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CASTRO, Lorena Mota de. Isolamento, caracterizagdo e andlise gendémica de bactérias
produtoras de polihidroxialcanoatos (PHAS) isoladas em rios do Amazonas. 2022. 109 p. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Universidade do Estado do Amazonas, Amazonas, 2022.

RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo polimeros que possuem potencial para substituirem os
plasticos derivados de fontes ndo renovaveis de substratos e sao naturalmente acumulados por
microrganismos. Este estudo propds o isolamento, identificacdo e analise genémica de bactérias
provenientes de aguas escuras em tributarios do Rio Amazonas, capazes de sintetizar PHA
utilizando diferentes fontes de carbono como substrato. Um meio de cultivo seletivo foi elaborado
a partir da agua superficial coletada, que foi enriquecida com material orgénico > 100KDa ao ser
filtrada em filtro tangencial. Uma aliquota da agua coletada foi espalhada neste meio preparado e
foram obtidos 28 isolados que, apds replicacdo em meio mineral salino e confirmagdo da
fluorescéncia, 6 isolados foram selecionados. Outras 3 bactérias foram incluidas neste estudo. O
método de coloragio das células com o corante BODIPY ™ 505/515 também foi aplicado para
confirmacédo das bactérias acumuladoras de PHA. Ralstonia pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp.
LB_TupeE foram isoladas de um lago de &guas pretas localizado na reserva ecoldgica do Tupé,
Iranduba, AM, Brasil. O isolado LB_TupeA foi capaz de acumular poli-(R)-3-hidroxibutirato
[P(3HB)] quando cultivada em meio mineral salino acrescido de glicose, frutose e 6leo de soja
com rendimentos de 299.7, 573.4 e 622.2 mg.L, respectivamente. Esta mesma cepa ndo acumulou
PHA guando cultivada em lignina alcalina, porém P(3HB) foi detectado quando acido vanilico e
galico foram utilizados em uma concentragdo de 10 g.L*. Por meio do sequenciamento e anotag&o
gendbmica desta cepa, verificou-se que essa possui 0 arcabougo genético que possibilita o
metabolismo desses derivados de lignina seguido da sintese de PHA. Altos rendimentos de P(3HB)
foram obtidos com Aquitalea sp. quando submetida a cultura em uma fase, resultando em um
aumento de 25x no acimulo de PHA em comparagdo com a cultura em duas fases. Aquitalea sp.
LB_TupeE produziu 1324.8 e 1060.0 mg.L de P(3HB) respectivamente, quando foram utilizados
como substrato glicose e sacarose. A identificacdo e confirmacdo taxondmica da cepa LB_RP2,
isolada do rio Preto (Barcelos-AM), foi alcangada por meio de técnicas de anélise gendmica com
a obtencdo dos indices ANI (Average Nucleotide Identity) e TCS (Tetra Correlation Search) e
analise de sequéncias multi-locus (MLSA) de genes do tipo housekeeping anotados do genoma
deste isolado, confirmando assim que LB_RP2 se trata de um Bacillus paramycoides. Os genes
associados as vias metabolicas de sintese de P(3HB-co-3HV) foram mapeados em B.
paramycoides LB_RP2 e foi observado que esta cepa acumula P(3HB) quando cultivada em meios
ricos em nutrientes. Em suma, esse é o primeiro relato de sintese de PHA por B. paramycoides e
0 sequenciamento de todo o genoma desses isolados permitiu a identificacdo do background
genético para utilizacdo de diversas fontes de carbono para a sintese de PHA.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos; Bactéria; Lignina; Genoma
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CASTRO, Lorena Mota de. Isolation, characterization, and genomic analysis of
polyhydroxyalkanoate-producing bacteria (PHASs) isolated from Amazonian rivers. 2022.
109 p. Thesis (Doctorate in Biotechnology) — State University of Amazonas, Amazonas, 2022.

ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polymers that have the potential to replace plastics
derived from non-renewable sources of substrates and are also naturally accumulated by
microorganisms. This study proposed the isolation, identification, and genomic analysis of bacteria
from blackwaters in tributaries of the Amazon River, which are capable of synthesizing PHA using
different carbon sources as substrate. A selective cultivation medium was prepared from the
collected surface water, which was enriched with organic material of > 100 KDa when filtered in
a tangential filter. An aliquot of the collected water was spread in this prepared medium and 28
isolates were obtained, which, after replication in saline mineral medium and fluorescence
confirmation, 6 isolates were selected. Another 3 bacteria were included in this study. The method
of staining the cells with the dye BODIPY ™ 505/515 was also applied for confirmation of the
PHA-accumulating bacteria. Ralstonia pickettii LB_TupeA and Aquitalea sp. LB_TupeE were
isolated from a blackwater lake located in the Tupé ecological reserve, Iranduba, AM, Brazil.
Bacillus paramycoides LB_RP2 was isolated from the Preto River, which is a tributary of the
Negro River and located in Barcelos, AM, Brazil. R. pickettii was able to accumulate poly-(R)-3-
hydroxybutyrate [P(3HB)] when cultivated in saline mineral medium with added glucose, fructose
and soybean oil and produced yields of 299.7, 573.4 and 622.2 mg.L™?, respectively. This same
strain did not accumulate PHA when cultivated in alkaline lignin, but P(3HB) was detected when
vanillic and gallic acid were used at a concentration of 10 g.L ™. Through sequencing and genomic
annotation of this strain, it was observed that it has a genetic framework that allows the metabolism
of these lignin derivatives after the synthesis of PHA. High yields of P(3HB) were obtained with
Aquitalea sp. when subjected to one-phase culture, which resulted in a 25-fold increase in PHA
accumulation when compared to two-phase culture. Under the conditions mentioned, Aquitalea
sp. produced 1,324.8 and 1,060.0 mg.L* of P(3HB) respectively, when glucose and sucrose were
used as a substrate. The identification and taxonomic confirmation of LB_RP2 was achieved using
genomic analysis techniques and acquisition of ANI (Average Nucleotide Identity) and TCS (Tetra
Correlation Search) indices and analysis of multi-locus sequences (MLSA) of housekeeping-type
genes annotated from the genome of this isolate, thus confirming that LB_RP2 is a Bacillus
paramycoides strain. The genes associated with the metabolic pathways of synthesis of P(3HB-
co-3HV) were mapped in B. paramycoides LB _RP2 and it was observed that this strain
accumulates P(3HB) when grown in nutrient-rich media. In short, this is the first report of synthesis
of PHA by B. paramycoides, and the sequencing of the entire genome of these isolates permitted
the identification of the genetic background for use of various carbon sources for PHA synthesis.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates; Bacteria; Lignin; Genome
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1. INTRODUCAO

Diversos setores foram impactados positivamente com a invencao dos plasticos. Desde
a fabricacdo de embalagens, que permitem a conservacao e aumento de tempo de prateleira dos
alimentos, até a aplicacdo de polimeros avangados em uma ampla gama de especialidades
médicas, sdo alguns exemplos dos inimeros beneficios atrelados a essa invencao. Porém, o
continuo aumento da fabricacédo e descarte desse material tem levado a reflexdo constante da
importancia de se lidar com esses residuos gerados. A substituicdo por polimeros
biodegradaveis pode ser cotada como a alternativa mais promissora para substituir os plasticos
derivados de combustiveis fésseis, sendo a adequacdo dos custos de produgdo um dos seus
principais desafios. Os polihidroxialcanoatos (PHA) séo poliésteres produzidos biologicamente
a partir de fontes de carbono renovaveis (OBRUCA et al. 2021) que sdo conhecidos pela sua
alta degradabilidade. Diversos estudos existentes investigando estes biopoliésteres apresentam
diferentes abordagens. Entre estas destacam-se o isolamento de microrganismos acumuladores
de PHA de ambientes naturais (HIGUCHI-TAKEUCHI et al., 2016; NG e SUDESH, 2016); a
elucidacéo das vias metabolicas envolvidas na sintese de PHA utilizando diferentes fontes de
carbono (FUJITA et al., 2007; LU et al., 2009); construcdo de vias por meio de engenharia
metabdlica para a sintese de polihidroxialcanoatos compostos por diferentes copolimeros
(STEINBUCHEL e LUTKE-EVERSLOH, 2003); assim como, das principais enzimas que
estdo atreladas a sintese e degradacdo destes polimeros (CHEK et al., 2017; NUMATA et al.,
2004; USHIMARU et al., 2014). Todavia, apesar dos desafios existentes e da extensa série de
estudos envolvendo estes polimeros, as pesquisas envolvendo estes biopoliésteres ainda sao
consideradas promissoras (MOZEJKO-CIESIELSKA e KIEWISZ, 2016; WANG et al., 2014),
principalmente pela variedade de substratos que podem ser aproveitados na sintese destes

polimeros e a versatilidade de suas propriedades mecanicas.

Uma grande variedade de microrganismos que sintetizam PHA vem sendo isolados,
estudados e geneticamente modificados no intuito de se obter avangos nessa tecnologia.
Ambientes naturais com baixa pressdo antropogénica sdo ambientes considerados ideais para o
isolamento de bactérias potencialmente ndo-patogénicas para aplicagdo nestes fins. A regido
Amazonica possui uma vasta biodiversidade conhecida mundialmente, sendo composta de
diversos ecossistemas (ROCHA e KAEFER 2019). Logo, a prospecgdo dos microrganismos
responsaveis pela degradacdo de compostos recalcitrantes, como residuos agro-industriais, por
exemplo, e 0 emprego destes microrganismos na producdo de biopolimeros necessita de maior

exploracdo na regido Amazonica.

15



1.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo propde o isolamento, identificacdo e analise genémica de bactérias provenientes
de aguas superficiais de tributarios do rio Amazonas, capazes de sintetizar PHA utilizando
fontes de carbono convencionais, variantes de lignina e seus subprodutos como fontes de

carbono.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar e identificar bactérias que sintetizem polihidroxialcanoatos a partir de fontes
convencionais e ndo convencionais de carbono;

e Aprimorar as condigOes de cultivo de forma se obter melhor rendimento na obtengao
deste bioproduto;

e Elucidar a estrutura molecular dos polimeros sintetizados a partir de diferentes
substratos como fontes de carbono;

e ldentificar genes associados as vias metabolicas de sintese de PHA nos genomas

anotados dos isolados selecionados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Plasticos: Importancia, desafios e alternativas propostas

Logo ap0s o inicio da Revolucgéo Industrial, na metade do século XVIII e inicio do XIX,
o0s pléasticos foram sintetizados com o objetivo de prover ou substituir materiais usados em
diferentes aplicacdes. Alguns polimeros foram desenvolvidos especificamente para substituir o
marfim que era bastante apreciado por sua plasticidade, especialmente o obtido a partir das
presas de elefantes devido a suas caracteristicas consideradas singulares (CHAIKLIN, 2010).
O polimero obtido (nitrato de celulose) chamado de “celuloide”, que foi de grande utilidade
para a industria cinematogréfica, juntamente com a baquelite, polianilina e o poliestireno,
marcaram o inicio da histéria dos plasticos industriais (RASMUSSEN, 2018; SEYMOUR e
KAUFFMAN, 1992). A versatilidade destes materiais resultou na difusdo do seu uso em todo
0 mundo. O setor da medicina foi um dos mais beneficiados, especialmente na producéo de
dispositivos descartaveis, como seringas, EPIs e sondas, por exemplo, que consiste em
praticamente 85% do seu uso neste setor (NORTH e HALDEN, 2013) reduzindo,
consideravelmente, o perigo de contaminacdo por meio de riscos bioldgicos. A inddstria de
alimentos também € um dos principais consumidores de plastico, pois estes aumentam o tempo
de estocagem dos alimentos protegendo-os das contaminagdes ambientais, preservando suas
caracteristicas sensoriais, possibilitando assim o seu transporte por longas distancias
(KOLLER, 2014). Com isso, os plasticos foram incorporados a sociedade moderna pos-
revolucdo industrial, logo, abolir o uso de plasticos ndo € algo simples de se propor.

Porém, a demora em se compreender a complexidade deste material tem levado ao seu
mal aproveitamento, assim como, nas tomadas de acdes para 0 descarte ou reaproveitamento
adequados destes polimeros (LOBO e BONILLA 2003). A gestdo inadequada da disposicédo
destes residuos (Figura 1) tem resultado em impactos de curto e longo prazo, como o seu
acumulo continuo nos sedimentos costeiros, giros oceanicos e no fundo dos oceanos, até a sua
incorporagdo na cadeia alimentar (HOHN et al., 2020). Neste ultimo estudo citado, estima-se
gue as emissdes de plastico irdo atingir o seu apice em 2029 e prevé que seu residuo ira se
acumular na superficie oceéanica até 2052. Além da problematica envolvida na gestdo dos
residuos plasticos, fatores como a finitude da matéria-prima para a sintese deste material e a
emissdo de gases de efeito estufa (GEE) ao longo de todo o processo da sintese ao descarte, é
motivo de preocupacdo. A substituicdo das materias primas provenientes de combustiveis
fosseis por biomassa € uma alternativa que pode futuramente auxiliar na reducéo das emissdes
destes GEE (ZHENG e SUH, 2019). Todos os esforgos voltados para agfes conjuntas de

remediacdo e prevencdo tém sido aprimorados nas Ultimas décadas. Entre estes, a remocao
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mecanica dos residuos acumulados nas zonas costeiras tem sido empregada continuamente,
porém, além das dificuldades na logistica dessas operacdes, o acimulo de uma parte destes
residuos no fundo dos oceanos e a fragmentacdo destes pela acdo do intemperismo, sugerem
que a melhor alternativa seja evitar que estes plasticos entrem no oceano (JAMBECK et al.
2015).

& Sy

Producgdo global primaria Produgéo global de

Residuo global de plastico [4sti
. S _— . astico
de plastico 275 milhBes de Estimativa do plastico na 581 milh8es de
270 rlmcljhoes de2010 toneladas/ano (2010) superficie dos oceanos toneladas/ano (2015)
foneladas/ano (2010) 10.000 - 100.000 toneladas
3
Plasticos que entram
nos oceanos
8 milhGes de
toneladas/ano
—
<

Producdo cumulativa de plasticos global
7,82 bilhdes de toneladas

Figura 1. Producéo de plasticos global e residuos gerados. Imagem adaptada de RITCHIE e ROSER (2018) a
partir de dados obtidos de JAMBECK et al., (2015) e ERIKSEN et al., (2014) - "Plastic Pollution". Publicado em:
OurWorldInData.org. Obtido de: 'https://ourworldindata.org/plastic-pollution’.

Nas zonas urbanas, entre as a¢cdes tomadas para lidar com os residuos plasticos destacam-
se 0 uso de aterros sanitarios, reciclagem e incineracdo. A maior parte destes rejeitos acabam
enterrados em aterros sanitarios, 0 que ocupa espaco e resulta na perda de boa parte do potencial
energético destes materiais que, neste sistema, sdo decompostos muito lentamente. Outra parte
é reciclada (dados mundiais: 18%, em 2015) (GEYER et al., 2017), porém, este fator depende
da acdo conjunta entre governantes e residentes para a separacdo meticulosa do pléastico dos
demais residuos, seguido da destinacdo correta deste. A incineragdo dos residuos néo-
reciclaveis € uma alternativa viavel que permite a geracdo de energia e 0s residuos solidos
restantes ocupam um espaco muito menor em aterros. Entretanto, a necessidade de se evitar a
producdo de poluentes organicos persistentes (POPs) presentes nos residuos da incineracao,

assim como, de controlar a emissdo de gases toxicos encarecem todo o processo, que vem sendo
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aprimorado ao longo dos anos juntamente com a reciclagem (OKUWAKI 2004; KAJIWARA
et al., 2021). Apesar de todos esses métodos serem de certa forma eficazes, a finitude do
petroleo, principal matéria prima utilizada na sintese de alguns dos principais polimeros, é um
fator que demanda a aceleracdo do processo de substituicdo do mesmo por outras
possibilidades. Conforme as estatisticas publicadas pela British Petroleum (BRITISH
PETROLEUM (BP), 2020), estima-se que restam, aproximadamente, 47 anos para que todo o

petroleo das reservas existentes seja consumido.

A producéo de bioplasticos como o bio-polietileno (Bio-PE), bio-polipropileno (Bio-PP)
e bio-poli(etileno tereftalato) (Bio-PET) é uma alternativa para reduzir o uso e a dependéncia
de petroleo (SIRACUSA e BLANCO, 2020). Porém, alguns destes biopolimeros ndo sédo
biodegradaveis, colocando em evidéncia novamente a problematica inicialmente citada.
Existem também bioplasticos que sdo biodegradaveis como a policaprolactona (PCL) e o poli-
(succinato de butileno) (PBS), no entanto, a sintese destes é dependente de petrdleo (RUDIN e
CHOI, 2013). Polioxoésteres como os polihidroxialcanoatos (PHA) tem recebido maior
destague devido a seu potencial em substituir os plasticos derivados de petroleo e alta
biodegradabilidade ndo limitada apenas as usinas de compostagem, como € o caso do acido
polilatico (PLA) (BUGNICOURT et al., 2014; DOI, 2002; MOZEJKO-CIESIELSKA e
KIEWISZ, 2016).

2.2. Polihidroxialcanoatos (PHA): Definicéo, principais fontes e aplicacfes

Polihidroxialcanoatos sdo poliésteres que consistem em unidades monoméricas de
hidroxiacidos (HA) que sdo conectadas por uma ligagdo éster (Figura 2) (MOZEJKO-
CIESIELSKA e KIEWISZ, 2016). De acordo com NODA et al. (1999), PHAs como o
poli(hidroxibutirato), P(3HB), produzidos por microrganismos sao polimeros estereorregulares
isotaticos semicristalinos com configuracdo 100% R, o que influencia na sua degradabilidade.
Sdo sintetizados e acumulados por uma vasta gama de microrganismos em forma de granulos,
funcionando como moléculas que estocam energia e fonte de carbono intracelular (HIGUCHI-
TAKEUCHI et al., 2016). Outra funcdo que a presenca destes granulos acumulados no
citoplasma dos microrganismos desempenha é a melhora na resisténcia destes ao stress e sua

adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais ndo ideais (OBRUCA et al., 2018).

Geralmente, a sintese e o acumulo deste polimero ocorrem quando o organismo é
submetido a condicBes de cultivo sob desequilibrio nutricional, como o excesso de carbono

associado ou ndo a limitacdo de nutrientes inorganicos como nitrogénio, fosforo, enxofre ou
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oxigénio (PRIETO et al.,, 2016; SURENDRAN et al., 2020). Aléem de sua funcdo de
armazenamento energético e manutencdo da integridade celular, o P(3HB) (poli-(R)-3-
hidroxibutirato), associado com polifosfato inorganico, compdem a formacéo de um complexo
de canais transmembrana, atuando na regulacdo das concentragdes internas de ions e servindo

como veiculos para o transporte seletivo desses ions entre as membranas (REUSCH, 2020).

I8

—0” (CHy)n
PHA
H3C H H C H
3 ) 0 2 O
c CHZ—C c CHZ—C C—CHz
o 0 - o o
(R)-3-hidroxibutanoato 3-hidroxivalerato R: C;H, - (R)-3-hidroxihexanoato
C,H,, - (R)-3-hidroxioctanoato
C,H,; - (R)-3-hidroxidecanoato
CyH,, - (R)-3-hidroxidodecanoato
CeHs
R c CHZ—C C—CHZ—C
0 o o e o 0
n n
R: CH, - 3-hidroxipropionato (R)-3-hidroxi-3-fenil (R)-3-hidroxi-4-

C,H, - 4-hidroxibutirato
C,H - 5-hidroxivalerato

Figura 2. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos (em cinza) e alguns dos principais monémeros elucidados.

Cerca de 150 tipos diferentes de PHA e seus blocos de construgdo foram elucidados,
sendo que o homopolimero P(3HB) é o mais estudado (CHEN 2010b). Com isso, existe uma
enorme variedade na composi¢do e comprimento das cadeias laterais de homo e copolimeros.
Outro fator importante acerca dos PHAs é o grau de polimerizagdo do biopolimero que, ndo
somente afeta 0 peso molecular do produto final, mas influencia significativamente em suas
propriedades mecanicas. Além das cadeias laterais alifaticas, a incorporagédo de um grupo lateral

fenil foi realizada para formar o copolimero de PHA poli (3HB-co-3-hidroxi-3-fenilpropionato)
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[P(3HB-co-3H3PhP)] por meio da expressdo de polihidroxialcanoato sintase do tipo Il de
Pseudomonas (PhaC1Ps) em Ralstonia eutropha PHB* (MIZUNO et al., 2017). A
diversificacdo dos monémeros ja identificados nestes poliésteres bacterianos € consideravel.
Copoliesteres insaturados, cadeias laterais contendo grupos funcionais como bromo, hidroxila
e metiramificados, aléem de acidos mercaptoalcandicos sdo exemplos de poliésteres ja
produzidos por processos de biossintese in vivo e in vitro (HAZER e STEINBUCHEL 2007).
Todos esses fatores somados torna o PHA uma familia de polimeros com uma série de

aplicacdes potenciais (DOI 1990).

Por serem biocompativeis, alguns produtos de PHA vém sendo comercializados com fins
em aplicacBes médicas, como: fibras para suturas, malhas de monofilamento absorviveis, filmes
para uso pos-cirdrgicos, como os fabricados pela Tepha® (Massachusetts — EUA). Alternativas
promissoras para substituir as embalagens descartaveis, que representam cerca de 45% de toda
a producdo de resina polimérica (GEYER et al., 2017), tém sido propostas por companhias
como a Kaneka (Hyogo — Jap&o) e a Biocycle® (S&o Paulo- Brasil). Utensilios como canudos,
sacolas de compra, talheres, embalagens de alimentos e copos tém sido produzidos a partir de
PHAs. Uma companhia que tem tido destaque na sintese de PHA ¢é a Yield10 Bioscience (antiga
Metabolix — EUA, criada em 2005) que comercializa bioplasticos biodegradaveis baseados em
PHA para diversas aplicagdes. Outro PHA bastante citado e comercializado ¢ o Nodax™
(Danimer Scientific-EUA) que é um copolimero de P(3HB-co-3HHX) produzido a partir de
6leo de canola. Destaca-se também o polimero Mirel™ que possui aplicagGes em moldagem
por injecéo, filme fundido e folha, revestimento por extrusdo, termoformacao e filme soprado,
que foi utilizado, por exemplo, para fabricar cartdes de presentes que se decompdem em 40 dias
em uma composteira (CHEN 2010a; DIGREGORIO, 2009; KOLLER e MUKHERJEE 2020).

