temperatura ambiente para ocorrer a reagao. Utilizando o espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 505 nm foi possivel observar uma proporcionalidade entre a
intensidade da cor e a concentragdo de glicose na amostra. Para a curva padrao foi

utilizada uma solugéo de glicose nas concentragdes de 0; 0,125; 0,25; 0.5; 1 mg/ml.

4.4. Metabolémica

Foram realizadas analises metabolémica em todos os quatro experimentos se-
guindo os mesmos protocolos, com excegéo do ultimo experimento na qual foi adicio-
nado a amostra uma concentragcdo de 10 mM do aminoacido sintético norleucina como
padrao interno (para identificar perdas de amostra durante as etapas de preparo),
principalmente entre as diferentes réplicas, e ajudar a realizar a quantificagéo relativa
dos metabolitos no CG-MS. A seguir foram realizadas duas etapas de preparo para
separagao dos metabdlitos com o objetivo de facilitar as analises:

A primeira técnica foi a precipitagado metanol/cloroférmio, a temperatura ambi-
ente, de Wessel [115] que é realizada para separar os compostos polares na fragao
metanol (superior), os apolares na fragao cloroférmio (inferior) e as proteinas entre as
duas na interface. Para cada amostra foram separadas aliquotas de 200ul (com ex-
cecgao do ultimo experimento que foram utilizadas apenas 100ul) nestas foram adicio-
nadas quatro partes de metanol (800ul), uma parte de cloroférmio (200ul) e trés partes
de agua (600 ul), em cada uma dessas etapas foi realizada a homogeneizagdo em um
agitador de tubos de bancada tipo Vortex por 30 segundos. Apds isto a solucao foi
centrifugada a 21.000 xG durante 10 minutos. Para as analises propostas neste tra-
balho foram utilizadas apenas a fragdo metandlica que foi secada em concentrador a
vacuo (speed vac) e ressuspendidas em 1 ml de agua ultrapura e direcionadas para
a técnica a seguir.

A segunda técnica realizada foi uma purificacdo por via de cromatografia de
troca catidnica, utilizando a resina Dowex 50w x8-200 fortemente acido, realizada para
separar dentre os compostos polares aqueles que apresentam carga positiva dos de

carga negativa e sem carga. Para o preparo das colunas cromatograficas foram utili-
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zadas seringas de 5ml com a ponta fechada utilizando |a de vidro, no primeiro experi-
mento foi realizado um teste inicial para estabelecer qual o melhor volume de matriz
a ser utilizada, dessa forma foram testados 0,5 ml e 2 ml, em todos os experimentos
subsequentes foi utilizado o volume de 2 ml. As seringas foram acopladas ao Visiprep
SPE Vacuum Manifold (Figura 13). A matriz foi lavada com 8ml de agua ultrapura, ati-
vada com 2ml de acido cloridrico 10 mM e lavada com mais 8ml de agua ultrapura. As
amostras foram acidificadas com HCI 1M até ficarem com o pH dentro da faixa de 3 a
6, a seguir a amostra foi colocada nas seringas contendo a matriz, iniciando assim o
processo da cromatografia. foi realizada uma lavagem com 7 ml de agua para remover
todos os metabdlitos que ndo possuem carga e assim nao interagem com a matriz, a
seqguir foi realizada a eluigao utilizando 7 ml de hidréxido de aménio 6 M. Por fim a
amostra foi secada em speed vac e ressuspendida em 1 ml de agua ultrapura, a seguir
foi centrifugado a 21.000 xG para remover resquicios da matriz que podem ter pas-
sado pela coluna, por fim o sobrenadante sera coletado e direcionado para poderem

ser realizadas as analises no HPAE-PAD e no GC-MS.

FIGURA 13: CROMATOGRAFIA POR TROCA CATIONICA REALIZADA PARA SEPARAR AS MOLECULAS POLARES
COM CARGA POSITIVA, COMO OS AMINOACIDOS QUANDO SAO ACIDIFICADOS (PROTONADOS). FORAM
UTILIZADOS 2ML DA MATRIZ (STRONGLY AcIDIC DOWEX 50w X8 — 200) EM SERINGAS DE 5ML, E
COLOCADOS NO EQUIPAMENTO PARA SUCGAO A VACUO, O ELUENTE UTILIZADO FOI DE 1 M DE HIDROXIDO
DE AMONIO (NH4OH).

