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REsumo

RESUMO

O 6xido nitroso é um potente gas de efeito de estufa, responsavel pela deplecao da
camada do ozono. As emissdes globais deste gds para a atmosfera tém vindo a aumentar
consideravelmente devido ao uso frequente de fertilizantes azotados. A reacdo de reducdo do
N,O a azoto, uUltimo passo da desnitrificacao, é catalisada pela enzima redutase do 6xido nitroso
que possui dois centros de cobre distintos, o centro CuA (transferéncia eletrénica) e o centro
CuZ (centro catalitico).

Efetuou-se o crescimento da bactéria Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 em meio
EMS, na presenca de nitrato (10 mM) e variando o pH (6,5, 7,5 e 8,5), de modo a estudar o efeito
do mesmo na desnitrificacdo, e isolar a N,OR das diferentes massas celulares de forma a
identificar as diferentes propriedades bioquimicas que poderiam explicar porque em solos
acidicos a concentragdo de N,O é mais elevada. Através das curvas de crescimento aos
diferentes pHs, verificou-se que o pH 6timo de crescimento é 7,5, no entanto, a atividade
especifica de reducdo de N,O foi mais elevada a pH 8,5 (2,6 U/mg,.t). Em todos os ensaios, no
final de 48 h a atividade especifica e a concentracdo de nitrito eram muito baixas.

A N,OR foi isolada a partir de massas celulares obtidas sob condi¢des microaerdfilas,
N,ORmicro (rendimento: 2,69 mgnaor_pura/Lmeio), OU anaerdbias estritas (N,OR,na), Na presenca de
nitrato a pH 7,5 (rendimento: 0,15 mMgyor pura/Lmeic) € caracterizada bioquimicamente. A
N,ORmicro fOi isolada com o centro CuZ no estado [2Cu®*-2Cu‘], com méximo de absorg¢o a 550
nm e um ombro a 640 nm, apresentando o centro CuZ como uma mistura de 68% de CuZ e 32%
de CuZ* e um €gg0 nm = 5,6 MM cm™ (por mondmero, na forma reduzida com ditionito); sendo
que o centro CuA estava praticamente no estado [Cu’-Cu®]. Por outro lado, a N,OR,,, apresenta
maximos de absor¢do a 550 nm e 640 nm, pelo que o centro CuZ corresponde a uma mistura de
CuZ e CuZ*, com praticamente igual contribuicdo (49% CuZ e 51% CuZ*) e um &gsp nm = 3,8 MM’
'em™ (por mondémero, na forma reduzida com ditionito). Relativamente a atividade especifica,
observou-se que, quer na presenca do doador de eletrdes fisioldgico (cit css,), quer do doador
artificial (MV), a enzima com maior contribuicdo de CuZ* apresenta uma maior atividade (81
U/mggror com ativagdo de 3 h e MV como doador de eletrdes; 55 U/mgpor € 2 U/Mgpror, COM pré-
ativagdo de 5 h e como doadores de eletrdes o MV e o cit ¢ss,, respetivamente), em comparagdo

com 51 U/Mgpot, 33 U/MEpror € 0,22 U/MEprqr, respetivamente para a N;ORpicro-

TERMOS CHAVE

OxIDO NITROSO ® DESNITRIFICACAO ® REDUTASE DO OXIDO NITROSO ® CENTROS CUA, CUZ ® Marinobacter

® ATIVIDADE ESPECIFICA






ABSTRACT

ABSTRACT

Nitrous oxide is a powerful greenhouse effect gas, and is responsible for the depletion of
the ozone layer. Global N,O emissions to the atmosphere have increased considerably due to
the use of nitrogenated fertilizers. The reduction of N,0 to N,, the final step of the denitrification
pathway is catalyzed by nitrous oxide reductase, which contains two different copper centers,
CuA (electron transferring) and CuZ (catalytic center).

Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 was grown in EMS medium, in the presence of
nitrate (10 mM) and at different pH values (6.5, 7.5 and 8.5), in order to study its effect on
denitrification and to isolate N,OR from the different cell masses, with the goal of identifying the
different biochemical properties that could explain the higher N,O release levels in acidic soils.
The optimal pH for growth was determined to be 7.5; however the specific N,O reduction
activity was highest at pH 8.5 (2.6 U/mgyt). After 48 h, nitrite concentration and specific activity
were very low for all assays.

N,OR was isolated and biochemically characterized from cell growth obtained under
microaerophillic, N,ORmicro (vield: 2,69 mMgpure n20r/Leuture), OF  strictly anaerobic (N,ORg,a)
conditions, at pH 7.5 and in the presence of nitrate (yield: 0,15 mgpyre n20r/Leutture)- N2ORmicro Was
isolated with CuZ in the [2Cu®*-2Cu’] state, with a maximum visible absorption band at 550 nm
and a shoulder at 640 nm; CuZ was present in a mixture of 68% CuZ and 32% CuZ*, with an Eg
am = 5.6 mM™cm™ (per monomer for the dithionite reduced form); CuA was mostly in the [Cu*-
Cu'] state. However, N,0R,,, presented an absorption maxima at 550 nm and 640 nm; CuZ
center is also present as a mixture of CuZ and the redox inert CuzZ*, with almost the same
contribution (49% CuZ vs. 51% CuZ*) and an €go om = 3.8 mMMcm™ (per monomer for the
dithionite reduced form). Regarding the specific activity, the enzyme with a larger ratio of
CuZ*/Cuz exhibited higher activity in the presence of either its physiological electron donor
(cytochrome css,), or of an artificial donor (methyl viologen, MV) (81 U/mg.: in the presence of
MV after 3 hours of activation, 55 U/mg,.: and 2 U/mgyr, With MV and cytochrome css, as
electron donors, respectively, and both after a 5 hour pre-activation), compared to 51 U/mgt,

33 U/mggrot and 0.22 U/mg,or, respectively, for NyORyicro-
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FIGURA 1.1. Ciclo biogeoquimico do Azoto indicando cada uma das enzimas que sdo responsaveis por cada
reagcdo. As setas representam as reagdes catalisadas por cada uma das enzimas. Na margem esquerda
estdo representados os nimeros de oxidacdo do azoto de cada composto. NO — Oxido Nitrico, N,O —
Oxido Nitroso, N, — Azoto Molecular, ANAMOX — do inglés ANaerobic AMmonia OXidation. As setas que se
encontram representadas de cima para baixo, dizem respeito aos processos de redugdo; as setas no

sentido inverso (de baixo para cima) correspondem aos processos de oxidagdo. Adaptado de™l . 6

FIGURA 1.2. Esquema da desnitrificagdo em bactérias gram-negativas desnitrificantes, adaptado para o que
acontece no periplasma da bactéria em estudo, Ma. hydrocarbonoclasticus em condigGes microaerdfilas e
na presenca de nitrato. Apesar de ndo estar representada, a peroxidase do citocromo ¢ também esta
presente. NAR — redutase do nitrato; NIR — redutase do nitrito ou citocromo cd;; NOR — redutase do éxido
nitrico; N,OR — redutase do 6xido nitroso e cit. ¢s5; — citocromo c¢ss,. Codigos do PDB: NAR — 1Y4Z, NIR —
INIR, NOR — 300R, N,0R — 1QNI e Cit. ¢s5, — 1CNO (apenas as Ultimas duas estruturas sdo de enzimas
isoladas de Ma. hydrocarbonoclasticus). Adaptado e O T 0 et 9

FIGURA 1.3. Alinhamento da sequéncia primaria de N,ORs de estruturas conhecidas. A verde e azul sdo
destacados os residuos do CuA e CuZ, respetivamente. O motivo de ligagdo do hemo tipo ¢ estd a
vermelho. A roxo os residuos envolvidos na transferéncia eletronica. O tat-motif a amarelo.
Ma.h_Marinobacter hydrocarbonoclasticus, Ps.s_Pseudomonas stutzeri, Ac.c_Achromobacter cycloclastes,
Pa.d_Paracoccus denitrificans, Wo.s_Wolinella succinogenes. *, :, . identidade, alta conservagdo e
preservacao de aminoacidos, respetivamente. Comparagao de sequéncias com software de alinhamento

multiplo Clustalw2 34 Adaptado GO e 15

FIGURA 1.4. Organizagdo do cluster dos genes nos de diferentes divisdes de Proteobactérias e trés bactérias
Gram-positivas identificadas como desnitrificantes completas. As unidades transcricionais estudadas e as
regiGes promotoras estdo identificadas com setas e pontos, respetivamente. PA — Pseudoazurina, Az —
Azurina, C — Proteina que contém motivo de ligagdo do hemo tipo ¢ — CXXCH, ou proteina semelhante a
tiorredoxina, C' - Proteina de tamanho semelhante & identificada por C mas sem motivo de ligagdo do
hemo, identificada como uma tiorredoxina putativa, dnr — Regulador da respiragcdo dissimilativa de
nitrato, tat — motivo twin-arginine, senC — essencial para inser¢do de cobre. Os genes coloridos a preto
dizem respeito a proteinas hipotéticas. Adaptado e T et 17

FIGURA 1.5. Estrutura do centro catalitico, CuZ, da N,OR de Pa. denitrificans (A) e de Ac. cycloclastes (B). B.I
— Forma nativa com presenca de uma molécula de agua e um ido hidréxilo ente Cuy, e Cu,, B.Il — Forma
inibida com ido iodeto entre Cuy e Cu,. Os centros tém os seus ligandos coloridos de acordo com o
elemento. O ido enxofre esta representado com uma esfera amarela e o ido iodeto a roxo. A figura foi
gerada com o programa Chimera' utilizando as coordenadas do PDB 1FWX (A), 2IWF (B.1) e 2IWK (B.II).

FIGURA 1.6. Estrutura da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus e respetivos centros. A — Representac¢ao do
dimero funcional redutase do dxido nitroso. O dimero esta colorido de acordo com as subunidades. Um
dos mondmeros esta representado a azul e o outro a cinza. Ambos os centros, CuA e CuZ, estdo
representados a vermelho e laranja, respetivamente. B.I — Centro CuA e B.Il — Centro CuZ no estado
[1Cu2+-3Cu+], na forma CuZ*. Os centros tém os seus ligandos coloridos de acordo com o elemento. O ido
enxofre estd representado com uma esfera amarela. A figura foi gerada com o programa Chimera”” e
utilizando as coordenadas do PDB L1QNL. ....cccuuiiiiiiiiieiiiiee et e et e e e e e s ttar e e e e s e e s abaeaeeeeeesennnnnes 23

FIGURA 1.7. Representacdo dos centros CuA (A) e CuZ (B) da N,OR de Ps. stutzeri. Os ligandos estdo
coloridos de acordo com o elemento. O centro CuZ esta no estado [2Cu2+-2Cu+]. Os i0es enxofre estdo
representados com uma esfera amarela. A figura foi gerada com o programa Chimera” e utilizando as
[oleYoY o L=TaF=To = Toye fo T ] 2 303 = SRS 25

FIGURA 1.8. A — Espetro de UV-Visivel e B — Espetro de RPE das diferentes formas redox da N,OR de Ma.

hydrocarbonoclasticus. i — N,OR com o centro CuA completamente oxidado e o centro CuZ na forma redox
ativa [2Cu2+-2Cu+], i’ — N,OR igual a forma i mas reduzida com ascorbato de sddio, com o centro CuA
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reduzido e o centro CuZ, igualmente, no estado [2Cu2+-2Cu+], ii — N,OR com o centro CuA oxidado e o
centro CuZ na forma de CuZ*, redox inativo [1Cu2+-3Cu+] e iii — N,OR com o centro CuA reduzido e o centro
CuZ na forma de CuZ*, [1Cu**-3Cu’]. O espetro de RPE foi adquirido a 30 K e com uma frequéncia de
micro-ondas de 9,66 GHz. Adaptado O e 28

FIGURA 1.9. Mecanismo de ativagdo e ciclo catalitico proposto para a N,OR com o centro CuZ na forma de
CuZ*. Os ides cobre no estado de oxidagao (Il) estdo representados com um circulo azul, e com um circulo
cinzento no estado de oxidagdo (I). Na forma CuZ*, o Cu®t estd representado com um quadrado azul (para
indicar que é redox inativo). Contudo, em ambos os centros CuZ e CuA, os eletrGes desemparelhados sdo
deslocalizados dentro do cluster através dos atomos de enxofre, representados a circulos amarelos. DE —
Doador de Eletrdes. Adaptado O et 33

FIGURA 2.1. Esquema de montagem do Biofermentador de 10 L, utilizado na obteng¢do de massa celular de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus em condi¢cGes microaerdfilas na presenca de nitrato, usando o meio
EMS. A — Tampa do Fermentador, B — Frascos de Schott de acido, HCl 1 M e base, NaOH 1 M (caso se
monitorize a adi¢do de um anti-espuma, este seria colocado no seguimento do acido e da base), C —
Adicdo dos 4 L de Solugdo A ao Fermentador, com o auxilio de uma bomba peristaltica, D — Fermentador
totalmente montado, ja com os 9 L de Solugdo A e pré-indculo de 1 L, Vs = 10 L. O reator de 2 L é
exatamente igual @0 iluSTrado NA FIGUIa. .....ooiuiiiiiieiiiie e st 42

FIGURA 2.2. Reta de calibragao usando o método de Griess para quantificagao total de nitritos. A equagao
da reta é dada por Absss; nm = 0,0159.[NaNO,] (uM) + 0,0042, com um R’ = 0,999. Curvas de calibracdo
semelhantes foram utilizadas em todos os ensaios efetuados a pHs diferentes. O padrao utilizado foi uma
solucdo de NaNO,, nitrato de sodio (SOlugE0 StOCk @ 1 MIM). coceeiiiiiciiiieeciee et e e 45

FIGURA 2.3. Reta de calibragao usada para quantificagdo total de proteina através do método de Lowry. A
equacdo da reta é dada por Abs;sy nm = 0,3064.[ASB] (mg/ml) - 0,0003, com um R® = 0,999. Retas
semelhantes foram utilizadas em todos os ensaios efetuados a pHs diferentes. O padrao utilizado foi uma
solucdo de ASB (SOIUGEO STOCK @ 1 ME/ML)...eiiiiieiiiiiieeiie ettt ettt e et e et e et e ebeeebeeebaeebeeeabeeenreeeanes 46

FIGURA 2.4. Ensaios enzimaticos usando o citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus (A) ou metil-
viologénio (B), como doadores de eletrGes. Os ensaios sdo iniciados pela adi¢cdo de ~ 15 uM da enzima, a
uma solugdo contendo 1,25 mM N,O saturado, tampdo 100 mM Tris-HCI, pH 7,6 e ~ 10 uM citocromo css;
/ ~ 90 uM metil-viologénio. A absorvancia ¢é lida a 552 nm (A) e 600 nm (B). A azul esta representado o
declive da curva de decaimento, utilizado no caluculo da atividade especifica.......ccccceeeveeeevieececieee e, 48

FIGURA 2.5. Reta de calibracdo usando o método da 2,2’-Biquinolina para quantificacdo de cobre. A
equacdo da reta é: AbSsyg nm = 0,0065.[Cu2+] (uM) - 0,0018 com um R?= 0,9966. Retas semelhantes foram
utilizadas em todos os ensaios efetuados para ambas as enzimas, isoladas de crescimentos em condigdes
anaerdbias estritas e microaerofilas, ambos na presenca de nitrato. O padrédo utilizado foi uma solugdo de
acetato de cobre (SOIUGE0 StOCK @ 0,5 MM)..ccuiiieiieiiieeieesiee et e see et e s eeteeste e ebeesbaeeseeebaesseesnteeenseesnses 56

FIGURA 3.1. Curvas de crescimento de Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 num biofermentador de 2
L, em condi¢Ges microaerdfilas e na presenca de nitrato. Representacgdo do logaritmo da densidade ética a
600 nm (DOgpp nm) €M funcdo do tempo de crescimento, para os crescimentos a pH 6,5 (verde), pH 7,5
(azul) e pH 8,5 (vermelho). As fases exponencial e estacionaria estdo identificadas pelos nimeros | e I,
respetivamente. As linhas a tracejado correspondem a duracdo da fase exponencial que dependendo do
pH tiveram uma duragdo de 5h, 6h e 10h, aproximadamente para os crescimento realizados a pH 6,5, pH
N oL S R T €] o T A AVZ: T 4 1= oL T PP 62

FIGURA 3.2. Quantificacdo de nitritos a preto (eixo vertical secundario) e variagdo da atividade de redugdo
do N,O a azul (eixo vertical principal), em funcdo do tempo de crescimento a pH 6,5, pH 7,5 e pH 8,5...... 67

FIGURA 3.3. Esquema simplificado da desnitrificacdo. A azul estd representado o processo que ocorre no
periplasma da bactéria. Nos quadrados encontram-se os elementos que sdo sucessivamente reduzidos ao
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FIGURA 3.8. Eletroforese da purificagdo da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus em condigdes
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CAPiTULO 1 — INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1.  Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Marinobacter (Ma.) hydrocarbonoclaticus foi isolada préximo da costa Mediterranea

[11,[2]

Francesa, perto de uma refinaria de petréleo™”. E uma bactéria marinha Gram-negativa,

extremamente halotolerante e moderadamente halofilica!*"!

, em forma de bastonete (0,3-
0,6 um de largura e 2-3 um de comprimento na fase exponencial de crescimento), ndo forma
esporos e move-se por meio de um flagelo polar (este flagelo é, no entanto, inexistente em
meios de crescimento que apresentem uma concentracdo de NaCl fora do intervalo entre 0,2 e
1,0 M). Ma. hydrocarbonoclasticus é capaz de crescer em meios de cultura que possuam uma
concentragdo de NaCl compreendida entre 0,08 e 3,5 M (sendo que a concentragdo 6tima é de
0,6 M), numa gama de temperatura entre 10 °C e 45 °C, com temperatura étima de crescimento
a 32 °C e num intervalo de pH 6-9,5 (sendo o pH 6timo 7-7,5)[1]. O crescimento anaerdbio ocorre
na presenga de nitrato, succinato, citrato ou acetato (mas ndo na presenga de glucose), e é
considerada uma bactéria desnitrificante, por utilizar o nitrato, em alternativa ao oxigénio, como
aceitador de eletrdes na cadeia respiratéria, com produgao de azoto molecular, ou seja, o seu
genoma codifica para todas as enzimas da via metabdlica da desnitrificacdo. Para além disso, é
ainda capaz de degradar diversos hidrocarbonetos e utilizd-los como fontes de carbono e
energia, e possui resisténcia a varios antibidticos, tais como novobiocina, tetraciclina,
oleandomicina, estafilomicina e agente vibriostatico 0/129, sendo suscetivel a penicilina G,

UBl - Esta bactéria é

canamicina, estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina, entre outros
também, considerada como tendo um elevado potencial para a biorremediacdo de
hidrocarbonetos, uma vez que é capaz de formar biofilmes na interface agua-hidrocarboneto,

dado que um dos maiores problemas da biodegradacdao dos hidrocarbonetos é a sua fraca



ESTUDOS SOBRE A REDUTASE DO OxIDO NITROSO DE Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Bl Esta bactéria forma colénias em meio sélido, de cor branca que se

solubilidade em agua
tornam bege rosado apds 48 h de incubagéo[”.

A andlise da sequéncia do rDNA 16S de Ma. hydrocarbonoclasticus mostrou que esta
bactéria pertence a subclasse y (gama) do grupo das Proteobactérias™ . Este estudo evidenciou
também a sua proximidade filogenética com outras espécies, tais como Marinomonas vaga,
Oceanospirillum linum, Halomonas elongata e Pseudomonas aeruginosa. Devido a dificuldade de
se encontrar uma Unica espécie significativamente mais proxima que estas inumeradas
anteriormente, Ma. hydrocarbonoclasticus foi classificada, por Gauthier e colaboradores em
1992, como um novo género. A estirpe tipo foi depositada na American Type Culture Collection
como ATCC 49840, No entanto, esta bactéria foi, inicialmente, classificada por Baumann et al.
(1972), como Pseudomonas (Ps.) nautica através de um estudo de caracterizagdo taxondmica de
bactérias gram-negativas, flageladas, ndo fermentativas e de origem marinha, obtidas da costa
de Oahu, Hawaii. Com base na caracterizacdo fisioldgica e nutricional, as estirpes foram
associadas a diferentes grupos assentes em semelhancas fenotipicas (substratos organicos
usados como fontes de carbono e energia, o conteldo G+C do DNA e a capacidade de degradar
hidrocarbonetos, bem como, ser uma bactéria desnitrificante)m'[g]. Deste estudo, Ps. nautica foi
considerada como incapaz de acumular PHB (poli-B-hidroxibutirato) como produto intracelular
de reserval” e gue necessita de sddio para o seu crescimento, sendo a presenca simultanea de

Bl A desnitrificacdo embora

sddio e magnésio um requisito para se obter crescimento maximo
considerada um processo anaerébio, em Ps. nautica ocorre, também, na presenca de oxigénio
(Oz)[lo]. No entanto, o oxigénio afeta, de modo diferente, a atividade de cada uma das enzimas
envolvidas no processo da desnitrificacdo. Roberston e Kuenen (1984), aquando do estudo deste
processo noutras espécies, confirmaram esta afirmacdo, a desnitrificacdo pode ocorrer na
presenca de oxigénio[lo].

Segundo Baumann et al. (1972), eram necessarios mais estudos a fim de obter as
caracteristicas adequadas que permitissem dividir este conjunto de organismos em géneros bem
definidos"’. De facto, a reclassificagdo desta espécie foi realizada, mais tarde, por Spréer et al.
(1998), fazendo um estudo comparativo entre as espécies Ps. nautica descrita por Baumann et
al. (1972) e Ma. hydrocarbonoclasticus classificada por Gauthier et al. (1992). Esta nova analise
baseou-se na comparacao das sequéncias dos seus rDNA 16S, composicdo base do DNA
gendmico e hibridacdo DNA-DNA destas duas bactérias, as quais evidenciaram um elevado grau
de homologia (cerca de 99,5%). Esta comparagdo foi confirmada através das suas propriedades
fenotipicas e portanto, foi proposta a unificacdo das duas espécies™™. Assim sendo, transferiu-se

a espécie Pseudomonas nautica para Marinobacter hydrocarbonoclasticus (ATCC 49840T)[3]'[1”.
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Um ano depois, Kita-Tsukamoto et al. (1999), vieram corroborar esta transferéncia, tendo em
conta as suas necessidades nutricionais e suscetibilidade a antibiéticos?.

Mais tarde, as espécies Ma. hydrocarbonoclasticus (Gauthier et al., 1992) e Ma.
aquaeolei (bactéria moderadamente halofilica isolada de uma plataforma petrolifera do
Vietname do Sul), caracterizada por Huu et al. (1999), foram, também revistas por Marquez e
Ventosa (2005), tendo sido, entdo, classificadas como sendo a mesma espéciem'[sl.

No presente trabalho utilizar-se-a a denominagcdo de  Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (sindbnimo de Ma. aquaeolei), uma vez que foi a primeira espécie descrita.
A estirpe utilizada neste trabalho foi a Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 (anteriormente
designada por Pseudomonas nautica 617), sendo que a analise genética é baseada no genoma
gue se encontra depositado na base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information), como sendo de Marinobacter aquaeolei.

1.2. Ciclo do azoto

O azoto é um elemento essencial para os organismos vivos, isto porque é um elemento
necessdrio para sintetizar macromoléculas bioldgicas como os acidos nucleicos, os aminoacidos
e, ainda, muitos cofatores de proteinas™. Na biosfera, podemos encontrar compostos em que
este elemento pode apresentar uma carga formal que pode ir desde +5 no nitrato (composto
mais oxidado), a carga formal -3 na amodnia (composto mais reduzido), sendo que, em
compostos bioldgicos apresenta-se, quase exclusivamente, no seu estado totalmente reduzido.
As interconversGes destas espécies constituem o ciclo biogeoquimico global do azoto (Figura
1.1.), sustentado por processos bioldgicos que sdo realizados por enzimas que, por isso,
desempenham um papel fundamental em cada etapa do ciclo™ ",

O ciclo do azoto, integra reagdes de oxida¢gdo e redugdo, reagBes estas que, nas
bactérias, estdo relacionadas com sistemas de transporte de eletrées e, consequentemente,
com a sintese de ATP (a exce¢do da reagdo de fixagdo de azoto que necessita de quantidades
substanciais de energia)™®"™. Logo, o ciclo é composto por reacdes de hidrélise e producio de
ATP, sendo as primeiras pertencentes a via assimilativa (Fixagdo de Azoto) e as de produgdo de

energia pertencentes a via dissimilativa (Nitrificacdo, Desnitrificacdo, Amonificago)™.
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Figura 1.1. Ciclo biogeoquimico do Azoto indicando cada uma das enzimas que sdo responsdaveis por cada
reacao. As setas representam as reag¢0Oes catalisadas por cada uma das enzimas. Na margem esquerda
estdo representados os nimeros de oxidacdo do azoto de cada composto. NO — Oxido Nitrico, N,O —
Oxido Nitroso, N, — Azoto Molecular, ANAMOX — do inglés ANaerobic AMmonia OXidation. As setas que se

encontram representadas de cima para baixo, dizem respeito aos processos de reducdo; as setas no
. . . . . ~ 14],[15
sentido inverso (de baixo para cima) correspondem aos processos de oxidagdo. Adaptado deA 3],

Dos processos bioldgicos do ciclo do azoto (ver Figura 1.1.), a fixacdo de azoto que gera
amonia, é realizada por procariotas, mas ja a redugdo do nitrato é realizada por bactérias,
fungos, algas e plantas superiores, sendo que, alguns procariotas podem obter energia através
de processos redox que envolvem compostos de azoto, como a nitrificagdo e a desnitrificacdo. A
nitrificacdo realizada por bactérias autotréficas, é um processo constituido por duas etapas, a
conversdao de amdnia em nitrito (através da hidroxilamina) e a oxidagdo do nitrito a nitrato (pela
oxidase do nitrito), que devido a necessidade de oxigénio é um processo, normalmente,
considerado como obrigatoriamente aerdbio (embora na literatura haja a descricdo de um
exemplo em que este processo, aparentemente, ocorra na auséncia de oxigénio Mulder et al.). A
desnitrificagdo é um processo respiratdrio através do qual o nitrato é sucessivamente reduzido a
nitrito, 6xido nitrico (NO), oxido nitroso (N,0) e azoto molecular (N,), que ocorre,

. .~ S - ;. S . 14]-
predominantemente, em condicdes anaerdbias por bactérias anaerdbias facultativas™

(181120121~ A amonificacdo é a redugdo dissimilatéria do nitrato a amdnia (processo que estd

) [14],[20]

envolvido na libertacdo de amodnia a partir de compostos de azoto orgéanico . A via
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metabdlica da desnitrificacdo é ativada por dois parametros ambientais, disponibilidade de um
6xido de azoto (NO,) e baixa tens3o de oxigénio™.

Durante algum tempo, a desnitrificacdo foi considerada como o Unico mecanismo de
producao de N, nos oceanos, contudo, mais recentemente foi descoberto que a conversao de
compostos azotados (nitrato, nitrito e amdnia) a N,, em larga escala, também podia ocorrer
através da oxidacdo anaerdbia de amdnia (ANAMOX, do inglés, ANaerobic AMmonia OXidation),
gue ndo é mais do que a reacdo que produz N, por redugdo do nitrito e oxidagdo da amdnia em
condi¢cbes anaerdbias. Este processo, foi a mais recente descoberta no ambito do ciclo
biogeoquimico do azoto, e tem elevada relevancia ecolégica, em especial em ambientes
marinhos™ 113122

Muito do azoto antropogénico é perdido para o ar, agua e terra, o que causa uma série
de problemas ambientais e de saude humana, pelo que a reducdo de nitrato desempenha um
papel fundamental no ciclo do azoto e tem importantes implicacdes para a agricultura, ambiente

e saude publica™*e2

. Embora cerca de 80% da atmosfera terrestre seja constituida por N,, a
disponibilidade de azoto é geralmente o fator limitante para a producdo de biomassa vegetal.
Este elemento, encontra-se principalmente disponivel para consumo na forma de nitrato, sendo
gue esta fonte de azoto tem sido usada na agricultura de forma intensiva®. O uso excessivo de
fertilizantes nas atividades agricolas levou a acumulacgdo significativa de nitrato nos solos, nas
aguas superficiais e na agua potdvel. De facto, os nitratos e os nitritos sdo, atualmente, os
maiores poluentes da dgua e uma grande preocupacdo é o facto do nitrato ter que ser removido
antes da agua ser fornecida aos consumidores. Aos elevados niveis de nitrato tém sido
associadas doencas devido a formacdo de compostos altamente tdxicos. Contudo, estimativas
preveem que apenas cerca de metade do azoto que é utilizado como adubo é assimilado em
biomassa, enquanto a outra metade é perdida através de processos bioldgicos, dos quais a

[15],[24]

desnitrificagdo bacteriana é o mais importante . Portanto, é de grande interesse o estudo

de vias metabdlicas bacterianas que podem efetivamente reduzir o nitrato a N,, em especial em

21 Sendo,

organismos que podem ser encontrados em sedimentos de dgua doce ou do mar
portanto, o ciclo do azoto fundamental para todos os ecossistemas, com particular importancia
no meio marinho. A fixagao de azoto é o processo bioldgico fundamental, através do qual o novo

, .. 21],[2
azoto é adicionado nos oceanos?*?