A utilidade dos polihidroxialcanoatos se expande além do uso como plasticos. Alguns
estudos vém evidenciando a aplicagdo de PHAs na obtencdo de é&cido crotdnico
[CH3(CH)2COOH], um precursor de rotas alternativas para a sintese de produtos quimicos finos
e industriais de alto valor (MULLEN et al., 2014). Oligbmeros de PHA mostraram-se eficazes
para compor sistemas poliméricos de liberacdo controlada de pesticidas com resisténcia
potencialmente maior (KWIECIEN et al., 2015). As proprias unidades monoméricas dos PHAS,
os hidroxiacidos (HA), possuem uma ampla gama de aplicacbes em diferentes campos da

industria de cosméticos, de processamento de alimentos e farmacéutica (BHALLA et al., 2011).
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2.2.1. Classificacdo e propriedades mecanicas dos PHAS

Os PHAs apresentam multiplas variacdes estruturais, o que lhe confere diferentes
propriedades fisicas, possibilitando o seu uso em diversos campos de aplicacdo (KOLLER,
2014). Estes séo classificados em trés classes, conforme o nimero de carbonos da cadeia lateral,
sendo estas cadeias de curto, médio e longo comprimento (scl, mcl e Icl, respectivamente, do
inglés short, medium and large chain length). Os scl-PHAs possuem entre 3 e 5 4&tomos de
carbono, mcl-PHAs possuem entre 6 e 14 atomos de carbono e Icl-PHAS possuem mais de 14
atomos compondo a unidade monomeérica destes biopolimeros (KUNASUNDARI e SUDESH,
2011; RAZA et al., 2018).

Alguns PHAs como P(3HB) possuem propriedades (Tabela 1) em comum com outros
polimeros derivados de petroleo como o polipropileno (PP), tais como alta temperatura de fuséo
(~175 °C) e resisténcia a tragcdo (30-35 MPa). Porém, propriedades como tensdo de fratura
(tracdo) diferenciam significativamente sendo aproximadamente 5-60% e 400% para P(3HB) e
PP, respectivamente. Essa baixa capacidade de alongamento até a quebra também foi
visualizada em copolimeros como poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) [P(3HB)-co-
P(3HV)] (15%), sendo que a rigidez de ambos os polimeros € atribuida a fatores como a
cristalizacdo secundaria da fase amorfa a temperatura ambiente, temperatura de transicao vitrea
préxima a temperatura ambiente e baixa densidade de nucleacdo. (BUGNICOURT et al., 2014;
IWATA, 2005; TSUGE, 2016). De forma a reduzir a rigidez e conferir maior resisténcia ao
polimero, propde-se como solucao a copolimerizacao de P(3HB) com outros mondmeros. Em
compara¢do com o homopolimero P(3HB), copolimeros como o P(3HB-co-3HV) com
diferentes percentagens de HV possuem um ponto de fusdo menor (142-153 °C) e, quando
submetidos a aquecimento, mostram melhor manuten¢do do peso molecular com redugdo no
grau de cristalinidade (CHEN et al., 2013; OWEN et al., 1992).

O tamanho da cadeia lateral influencia diretamente nas propriedades mecanicas dos
PHAs. Por exemplo, o poli(3-hidroxibutirato), formado por uma unica unidade monomérica
(homopolimero), tem como principal caracteristica ser um polimero forte, porém quebradico
(CHUAH et al., 2013). Conforme o nimero de comondmeros dos copolimeros aumenta, com
a adicdo de 3-hidroxivalerato por exemplo, propriedades como a temperatura de fusdo (Tm) e
temperatura de transicdo vitrea (Tg) diminuem devido a espessura laminar reduzida,
aumentando assim o volume livre do polimero (KIMURA et al., 2002; MIZUNO et al., 2017).

Quanto a razdo dos monémeros em copolimeros, estes sdo divididos em copolimeros em

bloco ou randdémicos. Este controle na incorporacdo dos mondmeros, apesar de dificil, tem sido
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alcancado com o acréscimo intercalado da fonte de carbono em razdes pre-definidas, sendo
precedida da delecdo de genes relacionados a via de degradagao de acidos graxos (B-oxidacao).
Logo, tem sido constatado que materiais que possuem razfes estaveis dos seus monémeros
apresentam propriedades estaveis (CHEN e JIANG 2017; TRIPATHI et al., 2012; TRIPATHI
et al., 2013). TRIPATHI et al. (2013), utilizou Pseudomonas putida KTQQ20 transformada
com o cluster de genes phaPCJA de A. caviae cultivada com hexanoato e acido dodecandico
adicionados em sequéncia para produzir copolimeros em bloco composto de P(3HHX)-b-
P(15.86mol%. 3HD-c0-35.25 mol% 3HDD). Ao comparar os homopolimeros P3HHX e
P3HDD (WANG et al., 2011) que séo, respectivamente, amorfos e cristalinos, verificou-se que
cada bloco do copolimero obtido capturou as propriedades dos polimeros individuais, com
aumento na forca de tensdo, médulo de Young e alongamento até a quebra (CHEN e JIANG
2017). Esta diferenca na distribuicdo dos copolimeros nas propriedades fisicas do material fica
evidente no estudo de TRIPATHI et al. (2012) que compara copolimeros de P(3HB)/P(3HHX)

organizados de forma misturada, em blocos e randdémica.

Tabela 1. Propriedades mecénicas de alguns dos principais PHAs produzidos e caracterizados em comparagdo
com o polipropileno derivado de petréleo.

Temperatura Resisténciaa  Tensdo de

Poli

olmero de fusdo (°C) tracdo (MPa) fratura (%)
Polipropileno (PP) 176 38 400
P(3HB) 180 40 5-60
UHMW-P(3HB) ~ 1320 35
P(3HB-co- 20 mol% 3HV) 145 20 50
P(4HB) 53 0.97-104 150-1000
P(3HB-c0-2,4%-3HV-c0-13,4%-
3HHX) 114 8 481
P3HD 72.2 11.96 312.86
P3HDD 77.62 5.24 88.3

0,

PH_B/PHHx(PHHx 42 mol %) 173.8 4.32 10.14
(Mistura)
PHB/PHHx(PHHx 42 mol %) (Blocos) 1721 1.42 207.31
P(3HB-co-3HHx) (HHx 21 mol %) 55 4 184 75.99

(Randdmico)
WANG et al. (2011), LIU et al. (2011), TRIPATHI et al. (2012)

O peso molecular médio de PHAS sintetizados por bactérias estdo na faixa de 0.1-2.0x10°

g.mol™. Polimeros com peso molecular > 3.0x10° g.mol! sdo nomeados P(3HB) de peso

23



molecular ultra-alto [UHMW-P(3HB), do inglés Ultra-high Molecular Weight] (TSUGE,

2016). UHMW-PHA foi sintetizado por KUSAKA et al. (1997) em recombinante E. coli
abrigando os genes phbCAB da sintese de P(3HB) de Alcaligenes eutrophus. A sintese deste
UHMW-PHA aprimorada por IWATA et al. (2004) sendo obtido um material com alta
resisténcia a tracdo (1320 MPa) e alto mddulo de Young (18.1 GPa), apresentando potencial

para ser utilizado como fibra resistente, como, por exemplo, na aplicagéo de suturas.

A incorporacdo de unidades mcl-3HA em PHAs efetivamente reduz temperatura de fuséo
e a cristalinidade do polimero, fornecendo ductilidade, resisténcia e baixa capacidade de
contracdo, resultando em um polimero com potencial de uso em diferentes aplicagdes (CORRE
et al., 2012). Alguns mcl-PHA sdo homopolimeros amorfos ou semicristalinos com alta
capacidade de elongacéo até a quebra. CRUZ et al. (2016) obteve um copolimero formado de
unidades monoméricas de mcl-PHA composto de 3-hidroxioctanoato (3HO) (48 £ 7.3 mol%),
3-hidroxidecanoato (3HD) (3HHx) (12 = 1.1 mol%), 3-hidroxidodecanoato (3HDd) (31 + 2.6
mol%), com pequenas quantidades de 3-hidroxihexanoato (<1 mol%). Este mcl-PHA obtido
foi um polimero amorfo com baixa cristalinidade (6.0 = 0.2%), baixo ponto de fusdo (36.0

1.2 °C) e baixa temperatura de transicao vitrea (-16.0 + 0.8 °C).

Em suma, a producdo de polihidroxialcanoatos com composicao diversificada se deve a
escolha da cepa apropriada, associada as condicdes de cultivo e das fontes de carbono, o que
regula as propriedades fisicas e termais do biopoliéster obtido (HAZER e STEINBUCHEL,
2007).

2.2.2. Principais microrganismos sintetizadores de PHASs

2.2.2.1. Género Cupriavidus spp.

PHAs tém sido encontrados em uma grande quantidade de arqueobactérias e
eubactérias. Entre as bactérias sintetizadoras de PHA, nenhuma é tdo mencionada e investigada
qguanto a Proteobacteria Gram negativa Cupriavidus necator (nomeada anteriormente como
Alcaligenes eutrophus e Ralstonia eutropha) devido a sua capacidade de armazenar carbono
orgénico na forma de granulos de poli [R-(-)-3-hidroxibutirato] alcangando altas densidades
celulares (~118-200 g de massa celular seca por litro, MCS/L) em condi¢es litoautotrdficas ou
heterotroficas, acumulando entre 72-78% de PHA (homo e copolimeros) em termos de massa
seca, dependendo do método de cultivo aplicado (CHANPRATEEP et al., 2008; KAHAR et
al., 2004; POHLMANN et al., 2006). Outras bactérias do género Cupriavidus spp. foram
reportadas por sintetizarem PHAs. A cepa Cupriavidus malaysiensis USMAA1020 acumulou
entre 25-73% MCS de P(3HB-co-4HB) quando cultivada em y-butirolactona, 1,4-butanodiol e
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1,6-hexanodiol (HUONG et al.,, 2015, RAMACHANDRAN et al., 2018). Cupriavidus
basilensis C-8 mostrou a capacidade de acumular P(3HB) a partir da bioconverséo direta de
lignina kraft, produzindo 128 mg.L™* de PHA, porém, sua maior eficacia foi demonstrada na
degradacéo desse tipo de lignina em 44.4% (SHI et al., 2013; SHI et al., 2017).

2.2.2.2. Género Pseudomonas

Bactérias do género Pseudomonas spp. tém sido bastante estudadas, principalmente por
acumularem mcl-PHA, que sdo considerados PHAs com propriedades superiores, conforme
anteriormente abordado. Pseudomonas putida é uma bactéria presente em diferentes nichos que
apresenta alta robustez em condi¢cdes extremas e possui alta capacidade de degradar
xenobidticos recalcitrantes, além de ndo demandar nutrientes complexos para se desenvolver.
Tanto scl-PHA como P(3HB) e P(3HV) quanto mcl-PHA contendo unidades de poli (3-
hidroxihexanoato),  poli(3-hidroxiheptanoato),  poli(3-hidroxioctanoato) e  poli(3-
hidroxidecanoato), foram obtidos quando utilizadas fontes de carbono como glicose e octanoato
de sodio, por exemplo (BORRERO-DE ACUNA et al, 2014; ELBAHLOUL e
STEINBUCHEL 2009; POBLETE-CASTRO et al, 2012). Os genes envolvidos no
metabolismo de PHA de Pseudomonas aeruginosa sao homologos aos genes de P. putida,
acumulando PHA em octanoato e gluconato (HOFFMANN e REHM 2004). A producéo
simultanea de dois produtos de importancia biotecnolégica como PHA e biossurfactantes
(ramnolipidios) foi conseguida para P. aeruginosa utilizando 6éleo de palma como fonte de
carbono (em 10 mL.L? de dleo: 31% m/m de PHA e 436 mg.L de ramnolipidios). P.
aeruginosa, diferente de P. putida, secreta a enzima lipase que provoca a lise de triacilglicerois
em acidos graxos, possibilitando assim o uso de 6leos vegetais ndo hidrolisados na sintese de
PHA (MARSUDI et al., 2008).

No inicio das pesquisas, Pseudomonas oleovorans esteve entre 0s primeiros organismos
investigados e o mais publicado, juntamente com R. eutropha quanto ao acimulo de PHA. Foi
verificado que esta espécie acumula mcl-PHA utilizando agUcares simples, n-alcanos, acidos n-
alcanoicos e n-alcoois, sendo identificados polimeros contendo unidades de (R)-3-
hidroxioctanoato e (R)-3-hidroxihexanoato, sem o acimulo do scl-PHA P(3HB) (ANDERSON
e DAWES 1990). Um hibrido do gene que codifica a PHA sintase de P. oleovorans/Zoogloea
ramigera foi selecionado para compor a sequéncia dos plasmideos do DNA de transferéncia
(T-DNA) de vetores binarios usados para transformacao de Camelina sativa, o que resultou no
rendimento méaximo de 15.2% m/m de P(3HB) em termos de massa de sementes maduras
(MALIK et al., 2015).
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Pseudomonas fluorescens também esteve entre 0s primeiros organismos acumuladores
de PHA investigados, mostrando produzir mcl-PHA a partir de &cidos graxos, porém com
baixos rendimentos (2-10%) (HAYWOOD et al., 1989). JIANG et al. (2008) que isolaram P.
fluorescens do solo do Alasca — EUA, mostraram que essa cepa foi capaz de acumular 70 % de
P(3HB) (32 g.L* MCS) quando cultivada com licor de cana de aguicar em um biorreator de 5
litros. P. fluorescens, juntamente com P. aeruginosa, P. alcaligenes e P. cepacia, além de serem
espécies acumuladoras de PHA, foram investigadas quanto a especificidade de substrato de
suas lipases extracelulares e de suas polihidroxialcanoato depolimerases (enzima degradadora
de PHA) purificadas (JAEGER et al., 1995). Com isso, verificou-se que as PHA-depolimerases
fazem distincdo entre diferentes polimeros como scl-PHA e mcl-PHA e, com relagdo a
especificidade da P(3HO) depolimerase de P. fluorescens, verificou-se esta ser capaz de
hidrolisar copolimeros de scl-co-mcl PHA, porém, homopolimeros de scl-PHA ndo foram

hidrolisados por esta classe de depolimerases.

Ainda em relacdo a PHA-depolimerases, Pseudomonas pickettii (Burkholderia
pickettii), posteriormente classificada como pertencente ao género Ralstonia (YABUUCHI et
al., 1995), tem sido investigada quanto a eficidcia desta enzima ao ser excretada
extracelularmente em degradar copolimeros de scl-PHA como P(3HB-3HV) (HIRAISHI et al.,
2006; NUMATA et al., 2007; YAMADA et al., 1993; YAMASHITA et al., 2003). Poucos
estudos tém mostrado o potencial desta espécie em acumular poliésteres, como o de Bonatto et
al. (2004) onde a cepa de Ralstonia pickettii 61A6 acumulou P(3HB) utilizando sacarose e
melado de cana como fonte de carbono. Portanto, os géneros Ralstonia e Pseudomonas, sdo
considerados predominantes dentro do grupo das bactérias gram-negativas (BONATTO et al.,
2004; GOMEZ et al., 1996), entre as bactérias isoladas de solos sintetizadoras de PHA.
Ressalta-se também, a habilidade destas em consumirem diferentes fontes de carbono, que

variam entre agUcares simples até compostos recalcitrantes toxicos.
2.2.2.3. Género Bacillus spp.

As espécies pertencentes ao género Bacillus estdo entre 0s microrganismos mais antigos
ja utilizados em processos de fermentacdo. Com o avanco da bioquimica e das pesquisas em
analises genémicas, o conhecimento dos produtos de interesse biotecnolégico fornecidos por
estas espécies, assim como sua biosseguranca, tem aumentado consideravelmente,
possibilitando a melhor exploracéo destes organismos para aplicacdo em diferentes finalidades.
Um exemplo sdo os fatores como a capacidade de secretar diversas proteinas, como proteases

e amilases, por exemplo, associada as altas taxas de crescimento, sendo atrativos que colocam
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0 Bacillus spp. como o género com mais aplicacdo industrial atualmente (SCHALLMEY et al.,
2004). Com relacéo a sintese de PHAS, muitas espécies deste género tém sido reportadas por
acumularem este polimero com altos rendimentos (Tabela 2), comecando pelo Bacillus
megaterium, que foi a primeira bactéria descoberta por produzir estes poliésteres pelo
pesquisador Maurice Lemoigne em 1925. Porém, entre as industrias produtoras de PHA, apenas
a PHB Industrial S.A. (Brasil) produz P(3HB) a partir de Bacillus sp. com rendimento celular
>90 g.L"! acumulando >90% de PHA (m/m) (CHEE et al., 2010; MOZEJKO-CIESIELSKA et
al., 2016).

Em comparacdo com outros organismos produtores de PHA, as espécies de Bacillus
spp. possuem algumas vantagens como: desenvolvimento em condigdes extremas, crescimento
celular em substratos de baixo custo com alta habilidade de produzir estes biopoliésteres e
demanda de menos etapas no processo de extracdo do polimero produzido. Homo e
heteropolimeros de PHA tém sido produzidos em espécies deste género que adotam
mecanismos associados ou ndo ao crescimento. Sintese de PHA ndo associada ao crescimento
depende do desequilibrio de nutrientes, como a auséncia ou limitacdo de minerais, oxigénio e
excesso de fonte de carbono. A sintese de PHA associada ao crescimento demanda o
fornecimento de nutrientes de forma equilibrada (MOHAPATRA et al., 2017).

Bacillus subtilis € bastante aplicado na industria biotecnoldgica com a producdo de
proteinas recombinantes, enzimas, aminoacidos, alimentos e bebidas, principalmente por se
tratar de um organismo reconhecido como seguro, ou seja, que ndo produz toxinas que possam
ser nocivas aos seres humanos. Tanto esse fator quanto a auséncia de lipossacarideos na
membrana celular, caracteristico de bactérias gram-positivas, faz com que esse organismo seja
aproveitado como biofabrica de PHAs. ANJALI et al. (2014) verificou que B. subtilis ANM1
acumula PHA em meio Luria-Bertani (LB), suplementado com diferentes fontes de carbono,
onde os maiores rendimentos foram obtidos quando sacarose (1.58 g.L™) e melado de cana (2.5

g.L?) foram adicionados ao meio.

Espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus, tém sido reportadas por acumularem
PHAs quando cultivadas em diferentes substratos. Polimeros de 3HB contendo 2-4 % mol de
co-mondmeros de 3HHX, assim como, terpolimeros de 3HHx e 3HO, e copolimeros de P(3HB-
c0-3HV-co-6HHXx) foram produzidos por B. cereus ATCC 14579 usando, caproato, octanoato
e e-caprolactona como fonte de carbono, respectivamente (CABALLERO et al., 1995,
LABUZEK e RADECKA 2001, VALLAPIL et al., 2007). Bactérias produtoras de PHA podem

ser divididas em dois grupos conforme a condicao de cultivo aplicada. O primeiro grupo requer
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a limitacao de algum nutriente para que o acumulo de PHA seja eficiente. O segundo grupo
acumula PHA durante o seu crescimento (LEE 1996). B. cereus e outras espécies de Bacillus,
conforme mostrado por CHEN et al. (1991), acumulam PHA quando cultivadas em meio rico
nutriente (4.8-21.7% m/m de PHB) e triplicam o acumulo quando transferidas do meio rico

para 0 meio salino livre de nitrogénio rico em carbono (11.0-44.6% m/m de PHB).

Tabela 2. PHASs sintetizados por diferentes espécies pertencentes ao género Bacillus com alto acimulo de

polimero relativo a massa celular seca (>50%).

Espécie Fonte de Rendimento | PHA | Polimero Referéncia
P carbono % (m/m) | (g.L ) | sintetizado
B. subtilis ('zgf]'aado de 82.99 323 | P(3HB) | GOMAA (2014)
GOWDA e
B. thuringiensis | Amido 72.9 2.6 P(3HB) | SHIVAKUMAR
(2014)
B. mycoides Sacarose 69.4 2.49 P(3HB) | BORAH et al. (2002)
. P(3HB-co- | MASOOD et al.
B. cereus Glicose 80.6 - 3HV) (2017)
Bacillussp. | Glicerol 85.2 4.44 P(%':"f/';o' MORYA et al. (2018)
B. megaterium | 7 0P de 5206 172 | P(3HB) | OMAR etal. (2001)
Efluente de
B. licheniformis fabrica de 88.6 16.2 P?SSHI;l/BCgO SANGKHARAK e
' 6leo de ' ' POONSUK (2013)
3HH)
palma

Muitas espécies nativas pertencente ao género Bacillus produzem PHA em diferentes
substratos sendo muitos destes de baixo valor atrelado, como efluentes industriais, o que ajuda
a reduzir o custo do polimero final obtido. Processos de otimizagdo sdo necessarios para cada
espécie de forma a aumentar o rendimento de PHA. Entre as vérias estratégias adotadas podem
ser citadas: efeito da razéo C:N (GOWDA e SHIVAKUMAR 2014); uso de biofermentadores
para alcancar altas densidades celulares (MOZEJKO e CIESIELSKI 2013); mutacdo sequencial
de espécies nativas (SANGKHARAK e POONSUK 2013) e tratamento quimico dos substratos
para reduzir seu efeito citotoxico (GOMAA et al., 2014). Esses fatores somados fazem das
bactérias do género Bacillus, juntamente com o Pseudomonas, organismos bastante apreciados
por serem biofabricas de polimeros, metabolitos secundarios, producdo de energia e com
aplicacdo em biorremediacdo (MOHAPATRA et al., 2017).
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2.2.2.4. Género Aquitalea spp.