4.4 1. Quantificacdo de aminoacidos
Para a quantificacdo dos aminoacidos foram realizadas analises utilizando dois

equipamentos de cromatografia de troca aniénica de alto desempenho o Dionex ICS-
3000 equipado com uma coluna AminoPac PA10 (250 mm x 4,6 mm) e o Dionex ICS-
5000 com coluna AminoPac PA10 (250 mm x 2 mm) ambos com detector amperomé-
trico pulsado (High performance Anion-Exchange with Pulsed Amperometric Detection
— HPAE-PAD). As amostras ressuspendidas em 1 ml, a partir do preparo anterior, fo-

ram diluidas em 20 e 40 vezes utilizando a agua ultrapura e adicionadas em 500 ml
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nos frascos proprios para o cromatografo. 10 ul de amostra foram injetados, o gradi-
ente de eluigao utilizado como método era constituido de trés fases moveis (A = H20,
B = NaOH 200 mM e C= Acetato de sodio 1 M), a corrida durou 65 minutos e teve um
fluxo constante de 250 ul/min, o eluente seguiu o seguinte perfil: 16% B por 12 min;
32%B por 12 min; 24%B e 40%C por 16 min; 80% B e 0% C por 2 min; 16% B e 84 %
A pbér 23 min. Ja na segunda analise o perfil do eluente foi: 24% B por 8 minutos; 26%
B por 10 minutos; 20% B e 40% C por 3 minutos; 16% B e 40% C por 2 minutos; 16%
B e 70% C por 9 minutos; 80% B por 2 minutos; e 24% B por 21 minutos. Para fazer
a curva de calibragao foram utilizados: na primeira analise um padrao de glutamato e
na segunda analise um padrao contendo os 20 aminoacidos a 2,5 nmol/ul, assim a
quantificagédo foi realizada comparando os picos cromatograficos das amostras em

relagdo aos picos da curva padrao.

4.4 2. Analise de perfil metabdlico

O perfil metabdlico foi analisado utilizando a cromatografia em fase gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-MS), porém antes de aplicar as amostras no
equipamento foi necessario um preparo inicial da amostra para garantir sua volatiliza-
cao por meio do reagente N-Trimethylsilyl-N-methyl trifluoroacetamida (MSTFA), esse
processo € denominado derivatizagéo e sera esclarecido a seguir: Dentre as amostras
ressuspendidas em 1ml foi separado 50ul e secado no speed vac, apods seco foi adi-
cionado 40 pl do solvente piridina e vortexado por 10 s; a seguir colocados para agitar
em banho seco por 2 h a 37 °C para a solubilizagao; centrifugado por 10 segundos
para remover alguma condensacao que possa ter se formado nas tampas; adicionado
70 yl de MSTFA vortexado por 10 s e agitado em banho seco por 30 minutos a 37 °C;
centrifugado para remover condensacgao das tampas e, por fim, transferido 100 pl para
os frascos de vidro do GC-MS. No equipamento a coluna utilizada foi a HP-5MS, 30
m, 0,25 mm didmetro, 0,25 pm de espessura; foi aplicado 1 pl de amostra no injetor
sem divisdo 230 °C; temperatura de espera por 5 minutos a 70 °C, aumentando até
350 °C em 5 °C/min e depois 320 °C para 5 minutos; linha de transferéncia a 250 °C;
temperatura do quadrupolo 150 °C e temperatura do detector MS 250 °C. Dados ad-

quiridos em modo scan m/z 60 até 550.

A identificagdo dos metabolitos foi realizada utilizando o software NIST MS Se-

arch, o processamento dos dados foi realizado utilizando o MetAlign. Com a informa-
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cao do tempo de retencédo e a massa dos principais ions, foi possivel realizar a quan-
tificacao relativa de cada metabdlito fazendo uma relagao entre o tratamento com 1
Mg/L de biotina dividido pelo controle com 200 pg/L.