. Assim sendo, a principal ameaga para o meio ambiente
vem da eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos. A reducgdo de nitrato, um importante foco de
investigacdo, pode ser realizada com trés finalidades diferentes: a utilizacdo de nitrato como
fonte de azoto no metabolismo (amonificacdo assimilatéria), a geracdo de energia metabdlica

usando nitrato como aceitador final de eletrGes (respiracdo, desnitrificacdo), e a dissipacdo do
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poder redutor em excesso para o equilibrio redox (amonificacdo dissimilatoria). Com efeito, a
desnitrificacdo é um dos passos utilizados para remover o azoto de esgotos e de aguas

residuais*®?],

1.2.1. Desnitrificacao

O metabolismo de reducdo de nitrato a azoto molecular, ou desnitrificacdo, é um

L - ‘- x +[15],[25],[26]

processo anaerdbio utilizado por algumas bactérias para a producdo de energia .
Contudo, este processo pertencente ao ciclo global do azoto, também pode ocorrer na presenca

6] A desnitrificagdo é crucial em vérios processos ambientais, tais como a

de oxigénio
acumulacdo de nitrato e a libertacdo de éxido nitroso (N,O) para a atmosfera. O N,O é um
potente gas de efeito de estufa (tal como o CO, e CH,;, mas com uma eficiéncia superior), com
tempo de meia-vida na atmosfera de 114 anos, e responsavel pela deplecdo da camada do
ozono (na atualidade, é mesmo o maior responsavel por este problema ambiental). Este gas
possui uma concentracdo troposférica de aproximadamente 300 ppb (partes por bilido) por
volume, tendo-se observado um aumento da sua concentracdo de cerca de 20% nos ultimos 100
anos. As emissdes globais do N,O para a atmosfera tém vindo a aumentar consideravelmente,
sobretudo desde a introducdo do processo Haber-Bosch que levou ao uso frequente e cada vez
mais abundante de fertilizantes azotados!***>61201(25) (2711291

A reacdo global da desnitrificacdo, redugao do nitrato a azoto molecular com a
participacdo de 10 eletrdes e 12 protdes (2NO5 + 10e + 12H" = N, + 6H,0), é realizada por

guatro metaloenzimas diferentes:

NO; + 2e +2H" = NO, + H,0 (1

NO, + e +2H* = NO + H,0 (1
2NO+2e +2H" < N,0 + H,0 (nn
N,O+ 2e +2H" = N, + H,0 (V)

A equacdo (l), reducdo de nitrato a nitrito, é catalisada pela redutase do nitrato
contendo um centro ativo de molibdénio (NAR); a reacdo apresentada na equacao (ll), reducdo
do nitrito a 6xido nitrico, pode ser catalisada por dois tipos de redutase do nitrito (NIR),
citocromo cd; ou uma enzima contendo dois centros de cobre, em (lll) duas moléculas de dxido
nitrico sdo conjugadas para formar éxido nitroso e dgua, reagdo que é catalisada pela enzima
redutase do éxido nitrico, que contém centros de ferro ndo-hémico e hemos c e b (NOR) e, por
fim, a Ultima reagdo da desnitrificagdo, correspondente a equacdo (IV), redugdo do éxido nitroso
a azoto molecular, catalisada pela enzima em que se foca este trabalho, a redutase do dxido

nitroso (N,OR), a qual possui dois centros de cobre distintos (centro CuA e centro CuZ). Por ser a
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responsavel pelo ultimo passo da desnitrificacdo, € uma enzima de elevada importancia por
contribuir para a diminuicdo do efeito de estufa (diminuicdo da concentragdo de éxido nitroso),
evitando a toxicidade do 6xido nitroso, tanto para as células como para o ambiente™*7+12%],

De salientar, ainda, que a reducdo direta do nitrato a amdnia também é possivel em
alguns organismos. Neste caso, uma redutase do nitrito penta-hémica é responsavel pela
redugdo de seis eletrdes do nitrito a aménia®.

A Figura 1.2., representa esquematicamente o processo de desnitrificagdo que ocorre no

periplasma de bactérias desnitrificantes, em que a redutase do nitrito é o citocromo cd,, que é a

il

enzima presente em Ma. hydrocarbonoclasticus, organismo que sera usado neste trabalho.
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Figura 1.2. Esquema da desnitrificagdo em bactérias gram-negativas desnitrificantes, adaptado para o que
acontece no periplasma da bactéria em estudo, Ma. hydrocarbonoclasticus em condigdes microaeréfilas e
na presenca de nitrato. Apesar de n3do estar representada, a peroxidase do citocromo ¢ também esta
presente. NAR — redutase do nitrato; NIR — redutase do nitrito ou citocromo cd,; NOR — redutase do éxido
nitrico; N,OR — redutase do 6xido nitroso e cit. ¢s5; — citocromo css,. Codigos do PDB: NAR — 1Y4Z, NIR —
INIR, NOR — 300R, N,0OR — 1QNI e Cit. cs5, — 1CNO (apenas as ultimas duas estruturas sdo de enzimas
isoladas de Ma. hydrocarbonoclasticus). Adaptado delteH27H30]



ESTUDOS SOBRE A REDUTASE DO OxIDO NITROSO DE Marinobacter hydrocarbonoclasticus

1.2.1.1. Redutase do nitrato

As redutases do nitrato (NAR) catalisam a reduc¢do do nitrato a nitrito (equagdo (I)). A
maioria destas enzimas contendo molibdénio estdo presentes em diversos organismos vivos e,
para além do centro ativo constituido por molibdénio, possuem um centro redox adicional que
medeia as reagdes de transferéncia eletrénica entre o doador e o aceitador eletrdnico (nitrato),
cofatores de ferro-enxofre e hémicos. As NARs estao classificadas em quatro grupos diferentes,
redutases do nitrato eucaridticas (Euk-NR), redutases do nitrato assimilatdrias (NAS), redutases
do nitrato respiratdrias (NAR) e redutases do nitrato periplasmaticas (NAP). As NAR sdo enzimas
membranares envolvidas, exclusivamente, na desnitrificacdo, apresentando trés subunidades,
NarG (a), NarH (B) e Narl (y). A subunidade NarG possui o centro ativo da enzima, ao passo que
as outras subunidades contém centros de transferéncia eletrénica. O complexo NarGH est3
localizado no citoplasma; contudo, permanece na superficie interna da membrana
citoplasmdtica através da subunidade transmembranar (ou proteina integral de membrana),
Narl[lS],[ZS],Bl].

As NAR podem ser purificadas com e sem a subunidade Narl, dependendo do processo
de purificacdo. A subunidade catalitica, NarG (a), possui um centro de molibdénio e um cluster
de [4Fe-4S], sendo o atomo de molibdénio coordenado por quatro atomos de enxofre e pela
cadeia lateral de um residuo de aspartato. A subunidade NarH (B) contém um cluster de [3Fe-4S]

e trés de [4Fe-4S], e a subunidade Narl (y) tem dois hemos do tipo b!**?,

1.2.1.2. Redutase do nitrito

A redutase do nitrito (NIR) é a enzima chave para ativar as quatro redutases
responsaveis pela desnitrificacdo e catalisa a redugdo do nitrito a 6xido nitrico, (ver equagao (I1)).
Em bactérias desnitrificantes existem dois tipos de redutases do nitrito, o citocromo cd;, um
homodimero, e uma enzima de cobre trimérica (CuNIR), sendo que ambas possuem dois centros
localizados em dois dominios estruturais diferentes, um centro de transferéncia eletrénica e um
centro catalitico'.

Estas duas redutases do nitrito diferem nos seus grupos prostéticos. O citocromo cd,
contém dois dominios hémicos, um que possui o hemo tipo c ligado covalentemente e que
controla a transferéncia eletrdnica, enquanto que o hemo tipo d; é o centro catalitico da enzima.
Quando ambos os centros estdo na forma oxidada, o ferro do hemo d; é coordenado axialmente

pela cadeia lateral de um residuo de tirosina e outro de histidina. Aquando da redug¢do sao

visiveis alteragdes na esfera de coordena¢do de ambos os hemos, c e d;. A cadeia lateral de

10
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tirosina deixa de coordenar o atomo de ferro, ficando este com um local de coordenacéo vazio,
para ligacao do substrato ao hemo d,**"32 0 nitrito liga-se através de um dtomo de azoto ao
atomo de ferro, e ja se observou, através de cristalografia de raios-X, uma forma da enzima com
o produto da reacdo, oxido nitrico, ligado ao hemo d;. O hemo ¢ também sofre altera¢des na
esfera de coordenacdo — quando ambos os hemos estdo oxidados, o hemo ¢ estd coordenado
por duas histidinas, sendo que, apds reducdo, se torna coordenado pela cadeia lateral de uma
metionina e uma histidina, o que indica que ambos os hemos agem de forma coordenada®. A
transferéncia eletrénica inter- ou intramolecular pode controlar a taxa de reducdo do nitrito a
Oxido nitrico, dependendo do pH. Para valores de pH mais acidos, a velocidade de transferéncia
eletrdénica intramolecular é limitante (sendo o doador de eletrées, o citocromo c552[32]'[33]), o que
evita a formacdo de Fe(ll)-NO. Contudo, a medida que se altera o valor de pH para valores mais
basicos, a constante de velocidade para a transferéncia eletrdnica intramolecular diminui e
torna-se cada vez mais limitante, permitindo a formagdo de Fe(1l)-NO™.

Na forma oxidada, o hemo ¢ possui bandas de absorcdo maxima aos comprimentos de
onda de 520 e 411 nm, enquanto o hemo d; possui uma banda alargada ao comprimento de
onda de, aproximadamente, 470 nm e uma banda a 640 nm. Na forma reduzida, o hemo c sofre
alteracdo nos maximos de absorcdo observando-se, neste caso, bandas aos comprimentos de
onda de 548, 520 e 417 nm, sendo as bandas de absorcdo a 650 e 456 nm caracteristicas do
hemo d,"!.

A CuNIR é um trimero com dois tipos de centros cobre: um centro de cobre Tipo | e
outro Tipo Il. O centro de cobre Tipo |, com uma geometria tetraédrica distorcida. A esfera de
coordenacdo do cobre estda completamente preenchida por 4 ligandos, duas histidinas, uma
cisteina e uma metionina, e corresponde ao centro de transferéncia eletrdnica. O centro de
cobre do Tipo Il é coordenado por trés residuos de histidina e uma molécula de agua. Este
centro estd localizado entre dois mondmeros, correspondendo ao centro catalitico da enzima.
Este ultimo centro é facilmente identificado por conter a molécula de dgua como quarto ligando
e, assim, possuir a esfera de coordenagao completamente preenchida. A CuNIR altera o local
onde ocorre a redugdo do substrato, sendo que a molécula de agua que coordena o centro
catalitico pode facilitar a ligagdo do mesmo, pois sendo a agua um ligando fraco, pode
facilmente ser substituida pelo substrato!?"32,

E de salientar, ainda, que as CuNirs foram classificadas em dois grupos diferentes, tendo
em consideragdo as propriedades espetroscopicas do centro de cobre do tipo I: as Redutases
Azuis, as quais exibem uma banda de absor¢do bastante intensa a um comprimento de onda

aproximado de 590 nm e sinal de RPE (Ressonadncia Paramagnética Eletrdnica) axial, e as

11
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Redutases Verdes que possuem duas bandas de absor¢do maxima aos comprimentos de onda de
460 e 600 nm, e um sinal de RPE rémbico'®.

Embora a maior parte das estirpes desnitrificantes estudadas contenham redutases do
nitrito hémicas (citocromo cd,), as redutases do nitrito de cobre (CuNIR) estdo presentes num

maior nimero de géneros®.

1.2.1.3. Redutase do oxido nitrico

A redutase do 6xido nitrico (NOR) catalisa a reducdo do éxido nitrico a éxido nitroso
(Equacdo (I11)). E uma enzima integral de membrana, existindo trés classes de NOR identificadas
em bactérias, cNOR, gNOR e qCuNOR, as quais diferem, sobretudo, nos doadores eletrénicos e
no tipo e numero de centro de transferéncia eletrénica presentes na enzima.

A cNOR possui como doadores eletrénicos um citocromo ¢ sollvel ou uma cupredoxina,
sendo composta por duas subunidades, NorB (subunidade catalitica) e NorC (subunidade de
transferéncia eletrdnica). A primeira é uma subunidade maior (56 kDa) e possui dois hemos tipo
b e um ferro ndo-hémico. Por sua vez, a subunidade NorC, a mais pequena (17 kDa), contém um
hemo tipo c. As redutases do oxido nitrico presentes na bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus
pertencem a esta classe ™23,

A gNOR possui apenas uma subunidade, sendo que, através da observacdo da sua
estrutura, foi proposto que esta é formada pela fusdo das subunidades NorB e NorC acima
descritas. A gNOR recebe eletrdes a partir de quindis, pelo que é proposto que ao longo da
evolugdo, esta enzima tenha perdido o hemo ¢ e ganho um local de ligag3o ao quinol™®.

A terceira classe de redutases do oxido nitrico é a qCuNOR, formada por duas
subunidades. A subunidade catalitica, maior, que é semelhante a NorB (pertencente a cNOR),
enquanto que a subunidade mais pequena ndo possui o hemo tipo ¢, mas possui um centro CuA
para transferir os eletrées para a subunidade catalitica. Os doadores eletrénicos desta enzima

sd0 a menaquinona ou o citocromo c551[25].

1.2.1.4. Redutase do oxido nitroso

O ultimo passo da desnitrificacdo, reducdo do dxido nitroso a azoto molecular e agua,
com a participacdo de dois eletrGes e dois protdes (Equacdo (IV)), é catalisado pela enzima em
estudo, redutase do 6xido nitroso (N,OR). Esta reagdo é extremamente exergénica (AG” = -340
kJ.mol™), devido & estabilidade do produto final da mesma (N,) e, visto o éxido nitroso ser

cineticamente inerte bem como pelo facto do cobre ser um fraco metal de transicdo
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(propriedades de o-doador e m-aceitador fracas), é um desafio para ser levada a cabo por uma

[34],[29]

metaloenzima . Contudo, a N,OR é a uUnica enzima que possui, como funcao principal, a

[29]

catdlise desta reacdo”. Esta enzima ja foi isolada e caracterizada de varios organismos que

realizam a via completa da desnitrificacdo, sendo que todas elas possuiam apenas cofatores de
cobre!15h25131
Devido ao facto do trabalho realizado para esta dissertagado ser sobre a enzima Redutase

do Oxido Nitroso, faremos, seguidamente, uma descri¢io mais detalhada da mesma.

1.3. A enzimaredutase do 6xido nitroso (N,OR)

1.3.1. Cobre, cofator da redutase do 6xido nitroso

A N,OR, que é o foco principal deste trabalho, é a responsavel por catalisar o ultimo
passo da desnitrificacdo, a reducdo do déxido nitroso a azoto molecular (N,O + 2e” + 2H" = N, +
H,0). Esta enzima requer cobre para a sua atividade e, portanto, conta com as propriedades
deste elemento para o éxito do ultimo passo da desnitriﬁcagéo[lal.

Nas bactérias, ainda ndo foi identificado nenhum sistema de armazenamento de cobre
(com excecdo de algumas bactérias metanotrdficas que excretam compostos quelantes de
cobre), como acontece para o ferro, em que muitas bactérias possuem formas para quelar o
ferro de modo a extrai-lo do meio ambiente, tais como siderdforos. Este elemento pode ainda
ser armazenado dentro das células no interior de proteinas, como as ferritinas, de modo a evitar
gue reaja com o oxigénio gerando produtos que possam ser toxicos para o DNA, como exemplo.
Deste modo, a disponibilidade do cobre para a célula, depende da sua concentragcdo no meio
externo. Este facto, foi comprovado em experiéncias laboratoriais através das quais, em meios
com deficiéncia de cobre se observa grande emissdo de N,O por comparagdo com meios com
concentragoes suficientes de cobre. Pelo que se concluiu que a N,OR é uma enzima dependente

deste elemento, o cobre™?”],

(131551 'hois reage com varias

O ido cobre quando se encontra livre é extremamente téxico
moléculas, como o peréxido de hidrogénio, formando radicais hidrdxilo. Em contrapartida, é um
elemento essencial em sistemas vivos, pois é um cofator de varias proteinas envolvidas em
reacdes de oxidacdo/reducdo e de transporte de oxigénio. Um exemplo, é a enzima terminal da
cadeia de transporte de eletrdes, oxidase do citocromo ¢, que catalisa a redugdo de oxigénio a
agua (respiracdo aerdbia)®*B”) por sua vez, é também essencial para a respiragdo anaerdbia de
bactérias desnitrificantes, pois é o cofator de proteinas transportadoras de eletrdes, como a

azurina e as enzimas da via da desnitrificacdo, a redutase do nitrito (NIR) e a redutase do 6xido

nitroso (N,OR)®”\. Segundo Enwall et al. (2010)"*®, existe uma relacdo positiva entre o teor de
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cobre do solo e da abundéancia dos genes NirK, que codificam para este tipo de redutases do

[13]

nitrito'™". Pelo que, o cobre é um elemento chave na desnitrificacdo j& que é essencial para a

reducdo completa do dxido nitroso a azoto molecular, e em algumas bactérias para a reducao do

nitrito!*327],

1.3.2. Sequéncia primaria da redutase do éxido nitroso

O alinhamento da sequéncia primaria de N,ORs de estruturas conhecidas (Figura 1.3.),
mostra uma grande homologia, entre a N,OR de Ac. cycloclastes e Pa. denitrificans (cerca de
88%), sendo que, a N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus apresenta menor identidade
relativamente a enzima destas duas espécies anteriores (aproximadamente 57% e 58%,
respetivamente). E de salientar, que tendo em consideracdo a sequéncia primaria de N,OR de
Ps. stutzeri, a enzima que apresenta maior homologia com esta, é a N,OR de Ma.
hydrocarbonoclasticus (aproximadamente 74%). A comparagdo das sequéncias primarias revela
a presenca de varios residuos conservados, que na sua maioria, sdo residuos envolvidos na
coordenacdo dos dois centros redox da enzima, os centro CuA e CuZ, mas também residuos que
tém sido propostos como estando envolvidos na transferéncia eletrdnica entre o centro CuA e o
centro catalitico, Cuz®"%*2 pe facto, através do alinhamento apresentado na Figura 1.3.,
pode-se salientar o facto de na regido N-terminal se encontrarem sete residuos de histidina
conservados, que dizem respeito aos residuos que coordenam o centro CuZ, enquanto que na
regiao C-terminal, existem duas histidinas e cisteinas, uma metionina e um residuo de triptofano
conservados, que estdo envolvidos na coordenag¢do do centro CuA, como se podera observar na
seccdo 1.3.4. do presente capitulo. Os outros residuos igualmente conservados, realcados a
roxo, correspondem aos residuos propostos como estando envolvidos na transferéncia
eletrdnica, que ocorre do centro intermedidrio da transferéncia, CuA, para o centro CuZ, centro
catalitico da enzima em estudo, N,OR?,

A andlise da sequéncia primaria destas enzimas, representada na Figura 1.3., revela
ainda a presenca de um péptido sinal na regido N-terminal (entre 35 a 40 residuos), contendo o

290141 que é reconhecido pelo sistema de translocacdo

motivo conservado de twin-arginine
dependente de uma dupla arginina (twin-arginine translocation-Tat system) e que, em
proteobactérias, é definido pelos residuos SRRXF/L (no qual, os residuos consecutivos de
argininas sdo praticamente invaridveis ao contrario dos outros aminodcidos, que sdo
encontrados com uma frequéncia de aproximadamente 50% e onde o X representa qualquer
aminoacido polar). Este sistema de translocacdo Tat é responsavel pelo movimento das

proteinas folded para o periplasma, através da membrana citoplasmatica'**?.
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ESTUDOS SOBRE A REDUTASE DO OxIDO NITROSO DE Marinobacter hydrocarbonoclasticus

No alinhamento de sequéncias esta representada, ainda, a sequéncia de um outro tipo
de N,OR, o qual possui um dominio C-terminal extra, contendo cerca de 200 residuos. Em
Wolinella (Wo.) succinogenes, pertencente ao grupo das &£-Proteobactérias, este dominio
adicional contém um motivo de ligacdo do hemo tipo ¢, -CXXCH- que forma duas ligacdes
tioéster com o hemo (no qual, X é correspondente a qualquer residuo), destacado a vermelho na
Figura 1.3.193 D3 andlise da sequéncia primaria da N,OR deste Ultimo organismo, observa-se
um péptido sinal Sec (sistema secretério geral conservado). Este outro tipo de N,OR, com o
dominio adicional, requer um sistema de maturagao do citocromo c periplasmdtico para a sua

biossintese!?! 4311461

. Considerando todas as sequéncias primarias de N,ORs utilizadas para o
alinhamento apresentado na Figura 1.3., a N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus é a que
apresenta maior homologia com a sequéncia de Wo. succinogenes (cerca de 31% de identidade).
Sendo, ainda, de salientar, que todos os residuos que coordenam os centros CuA e CuZ sao
conservados, com a Unica excecao do triptofano situado entre as duas cisteinas que coordenam
o centro CuA, que é inexistente na sequéncia do organismo pertencente as e-Proteobactérias,

Wo. succinogenes®*%,

1.3.3. Genes e regulagao da redutase do dxido nitroso

Os genes que codificam para a N,OR e para outras proteinas essenciais para a correta
insercdo do centro CuZ na enzima, estdo organizados num operdo, cuja organizacdo génica é
conservada na maioria dos organismos que possuem o gene nosZ. Assim, embora a maioria dos
estudos sobre a biogénese do centro CuZ tenham sido realizados em Ps. stutzeri, a organizagao
do cluster do gene nosZ, nas diferentes subdivisGes das proteobactérias e em algumas bactérias
gram-positivas, partilham vdrios aspetos (Figura 1.4.). Estes genes estdo, normalmente,
localizados dentro de um unico locus, sendo a organizagdo nosRZDFYL frequente para a maioria
dos organismos. Neste locus, nosR codifica para uma proteina que estd ligada a membrana e que
é essencial para a expressdo de nosZ, os genes nosDFY sdo responsaveis pela incorporacdo de
cobre na N,OR e o gene nosL, que é proposto codificar para uma proteina de cobre, é
normalmente encontrado como parte do grupo de genes nosDFY, tendo um papel fundamental
no processo de maturagdo da enzima. O produto do gene nosF é uma proteina de ligagdo ao
ATP/GTP (adenosina trifosfato/guanosina trifosfato), que possui uma sequéncia semelhante a da
familia de proteinas de transportadores ABC (do inglés, ATP-binding cassette transporters), pelo

que, se supde que a biossintese da N,OR é dependente de energial*"*®l,
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regiGes promotoras estdo identificadas com setas e pontos, respetivamente. PA — Pseudoazurina, Az —
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[29],[47]
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Na Figura 1.4. pode, ainda, observar-se que em algumas bactérias (com maior incidéncia
no grupo das a-Proteobactérias), os genes nosRZDFYL sdo seguidos ou precedidos pelo gene
nosX. Para além deste gene, a localizacdo do gene nosR é, também varidvel, uma vez que pode
ser encontrado apds o gene nosZ ou no fim do cluster’®. Outra caracteristica é a presenca, na
periferia deste locus, de pequenas proteinas de transporte de eletrdes, quer citocromos do tipo
c ou proteinas de cobre do tipo |, tendo possivelmente como funcdo doar eletrGes para a N,OR.

Sendo que, o numero de unidades de transcricdo, transcritas a partir do cluster de genes

[29]

da N,OR diferem de organismo para organismo De facto, no caso da Pseudomonas

aeruginosa, os genes nos estdo organizados num Unico operdo hexacistrénico, nosRZDFYL"®,
enquanto que noutros sistemas estudados, existem trés unidades transcricionais. Realmente,
em Ps. stutzeri, foram identificados trés transcritos — nosR, nosZ e nosDFYLtatE. TatE é um
componente da maquinaria de translocacdo Tat, que assegura o processamento completo bem

como a exportacdo da N,OR para o periplasma*'4€+]

. Uma organizacdo génica semelhante a
de Ps. stutzeri foi proposta para Sinorhizobium meliloti (anteriormente denominado por
Rhizobium meliloti)®™®, compreendendo os genes nosCR, nosZ e nosDFYLX tal como no caso de
Pa. denitrificans, como mostra a Figura 1.4125%,

A regulacdo dos genes nos nao foi caracterizada em todos os organismos, no entanto, foi
demonstrado, em Ps. aeruginosa, que o N,O ndo induz a expressdo dos genes nos,
contrariamente ao que se observa para o NO, que regula fortemente o promotor de nosRZDY.
Neste organismo, o fator de transcricdo Dnr (regulador da respiracdo dissimilativa de nitrato),
um regulador relacionado com o FNR (regulador da redutase do fumarato e nitrato), que
controla a expressao dos genes da desnitrificacdo, é necessdrio para a transcricdo dos genes nos,
com dependéncia de NO (pelo que, conduz a sintese de N,OR antes da acumulacdo de N,0). De
facto, a regido do promotor a montante dos genes nosR tem uma sequéncia semelhante ao
motivo de liga¢do consenso FNR (normalmente denominado FNR-box, TTGAT-N,;-ATCAA), o que
sugere que os genes nos estao sob o controlo de um regulador do tipo FNR, neste caso do fator
Dnr®52 0 mecanismo de regulacio do Dnr faz-se através da ligacio especifica de NO ao hemo,
no dominio efetor do Dnr, que induz uma altera¢do conformacional na proteina, aumentando a
sua afinidade para a regio promotora e ativando a transcricdo dos genes nos'*®. Em Ps. stutzeri
e Pa. denitrificans foram identificados genes homdlogos do Dnr, DnrD e Nnr (regulador da
redutase do nitrito e do o6xido nitroso), respetivamente, através dos quais se conseguiu

53 Em Pa. denitrificans a transcricdo do

comprovar que Dnr deveria ser uma proteina hémica
gene nosZ para além de ser regulada pelo Nnr, um sensor de NO, também ¢é regulada por um

sensor de oxigénio, FnrP®¥. Ja no caso de Ps. stutzeri, a transcricdo de nosZ é dependente de
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nosR, que também esta envolvido na transcricdo do operdo nosDFYLtatEP**"58 O gene nosR é
conservado em todos os organismos, com excecao das bactérias pertencentes ao grupo das €-
Proteobactérias e bactérias Gram-positivas (Figura 1.4.).

O gene nosR de Ps. stutzeri ¢ uma flavoproteina contendo varios centros ferro-enxofre
posicionados em lados opostos da membrana citoplasmastica. O cofator flavina esta ligado
covalentemente a um residuo conservado de treonina, existente no dominio periplasmatico, e o
dominio citoplasmatico é uma poli-ferredoxina, ao qual é proposto ligarem-se dois centros [4Fe-
451#57 0 gene nosR é essencial para a plena atividade de N,OR in vivo e para a insercdo
correta dos centros CuA e CuZ. De facto, é possivel que a proteina codificada por nosR esteja
envolvida em diferentes aspetos da biossintese e atividade da N,OR, uma vez que o dominio

flavinico é essencial para a redugdo de N,O na célula®

. O gene nosR apresenta um motivo
CX3CP conservado, localizado no C-terminal da proteina. Este gene pode estar envolvido na
permanéncia da N,OR no estado redox ativo, isto porque, aquando da realizacdo de um estudo
da enzima com o noskR modificado no dominio membranar CX;CP ou sem o C-terminal onde se
encontra este motivo, se observou que a N,OR isolada destas células apresenta o centro CuZ
alterado, ou seja, no estado CuZ*, forma redox e cataliticamente inativa (ver sec¢do 1.3.4., 1.3.5.
e 1.3.6. do presente capitulo)?*7,

A co-expressdo do outro grupo de genes conservados, nosDFY, é essencial para a correta
formacdo do centro CuZ, e assim a enzima N,OR é obtida com as caracteristicas espetrais
correspondentes a ambos os centros, CuA e CuZ. Sendo que, a sua funcdo podera estar mais
relacionada com o fornecimento de enxofre do que com a insercdo de cobre, visto que, o centro
CuA pode ser reconstituido, in vitro, na apoproteina a partir de cobre exégeno, ao contrario do
centro CuZ em que isto ndo é possivel. Este facto pode ser explicado pela auséncia de uma fonte
de enxofre adequada. O enxofre poderd ser, portanto, fornecido através de um transportador
ABC formado pelos genes nosDFY*”). Portanto, uma vez que a inser¢io de cobre n3o parece ser
dependente destes genes, foi proposto que este sistema estda envolvido no transporte de

enxofre e sua insercdo no centro CuZ da N,OR*!