Bactérias do género Aquitalea sdo bacilos pequenos gram negativos, anaerobicos
facultativos que vem sendo isolados de ambientes naturais como péantanos, lagos humicos e
aguas doces (LAU et al., 2006, LEE et al., 2009, NG e SUDESH 2016). Por se tratar de uma
espécie classificada taxonomicamente recentemente, apenas quatro espécies estdo registradas
no NCBI pertencentes a este género: A. aquatilis, A. denitrificans, A. magnusonii e A.
pelogenes. Os demais organismos pertencentes ao género tém sido depositados como sem
classificacdo (Aquitalea sp.). Estes organismos tém atraido a atencdo pela sua capacidade de
acumular PHA. NG e SUDESH (2016) mostrou que Aquitalea sp. sintetizou P(3HB) quando
cultivada em meio mineral contendo agucares como glicose, frutose e sacarose como fonte de
carbono, além de produzir copolimeros de 3HV quando foram acrescidos no meio 0s sais
proprionato, valerato e heptanoato de sdédio. Copolimeros de 4HB foram incorporados ao
polimero quando adicionados ao meio 4-hidroxibutirato de sodio e y-butirolactona. Os estudos
com essas espécies demandam maior aprofundamento, principalmente no uso de substratos

mais econdmicos na sintese de PHA.

2.2.3. Fontes de carbono utilizadas na sintese de PHAS

2.2.3.1. Fontes de carbono tradicionais

Fontes de carbono baseadas em alimentos (food-based) sdo escolhidos primariamente
como substratos para a producdo fermentativa de polihidroxialcanoatos, por serem fontes
renovaveis de matéria-prima e devido a facilidade que microrganismos acumuladores de PHA
usarem esses substratos, principalmente os acguUcares simples. Substratos simples como
monossacarideos, triacilglicer6is e hidrocarbonetos podem atravessar a membrana celular
bacteriana, enquanto moléculas maiores poliméricas precisam sofrer uma transformacéo
extracelular para, enfim, serem metabolizadas intracelularmente (JIANG et al., 2016). Para a
sintese de biopolimeros em escala industrial, a glicose é considerada o substrato mais barato e
disponivel (AGNEW e PFLEGER 2013).

Alta replicacdo celular bacteriana, assim como, altos rendimentos em termos de
acumulo de PHA tem sido observado em variados microrganismos que sdo cultivados em
substratos simples. E. coli VG1 recombinante contendo o cluster de genes phbCAB acumulou
80.7% m/m de P(3HB) quando cultivada em glicose (YU et al., 2003). Alcaligenes eutrophus
H16 selvagem consegue utilizar apenas frutose como substrato, porém a mutante A. eutrophus
Glu-9 mostrou-se capaz de acumular 58% de P(3HB) em meio contendo glicose (20 g.L™?)

cultivada em sistema de cultura em dois estagios (KIM et al., 1995) Algumas bactérias do
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género Pseudomonas spp. sdo capazes de sintetizar mcl-PHAs utilizando glicose e outros
acucares simples, porém com rendimentos inferiores (10-26% m/m MCS) (KATO et al., 1996;
JIANG et al., 2016).

A inser¢do de mondmeros com especificos grupos enquanto estes séo sintetizados in
vivo ocorre ao se adicionar ao meio de producdo os precursores quimicos relacionados, o que
resulta na alteracdo da funcionalizacdo quimica do PHA sintetizado, alterando por fim suas
propriedades fisicas (KOLLER e MUKHERJEE 2020). A incorporacdo de unidades 4-
hidroxibutirato (4HB) ao copolimero ¢ alcancada quando é acrescido ao meio 1,4-butanediol,
4cido butirico ou acido y-hidroxibutirico (HAZER e STEINBUCHEL 2007). Copolimeros
contendo unidades 3HV podem ser obtidos, normalmente, quando acidos carboxilicos de
nmero de carbono impares como o acido propandico ou valérico (pentanoico) sdo fornecidos
ao meio de cultivo (KOLLER et al., 2005).

Oleos vegetais, semelhante aos aglcares, sdo considerados fontes de carbono baratas e
renovaveis, desejaveis para a sintese de PHA (CIESIELSKI et al., 2015), com rendimento
tedrico reportado maior (0.65 g.g™) que a glicose (0.30-0.40 g.gt) (CHANPRATEEP 2010).
Uma cepa recombinante de Wautersia eutropha possuindo o gene da PHA sintase de
Aeromonas caviae sintetizou o scl,mcl-PHA poli(3-hidroxibutirato-co-5 mol% 3-
hidroxihexanoato) utilizando 6leo de soja como fonte de carbono (AKIYAMA et al., 2003).
KAHAR et al. (2004) obteve altos rendimentos de P(3HB-co-3HHXx) ao cultivar a cepa
recombinante de R. eutropha PHB*/pJRDEE32d13 que abriga um gene de PHA sintase de
Aeromonas caviae (phaCAc) em meio mineral acrescido de 6leo de soja (20 g.Lt) em um
fermentador de 10 L. Foi também obtido uma producéo de massa celular de 138 g.L™* e 74%
(m/m) de conteddo de PHA apds 96 h de cultivo. Uma cepa mutante de P. aeruginosa foi
relatada por acumular 50.27% (m/m) (0.98 g.L™!) de PHA com 6leo de soja a 2% (ABID et al.,
2016). Um ocorrido pouco comum foi o encontrado por SINGH e MALLICK (2008), onde a
cepa isolada P. aeruginosa MTCC 7925 sintetizou um novo copolimero de PHA de cadeia
curta-longa (scl-co-Icl-PHA) contendo scl 3HAs [acido 3-hidroxibutirico (3HB) e &cido 3-
hidroxivalérico (3HV)] e LCL 3HAs de 3 - acido hidroxihexadecanoico (3HHD) e acido 3-
hidroxioctadecandico (3HOD) quando cultivada em meio mineral acrescido de 6leo de soja e
outras fontes de carbono de baixo valor. Maximo acimulo deste PHA (30-33% m/m) foi obtido

guando o 6leo de soja e 6leo de palma foram usados como substrato.

O uso de agucares e 6leos vegetais sdo de uso prioritario como fontes alimenticias,

portanto, é preferivel evitar conflito de uso ao elencar estes como matéria prima para sintese de
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biopolimeros. Apesar desse viés, um estudo feito por NONATO et al. (2001), que investigou a
producdo em larga escala de P(3HB) em uma usina de cana de agucar, pontuou que a produgdo
de PHA néo afetaria os estoques de aglcar, ndo afetando também o seu pre¢o. Contudo, maiores
esforcos da pesquisa tém sido voltados a exploracdo de materiais brutos de baixo custo com o
objetivo de reduzir o prego dos biopolimeros sintetizados (SINGH e MALLICK 2009).

2.2.3.2. Residuos industriais

O principal desafio da sintese de PHAs em larga escala é o preco do produto final que,
estima-se, ser 5 a 10 vezes maior comparado aos polimeros de origem petroquimica. Uma das
alternativas para reduzir esses custos de producdo é o uso de fontes de carbono mais baratas
para a sintese bacteriana desses biopolimeros (KOLLER 2014). Residuos de diferentes setores
industriais e agricolas sdo cotados como uma fonte abundante de matéria prima para a producédo
de PHA, além de oferecer uma alternativa sustentavel ao descarte inadequado destes residuos,
contribuindo com a reducao do impacto ambiental (PAKALAPATI et al., 2018).

Vaérios substratos de carbono de baixo custo, como melago, acido laurico, soro de leite,
celulose, 6leos vegetais e hidrolisados de amido sdo frequentemente testados quanto a sua
eficiéncia como substratos para bactérias produzirem PHAs (SINGH e MALLICK 2009).
TUFAIL e colaboradores (2017) obtiveram um rendimento maior com residuo de 6leo de fritura
(2% m/m), comparado com demais 6leos vegetais e com glicose, utilizando Pseudomonas
aeruginosa que acumulou cerca de 53.2% (23.7 g.L ) de PHA apds 72 h de incubagio. Outro
residuo da industria de refinamento de 6leo vegetal que foi aplicado na sintese de PHA foi o
destilado desodorizante de azeite (OODD, do inglés Olive oil deodorizer distillate), rico em
acidos graxos livres. Neste estudo, a espécie Pseudomonas resinovorans acumulou em um
biorreator cerca de 4.7 + 0.3 g.L™ (36 + 0.8% MCS) contendo meio mineral adicionado 20 g.L
! de OODD e o PHA produzido foi caracterizado como sendo um copolimero composto por 3-
hidroxioctanoato (3HO) (48 + 7,3 mol%), 3-hidroxidecanoato (3HD) (3HHXx) (12 £ 1,1 mol%),
3-hidroxidodecanoato (3HDd) (31 * 2,6 mol%), e 3-hidroxihexanoato (<1 mol%), possuindo
propriedades de cola adesiva com baixo ponto de fusdo (36.0 = 1.2 °C) (CRUZ et al., 2016).

As fontes de carbono mais utilizadas na produgdo de PHA estdo restritas a pequenas
moléculas e, em alguns casos, alguns acidos organicos e alcoois sdo usados como precursores
de copolimeros. Monossacarideos e dissacarideos podem ser aplicados diretamente no processo
de fermentacéo para obtencdo do PHA, em contrapartida, polissacarideos necessitam sofrer um
processo de hidrélise para serem fermentados (JIANG et al., 2016). Os componentes da

biomassa lignocelulésica (Celulose, hemicelulose e lignina) tém recebido atencdo das
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biorrefinarias com fins de aproveitamento dessa fonte abundante de carbono, mais
especificamente, na bioproducio dos PHAs (CESARIO et al., 2014). Todavia, boa parte dos
estudos existentes estdo voltados para a fermentacdo dos carboidratos poliméricos celulose e
hemicelulose e, segundo Jiang e colaboradores (2016) a lignina ndo é aproveitada para este fim
devido a sua natureza aromatica complexa. Entretanto, estudos como de MOUSAVIOUN et al.
(2012); NUMATA e MORISAKI (2015); TOMIZAWA et al. (2014) e WANG et al. (2018)
tém mostrado ser possivel o beneficiamento da lignina, tanto na forma de mistura de um
substrato com um PHA (blend) para aperfeicoamento das propriedades do polimero final,
quanto na utilizacdo desta como fonte de carbono para fermentacéo bacteriana e obtencédo deste

biopoliéster.

Os residuos da industria de processamento da cana-de-acUcar sdo bastante investigados
quanto ao seu aproveitamento como biocombustiveis e na biossintese de polimeros. Destaca-se
o melado de cana, que € o subproduto da remog&o da sacarose cristalina do licor de aguUcar, por
ser um substrato rico em sacarose e componentes adicionais como minerais e vitaminas do
complexo B (KOLLER et al. 2012). Tanto o melado de cana quanto outros subprodutos
relacionados a refinarias de acUcar (hidrolisado de bagaco e vinhaca de cana-de-acucar) foram
utilizados como fonte de carbono em um estudo publicado por DE PAULA et al. (2021). Neste,
constatou-se um maior crescimento e acimulo de PHA (5.88 +0.30 g.L%; 46.61 + 0.28%, m/m
MCS) quando Burkholderia glumae MA13 foi cultivada em meio mineral acrescido de melado
de cana bruto (30 g.L ™), sendo este polimero composto de 3HB-co-3HV (99.58/0.42%). PAN
etal. (2012) utilizaram Burkholderia cepacia ATCC 17759 para sintetizar 8.72 g.L* de P(3HB)
51.4% MCS a partir de hidrolisado hemicelulésico de bordd, uma matriz complexa que contém
xilose, ramnose, manose, glicose e outros derivados de agcucar menores e de lignina, em sistema

de fermentacdo descontinua (fed-batch).

Entre os componentes da renovavel biomassa lignocelul6sica, a lignina é a segunda mais
abundante, estando atrds somente da celulose, compreendendo cerca de 15-40% de sua
composigdo. Este polimero amorfo é composto de trés unidades fenilpropandides aril-C3
diferentes: alcool guaiacil (unidade tipo G), alcool p-cumarilico (unidade tipo H) e alcool
siringilico (unidade tipo S) (HAMMEL 1997, XU et al., 2019). A lignina é um subproduto
abundante da industria de celulose e papel e oferece um potencial para ser uma matéria prima
para quimicos, materiais, combustiveis e fonte de carbono para microrganismos (SHI et al.,
2017). Para ser metabolizada por microrganismos, a lignina precisa ser degradada

enzimaticamente. Na natureza, alguns fungos da podriddo branca secretam enzimas que
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degradam a lignina ainda unida a fibra vegetal, sendo estes, lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP) e lacase (Lac). Algumas bactérias capazes de metabolizar lignina tém sido
identificadas, como a Cupriavidus basilensis B-8 por exemplo, e estas utilizam vias metabolicas
mais elaboradas que as dos fungos para degradar este composto considerado recalcitrante (SHI
etal., 2013). Com relacdo a C. basilensis, esta mostrou capacidade de degradar lignina (44.4%
da lignina kraft a 2 g.L! em 7 dias) e acumular P(3HB) (128 mg.L* de PHA) utilizando a
lignina bruta a uma concentracio de 5 g.L%, sendo que se verificou que a atividade da enzima
MnP foi Lac apresentaram o maior nivel durante o processo (SHI et al., 2013, SHI et al., 2017).
Outra bactéria capaz de converter lignina em PHA identificada foi a Pandoraea sp. que
acumulou 24.7% (m/m) de P(3HB) em 6 g.L™ de lignina kraft (LIU et al., 2019). A abundancia
deste composto, assim como, seu potencial para ser utilizado como matéria prima para a sintese
de biopolimeros degradaveis, incentiva o desenvolvimento de estudos que visem isolar

bactérias capazes de metabolizar lignina e melhorar o rendimento dos polimeros sintetizados.
2.2.4. Proteinas relacionadas a sintese de PHA e suas vias metabdlicas

A composicdo quimica dos PHAs depende do substrato utilizado como fonte de carbono,
da polihidroxialcanoato sintase que cada microrganismo expressa e das rotas metabolicas que
sdo utilizadas para acumular estes polimeros. Entre as principais vias metabolicas (Figura 3) de
sintese de PHA pode-se citar as vias glicolitica, B-oxidacéo e biossintese de acido graxo de
Novo (NUMATA et al., 2013; POHLMANN et al., 2006; REHM et al., 2001). A via glicolitica
envolve a conversdo de glicose em piruvato em condi¢des aerobicas (KUMARI 2018). A B-
oxidacdo é a principal via quando acidos graxos sao usados como fonte de carbono, sendo que
a biossintese de &cido graxo de novo é a rota principal quando algumas fontes de carbono como
gluconato, acetato ou etanol sdo metabolizadas para acetil coenzima A (acetil-CoA) (REHM,
et al., 2001). As bactérias do género Pseudomonas sdo as principais representantes dos
produtores de mcl-PHA tanto a partir de fontes relacionadas, como acidos graxos, quanto fontes
ndo relacionadas entre si como glicose e glicerol. Um exemplo ¢ a sintese de copolimeros de
mcl-PHA por P. oleovorans quando cultivada em meio mineral acrescido de n-alcanos, n-
alquenos e acidos graxos de cadeia longa. A f-oxidacdo de unidades acil-CoA supre unidades
monomeéricas de substratos de carbono-par variando de C6 a C14 ou de substratos de carbono-
impar variando de C7 a C13. Porém, unidades menores que C6 ndo sdo incorporados ao PHA
formado, sendo convertidas em acetil-CoA e utilizadas para prover energia ou crescimento
celular por meio da via do ciclo do acido citrico (YU 2007). Acetil-CoA é o composto

intermediario chave que supre unidades 3-hidroxialcanoil-CoA de diferentes comprimentos que
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sera polimerizado em PHA pelas PHA sintases.

Muitas bactérias e algumas archaea utilizam a seguinte via de 3 etapas para sintetizar
P(3HB): O operon que compde 0s genes para a sintese de PHAs inclui uma b-cetotiolase (PhaA)
que une duas unidades de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA (ANDERSON e DAWES,
1990), uma acetoacetil-coenzima A (CoA) redutase (phaB) e uma sintase (PhaC). PhaC esta
envolvida na atividade de polimerizacéo de unidades (R)-3HA-CoA em P(3HA) com liberacédo
de CoA, controlando o peso molecular e a composicdo monomérica do PHA, sendo assim, as
enzimas chave para a sintese deste polimero (INSOMPHUN et al., 2014). A enzima PhaC, em
contraste com a alta especificidade quimica atribuida as enzimas, mostra uma versatilidade
notavel, sendo capaz de usar substratos artificiais como acidos mercaptoalcandicos, por
exemplo, para realizar a mesma reacdo de polimerizacdo levando a formacao de politioésteres
(DO, 2002).

Poliéster sintases (PhaC) pertencem a familia das transferases e sdo classificadas em
quatro classes baseado na especificidade de seus substratos, assim como, na composi¢édo de sua
subunidade, sendo que TAI et al. (2015) propos a existéncia de uma nova classe de PhaC que
esta sendo investigada. PHA sintases de Classe | sdo compostas de uma subunidade de PhaC e,
preferencialmente, utilizam como substrato unidades tio ésteres CoA contendo de 3 a 5 atomos
de carbono, resultando na formacéo de scl-PHA. PhaCs de Classe 1l também sdo compostas de
apenas uma subunidade de PhaC, porém possuem preferéncia por unidades 3-hidroxiacil-CoA
com comprimento de cadeia médio (6-14 4&tomos de carbono), resultando na formacao de mcl-
PHAs. PhaCs de Classe 111 séo constituidas de duas subunidades diferentes PhaC + PhaE, onde
a unidade PhaC possui similaridades na sequéncia de aminoacidos com as PhaC de classe | e Il
e, a subunidade PhaE nédo possui similaridade com nenhuma das PHA sintases. PhaCs de Classe
Il possuem afinidade por unidades tio ésteres CoA contendo 3 a 5 atomos de carbono (scl-
3HA-CoA), resultando na formagdo de scl-PHA. Semelhante as PhaCs de Classe 1ll, as de
classe 1V também sdo compostas de duas subunidades, sendo que a PhaE é substituida por uma
subunidade PhaR (PhaC + PhaR) e possui afinidade por 3HAsc -CoA (REHM 2003). Logo,
classificar as PHAs sintases contribui para o conhecimento de suas especificidades de

substratos.
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2.2.5. Bactérias produtoras de PHA na Regido Amazonica: Perspectiva

Nos diferentes ambientes que compdem a floresta Amazonica esta contida uma rica
biodiversidade que é considerada pouco conhecida em face da dimensdo deste ecossistema.
Tanto os microrganismos presentes nas aguas e solos, quanto a microbiota associada a plantas
abrigam uma vasta fonte de bioativos com potencial para aplicagcdo comercial (PEREIRA et al.,
2017). Quanto as bactérias acumuladoras de PHA provenientes dessa regido, alguns estudos
buscando isolar estes microrganismos foram realizados. LOPES et al. (2009) isolou bactérias
produtoras de PHA, utilizando xilose como fonte de carbono, de diferentes ambientes, incluindo
a floresta Amazénica e, espécies bem conhecidas por sintetizarem este polimero como B.
cepacia, B. megaterium, e B. cereus foram identificadas. Lynisibacillus € um género pouco
mencionado na literatura quanto a sintese de PHA, sendo este isolado do rio Madeira — AM por
FERREIRA et al. (2016), constatando-se que a cepa Lynisibacillus sp. UEA-20.171 acumulou
PHA utilizando glicose como fonte de carbono. MOURAO et al. 2020 investigou a otimizag&o
e sintese de P(3HB) da microalga Amazénica Stigeoclonium sp. cepa B23, ampliando ainda

mais o conhecimento acerca deste grupo de microrganismos presentes na regido.

Como foi explanado anteriormente, o beneficiamento da biomassa lignocelulésica para
a sintese de biopolimeros, assim como de residuos industriais pode ser alcancado utilizando
microrganismos capazes de metabolizar esses substratos. As caracteristicas naturais dos
mananciais Amazonicos fornecem pistas de onde estes microrganismos podem ser isolados. A
analise da composi¢do da matéria organica de alguns dos principais tributarios do rio Amazonas
mostrou que os acidos humicos e fulvicos dessas adguas sdo caracterizados pela presenca de
fenois derivados da lignina. Essa degradacdo da lignina de origem al6ctone é marcante em rios
de &guas escuras, principalmente, o rio Negro que difere dos demais tributarios com relacéo a
sua composicdo elementar (Carbono Orgénico Dissolvido ~ 10.8 mg.L™ em comparagio com
o valor encontrado no rio Amazonas de 4.82+0.33 mg.L™?) (ERTEL et al., 1986). Este mesmo
estudo mostrou um alto grau de biodegradacdo das substancias himicas do Rio Negro em
distincdo aos demais tributarios, ocorrendo, primeiramente, nas camadas aerobicas dos solos
podzolicos da regido do Rio Negro com posterior lixiviacdo destes fendis derivados de lignina
para o curso d’agua. TADINI et al. (2018) mostrou que os acidos humicos presentes em solos
podzolicos no municipio de Barcelos — AM sdo originados da degradacdo da lignina e
derivados. Com isso, 0 isolamento destas bactérias nativas capazes de metabolizar lignina e,

simultaneamente, sintetizar PHA merece extensiva exploragéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Diagrama metodologico

Isolamento e sele¢do de bactérias

acumuladoras de PHA

Vermelho do Nilo e BODIPY ™ 505/515

Cepas LB_Tupe AeE Cepa RP2

Identificagdo das vias

Reserva do Tupé/Iranduba iatabalicas

Rio Pretinho/Manacapuru

Identificagdo
taxondmica via
analise genémica

indices ANl e TETRA e
método MLSA

Cepa Tupe A
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Identificagdo via 16S rRNA

Cultivo em meio MS
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Cultivo em meio MS
+ derivados de

Cultivo em meio MS

+ fontes de C Cultivo em meios

tradicionais lignina tradicionais nutriente
Cultivo em duas Andlise via CG-EM Anélise via CG-EM

Cultivosem uma e

etapas
= duas etapas

Cultivo em meio MS
+ derivados de
lignina

VAnéIise via CG-EM

Extragdo e
caracterizagao dos
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1H-RMN

Figura 4. Sequéncia resumida das etapas executadas neste estudo

3.2. Quimicos padrodes

Os corantes utilizados para triagem das bactérias acumuladoras de polihidroxialcanoato
foram: Vermelho do Nilo da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) e BODIPY ™ 505/515 da
Invitrogen™ (Carlsbad, CA). As solucdes para diluicdo das células bacterianas foram: cloreto
de sodio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 0.9% e PBS 1X com 0.011% éter octilfenilico
de polioxietileno (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Jap&o).