4.5. Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas para comparar o perfil metabdlico entre a
condigao com limitagao de biotina de 1 ug/L e a condigao controle de 200 ug/L, essas
analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism. Os dados foram
submetidos ao teste One Way Anova e Teste t de Student ndo paramétrico, todos com

niveis de significancia P < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Primeiro experimento

Inicialmente para a curva de crescimento tinhamos escolhido no primeiro expe-
rimento o cultivo em placas, pois embora o cultivo por agitagao de frascos Erlenmeyer
em incubadoras Shakers ser o método de cultivo mais comum utilizado em laboraté-
rios, ele apresenta um gargalo quanto a reprodutibilidade dentre as diferentes amos-
tras [116]. O espectrofotdmetro utilizado chegava a uma medida maxima de OD600
entre 2 e 3 e mesmo assim estes valores estdo acima do grau de confiabilidade do
equipamento. Porém a bactéria mesmo no menor volume utilizado na placa ela ultra-
passou em muito essa OD tornando assim impossivel a construgao da curva de cres-

cimento sem realizar dilui¢des.

Nas analises dos metabolitos das amostras realizado em CG-MS, tivemos que
a producao foi mais abundante no meio com limitacdo de biotina que no controle,
principalmente com o glutamato sendo 74 e o aspartato 11 vezes mais abundante
[117]. Esse calculo foi realizado por meio de quantificacdo relativa através de uma
comparagao entre a razao da area dos picos obtidos pelos aminoacidos do meio
tratamento com o meio controle, por ndo ser uma quantificacdo absoluta ndo é
possivel comparar essa producao de Glu com o conhecido pela literatura. Também foi
possivel observar uma alta concentracdo de acido latico, C. glutamicum é um
organismo aeroébio facultativo, porém a fermentacdo € um mecanismo menos eficiente
do ponto de vista energético quanto a producao de ATP, e nesses casos 0S processos

bioquimicos de biossintese sao reduzidos, demonstrando assim que a otimizacao da
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aeracao durante o crescimento € muito importante, tanto para o crescimento maximo

durante a fase logaritmica quanto para a producao de Glu [118].

Em consonancia com a literatura o resultado de Glu ja era esperado apresentar
um aumento, assim foi realizada a analise no HPAE-PAD com o intuito de realizar a
quantificacdo absoluta. Como essa foi a primeira vez tentando realizar a quantificagao,
os protocolos de diluigdes da amostra ndo estavam bem estabelecidos, o que nao
possibilitou realizar a quantificacdo, porém foi possivel identificar melhor outros ami-
noacidos e fazer a comparacgao entre o tratamento e o controle, como pode ser bem
representado no Heatmap da Figura 14. Novamente o Glu se destacou com aumento,
sendo de: 81 vezes na amostra que passou pela troca catiénica contendo 2 ml de
matriz e 74 vezes na amostra que passou na coluna com 0,5 ml de matriz, corrobo-
rando que a limitagao de biotina apresenta uma producdo bem maior. Através da ana-
lise estatistica foi possivel observar que houve diferenca entre a coluna contendo 2 ml
de matriz com a coluna com 0,5 ml (p = 0,0214), indicando assim que possivelmente
ocorreu saturagao da coluna com 0,5 ml. Além disso, foi observado também um pe-

queno aumento de duas vezes na concentragao de arginina, alanina [119] e leucina.

ys Ala Thr Gly Val Leu His he Glu Asp Cys Tyr

200 ug 2 ml

200 ug 0.5 ml

FIGURA 14: HEATMAP REPRESENTANDO OS AMINOACIDOS DETECTADOS PELO HPAE-PAD, 200 uG E A
CONCENTRAGAO DE BIOTINA PRESENTE NO MEIO CONTROLE, 0.5 ML E 2 ML SAO OS VOLUMES DE MATRIZ
DE TROCA CATIONICA TESTADOS, A CORRIDA DA AMOSTRA DE 1 uG 2 ML NAO FUNCIONOU.