. Embora n3o seja essencial para o centro CuZ,
nosL é na maioria dos organismos co-transcrito com nosDFY, destacando-se o seu envolvimento
na maturagdo de nosZ. NosL é uma lipoproteina de 20 kDa localizada na membrana exterior, que
se liga especificamente a um Cu’ tendo propriedades e func¢des idénticas a um chaperone de
cobret” 59,

A andlise da Figura 1.4., mostra que ha outro gene que se encontra conservado no
operdo da nosZ em a-Proteobactérias e algumas B-Proteobactérias, o nosX. Este gene codifica

para uma flavoproteina periplasmatica de 34 kDa, que esta envolvida de forma semelhante ao
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nosR, ndo na maturacdo do centro CuZ em si, mas, provavelmente, na permanéncia de N,OR
num estado funcional (cataliticamente ativo). A bactéria Pa. denitrificans, além de possuir o
gene nosX no operdo nosZ, tem também um homdlogo nirX (como parte do cluster nirSiX),
assim, a fim de estudar o efeito deste gene nas propriedades espetroscdpicas da N,OR, foi
utilizado um duplo mutante nosXnirX. Nesta estirpe mutante, verificou-se que a enzima N,OR é
isolada com o centro CuZ sob a forma de CuZ*, redox inerte e que as células ndo tém atividade
de reducdo de N,O, apesar de a atividade especifica in vitro da enzima isolada ser idéntica a da
estirpe selvagem, sendo que esta Ultima possui o centro catalitico na forma CuZ (ver sec¢do
1.3.4. e 1.3.6.)%%8 O gene nosX codifica para uma proteina semelhante & proteina ApbE
periplasmatica, que afeta a sintese de centros Fe-S e o transporte pelo sistema Tat, o que sugere
que nosX é exportado ligado a um cofator redox, FAD (dinucledtido de flavina-adenina),
podendo ser essencial para a manutencao do ciclo catalitico da N,OR, possivelmente por meio
de doacdo de eletrbes para a enzima, mantendo o centro CuZ num estado cataliticamente
ativo!®*e,

Em e-Proteobactérias, mais precisamente em Wo. succinogenes, o locus que codifica
para N,OR para além de conter os genes convencionais acima identificados, possui alguns genes
adicionais, dois homdlogos a desidrogenase do quinol NapHG, nosH e nosG, e outros dois que
codificam para citocromos do tipo ¢ (nosC; e nosC,), como se pode observar na Figura 1.4. Os
genes nos de Wo. succinogenes codificam para um sistema de transporte de eletrdes completo
gue estdo envolvidos na reducdo de N,O por menaquinona, um caminho de transferéncia
eletrdnica que pode ser, também, relevante para outras bactérias. A sequéncia primaria de nosH
e nosG revela a presenca de motivos de cisteina conservados que ligam centros [4Fe-4S].
Portanto, estes genes podem ter uma funcdo semelhante ao gene nosR, utilizando a
menaquinona para transferir eletrGes para a N,OR através dos dois citocromos do tipo ¢ que sdo
codificados neste cluster de genes?,

A bactéria gram-positiva Bacillus azotoformans, possui trés clusters que incluem o gene
nosZ, e cada construcdo génica difere de cluster para cluster (Figura 1.4.). Algumas dessas
diferencas podem estar relacionadas com conformacdes distintas da proteina e/ou transporte
desigual. Embora se observem muitos genes conservados idénticos aos das construgdes das
outras divisdes de Proteobactérias, é observavel, pela Figura 1.4., que a montante do gene
nosCs, se encontra um senC que foi implicado na inser¢do de cobre (CuA), estando envolvido na
ligacdo deste elemento. Nos micro-organismos Gram-positivos, a redutase do dxido nitroso esta
associada com a membrana celular. Na analise dos genes funcionais da desnitrificacdo, foram

detetadas novas enzimas que se esperam funcionais (foram previstas trés N,ORs diferentes)™*”.
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1.3.4. Redutase do oxido nitroso e sua estrutura

A estrutura da N,OR foi determinada pela primeira vez em 2000, com uma resolucao de
2.4 A por difragdo anémala a multiplos comprimentos de onda (MAD). A enzima usada na
cristalizacao foi a isolada de Ma. hydrocarbonoclasticus[64]. Este estudo revelou que a enzima era
um dimero, em que cada mondmero era composto por dois dominios distintos, o dominio N-
terminal constituido por folhas B, e o dominio C-terminal com estrutura semelhante a
cupredoxina. A enzima apresenta dois centros de cobre diferentes, um centro do tipo CuA
composto por dois iGes cobre ligados a duas cisteinas e histidinas, uma metionina e um grupo
carbonilo derivado de um triptofano; e o centro CuZ composto por quatro dtomos de cobre
formando um tetraedro distorcido, ligados a sete residuos de histidina e a um atomo de
transicdo, identificado como um atomo de oxigénio no centro dos quatro dtomos de cobre®*],
A natureza deste atomo em ponte foi desde cedo posta em causa, devido a estudos anteriores,
nomeadamente de dicroismo circular magnético (DCM), ressonancia de Raman (RR) bem como
de espetroscopia de ressonancia paramagnética eletrdnica (RPE) que sugeriam, a presenca de

[34],[66],[67]

um 3atomo de enxofre , 0 que levou a que a densidade eletrdnica do centro ativo, Cuz,

fosse reanalisada tendo-se efetuado, também, a determinacdo de enxofre inorganico nestas
amostras'®,

De facto, em 2003 foi determinada a estrutura da redutase do éxido nitroso de
Paracoccus (Pa.) denitrificans a maior resolucdo, 1.6 A, que a conseguida, anteriormente, para a
N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus, através da qual se confirmou e identificou o dtomo em
ponte como um enxofre ao invés do considerado, inicialmente, 4&tomo de oxigénio (Figura 1.5.
A)[es]'lsg]. E, mais recentemente, a estrutura da N,OR foi também resolvida para a enzima isolada
de Achromobacter (Ac.) cycloclastes (Figura 1.5. B.1), em 2006, a 1.86 A. Esta ultima estrutura,
veio confirmar as caracteristicas estruturais ja identificadas. Contudo, é de salientar que para
além da estrutura da forma nativa foi também determinada uma estrutura de uma forma inibida

com iodeto, tendo-se verificado que o iodeto se encontra ligado ao centro de cobre CuZ entre

Cuy e Cu, (Figura 1.5. B.I1)®.
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Figura 1.5. Estrutura do centro catalitico, CuZ, da N,OR de Pa. denitrificans (A) e de Ac. cycloclastes (B). B.I
— Forma nativa com presenca de uma molécula de agua e um ido hidréxilo ente Cuy, e Cu,, B.Il — Forma
inibida com ido iodeto entre Cuy e Cu,. Os centros tém os seus ligandos coloridos de acordo com o
elemento. O ido enxofre esta representado com uma esfera amarela e o ido iodeto a roxo. A figura foi
gerada com o programa Chimera"” utilizando as coordenadas do PDB 1FWX (A), 2IWF (B.1) e 2IWK (B.II).

Todavia, todas as estruturas resolvidas sdo semelhantes. A N,OR é um homodimero

el is6L 6717 - Estudos espetroscoépicos e a

(Figura 1.6. A), em que cada mondémero tem 65 kDa
determinagdo da sua estrutura revelaram a presenca de dois centros de cobre distintos
localizados em dois dominios da enzima. O centro CuA, semelhante ao ja conhecido para a
oxidase do citocromo ¢ (COX), é um centro binuclear de cobre em que cada ido de cobre esta

coordenado por duas cisteinas e dois residuos de histidina, enquanto que o terceiro ligando é
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um oxigénio do grupo carbonilo de uma metionina ou de um residuo de glutamato (Figura 1.6.
B.1). O centro CuA esta localizado no dominio C-terminal, e tem a fun¢do de aceitar eletroes de
proteinas de transferéncia eletronica e transferi-los para o centro catalitico, CuZ, que se
encontra no dominio N-terminal da enzima. O outro centro de cobre identificado foi o Cuz, que

é um centro tetranuclear de cobre e é o sitio catalitico da redutase do dxido nitroso (Figura 1.6.

B.||)[20]'[67]'[71]’[73].
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Figura 1.6. Estrutura da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus e respetivos centros. A — Representagdo do
dimero funcional redutase do 6xido nitroso. O dimero esta colorido de acordo com as subunidades. Um
dos mondmeros esta representado a azul e o outro a cinza. Ambos os centros, CuA e CuZ, estdo
representados a vermelho e laranja, respetivamente. B.I — Centro CuA e B.Il — Centro CuZ no estado
[1Cu2+-3Cu+], na forma CuZ*. Os centros tém os seus ligandos coloridos de acordo com o elemento. O ido
enxofre esta representado com uma esfera amarela. A figura foi gerada com o programa Chimera” e
utilizando as coordenadas do PDB 1QNI.
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A sua estrutura revelou, ainda, que a sua conformacdo homodimérica é funcional visto
que a transferéncia de eletrées entre o centro CuA e o centro CuZ terd que ser efetuada entre os
centros localizados em subunidades diferentes. Isto porque, a distancia entre o centro CuA e o
centro CuZ do mesmo mondémero é ~ 40 A, o que n3o é apropriado para uma eficiente
transferéncia eletrénical’. Enquanto que a distancia entre o centro CuA e o centro CuZ de
subunidades diferentes é de ~ 10 A, distancia a que é considerada uma eficiente transferéncia
eletrdnica. Por este motivo, diz-se que a N,OR é um dimero funcional®e7oM71

Nas trés estruturas descritas foi observada a presenca de um ligando em ponte, no
centro CuZ, entre o Cuy, e o Cu, (cuja natureza ainda esta sob discussdo). Na estrutura da N,OR
de Ma. hydrocarbonoclasticus e de Pa. denitrificans apenas um atomo de oxigénio de um grupo
hidréxilo ou de uma molécula de dgua foi observado a fazer ponte entre o Cuy e o Cu;, enquanto
que em Ac. cycloclastes foram "modelados" dois atomos de oxigénio, atribuidos a uma molécula
de agua e a um grupo hidroxilo (ver Figura 1.6. B.ll). Para além disso, e no caso desta Ultima
bactéria, Ac. cycloclastes, foi também nesta posicdo que se observou a ligacdo do inibidor iodeto
anteriormente referido®/681169],

E, ainda de salientar que estas primeiras estruturas da N,OR foram obtidas, todas, com o

centro CuZ como CuZ*, ver Figura 1.6. B.ll (também designado por resting CuZ), forma esta

caracterizada por ser redox e cataliticamente inativa, e com o centro CuA reduzido ou

[731,[75] [64]

oxidado No caso da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus semelhante a de Pa.

[68]

denitrificans o centro CuA encontrava-se reduzido™", enquanto que na N,OR de Ac. cycloclastes,

o centro CuA encontrava-se na forma oxidada[sg]

. De facto, a partir da primeira purificacdo da
enzima N,OR de Pseudomonas stutzeri, na altura denominada por Pseudomonas
perfectomarina, tornou-se claro, que a enzima podia ser isolada em distintas formas, com o
centro CuZ em diferentes estados redox dependendo das condigdes de purificag50[74]'[75].

Recentemente, foi resolvida a estrutura da forma purple da N,OR de Ps. stutzeri (com 1.7
A e 2.1 A de resolucdo), na qual o centro CuZ foi isolado na forma totalmente oxidada [2Cu®*-
2Cu’] que, contrariamente ao CuZ* isolado nas estruturas precedentes, é redox ativo, e em que
o CuA também estd oxidado. Contudo, ndo é cataliticamente competente, uma vez que a
atividade da enzima com o centro CuZ neste estado redox, assim como no estado CuZ* é muito
baixa, comparativamente a atividade observada para a enzima quando o centro CuZ se encontra
no estado completamente reduzido [4Cu*])7MreLT

A esfera de coordenacdo da N,OR de Ps. stutzeri obtida na forma completamente
oxidada (centro CuA oxidado e centro CuZ na forma [2Cu®*-2Cu™]), ou seja, na forma purple, é

idéntica a das outras enzimas, porém, esta estrutura apresenta um centro CuA binuclear de
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cobre coordenado por duas cisteinas, uma metionina, um triptofano e apenas uma histidina (ao
invés das duas histidinas observadas nas outras estruturas obtidas), sendo que a histidina 583
estd presente na estrutura mas ndo coordena o CuA,. No entanto, pode observar-se a ligacao ao
CuA,, quando o centro CuZ se encontra parcialmente degradado aquando da exposicdo a
oxigénio, ou quando o substrato, N,O, se encontra ligado. Esta estrutura apresenta, ainda, um
atomo de enxofre em ponte entre o Cuy e Cu, do centro CuZ, Figura 1.7. A e B. Tem sido
proposto que as diferentes propriedades redox do centro CuZ e CuZ* se devem a esta diferenca

de coordenagéo[zg]’[m’”g].
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Figura 1.7. Representacdo dos centros CuA (A) e CuZ (B) da N,OR de Ps. stutzeri. Os ligandos estdo
coloridos de acordo com o elemento. O centro CuZ estd no estado [2Cu2+-2Cu+]. Os iGes enxofre estdo
representados com uma esfera amarela. A figura foi gerada com o programa Chimera”” e utilizando as
coordenadas do PDB 3SBQ.

1.3.5. Caracterizagao espetroscopica da redutase do dxido nitroso

A N,OR foi isolada pela primeira vez em 1972 a partir de Alcaligenes faecalis (Matsubara
et al. (1972)"%), tendo sido classificada como um tipo de proteina de cobre, no entanto, a sua
funcio ou atividade enzimatica so foi estabelecida mais tarde®. Posteriormente, uma proteina
com um espetro de visivel semelhante foi isolada de Ps. stutzeri (denominada na altura como Ps.
perfectomarina) e foi realizado o primeiro ensaio da reducdo de N,O a N, utilizando metil-
viologénio como doador de eletrdes!”. Desde entdo, a N,OR tem sido isolada e caracterizada de

diferentes bactérias desnitrificantes. Devido aos seus complexos e invulgares centros de cobre e,
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dependendo do procedimento usado no seu isolamento, foram identificadas diferentes formas
redox da enzima.

As diferentes formas da N,OR foram denominadas de acordo com a cor da solucdo de
proteina isolada e refletem o estado redox dos centros CuA e CuZ (Tabela 1.l.). Embora alguns
autores se refiram as diferentes formas da enzima segundo a cor que apresentam aquando do
seu isolamento, esta classificacdo é subjetiva. Nesta dissertacdo vamos referir-nos as formas da

N,OR pelo estado redox de cada centro de cobre.

Tabela 1.I. Diferentes formas redox da enzima redutase do Oxido nitroso (N,OR) e maximos de
absorvancia caracteristicos de cada centro. Adaptado de!?M73],

CENTRO CUA CENTRO CuZ CENTRO CuZ*

MAXIMOS DE ABSORVANCIA (nm) 480, 540, 800 550, 635 640

DIFERENTES FORMAS REDOX DA REDUTASE DO OXIDO NITROSO

COMPLETAMENTE OXIDADA/AS-ISOLATED (FORMA PURPLE) [cu™*-cu™  [2cu®-2cu’)

REDUZIDA COM ASCORBATO [Cu’-Cu™] [2Cu**-2Cu’]

REDUZIDA COM DITIONITO [Cu™-Cu"] [1Cu**-3Cu’]

COMPLETAMENTE OXIDADA/AS-ISOLATED (FORMA PURPLE/PINK) [Cu™®*-Cu™'] [1Cu**-3Cu’]
REDUZIDA COM DITIONITO/ASCORBATO (FORMA )" [Cu*™-Cu’] [1Cu**-3Cu’]
COMPLETAMENTE REDUZIDA/FORMA ATIVADA"" [Cu*™-Cu’] [4Cu’]

'Alguns autores denominam este estado como forma purple.

" Na forma blue, o centro CuZ é encontrado, sobretudo, no estado CuZ*, também denominado de
resting CuZ (forma redox e cataliticamente inativa)m]. As duas formas reduzidas com ditionito sdo
diferentes, embora possuam o mesmo estado redox.

m , . *

Até ao momento, mostrou-se que esta forma apenas aparece a partir de Cuz*.

Com o intuito de estudar as propriedades eletrénicas dos centros da N,OR, foram
adquiridos uma série de dados espetroscdpicos utilizando diferentes técnicas'’". A sobreposicio
de bandas espetroscépicas, na regido do UltraVioleta-visivel (UV-visivel) de ambos os centros de
cobre da N,OR, CuA e CuZ, dificulta a andlise individual das caracteristicas dos mesmos. Por esse
motivo, e devido ao facto do centro CuA (centro binuclear de cobre com valéncia mista) ser
idéntico ao encontrado na oxidase do citocromo ¢ (COX), as caracteristicas eletrdnicas e
espetroscopicas deste centro tém vindo a ser mais extensivamente estudas ndo sé na N,OR
como na COXH71hi80],

As primeiras purificagdes de N,OR foram realizadas na presenca de oxigénio, e a analise
dos espetros de UV-visivel das enzimas isoladas, indicam a presenca do centro CuA na forma

1.5+ 1.5+
-Cu

completamente oxidada [Cu ] e o centro CuZ no estado redox inativo [1Cu**-3Cu’],

denominado de CuZ*. O centro CuA contribui para o espetro UV-visivel, com bandas de absor¢do
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maxima aos comprimentos de onda de 480 nm, 540 nm e 800 nm, enquanto que o centro CuZ*
tem uma Unica banda de absorc¢do caracteristica a 640 nm (Figura 1.8. A.ii). Esta forma da
enzima, com o centro CuA no estado completamente oxidado e o centro CuZ como CuZ*, redox
inerte, foi nomeado, por diferentes autores, como forma purple/pink ou pink (ver Tabela 1.1.).
Em alguns casos, a forma blue também foi isolada (Tabela 1.1.), sendo que nesta forma o centro
CuZ estd no estado CuZ* e o centro CuA estd reduzido, pelo que o seu espetro de UV-visivel é
caracterizado por uma Unica e intensa banda de absor¢do ao comprimento de onda de 640 nm
(Figura 1.8. A.iii).

Aguando do isolamento da enzima na auséncia de oxigénio observou-se um outro
estado redox da enzima, a forma purple, Tabela 1.1., em que o centro CuZ estd no estado redox
[2Cu®*-2Cu’], que é redox ativo (mas n3o cataliticamente competente in vitro, ver seccdo
1.3.6.)7°MEI] 5 espetro na regido do visivel da N,OR neste estado redox é a soma das
contribuicdes dos dois centros de cobre, centro CuA, com bandas de absorcdo aos
comprimentos de onda de 480 nm, 540 nm e 800 nm e o centro CuZ, com bandas de absorc¢do a
550 nm e um ombro a 635 nm (Figura 1.8. A.i).

Como acima referido, algumas bandas espetroscdpicas de ambos os centros da enzima
sobrepdem-se, sendo que, para se conseguir observar apenas as caracteristicas do centro CuZ
sem contribuicdo do centro CuA tem de se reduzir este ultimo centro (CuA) com uma
guantidade equimolar de ascorbato de sédio (Tabela 1.1., 22 linha e Figura 1.8. A.i’), sendo que o
centro CuZ ndo é afetado. No entanto, a reducdo da enzima com ditionito de sédio, ocorre em
duas etapas distintas. Uma primeira, mais rapida em que a absorvancia ao comprimento de
onda de 540 nm diminui e a banda a 800 nm desaparece, devido a reducdo do centro CuA (igual
a forma obtida pela reducdo com ascorbato de sddio). A segunda e uUltima etapa é caracterizada
por ser mais lenta e identificada pela diminuicdo acentuada da banda de absorgao ao
comprimento de onda de 550 nm e, por sua vez, um aumento da banda de absorg¢ado a 640 nm,
que corresponde a reducdo do CuZ do estado [2Cu**-2Cu*] para o estado [1Cu**-3Cu*], (Tabela
1.1., 32 linha)?7L,

O espetro desta forma da enzima (forma purple, com centro CuA oxidado e centro CuZ
na forma [2Cu®*-2Cu*] — Tabela 1.1., 12 linha), obtido por espetroscopia de RPE, é caracterizado
por um sinal axial com g;; = 2,18 e g, ~ 2,03 e pela presenga de um desdobramento de 7 linhas
hiperfinas bem definidas com contante de acoplamento hiperfina Aj; = 38 G da contribuigdo do
centro CuA. Isto porque, como o centro CuZ se encontra no estado [2Cu2+-2Cu+], foi
demonstrado, por dicroismo circular magnético, que era diamagnético (S = 0) e portanto, o sinal

de RPE da contribuicdo do centro CuZ neste estado redox ¢é silencioso, (Figura 1.8.
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B.i)[29]'[68]'[69]'[76]’[77]. Assim, neste estado, o centro CuA encontra-se num estado de valéncia mista
[Cu®?*-Cu’**], apresentando um eletrdo no emparelhado, com spin de S = 1/2, e spin nuclear de
| = 3/2[73],[85].

Como ja foi mencionado, quando a enzima é isolada na presenca de oxigénio o estado
redox do centro CuA pode variar, tendo-se ja obtido a N,OR com este centro oxidado e reduzido,
na forma purple/pink e blue, respetivamente (ver Tabela 1.l.). Nestas condi¢des, quando o
centro CuA se encontra reduzido e o centro CuZ na forma CuZ*, o espetro de RPE é
caracterizado por um sinal alargado em que as linhas do desdobramento hiperfino estdo pouco
resolvidas correspondente ao centro CuZ no estado redox inativo, CuZ* [1Cu®*-3Cu’]

(caracterizado por quatro linhas hiperfinas), com valores de g de 2,16 e 2,04717% (

Figura 1.8.
B.iii), que mascara as sete linhas hiperfinas caracteristicas do centro CuA no estado oxidado,

Figura 1.8. B.ji?e2MeoI7s],

400 500 800 2400 2900 3400 3900
A (nm) Campo Magnético (G)

Figura 1.8. A — Espetro de UV-Visivel e B — Espetro de RPE das diferentes formas redox da N,OR de Ma.
hydrocarbonoclasticus. i — N,OR com o centro CuA completamente oxidado e o centro CuZ na forma redox

ativa [2Cu2+-2Cu+], i” — N,OR igual a forma i mas reduzida com ascorbato de sddio, com o centro CuA
reduzido e o centro CuZ, igualmente, no estado [2Cu2+-2Cu+], ii — N,OR com o centro CuA oxidado e o
centro CuZ na forma de CuZ*, redox inativo [1Cu2+-3Cu+] e iii — N,OR com o centro CuA reduzido e o

centro CuZ na forma de Cuz*, [1Cu**-3Cu’]. O espetro de RPE foi adquirido a 30 K e com uma frequéncia
de micro-ondas de 9,66 GHz. Adaptado de'®.

E importante salientar que até a data n3o se encontra reportado na literatura o
isolamento de N,OR em que o centro CuZ esteja num unico estado redox?*e8ELl oy seja,
normalmente o centro CuA encontra-se reduzido ou oxidado, enquanto que o centro CuZ é uma
mistura de ambos os estados, CuZ e CuZ*. Sendo que, geralmente, é mais rico em CuZ quando a
enzima é isolada na auséncia de oxigénio, ou a propria enzima ou as células antes da purificacdo

nao sofreram muitos ciclos de congeIagéo/descongelagéo[zgl’ws].
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De facto, no caso de Ps. stutzeri, quando a N,OR é isolada sob condi¢Ges anaerdbias'®”

,a
quantidade de CuZ* é muito pequena, enquanto que a enzima isolada a partir de Pa.
pantotrophus, em condi¢cdes semelhantes, apresenta uma razdo entre CuZ* e CuZ,, de 0,29,
sendo que, aquando do seu isolamento na presenca de oxigénio, esta razdo aumenta para
0,66"% 0 que vem confirmar a observacdo de que em condicBes aerdbias a enzima é mais rica
em CuZ* do que em CuZ.

O estado redox inativo, CuZ*, pode ser obtido através da reducdo da enzima, com
ascorbato ou ditionito de sddio. Contudo, o processo de reducdo de CuZ e CuZ* com ditionito
ainda ndo estd completamente esclarecido. Na enzima contendo sé CuZ* a redugdo apenas afeta
o centro CuA, uma vez que o centro CuZ estd no estado redox inativo, [1Cu**-3Cu'] (Tabela 1.1.).
No entanto, para a N,OR contendo o centro catalitico como CuZ, a reducdo ocorre em duas

(290751 A forma reduzida resultante tem um

etapas cinéticas distintas, como referido acima
espetro na zona do visivel diferente do caracteristico da forma Cuz* [1Cu**-3Cu*], uma vez que o
maximo de absorc¢do é deslocado de um comprimento de onda de 640 nm para valores mais
elevados (680 nm para a N,OR de Pa. pantotrophus, ou 660 nm para N,OR de Ma.
hydrocarbonoclasticusm]), sendo esta banda de absorcdo muito mais larga (espetro ndo
apresentado). Além disso, o comportamento redox também é diferente, uma vez que o CuZ* no
estado [1Cu®*-3Cu*] ndo pode ser oxidado, enquanto que o CuZ no estado [1Cu**-3Cu’] pode ser
reoxidado por um agente oxidante, como por exemplo, o ferricianeto de potassio?7>77],

Além das espetroscopias de UV-visivel e RPE, outras técnicas, tais como ressonancia de
Raman, Dicroismo Circular Magnético e Espetroscopia de Raios-X, tém sido importantes para a
identificacdo e caracterizacdo dos diferentes estados de oxidagdo de ambos os centros, CuZ e
CuA, da enzima!®®eLI7SLIEE-ON A6 disso, a caracterizacdo de varios mutantes de N,OR de Ps.

stutzeri foi essencial para a atribuicdo das caracteristicas espetroscépicas dos centros CuA, CuZ e

Cuz*P

1.3.6. Atividade enzimatica da redutase do 6xido nitroso

Varios tipos de ensaios enzimdticos foram desenvolvidos para testar a atividade da
redutase do dxido nitroso quer com a enzima isolada quer a partir de extratos celulares, sendo
que o ensaio mais usado foi o desenvolvido por Kristjansson e Hollocher (1980), no qual se
determina a velocidade de oxidagdao do radical metil- ou benzil-viologénio apds a adigdo de
N,O" Y. De facto, a caracterizacdo e identificacdo dos intermediarios que s3o capazes de ligar e
reduzir o N,O, sdo dos aspetos mais importantes para a compreensdo do ciclo catalitico e

consequentemente da atividade da enzima N,OR.
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Como referido na sec¢do 1.3.5., o centro CuZ na forma de CuZ¥, [1Cu**-3Cu'], ndo pode
ser reduzido ou oxidado (por ditionito ou ferricianeto, respetivamente), sendo por isso
denominado de redox inativo ou inerte. Contudo, o ensaio de atividade apds incubacdo
prolongada, com excesso de metil-viologénio reduzido sugere que o centro CuZ* na forma
[1Cu®*-3Cu’] é reduzido ao estado totalmente reduzido que é ativo, CuZ super reduzido, em que
o centro CuZ estd no estado redox [4Cu'], ver Tabela 1.l., Gltima linha. Este estado do centro
CuZ, totalmente reduzido, é caracterizado por um sinal de RPE silencioso, sendo que, também
ndo sdo detetadas quaisquer contribuicGes para a absorcdo na regido do visivel. Na verdade,
ensaios de atividade realizados demonstraram que a atividade da enzima aumenta com o
aumento do tempo de incubacdo, e que este aumento da atividade esta diretamente
relacionado com a diminuicdo da intensidade do sinal de RPE e bandas de absor¢do. Tendo sido
proposto que esta forma redox é necessdria para a ligacdo e catalise da reducdo de dois
eletrdes, do N,O a N3,

A N,OR de Ps. stutzeri, Pa. pantotrophus, Pa. denitrificans e mais recentemente de Ma.
hydrocarbonoclasticus, pode ser isolada com o centro CuZ na forma [2Cu?*-2Cu*]E7SII77LE] o
centro CuZ nesta forma é considerado redox ativo, no entanto, a sua atividade catalitica € muito
pequena e semelhante a determinada para a enzima com o centro CuZ como cuz*™. com
efeito, foi demonstrado que a atividade da enzima de Ac. cycloclastes, sobretudo com o centro
CuZ na forma [2Cu*-2Cu'] aumentou de 8 para 125 U.mg"’, apds a incubacdo com metil-
viologénio, demonstrando que esta forma da enzima também requer a ativa¢do para alcancar a
atividade maxima através da reducdo completa do centro Cuz®.

Deste modo, podemos afirmar que a N,OR isolada quer na presenca ou auséncia de
oxigénio requer, sempre, um processo de ativacdo, precedente ao ensaio de atividade, para
reduzir totalmente o centro CuZ, [4Cu’], visto ser apenas desta forma que se consegue obter

uma atividade especifica maxima da enzima, N,OR.

1.3.6.1. Ciclo catalitico

Para clarificar o mecanismo de redugdo do N,O, foram realizados varios estudos
cinéticos, através dos quais se utilizaram doadores eletrdnicos quer fisiolégicos (uma proteina de
cobre tipo | ou um citocromo do tipo c¢), quer artificiais (metil-viologénio ou benzil-viologénio).

Nos primeiros ensaios relatados, a enzima foi incubada com metil ou benzil-viologénio
reduzido, sendo o ensaio iniciado pela adi¢do de substrato. Contudo, recentemente procedeu-se
a uma alteragdo ao ensaio, que permitiu a separagao do processo de ativacdo da atividade

catalitica, sendo, neste caso o ensaio iniciado pela adigdo da enzima ativada (tendo em conta
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que os agentes redutores utilizados para a ativacdo, sdao removidos previamente ao ensaio
cinético por desalting, numa camara de Iuvas)[43].

Embora a maioria dos parametros cinéticos tenham sido obtidos utilizando doadores de
eletrdes artificiais, vdrias proteinas, tais como citocromos do tipo ¢, quer fisioldgicos ou nao
fisiolégicos (citocromo ¢ mitocondrial), também tém sido utilizados como doadores de eletres

[94]

competentes para a N,OR em ensaios in vitro No caso da N,OR isolada a partir de

Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans, Ma. hydrocarbonoclasticus

[29],(73],[96],[98]

e Pa. pantotrophus , 0 doador fisiolégico proposto é um citocromo ¢ periplasmatico,

sendo que a N,OR de Pa. pantotrophus também pode aceitar eletrdes de uma proteina

[95] [94]

periplasmatica de cobre, a pseudoazurina™ e a partir do citocromo ¢ de coragao de cavalo

No caso da N,OR de Ac. cycloclastes, o citocromo ¢ de coracdo de bovino é capaz de reduzir a

enzima®®®

, ho entanto, o seu doador de eletrdes fisioldgico é a pseudoazurina. Apesar da N,OR
de Wo. succinogenes ter um dominio adicional de ligacdo ao hemo tipo ¢ com funcdo de
transferéncia eletrdnica, pode aceitar eletrées de um citocromo tipo ¢ periplasmatico isolado do
mesmo organismo, que é por isso considerado um putativo doador de eletrdes>*""*,

No caso da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus, através de uma andlise cinética
comparativa entre o citocromo c¢ss;, 0 doador de eletrdes fisiolégico, e o metil-viologénio, o
doador nao-fisiolégico, usado também como agente redutor que é necessario para a ativagdo da
enzima, verificou-se que esta pequena molécula é o doador de eletrdes mais eficiente!®.

Visto que o citocromo css; reduzido é capaz de doar eletroes ao centro CuA mas ndo é
capaz de reduzir completamente o centro CuZ quando este estd no estado [1Cu®*-3Cu’], CuZ*,
confirma-se que este estado é inerte e ndo faz parte do ciclo catalitico, uma vez que a sua
reducdo é muito lenta (o que requer um processo de ativacdo na presenca de agentes redutores
fortes). O que também esta de acordo com o facto de todas as formas de N,OR isoladas,
apresentarem atividade catalitica muito baixa, a menos que submetidas a um mecanismo de
ativacdo prolongada.

Verificou-se, ainda, que no caso do uso do citocromo css,, a transferéncia eletrénica é o
passo limitante da reag¢do, ao passo que, aquando da utilizagdo do metil-viologénio o passo
limitante é a redugdo de N,0O, que se verifica mais lenta do que a transferéncia eletrénica
guando se utiliza este doador artificial comparativamente ao doador fisioldgico, citocromo css,.
Outra diferenca observada foi na dependéncia do pH da atividade catalitica, a qual é mais
elevada a valores de pH basicos para o metil-viologénio, enquanto que para o citocromo css, é

superior para valores mais acidos. Sendo o pH dptimo obtido, para grande parte das N,ORs,

entre 8,0 a 9,5 aquando da utilizacdo do metil-viologénio. A diferenca observada na atividade
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pode ser relacionada com o tipo de interacdo do metil-viologénio com a enzima, em particular
devido a reducao direta do centro CuZ que ultrapassa o fluxo de eletrées entre o centro CuA e

CuZ da N,OR[“3H7411%5]

1.3.6.2. Intermediarios do ciclo catalitico

A reacdo enzimatica catalisada pela N,OR é um processo constituido por diversas etapas,
em que cada uma (e os intermediarios que delas fazem parte), é crucial para a realizacdo de
todo o ciclo catalitico. Tendo em conta que a N,OR requer uma incubacdo prolongada para se
obter a forma super reduzida, sendo que neste estado o centro CuZ, [4Cu’], é a forma
cataliticamente ativa da enzima, esta pode ser considerada como um ponto de partida no ciclo
catalitico.