Extrato de levedura, caldo nutriente, extrato de carne bovina e digestdo pancreéatica de
caseina (grau de cultura médio) foram adquiridos da Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ,
EUA). Os derivados de lignina foram adquiridos da Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
Cloroférmio e metanol P.A. ACS foram adquiridos da FUJIFILM Wako Chemicals (EUA).
Cloroférmio deuterado (>99.8% D, 0.5 m/m % folha de prata como estabilizador e 0.03 % (v/v)
TMS) para analise em *H-NMR foi adquirido da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).

Para analise genémica bacteriana o kit PureLink® Genomic DNA Mini foi adquirido da
Invitrogen™ da Thermo. Os kits DNeasy® Blood & Tissue e QIAquick PCR Purification foram
adquiridos da QIAGEN (Hilden, Alemanha) e o kit Bacterial 16S rDNA PCR foi adquirido da
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Takara Bio (Japdo). O kit de ensaio dsDNA BR para analise no fluordmetro Qubit™ 2.0 foi
adquirido da Invitrogen™ da Thermo. Sais e fontes de carbono foram adquiridos da Wako
Chemicals (Osaka, Japéo).

3.3. Obtencéo dos isolados bacterianos

3.3.1. Bactérias da Reserva do Tupé-AM-BR

Amostras de agua superficial foram coletadas (Figura 5) no lago do Tupé localizado na
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do Tupé (lat -3.045740, long -60.253118), municipio
de Iranduba, Amazonas, Brasil. Um total de 20 L de 4gua foram submetidas a filtracdo em filtro
de fluxo tangencial KrosFlo® Research lii utilizando filtros de 0.22 um e 100 kDa
sequencialmente. A matéria organica dissolvida <0.22 um/>100 kDa retida no coletor foi
avolumada para 1 L utilizando a fragdo <100 kDa, agar (18 g.L™) e vermelho do Nilo (0.5
ug.mL1) foram adicionados a 4gua concentrada e, apds esterilizagdo em autoclave (121 °C/15

min), o meio foi distribuido em placas de Petri estéreis.

Figura 5. Processo de amostragem de bactérias selvagens com potencial para acumular PHA. A) Local de coleta:
Agua superficial na Reserva do Tupé; B) Filtragdo da amostra em filtro tangencial; C) Fragio >100KDa e, D)
Fluorescéncia da cepa selecionada submetida a radiacdo UV ap0s ser cultivada em meio contendo vermelho do
Nilo.
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A mesma amostra de 4gua foi coletada separadamente em um frasco esterilizado sendo
aplicada a técnica de diluicéo seriada (10, 102) em tamp#o fosfato salino (PBS) 1X (Corning
®, Nova lorque — EUA). Em seguida, foram distribuidas aliquotas (100 pL) da &gua bruta e das
diluiges por meio de espalhamento com alga de Drigalski. Apos 7 dias de incubagdo em estufa
a 30°C, as placas foram expostas a luz ultravioleta A 302 nm em um transiluminador (Kasvi) e
as colonias fluorescentes foram selecionadas, cultivadas em meio LB e armazenadas em
glicerol 15% a -80 °C.

3.3.2. Bactérias isoladas de projetos anteriores

Bactérias armazenadas no Laboratério de Biodegradacdo (UFAM) foram reativadas em
5 mL de caldo Luria Bertani (LB) (30 °C/120 rpm) para serem submetidas a triagem pelo
método do Vermelho do Nilo. A origem destas bactérias € descrita a seguir: Amostras de agua
superficial foram coletadas no inicio do periodo chuvoso (fevereiro) do rio Preto, um dos
afluentes do rio Negro, localizado no Parque Estadual da Serra do Araca (lat 0 © 32'28,5 "N,
long 62 ° 29'52,2 "W) no municipio de Barcelos, estado do Amazonas, Brasil. Agua bruta foi
diluida dez vezes em solugéo esterilizada de NaCl a 0.9% e dilui¢Ges seriadas (10 - 10%) foram
preparadas a partir desta primeira. Uma aliquota de 100 puL de cada diluicdo foi semeada
manualmente (técnica de Drigalski-espatula) em meio de &gar soja triptico (TSA) e incubada
por 24 horas / 28 °C. Cada cepa foi preservada em glicerol (12% / - 20 °C) e reativada em caldo
Luria Bertani (LB) (Miller: NaCl, 10 g.L%; Triptona, 10 g.L e extrato de levedura, 5 g.L™?) (5
mL /30 °C /120 rpm).

As bactérias foram cultivadas em meio LB &gar e as col6nias foram semeadas em placas
com dois diferentes meios minerais salinos (DOI et al. 1995 e TOMIZAWA et al. 2014)
acrescidos, separadamente, de glicose 1%, frutose 2% e lignina bruta 0,1%. As placas foram
submetidas a radiacdo em transiluminador (Kasvi — Parana - Brasil) a cada 24 horas e, as
colbnias que apresentaram fluorescéncia em qualquer um dos meios cultivados, foram

selecionadas e armazenadas para posterior confirmacao do acumulo de PHA.

3.4. Testes de confirmacéo da sintese de PHA
As bactérias isoladas foram cultivadas em meio mineral salino (TOMIZAWA et al.
2014) acrescentado de glicose 1% para selecdo das bactérias sintetizadoras de PHA utilizando
0 método de coloragcio BODIPY™ 505/515 (Invitrogen™ da Thermo). Apds incubagio, as
células foram centrifugadas (8000 rpm/10 min) e o precipitado bacteriano (pellet) foi
ressuspendido em 1X PBS 0.011% Polioxietileno octilfenil Eter (FUJIFILM Wako Pure

Chemical Corporation, Japéo), onde, 10 uL da suspenséo foi misturada ao corante (0.5 uM) e,

39



apos incubacdo por 20 minutos em temperatura ambiente, as células foram visualizadas em

microscopio invertido (IX73, Olympus, Japao) utilizando um filtro de fluorescéncia.

3.5. Caracterizacdo morfoldgica dos isolados bacterianos

As bactérias selecionadas no primeiro processo de triagem com Vermelho do Nilo foram
caracterizadas quanto a sua morfologia utilizando o kit de coloracdo de Gram (Laborclin —
Parana - Brasil) e visualizadas em microscopio éptico (magnificacdo 100 x). Apos a segunda
etapa da selecéo utilizando o corante BODIPY, as cepas codificadas como Tupe A, Tupe E e
RP2 tiveram seu perfil de crescimento determinado em meio rico nutriente (NR) (13 g de caldo
nutritivo, 5.0 g de digestdo pancreatica de caseina, 0.5 g de extrato de levedura, 8.5 g de extrato
de carne por 1000 mL), sendo que, a cepa RP2 teve seu perfil de crescimento avaliado também
em meio LB (Lennox). Cada bactéria foi reativada em 5 mL do meio nutriente de cultivo (24
h/ 30 °C/ 120 rpm) e, ap0s a determinacdo da densidade dptica a 600 nm (DOsoo), uma aliquota
da cultura foi transferida para 50 mL do meio de cultivo de forma que a DOgoo iniciasse em 0.1.

A cada 1 hora, 100 pL da cultura era coletada, diluida para 1000 pL e a DOeoo era determinada.

3.6.Sintese de PHA e condicdes de cultivo
3.6.1. lIsolado LB_TupeA
3.6.1.1. Otimizacgéo do tempo de cultura

A influéncia do tempo de cultivo foi avaliada de forma a determinar o tempo ideal para
coletar as células bacterianas com maior acimulo de PHA. O isolado Tupé A foi submetido a
um tipo de cultura em dois estagios em menor escala. A bactéria armazenada em glicerol foi
reativada em 4 mL de meio NR sob agitagdo constante a 200 rpm/30 °C e a DOeoo foIi
determinada para que a subsequente cultura iniciasse em uma DOgoo de 0.1. A aliquota de
cultura bacteriana calculada foi adicionada em 10 mL de caldo NR (12 tubos tipo Falcon de 50
mL) e esta foi cultivada a 30 °C/140 rpm/18 h. Apds isso, os tubos foram centrifugados (8000
rpm/10 min), o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com agua destilada
esterilizada e transferidas para um tubo contendo meio mineral salino (TOMIZAWA et al.,
2014) contendo a seguinte composic¢do: 1.50 g de KH2POg4, 9 g de Na2HPO4.12H-0, 0.5 g de
NH4CI, 0.20 g.L* de MgS04.7H,0 (esterilizado separadamente), sendo suplementado também
com 1 mL de solugéo-traco (7.8 g de CaCl..H20, 9.7 g de FeCl3.6H20, 0.218 g de CoCl2-6H-0,
0.156 g de CuS04-5H20, 0.118 g de NiCl2.6H20, e 0.105 g de CrCls-6H20 por litro em 0.1 M
HCI) (KATO et al., 1996). Glicose a 1% foi selecionada como fonte de carbono e acrescida ao

meio mineral para este teste. A leitura da DOsoo foi feita a cada 12 horas, assim como a
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visualizagdo das células utilizando o corante BODIPY ™ e estas foram centrifugadas, lavadas
e liofilizadas para determinacdo do conteddo de PHA por cromatografia gasosa acoplada ao

espectrometro de massas (CG-EM).
3.6.1.2. Producéo de PHA em diferentes fontes de carbono

A cepa Tupé A foi submetida a cultura em duas etapas onde, apds a reativacdo em NR, 1
mL da cultura foi transferida para 100 mL de NR e incubada em shaker rotatério até o tempo
determinado para a fase estacionéria de cada espécie. As células foram centrifugadas, lavadas
com agua esterilizada e transferidas para 100 mL de meio mineral salino acrescidos de glicose
(1%), frutose (1%), 6leo de soja (2%) e lignina alcalina (0.1%) acrescidos ao meio salino como
Unica fonte de carbono separadamente em frascos tipo Sakaguchi de 500 mL. As amostras
foram incubadas por 48h a 30 °C/120 rpm. Para o cultivo em 6leo de soja, 0 meio NR foi
acrescido de 6leo de soja a 0.5 % (v/v) de forma a estimular as enzimas que degradam este

composto.

Outras fontes de carbono foram testadas na concentracéo de 0.1% como: lignina alcalina,
lignina dealcalina (TCI, Japdo) e lignina bruta liofilizada fornecida pelo laboratério de Celulose
e Papel do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA. A lignina dealcalina foi
submetida a fracionamento por meio da acidificacdo (adi¢do de HCI até se obter pH 2.0) do p6
diluido, onde o sobrenadante foi liofilizado e essa fracao foi nomeada lignina solvel em acido
(LSA). Ao precipitado, adicionou-se NaOH 10 M até atingir o pH 9.0, sendo essa fracédo
nomeada lignina solivel em base (LSB). As fragdes foram neutralizadas antes de liofilizadas.
Simultaneamente, a influéncia da concentracdo de metais no crescimento celular e no acimulo
de PHA foi verificada. Fez-se duas baterias de teste onde, foi utilizada a solucéo-traco e MgSO4

na concentracao previamente mencionada (1 X) e a uma concentracdo 10X.

Derivados de lignina (acido p-cumarico, acido caféico, acido ferdlico, 4-HBA, 2,5-
DHBA, 2,4-DHBA, écido vanilico, acido siringico e acido galico) foram acrescentados ao meio
salino como Unica fonte de carbono na concentracio de 1%. Acido galico, vanilico, ferdlico e
vanilina foram selecionados e testados a uma concentracdo de 10%. As células foram crescidas
sob agitacédo constante (120 rpm) por 48 horas, coletadas por centrifugacéo, seguida de lavagens

com agua deionizada, e foram liofilizadas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
3.6.2. Isolado LB_TupeE

O isolado Tupeé foi submetido ao mesmo processo de fermentacdo em duas etapas de

acordo com o item 3.5.1.2., onde glicose 1%, frutose 1%, 6leo de soja 2% e lignina alcalina
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0.1% m/V foram utilizados também como fonte de carbono. Este isolado foi submetido ao
processo de fermentacdo em uma etapa onde a bactéria foi reativada em placa contendo meio
NR agar e uma colonia foi transferida para 50 mL de meio NR que cresceu sob constante
agitacdo a 120 rpm a 30 °C por 16h. Apds esse tempo de cultivo, as células foram centrifugadas
(8000 rpm/10 min), lavadas com tampao fosfato salino (PBS) 1X (8.0 g.L de NaCl, 0.2 g.L™!
de KCI, 1.44 g.L de Na,HPO4 e 1.8 g.L ™ de KH2PO4, pH 7.4) e foram transferidas para frascos
de 500 mL contendo 250 mL de meio mineral salino (2.80 g de KH2PQOg4, 3.32 g de Na2HPOs,
0.50 g de NH4CI por litro) (DOI et al. 1995) suplementado com 0.20 g.L* de MgSQ4.7H,0
(esterilizado separadamente), 0.54 g.L ! de uréia (NG e SUDESH 2016), 1 mL/1000 mL de
solucdo traco e glicose e sacarose a 1% (m/V). Iniciou-se com uma densidade éptica (D.O.)
inicial de 0.1 e as células foram crescidas sob constante agitacdo a 30 °C a 120 rpm por 48
horas. Apds este procedimento, as amostras foram centrifugadas, lavadas 3x com agua destilada
e liofilizadas para posterior determinagdo do contedo de PHA e eventual extracdo destes

polimeros.
3.6.3. Isolado LB_RP2 (Projeto Aracd)

Primeiramente, a cepa foi cultivada em meio rico nutriente por 24 horas e transferida
para 0 mesmo volume de meio mineral salino (TOMIZAWA et al., 2014) sendo suplementado
também com 1 mL de solugdo-traco (KATO et al., 1996), conforme mesmo processo de
fermentacio em duas etapas de acordo com o item 3.5.1.2., acrescido de glicose (1 g.L™),
lignina alcalina (1 g.L™?) + glicose (1 g.L ) e lignina alcalina (1 g.L™?), separadamente como
fonte de carbono. Ap6s 72 horas de incubacdo, uma aliquota das células foi coletada e
visualizada em microscépio utilizando o corante BODIPY ™ e o total das células foram lavadas
3x com agua destilada e foram liofilizadas para posterior determinacdo do conteldo de PHA
por CG-EM. Em outra etapa, este isolado foi cultivado em 50 mL nos meios NR e LB a 30 °C
a 120 rpm por 16 horas. Apos a incubacéo, as células foram centrifugadas, lavadas e liofilizadas
para determinacdo do conteudo de PHA. O desenvolvimento desta bactéria em condicao
anaerobica (50 mL de meio NR e LB em tubo Falcon de 50 mL a 30 °C/42 h) nos meios
nutrientes foi aplicado. A DOeoo foi determinada a cada 6 h e o possivel acimulo de PHA

visualizado em microscopio de fluorescéncia utilizando o corante BODIPY ™,
3.7. Extracéo dos polimeros e procedimento analitico

O contetido e a composi¢do do PHA foram determinados por cromatografia gasosa
acoplada a técnica de espectroscopia de massa (CG-EM) (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu,
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Kyoto, Japdo); as células secas foram submetidas a uma reacdo de metandlise (NUMATA e
MORISAKI, 2015). O conteudo de PHA e a composi¢do do mondmero foram determinados
com base em uma curva de calibragdo de cinco pontos (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.5 mg.mL™) de P
(3HB). O dispositivo de CG foi equipado com uma coluna capilar de 30 m x 0.25 pum x 0.25
mm tipo DB-1 - Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA) utilizando He como gas
carreador (2.10 mL.min™). A temperatura de injecdo (modo split), interface CG-EM e da fonte
do EM foram, respectivamente, 250, 250 e 200 °C. O programa de corrida configurado foi o
seguinte: temperatura inicial de 45 °C por 1 minuto, seguido por uma rampa de temperatura de
7 °C/min até 117 °C e outra rampa de 35 °C/min até 300 °C mantida por 5 min. O EM foi

operado em modo SCAN e SIM com a faixa de razdo m/z de 44 e 350.

O método de extracdo de PHA foi ligeiramente modificado de um estudo anterior
(HIGUCHI-TAKEUCHI et al., 2016). Aproximadamente 1 g de células liofilizadas foi
misturada com cloroférmio sob agitacdo constante para extrair o PHA. Apdés 4 dias, a mistura
foi filtrada, concentrada em um evaporador rotativo a vacuo (R-300, BUCHI), e o polimero foi
precipitado usando metanol frio. O polimero extraido foi lavado duas vezes com hexano e seco

a temperatura ambiente.

As estruturas quimicas do PHA foram caracterizadas por ressonancia magnética nuclear
de prétons (RMN de *H) (VNMRS 500, Agilent Technologies, Inc., Califérnia, EUA). Dois
miligramas de polimero purificado foram dissolvidos em 0.6 mL de CDCls com 0.05% (v/v)
de tetrametilsilano (TMS) (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japdo). O espectro de
'H-RMN foi registrado a 25 °C com aquisi¢do de 57692 pontos de dados. O peso molecular do
PHA extraido foi determinado por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) (RI1-2031, PU-
2086, AS-2055, CO-2056; JASCO, Tdquio, Japdo) com coluna Shodex K-806M, K802 e KG
a 40 °C. A concentracdo da amostra utilizada foi de aproximadamente 1 mg.mL™? em
cloroférmio e o mesmo solvente foi aplicado como fase mével a uma taxa de fluxo de 0.8
mL.min%, Padrdes de poliestireno com os seguintes pesos moleculares: 1.22 x 10, 2.98 x 103,
6.94 x 10°, 1.83 x 10% 4.72 x 10 1.24 x 10°, 3.26 x 10°, 6.61 x 10° 1.39 x 10% e 2.70 x 10°

g.mol, foram usados para estimar o peso molecular da amostra.
3.8. PCR — Polihidroxialcanoato sintase Classe I e 11

O DNA genbmico extraido de cada bactéria selecionada (IT6, RP2, Tupé A e E) foi
testado por eletroforese em gel de agarose para confirmar a integridade do DNA e sua

quantidade aproximada. Um fragmento do gene PHA sintase foi amplificado utilizando primers
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degenerados (Tabela 3) construidos por ROMO et al. (2007). A mistura de reag&o foi obtida do
kit GoTaq® Green Master Mix -PROMEGA (Wiscosin — EUA) seguindo o protocolo do
fabricante. Os amplicons foram purificados usando o kit de Purificacdo de PCR QIA quick® -
QIAGEN (Hilden — Alemanha).

Tabela 3. Sequéncia dos primers degenerados desenhados para selecionar microrganismos produtores de PHA e

composicdo da mistura de reagéo de ligagdo.

Primer Sequéncia 5’ - 3’

G-D (Fw) GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT
G-1R (Rv) GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA
Protocolo da reacgéo de ligacao Tupé A (nL) Tupé E (uL)
H20 2.5 1.0
Tampao de ligacdo rapida 2x 5.0 5.0
PGEM® — T easy 1.0 1.0
Produto de PCR 0.5 2.0
DNA ligase T4 1.0 1.0

A amplificacdo do gene foi feita por clonagem utilizando o vetor pGEM-T easy
(PROMEGA). Os produtos de amplificacdo purificados foram quantificados em NanoDrop
2000 para determinacdo da quantidade de DNA necessario para a reacao de ligacdo (Tabela 2).
A mistura foi mantida a 16 °C por 1 hora e transferida para 4 °C até a etapa de transformacéao.
Separadamente, placas contendo LB agar + 100 ug.mL™ de ampicilina e, apos o resfriamento,
IPTG 1M e X-Gal 4% foram espalhados na placa com auxilio de al¢a de Drigalski. O protocolo
de transformacdo em E. coli DHS5a obedeceu as seguintes etapas: 100 pL de células
competentes foram misturadas a 10 uL do produto de ligacdo e mantidos em gelo por 30
minutos. Apds o tempo de incubagdo a mistura foi transferida para banho seco a 42 °C por 40
segundos e retornadas para o gelo por 5 minutos. Exatamente 900 puL de meio S.O.C.
(Invitrogen™) foi adicionado em cada tubo e estes foram incubados em agitador horizontal
(37 °C/200 rpm/ 1 hora). As celulas foram centrifugadas (4000 rpm / 8 minutos) e o
sobrenadante descartado até que restasse 100 uL da mistura que foi espalhada na placa de LB
agar preparada anteriormente. Cada cepa foi diluida 10 x e uma aliquota de 100 pL foi espalhada
nas placas de agar separadamente sendo estas, em seguida, incubadas a 37 °C/ 16 horas. As
colobnias transformantes (coloracdo azul) foram numeradas, selecionadas e estriadas em uma

nova placa de LB &gar/ampicilina/IPTG/ XGal sendo posteriormente incubada a 37 °C/ 16
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horas. A PCR de cada col6nia foi feita utilizando os primers T7p e p-58G do kit pPGEM® — T
easy seguindo o protocolo de reacdo do fabricante e o termociclador foi programado da seguinte
maneira: Desnaturacao inicial a 94 °C de 5 min seguido de uma etapa de 30 x de desnaturacéo
(94 °C /30 s), anelamento (50 °C/ 30 s) e extensdo (72 °C/ 1 minuto), sendo finalizada por uma
extensdo final a 72 °C/ 3 minutos. Apds a confirmacdo da transformacdo e selecdo dos
individuos, foi feita a extracdo do DNA plasmidial com o kit QIA prep® Spin Miniprep (250)
— QIAGEN (Hilden — Alemanha). A qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose e estes

foram enviados para determinacdo da sequéncia em analisador genético.
3.9. Sequenciamento da regido 16S rRNA e do genoma dos isolados

O DNA gendmico dos 9 isolados foram extraidos com Mini kit PureLink® Genomic

DNA (Invitrogen™, Thermo), tendo a qualidade visualizada em Espectrofotometro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e a quantificacdo em Fluorimetro Qubit™ 2.0 utilizando
um kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen™ da Thermo). O gene que codifica a regido 16S rRNA
foi amplificado por PCR utilizando 0S primers universais 27F:
5’GAGTTTGATCATGGCTCAG 3’ ¢ 1492R: 5’GGTTACCTTGTTACGACTT 3’usando o
kit Platinum® Tagq DNA Polimerase (Invitrogen™ da Thermo Fisher Scientific). O mix de
reacdo era composto de: 10 ng DNA gendmico, 0.2 uM de cada iniciador, 0.2 mM dNTPs, 1,5
mM MgCl,, 1X tampé&o de PCR, 1 U da enzima Tag DNA polimerase e agua ultrapura até o
volume final de 25 puL. As condi¢des de ciclagem foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 3
min, seguida por 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 59 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, e uma Unica
etapa de 7 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram purificados usando o kit PureLink ™ Quick
PCR Purification (Invitrogen da Thermo Fisher Scientific) e sequenciados com o kit BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems™ da Thermo Fisher Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As sequéncias dos nucleotideos foram determinadas usando o
analisador genético automatizado ABI 3500 (Applied Biosystems™ da Thermo Fisher
Scientific). As sequéncias foram comparadas com as sequéncias de RNA ribossémico 16S
(bactérias e archaea) do NCBI - National Center for Biotechnology Information
(http://ncbi.nim.nih.gov) - usando o software BLASTNn® (Basic Local Alignment Search Tool).