Ja em relacdo ao Asp geralmente o aumento de sua concentragcdo esta
relacionado ao cultivo focado em otimizar producédo de lisina (em cultivos com maior
concentragao de biotina) pois o Asp é formado a partir de oxaloacetato e € precursor
de outros aminoacidos como a proépria lisina [120]. Porém como devido a deplegao de
biotina a atividade da acetil-coa carboxilase € reduzida, ocorreria uma reducéo da
atividade da piruvato cinase em virtude ao aumento da concentragcéo de acetil-coa,
por conseguinte, o fosfoenolpiruvato acumulado poderia por via da fosfoenolpiruvato
carboxilase sintetizar oxaloacetato que por sua vez seria utilizado como precursor de
Asp [121].
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Entretanto essa maior abundéancia da concentracdo de Asp nao resultou em
aumento de lisina e nem de treonina, pelo contrario observamos que no meio controle
a concentragéo desses aminoacidos foi mais abundante, o que de fato justifica 0 mo-
tivo pelo qual a otimizac&do da producao deles requer maiores concentragcdes de bio-

tina.

Sabe-se que o cultivo de C. glutamicum em condig¢des limitantes de biotina tem
a atividade do complexo enzimatico ODHC reduzido, e que a redugao da atividade
deste complexo esta associada com uma maior producao de Glu [122], porém outros
fatores como a presenca de transportadores especificos na membrana e até o proprio
estado da membrana plasmatica influenciam a superproducdo e secregao do
aminoacido [123, 124].

5.2. Segundo experimento

A partir das informacdes anteriores, foi realizado o segundo experimento
seguindo as mudangas metodologicas com o objetivo de construir a curva de
crescimento e correlacionar com o consumo de Glc, como pode ser observado na
Figura 15. Neste resultado pode-se observar que a fase estacionaria foi alcangada tanto
pelo tratamento quanto pelo controle em aproximadamente 18 h de cultivo,
alcangando uma OD aproximada de 20 unidades a 600 nm. Essa semelhanga entre
tratamento e controle destacou-se como nao esperado, tendo em vista que para
outros autores, a menor concentragado de biotina resulta em um menor crescimento
da bactéria [22].

A concentragéo inicial de glicose foi de 45 g/I, porém no fim do cultivo foi obser-
vado uma concentragdo um pouco maior que 10 g/l, geralmente a fase estacionaria
do crescimento de uma bactéria ocorre quando a disponibilidade de Glc no meio de
cultura acaba. Como no experimento, ao alcancar a fase estacionario, ainda foi obser-
vada a presenca de Glc, podemos pressupor que houve um outro fator limitante para

0 crescimento.

Um dos possiveis gargalos que pode ter prejudicado o crescimento da bactéria
durante o segundo cultivo foi a oxigenagao, o que ja possuia indicios no primeiro ex-
perimento com a presenca do acido latico. Na analise de CG-MS deste experimento
nao foi possivel observar nenhum aminoacido, apenas a alta concentracédo de acido

latico, o que pode sugerir que a fermentagao agiu como fator limitante, interrompendo
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o crescimento e a producgao de Glu. Foram realizados cultivos subsequentes seguindo
a mesma metodologia para garantir que os problemas apresentados ndo tenham ocor-

rido por erro experimental, porém em todos os mesmos problemas foram encontrados.

Curva de crescimento QD600
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FIGURA 15: GRAFICO REPRESENTANDO NO EIXO Y A ESQUERDA A CURVA DE CRESCIMENTO ATRAVES DA
OD600 E NO EIXO Y A DIREITA O CONSUMO DE GLICOSE. O CULTIVO FOI REALIZADO UTILIZANDO
ERLENMEYER DE FUNDO CHATO E TSB COMO PRE-INOCULO. AS AMOSTRAS NAO APRESENTARAM
DIFERENCA SIGNIFICATIVA ENTRE TRATAMENTO E CONTROLE.

5.3. Terceiro experimento
Para testar a hipétese da fermentacdo como fator limitante, no cultivo do ter-

ceiro experimento, foram utilizados os frascos Erlenmeyer com defletores e realizado
uma reducao no volume de 200 ml para 50 ml de meio em cada frasco, objetivando
assim aumentar a oxigenagao do meio. Como pode ser observado na Figura 16 foi ob-
servado uma leve diferenca entre o crescimento do tratamento em relagao ao controle,
tendo o tratamento chegado a fase estacionaria no valor de OD de 25 enquanto o
controle ultrapassou um pouco os 30 de OD. As mudangas metodolégicas nesse cul-
tivo demonstraram uma melhora na curva de crescimento, porém ainda ndao chegou
no ideal esperado. E assim como no experimento anterior, nao foi possivel observar a

producao de Glu.