Inicialmente foi proposto que o ciclo catalitico consistia numa série de etapas de
protonacdo e um passo de reducdo eletrénica até ao retorno do centro CuZ a forma super
reduzida, [4Cu*]"\.

Mais recentemente, Dell’Acqua et al. (2010), através da reacdo direta da forma ativa da
N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus com uma quantidade estequiométrica de N,O, permitiu a
identificacdo de um novo intermedidrio do ciclo catalitico, denominado Cuz°®®,

Esta nova espécie tem o centro CuA no estado oxidado, com bandas de absorcdo
caracteristicas aos comprimentos de onda de 480 nm e 540 nm, e o centro CuZ no estado [1Cu*-
3Cu*], com uma Unica banda de absor¢do caracteristica a 680 nm. A primeira vista, poderia
dizer-se que é um estado muito semelhante ao do CuZ*, contudo, a sua atividade catalitica é
idéntica a observada para a enzima no estado super reduzido. Esta espécie tem um tempo de
meia-vida muito curto (0,3 min™), e o seu desaparecimento esta relacionado com o declinio da
atividade catalitica e consequente aumento da banda de absorcdo a 640 nm, caracteristica do
centro CuZ na forma de CuZ*. Como j& mencionado, o centro CuZ na forma CuZz’ encontra-se no
mesmo estado redox que o centro CuZ na forma CuZ*, [1Cu**-3Cu"], sendo diferenciado deste
apenas por exibir atividade elevada, e pequenas diferengas nas suas propriedades
espetroscopicas. No entanto, informacdes estruturais das formas super reduzida e Cuz® ainda
sdo inexistentes e representam uma meta importante para futuras pesquisas.

Assim, com a identificacdo desta nova espécie, CuZ’, como um intermedidrio do ciclo
catalitico da N,OR, o mecanismo de reducdo, catdlise e inativacdo da enzima foi revisto, Figura

1.9.
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Figura 1.9. Mecanismo de ativagao e ciclo catalitico proposto para a N,OR com o centro CuZ na forma de
CuZ*. Os ides cobre no estado de oxidagdo (ll) estdo representados com um circulo azul, e com um circulo
cinzento no estado de oxidagdo (I). Na forma CuZ*, o Cu® estd representado com um quadrado azul (para
indicar que é redox inativo). Contudo, em ambos os centros CuZ e CuA, os eletroes desemparelhados sdo
deslocalizados dentro do cluster através dos atomos de enxofre, representados a circulos amarelos. DE —
Doador de Eletrées. Adaptado deH,

Tal como representado na Figura 1.9. (linha preta a tracejado), o primeiro intermediario
apds a reducdo do oxido nitroso, apresenta-se na forma [2Cu*-2Cu’]. No entanto, este
intermedidrio ainda ndo foi detetado nestas condi¢Ges, provavelmente porque a rapida
transferéncia de um eletrdo do centro CuA para o centro CuZ, torna o tempo de vida desta
forma (CuZ oxidado), muito curto. O estudo cinético deste intermediario-chave do ciclo ser3,

certamente, um passo importante na caracterizagdo do ciclo catalitico da enzima N,ORZM7H,
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OBIJETIVOS

O o6xido nitroso é um potente gas de efeito de estufa responsavel pela deple¢do da
camada do ozono. As emissdes globais deste gas para a atmosfera tém vindo a aumentar
consideravelmente, sobretudo desde a introducdo do processo Haber-Bosch que levou ao uso
frequente de fertilizantes azotados. Segundo Bakken et al. (2012)*" a razdo N,0/(N,+N,0) é
controlada pelo pH, pelo que a acidificagcdo continua dos solos agricolas através do uso excessivo
de fertilizantes aumenta drasticamente as emissées de N,0.

Deste modo, a primeira parte do trabalho laboratorial conducente a esta dissertacao
teve por objetivo estudar a influéncia do pH na producdo da redutase do dxido nitroso. Para o
efeito, foram realizados crescimentos de Marinobacter hydrocarbonoclasticus com controlo de
pH aos valores de 6,5, 7,5 e 8,5, num biofermentador de 2 L. Monitorizou-se a densidade celular,
atividade de redugdo do Oxido nitroso, bem como a quantidade de nitritos ao longo dos
crescimentos nestas trés condigoes.

Um dos objetivos principais desta tese era a purificacdo da enzima desses mesmos
crescimentos celulares para se comparar as propriedades bioquimicas e espetroscépicas da
enzima. No entanto, sé foi possivel realizar o isolamento da N,OR de células obtidas a pH 7,5 em
duas condicdes distintas: microaerdfilas e anaerdbias estritas, na presenga de nitrato. As
enzimas isoladas de cada crescimento foram caracterizadas em termos da sua massa molecular
aparente, do seu conteldo em cobre, espetroscopia de UV-visivel (determinacdo do coeficiente

de extingdo molar), e atividade de redugéo do 6xido nitroso.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Crescimento de Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 em
biofermentador (2Le 10L)

2.1.1. Meio de cultura

A cultura de Marinobacter hydrocarbonoclasticus foi preparada em meio EMS (do
francés, Eau de Mer Synthéthique, agua do mar sintética). A composicdo do meio utilizado estd
descrita no Anexo |. A solucdo A foi preparada através da mistura de todos os constituintes
descritos (NaCl, KCl e NH,Cl da Panreac, MgS0,..7H,0, Tris-base (tris(hidroximetil)Jaminometano,
com a férmula (HOCH,);CNH,), e Na-Lactato 60% (m/v) da Sigma-Aldrich®, Extrato de levedura
da Scharlau), sendo posteriormente ajustado o valor de pH a 6,5, 7,5 ou 8,5 (dependendo da
condicdo pretendida) com HCl 37% (m/m) da Riedel-de-Haén®. Esta solucdo, conjuntamente com
as solugdes B (K,HPO,, Scharlau) e C (CaCl,.7H,0, Scharlau), foram autoclavadas durante 20
minutos, a uma temperatura de 120 °C e pressdo de 1 bar. As solugdes D (FeSO,.7H,0, Sigma-
Aldrich®) e E (Oligoelementos Starkey), foram esterilizadas por filtracdo a chama (usando um

filtro com um didmetro de @ = 0,2 um) e mantidas, posteriormente, a 4 °C.

2.1.2. Preparacao dos biofermentadores

2.1.2.1. Biofermentador de 10 L

De modo a facilitar a esterilizagdo do biofermentador, B-Braun modelo BIOSTAT PLUS
(Figura 2.1.), dividiram-se os 9 L de solu¢do A do meio EMS em dois, 5 L no fermentador e 4 L
num frasco de Schott. A esterilizacdo destas duas solucdes foi efetuada em separado, uma vez
gue tém tempos de esterilizacdo diferentes. O frasco de Schott contendo a solucdo A foi

autoclavado durante 20 minutos, a uma temperatura de 120 °C e pressdo de 1 bar, enquanto
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que o fermentador, contendo os 5 L de solugdo A, foi a autoclavar durante 1 hora (com a tampa
desapertada, de modo a permitir que a pressao dentro deste iguale a que se faz sentir dentro da
autoclave, evitando a sua explosdo).

Apos a esterilizagdo, a adi¢do dos 4 L de solugdo A ao fermentador foi realizada com o
auxilio de uma bomba peristaltica (Figura 2.1. C). O indculo de 1 L, juntamente com as solugGes
necessdrias ao crescimento (B, C, D, E — Anexo |, e a solucdo de NaNO; 100 g.L'1 da Merck,
necessdria para que o crescimento ocorra em condi¢des desnitrificantes), foram posteriormente
adicionados através de uma das entradas no topo do fermentador (ver Figura 2.1. A),
finalizando-se, assim, a montagem do biofermentador (Figura 2.1. D).

As solugdes que sdo usadas para ajustar o pH durante o crescimento, NaOH 1 M e HCI 1
M (ambos da Riedel-de-Haén®) — Figura 2.1. B, bem como uma solu¢do de H,SO, a 20% (v/v) da
Riedel-de-Haén®, utilizada como armadilha de escape de pressado, durante o funcionamento do
biofermentador, e a solugdo de anti-espuma da Sigma-Aldrich® (durante o crescimento sdo
adicionados pequenos volumes desta solugdo de modo a evitar a formagao de espuma), também

foram esterilizadas na autoclave.

Figura 2.1. Esquema de montagem do Biofermentador de 10 L, utilizado na obtenc¢do de massa celular de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus em condi¢cbes microaerdfilas na presenca de nitrato, usando o meio
EMS. A — Tampa do Fermentador, B — Frascos de Schott de acido, HCl 1 M e base, NaOH 1 M (caso se
monitorize a adicdo de um anti-espuma, este seria colocado no seguimento do acido e da base), C —
Adicdo dos 4 L de Solugdo A ao Fermentador, com o auxilio de uma bomba peristéltica, D — Fermentador
totalmente montado, ja com os 9 L de Solugdo A e pré-indculo de 1 L, Vs = 10 L. O reator de 2 L é
exatamente igual ao ilustrado na Figura.
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2.1.2.2. Biofermentadorde 2L

No caso do fermentador de 2 L, a esterilizacdo dos 1,8 L de solugcdo A do meio EMS foi,
igualmente, efetuada numa autoclave durante 20 minutos, a 120 °C e a pressao de 1 bar. O
mesmo método foi utilizado para a esterilizacdo dos frascos de Schott que contém o acido e a
base, bem como da armadilha de escape e do frasco com anti-espuma. Devido ao volume
consideravelmente mais pequeno, toda a solucdo A é esterilizada dentro do fermentador
devidamente montado e com os cuidados evidenciados anteriormente na seccao 2.1.2.1. dos
Materiais e Métodos.

Todo o procedimento seguinte foi idéntico ao descrito para o biofermentador de 10 L, a
excecdo do indculo que, sendo para um crescimento de menor volume, é de 200 mL. No
entanto, a sua adicdo (tal como das restantes solu¢des necessdrias ao crescimento) a solucdo A

foi, igualmente, efetuada por uma das entradas na tampa do fermentador (ver Figura 2.1.).

2.1.3. Preparagao dos pré-indculos

Para a realizacdo do crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus 617 (tanto no
fermentador de 10 L como no fermentador de 2 L), foi efetuada uma série consecutiva de pré-
indculos. Uma coldnia de Ma. hydrocarbonoclasticus crescida numa placa de meio EMS sélido
(Anexo 1l), conservada a 4 °C, foi utilizada para inocular a chama 5 mL do meio EMS, em
duplicado, e em Erlenmeyer de 25 mL. Ambos os pré-inéculos foram incubados a 30 °C, com
agitacdo orbital continua de 210 rpm, durante 24 horas. Estes pré-indculos foram,
posteriormente, usados para inocular 50 mL de meio EMS, em Erlenmeyer de 250 mL, tendo sido
incubados nas mesmas condi¢des, durante, aproximadamente, 24 horas. Posteriormente, cada
pré-indculo de 50 mL foi utilizado para inocular, em duplicado, 500 mL de meio (em dois frascos
de Erlenmeyer de 2 L), que foram incubados como descrito anteriormente. Finalmente, estes
dois pré-indculos constituem o indculo final de 1 L para adicionar ao fermentador de 10 L. Em
relacdo ao fermentador de 2 L, de um desses pré-inéculos de 500 mL foram usados 200 mL
como indculo final.

Embora os pré-indculos consecutivos tenham sido preparados usando 0,12% (m/v) de
lactato como fonte de carbono (Anexo |), a concentragdo de lactato nos varios fermentadores foi

de 0,75% (m/v).
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2.1.4. Condicdes de crescimento nos biofermentadores

A cultura foi incubada no fermentador durante, aproximadamente, 48 horas, a 30 °C,
mantendo-se o pH constante aos diferentes pHs em estudo (6,5; 7,5 e 8,5) e sob agitacdo
continua de 150 rpm até a percentagem de O, atingir os 0%, altura em que se alterou a agitacao
para 50 rpm. O caudal de ar foi mantido durante todo o procedimento a 0,2 vvm (volume de ar
por volume de meio, por minuto).

Recolheram-se amostras ao longo do tempo (hora a hora) para registo da densidade
Gtica a 600 nm (DOgponm). Estas amostras foram armazenadas a -20 °C e -80 °C, para posterior
guantificacdao de nitrito e ensaios de atividade de redugdo do dxido nitroso das células (em
triplicado), respetivamente, como descrito nas sec¢des 2.2.1. e 2.2.3 do presente Capitulo.

As amostras recolhidas foram armazenadas de diferente formas, uma vez que, como
referido na Introdugdo, a enzima altera o seu estado redox ao ser sujeita a varios ciclos de
congelacdo/descongelacgdo, pelo que, para os ensaios de atividade de reducdo do 6xido nitroso,

0 armazenamento das amostras é realizado a -80 °C e em triplicado.

2.2. Caracterizagao dos crescimentos a diferentes pHs

2.2.1. Quantificagao de nitrito

A quantificagao de nitrito nas amostras recolhidas ao longo do crescimento foi efetuada
pelo método colorimétrico de Griess, que deteta a presenca de nitrito, tendo sido
primeiramente descrito por Peter Griess em 1858. O método de Griess deteta a formagdo de um
azo-composto de coloragdo rosada que se forma apds a rea¢do do nitrito com o reagente de
Griess. Quando é adicionado o acido sulfanilico, o nitrito forma um sal de diazénio que, apds
adicdo do dihidrocloreto de n-(1-naftil)etilenodiamina (NEDA) gera um produto rosado™.

Como padrao usou-se uma solucdo de NaNO, 1 mM numa gama de concentragles entre
0 uM e 50 uM, que foi preparada em agua Milli-Q.

Como qualquer outro método colorimétrico, é necessdrio a realizacdo de uma reta de

calibragdo, como mostra a Figura 2.2.
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Figura 2.2. Reta de calibragdao usando o método de Griess para quantificagdo total de nitritos. A equagao
da reta é dada por Absss; nm = 0,0159.[NaNO,] (uM) + 0,0042, com um R’ = 0,999. Curvas de calibragao
semelhantes foram utilizadas em todos os ensaios efetuados a pHs diferentes. O padrao utilizado foi uma
solugdo de NaNO,, nitrato de sédio (solugdo stock a 1 mM).

O procedimento consiste na adicdo de 300 pL de amostra ou padrdo (diluidos em agua
Milli-Q), 300 pL de acido sulfanilico 69,7 mM (1,2 g de Sulfanilamida da Merck em 100 mL de HCI
30% (m/m), da Panreac) e 300 puL de NEDA 23 mM da Sigma-Aldrich® que, posteriormente, sdo
incubados durante 5 minutos a temperatura ambiente. A cuvette ficou, portanto, com um
volume final de 900 pL e a leitura da absorvancia foi feita a um comprimento de onda (A) de 542

nm. As duas solugdes (acido sulfanilico e NEDA) devem estar ao abrigo da luze a 4 °C.

2.2.2. Quantificacdao de Proteina

A quantificacdo de proteina das amostras retiradas ao longo dos crescimentos foi
realizada através do método de Lowry, um método colorimétrico, caracterizado pela reacdo do
reagente Biureto (reacdo esta que se traduz na reducdo de cobre, de Cu** a Cu*). Neste método,
a detecdo de Cu® é realizada através da reacdo do reagente Folin-Ciocalteau (molibdato,
tungstato e acido fosférico) que, quando reduzido, forma um complexo com forte absor¢do a
um comprimento de onda de 750 nm%%,

A proteina padrdo utilizada foi a albumina de soro bovino (ASB) da Sigma-Aldrich®, com
a qual se fez uma reta de calibragdo numa gama de 0 a 0,30 mg/mL, preparada em agua Milli-Q,

de acordo com o apresentado no grafico da Figura 2.3. As amostras recolhidas ao longo do

crescimento foram, também, diluidas com agua Milli-Q.
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Figura 2.3. Reta de calibragdo usada para quantificagdo total de proteina através do método de Lowry. A
equacdo da reta é dada por Absssg nm = 0,3064.[ASB] (mg/ml) - 0,0003, com um R® = 0,999. Retas
semelhantes foram utilizadas em todos os ensaios efetuados a pHs diferentes. O padrdo utilizado foi uma
solucdo de ASB (solugdo stock a 1 mg/mL).

O procedimento do método de Lowry consiste em adicionar 400 uL do reagente Biureto
(composicdo no Anexo IIl) a 100 pL de amostra (proteina padrdo e amostras em estudo), agitar e
incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, adicionar 3,5 mL de Na,CO;
2,3% (m/v) da Panreac, agitar e adicionar, por fim, 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck).
Agitar novamente e incubar durante 30 minutos, a temperatura ambiente e, apds este periodo,
medir a absorvancia ao comprimento de onda de 750 nm, ao qual o complexo formado absorve.

Este método foi também utilizado na quantificacdo de proteina das amostras obtidas de
crescimentos de Ma. hydrocarbonoclasticus em condi¢cdes microaerdfilas e anaerdbias, ambos
na presenca de nitrato. Esta quantificacdo é necessaria para a determinacdo do coeficiente de

extingdo molar, bem como para a determinacdo das atividades de reducdo do dxido nitroso.

2.2.3. Ensaios de atividade de redugao do 6xido nitroso

Os ensaios que permitiram determinar a atividade especifica ao longo dos crescimentos
(aos diferentes pHs em estudo) foram realizados em condi¢des anaerdbias, tendo por isso sido
efetuados numa camara de luvas, Braun. Para o efeito, todas as soluc¢Ges stock utilizadas sdo
previamente desarejadas com argon — metil-viologénio (MV) 40 mM (Sigma-Aldrich®) em
tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 7,6 e ditionito de sédio (DT) 20 mM (Sigma-Aldrich®), também
diluido no mesmo tampdo mas preparado somente dentro da camara com tampao desarejado.
A solugdo de 6xido nitroso é preparada saturando dgua Milli-Q desarejada com o gds Oxido

nitroso.
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A determinacdo da atividade de redugdo do o6xido nitroso nas amostras retiradas ao
longo do crescimento é realizada numa cuvette de quartzo, sob agitacdo constante e sem
incubacdo, utilizando um espetrofotdmetro TIDAS diode array. A atividade é determinada por
monitorizacdo da oxidacdao do MV através do decaimento da absorvancia ao comprimento de
onda de 600 nm. Inicialmente, adicionou-se 40 uL de células (diluicdo 1:25) a 90 uM MV e 45 uM
DT, sendo a reagdo iniciada com a adi¢dao de 1,25 mM N,0, num volume final de 1 mL. A
atividade é monitorizada a um comprimento de onda de 600 nm e determinada através do
declive inicial desta curva de decaimento.

Os ensaios de atividade utilizando a enzima redutase do dxido nitroso (N,OR) purificada

foram realizados de trés formas distintas:

1. Incubagdo da enzima durante 3 h com metilviologénio reduzido como doador de

eletrdes. O ensaio de atividade é realizado como descrito anteriormente;

2. Com pré-ativacdo da N,OR durante 5 h (ver seccdo 2.2.3.2.), com metil-viologénio
reduzido como doador de eletrdes (Figura 2.4. B). Os agentes redutores, utilizados para a sua
ativacdo, sdo removidos através de uma coluna de filtragdo em gel NAP-5 Sephadex™ G25
equilibrada com tampao Tris-HCl 100 mM, pH 7,6, para troca de tampao. O ensaio de atividade é
realizado como descrito anteriormente; contudo, a enzima é adicionada apds adicdo do

substrato;

3. Com pré-ativagdao da N,OR durante 5 h e usando como doador de eletrdes o citocromo
Css; reduzido ao invés do metil-viologénio (Figura 2.2. A). A enzima é adicionada ao ensaio de
atividade apods o substrato, ou seja, a reagdo é iniciada pela adi¢cdo da N,OR ativada (ver sec¢do
2.2.3.1.) a cuvette que ja contem tampao Tris-HCl 100 mM, pH 7,6, citocromo c¢ss, com uma

concentragdo aproximada de 10 uM, bem como 1,25 mM N,0.
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Figura 2.4. Ensaios enzimaticos usando o citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus (A) ou metil-
viologénio (B), como doadores de eletrGes. Os ensaios sdo iniciados pela adicdo de ~ 15 uM da enzima, a
uma solugdo contendo 1,25 mM N,O saturado, tampdo 100 mM Tris-HCI, pH 7,6 e ~ 10 uM citocromo css,
/ ~ 90 uM metil-viologénio. A absorvancia é lida a 552 nm (A) e 600 nm (B). A azul estd representado o
declive da curva de decaimento, utilizado no caluculo da atividade especifica.

Os ensaios de atividade da redutase do Oxido nitroso foram efetuados com,
aproximadamente, 35 nM N,OR (por dimero), sendo a concentragdo final confirmada pelo

espetro com os coeficientes de extincdo molar calculados para cada enzima.

2.2.3.1. Ensaios de atividade da redutase do 6xido nitroso com

o doador fisiolégico, citocromo css,

Nos ensaios de atividade com o doador fisioldgico, citocromo css,, este foi reduzido com
ascorbato de sédio (Alfa Aeser®) aproximadamente numa proporg¢do de 1 (css;) : 4 (ascorbato)
em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacdo, o excesso de redutor foi removido através de uma cromatografia de exclusdo
molecular, usando uma coluna NAP-5 Sephadex™ G25 equilibrada com tampao 100 mM Tris-HClI,
pH 7,6.

Neste caso, a atividade enzimatica foi monitorizada a um comprimento de onda de 552

nm, caracteristico da banda a (alfa) do citocromo reduzido.

2.2.3.2. Ativacao da redutase do dxido nitroso

A enzima em estudo, N,OR, foi ativada em condi¢Oes de exclusdo de oxigénio (dentro de

uma camara de luvas) com metil-viologénio reduzido com ditionito de sédio, ambos da Sigma-
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Aldrich®. A enzima, com uma concentracdo final de 30 uM, foi incubada a temperatura ambiente
na presenca de 3 mM MV e 1,5 mM DT em tamp3o 100 mM Tris-HCl, pH 7,6"**' num volume final
de 500 pL, durante 5 horas.

Todas as solugdes utilizadas foram previamente desarejadas com argon e preparadas
como descrito na sec¢do 2.2.3. do presente Capitulo.

Apds a incubacdo, o excesso de redutores foi removido através de uma cromatografia de
exclusdao molecular usando, uma coluna NAP-5 Sephadex™ G25 (GE Healthcare), equilibrada com

tampdo 100 mM Tris-HCl, pH 7,6.

2.3. Purificacao da redutase do oxido nitroso

2.3.1. Obteng¢ao de massa celular e extrato periplasmatico

2.3.1.1. Obtengao de massa celular de crescimento em

condi¢oes microaerdfilas (crescimento realizado num biofermentador de
101L)

A massa celular foi recolhida por centrifugacdo numa centrifuga BECKMAN COULTER™
(Avanti® J-26 XPI), rotor JA-10, a 7930 x g, durante 10 minutos e a temperatura de 6 °C. As
células foram ressuspendidas em Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, numa proporcao de aproximadamente

1 grama de células/mL de solugdo-tampdo, e guardadas a -20 °C, enquanto que o sobrenadante

foi descartado.

2.3.1.2. Obtencao da fragao periplasmatica
2.3.1.2.1. Extrato periplasmatico de crescimento em
condigbes microaerdfilas na presenca de nitrato (crescimento realizado

num biofermentador de 10 L)

A massa celular obtida anteriormente foi descongelada e sujeita a uma dilui¢do de cinco
vezes com agua destilada previamente arrefecida, na presenca de 0,5 mM EDTA (do inglés,
Ethylenediamine tetraacetic acid), e incubada sob agitacdo continua durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. Foram, ainda, adicionados inibidores de proteases (Camplete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets, Roche), de acordo com o procedimento fornecido pelo fabricante do
produto. Apds este periodo de incubacgdo, centrifugou-se o extrato (BECKMAN COULTER™ -
Avanti® J-26 XPI, rotor JA-25.50), a 32816 x g, durante 1 hora, a 6 °C. O sedimento (composto
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pelos esferoplastos) foi descartado e o sobrenadante (fracdo periplasmatica) foi posteriormente

usado para purificar a enzima em estudo, a redutase do dxido nitroso, e o citocromo css;.

2.3.1.2.2. Extrato periplasmatico de crescimento em
condicoes anaerdbias estritas na presenca de nitrato (crescimento

realizado num fermentador de 300 L em Marselha)

A massa celular foi, de acordo com o descrito na sec¢do 2.3.1.1. do presente Capitulo,
descongelada e submetida a uma diluicdo de cinco vezes com agua destilada previamente
arrefecida, na presenca de 0,5 mM EDTA, e incubada sob agita¢do continua durante 30 minutos,
a temperatura ambiente. J4 com inibidores de proteases adicionados, a mistura foi passada num
homogeneizador manual, usando um pistdo, de modo a eliminar granulos visiveis. Apds este
periodo de incubacdo, centrifugou-se o extrato (BECKMAN COULTER™ - Avanti® J-26 XPI, rotor
JA-14), a 3468 x g, durante 30 minutos, a 6 °C. O sobrenadante obtido neste passo foi, ainda,
ultracentrifugado (BECKMAN COULTER™, rotor 45 Ti), a 151457 x g, durante 1 hora e 10
minutos, e a 4 °C. Os sedimentos (compostos pelos esferoplastos) foram ressuspendidos em
solucdo-tampdo 50 mM Tris-HCI, pH 7,6 e o sobrenadante (fragdo periplasmatica) foi,
posteriormente, usado para purificar a enzima em estudo, a redutase do oxido nitroso, e o seu

parceiro redox fisioldgico, citocromo css,, de forma igual ao referido na seccdo 2.3.1.2.1.

2.3.2. Purificacdo da redutase do Oxido nitroso do extrato
periplasmatico de células obtidas em condicdes microaerdfilas na

presenca de nitrato

A fracdo do periplasma obtida como descrito anteriormente (ver secgdo 2.3.1.2.1),
contendo a redutase do éxido nitroso, foi purificada através de uma cromatografia de permuta
anionica usando uma resina DEAE Fast Flow da GE Healthcare com as dimensdes de 28 cm x 2,6
cm @ (aproximadamente 150 mL). A resina foi equilibrada com trés volumes de coluna de 10 mM
Tris-HCl, pH 7,6, e a fracdo foi aplicada a um caudal de 3,0 mL/min. As proteinas que ndo ficaram
adsorvidas a matriz foram eluidas com o mesmo tampdao antes de se iniciar o gradiente. Efetuou-
se um gradiente salino com NaCl entre 0 mM e 500 mM, em 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, durante
aproximadamente 250 min (5 volumes de coluna), a um caudal de 3,0 mL/min.

A fragao que continha a redutase do éxido nitroso foi, posteriormente, concentrada num

diaflo (Millipore) sobre uma membrana YM30. No segundo passo de purificacdo foi utilizada uma
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cromatografia de exclusdo molecular, usando-se como matriz a Superdex™ 75 pre-packed da GE
Healthcare (16 cm x 1,6 cm @), equilibrada com solugdo-tampdo 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, e
contendo 150 mM NaCl. Apds este passo cromatografico, obtiveram-se duas fracées da redutase
do éxido nitroso. A fracdo mais pura foi conservada sob a forma de esferas, em azoto liquido
(com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi-se deixando cair a proteina gota a gota em azoto
liqguido; as esferas, foram, posteriormente, colocadas em tubos de Eppendorf da Nalgene, e

conservadas em azoto liquido).

2.3.3. Purificagdo da redutase do oxido nitroso do extrato
periplasmatico de células obtidas em condigdes anaerdbias estritas na

presenca de nitrato

O extrato periplasmatico foi obtido como descrito anteriormente na sec¢do 2.3.1.2.2. do
presente Capitulo, e dialisado durante 16 horas (overnigth) numa solu¢cdo-tampao 10 mM Tris-
HCI, pH 7,6, a 4 °C, tendo-se utilizado membranas de didlise (cut-off 3,5 kDa, Medicell
International Ltd) previamente ativadas em agua destilada fervente na presenca de EDTA.

A purificagdo da redutase do 6xido nitroso a partir deste extrato foi realizada em trés
passos cromatograficos: uma permuta anidnica de gravidade, seguida de outra permuta anidnica
em sistema de FPLC (do inglés, Fast Protein Liquid Chromatography) e, por fim, uma
cromatografia de exclusdao molecular, igualmente em sistema de FPLC. A primeira cromatografia
foi realizada com uma resina DE-52 da Sigma-Aldrich® (dimensdes da coluna: 30 cm x 5 cm @). A
resina foi equilibrada com solugdo-tampdo 10 mM Tris-HCl, pH 7,6, e, apds a aplicagdo do
extrato periplasmatico, foi lavada com a mesma solucdo, de forma a eluir as proteinas que ndo
adsorveram a matriz. As restantes proteinas foram eluidas com dois gradientes salinos em 10
mM Tris-HCI, pH 7,6: o primeiro compreendido entre 0 mM e 300 mM de NaCl e o segundo
entre 300 mM e 600 mM de NaCl. A fracdo contendo a redutase do éxido nitroso, eluida a
aproximadamente 250 mM de NaCl, foi dialisada como descrito anteriormente para o extrato
periplasmatico e aplicada numa coluna XK16 empacotada com a resina SOURCE 15Q da GE
Healthcare (volume total da coluna: 150 mL), equilibrada com 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, a um
fluxo de 2 mL/min. Tal como anteriormente, apods a aplicagdo do extrato celular, as proteinas
gue ndo adsorveram foram eluidas com a solu¢dao-tampdo usada para equilibrar a coluna. As
proteinas adsorvidas foram eluidas com um gradiente de for¢a iénica compreendido entre 10 e

500 mM NacCl, em 10 mM Tris-HCl, pH 7,6.
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No final da purificacdo obtiveram-se quatro fracdes de N,OR com diferentes razdes de
pureza. Estas fragdes foram concentradas num diaflo (Millipore) sobre uma membrana YM30
(cut-off 30 kDa). Finalmente, foram aplicadas na ultima coluna utilizada no processo de
purificacdo, uma Superdex™ 200 (GE Healthcare) de 300 mL, equilibrada com 150 mM NaCl em
50 mM Tris-HCI, pH 7,6 , com um fluxo de 2 mL/min. Através deste Ultimo passo de purificacdo,
obtiveram-se quatro novas fra¢cdes da redutase do Oxido nitroso. Trés dessas fracGes foram
conservadas sob a forma de esferas, em azoto liquido, como descrito anteriormente para a
redutase do éxido nitroso obtida de um crescimento em condi¢cdes microaerdéfilas na presenca
de nitrato (seccdo 2.3.2. do presente Capitulo). A ultima fracdo foi congelada a -80 °C.