Uma aliquota de um micrograma de cada DNA foi enviada para analise pela Genone
Solugdes em Biotecnologia (Rio de Janeiro, Brazil), sendo encomendadas inser¢fes curtas de
bibliotecas de DNA gendmico e 1 GB de (150 leituras tipo paired-end, Q30> 80%)
sequenciamento do genoma completo em um sistema Illumina HiSeq 2500. Os dados brutos

foram avaliados utilizando o software FastQC v.0.11.9 seguidos da remogéo dos adaptadores
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com o Trimmomatic v.0.39 (BOLGER et al., 2014). A montagem De novo foi realizada com o
ABySS v.2.1.5 (JACKMAN et al., 2017) e CAP3 02/10/15 (HUANG e MADAN, 1999). Com
o software KmerFinder obteve-se a identificacdo baseada no genoma. A reordenacdo dos
contigs utilizando genomas de referéncia indicados apds a anélise no KmerFinder foi realizada
no Mauve v. 2.4.0 (RISSMAN et al., 2009). Prokka 1.14.6 (SEEMANN, 2014) e Rapid
Annotations foram aplicados utilizando o servidor da rede Subsystem Technology (RAST)
(AZIZ et al., 2008) para identificacao das caracteristicas do genoma (features. Essa abordagem
foi utilizada para todos os genomas anotados, sendo estes depositados no banco de genoma do
GenBank com os seguintes numeros de acesso PRINA641460 (Ralstonia pickettii cepa
LB TupeA), PRINA641464 (Aquitalea sp. cepa LB_TupeE) e PRINA641466 (Bacillus
paramycoides cepa:LB_RP2).

3.10. Identificacdo da cepa LB_RP2 por meio de analise gendmica

De maneira a confirmar a identificacdo da cepa LB_RP2, duas ferramentas foram
utilizadas como suporte para auxiliar e esclarecer a resolucéo da espécie bacteriana: calculo dos
indices de Identidade de Nucleotideo Média — Average Nucleotide Identity (ANI) - baseado no
BLAST+ (ANIb) e no MUMmMmer (ANIm), assim como nos indices de correlacdo de assinaturas
de nucleotideos (Tetra) por meio da funcdo Busca de Correlacdo Tetra — Tetra Correlation
Search (TCS). A segunda ferramenta consiste na analise comparativa de sequéncias multilocus
(MLSA, do inglés Multilocus Sequence Analysis). Ambos os softwares BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) e MUMmer sdo algoritmos de cddigo aberto que possibilitam a
comparacao de sequéncias gendmicas, sendo que, este Gltimo permite comparar com eficiéncia
duas sequéncias na escala de megabase, uma limitacéo do algoritmo do BLAST (KURTZ et al.
2004). A similaridade do genoma foi estimada através da determinacdo do indice de
similaridade entre os genomas depositados no banco de dados JSpeciesWS e a sequéncia de
alvo de LB_RP2 usando JSpecies Web Server (JSpecies WS) (RICHTER et al., 2016). O
genoma anotado da cepa LB_RP2 foi carregado no servidor da web e o recurso Tetra
Correlation Search (TCS) foi aplicado para obter a lista dos genomas mais semelhantes com
base no indice gerado. Seis espécies com pontuacdo Z> 0.999 e outras trés com pontuacdo Z>

0,989 foram selecionadas para realizar o calculo do indices ANIb e ANIm.

Para a analise de sequéncia multilocus (MLSA), a cepa LB_RP2 e quatorze linhagens
do género Bacillus do banco de dados do genoma NCBI foram incluidas neste estudo. Os

critérios usados para selecionar cepas adicionais foram baseados no resultado da porcentagem

46



de identidade (> 99%) da comparacédo da sequéncia da subunidade do rRNA 16S (SSU rRNA)
anotada com as sequéncias disponiveis no banco de dados de sequéncias do RNA ribossémico
16S (Bacteria e Archaea) usando o software BLASTn®. Os seis genes selecionados, do tipo
housekeeping, estdo contidos no operon mraZ-rsmH-ftsL1-murEF-mraY -murD-ftsW-murGC-
ddIB-ftsQAZ-IpxC em Escherichia coli, também conhecidos como cluster de genes da diviséo
da parede celular (dcw, do inglés division cell wall) (VICENTE et al. 1998). Os genes
selecionados foram: rsmH (16S rRNA (citosina (1402) - N (4)) metiltransferase), FtsLAZ
(proteinas celulares de divisdo celular L, A e Z), murE (UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-
glutamato-2,6-diaminopimelato ligase) e murD (UDP-N-acetilmuramoilalanina-D-glutamato-
ligase). Escherichia coli 97-3250 foi usada como grupo externo para fins de comparacdo. Cada
gene foi submetido a alinhamento mdltiplo usando ClustalW, e todas as posi¢es contendo
dados ausentes e lacunas foram deletadas (MORIUCHI et al., 2019). Todos os genes foram
concatenados na ordem rsmH-ftsL-murE-murD-ftsA-ftsZ, constituindo um fragmento de
comprimento total de 6388 pb. A arvore filogenética foi construida de acordo com as seguintes
etapas: Similaridades pareadas para as sequéncias foram analisadas usando o método de
méaxima verossimilhanca usando o modelo geral reversivel no tempo e taxas distribuidas por
gama (G) (GTR + G) entre os locais com as 1000 réplicas de bootstrap. Todas as analises foram
realizadas usando o software MEGA versdo X (KUMAR et al., 2018).

3.11. Anélise filogenética - PhaC

Com o objetivo de classificar as polihidroxialcanoato sintases (PhaC) entre as diferentes
classes de PhaC, selecionou-se sequéncias das enzimas depositadas nos bancos de dados
Proteinas de Referéncia (RefSeq) e/ou Sequéncias de Proteinas ndo redundantes (nr) do
GenBank (NCBI). Apds a execucdo do alinhamento global utilizando o MUSCLE, a historia
evolucionéria foi inferida utilizando o método de maxima probabilidade e 0 modelo de
Le Gascuel 2008 (LE e GASCUEL, 2008) contanto que apresentasse o menor indice de
Critério de Informacéo Bayesiano (BIC) no teste do melhor modelo (FELSENSTEIN, 1985).
A arvore de consenso bootstrap foi inferida de 1000 réplicas. Para obtencéo das arvores iniciais
para a busca heuristica foram aplicados os algoritmos Neighbour-joining e BioNJ a uma matriz
de distancias pareadas estimadas usando o modelo JTT e, entdo, selecionando a topologia com
valor de log verossimilhanca superior. Uma distribuicdo gama discreta foi usada para modelar
as diferencas de taxa evolutiva entre os sitios, 5 categorias + G (parametro =1. 2090). Esta
analise envolveu 24 sequéncias de aminoacidos, e todas as etapas das analises evolutivas foram
conduzidas no MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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3.12. Andlise estatistica

Todos os resultados mostrados sdo as médias = desvios padrdo de experimentos em
triplicata. A diferenga entre os grupos foi determinada pelo teste de Tukey, considerando um
nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecéo das bactérias e confirmacao da sintese de PHA

A elaboracdo de um meio seletivo, a partir da filtracdo da &gua superficial coletada e
seu enriquecimento com a matéria organica > 100 KDa, possibilitou o isolamento de 28
colbnias nas duas coletas realizadas. Apos sucessivas etapas de confirmacéo de fluorescéncia
em meio mineral salino acrescido de agucares como glicose e frutose, um total de seis bactérias
foram selecionadas, utilizando a técnica com o corante vermelho do Nilo. Esta estratégia de
isolamento permitiu uma selecdo mais especifica de bactérias capazes de metabolizar matéria
organica, onde boa parte desta matéria € composta de acidos falvicos e humicos ricos em
derivados de degradacdo da lignina (ERTEL et al., 1986). Posteriormente, das bactérias
armazenadas no banco de microrganismos do Laboratério de Biodegradacéo, isoladas do rio
Preto (Barcelos-AM) e de Manacapuru, foram selecionadas trés bactérias que apresentaram
fluorescéncia caracteristica de acimulo de PHA ao serem cultivadas em meio mineral salino
acrescido de glicose e frutose como fonte de carbono. Estas bactérias foram inicialmente
isoladas utilizando meios ricos em nutriente, como LB e TSB (Tryptic Soy Broth) o que resultou
na obtencdo de centenas de individuos. Estes isolados permaneceram armazenados em glicerol
a -20 °C até o processo de triagem e selecdo das bactérias com potencial para sintetizar PHA.
De maneira comparativa, o isolamento de bactérias por este método resulta na obtencdo de uma
grande quantidade de isolados, o que leva ao aumento no nimero de testes que serdo efetuados
pos-isolamento, consumindo assim recursos e tempo. A amostragem de bactérias utilizando a
prépria agua de coleta para elaboracdo do meio de cultivo foi aplicada por HIGUGHI-
TAKEUCHI et al. (2016), onde o meio de cultivo inibe o crescimento de espécies ndo adaptadas
as condicdes extremas do meio elaborado. Entre as bactérias reativadas provenientes de
Barcelos e Manacapuru, trés foram selecionadas devido apresentarem fluorescéncia
caracteristica de acimulo de PHA utilizando glicose e frutose como fonte de carbono, conforme
exemplificado na Figura 6.

Comparando os métodos para triagem de microrganismos produtores de PHA, o método
utilizando Vermelho do Nilo tem sido o mais aplicado (SPIEKERMANN et al., 1999;
SRUAMSIRI et al., 2020) seguido do corante Sudan Black (STEINBUCHEL et al., 1987) que
permite selecionar bactérias com potencial para sintetizar polihidroxialcanoatos. Porém, dos
nove isolados selecionados pelo método com V. do Nilo, sete apresentaram fluorescéncia
similar ao controle positivo (R. eutropha H16). Logo, o uso do corante BODIPY associado a

microscopia de fluorescéncia mostrou melhor acuracidade e sensibilidade para selecionar

49



bactérias acumuladoras de PHA, conforme observado também por CHOI et al. (2015) e LEE
et al. (2013). Nestes dois ultimos estudos, 0s experimentos permitiram obter uma rapida

coloracéo das células e uma selecdo mais efetiva das bactérias positivas para PHA.

Figura 6. Métodos de selecdo de bactérias sintetizadoras de PHA com os corantes Vermelho do Nilo (1 e 2) e
BODIPY™ (3 e 4). (1) Falso positivo — Bactéria ndo acumuladora de PHA; (2) Fluorescéncia caracteristica de

acimulo de PHA; (3) Controle negativo R. eutropha PHB™ e (4) Controle positivo R. eutropha H16.

A analise das bactérias utilizando o corante BODIPY ™ 505/515 permitiu identificar
com maior precisdo as bactérias acumuladoras de PHA ao comparar a fluorescéncia da bactéria
alvo com o controle negativo [R. eutropha PHB™, Figura 6(3)] e o controle positivo [R.
eutropha H16, Figura 6(4)]. O corante BODIPY® 505/515 (4,4-difluoro-3a, 4a-diaza-s-
indaceno) é um fluordéforo de propriedades lipofilicas, ou seja, com alta afinidade a lipidios
neutros, acidos graxos, 6leos e polimeros. A natureza anfifilica de PHAS, contendo grupos
alquila hidrofébicos e oxigénios de grupos éster carbonil hidrofilicos faz com que estes
polimeros possuam alta afinidade a sais e seus grupos hidrofobicos com afinidade por
componentes das membranas celulares (REUSCH 1992; REUSCH 2000). A afinidade do
corante aos granulos intracelulares de PHAs é visivel no microscépio, apresentando uma

fluorescéncia mais intensa localizada no citoplasma bacteriano, confirmando a importancia da
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comparagdo com controles positivos e negativos como no caso das cepas de R. eutropha [Figura

6(4)].

4.2. ldentificacdo taxonémica das bactérias
4.2.1. ldentificagcdo por meio da determinacao da sequéncia do RNA ribossomal
16S (SSU-16S rRNA)

As sequéncias do gene 16S rRNA de todos os organismos foram determinadas e
comparadas com as sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI, permitindo assim
identificar as espécies (Tabela 4). Apenas os isolados RP2 e MS3 ndo foram classificados
taxonomicamente a nivel de espécie por meio da determinacéo da sequéncia de SSU-16S rRNA,
demandando experimentos adicionais que permitam identificar estas bactérias com maior
precisdo. Os isolados Tupe E, G e Q foram identificados como pertencentes ao mesmo género,
Aquitalea sp. Com isso, selecionou-se a cepa E para desenvolvimento dos experimentos de

acumulo de PHA.

Tabela 4. ldentificacdo das bactérias isoladas por meio da comparacdo das sequéncias obtidas da regido 16S

rRNA com as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI.

- Morfologia Ponto de Identidade
BLAST
Codigo (Gram) amostragem S (%)
IT6  Bacilo(+)  Lago do Tupé—AM Gordonia 100
polyisoprenivorans
IT11 Bacilo (+) Lago do Tupé — AM Bacillus infantis 99,9
Tupé A Bacilo (-) Lago do Tupé — AM Ralstonia pickettii 100
Tupé E Bacilo (-) Lago do Tupé — AM Aquitalea sp. 99,9
Tupé G Bacilo (-) Lago do Tupé — AM Aquitalea sp. 99,8
Tupé Q Bacilo (-) Lago do Tupé — AM Aquitalea sp. 98,9
RP2 Bacilo (+) Rio Preto — AM Bacillus paramycoides 100
MS3a Bacilo (+) Manacapuru — AM . .
Exiguobacterium
. 99,9
acetylicum
MS6 LB  Bacilo (+) Manacapuru — AM Bacillus sp. 100

Dos nove isolados selecionados, as bactérias IT6 e MS3a identificadas como Gordonia
polyisoprenivorans e Exiguobacterium sp. mostraram fluorescéncia pelo método do V. Nilo

guando cultivadas em meio mineral salino, porém, nenhum PHA foi encontrado.
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Conforme analise dos genomas ja depositados de G. polyisoprenivorans, E. indicum e
E. acetylicum no GenBank do NCBI, mostram que estas espécies ndo possuem 0S genes
pertencentes as vias de sintese de PHA, portanto, ndo acumulam estes granulos. Estas espécies
foram investigadas por possuirem aplicabilidade de interesse biotecnologico ao degradarem
compostos recalcitrantes como poliestireno, 6leo cru e naftaleno (LIN et al., 2012; PANDEY
2020). G. polyisoprenivorans teve sua aplicabilidade na sintese de PHA ao ser inserido nesta
cepa o cluster de genes da sintese de PHA de R. eutropha (phaCAB) e P. aeruginosa (phaC1l),
sendo utilizado poli(cis-1,4-isopreno) como substrato. Utilizando este derivado da degradacgéo
da borracha como fonte de carbono, entre 6.4 e 10.2 % de P(3HB-co-3HV) em termos de MCS
foi alcancado (ANDLER et al., 2019).

Entre as nove bactérias selecionadas na primeira triagem, por meio da técnica utilizando
o corante BODIPY (Figura 7) foram selecionadas as bactérias R. pickettii (Tupé A), Aquitalea
sp. (Tupé E) e Bacillus sp. (RP2) para os testes de fermentacéo e sintese de PHA. A morfologia
e a determinacdo da coloracdo de Gram foram visualizadas para as trés espécies escolhidas,
como também a morfologia das col6nias em meio rico nutriente agar (Figura 8). A bactéria
facultativa quimiolitoautotrofica acumuladora de PHA C. necator H16 (REINECKE e
STEINBUCHEL 2009) foi utilizada como controle positivo para visualizagdo da fluorescéncia
com o corante BODIPY e sua cepa mutante Cupriavidus necator PHB™, que contém uma
mutacdo no gene da PHA sintase que a torna incapaz de acumular PHA (RABERG et al., 2014),

foi selecionada como controle negativo.

C. necator H16 (+) C. necator PHB*(-) G. poliisoprenivorans

R. pickettii LB_TupeA: S/F

Figura 7. Fluorescéncia caracteristica da presenca ou auséncia de inclusdes de PHA utilizando o corante
BODIPY. S/F: Sem fluorescéncia
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Figura 8. Morfologia das coldnias e caracterizacdo morfoldgica das células bacterianas cultivadas em meio rico
nutriente dos isolados escolhidos. (A) Cepa Tupe A (Ralstonia pickettii) (B) Cepa Tupe E (Aquitalea sp.) e (C)
Cepa RP2 (Bacillus sp.).

R. pickettii (Tupe A) é um bacilo gram-negativo, mével e pequeno com atividade positiva
para catalase e suas colonias sdo redondas e convexas, beges, lisas e brilhantes. Aquitalea sp.
(Tupe E) € um bacilo gram negativo, mével e com atividade positiva para catalase e suas
col6nias sdo redondas, beges, opacas e convexas, com, aproximadamente, 1.8 mm de diametro.
Bacillus sp. (RP2) é um bacilo gram positivo, grande, com atividade positiva para catalase e

sua colbnia é branca, opaca, margens onduladas e elevacéo em relevo com diametro de 4.3 mm.

4.2.2. Andlise da sequéncia gendmica dos isolados selecionados
4.2.2.1. Cepa Tupe A

A quantidade de leituras dos dados brutos (reads) obtidos foram de 8,600,184 com
eficacia de 99.91%. O esboco (draft) do genoma (draft) de 5.32 Mb de R. pickettii (Tupe A)
esta distribuido em 11 contigs com um valor de N50 de 1,205,870 e contetido G+C de 63.6%.
A anotacdo feita pelo NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) permitiu
identificar que o genoma de R. pickettii é composto de 4,935 genes, sendo que 4,874 sdo
codificantes (CDS), 62 pseudogenes, 51 tRNAs, 6 rRNAs e 4,812 proteinas. O genoma
montado e anotado de R. pickettii LB_TupeA foi depositado no banco de dados de genoma do
GenBank (NCBI) sob o numero de acesso PRINA641460.
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4.2.2.2. Cepa Tupe E

A quantidade de leituras dos dados brutos (reads) obtidos foram de 10,409,634 com
eficacia de 99.92%. O genoma draft de 4.47 Mb de Aquitalea sp. esté distribuido em 68 contigs
com um valor de N50 de 207,132 e conteudo G+C de 58.6 %. Ap0s anotacdo do genoma desta
cepa verificou-se que este € composto de 4,216 genes (CDS: 4,141), 37 pseudogenes, 3 rRNAs,
69 tRNAs e 4,104 proteinas. Este genoma também foi depositado no GenBank sob nimero de
acesso PRINA641464.

4.2.2.3. Cepa RP2

A determinacdo taxondmica da cepa LB_RP2 foi inconclusiva analisando apenas a
sequéncia SSU-rRNA 16S. Logo, a analise genémica foi crucial para determinar a espécie desta
cepa. A quantidade de leituras dos dados brutos (reads) obtidos foram de 7,699,810 com
eficacia de 99.86%. O esbogo do genoma de 5.34 Mb de LB_RP2 esta distribuido em 76 contigs
com um valor N50 de 216,793 e contetdo G+C de 35.2%. A anotacdo feita pelo NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) revelou a existéncia de 5.531 genes, 276
pseudogenes, 83 tRNAs, 8 rRNAs e 5,159 proteinas. Até 0 momento, apenas dois genomas
montados e anotados de Bacillus paramycoides foram relatados no banco de dados: as cepas
NH24A2 (PRINA326288) e DE0103 (PRINA543692). A sequéncia completa montada esta
disponivel no banco de dados do genoma do GenBank, sob o0s numeros de acesso
JACAXA010000018.1 (BioProject: PRINA641466) (CASTRO et al., 2021). Os indices ANI e

TCS obtidos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados de indice de comparagdo de genoma par a par da cepa LB_RP2 e genomas selecionados no
banco de dados. A porcentagem dos genomas cobertos é mostrada entre parénteses.

Organismo ANIb (%) ANIm (%) TETRA
Bacillus paramycoides NH24A2 97.77 (86.64) 98.24 (89.61) 0.99968
Bacillus cereus VD107 96.81 (82.11) 97.56 (85.17) 0.99952
Bacillus sp. LK2 97.44 (81.74) 98.20 (83.99) 0.99949
Bacillus mycoides GOE11 91.26 (72.64)  92.32 (76.96) 0.99901
Bacillus proteolyticus TD42 90.81 (74.72) 91.63 (79.23) 0.99902
Bacillus cereus HUA2-9 91.09 (72.43) 92.05 (76.95) 0.99905
Bacillus mycoides PE8-15 91.05 (72.94) 92.08 (77.35) 0.99897
Bacillus toyonensis BAC3151 89.08 (72.89) 90.10 (76.18) 0.99875
Bacillus nitratireducens 4049 90.65 (74.17) 91.56 (78.23) 0.99873
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A cepa LB_RP2 tem um ANI acima de 95% com a cepa de Bacillus paramycoides
NH24A2, B. cereus VD107 e Bacillus sp. LK2. A maioria dos genomas bacterianos apresentou
indice de correlacdo de tetranucleotideos acima do valor de corte de 0,999, em que a maior
correlagéo foi entre a cepa LB_RP2 e a cepa NH24A2, o que confirma que essa cepa pertence
a esse taxon.

