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Resumo

A utilizacdo de bactérias € uma alternativa sustentdvel a sintese quimica de
nanoparticulas metalicas, devido a facilidade de cultivo e baixo custo. Anteriormente,
nosso grupo de pesquisa demonstrou a capacidade de Herbaspirillum seropedicae
SmR1 reduzir HAuUCl, e formar nanoparticulas de ouro (AuNPs). Neste trabalho
avaliamos o efeito da fonte de carbono, pH externo e mutacdes genéticas sobre a
biorredugéo. O cultivo bacteriano ocorreu em meio NFbHPN contendo malato ou
glucose e a reducéo ocorreu a 30 °C e 120 rpm durante 10 dias em pHs 4,50; 6,30;
6,80; 7,30 ou 7,80 na presenca de HAuCl, 1mM. A formag&o de AuNPs ocorreu para
bactérias cultivadas em meio contendo glucose ou malato e em todos os pHs
avaliados. O lipopolissacarideo desta espécie parece ndo estar envolvido na
biorreducédo, pois a delecdo destes genes em mutantes LPSEB e RAMEB-B nao
impediram a formacdo de AuNPs. Porém, o mutante MBFNR231 sem genes integros
para a codificacdo de uma redutase nao produziu AuNPs, sugerindo a importancia
desta enzima para a reducao por esta espécie.

Introducéo

A biossintese de nanoparticulas metalicas por bactérias é uma das
metodologias alternativas e sustentaveis a sintese quimica devido ao seu baixo
custo, auséncia de residuo toxico gerado e sua facilidade de cultivo, a qual permite
producdo em larga escala. Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou
gue a Betaproteobactéria Herbaspirillum seropedicae SmR1 é capaz de reduzir o
acido tetracloro aurico (HAuCl;) com formacédo de AuNPs. A bioquimica envolvida na
formacao de AuNPs por bactérias ainda ndo esta totalmente esclarecida, pois além
de complexa, é distinta entre as espécies. Alguns estudos sugerem a participacao
de unidades monossacaridicas do lipopolissacarideo (LPS) de membrana na
biorreducdo (TUGAROVA, et al., 2013) ou que redutases da membrana
citoplasmatica participem desse processo (GHOLAMI-SHABANI, et al., 2015). O
LPS é um glicoconjugado formado por um lipideo A, um nucleo oligossacarideo
(core) e o antigeno-O. Neste trabalho avaliamos o efeito de duas estirpes mutantes
com alteracdo de LPS. A estirpe LPSEB apresenta delecdo do gene waal,
responsavel pela sintese da enzima antigeno—O-ligase, a qual ancora o antigeno-O
ao core. O mutante RAMEB-B, possui delecdo do gene rfbB, um dos quatro genes
responsaveis pela via de biossintese de L-ramnose, monossacarideo presente em
maior quantidade no LPS. Para avaliar a importancia das proteinas da cadeia
transportadora de elétrons, utilizamos o mutante MBFNR231, com dele¢do nos seus
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trés genes fnr-like, de ativadores transcricionais de genes envolvidos na expressao e
atividade de oxidases do tipo cbb3 e na biogénese do citocromo c da cadeia
transportadora de elétrons (BATISTA et al., 2013). Paralelamente, avaliamos outros
fatores que possam influenciar a producdo das AuNPs como a fonte de carbono e
pH do ambiente redutor.

Materiais e Métodos

As estirpes utilizadas neste trabalho foram SmR1 [estirpe selvagem, resistente a
estreptomicina (SmF)], estirpe LPSEB [H. seropedicae SmR1 waal’, Sm', resistente
a Canamicina (Km'), BALSANELLI, 2010]; RAMEB-B [H. seropedicae SmR1 rfbB’,
Sm', resistente a tetraciclina (Tc") , BALSANELLI, 2010], MBFNR231 (H.
seropedicae SmR1 fnrl™ fnr2'fnr3,, Sm" , BATISTA, et al., 2013). O crescimento das
estirpes ocorreu em meio NFbHPN (KLASSEN et al.,1997), contendo malato, lactato
ou glucose como fonte de carbono, 10% (v/v) de meio LB (SAMBROOK et al., 1989)
e 0s respectivos antibioticos Km 100 pg/mL, Tc 10 pg/mL e/ou Sm 80 pg/mL, a 30
°C e 120 rpm por 3 dias. Para a biorreducéo as suspensdes foram centrifugadas a
4000 rpm por 10 minutos, ressuspendidas e lavadas duas vezes com 30 mL de
solucado salina estéril (NaCl 0,85%). A concentracao final de HAuCl, foi de Immol/L
em salina (pH 4,50) ou solucédo tampéo fosfato 0,1 mol/L pHs 6,30; 6,80; 7,30 ou
7,80. As suspensdes contendo ouro e 0s controles negativos foram incubados a 30
°C e 120 rpm por 10 dias, protegidos da luz.

Apés a biorreducédo do HAuCl,, aliquotas das suspensdes foram centrifugadas
a 4000 rpm por 10 minutos e lisadas com tamp&o de lise (0,1% de dodecilsulfato de
sédio (SDS) e 0,2 mol/L de NaOH) para analise por espectrometria de UV-Vis em
aparelho Varian Cary 50 Bio a fim de verificar a presenca de banda plasmon entre
520 a 540 nm das AuNPs. Para a caracterizagcdo das AuNPs, as amostras foram
depositadas em telas de carbono e analisadas por Microscopia Eletrénica De
Transmissdo (MET) em aparelho JEOL JEM 1200EX-1l a 120 kv. O didametro médio
das AuNPs foi obtido utilizando o programa ImageJ a partir da medida de 150
AuNPs em diferentes campos das imagens obtidas pela andlise por MET.