A pureza das fra¢des foi analisada através do espetro de absorcao e também por SDS-

PAGE, 12,5% em poliacrilamida (m/v).

2.4. Purificagao do citocromo c;s;s,

O citcromo css;, foi purificado em dois passos cromatograficos. A primeira cromatografia
realizada foi a permuta idnica, na qual o citocromo c¢ss, ndo adsorve. Esta fracao foi concentrada
e purificada por cromatografia de filtracdo em gel, Superdex™ 75 da GE Healthcare (volume total
da coluna: 300 mL), equilibrada com 50 mM Tris-HCl, pH 7,6, e contendo 150 mM NaCl. Apds
este passo cromatografico, o citocromo css, apresentava uma razao de pureza de 5,8 e 6,7, para
o citocromo obtido de um crescimento em condicbes microaerdfilas e anaerdbias estritas
(ambos na presenca de nitrato), respetivamente. Efetuou-se a troca de tampao para 20 mM Tris-
HCl, pH 7,6, através de uma cromatografia de filtragdo em gel usando uma coluna PD10
Sephadex™ G25 (GE Healthcare). A fracdo do citocromo css, assim obtida foi armazenada em
pequenas aliquotas a -80 °C em Eppendorfs de 2 mL com rosca.

Todas as colunas utilizadas no processo de purificacdo da redutase do 6xido nitroso e do
citocromo css,, a excecdo da coluna de permuta anidnica de gravidade (utilizada no primeiro
passo de purificacdo da redutase do éxido nitroso de um crescimento em condicGes anaerdbias
estritas na presenca de nitrato), encontravam-se ligadas a um sistema de FPLC, AKTApurifier da
GE Healthcare, o que permitiu a monitorizacao da eluicao ao comprimento de onda de 280 nm.
Todo o processo de purificagdo foi realizado a 4 °C.

A presenca e grau de pureza da redutase do éxido nitroso, bem como do citocromo css»,
foram confirmados através de espetros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-visivel)
e de géis de poliacrilamida 12,5% (m/v) em condi¢cBes desnaturantes, corados com azul de
Coomassie R-250 (ver composicao no Anexo |V, Tabela A.IV.) ou com coloragdo para proteinas

hémicas, no caso do citocromo css, (ver secgdo 2.5.3.do presente capitulo).
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A razdo de pureza do citocromo css;, razdo entre os valores das absorvancias aos
comprimentos de onda de 412 e 280 nm (AbsSonm/Abs,s0nm), foi calculada para as diferentes
fracdes que foram recolhidas nos varios passos cromatograficos, considerando-se que este esta

puro quando a razio é de aproximadamente 6,21*%Y,

2.5. Géis de poliacrilamida

2.5.1. SDS-PAGE

Os géis de poliacrilamida realizados em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE, do inglés
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em solugdo-tampdo Tris-Tricina,
foram preparados como descrito no Anexo IV, Tabela A.ll., sendo o gel de separagdo constituido
por uma mistura acrilamida/bisacrilamida (Merck) a 12,5% (m/v) e o gel de concentragdo por
4% (m/v) dessa mesma solugdo.

As amostras foram previamente fervidas durante 5 minutos, j3 com o tampdo de
amostra adicionado (Anexo IV, Tabela A.lll.) e, em seguida, aplicadas no gel. As eletroforeses
foram realizadas durante 1 hora, a 150 V, usando-se uma solucdo de 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9 no
anodo, e outra de 0,1 M Tricina, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,25 e 0,1% SDS (m/v) no catodo. Apds
finalizar a eletroforese, os géis foram corados para visualizacdo das bandas de proteina por

coloragdo com azul de Coomassie ou coloracdo para hemos (ver secgdo 2.5.3.).

2.5.2. PAGE

Os géis nativos foram preparados como explicado anteriormente, com a exce¢do de ndo
se ter adicionado o agente desnaturante (SDS) nem B-mercaptoetanol na preparac¢do do gel, no
tampdo de amostra e na solugdo do catodo, sendo a concentracdo do gel de poliacrilamida de
10% (m/v). Assim, tanto o gel de concentragdo como o de separagdo foram realizados com as
mesmas solucdes que em 2.5.1., a exce¢do do tampao em que foram preparados os géis que,
neste caso, ndo contém SDS. A amostra nao foi fervida antes da sua aplicagdo no gel e o tampao
de amostra (Anexo IV, Tabela A.lll.) ndo continha SDS nem B-mercaptoetanol.

A eletroforese foi realizada com uma solugdo de 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9, no anodo e outra
de 0,1 M Tris-HCl e 0,1 M Tricina, pH 8,25, no cdtodo, durante 1 hora, a 150 V. Apds finalizar a

eletroforese, os géis foram corados para visualizagdo das bandas de proteina (ver secgdo 2.5.3.).
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2.5.3. Coloragao dos géis

2.5.3.1. Azul de Coomassie — coloragao de proteina

Os géis foram corados para determinacao do conteldo proteico com uma solucdo de
Azul de Coomassie R-250 durante 30 minutos, e descorado com uma solugdo aquosa com acido
acético glacial a 7,5% (v/v) e metanol a 45% (v/v). Os géis, depois de corados, foram

fotografados sob luz branca numa maquina fotografica (VWR GenoSmart).

2.5.3.2. Coloragao do grupo hémico

Os géis foram preparados como descrito anteriormente (seccao 2.5.1. do presente
Capitulo). No entanto, o tampdo de amostra e a preparacdo das amostras foi diferente: as
amostras nao foram fervidas e o tampdo de amostra ndo contém agente redutor, uma vez que
este iria interferir com a coloracdo. A eletroforese foi realizada tal como descrito em 2.5.1.

O protocolo de coloragdo de hemos! 02!

consistiu na incubacdo do gel numa solugdo
contendo 0,03% (m/v) 3,3’5,5'-Tetrametilbenzidina (TMBZ, Sigma-Aldrich®), preparado em 30%
metanol (v/v) (Panreac) e 70% acetato de sédio (v/v), pH 5, durante 30 minutos. Apds este
periodo, foram adicionados 150 pL de uma solucdo de 30% H,0, (v/v) da Sigma-Aldrich®, e
incubou-se mais 10 minutos a temperatura ambiente. O gel foi finalmente lavado trés vezes com

uma solucdo de propanol a 30% (v/v) da Merck e acetato de sédio a 70% (v/v), pH 5. Todo o

procedimento de coloracdo para hemos é efetuado ao abrigo da luz.

2.6. Caracterizagao bioquimica da redutase do 6xido nitroso

2.6.1. Espetroscopia de UltraVioleta-Visivel

Foram tracados espetros entre os comprimentos de onda de 250 nm e 950 nm, num
espetrofotémetro UV-1800 (Shimadzu Spectrophotometer). As amostras obtidas aquando das
diferentes purificacdes foram diluidas em 10 mM Tris-HCI, pH 7,6. O espetro da redutase do
Oxido nitroso na forma completamente oxidada foi obtido por adicdo de uma solucdo de
ferricianeto de potdssio, enquanto que o espetro da proteina na forma reduzida foi obtido por
adicdo de uma solugdo de ditionito de sédio.

No célculo da concentracdo da redutase do dxido nitroso a partir do espetro de UV-
visivel foi utilizada a absorvancia ao comprimento de onda de 640 nm da forma reduzida e o € =
7,1 mM*.cm? (dl'mero)m’]. Aquando do caso do doador fisioldgico (citocromo css,) foi utilizado o

€=19,3mM ™ .cm™® 3 552 nm da forma reduzida.
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2.6.2. Determinagao da massa molecular

Para a determinacdo da massa molecular aparente da redutase do Oxido nitroso,
utilizou-se uma coluna de filtragcdo em gel, Superdex™ 200 de 24 mL (10/300), da GE Healthcare.

Para o efeito, foram usadas proteinas padrao da GE Healthcare, cuja massa molecular é
conhecida, preparadas de acordo com o procedimento fornecido pela marca (Tabela 2.1.). Para
esse fim, foram realizadas duas misturas de padrdes: Mix A — Ferritina/Conalbumina e Mix B —
Ribonuclease A/Aldolase/Ovalbumina.

A coluna foi equilibrada com 50 mM Tris-HCl, pH 7,6 contendo 150 mM NaCl, e a elui¢ao
das proteinas padrao (1 mL de cada mistura) e da redutase do éxido nitroso de crescimentos em
condi¢bes microaerdfilas e anaerdbias estritas (100 uL de cada, aproximadamente 2 nmol) foi
efetuada na mesma solucdo, a um caudal de 0,5 mL/min para todas elas. Para a determinacdo
do volume “morto” da coluna, foi eluida, separadamente, uma amostra de Azul de Dextrano
(que possuindo uma massa molecular bastante elevada (cerca de 2 000 kDa), ndo consegue

penetrar nos poros da matriz, sendo automaticamente eluido).

Tabela 2.1. Proteinas do kit de calibracdo de filtracdo em gel (HMW e LMW da GE Healthcare), utilizadas
para obtencdo da reta de calibragdo para determinagdo da massa molecular aparente da enzima redutase
do 6xido nitroso.

PROTEINA MAssA MOLECULAR (kDa)  CONCENTRAGAO (mg/mL)
RIBONUCLEASE A 13,7 3
OVALBUMINA 44,0 4
CONALBUMINA 75,0 3
ALDOLASE 158 4
FERRITINA 440 0,3

A massa molecular da N,OR foi determinada através da representagao do K,,, coeficiente
de particdo, em fungao do logaritmo da massa molecular das proteinas-padrdo. Este coeficiente

foi obtido através da equacgdo V (Anexo V):

v, -V,
Koy =2 (V)
Vi =%

em que,
V. - Volume de eluicdo das proteinas;
V, - Volume “morto” da coluna;

V; - Volume total da coluna.
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2.6.3. Quantificacdao de cobre

2.6.3.1. Método da biquinolina

O cobre foi quantificado através do método que se baseia na determinacdo de cobre
reduzido, Cu’, por reacdo deste com o reagente 2,2'—biquino|ina[1°4]. A solucdo-padrao usada foi
uma solucdo de acetato de cobre a 500 uM, sendo que a reta de calibracdo foi tracada numa
gama de concentragdo compreendida entre 0 e 48 uM (Figura 2.5.). Para tal, adicionaram-se 100
puL de amostra a 300 pL de 20 mM ascorbato de sédio (Alfa Aeser®) preparado em solugdo-
tampdo 0,1 M fosfato de potdssio, pH 6,0', e incubou-se durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, adicionaram-se 600 uL do reagente 2,2’-biquinolina da Fluka® (0,5
mg/mL, preparado em acido acético glacial). A mistura foi incubada durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Uma vez que o composto formado, apds complexar com o Cu®, absorve
fortemente a um comprimento de onda de 546 nm, a absorvancia, tanto das solucbes de
redutase do éxido nitroso, como das solucées padrao, foi determinada a este comprimento de

onda.
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Figura 2.5. Reta de calibragdo usando o método da 2,2’-Biquinolina para quantificacdo de cobre. A
equagdo da reta é: Abssig nm = 0,0065.[Cu2+] (uM) - 0,0018 com um R’= 0,9966. Retas semelhantes foram
utilizadas em todos os ensaios efetuados para ambas as enzimas, isoladas de crescimentos em condigdes
anaerdbias estritas e microaerdfilas, ambos na presenca de nitrato. O padrdo utilizado foi uma solugdo de
acetato de cobre (solugdo stock a 0,5 mM).

! Tampao Fosfato a pH 6,0 foi preparado pela jungdo de 21,925 mL de KH,PO, com 3,075 mL de K,HPO,
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2.6.3.2. Determinacdo de metais através de plasma acoplado

indutivamente

O cobre também foi quantificado através de plasma acoplado indutivamente (ICP, do
inglés, Inductively Coupled Plasma), para além do método descrito anteriormente, no aparelho
Jobin-Yvon — Ultima. Esta técnica foi realizada no Laboratério de Andlises — Servico de
Espetroscopia de Emissdo Atomica, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, da Universidade Nova
de Lisboa. A reta de calibracdo foi realizada com o composto Reagecom 23 multielements ICP,

numa gama de concentra¢des compreendida entre O e 1,3 ppm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimentos de Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 em

biofermentador de 2 L

A massa celular da bactéria gram-negativa Marinobacter hydrocarbonoclasticus foi
obtida num biofermentador de 2 L, em condi¢Ges microaerdfilas (baixa taxa de arejamento) e na

271 Foram efetuados

presenca de nitrato (10 mM), o que devera favorecer a desnitrificacdo
diversos ensaios, os quais diferiam no valor do pH do meio de cultura (6,5, 7,5 e 8,5).

Realizou-se, ainda, um ensaio em que o meio de cultura foi mantido a pH 6,0. No
entanto, e apesar de nos pré-indculos, em que ndo ha controlo de pH, a bactéria ter-se
multiplicado sem problema (densidade dtica a 600 nm (DOgg nm) €ra de 1,270 antes de se ter
inoculado o meio no fermentador), verificou-se que apds a inoculagdo do fermentador, a DOggy
am Praticamente ndo aumentou, mantendo-se a volta de 0,270, e apds 3 horas (h) de incubagdo
era de aproximadamente 0,240. A percentagem de oxigénio decresceu até 0%, apds
aproximadamente 2 h, tendo aumentado apds as 3 h para cerca de 25%, sendo que o aumento
da agitagdo (maior taxa de arejamento) as 7 h de crescimento (quando se registava ja 90% de
oxigénio), ndo teve qualquer repercussao positiva no aumento da densidade celular.

Durante os outros 3 ensaios acima referidos foram recolhidas amostras do meio de
cultura para monitorizar a progressao do aumento da massa celular (através da determinagao da
DOgoo nm), confirmar se o pH se mantinha estavel e concordante com o indicado no monitor do

fermentador, quantificar o nitrito e determinar a atividade enzimatica de reducdo de N,O.

Na Figura 3.1. apresentam-se as curvas de crescimento aos pHs em estudo.
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Figura 3.1. Curvas de crescimento de Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 num biofermentador de 2
L, em condigGes microaerdfilas e na presencga de nitrato. Representagao do logaritmo da densidade 6tica a
600 nm (DOggo nm) €M fungdo do tempo de crescimento, para os crescimentos a pH 6,5 (verde), pH 7,5
(azul) e pH 8,5 (vermelho). As fases exponencial e estacionaria estdo identificadas pelos nimeros | e Il,
respetivamente. As linhas a tracejado correspondem a duragao da fase exponencial que dependendo do
pH tiveram uma duragdo de 5h, 6h e 10h, aproximadamente para os crescimento realizados a pH 6,5, pH
7,5 e pH 8,5, respetivamente.

Através da andlise da Figura 3.1., podemos verificar que para os trés ensaios, que
tiveram uma duragdo de aproximadamente 48 horas, das quatro fases caracteristicas do
crescimento bacteriano (fase lag, exponencial, estacionaria e morte), apenas se observaram
duas — a fase exponencial e a fase estaciondria. A fase de declinio ou morte ndo foi observada
em qualquer dos crescimentos efetuados. No entanto, no crescimento efetuado a pH 8,5
podemos observar que, aquando do seu término se poderia estar perante o inicio desta fase.
Contudo, apenas seria possivel confirmar se a fase de morte teve inicio se se tivesse prolongado
o ensaio. Deste modo, apenas se considerou a presenca das duas fases de crescimento
bacteriano acima referidas.

A fase de adaptagdo ou lag, ndo foi observavel em nenhum dos trés ensaios realizados,
indicando que a adaptac¢do as novas condi¢des de crescimento foi imediata. De facto, a duragdo
desta fase depende diretamente das condi¢des de crescimento anteriores, sendo que a
composi¢do do meio de cultura no biofermentador é idéntica a do pré-indculo, com excecao da
fonte de carbono e energia, que no biofermentador se encontra numa concentragdo mais
elevada, e da presenca de 10 mM de nitrato de sddio. Verificando-se assim, que nem a altera¢do

de pH teve influéncia na adaptacdo ao meio.
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Quanto a fase exponencial, esta é maior quanto mais elevado for o pH, sendo de cerca
de 5 horas para o crescimento a pH 6,5, 6 horas para o ensaio a pH 7,5, e aproximadamente de
10 horas para o crescimento a pH 8,5. Uma vez que as condicdes de crescimento sdo idénticas
para todos os ensaios a ndo ser o pH do meio de cultura, a diferenca observada na duracdo da
fase exponencial devera estar a ser influenciada por esse fator. A fase estaciondria tem uma
duracao entre [38 — 43] horas nos trés crescimentos, dependendo da duracdo da fase
exponencial.

Pela Figura 3.1. e Tabela 3.l. podemos verificar que, embora a taxa de crescimento a pH
6,5 seja idéntica a observada para o ensaio a pH 7,5, a bactéria ndo consegue atingir a mesma
DOgoo nm a0 final de 48 h de ensaio, pelo que a pH mais baixo devera estar a ocorrer algum
processo que inibe a multiplicacdo celular. No ensaio realizado a pH 8,5, embora a taxa de
crescimento seja mais lenta, a fase exponencial foi mais longa, e a densidade ética final do
ensaio ligeiramente superior a do pH 6,5, pelo que seria de esperar uma maior massa celular que
a pH6,5.

Em conclusdo, pode-se propor que serd vantajoso efetuar o crescimento de Ma.
hydrocarbonoclasticus a valores de pH de, por exemplo, 7 e 8, para melhor percecdo do

comportamento da bactéria.

Tabela 3.I. Valores comparativos dos crescimentos a diferentes pHs realizados em condigcdes
microaerdfilas na presencga de nitrato.

TAXA DE CRESCIMENTO MASSA CELULAR
CRESCIMENTO DOg0o nm_t=0 DO600 nm_imac -1
(h”) (g/L)
pH6,5 0,112 2,880 0,21+0,02 2,8
pH7,5 0,089 4,070 0,210+0,003 11,4
pH8,5 0,099 3,135 0,098 £ 0,006 18,9

A densidade 6tica de uma suspensdo de células é proporcional ao nimero de células em
solugdo, as quais contribuem para a turbidez da mesma. Através da analise da Tabela 3.1,
verifica-se que a densidade otica final do crescimento efetuado a pH 6,5 é inferior a dos outros
crescimentos (embora estas diferencas ndo sejam muito significativas), verificando-se essa
tendéncia em relacdo a massa celular obtida. Contudo, tendo em consideracdo os crescimentos
a pH 7,5 e 8,5, o valor da densidade dtica final parece que ndo corresponde ao nimero de
células em suspensdo, uma vez que a massa celular obtida do ensaio a pH 7,5 é inferior a
conseguida a pH 8,5 (Tabela 3.1.). Todavia, este resultado pode ser explicado pelo facto de que, a

pH 8,5, a bactéria tende a formar um precipitado que interfere na DOgy - Esta interferéncia
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poderd ndo ser muito significativa uma vez que, este precipitado se deposita na base do
biofermentador, e a densidade oética estd a ser medida da suspensdo (contudo algumas
particulas deverdo estar também nesta suspensdo). No entanto, é claro que este precipitado ira
contribuir para o aumento do valor da massa celular, pois nao foi possivel separa-lo de forma
eficiente, aquando da centrifugacdao do meio no final do ensaio. Deste modo, no ensaio a pH 8,5,
a quantidade de massa celular esta sobrestimada devido ao precipitado formado. Este
precipitado ndo devera corresponder a contaminagdo com outro micro-organismo visto ter sido
observada nas duas tentativas de crescimento a este pH, e por a observagdao microscdpica da
cultura ndo indicar a presenca de outro micro-organismo. Por estas razoes pode-se colocar a
hipétese de que o composto formado poderd estar a ser produzido pela Ma.
hydrocarbonoclasticus quando exposta a este pH.

A partir da Figura 3.1. e Tabela 3.I.,, e tendo em conta que o pH foi monitorizado e
mantido constante aos valores 6,5, 7,5 e 8,5, podemos concluir que o pH 7,5 é o pH 6timo de
crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus no meio de cultura utilizado, e nas condi¢des de
fermentacdo, uma vez que para além da taxa de crescimento ser ligeiramente mais elevada é
também nestas condicdes que se obteve maior massa celular (DOggy nm final mais elevada). De
facto, é referido na literatura que quando esta bactéria é crescida em condicOes aerdbicas e em
meio sintético com Tris a 1,23% (m/v), NH,Cl a 0,37% (m/v), MgS0,.7H,0 a 0,62% (m/v), CaCl, a
0,15% (m/v) e KCl a 0,075% (m/v) alterado com Bacto peptona a 0,5% (m/v) e, ainda com NaCl a
diferentes concentragdes (crescimento efetuado a diferentes temperaturas e pHs), a taxa de
crescimento é maior para o ensaio a pH 7,5, Contudo, segundo Gauthier e colaboradores esta
bactéria tolera crescimentos numa gama de pH de 6 a 9,5, o que corrobora o obtido pelo nosso

estudo (ver curvas de crescimento da Figura 3.1.).

3.2. Caracterizagao dos crescimentos a diferentes pHs

3.2.1. Quantificagao de nitrito — método de Griess

Com as amostras retiradas ao longo dos crescimentos a pH 6,5, 7,5 e 8,5, foi efetuada a
quantificagcdo de nitrito livre segundo o método de Griess, como referido nos Materiais e
Métodos, sec¢do 2.2.1.

A quantificagdo do nitrito livre ao longo da cultura celular permite-nos inferir sobre o
desencadeamento do processo da desnitrificagdo, uma vez que nos possibilita determinar que
guantidade de nitrato estda a ser transformado em nitrito e também observar o seu
desaparecimento (primeiro e segundo passo da via da desnitrificacdo, ja que a redutase do

nitrato, responsavel pela catdlise da primeira reacdo da desnitrificacdo, reduz o nitrato, presente
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no meio de cultura aquando do crescimento no biofermentador, a nitrito, que por sua vez é
reduzido a dxido nitrico pela redutase do nitrito, responsavel pela segunda etapa da via da
desnitrificagdo).

Assim, foi possivel tracar o perfil de concentracbes de nitrito ao longo do tempo (ver
Figura 3.2.), verificando-se que a desnitrificacdo se encontrava ativa a aproximadamente 2 horas
de crescimento para os ensaios efetuados a pH 6,5 e pH 7,5 (onde se comeca a observar
guantidades de nitrito livre na cultura, pelo que, o nitrato adicionado ao meio ja comegou a ser
reduzido pela redutase do nitrato). A concentragdo maxima de nitrito livre coincidiu com o
tempo de incubacdo em que se diminuiu a agitacdo do meio de cultura. A diminuicdo do
oxigénio dissolvido no meio (por termos uma menor agitacdo temos uma menor taxa de
transferéncia gasosa entre o ar e o liquido), e a acumulagdo de 6xido nitrico, NO, (que esta
diretamente relacionada com a reducdo do nitrito, NO,, a NO, e a sua consequente reducdo a
oxido nitroso, N,O), induzem a desnitrificagdo por induzirem a expressdo dos genes que
codificam para a NIR, NOR e N,OR (de salientar que os genes que codificam para as duas
primeiras enzimas sdo regulados pelo NNR que responde ao oxigénio e NO; ja a N,OR é regulada
pelo NNR ou pelo FnrP que responde apenas a deplecdo de oxigénio, ndo necessitando, neste

)[24],[56],[108]

caso, de uma acumulacdo de NO para ser expressa pelo que a enzima redutase do

nitrito (NIR ou cd,) é a enzima-chave deste processo'?”.

Para o ensaio a pH 8,5, embora a agitacdo tenha sido diminuida igualmente as 5 horas
de crescimento, verifica-se um atraso em relagdo aos outros ensaios, tornando-se a
desnitrificacdo ativa entre as 4 e as 5 horas apés o inicio do crescimento, e observando-se um
pico maximo de nitrito a cerca das 9 horas. De facto, pela curva de crescimento (Figura 3.1.)
também se verifica que a taxa de crescimento é mais lenta.

Pelos perfis de nitrito livre apresentados na Figura 3.2., também se verifica que as 6
horas de crescimento para o ensaio a pH 7,5 e a aproximadamente 10 horas para os ensaios a
pHs 6,5 e 8,5 a redutase do nitrito ja reduziu todo o nitrito, formado pela redutase do nitrato, a
oxido nitrico.

Para além de se quantificar os nitritos no meio de cultura, que estdo diretamente
relacionados com a atividade das enzimas redutase do nitrato e redutase do nitrito,
determindmos também a atividade enzimatica da N,OR, a ultima enzima da via da
desnitrificacdo. Para tal, para além de determinar a taxa de consumo do N,O medida
indiretamente através da taxa de oxida¢do do metil-viologénio, teve-se também de quantificar a
proteina total, ja que as unidadades de atividade sdo determinadas por mg de proteina total. A

guantificacdo de proteina total das amostras recolhidas ao longo do tempo de crescimento (para
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os trés ensaios realizados aos diferentes valores de pH), foi realizada segundo o método de

Lowry, como referido nos Materiais e Métodos (sec¢do 2.2.2.).

3.2.2. Ensaios de atividade da redutase do 6xido nitroso

O perfil de atividade da N,OR ao longo dos trés crescimentos, juntamente com o perfil
da quantificacdo de nitritos durante todo o ensaio dos crescimentos efetuados a pH 6,5, 7,5 e
8,5 de Ma. hydrocarbonoclasticus, estao representados na Figura 3.2.

Pela andlise da quantificacdo de nitrito da Figura 3.2., podemos verificar que, em todos
os pHs testados, o nitrito que foi formado pela redutase do nitrato (NAR), é completamente
reduzido a dxido nitrico pela redutase do nitrito (NIR), uma vez que existe um maximo de nitrito
(como referido acima), que descresce para valores perto de zero e ndo volta a aumentar até ao
término dos ensaios. Contudo, este maximo ndo pode ser considerado como o maximo de
nitrato convertido em nitrito, uma vez que a desnitrificacdo é um processo continuo e as reagdes
vao ocorrendo em simultaneo, pelo que a primeira e a segunda reacao do esquema da Figura
3.3. estdo ambas a contribuir para este maximo. Por outras palavras, podemos verificar um
maximo de aproximadamente 7 mM, 6 mM e 4 mM de nitrito para os ensaios a pH 6,5, 7,5 e 8,5
respetivamente, contudo, todo o nitrato adicionado ao meio de cultura (10 mM) podera ter sido
convertido a nitrito, uma vez que como ndo se mediu a quantidade de nitrato no meio, é
possivel que parte do nitrito formado ja tenha sido reduzido a NO pela NIR (cujo gene que a
codifica, nirS, é induzido pela acumulagdo de NO e deplegao de oxigénio; e em Pa. denitrificans
verificou-se que as 5 h de crescimento ja estd a ser transcrito).

Assim, o que podemos afirmar, pela Figura 3.2., é que o equilibrio das duas primeiras
reacOes da desnitrificacdo (realizadas pela NAR e NIR), tém uma duracdo de 8 horas, 4 horas e 5
horas para os ensaios a pH 6,5, 7,5 e 8,5 respetivamente, bem como afirmar que a redutase do

nitrato e do nitrito estdo presentes nas células.
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Figura 3.2. Quantificacdo de nitritos a preto (eixo vertical secundario) e variacdo da atividade de reducdo
do N,O a azul (eixo vertical principal), em fungdo do tempo de crescimento a pH 6,5, pH 7,5 e pH 8,5.
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Deste ultimo facto, concluimos que a redutase do éxido nitroso também deverd estar
presente, uma vez que a acumulacdo de NO induz os genes nosZ (genes que codificam para esta
enzima). Assim sendo, faz sentido realizar os ensaios de atividade de reducdo do N,O pela
redutase do oxido nitroso, deste modo poderd concluir-se que a bactéria Ma.

hydrocarbonoclasticus realizou a desnitrificacdo completa.

NAR NIR NOR N,OR

NO, |8 | NO, J» NO |®| N,0 B N,

J

Figura 3.3. Esquema simplificado da desnitrificagdo. A azul esta representado o processo que ocorre no
periplasma da bactéria. Nos quadrados encontram-se os elementos que sdo sucessivamente reduzidos ao
elemento que o segue, pelas enzimas indicadas por cima das setas. NO3; — Nitrato, NO, — Nitrito, NO —
Oxido Nitrico, N,0 — Oxido Nitroso, N, — Azoto Molecular, NAR — Redutase do Nitrato, NIR — Redutase do
Nitrito, NOR — Redutase do Oxido Nitrico e N,OR — Redutase do Oxido Nitroso.

Em todos os crescimentos (Figura 3.2.) observa-se que, apds a diminuicao da quantidade
de nitrito no meio de crescimento, inicia-se, o aumento da atividade de reducdo do N,O
(realizada pela redutase do dxido nitroso, N,OR), como era expectdvel (ver esquema da Figura
3.3.).

De facto, estamos a contabilizar a concentracdo de nitrito (NO,) e sabe-se que a
transcricdo dos genes que codificam para as redutases da desnitrificacdo é controlada por
reguladores transcricionais, os quais respondem a sinais intra- ou extracelulares de oxigénio ou
Oxidos de azoto, nomeadamente NO e NO,. Pelo que, se observamos um maximo de NO,
durante os crescimentos, faz sentido que o gene nosZ que codifica para a redutase do 6xido
nitroso, esteja a ser expresso®’. Na realidade, observamos que a enzima foi sintetizada e estd
ativa, pois temos um maximo de atividade nos perfis da Figura 3.2.

Alis, segundo um estudo realizado em Pa. denitrificans por Bakken e colaboradores®®",
observou-se que o gene que codifica para a N,OR é expresso antes do que codifica para a
propria NIR e NOR, e possivelmente que a NAR, e assim faz sentido que quando a N,OR reduz o
N,O (ensaios de atividade representados na Figura 3.2.), o nitrito ja tenha sido reduzido pela
redutase do nitrito, bem como, o dxido nitrico reduzido pela redutase do dxido nitrico. Logo,
visto a via da desnitrificacdo ser um processo sequencial (esquema da Figura 3.3.), a reducdo do
nitrito a 6xido nitrico pela NIR (decréscimo do maximo de nitrito na Figura 3.2. linha preta),

coincide com o aumento da atividade da N,OR (Figuras 3.2, linha azul e 3.3.).
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E de salientar, ainda, que, comparando todos os crescimentos, o ensaio realizado a pH
mais acido (pH 6,5) apresenta uma menor atividade de reducdo de N,0O, sendo que o ensaio a pH
mais basico (pH 8,5), apresenta a maior atividade especifica (ver Tabela 3.IL.).