Na Figura 9, a arvore MLSA inferiu uma alta diversidade genética. Os genes de
manutencdo selecionados para desenvolver esta analise sdo altamente conservados entre
bactérias da ordem Bacilalles e estdo distribuidos no genoma de LB_RP2. As dez sequéncias
sdo divididas em trés grupos. Um grupo homogéneo com 97% de similaridade é formado entre
as linhagens de B. paramycoides LB_RP2 e DE0103. Essas analises indicam que a conjuncgéo
de analise comparativa gendmica e MLSA nos permite elucidar as espécies de uma bactéria
pertencente a um taxon muito complexo, como o grupo B. cereus, com mais precisdo do que a

abordagem de sequenciamento da regido 16S rRNA.

a7 Bacillus paranthracis MN1F

o7 Bacillus tropicus AOA-CPS1

93 —— Bacillus anthracis HDZK-BYSBT

Bacillus albus DLOU

66

53 Bacillus mobilis ML-A2C4

Bacillus futi FJ
43

g7 —— @ Bacillus paramycoides LB RP2

Bacillus paramycoides DE0103

21 93 — Bacillus mycoides AH621

Bacillus proteolyticus TD42

99

99

Bacillus nitratireducens DE0336

Bacillus toyonensis TYU3

Bacillus cereus MLY1

M

84

Bacillus thuringlensis MYBT 18246

Bacillus wiedmannii PL1 DNA

Eschernichia coll 97 3250

Figura 9. Arvore MLSA inferida usando o método de maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood) para 16
linhagens selecionadas a partir de genes do tipo housekeeping (RsmH-FtsL-MurE-MurD-FtsA-FtsZ)
concatenados.

55



Algumas espécies pertencentes ao grupo Bacillus cereus, como B. cereus e B. anthracis,
sdo conhecidas por serem patdgenos humanos (IVANOVA et al., 2003). No entanto, em relagédo
a B. paramycoides, até 0 momento, nenhuma associagdo com patogenicidade em humanos ou
com a sintese de polihidroxialcanoato foi relatada para esta espécie. A aplicacdo do método
MLSA tem crescido continuamente tanto em estudos taxonémicos e filogenéticos,
principalmente para géneros com baixa variabilidade nas sequéncias 16S rRNA e com espécies
que compartilham >99% da similaridade das sequéncias (DELAMUTA et al., 2012), como é o
caso do género Bacillus.

A andlise comparativa da sequéncia do DNA ribossomal foi crucial na diferenciacdo das
espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus, principalmente no periodo que eventos de
bioterrorismo com Bacillus anthracis foram reportados em 2001 (SACCHI et al., 2002). Porém,
LIU et al. (2017), ao longo de uma investigacao da diversidade genética de bactérias do grupo
do B. cereus, identificaram nove taxons adicionais, além das doze espécies ja descritas,
utilizando-se da analise de MLST (Multi-locus Sequence Typing) e hibridizacdo DNA-DNA
digital permitiram inferir que, os individuos estudados, se tratava de novas espécies
pertencentes a este grupo. Em suma, a analise genémica complementada pela abordagem
MLSA sdo técnicas faceis e robustas que possibilitaram a definicdo taxonémica da cepa

LB _RP2 como alternativa a analise da sequéncia do gene 16S rRNA.

4.3. Sintese, identificacdo e quantificacdo de PHA

4.3.1. Técnicas de analise dos PHASs: Interpretacéo dos resultados

A anélise dos biopolimeros por CG-EM das celulas liofilizadas submetidas a reagéo de
metanolise é uma das técnicas mais tradicionais utilizadas pois permite monitorar com
eficiéncia a composicdo e a quantidade do PHA diretamente da biomassa microbiana
(BRAUNEGG et al., 1978) sem precisar extrair o polimero previamente. Neste trabalho o
conteddo do PHA e sua composi¢éo (Figura 10) foram determinados por meio da construgédo
de uma curva analitica (Figura 11) com diferentes concentracdes de ésteres metilicos do acido
(R)-3-hidroxibutirico (3HB). A cada bateria de analises, uma nova curva analitica era obtida.
As massas celulares secas (MCSs) das células liofilizadas foram determinadas
gravimetricamente e o rendimento de PHA no meio de cultivo (mg.L™) foi calculado a partir
do conteudo de PHA determinado por CG-EM.
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Figura 10. Perfil cromatografico da fragéo cloroférmica da célula bacteriana submetida a reacdo de metandlise.

Identificacdo do composto através da analise do espectro de massas do tempo de retencdo em evidéncia.
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Figura 11. Regressao linear baseada em diferentes concentragdes do padrdo externo de poli-(R)-3-

hidroxibutirato versus a area do pico.
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Para determinacdo do peso molecular dos polimeros extraidos por meio da técnica de
GPC, uma curva analitica (Figura 12) foi elaborada com padrdes de poliestireno de diferentes

pesos moleculares. O tempo de retencdo dos polimeros purificados foram aplicados na formula

da curva logaritmica obtida para célculo da massa molecular de cada polimero.

] = 0,4493x%- 14 004x3+163 94x2-85 1 43x+1 6622 —— Aguitalea sp. Gli
6,5 . )l; it 2 8000001 —— 4quitalea sp. Sac W
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Figura 12. Curva analitica com base no tempo de reten¢do de padrdes de poliestireno e cromatograma GPC dos

biopolimeros extraidos.

4.3.2. Perfil de crescimento Tupe Ae Tupe E

Para execucao dos testes de fermentacgdo foi necessario primeiramente conhecer o perfil
de crescimento bacteriano em meio rico nutriente (Figura 13) de forma a se determinar o inicio
da fase estaciondria para cada espécie, sendo 14 e 10 horas para as espécies Tupé A e Tupé E,

respectivamente.

A, B,
6 6 " !++ "
54 R 54 .
24 ot g4 '
a 3] ; 2 3] t
@] + )
21 21 .
1 o 1 :
o] of =¥
0 5 10 15 20 0 5 10 5 20

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 13. Crescimento bacteriano x Tempo em meio rico nutriente das bactérias R. pickettii LB_TupeA (A) e
Aquitalea sp. LB_TupeE (B).
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Dois tipos de cultivos tém sido aplicados em fermentacdes do tipo batelada (batch):
cultivo em um estagio e dois estagios onde, no primeiro, o acimulo de PHA ocorre durante o
crescimento bacteriano e, no segundo, o acimulo de PHA ocorre somente em condicdo de
escassez de algum nutriente (CIESIELSKI et al., 2015). Para aplicacdo dos cultivos em uma e
duas etapas é necessario conhecer o perfil de crescimento em meio nutriente de forma a se
determinar o final da fase de crescimento exponencial (fase log) e inicio da fase estacionaria de
cada bactéria no meio selecionado. Estudos como os de DOI et al. (1995) que aplicaram o
cultivo em duas etapas, a coleta e transferéncia da massa celular para 0 meio mineral é feita no
inicio da fase estacionaria, de forma que nenhum PHA ¢é acumulado dentro da célula bacteriana.
Dado que cada bactéria necessita ser investigada individualmente acerca das condicGes ideais
onde maior rendimento celular e de PHA é alcancado, os proximos itens irdo abordar essa

investigacdo para cada cepa isolada e identificada.
4.3.3. Ralstonia pickettii LB_TupeA

Ralstonia pickettii tem sido investigada ao longo de 20 anos devido a alta capacidade
de degradacéo enziméatica de PHA de sua polihidroxialcanoato depolimerase (ePhaZRpiT1)
(NUMATA et al., 2004, 2005 e 2007). Outras habilidades ja reportadas para esta espécie sdo a
sua habilidade de sobrevivéncia em ambientes com poucos nutrientes e capacidade de degradar
uma variedade de compostos tdxicos como 2,4,6-triclorofenol, hidrocarbonetos poliarométicos
(HPAs), acido 2,4-diclorofenoxiacético e triterpendide pentaciclico (BRUINS et al., 2000,
HATTA et al., 2002). Porém, poucos estudos tém mostrado que esta espécie possui um
potencial pouco explorado para a sintese de PHA (YABANNAVAR e ZYLSTRA 1995,
BONATTO et al., 2004).

O conteudo de PHA foi quantificado por CG e a porcentagem foi determinada a partir
da massa celular seca, e a comparac¢do qualitativa do tempo de retencéo foi realizada utilizando
padrédo de P(3HB). Apds submeter a massa seca celular a reacdo de metanolise, foi possivel
observar, através do perfil cromatografico e da comparagdo do tempo de retengdo com os dados
disponibilizados na biblioteca do software (Figura 9), que o0 monémero de PHA encontrado em
todos os isolados foi do &cido (R)-3-hidroxibutirico, caracteristico da degradacéo do poli-(3-
hidroxibutirato) — P(3HB).

A otimizacdo do tempo de fermentacdo em meio mineral acrescido de glicose como
fonte de carbono e sua influéncia no conteudo de massa celular seca (MCS) é detalhada na

Tabela 6. Verificou-se que, logo apds a transferéncia das células cultivadas em meio rico
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nutriente para o meio mineral salino (MMS), a DOeoo registrada foi de 4.82 + 0.02 e, ap6s 48 h
de cultivo, a DOeoo quase dobrou, indicando um significativo crescimento celular em meio
mineral carente em nitrogénio. Um maior acumulo registrado ao longo da estabilizacdo da fase
estacionaria corrobora com os achados de BONATTO et al. (2004) que afirmou que R. pickettii
acumula scl-PHA apenas durante a fase de crescimento estacionaria. Pouca diferenga pode ser
observada no contetido de massa seca de polimero nos tempos de 36 e 48h, sendo que, no intuito
de selecionar 0 menor tempo para a sintese de PHA com maior rendimento, selecionou-se o
tempo de 36 h para dar andamento aos demais testes. Quando a bactéria foi cultivada em MMS
por 51 h, nenhum contetido de PHA foi encontrado.

Tabela 6. Avaliacdo da influéncia do tempo para producdo do poliéster utilizando glicose 1% como fonte de

carbono por R. pickettii LB_TupeA. (10 mL/ 30°C/140 rpm).

Fonte de Tempo de

carbono_incubacdo (hy  DOseonm MCS (g.L %) P(3HB) % m/m?
Glicose 12 6.4+ 0.17 2.28 +0.06 13.1+ 1.56 (a)
Glicose 24 6.7+ 0.18 2.83 +0.26 20.2 + 1.60 (b)
Glicose 36 7.4+0.18 2.50 +0.15 24.8 +2.15 (b)
Glicose 48 7.6+0.04 2.49 +0.10 24.4 +0.85 (b)

2 Determinado por CG-EM
(a) Estatisticamente significante (p < 0.05)
(b) Estatisticamente ndo significante

Apos otimizacdo do tempo de fermentacdo para R. pickettii, a sintese de PHA foi
mensurada utilizando outras fontes de carbono (Tabela 7). R. pickettii acumulou PHA em
glicose, frutose e Oleo de soja, porém em lignina alcalina 0.1%, nenhum PHA foi detectado. O
maior rendimento celular de P(3HB) foi utilizando 6leo de soja como fonte de carbono. A
adicdo de 5 g.L* de dleo de soja no meio nutriente foi realizada para induzir a secrecio da lipase
(KAHAR et al., 2004) antes da transferéncia da biomassa para 0 meio mineral. Este é o primeiro
estudo que investiga o acimulo de PHA em R. pickettii utilizando 0leo de soja e derivados da
lignina. Ao comparar os rendimentos obtidos com os resultados publicados por BONATTO et
al. (2004) verifica-se que um maior rendimento foi obtido no presente estudo. No estudo citado,
R. pickettii 61A6 foi fermentada utilizando o cultivo em uma etapa onde a cepa foi cultivada

em meio nutriente, e uma aliquota das células bacterianas foram transferidas para crescerem

60



em meio mineral acrescido de sacarose e melado de cana, separadamente. R. pickettii 61A6
acumulou 177 mg.L™ em sacarose 10% em 50 h de cultivo e 357 mg.L™ em melado de cana a
5% ap06s 96 h de incubacéo. O cultivo em duas etapas de R. pickettii LB_TupeA teve influéncia
positiva no rendimento de P(3HB), principalmente no crescimento celular, tanto utilizando
acucares simples quanto o 6leo vegetal como substrato, o que resultou também na redugédo do

tempo de fermentacao.

No experimento de fermentacdo em duas etapas em menor escala, a fase estacionéaria foi
observada em 48 horas de incubacdo. No experimento em maior escala constatou-se uma
reducao de 45% no rendimento do P(3HB) no tempo de 48 horas, sugerindo que a aeracao pode
influenciar no acimulo de PHA em R. pickettii LB_TupeA, pelo menos quando glicose é
utilizada como substrato. Conforme observado por DE ALMEIDA et al. (2010), a sintese de
P(3HB) em recombinante E. coli foi significativamente afetada pela aeracdo dependendo

também do substrato utilizado.

Tabela 7. Sintese de PHA utilizando fontes de carbono tradicionais por R. pickettii LB_TupeA (30 °C/120 rpm/48
h/100 mL).

Carbone in-cl:_jlr:)na?;gc? " (Z/.IE-?) T P@HE) (gL PM(é%rlr)]gl-l)

Glicose 36 61+06  135:13 209.7 +42.2 121 x 10° (1.6)
Frutose 36 33+£01  13.6£15 5734+82.2 271 x 10° (1.5)
O'S%‘J?ade 36 40+03  15.0+0.9 6222+ 911 253 x 103 (L.4)
(E';I'g“;‘:) 48 1.06 + 0.02 ND ND ND

ND: Néo detectado
@ Determinado por CG-EM
® Determinado por CPG

No experimento com 10 mL de MSM, os tubos foram mantidos inclinados, aumentando
assim o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa pelo aumento da area de superficie,
logo, em R. pickettii TupeA, uma maior oxigenagao favoreceu o crescimento celular e acimulo

de P(3HB) no seu citoplasma.

Na mesma tabela pode-se verificar que o peso molecular dos polimeros extraidos se
encontra na faixa dos P(3HB) comumente sintetizados por bactérias ~0.1-2.0x10° (TSUGE,
2016) alem de apresentarem baixos indices de polidispersividade (PDI) com valores que pouco
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variaram entre si, indicando assim que a distribui¢do do tamanho das particulas de P(3HB) é
homogéneo. Os polimeros de P(3HB), apos extraidos (Figura 14) sdo rigidos e um pouco

quebradicos quando secos.

Figura 14. Polimeros de poli-3-hidroxibutirato [P(3HB)] extraidos e secos

Os compostos lignoceluldsicos sdo considerados uma das maiores reservas de substratos
que apresentam potencial para substituir os produtos derivados de petréleo. Além disso, a
lignina residual, proveniente principalmente da industria celulésica, € considerada um dos
residuos industriais mais abundantes que permanece subaproveitado. A descoberta de bactérias
capazes de degradar a lignina somada a caracterizagdo de enzimas relacionadas a esse processo
trazem beneficios significativos para a valorizacdo da lignina (XU et al. 2019). Variantes da
lignina comercial (lignina alcalina, lignina dealcalina, lignina soltivel em &acido (LSA), lignina
soltvel em base (BSA) e lignina bruta) foram testadas, de forma a verificar se PHA é acumulado
em alguma destes substratos na concentracéo de 0.1%, sendo avaliado também a influéncia da
concentracdo da solucdo-traco no crescimento celular e na possivel sintese de polimero. A
concentracdo de 0.1%, tanto para as variantes de lignina quanto para os seus derivados foi
aplicada, pois, segundo NUMATA e MORISAKI (2015) essa concentracdo foi considerada
apropriada para o crescimento bacteriano sem citotoxicidade significante. N&o foi possivel
detectar PHA em nenhuma das condi¢es aplicadas, porém, verifica-se que maior crescimento
bacteriano (Figura 15) ocorreu quando lignina soltvel em acido foi utilizada como fonte de
carbono. Desse teste, ressalta-se a influéncia visivel da concentracdo de metais no crescimento
celular. Quando se adicionou ao meio de cultivo salino 10X de solugéo-trago e de MgSOsa, foi
possivel ver um melhor desenvolvimento das celulas para todos as variantes de lignina

verificadas.
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Lignina alcalina (0.1%) foi adicionada em meios de cultivos onde ocorre a sintese de
PHA associadas a outras fontes de carbono como glucose (10 g.L™?) para R. pickettii e frutose

(20 g.L ) para Cupriavidus necator (Figura 16).
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Figura 15. Crescimento celular de R. pickettii em meio salino adicionado a variantes da lignina comercial e

lignina bruta (0.1%) em diferentes concentragfes de metais.
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Figura 16. Influéncia da adicéo de lignina alcalina (0,1%) no crescimento bacteriano e sintese de PHA. Em R.
pickettii (30°C/140 rpm/50mL/A: 36h) e C. necator H16 (30°C/140 rpm/50mL/B: 51h) como controle. (G):
MMS acrescido de glicose 1%, (G+L): Glicose 1%+ Lignina 0.1%, (F): Frutose 2% e (F+L): Frutose 1%+
Lignina 0.1%.

Para Ralstonia pickettii foi possivel observar que a adi¢do de lignina (0.1%) teve um
efeito levemente positivo no rendimento do polimero sintetizado. Porém, alteracdo no acumulo
de P(3HB) pode ser visualizada para a cepa H16 de C. necator, sofrendo uma reducéo quando

lignina foi adicionada ao meio.
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Lignina alcalina € obtida industrialmente a partir da alcalinizagdo (pH 8-10) da lignina
dealcalina e esta € obtida a partir da desulfonagdo, oxidacdo, hidrolise e demetilacdo do
lignosulfonato de sodio que € preparado a partir do tratamento com sulfito de sédio de madeira
de arvores coniferas, de acordo com especificacdo do fabricante (TCI Chemicals 2022). Essas
variantes da lignina sdo os representantes comerciais mais proximos da lignina kraft que é
obtida através do cozimento kraft convencional com solucéo aquosa de hidroxido de sédio e
sulfeto de sddio. Através de quebras de grupos aril/alquil, modificacdo lateral e sucessivas
reacOes de condensacgdo da lignina natural, a lignina kraft é gerada e é o principal residuo da
indUstria de papel e celulose resistente a biodegradacdo (CHAKAR e RAGAUSKAS 2004,
CHAI et al. 2014). Logo, isolar microrganismos capazes de metabolizar lignina kraft e
transformar esse substrato em biopolimeros em escala industrial € uma linha de estudo que

merece melhor investigacao.

A presenca de diversos grupos funcionais na lignina, tem resultado no seu
aproveitamento pela indistria como agente quelante para a remoc¢do de metais de efluentes
(TOLEDANO et al., 2010). Sob essa perspectiva, levantou-se a hipotese de que a capacidade
sequestrante deste composto pudesse levar a uma reducdo na disponibilidade de metais
essenciais para o metabolismo bacteriano e isso poderia ser visualizado através influéncia da
concentracdo destes no crescimento celular. Estudos como o de GROTHE et al. (1999)
ressaltam a importancia de se testar a influéncia da concentracdo de metais-traco na sintese de
PHA. Conforme exposto na Figura 15, o aumento da concentracdo de metais adicionados ao
meio teve influéncia positiva no crescimento bacteriano em R. pickettii, corroborando com a
hipbtese levantada. Ao aumentar a concentracdo em 10X dos ions metalicos acrescentados no
meio salino, pode-se observar um melhor desenvolvimento das células nas variedades de
lignina comercial e bruta. Com isso, infere-se que em meios contendo lignina demanda-se
acrescentar maior quantidade de ions metalicos de forma que esses sejam biodisponibilizados
para as atividades metabolicas essenciais da célula bacteriana. Entretanto, ao avaliar se a adi¢do
de lignina em meio mineral contendo glicose (Figura 16) onde, conforme constatado
anteriormente, ocorre o0 acimulo de PHA, observando a alteracdo no crescimento bacteriano e
na sintese de biopolimeros. Em R. pickettii, um ligeiro aumento no rendimento de PHA ocorreu
apos a adicao de lignina ao meio contendo glicose. Essa espécie por ser oriunda de um ambiente
com baixo conteudo salino, como 0s rios de dguas pretas da regido, mostrou com isso, possuir
uma capacidade de resiliéncia a pressdo imposta ao se adicionar a lignina, podendo indicar que

esta, possui capacidade de metabolizar esse substrato. Resultado diferente foi observado para
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R. eutropha H16 que foi utilizada como controle, sendo que o rendimento em termos de P(3HB)
foi levemente afetado quando lignina alcalina foi adicionada ao meio podendo indicar que
fatores como a capacidade complexante da lignina (LIU et al., 2010) podem ter afetado o
crescimento e acimulo de PHA em C. necator H16, apesar de que, estudos tém relatado a
capacidade de bactérias do género Cupriavidus sp. em sintetizar PHA a partir de compostos
aromaticos (TOMIZAWA et al., 2014; VENKATESWAR et al., 2015).

Ao se analisar a capacidade da cepa R. pickettii utilizar derivados de lignina como fonte
de carbono para estocar PHA (Tabela 8), foi possivel verificar o acimulo de P(3HB) apenas
para alguns derivados como acido vanilico e galico quando acrescentados ao meio salino a
concentracdo de 10.0 g.Lt. Nenhum actmulo foi observado utilizando concentragdes de 1.0
g.L%. O uso dos derivados de lignina resultou em um menor crescimento celular verificado pelo
conteddo de MCS em comparagdo com as fontes de carbono tradicionais. Essa mesma
influencia foi observada quando as variantes de lignina foram utilizadas, como mostrado
anteriormente na Figura 15, sendo que, melhor crescimento celular foi obtido quando derivados

da lignina foram utilizados em comparacéo com as diferentes formas da lignina.

Tabela 8. Resultado do acimulo de PHA de R. pickettii por cultivo em duas etapas com derivados de lignina como
Unica fonte de carbono.