Resultados e Discusséo

Os ensaios de variacdo do pH sobre a bioreducdo de SmR1 mostrou que a
concentracdo de ions H* afeta a formacdo de AuNPs. Apés incubacéo por 10 dias
com HAuUCI,; houve variacdo de coloracdo das solugbes e do tamanho médio das
AuNPs (Figura 1, A até H). Quando a bioreducao ocorreu em salina pH 4,50 houve
desenvolvimento de coloracédo roxa e as AUNPs apresentaram diametro médio de 7
nm. Quando mantidas em pH 6,30, apresentou coloracdo violeta escura e AuNPs
com didmetro médio de 13 nm. Em pH 6,80, desenvolveu coloracéo lilas e AuNPs
com diametro médio de 18nm. Em pH 7,30, apresentou coloracdo avermelhada e
AuNPs com diametro médio de 22 nm e em pH 7,80 coloracdo résea, AUNPs com
diametro médio de 15 nm e presenca de grandes aglomerados, superiores a 100
nm.

A fonte de carbono também parece influenciar a formagdo das AuNPSs.
Quando a estirpe SmR1 foi crescida em meio contendo malato e incubada na
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presenca HAuUCI, e salina, apresentou mudanca de coloracdo da suspensdo pérola
para roxa apos 10 dias e AUNPs com diametro médio de 6 a 14 nm. Para a mesma
estirpe, crescida em meio contendo glucose, a coloracdo desenvolvida apés
incubacéo foi rosea e as AuNPs formadas apresentaram diametro médio de 26 nm
(Figura 1, | e M). Nao houve crescimento bacteriano no meio contendo lactato e,
portanto, ndo foram feitos teste de biorreducdo do ouro nesta condicdo. A banda
plasmon foi observada em todas as amostras entre 520 a 540 nm no espectro UV-
Vis.
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Figura 1. Efeito do pH (A-H), da fonte de carbono (I-J) e de estirpes mutantes (K-L) de H.
seropedicae na producéo de AuNPs. A-D e I-L: Analise por espectroscopia UV-Vis evidenciando a
presenca de banda plasmon (seta preta) e coloracdes das solugbes. E-H e M-P: Imagens obtidas por
MET . SMR1 incubada na presenca de HAuCl, em tampao fosfato pH 6,3 (A e E - aumento de 15kx),
pH 6,8 (B e F- aumento 15kx), pH 7,3 (C e G, aumento 5kx), pH 7,8 (D e H, aumento 4kx), em salina
pH4,5 (J e N, aumento 10kx). Biorreduc&o a partir de SmR1 crescidas em meio contendo glucose (I e
M, aumento 20kx) e a partir de LPSEB (K e O, aumento de 8kx) e RAMEB-B (L e P, aumento de 8kx).

O estudo do efeito das mutacbes mostrou que SmR1 e LPSEB
desenvolveram mudanca de coloragdo pérola para violeta e para résea na estirpe
RAMEB-B apdés os 10 dias de reducao. Entretanto, ndo foi evidenciada mudanca de
coloracdo na estirpe MBFNR231. A formacdo das AuNPs foi confirmada pela
presenca de banda plasmon em regifes entre 520 a 540 nm no espectro UV-Vis em
todas as estirpes (Figura 2), exceto para MBFNR231, a qual ndo foi capaz de reduzir
o HAuCl, nas condicdes testadas e apresentou banda de Au" (HAuCl, n&o reduzido)
em 310 nm. LPSEB produziu AuNPs com variadas formas e tamanho médio de 7nm,
enquanto que RAMEB-B formou AuNPs esféricas com diametro médio de 5 nm.
Ambos mutantes LPSEB e RAMEB-B possuem deficiéncia na sintese do LPS. No
mutante LPSEB ha a falta do antigeno-O de sua estrutura, enquanto gue o mutante
RAMEB-B é deficiente na inclusdo da ramnose na estrutura oligossacaridica do LPS.
Juntos os resultados obtidos sugerem que o LPS nao estd envolvido no transporte
do ouro para o espaco intracelular em H. seropedicae e nao participa do processo
de biorreducdo. Em contrapartida, os componentes da cadeia transportadora de
elétrons parece ser importante para a formagédo das AuNPs em H. seropedicae, uma
vez que a delecao do seu ativador transcricional incapacitou esta estirpe de reduzir o
sal de ouro.



%4
v

| ¢

Absorbancia

Comprimento de Onda (nm)

Figura 2. Espectroscopia UV-Vis das suspensdes de MBFNR231 e HAuCl, 1 mM. Auséncia de

mudanca de coloracéo, de banda plasmon e presenca de Au" (seta azul).

Conclusdes

Os resultados obtidos mostraram que H. seropedicae foi capaz de produzir AUNPs
guando crescido em meio contendo malato e glucose como fontes de carbono. O pH
do meio de reducéo influencia o tamanho e forma das AuNPs. O LPS néo esta
envolvido no transporte do ouro para o espaco intracelular em H. seropedicae e néo
é fundamental para a sua biorreducdo. Genes expressos a partir de FNR sao
importantes para o processo de biorreducao do ouro e formagcdo de AuNPs em H.
seropedicae.
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