Estes resultados estdo de acordo com a literatura e poderao explicar o facto de haver
acumulacdo de N,0 nos solos a pHs acidos. Uma das hipdteses para este facto serd a nao
funcionalidade da N,OR e, ndo necessariamente, devido a transcricdo dos genes nosZ. De facto,
mesmo que ocorra uma fraca transcri¢do de nosZ (como reportado por™®"%7) ‘este gene estara
a ser transcrito e, portanto, a N,OR devera estar presente nas células, mas podera nao estar
ativa (Figura 3.2.), pelo que a menor atividade estara relacionada com uma menor quantidade
de N,OR nas células, que se deve ndo ao menor nivel transcricional do gene que codifica esta
enzima mas ao nivel da sua pos-traducdo, como por exemplo a introducdo dos centros de cobre
(de facto, Dell’Acqua e colaboradores mostraram que o pH baixo ndo influencia a atividade e por
comparag¢do com Paracoccus a transcricdo ndo parece estar afetada.). Assim, havera uma menor
quantidade de enzima funcional que se traduz numa menor atividade enzimatica (é de referir
qgue os ensaios foram todos realizados ao pH 6timo da enzima, pH 7,6). O facto de se ter
observado uma menor atividade enzimatica da N,OR a pH mais baixo, poderd explicar porque é
que ha libertacdo de N,O de solos acidicos (salienta-se que o pH do periplasma devera ser
semelhante ao externo, por estarmos a lidar com bactérias Gram-negativas).

Por outro lado, a maior atividade observada a pH 8,5, pode também estar relacionada
com o pH do ambiente em que esta bactéria se encontra (mar), sendo que o pH do mar é

levemente alcalino, aproximadamente 8,2.

Tabela 3.lIl. Tabela resumo dos maximos de atividade obtidos para crescimento de Ma.
hydrocarbonoclasticus a diferentes pHs (6,5, 7,5 e 8,5), em condi¢cGes microaerdfilas e na presenga de
nitrato.

ATIVIDADE ESPECIFICA, 5 ¥10”>(LMOlyz0/Min/mMgoror) [NITRITO] (MM)
3 TEMPO DE MAXIMO HORAS DE
CRESCIMENTO METIL-VIOLOGENIO (DE)
CRESCIMENTO (h) OBSERVADO CRESCIMENTO
pH 6,5 111 8 7,2 5
pH 7,5 441 9 5,8 5
pH 8,5 2632 12 4,3 9

DE — Doador de Eletrdes.

Assim, teria sido interessante isolar a enzima de crescimentos efetuados a estes dois
valores de pH (6,5 e 8,5) para se comparar as propriedades espetroscopicas e bioquimicas da

enzima. No entanto, devido a impossibilidades do uso do biofermentador de 10 L, ndo foi

69



ESTUDOS SOBRE A REDUTASE DO OxIDO NITROSO DE Marinobacter hydrocarbonoclasticus

possivel obter massa celular suficiente para esse fim. Deste modo, procedeu-se ao estudo da
enzima, mas apenas a pH 7,5, de dois crescimentos em condicbes distintas: microaeréfilas ou

anaerdbias estritas, ambos na presenca de nitrato.

3.3. Purificagao da redutase do oxido nitroso e do seu parceiro redox

fisiolégico, citocromo css;

A segunda parte do trabalho consistiu na purificacdo da N,OR e do citocromo css;, 0 seu
doador de eletrdes fisioldgico, a partir de massa celular que foi obtida dos crescimentos
realizados em biofermentador de 10 L, em condi¢cdes microaerdfilas e na presenca de nitrato
(exatamente as mesmas condi¢Oes utilizadas nos crescimentos acima discutidos), a pH 7,5. A
purificacdo foi efetuada de massa celular obtida da fase estacionaria, as 45 horas de crescimento
(fase do crescimento que apresentava cerca de 0,024 mM de nitrito e uma atividade especifica
de aproximadamente 0,165 pmoly,o/min/mgy.o, ver Anexo VI). Utilizaram-se, também, as
células obtidas de crescimento em condi¢cdes anaerdbias estritas desnitrificantes (crescimento
realizado por colaboradores em Marselha, em biofermentador de 300 L), de forma a determinar

se a forma redox da N,OR é idéntica ou se depende das condicdes de crescimento da bactéria.

3.3.1. Confirmagao da expressao das enzimas da desnitrificacao

Antes de iniciar o processo de purificagdo, verificou-se se o extrato periplasmdatico
continha redutase do nitrito ou citocromo cd;, o que indica que as enzimas da via da
desnitirificagdo foram sintetizadas. De facto, a redutase do nitrito (que se faz acompanhar da
enzima em estudo, redutase do oxido nitroso, uma vez que também estd localizada no
periplasma da bactéria, como referido na sec¢do 1.2.1. da Introdugdo), é responsavel pelo
segundo passo da desnitrificagdo (primeiro passo que ocorre no periplasma), catalisando a
reducdo do nitrito a éxido nitrico. Realmente, a acumula¢do de NO é responsavel pela indugdo
da desnitrificagdo (por indugdo dos genes nosZ e nar), pelo que a enzima redutase do nitrito (NIR

@74 Uma vez presente no extrato periplasmatico,

ou cd,) é a enzima-chave deste processo
significa que a expressdo dos genes que codificam para as enzimas envolvidas no processo de
desnitrificacdo foi, portanto ativada, pelo que é de esperar que a redutase do éxido nitroso, que
é a enzima que catalisa o ultimo passo da desnitrificacdo, redugdo do 6xido nitroso a azoto
molecular, também esteja presente.

Deste modo, faz sentido analisar o extrato periplasmatido obtido a partir da massa

celular de ambos os crescimentos (em condi¢des microaerdfilas e anaerdbias estritas, ambos na
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presenca de nitrato, ver sec¢do 2.3.1., dos Materiais e Métodos), através de um gel SDS-PAGE
corado para proteina (Figura 3.4. A.ii e B.ii). Além disso, o citocromo cd; tem um hemo do tipo-c,
pelo que a sua presenca pode ser identificada, também, através de um gel SDS-PAGE corado

para contetdo hémico (como descrito na secgdo 2.5.3.2., dos Materiais e Métodos), Figura 3.4.

A.ieB.i.
A. : ”

I- M s FS "-
260kDa
140kDa 116,0 kDa
100 kDa L

70 kDa
, ‘ 66,2 kDa
Lo )
50 kDa ]
40 kDa [:::J 45,0 kDa
35 kDa 35,0kDa -
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25,0kDa
15 kDa
18,4kDa
14,4kDa
10 kDa
B. . .

I M FS RC+M RC . M FS RC+M RC
260kDa 116,0kDa
140kDa
100kDa

70 kDa 66,2 kDa
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40 kDa 45,0kDa
35kDa 35,0kDa
25 kDa

25,0kDa
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18,4kDa
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14,4kDa

Figura 3.4. Andlise do periplasma do crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus em condigGes
microaerdfilas e na presencga de nitrato (A) e em condigdes anaerdbias estritas igualmente na presenga de
nitrato (B). Em i. géis corados para hemos e em ii. géis corados para conteudo proteico. M — Padrio de
massas moleculares, S — Sedimento/Esferoplastos; FS — Fracdo Soluvel/Periplasma; RC+M — Restos
Celulares + Membranas; RC — Restos Celulares. Os retangulos identificam a peroxidade do citocromo ¢
(vermelho), citocromo cd; (verde) e a possivel banda correspondente a redutase do 6xido nitroso
(branco). Géis desnaturantes de poliacrilamida 12,5% em tampd&o Tris-Tricina, e eletroforese realizada a
150 V durante 1 hora. Bandas de proteina visualizadas através da coloragdao com azul de Coomassie, e as
coradas para conteudo hémico seguiram os passos descritos nos Materiais e Métodos.
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A Figura 3.4. A.i e B.i, mostra a presenca da enzima redutase do nitrito (ou citocromo
cd,) e, ainda, a presenca da peroxidase do citocromo ¢ (CcP), uma vez que estas enzimas tém
uma massa molecular de 60,6 kDa e de 36,5 kDa, respetivamente. Na verdade, em condi¢des
microaerdfilas, a bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus 617 apresenta a CcP como uma proteina
periplasmatica de 36,5 kDa. Esta enzima catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio (H,0,) a
agua, tendo como doador fisioldgico de eletrdes o citocromo css,'**"'%, Esta reacdo protege as
células da toxicidade de H,0,30M 11081109

A redutase do 6xido nitroso, que tem uma massa molecular de 65,0 kDa, como ndo
possui hemos ndo é visivel no gel corado para conteddo hémico, no entanto, poderd
corresponder a proteina indicada no gel corado para conteddo proteico da Figura 3.4. A.ii e B.ii,
a branco. Contudo, esta identificacdo ndo poderd ser efetuada de forma inequivoca, ja que ha
outras proteinas no extrato periplasmatico com massa molecular semelhante.

Assim, uma vez confirmada a presenca de uma das enzimas da desnitrificacdo no
periplasma da bactéria em condicdes microaerdfilas, indica-nos que a bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus pode ser classificada como aerébia desnitrificante.

Procedeu-se, entdo, a purificacdo da N,OR e do citocromo c¢s5; de massa celular em

ambas as condic¢Oes, microaerdfilas e anaerdbias estritas.

3.3.2. Purificagdo da redutase do Oxido nitroso do extrato
periplasmatico obtido de massa celular em condig6es microaerdfilas e na

presenca de nitrato como aceitador final de eletroes
A purificacdo da redutase do 6xido nitroso do extrato periplasmatico de massa celular
em condi¢cBes microaerdfilas e na presenca de nitrato, obtido como descrito anteriormente

(seccdo 2.3.1.2.1. dos Materiais e Métodos), foi efetuada em duas etapas cromatograficas, como

esquematizado na Figura 3.5.
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Extrato Periplasmatico
(Células Ma. hydrocarbonoclasticus
choque osmdético + 0,5 mM EDTA)

51,4¢g
|
. . ) DEAE FF Gradiente { — ¥}
Equilibrada com 10 mM Tris-HCIpH 7,6 . 0-500 mM NaCl em 10 mM Tris-HCl pH 7,6
Troca lonica
cit. cee, N,OR CcP cit. cd,
225 mg 156,0 mg

Equilibradas com 150 mM NacCl
em 50 mM Tris-HCl pH 7,6

Superdex 75 Superdex 75
Exclusdo Molecular Exclusdo Molecular

| I L .

Cce, FP
14,9 mg N,ORFP N,OR FI
| 40,4 mg

PD10

Desalting Equilibrada com 20 mM Tris-HCl pH 7,6
Cgs, FP
55214,8 mg

Figura 3.5. Esquema de purificacdo do extrato periplasmatico de massa celular em condigGes
microaerdfilas na presencga de nitrato, de Ma. hydrocarbonoclasticus 617. Apds a primeira coluna (Troca
I6nica) foram obtidas 4 fragdes, sendo a primeira automaticamente eluida, citocromo css; (cit. cssy). A
proteina em estudo, redutase do éxido nitroso (N,OR) foi eluida antes da peroxidase do citocromo c¢ (CcP)
e depois a redutase do nitrito (cit. cd,). O segundo passo de purificacdo, coluna de Exclusdo Molecular, foi
utilizado, somente, para a fragdo do cit. cs5, e N,OR. Cada fragdo eluida deu origem a outras duas, uma
mais pura (FP) e outra menos pura ou mais impura (Fl). A coluna PD10, serviu unicamente para trocar o
tampdo do citocromo (retirar o excesso de sal). Setas a azul correspondem ao inicio do gradiente e, os
numeros a azul a massa obtida de cada fragdo relevante para o estudo efetuado na dissertagao.

A primeira etapa da purificagdo consistiu numa cromatografia de permuta anidnica,
tendo-se utilizado como matriz a resina DEAE Fast Flow (Figura 3.6.). Esta cromatografia baseia-
se na separagdo das proteinas segundo a sua carga, que sendo uma resina anidnica (com carga
positiva), tem afinidade para os anides e, portanto, as proteinas sdo eluidas por ordem
decrescente do seu ponto isoelétrico (pl). Por outras palavras, é de esperar que as proteinas

com pl mais elevado sejam as primeiras a ser eluidas™.
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Figura 3.6. Cromatograma da primeira etapa da purificagdo, cromatografia de permuta anidnica (matriz
DEAE FF) do extrato periplasmatico proveniente de um crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus em
condigBes microaerdfilas e na presenga de nitrato. A azul estad representada a Abs,g nm (€iX0 vertical
principal), onde é possivel observar a eluigdo do citocromo css5, antes da aplicagdo do gradiente (Preto),
gradiente salino entre 0 — 500 mM NaCl em Tris-HCI 10 mM, pH 7,6. A N,OR comecou a ser eluida a,
aproximadamente, 250 mM de NaCl (metade do gradiente).

De modo a eluir as proteinas que ficaram adsorvidas, aumentou-se a forca idnica do
tampdo de eluicdo, com aplicacdo de um gradiente (linha preta da Figura 3.6.).

A identificacdo das proteinas eluidas foi efetuada através de espetros de UV-visivel e de
eletroforese em condigOes desnaturantes. Verificou-se que a proteina peroxidase do citocromo ¢
eluiu primeiro que a proteina redutase do nitrito, o que ndo estava previsto, uma vez que tém
um pl de 4,6 e 5,1, respetivamente. Este facto podera estar relacionado com a diferente
distribuicdo de cargas a superficie das proteinas em questao.

O segundo e Ultimo passo da purificagdo consistiu numa cromatografia de exclusdo
molecular ou filtracdo em gel, tendo-se utilizado uma matriz Superdex 75 pre-packed, que
separa as proteinas de acordo com a sua massa molecular. A fracdo da redutase do dxido nitroso
obtida da primeira coluna cromatografica (DEAE FF) foi eluida nesta ultima coluna utilizada no

processo de purificagdo (Figura 3.7.).
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Figura 3.7. Cromatograma da segunda etapa da purificacdo, cromatografia de filtracdo em gel ou exclusdo
molecular (matriz Superdex 75 pre-packed) da fragdo da redutase do éxido nitroso obtida da primeira
etapa (DEAE FF). A proteina foi eluida com 150 mM de NaCl em 50 mM de Tris-HCl, pH 7,6.

A eluicdo das amostras proteicas das colunas DEAE FF e Superdex 75 foi monitorizada ao
comprimento de onda de 280 nm, ao qual contribuem todas as proteinas™ 1,

As fracOes da redutase do éxido nitroso obtidas ao longo do processo de purificacdo e
com diferentes graus de pureza (calculo da razdo de pureza da fragdo mais pura, Tabela 3.111.),

foram aplicadas num gel de eletroforese em condi¢Ges desnaturantes (Figura 3.8.).

Tabela 3.1ll. RazGes de pureza da fragdo final de redutase do éxido nitroso obtida da purificacdo do
extrato periplasmatico de massa celular de crescimento em condi¢des microaerdfilas na presenca de
nitrato.

RAzOES DE PUREZA

FRACAO Absssg nmI/Abszso nm Absgag nm”/AbSZSO nm

N,OR FP 0,06 0,03

'Da fracdo completamente oxidada com ferricianeto
"Da fracdo reduzida com ditionito
FP — Fragdo mais pura

Para a N,OR, na literatura, ainda nao esta estabelecida uma razdo para estimativa da sua
pureza, como tal, considerdmos as razdes da absorvancia aos comprimentos de onda
apresentadas na Tabela 3.lll. Sendo que numa delas estamos a considerar o centro CuZ oxidado
(550 nm) no estado [2Cu**-2Cu’] e na outra este mesmo centro na forma reduzida (640 nm ou

660 nm), no estado [1Cu®*-3Cu’] ou seja, quer na forma CuZ* ou Cuz, respetivamente.
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Figura 3.8. Eletroforese da purificagdo da N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus em condigGes
microaerdfilas na presenca de nitrato. Marker — Padrdao de massas moleculares, FS — Fragdo Soluvel,
Retangulo branco diz respeito as bandas da redutase do O6xido nitroso. Géis desnaturantes de
poliacrilamida 12,5% em tampdo Tris-Tricina, e eletroforese realizada a 150 V durante 1 hora. Bandas de
proteina visualizadas através de coloracdo com azul de Coomassie, como descrito nos Materiais e
Métodos.

A amostra mais pura da redutase do oxido nitroso, foi mantida em azoto liquido sob a
forma de esferas, isto porque se sabe que a enzima altera a forma redox dos seus centros

metalicos ao sofrer varios ciclos de congelacdo/descongelacio.

3.3.3. Purificagdo da redutase do oxido nitroso do extrato
periplasmatico de células obtidas em condi¢cdes anaerdbias estritas e na

presencga de nitrato como aceitador final de eletrdes

No extrato periplasmatico obtido de uma cultura de Ma. hydrocarbonoclasticus realizada
em condicOes anaerdbias estritas e usando o nitrato como aceitador final de eletrdes, embora a
lise da membrana externa (obtida aquando do processo de formacgdo de esferoplastos) tenha
sido efetuada do mesmo modo que para o crescimento nas condi¢des anteriormente descritas,
as etapas cromatograficas diferiram. Neste caso foram realizadas duas cromatografias anidnicas
sucessivas e uma de exclusdo molecular, cujos principios tedricos foram descritos

anteriormente. As etapas de purificacdo encontram-se esquematizados na Figura 3.9.

76



CAPITULO 3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Extrato Periplasmatico (x2)
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Figura 3.9. Esquema da purificagdo do extrato periplasmatico do crescimento em condi¢Ges anaerdbias
estritas e desnitrificantes, de Ma. hydrocarbonoclasticus 617. Apds a primeira coluna (troca idnica) foram
obtidas 11 fragGes, sendo a primeira automaticamente eluida, citocromo css; (cit. ¢ss,). O segundo passo
de purificagdo, novamente uma coluna de Troca Idnica, foi utilizado, somente, para a fragcdo da N,OR. E o
ultimo passo cromatografico, coluna de Exclusdo Molecular, foi efetuado para as fragcGes da N,OR e cit.
Css,. A coluna PD10, serviu unicamente para trocar o tampdo do citocromo (retirar o excesso de sal). Setas
a azul correspondem ao inicio do gradiente e, os numeros a azul a massa obtida de cada fracdo
importante para o estudo efetuado na dissertagao.

O extrato periplasmatico deste crescimento anaerdbio foi dividido, injetado em duas
colunas idénticas (A e B) e eluido de igual forma, pelo que se obtiveram duas fra¢cdes da N,OR
(identificadas adiante como A; e Bg). Essas frac6es foram combinadas, de modo a se continuar a
purificagdo com uma Unica fracdo de N,OR.

O segundo passo de purificagcdo foi, também, uma cromatografia de permuta anidnica,
em que se utilizou uma resina SOURCE 15Q. Esta resina é utilizada em separagGes com maior
resolucdo, devido a matriz ser composta por pequenas particulas/esferas que permitem que

ocorra uma maior resolu¢do na separagdo, mesmo quando se utilizam caudais de eluicdo
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elevados™. A fracdo da redutase do 6xido nitroso foi, entdo eluida nesta coluna da segunda

etapa de purificacdo, obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 3.10.

- 100
1600 - 90
1400 N.OR
il \ - 80
1200 - - 70 S
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Figura 3.10. Cromatograma da segunda etapa da purificacdo, cromatografia de permuta aniénica (matriz
SOURCE 15Q) da fragdo N,OR proveniente da primeira etapa de purificagdo (DE 52) de um crescimento de
Ma. hydrocarbonoclasticus em condicdes anaerdbias estritas e na presenca de nitrato. A azul esta
representada a Abs,gy .m (€iX0 vertical principal) e gradiente salino (Preto) entre 0 — 300 mM NaCl em Tris-
HCI 10 mM, pH 7,6 (eixo vertical secundario).

O ultimo passo da purificacdo foi uma cromatografia de exclusdo molecular, Superdex
200 (cromatograma semelhante ao da Figura 3.7.), na qual, foram eluidas as fracoes C obtidas da
segunda etapa de purificagdo, SOURCE 15Q (ver esquema da Figura 3.9.)

No final da purificacdo fizeram-se quatro fragées contendo a redutase do dxido nitroso
com varios graus de pureza (Tabela 3.IV.), que também foram analisados através de uma

eletroforese em condigGes desnaturantes (Figura 3.11.).

Tabela 3.IV. Razdes de pureza das fra¢Oes finais de redutase do 6xido nitroso obtidas da purificagdo do
extrato periplasmatico proveniente de crescimento em condi¢gdes anaerdbias estritas na presenca de
nitrato.

RAzOES DE PUREZA

FRAGAO AbSs50 nm /ADS 80 nm AbSga0 | /ADS 50 nm
N,OR D, 0,06 0,04
N,OR D, 0,07 0,04
N,OR D; 0,03 0,01

" Da fracdo completamente oxidada com ferricianeto
1] ~ . iy .
Da fracdo reduzida com ditionito
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Marker
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N,OR A,+B,
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Figura 3.11. Eletroforese em condi¢Ges desnaturantes das fragdes obtidas ao longo da purificagdo da
N,OR de Ma. hydrocarbonoclasticus em condigdes anaerdbias estritas e na presencga de nitrato. Marker —
Padrdao de massas moleculares, FS — Fragdo Soluvel, Retangulo branco diz respeito as bandas da redutase
do Oxido nitroso. Géis desnaturantes de poliacrilamida 12,5% em tampdo Tris-Tricina, e eletroforese
realizada a 150 V durante 1 hora. Bandas de proteina visualizadas através de coloragdo com azul de
Coomassie, como descrito nos Materiais e Métodos.

O perfil eletroforético em condigdes desnaturantes das fracdes D da N,OR mostra que as
amostras apresentam poucos contaminantes, sendo o mais visivel uma proteina de baixa massa
molecular, inferior a 14,4 kDa (Figura 3.11.), que poderd corresponder a uma proteina ja
observada em purificagGes anteriores (este contaminante, contudo, ndo é observado para a
fragdo Ds;, que apresenta contaminantes de baixa massa molecular mas superior a 14,4 kDa).
Uma proteina com massa molecular semelhante foi, também, identificada por outros autores
através da sequencia¢do do seu N-terminal, como sendo uma chaperonina Cpn10, pertencente a

26 'Um contaminante com massa molecular

familia das proteinas de choque térmico GroES
semelhante a este, também se encontra presente na fragdo da N,OR FP (Figura 3.8.).

Devido as suas caracteristicas espetrais, como discutiremos mais a frente (ver 3.5. do
presente capitulo), a N,OR D, foi a escolhida para os estudos comparativos com a N,OR FP,
isolada de células obtidas de um crescimento realizado em condi¢cGes microaerdfilas na presenca
de nitrato como aceitador final de eletrdes.

Para além de uma eletroforese em condi¢Ges desnaturantes foi, também, realizada uma
eletroforese em condigdes nativas das duas fracGes escolhidas para a caracterizagdo bioquimica
e espetroscopica, FP e D, (Figura 3.12). Este tipo de eletroforese é efetuada na auséncia quer de

agentes desnaturantes (SDS) quer redutores (B-mercaptoetanol), pelo que a mobilidade das

proteinas depende da razdo carga/massa (ver secc¢do 2.5.2. dos Materiais e Métodos).
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A. N B. M
116,0kDa n 116,0kDa
66,2kDa 66,2 kDa
45,0 kDa 45,0kDa
35,0kDa 35,0kDa
25,0kDa 25,0kDa
18,4kDa 18,4kDa
14,4kDa 14,4kDa

Figura 3.12. Géis desnaturantes e nativos (N) de poliacrilamida 12,5% e 10%, respetivamente, em tampao
Tris-Tricina, e eletroforese realizada a 150 V durante 1 hora, das fragdes da N,OR FP (A.) e da N,OR D, (B.).
Bandas de proteina visualizadas através de coloragdo com azul de Coomassie, como descrito nos
Materiais e Métodos. FP — Fracdo da redutase do oxido nitroso de massa celular em condigGes
microaerdfilas, D, — Fra¢do da redutase do dxido nitroso de massa celular em condigdes anaerdbias
estritas.

Na eletroforese em condi¢Oes nativas, Figura 3.12., sdo observadas outras bandas de
diferentes intensidades. Estas bandas devem corresponder a contaminantes presentes na
amostra (bandas de menor intensidade) e a diferentes formas redox da enzima (bandas de
maior intensidade).

As amostras puras da redutase do 6xido nitroso, nomeadamente N,OR D4, D, e D;, foram
armazenadas em azoto liquido, sob a forma de esferas, tal como a amostra da purificacdo
anterior (N,OR FP).

Foi, ainda, possivel comparar ambas as purificacdes da enzima N,OR através da Tabela
3.V., a seguir apresentada.

Para se tornar menos confuso, a partir deste momento a N,OR FP (de condigGes
microaerofilas) passard a denominar-se N,ORnico € @ N,OR D, (de condigbes anaerdbias),

N,OR;na.
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Tabela 3.V. Tabela de purificacdo da redutase do dxido nitroso de massa celular obtida em condigcGes
microaerdfilas e anaerdbias estritas na presenca de nitrato como aceitador final de eletrdes.

NZORmicro NZORana

CRESCIMENTO (L) 15 300

MASSA CELULAR (g) 51,4 281

Mgn20r T0TA|sI 53,2 86,2

MEN20R Fracio mais PURAI 40,4 43,6
RENDIMENTO (Mgn20R Fragio mais Pura/ Lmeio) 2,69 0,15
AbSs50 ' /AbS 50 o 0,06 0,07

RAzAO DE PUREZA
AbSssonm /AbSygonm 0,03 0,04

'Quantidades determinadas utilizando o Esonm=17,1 mM™.cm™ da forma reduzida
com ditionito de sddio

" Da forma completamente oxidada com ferricianeto de potassio

"'Da forma reduzida com ditionito de sédio

Na literatura a razdo de pureza normalmente utilizada é Abs,gg nm/AbSsso nm €mbora ndo
exista ainda reportado um valor a que se considere a enzima pura, utilizando essa razao
podemos verificar que ambas as amostras de N,OR, de massas celulares obtidas de crescimentos
efetuados em condicdes distintas, possuem uma razao de pureza de aproximadamente 16, mais
pura que o reportado para Ps. stutzeri (denominada antes como Ps. perfectomarina) quer de

[74]

massa celular obtida em condicdes anaerdbias (9) quer aerdbias (14)"™, e mais impura que a

enzima isolada de Achromobacter xylosoxidans (denominada na altura como Alcaligenes
xylosoxidans) que se verificou ser cerca de 255,

Concluimos ainda, que o rendimento do crescimento em condi¢cdes microaerdfilas foi
superior ao crescimento em condi¢cOes anaerdbias estritas, ndo s6 na massa celular obtida de
ambos os ensaios como na quantidade de enzima que se conseguiu isolar. A N,OR isolada nestas

condicBes estd, no entanto, mais impura pelo que o procedimento de purificacdo devera ser

modificado, utilizado-se uma cromatografia de filtracdo em gel Superdex 200.

3.3.4. Purificacdo do citrocomo cs5; do extrato periplasmatico de
células obtidas em condigbes microaerdfilas e anaerdbias estritas na

presenca de nitrato como aceitador final de eletroes

Como referido acima, o citocromo c¢ss, (parceiro redox fisioldgico da N,OR) também foi

purificado das massas celulares obtidas em condi¢Ges microaerdéfilas e anaerdbias estritas. Em
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ambos os casos, a purificacdo seguiu os mesmos dois passos cromatograficos (ver esquemas das
Figuras 3.5.e3.9.).

A primeira etapa da purificacdo consistiu de uma cromatografia de permuta anidnica
utilizando como matriz a resina DEAE Fast Flow ou DE-52 (coluna de gravidade), caso estejamos
a falar da purificagdo do extrato periplasmatido obtido de massa celular em condicGes
microaerdfilas ou anaerdbias, respetivamente (Figura 3.6.). O citocromo ¢ss, (com uma massa
molecular de cerca de 11 kDa), por ter um pl préoximo de 7, ndo adsorve a esta resina e é eluido
durante a aplicagdo da amostra (antes da aplicacdo do gradiente salino, como se pode observar
pelo cromatograma da Figura 3.6.).

O ultimo passo da purificagdo resumiu-se numa cromatografia de exclusao molecular,
tendo-se utilizado a resina Superdex 75, ver cromatograma da Figura 3.13. a seguir
representado, referente a purificacdo do citocromo a partir de massa celular obtida em
condicBes microaerdfilas na presenca de nitrato (no caso da purificacdo de massa celular obtida
em condi¢Oes anaerdbias o cromatograma é idéntico ao apresentado).

Mais uma vez, a eluicdo do citocromo css5, foi monitorizada ao comprimento de onda de

280 nm.

800 - Co5p FP
700 -
600 -
500 A

400 -

AbSZSO nm [UA]

300 -

200 -

100 - J
0]

0 50 100 150 200 250 300 350 400
ve (mL)

Figura 3.13. Cromatograma da segunda etapa da purificagdo, cromatografia de filtragdo em gel ou
exclusdo molecular (matriz Superdex 75) da fragdo do citocromo css, obtida da primeira etapa (DEAE FF).
As proteinas foram eluidas com 150 mM de NaCl em 50 mM de Tris-HCI, pH 7,6.

O citocromo css5; (de ambas as purificagGes) foi, ainda, eluido numa coluna PD10,
também de exclusdo molecular, que teve como finalidade trocar o tamp&do do mesmo (remover

111
o excesso de sal)™.
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As fragOes mais puras (Tabela 3.VI.) do citocromo c¢ss, obtidas ao longo de ambos os
processos de purificacdo, foram aplicadas num gel de eletroforese em condi¢des desnaturantes

(Figura 3.14.).

Tabela 3.VI. Razdes de pureza das fragbes finais do doador de eletrdes fisioldgico, citocromo css,, da
redutase do Oxido nitroso, obtidas da purificagdo do extrato periplasmatico de massa celular em
condi¢Ges microaerdfilas e anaerdbias, na presenga de nitrato.