Fonte de

carbono* Concentragédo (g.L ™) MCS (g.L )2 P(3HB) % m/m®

Vanilico 10.0 1.747 + 0.228 0.0596
Siringico 10.0 1.995 + 0.207 ND

Galico 10.0 1.405 + 0.255 0.0725
Vanilico 1.0 1.495 + 0.077 ND
Siringico 1.0 1.423 £ 0.156 ND
Galico 1.0 1.581 + 0.067 ND
p-Coumarico 1.0 1.655 + 0.091 ND
Caféico 1.0 1.658 + 0.110 ND
Ferdlico 1.0 1.410+£0.124 ND
2,5-DHBA 1.0 1.348 + 0.190 ND
2,4-DHBA 1.0 1.140 + 0.028 ND
4-HBA 1.0 1.819 + 0.064 ND

aMédia + Desvio padrdo das leituras
Determinado por CG-EM
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Algumas bactérias tm mostrado capacidade de metabolizar derivados de degradacéao
da lignina como o &cido p-coumarico, caféico, ferdlico, vanilico e sinapinico, sendo estas, por
exemplo, Pseudomonas putida, Pseudomonas acidovorans e Pandoraea sp. (KUMAR et al.,
2017, LIN et al., 2019, VICUNA et al., 1987). R. pickettii tem sido reportada por possuir a
capacidade de degradar compostos aromaticos como 2,4,6-triclorofenol, hidrocarbonetos
poliaromaticos (BRUINS et al., 2000, HATTA et al., 2002), benzeno, fenol, catecol, p-
nitrobenzoato e 1,2,3-trihidroxi-benzeno (TAO et al., 2004). Para a lignina alcalina e seus
derivados, os resultados sugerem uma tolerancia limitada de R. pickettii LB_TupeA a
toxicidade destes compostos aromaticos (WANG et al., 2014). A sintese de P(3HB) por R.
pickettii LB_TupeA em 4&cido vanilico e galico a 10% mostra a habilidade, até entdo
desconhecida, desta cepa em converter derivados de lignina em acetil-CoA, que é o principal
precursor da sintese de poli(R)-3-hidroxibutirato (REHM et al., 2003). Acido siringico e 3,4,5-
THBA (4cido galico) a uma concentragdo de 10 g.L™ (1%, m/v), em outro estudo (TOMIZAWA
et al., 2014), além de ndo favorecer o crescimento celular, ainda resultou em mudancas na
leitura da DOsoo para algumas espécies. Além disso Delftia acidovorans, P. putida e P.
aeruginosa foram as Unicas espécies em que se observou crescimento celular em acido vanilico,
porém, apenas em P. aeruginosa foi detectado o acimulo de PHA a niveis trago (<1%). Em R.
pickettii LB_TupeA, em contraste com as espécies mencionadas, apresentou maior crescimento
em &cido siringico (1%) e 4-HBA (0.1%), sem acumulo de PHA. No estudo de Tomizawa, R.
eutropha H16 acumulou P(3HB) nos intermediarios 3-HBA, 4-HBA, 2,5-DHBA, e 3,4-DHBA,
com isso, 0 maior gargalo no aproveitamento dos derivados de lignina é a conversdo destes em
seus intermediérios (NUMATA e MORISAKI, 2015) o que também foi constatado para R.
pickettii LB_TupeA.

4.3.4. Aquitalea sp. LB_TupeE

O inicio da fase estacionaria de Aquitalea sp. em meio rico nutriente (Figura 13.B)
ocorreu a partir de ~10h de incubacdo. Para verificar se houve producdo de PHA em meio rico
nutriente, as células cultivadas neste meio foram analisadas por CG-EM e constatou-se que
nenhum PHA foi acumulado neste meio (Dados ndo mostrados). A bactéria Aquitalea sp.
LB_TupeE mostrou capacidade de acumular P(3HB) em meio mineral acrescido de aglcares
como glicose, frutose e sacarose (Tabela 9). Nenhum acumulo de PHA foi detectado quando
0leo de soja e lignina alcalina foram adicionados a0 meio como Unica fonte de carbono. A
diferencga que a aplicagdo de dois métodos de cultura distintos e a composi¢do do meio mineral

fizeram no acimulo de PHA foi notavel. O cultivo em uma etapa, onde as células foram
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transferidas para o meio salino ap6s uma unica etapa de crescimento em meio nutriente, resultou
em um aumento do rendimento do biopolimero em 25x comparado ao cultivo em duas etapas.
O acréscimo de ureia como fonte adicional de nitrogénio influenciou no crescimento celular de
LB_TupeE, sendo consistente com os resultados obtidos por NG e SUDESH (2016). Ainda
com relacdo aos dados obtidos neste Gltimo estudo para Aquitalea sp. USM4, o rendimento de
P(3HB) obtido quando esta cepa foi cultivada em glicose e sacarose foi de 0.7 e 0.6 g.L ™,
respectivamente. Quando Aquitalea sp. LB_TupeE foi cultivada em meio contendo 0.5 g.L* de
NH,4CI acrescida da mesma proporcéo de ureia (0.54 g.L %), verificou-se um rendimento maior
praticamente 2x maior em glicose (1.3 g.L ) e sacarose (1.1 g.LY) em comparagdo com
Aquitalea sp. USM4. Em suma, Aquitalea sp. € uma bactéria que, preferencialmente, acumula
PHA enguanto cresce em meio mineral com uma menor razdo C/N (CIESIELSKI et al., 2015)

e que melhor utiliza ureia como suprimento de nitrogénio.

Tabela 9. Producgéo de PHA por Aquitalea sp. utilizando fontes de carbono néo relacionadas entre si sob diferentes

condicGes de cultivo em uma e duas etapas.

Fonte de  Parametros P(3HB)%? P(3HB) PM (g.mol?)

MCS (g.L )

carbono  de incubacéo m/m (mg.L)e (PDI)d
Glicose a

(1%) Duas etapas 2.22 +£0.08 2.0£0.18 44,9 +£4.02 -
Frutose Duasetapas®  2.33+0.12 224032 505+ 10.42 .
(1%)

Oleo de a

soja (2%) Duas etapas 2.28 £0.02 ND ND -
Lignina

(alcalina) Duas etapas® 1.06 £ 0.02 ND ND -
(0,1%)

Glicose b 53.62 + 139 x 10°
(1%) Uma etapa 197 +0.21 332 1324.8 + 8.19 (1.3)
Sacarose b 47.77 + 136 x 10°
(1%) Uma etapa 1.90 £ 0.58 593 1060.0 £ 178.0 (1.3)

ND: N&o detectado

aMeio MS de acordo com TOMIZAWA et al. (2014). Volume de amostra: 50 mL/120 rpm/48h

"Meio MS de acordo com DOI et al. 1995 + elemento-trago de acordo com TOMIZAWA et al. (2014)
®Determinado por CG-EM

dDeterminado por CPG

No cultivo em uma etapa, o volume de cultura (250 mL) utilizado mostrou ser um fator
que influenciou na aeracdo e no rendimento de PHA. A manutencdo da velocidade de rotagédo

em um volume maior pode resultar em uma menor oxigenagdo do meio, afetando levemente o

67



crescimento de massa celular em comparagdo com o cultivo em duas etapas. A reducdo do
rendimento da biomassa e sua relacdo com o aumento de PHA acumulado foram observados
em estudos como o de GEETHU et al. (2019) que mostraram essa relacdo negativa entre o
rendimento do biopolimeros e a aera¢do quando esta ultrapassa o valor otimizado. Um fator
como a inibigdo do ciclo de Krebs devido a baixa aeracéo e o redirecionamento do fluxo de
acetil-CoA (KESSLER e WITHOLT 2001) para a via metabdlica de sintese de PHA pode
auxiliar a explicar essa ocorréncia. Outro fator a ser ressaltado € o suprimento de fosfato (PO4%)
que, no processo de fermentacdo em uma etapa foi reduzido pela metade. Em Aeromonas spp.
o rendimento na sintese de PHA foi melhorado em condigdes de deficiéncia de fosforo em um
meio em condicGes limitantes de nitrogénio e glicerol como fonte de carbono (MOZEJKO-
CIESIELSKA e POKOJ 2018). Logo, a reducéo do suprimento de oxigénio e fosforo as células
microbianas com consequente aumento do stress nutricional funcionou como estimulo para o
acumulo de PHA em Aquitalea sp. LB_TupeE, porém, a influéncia de todos esses fatores requer
maiores investigacoes.

Quanto ao peso molecular dos P(3HB) extraidos, estes apresentaram valores dentro da
faixa para estes polimeros comumente sintetizados pelas bactérias, sendo que, para a cepa
LB_TupekE verificou-se que o polimero possui menor peso molecular e PDI ligeiramente menor

em comparagdo com a cepa LB_TupeA.
4.3.,5. Composicéo dos polimeros extraidos — *H-RMN

A elucidacao estrutural de cada um dos polimeros extraidos foi realizada apés a extracéo
e purificagdo deste, seguida da analise por *H-RMN. Foram extraidos os polimeros dos isolados
cultivados em condi¢cBes com maior acimulo até entdo obtidos de R. pickettii LB_TupeA e
Aquitalea sp. LB_TupeE. Os espectros sdo mostrados na Figura 17, junto com as atribuigdes
de deslocamento quimico para todas as ressonancias de protons. Um dupleto em 1.25 ppm €
atribuido ao grupo metil acoplado a um proton, a ressonancia do proéton metileno a 2.44 a 2.66
ppm foi associada ao proton do metino do carbono assimétrico e um multipleto a 5.25 ppm €
atribuido ao metino (DOI et al. 1986, JAN et al. 1996). Para os dois isolados testados com as
fontes de carbono tradicionais, foram identificados no espectro de *H-RMN o homopolimero
poli-(R)-3-hidroxibutanoato — P(3HB).
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Figura 17. Espectro de *H-RMN de P(3HB) sintetizado sob condicGes aerébicas pelos isolados R. pickettii: (a)
glicose 1%, (b) frutose 1%, (c) 6leo de soja (2%) Aquitalea sp.: glicose 1% (d) e sacarose 1% (e). Publicado em
(CASTRO et al., 2021).

4.3.6. Bacillus paramycoides LB_RP2

4.3.6.1. Perfil de crescimento em meio nutriente

O isolado B. paramycoides LB_RP2 foi cultivado em meio rico nutriente e meio LB de
forma a comparar o crescimento celular em ambos 0s meios e determinar o inicio da fase
estacionaria em condicOes aerobicas (Figura 18). Em meio rico nutriente a DOgoo a partir de 12
horas de incubacéo foi o dobro em comparagdo com o0 mesmo tempo de cultivo em meio LB.
BORAH et al. (2002) também observou maior crescimento celular em B. mycoides RLJ B-017
guando extrato de carne foi acrescentado ao meio, indicando assim uma maior demanda de

fontes de nitrogénio organica por parte dessas bactérias pertencentes a este grupo.
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Figura 18. Perfil de crescimento de B. paramycoides LB_RP2 em meio rico nutriente (A) e meio LB (B) em

condigdes aerdbicas

4.3.6.2. Sintese de PHA

Primeiramente, B. paramycoides LB_RP2 foi cultivada em meio mineral acrescido de
glicose 1%, lignina 1% e glicose + lignina 1%, separadamente com o objetivo de verificar se
essa cepa acumula o biopoliéster em meio deficiente de nitrogénio (Tabela 10). Ao se constatar
um leve maior acimulo de P(3HB) no meio com lignina em comparagdo ao meio com glicose,
aventou-se a possibilidade de ocorrer acimulo de PHA durante o cultivo em meio nutriente. A
cepa LB_RP: foi cultivada em meio rico nutriente (NR) e LB (Figura 19) em condicdes
aerdbicas e anaerdbicas por meio da coloragdo com o corante BODIPY ™. Verificou-se que em
ambas as condi¢cfes aplicadas ocorre a producdo de granulos de PHA, visualizada pela

fluorescéncia caracteristica para esse tipo de acamulo.

Em condicdes aerobicas, B. paramycoides LB_RP2 acumulou P(3HB) em meio NR e
LB conforme determinado por CG-EM. Apos 72 horas de incubacdo em meio mineral acrescido
de glicose 0.1%, lignina alcalina 0.1% e da mistura glicose+lignina 0.1%, esse polimero foi
utilizado como reserva de carbono. Isso foi constatado pela diferenca observada entre o
rendimento de PHA em meio nutriente e em meio mineral (Tabela 10). O rendimento de PHA
foi maior em meio rico nutriente (100.1 mg.L™?). Quando o isolado foi transferido para o meio
mineral salino, ainda ocorreu o desenvolvimento celular, que € observado pelos valores de MCS
apos 7 dias de incubacdo. Logo, quantidades adicionais de carbono e nitrogénio sao
demandadas por B. paramycoides LB_RP2 para crescimento celular associada a sintese de

PHA, com o fim de se obter maiores rendimentos deste biopolimero.
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Figura 19. Visualizacéo de B. paramycoides cepa LB_RP usando 0 método com corante BODIPY™., As
células foram crescidas em caldo de meio rico nutriente em condigdes aerdbicas — A e B (16 h/30 °C/120 rpm) e
anaerdbicas - C e D (7 dias/30 °C). A esquerda, visualizagdo em microscopio no modo de contraste de fase. A

direita em modo de fluorescéncia com tempo de exposi¢do de 500 ms.

Tabela 10. Contetdo de P(3HB) (%) em Bacillus paramycoides LB_RP2 por massa celular seca (MCS) em

diferentes meios nutriente.

Meio de cultura? MCS (g.L ) % P(3HB)P
NR 1.3+£0.0 7.7+£28
LB 1.1+£0.1 6.2+0.8
MSaii 0.1% 2.80 1.2
MSaii + Lig 0.1% 2.90 2.9
MSLig0.1% 2.89 1.7

2NR: Meio rico nutriente; LB: Luria Bertani; MS: Meio mineral salino (TOMIZAWA et al. 2014).
®Determinado por CG-EM

Biopolimeros produzidos por bactérias Gram positivas possuem a vantagem de, ao ser
extraidos da biomassa, ndo possuirem endotoxinas como os lipossacarideos (LPS) que precisam
ser co-purificadas juntamente com o polimero. Esses componentes da membrana celular
bacteriana podem ser eliminados do polimero tratando as células com surfactantes aniénicos e

solventes apolares como éter dietilico antes do processo de extracdo (VALLAPIL et al., 2007),
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0 que acrescenta etapas no processo de purificacdo e agrega mais valor ao produto obtido. Uma
gama de linhagens de B. cereus e outras pertencentes a este grupo tém sido identificadas como
acumuladoras de PHA utilizando diversos substratos como fonte de carbono. Este é o primeiro
relato de acimulo de PHA em B. paramycoides publicado (CASTRO et al., 2021). O
crescimento celular atingiu seu maximo apds 18 horas de incubacdo e comecou a reduzir
gradativamente. Estudos mostraram que a sintese de PHA em B. cereus (KOMINEK e
HALVORSON, 1965) inicia no final da fase logaritmica e, em B. mycoides (BORAH et al.,
2002) comeca no inicio do crescimento e continua até a fase exponencial tardia, logo, a
determinacdo do contetdo de P(3HB) na cepa LB_RP2 foi feita nas células cultivadas por 16

horas, final da fase logaritmica em meio NR.

Em meio mineral acrescido de NH4Cl pode ter influenciado positivamente o
crescimento celular em LB_RP2, afetando, porém, a sintese de PHA, conforme observado
também por BORAH et al. (2002). A adi¢do de uma fonte de nitrogénio organica como extrato
de carne e de levedura também tem sido mostrado influenciar positivamente o desenvolvimento
bacteriano e 0 acimulo de PHA (LEE e CHANG 1995, PILLAI et al., 2017). Logo, ressalta-
se a importancia de se fazer a otimizacdo do processo de fermentacdo para cada espécie
produtora de PHA com o objetivo de se determinar as condi¢cdes que irdo favorecer, em
conjunto, o crescimento da biomassa e acimulo de biopoliéster, 0 que se propde para estudos

futuros com B. paramycoides.

4.4. Analise gendmica: Vias metabdlicas canbnicas para a sintese de PHA
4.4.1. R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE
Todos 0s genes das principais vias metabdlicas de sintese de PHAs foram identificados
nos genomas anotados de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE e vias metabdlicas
putativas para a producdo de scl-mcl-PHAS nestes isolados estdo ilustradas nas Figuras 20 e 21/
Tabela 11. A sintese de P(3HB) a partir de glicose ocorre, primeiramente, com a degradacéo
desse substrato atraves da via metabdlica Entner-Doudoroff (ED) ou glicolise (Embden—
Meyerhof—Parnas (EMP)) resultando na formacao de piruvato (VALLAPIL et al., 2007), que é
posteriormente convertido em acetil-CoA. A via de degradacao de acidos graxos (-Oxidagao)
fadABDE também é responsével pela liberacdo de acetil-CoA, que é o principal substrato para
a sintese de (R)-3-hidroxibutanoil-CoA via a atuacdo das enzimas expressas pelos genes que
residem no operon phaABC. Este operon expressa as enzimas B-cetotiolase (PhaA) que converte

duas unidades de acetil-CoA em acetoacetil-CoA, acetoacetil-coenzima A (CoA) redutase
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(PhaB) que reduz este Gltimo a (R)-3-hidroxibutanoil-CoA que € polimerizado em poli-(R)-3-

hidroxibutirato pela PHA sintase (PhaC) (CHEN 2010a, POHLMANN et al., 2006).
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Tabela 11. Anotacdo do genoma para enzimas relacionadas a biossintese de PHA por Ralstonia pickettii

LB _TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE

N° Enzima Espécie  Cddigo KEGG Referéncias
1 Fosfoenolpiruvato sintase (R)/(A) EC2.7.9.2
2 Piruvato kinase (R)/(A) EC2.7.1.40
3 Fosfoenolpiruvato carboxilase (R)/(A) EC4.1.1.31
4 Fosfoenolpiruvato carboxikinase [GTP] (RY/(A) EC4.1.1.32 ZB(I)E 1%KERS etal,
5 Componente E1 de piruvato desidrogenase (R)/(A) EC1.241
6 Diidrolipoamida acetiltransferase, componente  (R)/(A) EC2.3.1.12
do complexo piruvato desidrogenase
7 Acetil-CoA acetiltransferase, PhaA (R)/(A) EC2.3.1.9
8 Acetoacetil-CoA redutase, PhaB (R)/(A) EC1.1.1.36 CHEN 2010a
9 Acido polihidroxialcanoico sintase, PhaC (R)/(A) EC:2.3.1.-
10 Acetil-CoA sintetase / acetato - CoA ligase R)/(A EC6.2.1.1
11 Propionato - CoA ligase ’ ER;/EA; EC 6.2.1.17 HANetal., 2013

Continua na préxima pagina
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Continuacéo da Tabela 11

12 Acetato quinase (R)/(A) EC27.21
13 Fosfato acetiltransferase (R)/(A) EC23.1.8
14 Beta-cetotiolase, BktB (R)/(A) EC 2.3.1.16
15 Acil-CoA desidrogenase, especifica de cadeia  (R)/(A) EC1.38.1 HANetal., 2013
curta, FadE
16 Enoil-CoA hidratase, FadB (R)/(A) EC4.2.1.17
17 D-Lactato desidrogenase, dependente do (R) EC1.124 TAGUCHI et al.,
citocromo ¢ 2008
Al7  Piruvato formato-liase (A) EC2.3.1.54 Lletal., 2017
18 Complexo previsto de L-lactato desidrogenase, (R)/(A) EC1.1.23/ TAGUCHI et al.,
LutAB 1.1.1.27 2008
19 Serina desaminase (R)/(A) EC4.3.1.19 ZHANG et al.,
2014
20 Acil-CoA sintetase, FadD (R)/(A) EC6.2.1.3
21 Acil-CoA desidrogenase, especifica de cadeia (R)/(A) EC1.38.1
curta, FadE LU et al., 2009;
22 Enoil-CoA hidratase, FadB, Pha J (R)(A)  EC 42117 POBLETE-
23 Acetil-CoA C-aciltransferase, FadA (R)(A)  EC2.3.1.16/ CASTRO etal,
EC2.3.1.9 2012
24 Enoil-CoA hidratase 2 (MaoC) (R)(A) EC4.2.1.119
25 Transferuloil-CoA sintase, FCS (R) EC6.2.1.34
A25  Treonina desidratase biossintética (A) EC4.3.1.19
26 Enoil-CoA hidratase / aldolase, ECH / A (R) EC4.1.2.61
27 Provavel proteina vanilina desidrogenase (R) EC 1.2.1.67
oxidoredutase, VDH
28 Subunidade de vanilato O-desmetilase (R) EC 1.14.13.82
oxigenase, VanA
29 Cadeia alfa da protocatecuato de 3,4- (R) EC1.13.11.3 TOMIZAWA et
dioxigenase, PcaHG al., 2014;
30 3-carboxi-cis, cis-muconato cicloisomerase, (R) EC55.1.2 NUMATA e
PcaB MORISAKI
31 4-carboximuconolactona descarboxilase, PcaC ~ (R) EC4.1.1.44 2015; ZHOU et
32 Beta-cetoadipato enol-lactona hidrolase, PcaD  (R) EC3.1.1.24 al., 2020;
33 3-oxoadipato CoA-transferase subunidade A, (R) EC 2.8.3.6
Pcal
34 Catecol 1,2-dioxigenase, CatA (R) EC1.13.11.1
35 Muconato cicloisomerase, CatB (R) EC55.1.1
36 Muconolactona isomerase, CatC (R) EC5.3.34
37 4-hidroxi-3-poliprenilbenzoato descarboxilase, (R) EC4.1.1.98
AroY
38 Poli (3-hidroxibutirato) depolimerase, PhaZ (R) EC3.1.1.75
39 D (-)- 3-hidroxibutirato oligomero hidrolase  (R) EC3.1.1.22 2.0 HZCL)(';QANN e
40 3-hidroxibutirato desidrogenase (R) EC1.1.1.30 v

(R)/(A) Enzimas anotadas no genoma de R. pickettii LB_TupeA (R) e Aquitalea sp. LB_TupeE (A)

Em condiges de cultivo rico em nutrientes, os niveis de coenzima A (CoA) aumentam,

pois ocorre 0 aumento da demanda por grupos acetil pelo ciclo de Krebs, resultando em um
efeito inibitorio da enzima f-cetotiolase (OEDING e SCHLEGEL 1973). Porém, em condicGes
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de escassez de nutriente e alta razdo C:N, a qual foi submetida R. pickettii LB_TupeA, duas
enzimas do ciclo de Krebs, citrato sintase e isocitrato desidrogenase sao inibidas, levando ao
bloqueio deste ciclo e resultando no acimulo de acetil-CoA. Com isso, ocorre a ativagdo da [3-
cetotiolase e a via é encaminhada na direcdo da biossintese de P(3HB) (CAl et al., 2009)

Quanto a sintese de P(3HB) por R. pickettii LB_TupeA, quando 6leo de soja foi utilizado
como fonte de carbono, € iniciada pela conversdo dos triacilglicer6is em &cidos graxos.
HEMACHANDER e PUVANAKRISHNAN (2000) relataram uma lipase expressa por
Ralstonia pickettii com alta eficiéncia na hidrélise de triacilglicerdis. Como esperado, uma ORF
com uma sequéncia idéntica a lipase de triacilglicerol EstA (WP_012761525.1) foi anotada no
genoma da cepa LB_TupeA. Uma vez hidrolisado por lipases, os triglicerideos de 6leo de soja
liberam acidos graxos C16 e C18, que sdo posteriormente metabolizados pela via de B-oxidacdo
dentro das células (KAHAR et al., 2004). Assim, os resultados obtidos para a producdo de PHA
por esta cepa, ao crescer na presenca de 6leo de soja como Unica fonte de carbono (Tabela 7),
é corroborada pelos dados genéticos. O metabolismo de suporte de R. pickettii LB_TupeA para
a sintese de PHA apresenta duas diferencas significativas em relacdo a Aquitalea sp.
LB _TupeE. Néao ha fortes evidéncias que dao suporte a existéncia de um open reading frame
(ORF) de piruvato formato-liase (PFL) e da enzima de ativacdo da piruvato formato-liase (PFL-
AE) no genoma da cepa LB_TupeA. A andlise consistiu em trés anotagdes do genoma,
configurando como “consulta” as sequéncias disponiveis para as duas enzimas no banco de
dados de proteinas do NCBI (para Ralstonia spp., Pseudomonas spp. e Burkholderia spp.). Uma
pesquisa baseada em homologia foi realizada usando um banco de dados gerado com
sequéncias de proteinas previstas, mapeamento para 0 genoma de LB_TupeA e emprego do
software BLAST de proteinas (dados ndo mostrados) (ALTSCHUL et al., 1990).