43



Curva de crescimento QD600

40
—— Tug/L biotina-QOD

304 l — 200ug/L biotina-OD

g% p
¥
10- /
A
0 10 20 30

Tempo em horas

FIGURA 16: CURVA DE CRESCIMENTO REALIZADA UTILIZANDO ERLENMEYER COM VILOSIDADES PARA
OTIMIZAR A OXIGENAGAO E TENDO COMO PRE INOCULO O MEIO TSB. NAO APRESENTOU DIFERENGA
SIGNIFICATIVA ENTRE O TRATAMENTO E O CONTROLE.

5.4. Quarto experimento

Para o ultimo experimento foram realizadas varias mudancas, desde a OD ini-
cial utilizada no procedimento da deplecao de biotina como a composigao do meio de
cultura do pré-indculo, mas a mudanga mais significativa foi a aquisicdo de uma nova
cepa para cultivo, com o intuito de garantir que ndo ocorreu contaminagéo ou alguma
mutacdo com a anterior. Como pode ser observado na Figura 17 desta vez as curvas
de crescimento seguiram o padrao esperado pela literatura, no controle foi observado
uma fase estacionaria em 40 de OD e no tratamento 25 de OD. Dessa vez, realmente
representado a diferenca no crescimento provocada pela pequena concentragao de
biotina disponivel no meio, também é possivel observar a diferenga entre 0 consumo
de Glc em que no controle o0 consumo é mais acelerado e acompanha o crescimento,
coincidindo assim a fase estacionaria com o fim da Glc. Para o tratamento é possivel
observar que ele alcancga a fase estacionaria antes de encerrar a concentracao de Glc
o que indica a biotina como o fator determinante para encerrar o crescimento da bac-
téria, e apds chegar a fase estacionaria o consumo de Glc continua até ela acabar, o

que possivelmente representa a glicose sendo consumida durante a producgao de Glu.
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FIGURA 17: GRAFICO REPRESENTANDO NO EIXO Y A ESQUERDA A CURVA DE CRESCIMENTO ATRAVES DA
ODG600 E NO EIXO Y A DIREITA O CONSUMO DE GLICOSE. FORAM UTILIZADOS OS FRASCOS ERLENMEYER
COM VILOSIDADES, 50 ML DE VOLUME DE MEIO DE CULTURA E LB COMO PRE-INOCULO. FOI OBSERVADA
DIFERENGA SIGNIFICATIVA ENTRE A CURVA DE CRESCIMENTO ENTRE O TRATAMENTO E CONTROLE (P =
0,0336), POREM NAO TEVE DIFERENGA SIGNIFICATIVA ENTRE AS CURVAS DE CONSUMO DE GLICOSE.

5.4.1 Quantificagcado de glutamato

Foram realizadas duas analises em HPAE-PAD para a quantificagdo do Glu, na
primeira analise foi utilizado apenas o Glu como padréo e o cromatograma pode ser
observado na Figura 18. O primeiro cromatograma foi o do controle e nele ndo é obser-
vado pico do Glu, porém sao observados outros picos no comego do cromatograma
que nao puderam ser identificados nessa primeira analise pois a curva padrao nao
apresentava esses aminoacidos. O segundo cromatograma € o do tratamento com

deplecéao de biotina e nele é possivel observar o pico referente ao Glu.

a) FenalanT st #126 g 1100 I B
.F\'!wl.lr-'a 123 jrodediy Clierte. . Ty 1M . . B == '-
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: :T F’ : :." 2
0o 0 40 &0 8.0 no 120 140 16. 180 00 2 a0 X 2.0 _"-!II-
FIGURA 18: CROMATOGRAMAS OBTIDOS ATRAVES DE ANALISE EM HPAE-PAD, EM A) ESTA REPRESENTADA