CONDICOES MICROAEROFILAS CONDICOES ANAEROBIAS ESTRITAS
RAZAO DE PUREZA Cs52 FP Css52 FP Cssz Fl
AbS415 ym/AbSyg0 1m 5,8 6,7 5,6

FP — Fragdao mais pura
FI — Fragao menos pura

Segundo Saraiva e colaboradores o citocromo css, é considerado puro quando apresenta

uma razdo (Abssis nm/AbSyg0 nm) de 6,201

, 0 que nos leva a concluir que o citocromo obtido de
ambas as purificacGes, se encontra praticamente puro. Sendo que, a fracdo css; FP de massa
celular em condicGes anaerdbias estritas apresenta, mesmo, um elevado grau de pureza, pelo

que foi o utilizado para os ensaios de atividade realizados a seguir, em 3.7. do presente capitulo.

A. B.
w P
g s 8 @ 5 § & 8
s & s S 0B s s g &
116,0kDa | 116,0kDa 3
116,0kDa 116,0kDa
66,2 kDa 66,2 kDa
45 0kDa 66,2kDa 45,0kDa
66,2 kDa ’ 35 0k
5,0kD
35,0kDa 45,0kDa 2
45,0kDa
35,0kDa
35,0 kDa 25,0 kDa 25,0 kDa
25,0kDa 18,4kDa 25,0kba " 18,4kpDa
18,4kDa 14,4kDa e
14,4kDa 18,4kDa | 14,4kDa o, it

= @ 14,4kDa E g

Figura 3.14. Eletroforese em condi¢Ses desnaturantes das fragdes obtidas ao longo da purificagdo do
citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus em condigdes microaerdfilas (A.) e anaerdbias estritas (B.),
ambos na presenca de nitrato. Marker — Padrdo de massas moleculares, FS — Fracdo Soluvel, FP — Fracdo
mais Pura, Retangulo azul diz respeito as bandas do citocromo css,. Géis desnaturantes de poliacrilamida
12,5% em tampdo Tris-Tricina, e eletroforese realizada a 150 V durante 1 hora. Bandas de proteina
visualizadas através de coloragdo com azul de Coomassie, como descrito nos Materiais e Métodos.

Todas as amostras puras do citocromo c¢ss,, FP e Fl, foram armazenadas a -80 °C.
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Foi, também, possivel comparar ambas as purificacdes do citocromo cs5, através da

Tabela 3.VII.

Tabela 3.VII. Tabela de purificagdo do citocromo css,, doador de eletrdes fisiolégico da redutase do dxido
nitroso, de massa celular obtida em condigdes microaerdfilas e anaerdbias estritas na presenga de nitrato
como aceitador final de eletrdes.

CONDICOES MICROAEROFILAS CONDICOES ANAEROBIAS

Css, FP
CRESCIMENTO (L) 15 300
MAssA CELULAR (g) 51,4 281
MBess2 Toras 14,8 33,4
Mg (552 Fracio mats Pura 14,8 30,2
RENDIMENTO (Mgpyoteina/ Lmeio) 1,0 0,1
RAzAO DE PUREZA (AbS415 nm/AbS280 nm) 5,8 6,7

'Quantidades determinadas utilizando o €550 vm = 19,3 mM*.cm™ da forma reduzida com
ditionito de sédio

Mg.omas— todas as fragdes que contém citocromo (FP + Fl)

FP — Fragdo mais pura; Fl — Fracdo menos pura

Pelas razdes de pureza, e sabendo que segundo a literatura o citocromo estd puro
aquando de uma razdo de 6,2, e como ja referido anteriormente, o citocromo obtido de massa
celular de condicGes anaerdbias estritas apresenta uma razao de pureza superior ao citocromo
de massa celular de condi¢des microaerdfilas.

Do mesmo modo que para a N,OR, isolou-se maior quantidade de citocromo css, de

massa celular obtida em codi¢gdes microaerdfilas.

3.3.4.1. Citocromo cs;s,

O citocromo css,, doador de eletrdes fisioldgico da N,OR, foi purificado anteriormente,
guer de um crescimento em condi¢cbes microaerdfilas, quer em condi¢Ges anaerdbias estritas
(ambos usando o nitrato como aceitador final de eletrdes). Contudo, como ja referido, para os
estudos que se seguem, nomeadamente para os ensaios de atividade enzimatica, utilizdmos
apenas o citocromo cs5; proveniente de condigdes anaerdbias estritas (css, FP), que possuia
maior razdo de pureza (embora ambos os citocromos possuissem elevado grau de pureza,
Tabela 3.VL.).

Os espetros de UV-visivel do citocromo cs5; FP como isolado e apds reducdo com

ditionito de sédio estdao apresentados na Figura 3.15.
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Abs (UA)

300 350 400 450 500 550 600
A(nm)
Figura 3.15. Espetros de visivel entre 300 e 600 nm do citocromo cs5, de Ma. hydrocarbonoclasticus em
tampdo Tris-HCl 10 mM, pH=7,6, isolado a partir de massa celular obtida em condi¢Ges anaerdbias
estritas. Vermelho — ¢55, como isolado e Azul — ¢s5, reduzido com ditionito de sédio. Citocromo cs5, com

uma concentragdo de 352 uM. No canto superior direito, encontram-se uma ampliacdo dos espetros na
regido entre 500 e 575 nm.

Através dos espetros de absorcdo apresentados na Figura 3.15, foi possivel calcular a
concentragdo do citocromo css,, 352 uM (€ = 19,3 mM™.cm™a 552 nm da forma reduzida), bem
como a razao de pureza que este apresentava no final da purificacdo, obtendo-se um valor de

6,7 como ja apresentado na Tabela 3.VI.

3.4. Determinag¢ao da massa molecular da redutase do dxido nitroso

De modo a determinar a massa molecular das fragdes da N,ORpico € NyOR,na, €M
solugdo, realizou-se uma cromatografia de filtracdo em gel, utilizando uma coluna Superdex™
200, bem como vdrias proteinas de massas moleculares conhecidas, como descrito nos Materiais
e Métodos, sec¢ao 2.6.2. A Figura 3.16. ilustra o cromatograma obtido aquando da eluigdo das
proteinas padrdo e da redutase do dxido nitroso, a azul e verde, N,OR de massa celular em
condicBes microaerodfilas (N,ORicro) € massa celular em condigdes anaerdbias estritas (N,OR,n.),

respetivamente.
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Figura 3.16. Cromatograma obtido para curva de calibragdo da cromatografia de exclusdo molecular. No
cromatograma estdo representadas a preto as proteinas padrio correspondentes ao eixo vertical principal
(lado esquerdo), a N,ORiro @ azul e a N,OR,,, a verde, que dizem respeito ao eixo vertical secundario
(lado direito), numa coluna Superdex™ 200. Fer — Ferritina, Ald — Aldolase, Con — Conalbumina, Oval —
Ovalbumina e Rib — Ribonuclease A. No canto superior direito encontra-se a reta de calibragdo, k,, (Vo:
7,74 mL e Vy: 24 mL), em fungdo do logaritmo das massas moleculares. Circulos sem preenchimento
pretas — Padrdes, Circulo azul — N;ORicro, Circulo sem preenchimento verde — N,OR;,,. A equacgdo da reta
de calibragdo é dada por K,, =-0,2619.log (MM) + 1,657, com um R?= 0,9969.

A massa molecular da N,OR foi determinada através da representacdo do K,, em funcao
do logaritmo da massa molecular das proteinas padrdao, como explicado na sec¢do 2.6.2. dos
Materiais e Métodos. Através da equacdo da reta de calibracdo, representada no canto superior
direito da Figura 3.16., pode-se determinar a massa molecular aparente das redutases do dxido
nitroso. O valor obtido foi de 111 + 10 kDa e 110 + 10 kDa, para a redutase do éxido nitroso
proveniente de massa celular em condi¢cdes microaerdfilas na presenca de nitrato (N,ORmicro) €
de massa celular anaerdébia estrita igualmente na presenca de nitrato (N,0R,,.), respetivamente.
Tendo em conta que a massa molecular tedrica do monémero é de 65 kDa (Protparam),
podemos afirmar que as proteinas deverdo estar como dimero em solucdo. Apresenta, por isso,
estrutura quaternadria. A diferenca observada entre 130 kDa (2 x 65 kDa) e os valores obtidos, de

111 + 10 kDa e 110 + 10 kDa, pode ser explicada pelos erros inerentes a esta determinacao.

3.5. Espetroscopia UV-visivel da redutase do oxido nitroso

As duas fracGes de redutase do Oxido nitroso purificadas anteriormente, a partir da
massa celular obtida em condi¢Ges microaerdfilas (N,ORmicro) OU anaerdbias estritas (N,ORana),

foram analisadas por espetroscopia de UV-visivel (Figura 3.17.).
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Figura 3.17. Espetros de visivel entre 350 e 950 nm da redutase do 6xido nitroso em tampdo Tris-HCI 10
mM, pH 7,6, isolada a partir de um crescimento em condigBes microaerofilas na presencga de nitrato (A) e
condigBes anaerdbias estritas na presenga de nitrato (B). Azul — N,OR como foi purificada, Vermelho —
N,OR oxidada com ferricianeto de potassio, e Verde — N,OR reduzida com ditionito de sédio. A redutase
do 6xido nitroso em (A) tinha uma concentragdo de 65 uM e em (B) de 75 uM. No canto superior direito
encontram-se os géis de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes e condi¢gdes nativas da enzima. M —
Padrdo de massas moleculares, D, — Proteina N,OR,,,, FP — Proteina N,ORnicoc € N — Gel nativo. As
eletroforeses em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢des desnaturantes e 10% em condigdes nativas
em tampdo Tris-Tricina, foram realizadas durante 1 hora a 150 V. Os géis foram corados com azul de
Coomassie, como descrito nos Materiais e Métodos.

Como referido anteriormente, aquando da realizacdo de géis de poliacrilamida
referentes as amostras de ambas as purificagdes efetuadas (N;ORmicro € N;OR.na), Na eletroforese
em condi¢Bes nativas sdo observadas outras bandas de diferentes intensidades. Bandas estas
gue devem corresponder a diferentes formas redox da enzima ou a contaminantes presentes na

amostra.
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Em ambas as fracOes a enzima encontra-se maioritariamente reduzida, uma vez que,
guando se adiciona ferricianeto, se observa um aumento da absorvancia aos comprimentos de
onda caracteristicos do centro CuA (ver Figura 3.17.). Contudo, o centro CuA contribui com
bandas de absor¢do a 480, 540 e 800 nmZH7sl pelo que se pode observar que a fracao da
N,OR,.. (de condi¢Ges anaerdbias estritas) tem o centro CuA apenas parcialmente reduzido, uma
vez que, através do espetro da Figura 3.17. B., se consegue visualizar uma banda de absorcado
ténue a aproximadamente 480 e 800 nm, logo concluimos que esta fracdo possui o centro CuA
parcialmente oxidado.

As bandas de absor¢do observadas no espetro da amostra isolada de massa celular
obtida em condi¢Ges microaerdfilas tém um maximo a, aproximadamente, 550 nm e uma banda
larga ao comprimento de onda de 640 nm. Estas bandas sdo caracteristicas do centro CuZ

oxidado, como descrito na Introduggo!’>V&3I-8el

, pelo que a enzima apresentada no espetro da
Figura 3.17. A., se encontra com o centro CuA maioritariamente na forma [Cu’-Cu’] e o centro
CuZ na forma [2Cu**-2Cu’*]. No caso da enzima isolada de massa celular em condicdes anaerdbias
estritas, Figura 3.17. B., o espetro de absor¢cdo mostra que o centro CuA se encontra,
parcialmente, na forma [Cu’-Cu’] e o centro CuZ como uma mistura dos estados CuZ e CuZ*,
apresentando dois mdximos de absor¢cdo, um ao comprimento de onda de 550 nm e outro a um
comprimento de onda de 640 nm, sendo este Ultimo caracteristico do centro CuZ* na forma
[1Cu®*-3Cu’]. De facto, segundo a literatura, qualquer que seja a condigdo de isolamento da
N,OR, o estado redox do centro CuZ é uma mistura de CuZ e Cuz*26MEeHE7173]

Nos espetros da Figura 3.17., a forma completamente oxidada da N,OR o € N,OR,pa
tem uma razdo de absorvancia a 550 nm/640 nm (da forma completamente oxidada com
ferricianeto de potdssio) de 1,7 (60% CuZ e 40% de CuZ*) e 1,3 (20% CuZ e 80% CuZ*, uma vez
que uma razdo de 1,7 corresponde a 60% de CuZ e 1,1 a 0%"”), respetivamente. Quanto mais
baixa for esta razdo, significa que a enzima tem maior contribuicdo do centro CuZ no estado
CuZ*, uma vez que na forma oxidada ao comprimento de onda de 550 nm contribuem os
centros CuA e CuZ e a 640 nm o centro CuZ na forma de CuZ*. Pelo que no espetro apresentado
na Figura 3.17. A. (codi¢cGes microaerdfilas), observamos uma maior contribuicio de CuZ
comparativamente a CuZ*; ja no caso da enzima isolada a partir de um crescimento de Ma.
hydrocarbonoclasticus em condi¢des anaerdbias, Figura 3.17. B., esta possui uma maior
contribuicdo do centro CuZ no estado redox inativo, CuZ*. Estes valores estdo de acordo com o
reportado por Dell’Acqua et al. (2012), em que a N,OR isolada de massa celular obtida de

condigdes microaerdfilas apresentava uma razdo de cerca de 1,7 (60% CuZ), e por Prudéncio et
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al. (2000), em que a N,OR isolada de massa celular de condi¢Ges anaerdbias estritas apresentava
uma razio de aproximadamente 1,1 (100% Cuz*)®2¢M731,

E de salientar que, segundo a literatura, a enzima é mais rica em CuZ do que CuZ*
aquando do seu isolamento na auséncia de oxigénio[73]'[74]'[83]. No entanto, observamos, tal como
reportado por Prudéncio e colaboradores®®, que a enzima isolada de um crescimento em
condicBes anaerdbias estritas possuia maior contribuicdo de CuZ* do que o observado para a
enzima isolada de uma fermentacdo realizada em condi¢cbes microaerdfilas (presenca de
quantidades minimas de oxigénio). Portanto, a propor¢do de CuZ/CuZ* ndo deverd ser
consequéncia do procedimento usado no isolamento da enzima (ambas isoladas na presenca de
oxigénio) mas de outro fator, que também nao sera as condicdes de crescimento.

No espetro da enzima isolada em condi¢ées microaerdfilas (N,ORmicro) Figura 3.17. A.,
com a redugdo pelo ditionito também se observa o estado [1Cu**-3Cu’], semelhante ao da forma
redox inativa, CuZ*. Contudo, o seu comportamento espetroscopico é distinto, uma vez que o
maximo de absorcdo sofre um desvio de um comprimento de onda de 640 nm para,
aproximadamente, 660 nm (comprimento de onda observado para o centro CuZ aquando da sua
reducdo, em Ma. hydrocarbonoclasticus[m), tal como verificado pelos espetros da Figura 3.17. Ja
no caso da N,OR,,, aguando da reducdo da enzima com ditionito de sddio (através do qual se
consegue obter o centro CuZ na forma [1Cu**-3Cu']), observa-se o desaparecimento da banda de
absorcdo ao comprimento de onda de 550 nm e o maximo de absor¢do a 640 nm sofre um
ligeiro aumento, ndo se observando qualquer desvio para comprimentos de onda superiores
(caracteristicas espetrais da forma CuzZ*).

Comparando ainda os espetros reduzidos de ambas as enzimas, Figura 3.17. (linha
verde), observa-se que, no caso da enzima com maior contribuicdo de CuZ, o espetro reduzido
apresenta uma banda de absorgdao a 660 nm mais alargada, comparativamente ao observado
para a enzima isolada de condigdes anaerdbias com banda de absor¢do a 640 nm (maior
contribuicdo de CuZ*). Estes factos estdo de acordo com os resultados reportados por
DellAcqua et al., (2012)7”" e Prudéncio et al, (2000)*®, obtendo-se também méximos de
absorgdo idénticos, a 640 nm para a enzima com maior contribuicdo de CuZ* (Prudéncio e
colaboradores) e aproximadamente 660 nm para a enzima com maior contribuicdo de CuZ
(Dell’Acqua e colobarores), contudo esta enzima foi obtida de massa celular em condigdes
anaerdbias muito idéntica a de massa celular em condi¢cdes microaerdfilas (banda de absorcdo
maxima a 655 nm), a parte que a nossa com maior contribuicdo de CuZ foi obtida de massa

celular em condigdes microaerofilas.
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De salientar que a forma do espetro de absor¢do da redutase do dxido nitroso isolada de
um crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus em condi¢ées microaerdfilas (N,ORicro) € Mais
semelhante ao da enzima isolada de Paracoccus pantotrophus (anaerébia)[73] e de
Achromobacter xylosoxidans (Anexo VII), por comparacdo com o obtido a partir de N,OR isolada
de um crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus em condi¢des anaerdbias (N,OR,..) na
presenga de nitrato.

Para a realizacdo dos ensaios de atividade com 5 horas de incubacgdo discutidos adiante,
em 3.7. do presente capitulo, foram também realizados espetros de visivel para as amostras
apos desalting (N,OR ativada), como ilustra a Figura 3.18.

Através dos espetros apds a ativacdo da N,OR (representados na Figura 3.18.), podemos
observar que mesmo com ativacdo da enzima por 5 horas de incubacdo com metil-viologénio
reduzido, n3o se obteve, para ambos os casos, a forma super reduzida ([4Cu’]). Verificando-se
mesmo, que no caso da N,OR,,, (Figura 3.18. B.) o centro CuA parece estar parcialmente
oxidado, ligeira banda de absorcdo a aproximadamente 540 nm. Neste mesmo espetro parece
ter ocorrido perda de CuZ, uma vez que a banda de absorcdo a aproximadamente 640 nm no
espetro re-oxidado (apds ativacdo da enzima com incubacdo prolongada de 5 h e desalting) se
tornou menos intensa (comparacdo com espetro antes do desalting, linha vermelha, canto
superior direito da Figura 3.18. B.). Embora a razdo Absssy nm/AbSegso nm S€ja @ mesma (1,3) esta
amostra parece estar contaminada com metil-viologénio que contribuird com valores de
absorvancia a aproximadamente 600 nm, pelo que o valor desta razdo nao sera muito viavel.

Observa-se, ainda que no espetro da N,OR,. (Figura 3.18. A.) parece ter havido
transformacdo de CuZ em CuZ* por comparagdo com o espetro oxidado antes do desalting
(canto superior direito da Figura 3.18. A.), pela banda de absorc¢do a aproximadamente 640 nm
parecer mais nitida no espetro re-oxidado (linha roxo escuro da Figura 3.18. A.). De facto a razédo
de Absssg nm/AbSeso nm decresceu de 1,7 para 1,2, ou seja, 60% de CuZ para aproximadamente

10% (maior contribui¢do do centro CuZ na forma de CuZ*).
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Figura 3.18. Espetros de visivel entre 400 e 950 nm da redutase do 6xido nitroso em tampao Tris-HCI 10
mM, pH 7,6, isolada a partir de um crescimento em condi¢des microaerdfilas na presenca de nitrato (A) e
condigBes anaerdbias estritas na presenga de nitrato (B) apds ativagdo da enzima durante 5 horas e
posterior desalting numa coluna NAP-5 Sephadex™ G25. Roxo Claro — N,OR apds eluigdo na NAP-5, Roxo
Escuro — N,OR apés eluicdo na NAP-5 oxidada com ferricianeto de potassio. A redutase do éxido nitroso
em (A) tinha uma concentragdo de 10 uM e em (B) de 4 uM. No canto superior direito encontram-se os
espetros de visivel entre 350 e 950 nm da redutase do éxido nitroso em tampdo Tris-HCl 10 mM, pH 7,6, e
condi¢cGes anaerdbias estritas na presenca de nitrato, ambas sem ativa¢do. Azul — N,OR como foi isolada,
Vermelho — N,OR oxidada com ferricianeto de potdssio, e Verde — N,OR reduzida com ditionito de sédio.
A redutase do éxido nitroso em (A) tinha uma concentragdo de 65 UM e em (B) de 75 uM.
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3.6. Determinagao do coeficiente de extingdao molar
3.6.1. Quantificacdao de proteina

A quantificagdo de proteina total das amostras da redutase do éxido nitroso isolada de
massa celular obtida em condi¢cGes microaerdfilas (N,ORmicro), € anaerdbias estritas (N,OR,,a)
bem como das mesmas proteinas ap6s ativagao de 5 horas (N;ORpicro_sh, N2ORana sn), foi realizada
segundo o mesmo método utilizado para a quantificacdo de proteina das amostras retiradas ao
longo dos crescimentos, através do método de Lowry, como referido nos Materiais e Métodos,
secgao 2.2.2.

Através da equacdo das retas de calibracdo do método utilizado, e tendo em conta o
fator de diluicdo dos ensaios realizados, foi possivel determinar a concentra¢do da proteina total

nas amostras obtidas (Tabela 3.VIIL.).

Tabela 3.VIIIl. Concentragdo da proteina total nas amostras de N,OR isolada de um crescimento em
condigBes anaerdbias estritas (N,OR,,,), € de um crescimento em condigBes microaerdfilas na presenca
de nitrato (N,ORyicro), através do método de Lowry e do espetro na forma reduzida.

METODO DE LOWRY ESPETRO"
ENZIMA [N,OR] (mg/mL) [N;OR]' (uM) [N,OR] (M)
N,OR micro 14 111424 65
N,ORmicro,sh 3 21+1 10
N>ORgna 13 99 + 26 75
N2ORzna_sh 2 13+2 4

'Massa molecular do monémero de 65 kDa.

" Concentracdo da N,OR determinada através do coeficiente de extingio
molar & nm = 7,1 mM™*.cm™ (dimero), para a N,OR reduzida com
ditionito™®.

3.6.2. Quantificagao de cobre

A quantificacdo de cobre, de ambas as enzimas isoladas, foi efetuada pelo método
colorimétrico usando o reagente 2,2’-Biquinolina, descrito nos Materiais e Métodos, sec¢do
2.6.3.1. Assim, através da leitura da absorvancia ao comprimento de onda de 546 nm, podemos
calcular a concentragdo de cobre total nas amostras da redutase do éxido nitroso. Essa
concentragdo, juntamente com a concentragdo de proteina acima determinada (pelo método de
Lowry e pelo espetro), permite-nos estimar o nimero de atomos de cobre por proteina, Tabela

3.1X. A concentragdo de cobre foi também determinada por ICP.
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Tabela 3.IX. Estimativa do niumero de cobres por proteina ([Cu2+]/[N20R]), da amostra da redutase do
oxido nitroso de um crescimento efetuado em condi¢gdes microaerdfilas e anaerdbias estritas na presenga
de nitrato, N,ORicro € N2OR, .4, respetivamente. Estimativa obtida pela concentragdo de cobre (através do
método de quantificagdo de cobre do reagente 2,2’-Biquinolina) e proteina, e confirmado por ICP (plasma
acoplado indutivamente).

[CU™] (M) [CU™1/IN2OR Leao
I METtopo METoDO
ENZIMA [NORT (M) 2,2’-BIQUINOLINA cp 2,2’-BIQUINOLINA cp
111 + 24 (Lowry) 3,4+0,5
N,ORicro | 382 + 47 n.d. n.d.
65 (espetro) 59+0,8
99 + 26 (Lowry) 85+4,1 7,8+2,2
N,OR.na ! 843 + 187 774 13
75 (espetro) 11,2+2,5 10,3+0,2

'Concentrac3o da N,OR por dimero.

" Concentrac3o obtida pelo espetro da forma reduzida a 640 nm (€40 nm = 7,1 mM'l.cm'l) -
dimero.

n.d. —ndo determinado.

Tendo em conta a concentracdo de proteina e de cobre em cada uma das amostras, é
possivel estimar o nimero de dtomos de Cu**/proteina nas duas amostras de N,OR em estudo.
O teor de cobre estimado para ambas as enzimas redutase do Oxido nitroso parece nao
corroborar a informa¢do publicada (6 atomos de cobre por mondmero, ou 12 por
dfmero)[64]'[65]'[68], ver Tabela 3.IX., contudo, esse facto podera dever-se a inUmeros aspetos.

Pela Tabela 3.IX. e tendo em conta ambas as enzimas, verificamos que quando se tem
em conta o valor da concentracdo de proteina através do método de Lowry se observa uma
diminuicdo da razdo Cu®*/proteina. De facto, tendo em consideracdo este método, a presenca de
gualquer quantidade de outras proteinas contaminantes influenciam este valor, o que se traduz
numa sobrestimacdo da concentracdo de N,OR que aparenta uma concentragdo superior a real
e, por consequéncia, ird diminuir a razao Cu“/proteina. Aquando do caso de Cu*/N,0R icro O
valor é muito diferente do esperado (mais que no caso da N,OR D,), uma vez que, como se
verificou pela eletroforese em condi¢ées desnaturantes (SDS-PAGE), esta amostra apresenta
uma grande quantidade de contaminantes (menor grau de pureza comparativamente a outra
amostra). J& no caso da estimativa de Cu®*/N,OR,,, o valor é inferior ao esperado, contudo, a
concentragdo de cobre calculada quer pelo método do reagente 2,2’-Biquinolina ou por ICP é
muito semelhante, pelo que a diferenca observada poderd dever-se a problemas inerentes a
guantificacdo de proteina; o que também pode ser visualizado pelo gel SDS-PAGE, que embora
mais pura que a N,OR.,., se percebe, nitidamente, a existéncia de outras proteinas

contaminantes.
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Tendo em consideracdo os espetros de absorcdo apresentados na Figura 3.17., e depois
de calculadas as concentracdes de cobre destas amostras através do método colorimétrico do
reagente 2,2’-Biquinolina, e partindo do pressuposto que cada dimero de N,OR tem 12 dtomos
de cobre (ver Tabela 3.IX.), aplicando-se a Lei de Lambert-Beer, podemos representar os
espetros de visivel como sendo a variacdo do coeficiente de extingdo molar em funcdo do

comprimento de onda, Figura 3.19.
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Figura 3.19. Coeficiente de extingdo molar em fun¢do do comprimento de onda em tampéo Tris-HCl| 10
mM, pH=7,6. A — N,OR isolada a partir de massa celular em condi¢cdes microaerdéfilas na presenca de
nitrato (N,ORmicro), B — N,OR isolada a partir de massa celular em condigGes anaerdbias estritas
igualmente na presenca de nitrato (N,OR,,.). Azul — N,OR como purificada, Vermelho — N,OR oxidada com
ferricianeto de potdassio, Verde — N,OR reduzida com ditionito de sédio e Roxo — N,OR apés elui¢do na
NAP-5.
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Na determinacdo do coeficiente de extingdo molar utilizou-se a concentragdo de cobre
ao invés da concentracdo de proteina obtida pelo método de Lowry, uma vez que a
determinacao de cobre tem menor interferéncia de outros contaminantes, ou seja, existira
menor probabilidade de haver proteinas de cobre presentes na amostra e que contribuam para
a sobrestimacdo da concentragdo de cobre nas amostras da N,ORicro € N2OR e

A N,0OR,icro €M termos de valores de coeficiente de extingdo molar (Tabela 3.X.) é mais
semelhante a enzima isolada da bactéria Pa. pantotrophus (anaerdbia) que possui coeficientes
com valores mais elevados. Enquanto que a N,OR,,, é idéntica a redutase do Oxido nitroso

isolada de Pa. pantotrophus (aerdbia).

Tabela 3.X. Valores experimentais dos coeficientes de extingdo molar (€) da redutase do 6xido nitroso
proveniente de Ma. hydrocarbonoclasticus, e da literatura de Pa. pantotrophusm], Achromobacter
xy/osoxidans[83] e Ps. stutzeri”". No caso de Ma. hydrocarbonoclasticus, obtiveram-se os valores de € para
ambas as enzimas em estudo (N,ORqicro € N,ORpa)-

COEFICIENTES (M ™.cm™)

BACTERIA ENZIMA €550 nm €300 nm €640 nm

N,ORpicro 12151 4845 5560

N2ORmicro_sh n.d. n.d. 5273

Ma. hydrocarbonoclasticus'
N,OR;,. 6053 3489 3774
N,OR;n, sh n.d. n.d. 1439

ANAEROBIA 8000 3000 4400
Pa. pantotrophus"I

AEROBIA 5000 3944 3833
Achromobacter xylosoxidans'’ ANAEROBIA 10500 n.d. 5300
v ANAEROBIA 14000 n.d. 6100
Ps. stutzeri
AEROBIA 6700 4000 3400

' Através da forma completamente oxidada com ferricianeto de potassio
" Através da forma reduzida com ditionito

""Por monémero

"“Por dimero

n.d. —ndo determinado

[26], e aquando do isolamento da

De salientar, que segundo Prudéncio e colaboradores
N,OR de Marinobacter hydrocarbonoclasticus (mesma bactéria de onde foram isoladas as
enzimas em estudo), se obteve um Egio nm = 7,1 MM ecm™ (dimero, determinagdo através de
proteina), valor semelhante ao obtido para a amostra de N,OR,n, (3,8 MM cm™ — mondémero ou
7,5 mMcm™ — dimero, determinacéo pela quantificacio de cobre).

Aguando da ativagdo da enzima com incubagdo de 5 horas com metil-viologénio

reduzido e posterior desalting, verifica-se que a N,ORpio tendo em conta os valores de
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coeficiente de extingdo molar mantem-se semelhante a Paracoccus pantotrophus (anaerdébia), ja
a N,0OR;.,torna-se idéntica a enzima de Ps. stutzeri (aerdbia).

Com a determinagdo dos coeficientes de extingao molar da Figura 3.19. foi possivel
recalcular a concentracdo das proteinas redutase do éxido nitroso antes da ativacdo (N,ORpicro €
N,OR...) e depois da ativacdo com incubacdo de 5 horas com metil-viologénio reduzido
(N2ORmicro_sh € NOR,na sn) como apresentado na Tabela 3.XI., necessdrias para estimativa da

atividade especifica da N,ORicro € N,OR,1a, €M 3.7. do presente capitulo.

Tabela 3.XI. Concentragdo da proteina N,ORmicro, N2ORana, N2ORpicro_sh € N2ORana sn (@s duas Gltimas apds
ativacdo da enzima) através dos coeficientes de extingdo molar estimados.

ENZIMA CONCENTRACAO PELO ESPETRO' (UM)
N;ORnicro 41
N2ORmicro_sh 7
N,ORna 71
N2OR;na_sn 10

'Célculo de proteina (por dimero) pelo espetro utilizando €g40 nm = 11,1 mM™t.em™

(N20Rmicro), €s40nm = 10,5 mM™.cm™ (N2ORpmicro_sh), Esaonm = 7,5 MM .cm™ (N20R,na),
€640nm = 2,9 mM*tem? (N2OR;na_sh), na forma reduzida com ditionito.