Apesar da existéncia de vias que catalisam a conversdo de acidos graxos em scl-PHA, a
(R)-3-hidroxiacil-ACP-CoA transferase (PhaG), uma enzima chave na ligacdo entre a via de
biossintese de acidos graxos de Novo e a de sintese de PHA (SUDESH et al., 2000), néo foi
encontrada nos dois genomas estudados (LB_TupeA e LB _TupeE), utilizando a mesma
abordagem aplicada na busca por PFL e PFL-AE.

Polihidroxialcanoatos ndo foram detectados quando, na fermentagdo em duas fases, 6leo
de soja e lignina foram utilizados como fonte de carbono para Aquitalea sp. LB_TupeE. Por
meio da analise gendmica, nenhuma evidéncia foi encontrada da presenca de genes que
expressam lipase extracelular nesta cepa e essa evidéncia também foi confirmada para outra
cepa de Aquitalea sp. USM4 (NG e SUDESH 2016). No entanto, constatou-se na via metabolica

de Aquitalea sp. LB_TupeE a presenca de genes que metabolizam &cidos graxos e sintetizam
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PHA, sendo isto confirmado experimentalmente por Aquitalea sp. USM4 que sintetizou
P(3HB-co0-3HV) a partir de sais de acidos graxos com namero de cadeia impar como valerato
de sodio e heptanoato de sddio como fonte de carbono.

A conversdo de &cidos graxos em PHA ndo s6 pode ocorrer pela liberacdo de acetil-
CoA no ciclo da B-Oxidacdo, como também (R)-3-hidroxiacil-CoA podem ser gerados pela
acao das enzimas enoil-CoA-hidratase (fadB) e (R)-3-hidroxiacil-CoA hidrolase (MaoC). A
atuacdo da acetil-CoA C-aciltransferase (FadA) na 3-cetoacil-CoA libera acetil-CoA que é
incorporada na via PhaABC formando P(3HB) (LU et al. 2009). Para a producdo de PHA
contendo mondmeros que ndo seja o 3-hidroxibutirato, outros substratos precisam ser
adicionados ao meio, ja que a maioria dos acidos graxos serdo beta-oxidados a acetil-CoA que
sera aproveitado em outras vias metabolicas biossintéticas que ndo a de sintese de PHA (CHEN
e JIANG 2017).

Duas potenciais vias metabdlicas de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE
gue fornecem mon6meros para sintese de PHA devem ser destacadas. Entre elas estdo as vias
metabolicas que geram propionil-CoA, como o catabolismo da treonina e do propanoato. A via
de degradacéo do propionil-CoA libera os monémeros (R)-3-hidroxivaleril-CoA (3HV-CoA) e
permite que as bactérias produzam poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) P(3HB-co-
3HV) (LU et al., 2009). No genoma da cepa LB_TupeE, destaca-se a presenga da enzima
piruvato formato-liase (EC 2.3.1.54), uma importante enzima presente no metabolismo de
bactérias anaerdbias facultativas quando expostas a condi¢Ges limitantes de oxigénio (BUIS et
al. 2005). A piruvato formato-liase é ativada na fase pos-traducional através da enzima de
ativacdo de piruvato formato-liase (EC 1.97.1.4) e ambas as enzimas foram mapeadas no
genoma de Aquitalea sp. LB_TupeE (Figura 21). Este achado ajuda a explicar o desempenho
desta cepa durante o processo de fermentacdo em uma fase com suprimento de oxigénio
reduzido.

Ambos os isolados possuem arsenal genético para metabolizar compostos aromaticos.
Aquitalea sp. possui potencial para degradar tirosina e compostos aromaticos pela via do
homogentisato ou pequenos compostos aromaticos derivados da lignina através da via
dependente de protocatecuato 4,5-dioxigenase para catabolismo do acido protocatecuico.
Ralstonia pickettii LB_TupeA tem um arsenal genético para metabolizar a lignina e alguns de
seus derivados. Pelo menos trés vias completas foram encontradas em seu genoma. A primeira
é a via ndo-dependente de B-oxidacdo de CoA de acido ferulico para acido vanilico. O caminho
do &cido vanilico ao acido protocatecuico € catalisada pela subunidade da vanilato O-demetilase
oxigenase VanA (EC 1.14.13.82). Segundo TOMIZAWA et al. (2014), o 3,4,5-THBA (acido
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galico), derivado do &cido sinapinico, € incorporado na via metabdlica que lisa o anel aromatico,
a mesma que processa 0 3,4-DHBA (acido protocatecuico). A degradacdo do protocatecuato
segue duas vias metabdlicas diferentes. O protocatecuato ¢ catabolizado a -cetoadipil-CoA na
via do B-cetoadipato através de enzimas do operon pca (PcaHGBCDIJ) ou operon cat (CatABC)
(KUKOR et al., 1988; GUO et al., 1999). A ligagdo entre o -cetoadipato e a sintese de PHA
pode ser realizada através da acetil-CoA C-aciltransferase BktB (EC 2.1.1.16). Esta enzima
cataboliza f-cetoadipil-CoA, liberando succinil-CoA e acetil-CoA (XU et al., 2019) que é o
principal precursor para a sintese de P(3HB), que foi sintetizado por R. pickettii LB_TupeA
quando cultivada em meio mineral contendo acido galico e acido vanilico 10 g.L™.

4.4.2. B. paramycoides LB_RP2

Genes associados as vias metabdlicas Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), também
conhecida como glicdlise e da via pentose-fosfato, que também pode ser utilizada para o
metabolismo da glicose (ALVES et al. 2017), foram encontrados no genoma anotado de B.
paramycoides LB_RP2. A via da pentose-fosfato possibilita também que a espécie efetue o
metabolismo de substratos como a xilose e outras pentoses (SIRACUSA e BLANCO 2020).
Cluster de genes da via de biossintese de poli-(R)-3-hidroxibutirato [P(3HB)] e poli-(R)-3-
hidroxibutirato-3-hidroxivalerato [P(3HB-co-3HV)], PhaA, PhaP, PhaQ, PhaR, PhaB, e PhaC,
foram identificados no genoma. A enzima PhaC, com sua subunidade PhaR, ¢ classificada como
uma PHA sintase de classe IV e possui especificidade de substrato para unidades de 3-
hidroxiacil-CoA, o que leva a uma sintese de PHAs de cadeia curta, conforme foi identificado
nesta cepa quando cultivada em meio nutriente (TOMIZAWA et al., 2011). A montagem da via
de sintese de PHA (Figura 22) para B. paramycoides LB_RP2 com base nos genes anotados,
comparagdo com o banco de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG)
em conjunto com referéncias adicionais permitiu inferir sobre o potencial desta cepa para
acumular polihidroxialcanoatos usando fontes de carbono relacionadas e néo relacionadas
como acucares, acidos carboxilicos e graxos. Tanto a formacdo de piruvato pela via de
glicosilagdo quanto a atividade da acetil-CoA C-aciltransferase (FadA) na sintese de um acil-
CoA graxo liberam acetil-CoA, que é um precursor de 3-hidroxibutanoil-CoA. Além disso, o
mondmero (R) -3-hidroxi pode ser fornecido por meio da hidratacdo de crotonil-CoA pela

atividade da enoil coenzima A hidrase.
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Figura 22. Vias metabolicas para a sintese de PHA propostas a partir dos genes anotados no genoma de B.
paramycoides LB_RP2 e baseado no banco de dados do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

Os nimeros indicam a posicao relativa das enzimas na via metabdlica e estdo detalhadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Enzimas relacionadas a biossintese de PHA pertencentes ao genoma anotado de B. paramycoides

LB_RP2
No. Enzima KEGG Referéncias
1 Triacilglicerol lipase EC3.1.1.3
2 Acido graxo de cadeia longa---CoA ligase, FadD EC6.2.1.3
3 Acil-CoA de cadeia longa dehidrogenase [fadN- EC1.3.8.8
fadA-fadE operon]
. . LU etal.,
4 Enoil-CoA hidratase, FadB EC4.2.1.17 (2009)
5 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase [fadN-fadA-fadE EC1.1.1.35
operon]
6 Acetil-CoA C-aciltransferase, FadA EC 2.3.1.16
EC23.19
7 Fosfoenolpiruvato carboxicinase [ATP] EC4.1.1.49
8 Piruvato cinase EC 2.7.1.40
9 Fosfoenolpiruvato sintase EC27.9.2 BUIS e
10  Piruvato dehidrogenase E1 subunidade da EC1.24.1 BRODERICK
componente alfa e beta 2005
11  Dihidrolipoamida acetiltransferase componente do EC 2.3.1.12
complexo piruvato dehidrogenase
12 Acetoacetil-CoA tiolase, PhaA EC23.1.9 CHEN 2010a;
13 Acetoacetil-CoA redutase, PhaB EC1.1.1.36 MCCOOLe
14  Polihidroxialcanoato sintase, PhaC + Repressor da EC:2.3.1.- CANNON
sintese de polihidroxialcanoato, PhaR 2001
15  Acetato quinase EC27.21
16  Fosfato acetiltransferase EC23.1.8 ZH(;Al';I etal,
17  Betacetotiolase, BktB EC 2.3.1.16
18 Acil-CoA:acetato CoA-transferase, subunidade alfae EC 2.8.3.8
beta
19  Acil-CoA dehidrogenase, especifico para cadeia curta EC 1.3.8.1 LU etal.,
20  3-hidroxibutiril-CoA dehidrogenase EC 2009
1.1.1.157
21  Enoil coenzima A hidratase EC 4.2.1.55

Por meio da atuacdo das enzimas acil-CoA:acetato CoA-transferase e acil-CoA

dehidrogenase sais de butanoato sdo convertidos em crotonil-CoA que, por meio da acgédo da
enoil-CoA hidratase (MADISON et al., 1999), mondmeros de (R)-3-hidroxibutanoil-CoA sédo

formados. Enzimas putativas, como a acetato quinase e fosfato acetiltransferase, permitem a

conversdo de propanoato em propionil-CoA, que € o precursor do substrato (R)-3-

hidroxivaleril-CoA e pode ser polimerizado em um P(3HB-co-3HV) copolimero quando esta

bactéria é alimentada com uma mistura de aglcar e propionato (TOMIZAWA et al., 2011).

Propanoato e butirato sdo os principais componentes dos acidos graxos volateis (AGV), e séo

considerados substratos preferiveis para a sintese de PHA, uma vez que podem ser fornecidos
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ao sistema por fermentacdo anaerObia e posteriormente usados em condi¢Ges aerobias
(BENGTSSON et al., 2008). Todos esses fatores tornam o B. paramycoides um candidato
promissor para a producdo de PHA a partir de residuos, como lodo ativado de estacGes de
tratamento de aguas residuais.

Genes que expressam enzimas de importancia industrial (SCHALLMEY et al., 2004)
foram anotados em B. paramycoides LB_RP2. Entre eles estdo: superoxido dismutase, alfa &
beta glucosidase, B-galactosidase, lipase, chaperoninas de secrecdo de proteinas (CsaA),
peptidases de sinal, pullulanase e amilases, confirmando assim a versatilidade biotecnoldgica
desse organismo com potencial aplicagéo industrial.

4.5. Polihidroxialcanoato sintases: PCR e categorizacao

Polihidroxialcanoato sintase (PhaC) é a enzima-chave para a sintese dos biopoliésteres
pois catalisa a conversdo de unidades (R)-3-hidroxiacil-CoA em PHA liberando unidades CoA
(TAletal., 2016). A amplificacdo de um fragmento do gene phaC é uma alternativa que permite
selecionar potenciais bactérias produtoras de PHA e também conhecer a especificidade de
substrato de cada bactéria selecionada com antecipacdo. Os primers degenerados G-D e G-1R
que amplificam fragmentos de genes de phaC classe | e 1l foram desenhados e validados em
amostras ambientais (ROMO et al., 2007) e as sequéncias determinadas foram comparadas com
as sequéncias de aminoacidos depositadas no GenBank (NCBI) por meio do software
BLASTX®.

Estes primers possibilitaram a amplificacdo (Figura 23) de um fragmento de 552 pb e
546 pb presentes nos genomas de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE,
respectivamente. A cepa IT6, referente a G. polyisoprenivorans, ndo possui genes relacionados
as vias metabolicas de sintese de PHA, como o phaA, phaB e phaC (ANDLER et al. 2019),
logo, confirmou-se essa auséncia atraves deste experimento. A cepa B. paramycoides LB_RP2,
conforme foi comprovado, € uma bactéria acumuladora de P(3HB), porém, ndo amplificou
utilizando os primers selecionados, indicando que o gene phaC desta cepa € de outra classe, 0
que sera confirmado posteriormente com a analise gendmica. A sequéncia de LB_TupeA exibiu
uma similaridade de 99.41% com sequéncia de poli-acido-(R)-hidroxialcanodico sintase de
classe I de R. pickettii (NUmero de acesso WP_154206885.1) e a de LB_TupeE apresentou uma
similaridade de 97.60% com alfa/beta hidrolase de Aquitalea sp .USM4 (WP_131359719.1).
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Figura 23. Amplificagdo e clonagem do fragmento do gene phaC para posterior sequenciamento. A) DNA
genbmico dos isolados a serem testados, B) Amplificacdo do gene por PCR utilizando os primers degenerados
G-D e G-1R, C) Amplificagdo do gene em maior volume para posterior amplificacdo por clonagem, D) PCR das
colénias transformantes de E. coli DH5a contendo o vetor pGEM-T Easy ligado ao fragmento amplificado e, E)
Extracdo do DNA plasmidial das colbnias selecionadas.

A identificacdo da presenca de genes que codificam PHA sintases por meio da
amplificacdo de uma sequéncia destes genes € uma alternativa, além dos métodos tradicionais
gue envolvem o uso de corantes, que possibilita selecionar bactérias com potencial para
acumular PHA.

As polihidroxialcanoatos sintases sdo divididas em quatro classes com base na sua
estrutura primaria, especificidade dos substratos e identificacdo de suas subunidades (REHM
2003, TEH et al. 2018). As PhaCs de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE foram
mapeadas no seu genoma. Para categorizar a classe a qual cada PhaC pertence foi realizada a
analise filogenética das suas sequéncias de aminoacidos (Figura 24). Ambos os isolados
possuem duas PhaCs mapeadas em seu genoma. Uma forte diversidade existe entre as PhaCs
de classe I e 11, sendo que os ramos para as classes Il, 111 e IV sdo bem definidos na reconstrucgéo
da historia filogenética (FENG e DOOLITTLE 1987). As duas sequéncias de R. pickettii
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LB _TupeA e a sequéncia 1 de Aquitalea sp. LB_TupeE foram alocadas no grupo da PhaCs de
classe 1 e uma sequéncia de Aquitalea sp. foi agrupada com Agquitalea sp. USM4
(WP_131359710.1) em um ramo separado dentro da classificacao das PhaCs de classe 1, sendo
necessario investir futuramente o quanto essa diferenciagdo impacta na fungdo desta enzima
(CASTRO et al., 2021).

WP 154206885 Ralstonia pickettii
Ralstonia pickettii Seq?2
WP 011615085 Cupriavidus necator
WP 021028092 Comamonas sp B9
WP 046049833 Pseudomonas fluorescens C3
Aquitalea sp LB_TupeE Seq1 —
WP 084658742 Chitinimonas taiwanensis
WP 035852305 Deefgea rivuli
— WP 047879333 Photobacterium aquae CGMCC1
100— wp 012154995 Shewaneila pealeana ATCC700345
Ralstonia pickettii Seq1 —
WP 078189136 Cupriavidus necator
100 WP 033289844 Amycolatopsis jejuensis NRRLB24427
54 WP 046045609 Pseudomonas fluorescens C3
62 WP 052965057 Pseudomonas syringae Rig4 "'"_I I
46 WP 027707381 Zooshikeifa ganghwensis DSM15267
[ Aquitalea sp LB_TupeE Seq2
100— wpP 131359719 Aquitalea sp USM4 =
J: AADO5260 Bacillus megaterium }_ I V

BAIGB395 Bacillus cereus

88 BAA17430 Synechocystis sp PCC6803
100 AAG30259 Ectothiorhodospira shaposhnikovii I I I

70

76

94 AAA23320 Allochromatium vinosum DSM180
WP 009988483 Saccharolobus solfataricus P1

Figura 24. Arvore filogenética da sequéncia do gene da PHA sintase (phaC) de R. pickettii e Aquitalea sp. e dos
taxons relacionados elaborada a partir das sequéncias de aminodcidos depositadas no GenBank. Os nimeros
organizados perto dos nés de ancestralidade comum representam a porcentagem de arvores replicadas nas quais
0s taxons associados se agruparam no teste de bootstrap. As classes PhaC foram destacadas por chaves e 0s

nimeros de cada classe. E - grupo externo. Publicado em (CASTRO et al., 2021).

PhaCs de classe | sdo geralmente reportadas por suas especificidades por substratos de
cadeia curta (Cs-Cs scl-3HA-CoA), como é o caso da PhaC de R. eutropha, porém, excecdes a
essa regra tem sido reportadas, como é o caso, por exemplo, da PhaC de Aeromonas caviae
FA440 que é categorizada como sendo de classe | que possui especificidade de substratos de
cadeia curta e média (scl-mcl P(3HA)-CoA) (NOMURA e TAGUCHI 2007).

Rios que se originam na planicie florestal possuem entre as suas caracteristicas baixa
concentracdo de sedimentos e alto teor de matéria organica, como o rio Negro e alguns de seus
tributarios (BERNARDES et al., 2004). Esta matéria organica é derivada da degradacdo
quimica, fisica e bioldgica da cobertura vegetal resultando em produtos que percolam o solo
e/ou sao lixiviados para dentro dos cursos d’agua. Entre os produtos de degradagao distribuidos

nas fragdes finas e grossas do material particulado e na fragdo dissolvida das aguas destes rios,
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derivados da degradacdo da lignina provenientes de plantas vasculares podem ser encontrados
e mensurados por meio de indicadores como os fenois cinamil (C), siringil (S) e vanilil (V), por
exemplo (BERNARDES et al., 2004). Baseado nessas caracteristicas dos rios e lagos de aguas
negras € que esse estudo prop6s um método de selecdo de bactérias com potencial para sintetizar
PHA em um meio de cultivo mais seletivo que permitisse selecionar espécies com potencial
para metabolizar lignina e seus derivados, além das demais fontes de carbono mais utilizadas
nestes estudos. Das bactérias selecionadas e identificadas, confirmou-se que R. pickettii
LB_TupeA possui arsenal metabdlico para utilizar derivados de lignina e converté-los

posteriormente em polihidroxialcanoatos.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foram isoladas bactérias capazes de sintetizar polihidroxialcanoatos utilizando
diferentes fontes de carbono. Com isso, mostrou-se que a amostragem de bactérias de aguas
superficiais ricas em matéria organica e carente de nutrientes, como o Rio Negro e seus
tributérios, possibilita a prospeccdo de microrganismos com o metabolismo adaptado a
substratos oxidaveis associado a capacidade de acumular PHA.

e R. pickettii LB_TupeA sintetiza P(3HB) utilizando fontes de carbono tradicionais como
acucares e 0leos e apresenta potencial a ser explorado para sintetizar PHA a partir de derivados
da lignina. Entretanto, confirmou-se que a maior limitagdo para o aproveitamento da lignina na
sua forma residual (lignina kraft) é a converséo desta em seus derivados e seus intermediarios;

e Aguitalea sp. é uma espécie promissora como biofabrica de biopolimeros,
principalmente por acumular estes utilizando diferentes substratos com bons rendimentos em
termos de massa celular seca. Soma-se a esses fatores, o cultivo em uma etapa proporcionou
significativos maiores rendimentos de acumulo de P(3HB), demandando assim menos
quantidades de nutrientes. Quanto a PHA sintase (PhaC) de Aquitalea sp. LB_TupeE foi
reportado que esta apresenta uma divergéncia evolucionaria das ja conhecidas PhaCs de classe
1 e 2, sendo que, estudos futuros podem ajudar a elucidar suas caracteristicas cataliticas na
sintese de PHAs.

e A andlise genbmica de espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus foi
fundamental para defini¢do taxondmica do Bacillus paramycoides LB_RP2 e esse estudo é o
primeiro a reportar a sintese de PHA para essa espécie. Perspectivas futuras propostas para B.
paramycoides incluem a otimizagédo das condigdes de cultura e adaptacdo para producdo em

larga escala desta classe de polimeros.
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ANEXOS

Cronograma de execuc¢ao
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oferecidas pelo ppe- | C|C|C|C|C|C
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Coleta das amostras C

Selecdo das cepas mais
promissoras para producéo de c|c|C
PHA
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Sequenciamento do genoma C

Elaboracao do relatério parcial C
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polimeros a serem obtidos

Exame de qualificagdo C

Anaélise dos dados obtidos c|c|jc|ic|c|c

Publicacdo dos resultados C C

Elaboracdo da tese c|c|cj|cC

Defesa da tese

LEGENDA: C = Concluido;
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