A CORRIDA DO MEIO CONTROLE NA QUAL NAO FOI OBSERVADO O PICO DO GLU; EM B). PODE SER OBSERVADO
O CROMATOGRAMA DO MEIO COM DEPLEGCAOQ DE BIOTINA, O ULTIMO PICO PRESENTE E O REFERENTE AO GLU.
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A partir desse pico foi possivel calcular a concentracdo em gramas e em mols,
mais bem representado na Tabela 4, a concentragdo média ficou em 5,15 mM o que é
menor do que o esperado pela literatura que ficaria mais proximo de 50 mM [22], assim
como € possivel observar diferenga significativa entre as réplicas o que pode indicar
que ocorreu perda de amostra em alguma etapa do preparo.
TABELA 4: CONCENTRACAO DE GLUTAMATO EM GRAMAS POR LITRO E EM MM OBTIDO ATRAVES DA
ANALISE NO HPAE-PAD.

Diluicdo Replica 1 Replica 2 Replica 3 Média Erro padréo Controle 1 Controle 2 Controle 3

gramas 100x 0,63 1,12 0,34 0,70 0,40 n.a. n.a. n.a.
200x 0,78 1,40 0,34 0,84 0,49 n.a. n.a. n.a.

mM 100x 4,28 7,62 1,92 4,61 2,66 n.a. n.a. n.a.
200x 5,30 9,54 2,30 571 3,30 n.a. n.a. n.a.

Para tentar corrigir esses problemas foram refeitas as etapas de preparo da
amostra (a precipitagcdo metanol cloroférmio, a cromatografia de troca catiénica, e foi
utilizado a norleucina como padrao interno) descritas no material e métodos e nova-
mente analisadas no HPAE-PAD, porém dessa vez foi utilizado um padrao contendo
uma mistura com os 20 aminoacidos para identificar melhor os outros picos do croma-
tograma. Nessa analise, que pode ser observada na Tabela 5, foi possivel quantificar

47 mM de Glu, valor bem mais préximo que os 50 mM indicados pela literatura.
TABELA 5: QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS OBTIDO ATRAVES DA ANALISE NO HPAE-PAD.

Glutamato Valina Alanina @ Glicina

1 pg/L mM 47,07 2,83 10,64 n.a.
gramas 6,93 0,33 0,95 n.a.

200 pg/L mM n.a. n.a. 1,50 1,96
gramas n.a. n.a. 0,13 0,15

5.4.2 Analise de metabalitos
Na analise realizada em CG-MS foi possivel detectar diferengas entre o meio

controle e o tratamento, como pode ser observado na Figura 19, entre aminoacidos
corroborando o resultado de quantificagdes realizadas no HPAE-PAD com a produgéo
e secregao de alanina sendo mais abundante no meio com limitagao de biotina, como
a sensibilidade do equipamento de cromatografia gasosa € maior que no HPLC, foi
possivel comparar a diferenga entre as produgdes de glicina (que ndo apresentou di-
ferencga estatistica) e valina (que apresentou diferenca p = 0,0154), sendo no caso

desta ultima a produg¢ao no meio controle foi maior. Também foi possivel observar uma
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maior concentragao do glicerol na limitagao de biotina (p = 0,0146), a produgao exce-
dente de glicerol em C. Glutamicum crescida em glicose [41] é considerada desperdi-
cio de carbono tendo em vista que a cepa € incapaz de utilizar esse metabdlito produ-
zido [125], uma solucido apresentada seria da inibicdo ou redugdo da atividade da
enzima glicerol-3-fosfatase [126], porém ainda ndo se sabe qual a possivel relagéo

entre a deplegao de biotina e esse aumento na produgao de glicerol.

Podemos observar o aumento na producao de Asp, aproximadamente 542 ve-
zes maior em relagéo ao controle, assim como o Glu 3954 vezes maior (ambos com
p < 0,0001), representando neste ultimo cultivo uma diferenga bem maior que a apre-
sentada no primeiro realizado em placa. O principal motivo para essa diferenga pos-
sivelmente foi o maior numero de células alcangado pelo ultimo cultivo devido a otimi-