3.7. Atividade especifica

Nos estudos de atividade enzimatica da N,OR na presenca do seu parceiro redox
fisiolégico, apresentados e discutidos adiante, optdmos por usar o citocromo css, do crescimento
em condi¢Ges anaerdbias estritas, uma vez que este possui um grau de pureza superior ao
obtido do crescimento em condi¢bes microaerdfilas.

Como referido na Introdugdo, os primeiros ensaios de atividade de reducdo do N,O
foram efetuados com a adicdo do substrato (N,0O) para iniciar a reagdo, isto é, a enzima era
adicionada em ultimo lugar®®. Este método foi utilizado para os ensaios com a enzima ativada
previamente durante 5 horas.

Contudo, parte dos ensaios de atividade realizados no trabalho experimental
conducente a esta dissertacdo, foram efetuados com o método descrito na sec¢do 2.2.3. dos
Materiais e Métodos. Este processo seguiu a nova versao do ensaio, conseguido por Dell’Acqua
e colaboradores (2008)**!, sendo que a reacdo é iniciada pela adicdo do substrato (adicionado
em ultimo lugar). Na realidade, foram efetuados 3 ensaios diferentes, quer para a enzima isolada
de massa celular obtida em condi¢des microaerdfilas (N,ORicro), OU anaerdbias (N,OR,,.). Assim,

estimou-se a atividade especifica da enzima N,OR:
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(i) Apds 3 horas de incubacdo da N,OR (ativagdo) com metil-viologénio reduzido
(ativagdo sem remocdo de redutores), usando o MV reduzido como doador de eletres no

ensaio enzimatico;

(ii) apods 5 horas de incubagdo com metil-viologénio reduzido sendo que, antes do
ensaio de atividade, foram retirados os agentes redutores (ativacdo prévia), usando o MV

reduzido como doador de eletrdes no ensaio enzimatico;

(iii) 5 horas de incubagdo com metil-viologénio reduzido sendo que, antes do ensaio
de atividade, foram retirados os agentes redutores (ativagdo prévia), usando o citocromo css;

reduzido como doador de eletrdes no ensaio enzimatico.

Os resultados obtidos a partir dos trés ensaios acima referidos estdo representados na
Tabela 3.XIl., para ambas as enzimas, N,ORnmico € N,OR,,,, de massas celulares em condicOes

microaerdfilas e anaerdbias estritas, respetivamente.

Tabela 3.XII. Tabela resumo das atividades obtidas para a N,OR proveniente de um crescimento de Ma.
hydrocarbonoclasticus em condi¢cdes microaerdfilas e anaerdbias estritas na presencga de nitrato, N,ORicro
e N,OR;,., respetivamente.

ATIVIDADE ESPECIFICA (LmOly,0/Min/mgyo)’

ATIVAGAO PRE-ATIVAGAO
(3 h INCUBACAO) (5h)
AbSss0 nm/AbSea0 nm. METIL-VIOLOGENIO (DE) METIL-VIOLOGENIO (DE) Css, (DE)
N,OR icro 1,7 51+18 33+19 0,22 + 0,004
N,OR, 2 1,3 81+31 55+ 10 2,04 + 0,086

" Para calculo da atividade, a quantificacdo de proteina, foi realizada pelo espetro utilizando €gig nm
=11,1 mM™.cm™ (N,ORpicro) € €620 nm = 7,5 MM ™.cm™ (N,0R;0) para incubagdo de 3 horas da forma
reduzida com ditionito de sédio, &g nm = 10,5 mM™*.cm™ (N2ORmicro_sh) € €gag nm = 2,9 mM™t.em™
(N2ORana_sn) para incubagdo de 5 horas

" Absorvancias do espetro da N,OR completamente oxidada com ferricianeto de potdssio

DE — Doador Eletrénico

Através da comparacdo entre os valores de atividade das fra¢des da redutase do dxido
nitroso utilizando o citocromo cs5;, como doador de eletrdes fisioldgico, e o metil-viologénio,
como doador de eletrdes ndo-fisioldgico, verificou-se que, para ambas as N,OR, o metil-
viologénio é o doador de eletrdes mais eficiente, sendo que a atividade especifica estimada
usando o parceiro redox fisioldgico, citocromo css;, € muito baixa, Tabela 3.XIl. Este facto

corrobora o reportado na literatura, que embora a atividade especifica seja dependente da
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concentracdo de N,O e do doador de eletrGes, nas mesmas condicGes a atividade é sempre mais
baixa aquando da utilizacdo do citocromo ¢s5, como doador de eletrdes®.

Na literatura, uma possivel explicacao para esta diferenca observada, aquando do uso
dos dois doadores de eletrbes, é o tipo de interacdo existente entre o metil-viologénio e a
enzima, sendo a reacdo mais eficiente devido a reducdo direta do centro CuZ pelo doador nao-

43 De facto Dell’Acqua e colaboradores

fisiolégico, por comparagdo com o citocromo Css;
aquando do uso de 10 uM de citocromo css, como doador de eletrGes e a enzima ativada,
obtiveram cerca de 0,3 umoly,o/min/mgy,0r de atividade, bastante idéntica a estimada para
N,ORicro- Contudo, no caso do uso de metil-viologénio como doador de eletrGes estes autores
obtiveram um valor de atividade de aproximadamente 140 umoly,o/min/mgy,0r Muito distinto
do valor estimado quer para N,OR,icro 0U N,OR,,.,, de facto como observado pelo espetro acima
apresentado, em 3.5. do presente capitulo, mesmo com a incubac¢do prolongada da enzima nao
se conseguiu super reduzir a N,OR. Também, pode observar-se que, aguando da incubacdo da
enzima durante 3 horas com metil-viologénio reduzido (tempo suficiente para reducdo completa
do centro CuZ* a [4Cu+])[43], se obteve maior atividade especifica que no caso da enzima ativada
durante 5 horas. Esta observacdo pode ser explicada (i) quer pelo facto de existir oxigénio
dentro da camara de luvas em quantidades suficientes para interferir no ensaio de atividade
realizado na presenca da enzima ndo-ativada; uma vez que o oxigénio faz aumentar a atividade,
por ajudar na oxidacdo do metil-viologénio, e, de facto, o que estamos a seguir é a oxidacdo
deste aquando da transferéncia de eletrdes para a N,OR, como mostra o esquema da Figura
3.20.; (ii) quer pelo facto de, aquando do processo de desalting, a enzima ter perdido cobre,

uma vez que foi estimada, por ICP, a perda de cobre nas amostras apds desalting (dados nao

apresentados).
Ccs, OX/MV ox N,ORred N,O
Ccs, red/MV red N,OR ox N, + H,0

Figura 3.20. Esquema da mediagdo eletrdnica para a N,OR. O citocromo css,/metil-viologénio reduzido é
imediatamente oxidado pela N,OR, a qual é reoxidada depois da conversdo do N,O a N..

Css, — Citocromo css,, MV — Metil-viologénio, N,OR — Redutase do Oxido Nitroso, N,O — Oxido Nitroso, N, —
Azoto Molecular, H,0 — dgua. Adaptado de®®.

E, ainda, de salientar que a enzima com maior contribuicdo de CuZ* relativamente ao
CuZ apresenta maior atividade especifica (N,OR,,.), quer na presenca do doador eletrdnico

fisiolégico, citocromo cs5;, ou do doador artificial, metil-viologénio, em qualquer uma das
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condicOes testadas. Na realidade, ja se tinha verificado o mesmo acontecimento num estudo
efetuado com uma outra enzima purificada de outro crescimento em condi¢cdes anaerdbias
estritas e na presenca de nitrato também ela com maior contribuicdo de CuZ*, contudo esses
dados ndo foram mostrados.

Poderiamos, entdo, concluir que a N,OR quando isolada com o centro CuZ na forma de
CuZ*, [1Cu**-3Cu"], apresenta maior atividade especifica que a enzima isolada na forma purple,
com o centro CuZ no estado [2Cu**-2Cu*], o que corrobora o observado por Rasmussen et al.
(2002). Estes autores mostraram que independentemente do tratamento efetuado a enzima (de
Pa. pantotrophus), precedido ao ensaio de atividade, ou seja, quer tenha sido completamente
oxidada com ferricianeto de potassio, reduzida com ascorbato ou ditionito, a enzima com maior
contribuicdo de CuZ* apresenta maior atividade”®. Sabendo que uma atividade especifica de
160 pmoly,o/min/mgn.or corresponde a 100% de CuZ na forma de CuZ*, podemos estimar,
novamente, a percentagem de CuZ e CuZ* em ambas as proteinas, N,OR o € N,OR,,o. Pelo que
se obteve aproximadamente 32% de CuZ* para a N,OR,.o € cerca de 51% de CuZ* para a
N,OR,.., estando estes valores ligeiramente diferentes do calculado pelo espetro (40% CuZ* —
N,ORicro € 80% CuZ* — N,OR,,,). Contudo, como verificamos anteriormente, apds pré-ativacdo
da enzima com incubacdo prolongada de 5 h com metil-viologénio reduzido, obteve-se valores
de atividade mais baixos que o esperado, por ndo se conseguir obter a forma super reduzida.
Deste modo, faz sentido que a percentagem de CuZ* presente nas proteinas (calculado através
da atividade especifica com 3 h de incubacdo com metil-viologénio reduzido) seja inferior ao que
deveria corresponder a realidade. No entanto, esta realidade podera dever-se a outros factores,
como inibicdo pelo metil-viologénio ou perda de cobre.

Assim, podemos afirmar que ha uma relacdo direta entre a quantidade de CuZ* e a
atividade enzimatica. A diferenca observada é explicada pelo facto de que somente o CuZ* pode
ser super reduzido a [4Cu’], e é esta forma da enzima que apresenta maior atividade especifica
para a redu¢do de N,0 a N,. Apesar de varios autores indicarem que esta forma nao é fisioldgica,
é de referir que mesmo usando o doador de eletrdes fisioldgico se verificou que a atividade é
maior quando a enzima tem maior quantidade de [4Cu’], ou seja, o centro CuZ estd mais na
forma Cuz*.

Contudo, em ensaios mais recentes, como o observado por Wunsch et al. (2005), em
que, aquando do estudo de um mutante duplo dos genes nosX e nirX, observou-se uma maior
atividade especifica in vivo para as células através das quais a enzima isolada possui maior
contribuicdo de CuZ comparativamente a CuZ*. No entanto, apds isolamento da enzima de Pa.

denitrificans, ambas as enzimas possuem atividade especifica semelhante, observando-se um
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ligeiro aumento para a enzima com maior contribuicio de CuZ* mas esse aumento ndo é
considerado significativolﬁl]. Deste modo, torna-se essencial realizar mais estudos para se poder

concluir qual é a forma da enzima mais ativa in vivo.
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4. CONCLUSOES

Nos crescimentos de Marinobacter hydrocarbonoclasticus em condi¢cbes microaerdfilas
na presenga de 10 mM de nitrato em biofermentador de 2 L, concluimos que a bactéria atinge
uma maior densidade ética a 600 nm no ensaio efetuado a pH 7,5, pelo que este pode ser
considerado o pH étimo de crescimento. Através da quantificacdo de nitrito (método de Griess),
verificdmos que a desnitrificacdo é induzida pela presenca de nitrato no meio de cultura, e que
esta ndo é inibida mesmo na presenca de oxigénio (taxa de arejamento de 0,2 vvm), para todos
os pHs em estudo. A desnitrificacdo tem inicio 2 h apds a inoculacdo e o maximo de nitrito
obervou-se a aproximadamente 5 h do inicio do ensaio (a pH 8,5 observa-se um atraso). Através
dos ensaios de atividade de redugdo do éxido nitroso, observamos que o aumento da atividade
enzimdtica é acompanhado pela diminuicdo da concentracdo de nitrito no meio, o que
corrobora a ordem do processo da desnitrificacdo. A reducdo de nitrito a oxido nitrico é
realizada em Ma. hydrocarbonoclasticus pela nitrito redutase citocromo cd,, que é responsavel
pelo segundo passo da desnitrificacdo (primeira etapa que ocorre no periplasma da bactéria); ja
a redutase do 6xido nitroso, que catalisa a reducdo do oxido nitroso a azoto molecular, é a
responsavel pelo Ultimo passo da desnitrificagdo.

Por fim, verificdmos que o ensaio realizado a pH 6,5 (mais acido), apresenta atividade de
redugdo do 6xido nitroso mais baixa (0,11 U/mg,), que corrobora as observagdes de Bakken et
al., que para solos mais acidicos se verificam emissdes de dxido nitroso mais elevadas, sendo
que a pH 8,5 se observou uma maior atividade enzimética de redugdo de N,0 (2,63 U/Mgpro).

A redutase do 6xido nitroso obtida a partir do crescimento em condi¢Ges microaerdfilas
foi isolada na forma purple com um maximo de absor¢do a 550 nm e um ombro a 640 nm, sendo
que o centro CuA se encontrava maioritariamente na forma [Cu*-Cu’] e o centro CuZ no estado

[2Cu®*-2Cu’]. Esta enzima continha uma maior contribuicdo de CuZ comparativamente a CuZ*
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(68% de CuZ e 32% de CuZ*), com uma razdo de AbSssy nm/AbSgao nm de 1,7 (para a N,OR na forma
completamente oxidada). Esta purificagdo teve um rendimento de 2,69 Mgnzor pura/Lmeio- POF
outro lado, a enzima purificada do crescimento em condi¢des anaerdbias estritas possuia
maximos de absor¢do a 550 nm e 640 nm (em que a banda de absorcdo a 640 nm é mais intensa
gue no caso anterior), sendo que o centro CuZ correspondia a uma mistura de CuZ e CuZ*, com
praticamente igual contribuicdo (49% de CuZ e 51% de CuZ*), com uma razdo de Absssg nm/AbSesg
»m de 1,3 (para a N,OR na forma completamente oxidada). Purificagdo com um rendimento de

0; 15 mgNZOR_Pura/Lmeio-

Segundo a literatura, a enzima é mais rica em CuZ do que CuZ* aquando do seu

(7511761185 'No entanto, no presente caso, o isolamento da

isolamento na auséncia de oxigénio
enzima foi realizado nas mesmas condicGes, na presenca de oxigénio, e o que foi alterado foram
as condicdes de crescimento da bactéria. O que se verificou é que a enzima isolada de células
obtidas na presenca de algum oxigénio apresenta o centro CuZ mais oxidado (CuZ no estado
[2Cu**-2Cu*]), enquanto que a enzima isolada de massa celular obtida em condicdes de
anaerobiose estritas o centro CuZ encontra-se na sua maioria na forma redox inerte e inativo,
CuZ*. Pela espetroscopia de UV-visivel podemos verificar, ainda, que ambas as enzimas
possuiam o centro CuA parcialmente reduzido, dado que, aguando da oxidacdo da redutase do
Oxido nitroso com ferricianeto, se observa aumento da absorvancia aos comprimentos de onda
caracteristicos deste centro e que aquando da ativacdo da enzima com metil-viologénio reduzido
durante 5 horas nao se conseguiu obter a forma super reduzida da N,0R, centro CuZ no estado
[4Cu™], para ambas as enzimas. O espetro que se observa deve corresponder a enzima com o
centro CuZ na forma de CuZ, sendo que serd em maior quantidade para a enzima isolada de
células obtidas em condi¢des microaerdfilas.

Relativamente aos coeficientes de extingdo molar da enzima obtida a partir de uma
massa celular em condi¢bes microaerdfilas, esta é mais semelhante a enzima isolada da bactéria
Paracoccus pantotrophus (€sso nm = 12,2 mM ™ cm™ e €ga0 nm = 5,6 MM cm™, por monémero) que
possui valores de coeficiente de extingdo molar a estes comprimentos de onda mais elevados.
Enquanto que a enzima isolada a partir de massa celular obtida em condi¢Ges anaerdbias
estritas apresenta coeficientes de extingdo molar idénticos a redutase do éxido nitroso isolada
de Paracoccus pantotrophus em condi¢cdes aerdbias (€ssp nm = 6,1 mM™cm™ e €0 om = 3,8 MM’
'em™, por monémero). Ainda, segundo Prudéncio e colaboradores®®, e aquando do isolamento
da N,OR de Marinobacter hydrocarbonoclasticus (mesma bactéria de onde foram isoladas as
enzimas em estudo), obteve-se um €g0 nm = 7,1 MM cm™ (dl’mero[zel, determinacdo através de

concentragio de proteina), valor semelhante ao obtido para a amostra de N,OR,n, (3,8 MM cm™
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(monémero) ou 7,5 mM™*cm™ (dimero), determinacdo efetuada através da quantificacdo de
cobre).

Finalmente, aquando da andlise da atividade especifica, observou-se que, quer na
presenca do doador de eletrdes fisioldgico (citocromo css,, purificado de massa celular em
condi¢des anaerdbias estritas com uma razdo de pureza, Abssis nm/AbSgy nm, de 6,7 com um
rendimento de 0,1 Mgssa pura/Lmeio), quer do doador artificial (metil-viologénio), a enzima com
maior contribuicdo de CuZ*, proveniente do crescimento em condi¢cOes anaerdbias, apresenta
maior atividade (81 U/mg,: com ativagdo de 3 horas e metil-viologénio como doador de
eletrdes, 55 U/mgpot € 2 U /mgy0r, ambos com pré-ativagdo de 5 horas e como doadores de
eletrdes o metil-viologénio e o citocromo css,, respetivamente). E, também de salientar que se
observou que o centro CuZ na forma de CuZ nio se reduz a [4Cu’], enquando que o CuZ* é
reduzido através da incubacdo prolongada com metil-viologénio reduzido, pelo que serd a
espécie [4Cu’] que apresenta maior atividade especifica que o centro CuZ mesmo na forma mais

reduzida como [1Cu®*-3Cu'].
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PERSPETIVAS FUTURAS

No estudo efetuado nesta dissertacdo, observou-se que o ensaio realizado a pH 6,5
apresenta menor atividade de reducdo do dxido nitroso e, de facto, segundo Bakken et al., em
solos acidicos verificam-se maiores emissées de N,O comparativamente com solos mais basicos.
Para confirmar estas hipdteses, estudos demonstraram que a expressdo dos genes nosZ, que
codificam para a redutase do 6xido nitroso, e nirS, que codificam para a redutase do nitrito, é
geralmente mais baixa a pH 6 do que a pH 8™,

Assim, seria interessante isolar a enzima a partir de crescimentos celulares efetuados a
diferentes pHs, como os realizados neste presente trabalho (pH 6,5, 7,5 e 8,5).

Para esse fim, seria vantajoso realizar crescimentos de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus em fermentador de 10 L a diferentes pHs, monitorizar a densidade
celular, atividade de redugao do dxido nitroso e concentragdo de nitritos durante o ensaio, bem
como monitorizar diretamente do crescimento a quantidade de dxido nitroso. A partir destes
crescimentos, efetuar a purificacdo e caracterizagdo da enzima assim como a sua completa
caracterizagdo espetroscopica por espetroscopia de UV-visivel e RPE. Com a enzima isolada dos
crescimentos, deveriam efetuar-se ensaios de atividade com os doadores de eletrGes fisioldgico
e artificial, para melhor compreender a influéncia do pH na producdo da redutase do oxido

nitroso.
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ANEXOS

ANEXO |. MEIO EMS (DO FRANCES, EAU DE MIER SYNTHETIQUE) LIQUIDO

Solugdo A (983mL)
NaCl: 11,7g
MgsQ..7H,0: 12,3g

KCl: 0,75g

Tris-base: 6,05g

NH.Cl: 3g

Na-Lactato 60%: 2mL
Extracto de levedura: 1g

KNO;: 1g

Ajustar o pH a 7,5 com HC|

Meio EMS (Eau de Mer Synthétique): 983mLA + 4mLB + 10mLC+2ml D+ 1mLE

Solugdo B

K,HPQ,: 18,6mg/mL

ANEXOS

Solugdo C

CaCl,.7H,0: 1M

Solugdo D

FeS0,.7H,0: Img/mL

Esterilizar
autoclave

no

* Armazenar as solugdes D e E a 42C

Esterilizar
por filtracdo

©=0,2um

\

Solugdo E

(Oligoelementos Starkey 1000x)

FeS0..7H,0: 6,2¢

ZnS0,.7H,0: 2,2g

MnS0,.7H,0: 0,84¢g

CuS0,.5H,0: 0,25¢g

C0S0,.7H,0: 0,9g
BO,H,: 0,06

MO,NH,.4H,0: 1g

Ni(NOs),.6H,0: 0,04g

Na,Se0s: 0,02g

Adicionar 52mL de HCI

22,30mM
5,00mM
3,60mM
1,00mM
3,20mM
0,97mM
0,80mM
0,14mM

0,12mM

Volume final: 1L

Figura A.1. Receita de Meio EMS (Eau de Mer Synthétique) liquido para crescimento da bactéria

7

Marinobacter hydrocarbonoclasticus. O meio é composto por 5 solugbes, solugdes A, B, C, D e E. As
solugdes A, B e C (vermelha, amarela e verde, respetivamente) sdo esterilizadas no autoclave a uma
temperatura de 120 °C durante 20 minutos e a uma pressao de 1 bar, enquanto que as solugdes D e E
(azul e roxa, respetivamente) sdo esterilizadas por filtracdo a chama e conservadas a 4 °C. O Meio EMS é
composto por 98,3% de solucdo A, 0,4% de solucdo B, 1% de solugdo C, 0,2% de solugao D e 0,1% de
solugdo E, constituidas pelos elementos evidenciados acima. A receita aqui apresentada é para um Vg, =

1L
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ANEXO Il. MEIO EMS sOLIDO

Meio EMS sdlido: 250 mL de Agar 2X + 250 mL de EMS 2X

* Todas as solu¢bes do meio EMS 2X tém que ser preparadas com a concentragdo 2X e ser adicionadas na propor¢do do meio EMS liquido.

Deixar o agar arrefecer antes de adicionar.

Meio EMS (Eau de Mer Synthétique) 2X: 241,5mL A + 2mLB + 5mLC+ 1mID + 0,5mLE

Solugdo A (241,5mL) Solugdo B Solugdo C Solugdo D Solugdo E
NaCl: 5,85g K,HPO,: 37,2mg/mL CaCl,.7H,0: 2M FeS0O,.7H,0: 2mg/mL (Oligoelementos Starkey 1000x)
MgS0,.7H,0: 6,15¢g FeS0..7H,0: 6,2g 44,60mM
KCl: 0,375g ZnS0,.7H,0: 2,2¢g 10,00mM
Tris-base: 3,025g MnSQ,.7H,0: 0,84g 7,20mM
NH,Cl: 1,5g CuS0..5H,0: 0,25¢g 2,00mM
Na-Lactato 60%: 1mL C050,.7H,0: 0,9¢g 6,40mM
Extracto de levedura: 0,5g BO;H;: 0,06¢g 1,94mM
Esteril Esterilizar
. sterilizar no .
KNOs: 0,5g por filtragio MO;NH..4H,0: 1g 1,60mM
— | autoclave

$=0,2um Ni(NO;),.6H,0: 0,04g  0,28mM

Ajustar o pH a 7,5 com HCl Na,Se0;: 0,02g 0,24mM
'\ Adicionar 52mL de HCI
* Armazenar as solugbes D e E a 42C Volume final: 500 mL

Figura A.2. Receita de Meio EMS (Eau de Mer Synthétique) sélido para crescimento da bactéria
Marinobacter hydrocarbonoclasticus. O meio é composto por 50% de Agar e 50% de EMS 2X. O Meio EMS
2X é constituido por 5 solugGes, solugdes A, B, C, D e E. As solugdes A, B e C (vermelha, amarela e verde,
respetivamente) sdo esterilizadas no autoclave a uma temperatura de 120°C durante 20 minutos e a uma
pressdo de 1 bar, enquanto que as solugdes D e E (azul e roxa, respetivamente) sdo esterilizadas por
filtragdo a chama e conservadas a 4 °C. O Meio EMS 2X é composto por 96,6% de solucdo A, 0,8% de
solugdo B, 2% de solugdo C, 0,4% de solugdo D e 0,2% de solugdo E, constituidas pelos elementos
evidenciados acima. A receita aqui apresentada é para um V = 250 mL (EMS 2X) e um Vo = 500 mL (Agar
+ EMS 2X).
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ANEXO Ill. REAGENTE BIURETO (METODO DE LOWRY)

Tabela A.l. Composicdo e modo de preparagdo da solugdo do reagente Biureto para método de
quantificagdo de proteina através do método de Lowry.

PREPARACAO
(para 500 mL)
Dissolver 0,75 g CuSO,.5H,0 + 3 g tartarato de Na/K

em 250 mL de H,0 destilada
Dissolver 15 g de NaOH

em 100 mL de H,0 destilada

iii. Juntar solugdo ii. a solugéo i.

Adicionar 0,5 g KI

Perfazer para 500 mL com H,0 destilada
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ANEXO IV. COMPOSICAO DOS GEIS E SOLUCOES DE ELETROFORESE SDS-PAGE E PAGE

Tabela A.ll. Composigdo quantitativa dos géis de poliacrilamida 12,5% (m/v) e 10% (m/v) em solugdo-
tampao Tris-Tricina. Independentemente da percentagem do gel de separagdo, o gel de concentragdo é
sempre o mesmo. O APS (do inglés, Ammonium Persulphate) ou Persulfato de amaénia (Sigma-Aldrich®), e
o TEMED (do inglés, Tetramethylethylenediamine, com a férmula (CH;),NCH,CH,N(CHs),), da Merck, sdao
adicionados imediatamente antes de colocar a solugdo no suporte de vidro, para evitar polimerizacdo
antes da aplicagdo da solugdo do gel no local adequado. As solugdes para realizagdo de géis sdo guardadas
a 4 °C, a excecdo do APS, que é conservado a -20 °C. O stock da mistura de Acrilamida/Bisacrilamida tem
uma percentagem diferente para o gel de separagdo e concentra¢do, 41,5%/1,5% (m/v) e 48%/1,5%
(m/v), respetivamente. Caso o gel seja nativo, o tampdo em que é efetuado o gel (Tris-HCI 3 M, pH 8,45 e
0,3% (m/v) de SDS), embora no mesmo volume, tem uma composicdo diferente (sem agente
desnaturante, SDS).

REAGENTE GEL SEPARACAO GEL SEPARACAO GEL CONCENTRACAO
(12,5%) (10%) (4%)
ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA 1,1 mL 0,9 mL 0,2 mL
TAMPAO DO GEL 1,4 mL 1,4 mL 0,6 mL

GLICEROL 100 % 0,7 mL 0,7 mL -

Acua MiLLI-Q 1mL 1,25 mL 1,6 mL
APS 10% 35 uL 35 L 16 plL
TEMED 3,5 uL 3,5 uL 2,4 uL

Tabela A.lll. Composi¢cdo quantitativa da solugdo aquosa do tampdo de amostras para eletroforese SDS-
PAGE. A receita apresentada é para um V., = 20 mL. Caso se trate de um gel nativo, o tampao ndo
contem agentes desnaturantes (B-mercaptoetanol e SDS).

REAGENTE QUANTIDADE
TriS-HCL 0,5 M PH 6,8 5mL
SDS 10% 8mlL
B-MERCAPTOETANOL 1mL
GLICEROL 2mlL
AzUL BROMOFENOL 4 mg

Tabela A.IV. Composi¢do quantitativa da solugdo corante para géis SDS-PAGE e PAGE. A solucgdo é perfeita
com agua destilada a 250 mL. Para géis nativos, a solugdo corante é a mesma.

REAGENTE QUANTIDADE
AzuL CooMASSIE R-250 5mL
Acipo ACETICO GLACIAL 8mL
METANOL 1mL
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Anexo V. VALORES UTILIZADOS NA DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR APARENTE DAS
AMOSTRAS DA REDUTASE DO OXIDO NITROSO

Tabela A.V. Valores utilizados na determinagao da massa molecular aparente da N,;ORicro € N;ORna.
Sendo que V; =24 mL, V,=7,74 mL e que a equagdo da reta era K,, =-0,2619 (log (MM)) + 1,657.

V. (mL) K,y log (MM)  MASsSA MOLECULAR (Da)
RIBONUCLEASE A 17,19 0,581181 4,1367 13700
OVALBUMINA 14,72 0,429274 4,6335 43000
CONALBUMINA 13,96 0,382534 4,8751 75000
ALDOLASE 12,62 0,300123 5,1953 156800
FERRITINA 10,63 0,177737 5,6532 450000
N,ORmicro 13,20 0,335793 5,0447 110840
N,OR.na 13,22 0,337045 5,0399 109627
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Anexo VI. PERFIS DO NITRITO E ATIVIDADE DE CRESCIMENTO EM BIOFERMENTADOR DE 10 L,

PH 7,5
1400 - - 10000
= - 9000
& 1200
£ - 8000
~N
E 1000 - 7000
~N
] - 6000 S
2
E 800 el
E - 5000 g
T, 600 - 4000 2
(]
*GJ
-g 400 - 3000
T
3 - 2000
& 200
1000
O T TH T ._. T T .‘ 0

15 20 25 30 35 40 45
Tempo de crescimento (h)

Figura A.3. Quantificagdo de nitritos a preto (eixo vertical secunddrio) e variagdo da atividade de redugdo
do N,O a azul (eixo vertical principal), em fun¢do do tempo de crescimento a pH 7,5 de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus em biofermentador de 10 L (condi¢Ges microaerdfilas e na presenca de 10 mM de
nitrato). Crescimento que se utilizou para purificar a N;ORmicro-
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Anexo VII. ESPETROS TEORICOS DA REDUTASE DO OXIDO NITROSO
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Figura A.4. Espetros da N,OR de Paracoccus pantotrophus[73] (I.), de condicGes anaerdbias (A.) e aerdbias
(B) (em funcgdo do coeficiente de extingdo molar por mondmero), e de Achromobacter xy/osoxidans[83] (n.),
de condi¢Bes anaerdbias. Linhas sdlidas — oxidada com ferricianeto, linhas tracejadas — reduzida com
ascorbato e linhas ponteadas — reduzida com ditionito. A — como foi isolada, B — depois de oxidagdo sob
condigBes anaerdbias com ferricianeto e C — depois de redugdo com ditionito (em atmosfera anaerdbia).
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