zacao da aeracao.
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FIGURA 19: AMINOACIDOS E ACIDOS ORGANICOS IDENTIFICADOS ATRAVES DE ANALISE
FINGERPRINTING EM CG/MS, 0 GRAFICO REPRESENTA UMA RAZAO ENTRE OS PICOS OBTIDOS DO MEIO
COM LIMITAGAO DE BIOTINA PELOS DO MEIO CONTROLE, VALORES ABAIXO DE 1 INDICAM MENOR
CONCENTRAGAO NO TRATAMENTO E OS INDICADOS COM ASTERISCO SAO OS QUE APRESENTAM
DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P < 0,05). EM A) ESTAO REPRESENTADOS OS METABOLITOS QUE
APRESENTARAM UMA MENOR ESCALA; EM B) ESTAO REPRESENTADOS OS METABOLITOS COM MAIOR
ESCALA, QUE E O CASO DO GLUTAMATO, DA OXOPROLINA, (UMA FORMA CICLIZADA DO GLU FORMADA
DURANTE A DERIVATIZAGAO) E ASPARTATO, QUE SAO 0S 2 AMINOACIDOS QUE REALMENTE APRESENTAM
A MAIOR CONCENTRAGAO NO MEIO TRATAMENTO.
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6. CONCLUSOES

O ultimo cultivo realizado nas condi¢des de 120 rpm, 50 mL de meio de cultura
e em frascos Erlenmeyer com defletores, demonstrou ser o método mais eficiente
dentre os testados, apresentando o crescimento maximo esperado pela bactéria tanto
no meio tratamento pds deplecédo de biotina quanto o meio controle, demonstrando
que a otimizagao da aeracéao foi um fator determinante para a superproduc¢ao do Glu,
porém nao pode ser descartada a hipdtese da cepa utilizada nos primeiros

experimentos ter sofrido alguma mutagao, ou o seu estoque ter sido contaminado.

O Meio de cultura CGXIl é constituido de altas concentragbes de sais e
tampdes, o que afeta diretamente as técnicas de separagdo cromatograficas, desta
forma, as diferentes técnicas de preparo da amostra, como a precipitagcdo metanol
cloroféormio e a purificagdo por cromatografia de troca catibnica, utilizadas para
propiciar a quantificacdo de aminoacidos pelo HPLC se revelaram eficientes, assim
como utilizar a norleucina como padrao interno no ultimo experimento ajudou a

padronizar melhor essas etapas de preparo.

A utilizagdo de cromatografia gasosa para realizar as analises dos metabdlitos
extracelulares se demonstrou uma técnica eficiente [99], conseguindo identificar va-
rios metabdlitos que tiveram suas concentragdes afetadas pela depleg¢ao de biotina,
assim como ajudou a entender os problemas relacionados a baixa aeragao nos pri-

meiros cultivos, revelando as maiores quantidades de acido latico.

7. PERSPECTIVAS

Os objetivos do projeto de analise do cultivo de C. glutamicum através do meé-
todo da deplegéao de biotina foram alcangados, conseguindo estabelecer um bom pro-
tocolo de cultivo e extracdao dos metabdlitos extracelulares de forma eficiente para as
analises de perfil metabdlico bem como a quantificagcdo do Glu. Os experimentos rea-
lizados trouxeram informagdes importantes para entender o processo de deplecao de
biotina, porém as analises extracelulares representam apenas uma parte de todos os
processos bioldgicos que ocorrem durante o crescimento da célula, portanto para uma
melhor elucidagao das vias reguladoras da biossintese de aminoacidos s&o necessa-
rios experimentos com os metabdlitos intracelulares e o desenvolvimento da analise
de fluxo metabdlico. Com o desenvolvimento desses experimentos complementares

havera um grande potencial para descobertas de novos mecanismos capazes de
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aperfeicoar a produgéo de aminoacidos em microrganismos. Desta forma apresento

as seguintes perspectivas:

1. Analise do metabolismo de C. glutamicum em deplegao de biotina durante as

diferentes fases do crescimento celular. Identificagdo comparativa dos princi-
pais metabdlitos do ciclo de Krebs e da sintese do acido glutdmico entre o meio

de cultivo padrao e o meio deplecéo de biotina.

2. Analise quantitativa dos fluxos metabdlicos responsaveis pela biossintese de

aminoacidos por meio da marcagao de isétopos 13C (13C MFA).
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